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RINGKASAN

Laksmana Wisnu. Pertumbuhan, Produksi Biomassa dan Klorofil a Dunaliella
Sp. Pada Salinitas yang Berbeda (di bawah bimbingan Dr. Ir. Arning W.
Ekawati, MS dan M. Fakhri, S.Pi, MP, M.Sc).
._________________________________________________________________________________________________________]

Mikroalga dalam akuakultur memegang peran penting dalam rantai
makanan karena menjadi produsen utama dalam perairan, salah satu mikroalga
yang sering digunakan adalah dari jenis Dunaliella sp.yang bersifat euryhaline.
Namun pertumbuhannya dipengaruhi oleh beberapa hal, salah satunya yang
paling dominan adalah salinitas. Salinitas ini berpengaruh besar terhadap
pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil-a Dunaliella sp.

Tujuan penelitian ini adalah untuk menjelaskan pengaruh salinitas yang
berbeda dan menentukan nilai salinitas yang optimal untuk pertumbuhan,
produksi biomassa dan klorofil-a Dunaliella sp, sehingga didapatkan informasi
mengenai pengaturan dan optimalisasi salinitas untuk pertumbuhan maksimum,
dan produksi optimum biomassa serta klorofil-a Dunaliella sp.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Workshop, Laboratorium
Lingkungan dan Bioteknologi Perairan, Laboratorium Hidrobiologi, dan
Laboratorium Parasit dan Kesehatan lkan, Fakultas Perikanan dan Ilimu
Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. Metode yang digunakan dalam
penelitian ini yakni metode eksperimen yaitu dengan menggunakan sistem yang
digunakan dalam pengujian skala tertutup pada kondisi terkontrol dengan
perlakuan perbedaan salinitas (A) 5 ppt, (B) 15 ppt, (C) 25 ppt, (D) 35 ppt.
Rancangan penelitian ini berguna untuk mendapatkan informasi yang relevan.
Parameter utama yang diamati pada penelitian ini adalah laju pertumbuhan,
produksi biomassa dan klorofil-a Dunaliella sp, serta parameter penunjang
seperti suhu, salinitas, pH, oksigen terlarut dan pengaruh nitrat dan fosfat.

Hasil dari penelitian ini  menunjukkan salinitas yang berbeda
mempengaruhi pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil-a Dunaliella sp.
Salinitas optimal untuk pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil-a Dunaliella
sp. yakni pada salinitas 15 ppt yang menghasilkan konsentrasi sel maksimum
sebesar 20 x 10" sel mL™", biomassa 0,52 g L™ dan klorofil-a 11,26 mg L™
Berdasarkan analisis statistik yang dilakukan menunjukan bahwa pada salinitas
optimum yakni 15 ppt cenderung memiliki laju pertumbuhan, produksi biomassa
dan klorofil-a yang tinggi.

Disimpulkan bahwa penelitian mengenai perbedaan salinitas memberikan
pengaruh berbeda sangat nyata terhadap pertumbuhan, produksi biomassa dan
klorofil-a Dunaliella sp. Disarankan menggunakan salinitas 15 ppt untuk
mendapatkan pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil-a optimum.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroalga merupakan sumberdaya yang memiliki peranan penting dalam
bioteknologi budidaya perikanan (Spolaire et al., 2006). Janssen (2002)
menjelaskan bahwa mikroalga adalah mikroorganisme autotrof, yang
memanfaatkan energi cahaya dan nutrisi anorganik (karbondioksida, nitrogen,
fosfor). Mikroalga memegang peran penting dalam rantai makanan karena
menjadi produsen utama dalam perairan (Longhurts et al., 1995).

Dalam akuakultur, mikroalga dimanfaatkan sebagai pakan alami untuk larva
ikan dan crustacea karena mengandung asam lemak tak jenuh misalnya, asam
eicosapentaenoic (EPA), asam arakhidonat dan asam docosahexaenoic (DHA)
(Reitan, 1997). Dunaliellasp. merupakan mikroalga hijau-oranye (Chlorophyta)
uniseluler (Richmond, 2003) dan memiliki kandungan protein 57%, lemak 6%,
karbohidrat 32% (Becker, 1994)dan total karoten 0,19 ppm (Darsi et al.,
2012).Selain itu, Dufosse et al. (2005), menjelaskan bahwa Dunaliella
merupakan tiga sumber produk penting yaitu gliserol, B-karoten dan protein.

Faktor lingkungan seperti efek cahaya, nutrisi, suhu, pH dan salinitas
mempengaruhi pertumbuhan dan komposisi kimia mikroalga (Henley et al.,
2002). Salinitas merupakan salah satu faktor paling penting yang mempengaruhi
pertumbuhan, produktivitas mikroalga (Parida dan Das, 2005), mekanisme
fisiologis dan bio-kimia (Kalita et al., 2011) dan kandungan pigmen mikroalga
(Cowan dan Rose, 1998). Talebi et al. (2013), menjelaskan bahwa ketika sel-sel
yang terkena salinitas maka beberapa proses tertentu seperti, pemulihan
tekanan turgor, regulasi penyerapan dan eksporion melalui membran sel, dan
akumulasi osmo yang melindungi zat terlarut dan kandungan protein akan aktif

yang akan menyebabkan pertumbuhan baru yang stabil.



Adaptasi dari setiap mikroalga terhadap salinitas adalah spesies-spesifik
dan tergantung pada karakteristik fisiologis spesies (Richmond, 1986) dan asal
spesies (Banerjee et al.,, 2011). Loeblich (1982) melaporkan bahwa salinitas
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan pigmen Dunaliella sp. Adenan et al.
(2013) melaporkan bahwa Chlorella sp. menunjukkan pertumbuhan optimum
ketika dikulturpada salinitas rendah. Akan tetapi, Ak et al. (20011) melaporkan
bahwa pertumbuhan Dunaliella viridis meningkat dengan meningkatnya salinitas.
Herianti dan Pralampita (1987) melaporkan dari tiga salinitas 40 ppt, 30 ppt dan
20 ppt didapatkan pertumbuhan terbaik Dunaliella sp. pada salinitas 30 ppt yang
mencapai puncaknya setelah enam hari.

Dunaliella merupakan organisme fotosintesis dominan di banyak
lingkungan garam dan dapat beradaptasi dengan hampir seluruh rentang
salinitas (Pick, 2002). Namun, kisaran salinitas yang optimum menjadi faktor
penting dalam pertumbuhan dan perkembangan Dunaliella sp. Oleh karena itu,
diperlukan penelitian untuk menentukan salinitas optimum untuk menghasilkan
produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp. yang optimal.

1.2 Rumusan Masalah

Mikroalga merupakan mikroorganisme yang memiliki kontribusi penting
dalam sistem perairan, khususnya di dalam sistem budidaya perikanan.
Mikroalga merupakan makanan alami yang dibutuhkan oleh organisme budidaya
terutama pada tingkat larva. Salah satu mikroalga yang digunakan sebagai
pakan alami yaitu Dunaliella sp. Spesies ini termasuk dalam euryhaline
mikroalga, dimana salinitas merupakan faktor penting yang mempengaruhi
pertumbuhan, biomassa, dan klorofil a mikroalga ini. Adapun rumusan masalah
dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

- Bagaimana pengaruh salinitas yang berbeda terhadap pertumbuhan,produksi

biomassa dan klorofil a Dunaliella sp. ?



- Berapa salinitas yang optimal untuk pertumbuhan, produksi biomassa dan
klorofil a Dunaliella sp.?
1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
- Menjelaskan pengaruh pemberian salinitas yang berbeda terhadap
pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.
- Menentukan salinitas optimal untuk pertumbuhan, produksi biomassa, dan
klorofil a Dunaliella sp.
1.4 Hipotesis
Ho: Pemberian salinitas yang berbeda tidak mempengaruhi pertumbuhan,
produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.
H;: Pemberian salinitas yang berbeda mempengaruhi pertumbuhan, produksi
biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.
1.5 Kegunaan Penelitian
Kegunaan dari penelitian ini adalah sebagai informasi tentang pengaruh
salinitas yang berbeda terhadap produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.
dan sebagai informasi konsentrasisalinitas optimal untuk produksi biomassa dan
klorofil a Dunaliella sp.
1.6 Tempat Dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Workshop, Laboratorium
Lingkungan dan Bioteknologi Perairan, Laboratorium Hidrobiologi, dan
Laboratorium Parasit dan Kesehatan l|kan, Fakultas Perikanan dan Ilimu

Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang pada Bulan Januari 2016-April 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Dunaliella sp.
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Klasifikasi Dunaliella sp. menurut Teodoresco (1905), adalah sebagai

berikut ini:

Phylum : Chlorophyta

Kelas : Chlorophyceae
Ordo : Volvocales

Famili : Polyblepharidaceae
Genus : Dunaliella

Spesies : Dunaliella sp.

Gambar 1. Dunaliella sp. (Perbesaran 40x)

Secara morfologi, Dunaliella sp. merupakan mikroalga yang bersifat
uniseluler, mempunyai sepasang flagel yang sama panjangnya, mempunyai
kloroplas berbentuk cangkir, dan tidak memiliki dinding sel serta ukuran sel
kurang dari 7 mikron. Dunaliella sp. sering disebut flagellata uniseluler hijau
(green unicellular flagellata). Alga ini termasuk dalam kelompok Chlorophyceae
yang mengandung klorofil a dan b serta karotenoid yang umumnya berupa beta
karoten (Borowitzka dan Borowitzka, 1988). Bentuk selnya yang tidak stabil dan

beragam, dapat berbentuk lonjong, bulat silindris, elip, dan lain-lain. Hal ini dapat



terjadi karena dipengaruhi oleh kondisi lingkungan, pertumbuhan dan intensitas
sinar matahari (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995).
2.1.2 Reproduksi

Reproduksi dilakukan secara aseksual dan seksual. Reproduksi secara
aseksual dapat terjadi dengan pembelahan secara memanjang. Saat proses
pembelahan inti, maka pirenoid akan melebar melintang dan menyebabkan dua
flagella saling berjauhan. Pada pirenoid dan kloroplas akan terbentuk suatu
lekukan yang kemudian akan membelah menjadi individu baru, yang masing —
masing mempunyai satu flagella dan satu anak sel yang belum mempunyai
stigma. Stigma yang berbentuk ini merupakan hasil proses metamorfosis dari
kromatofora (Oren, 2005).

Reproduksi seksual terjadi dengan cara melakukan isogami melalui
konjugasi. Zigot berwarna merah atau hijau dikelilingi oleh dinding sporollenin
yang halus dan sangat tipis. Nukleus zigot akan membelah secara meiosis.
Pembelahan ini akan terjadi setelah tahap istirahat dan akan terbentuk lebih dari
32 sel yang akan dibebaskan melalui retakan atau celah pada dinding sel induk
(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995).

2.1.3 Kandungan Nutrisi Dunaliella sp.

Chlorellasp., Botryococcus braunii, dan Dunaliella salina, yang
diklasifikasikan sebagai Chlorophyceae, Volvocales, menunjukkan komposisi
biokimia yang khas: 30-50% protein, 20-40% karbohidrat, dan 8-15% dari lipid
dalam kondisi lingkungan yang menguntungkan. Spesies ini dapat
mengakumulasi hingga 80% dari lipid, 80% dari hidrokarbon, dan 40% dari
gliserol, masing-masing, atas dasar berat kering dalam kondisi lingkungan yang
kurang menguntungkan (Du et al., 2013). D. bardawil mempunyai kandungan
karoten setidaknya 10% dari berat kering ketika tumbuh di bawah kondisi

pertumbuhan intensitas cahaya tinggi (Ben-Amotz et al.,, 1982), konsentrasi



garam yang tinggi, suhu ekstrim atau kekurangan nitrat memiliki hasil lipid 36-
42% (Tsukahara dan Sawayama, 2005).

Karbohidrat dalam mikroalga dapat ditemukan dalam bentuk pati, glukosa,
gula dan polisakarida lainnya. Kandungan lemak rata-rata sel alga bervariasi
antara 1% sampai 70% bahkan mencapai 90% dari berat kering dalam kondisi
tertentu (Metting, 1996). Lipid alga terdiri dari gliserol, gula atau basa
diesterifikasi untuk asam lemak jenuh dan tidak jenuh. Mikroalga memiliki asam
lemak yaitu omega 3 dan omega 6. Mikroalga juga merupakan sumber vitamin
(A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinate, biotin, asam folat dan asam pantotenat)
(Kabinawa, 2006). Becker (2004), menyatakan mikroalga juga kaya pigmen
seperti klorofil (0,5% sampai 1% dari berat kering), karotenoid (0,1% sampai
0,2% dari rata-rata berat kering dan sampai 14% dari berat kering untuk b-
karoten pada Dunaliella) dan phycobiliprotein.

2.2 Fase Pertumbuhan Dunaliella sp.

Pertumbuhan mikroalga menurut Fogg dan Thake (1987), dibagi menjadi 5
fase (Gambar 2) yaitu fase lag, fase eksponensial, fase penurunan laju
pertumbuhan, fase stasioner, dan fase kematian. Cepat atau lambatnya fase
pertumbuhan mikroalga ini dipengaruhi oleh beberapa hal diantaranya adalah

kandungan nutrisi dan parameter lingkungan.
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan mikroalga



2.2.1. Fase Adaptasi

Fase adaptasi merupakan tahapan awal mikroalga untuk tumbuh. Menurut
Ru’yatin (2015), beberapa faktor yang mempengaruhi waktu fase adaptasi
adalah jenis dan umur sel mikroorganisme, ukuran inokulum dan kondisi
lingkungan. Pelczar et al. (1986), menyatakan lamanya fase lag tergantung pada
inokulan yang dimasukkan. Sel-sel yang diinokulasikan pada awal fase logaritmik
akan mengalami fase lag yang amat singkat. Inokulan yang berasal dari kultur
yang sudah tua akan mengalami fase lag yang lama.

Fase adaptasi pada mikroalga biasanya terjadi pada hari pertama kultur.
Pada fase ini sangat menentukan pertumbuhan mikroalga, apabila kondisi
lingkungan bagus dan banyak terdapat nutrisi maka mikroalga ini dapat
beradaptasi dengan baik. Namun setiap spesies mikroalga memiliki pola adaptasi
yang berbeda terhadap lingkungannya (Mata et al., 2010).

2.2.2. Fase Eksponensial (Logaritmik)

Suantika dan Hendrawandi (2009), berpendapat bahwa pada fase ini
pertumbuhan dan aktivitas sel berada dalam keadaan maksimum, sehingga pada
umur tersebut sel berada dalam keadaan aktif dan memiliki waktu adaptasi yang
pendek selama proses kultur. Pada fase eksponensial sel inokulum mengalami
pembelahan maksimal yaitu menjadi dua kali lipat dari sebelumnya. Faktor yang
mempengaruhi hal tersebut adalah kondisi lingkungan dan media (Kabinawa,
2006). Parameter lingkungan mempengaruhi tingkat pertumbuhan sel mikroalga
diantaranya intensitas cahaya, penyinaran, suhu, dan komposisi nutrisi dalam
sistem budidaya (Kitaya et al., 2008).

2.2.3. Fase Stasioner

Fase stasioner merupakan fase dimana laju kematian sama dengan laju

pertumbuhan, sehingga populasi menjadi tetap untuk sementara waktu

(Purwitasari et al., 2012). Pada fase ini mikroalga dapat mempertahankan sel



dengan memanfaatkan nutrien yang ada di lingkungan, agar jumlah sel yang
mati dengan jumlah sel yang masih berkembang memiliki laju yang sama,
dengan kata lain pada fase ini mikroalga tumbuh dalam kondisi konstan.

Pertumbuhan mikroalga pada fase-fase tertentu sangat bergantung dari
berbagai hal seperti keberadaan nutrien dan kondisi lingkungan. Pada fase
stasioner, komposisi proksimat dari mikroalga dapat berubah secara signifikan;
misalnya, ketika nitrat terbatasi, kadar karbohidrat dapat melipat gandakan
dengan mereduksi protein (Liang et al., 2009).
2.2.4.Fase Kematian

Fase kematian merupakan tingkat kematian mikroalga lebih tinggi
dibandingkan sel yang membelah (Krishnan et al., 2015). Fase ini ditandai
dengan kepadatan populasi yang terus berkurang, hal ini dikarenakan laju
kematian yang lebih tinggi dari pada laju pertumbuhan (Pelczar et al., 1986).
Penurunan jumlah sel dikarenakan laju kematian sel lebih tinggi daripada laju
pertumbuhan sel sehingga kepadatan populasi semakin menurun. Berge et al.
(2012), menyampaikan waktu yang dibutuhkan untuk mendekati fase kematian
tergantung pada tingkat pertumbuhan dan batas toleransi pH terhadap
pertumbuhan.
2.3 Sistem Kultur Mikroalga

Alga dapat diproduksi dengan menggunakan berbagai metode, mulai dari
metode laboratorium yang terkontrol sampai dengan metode yang kurang dapat
dikontrol dalam tangki di luar ruangan. Jenis kultur alga meliputi kultur batch,
berkelanjutan dan semikontinu. FAO (1991), menyatakan kultur batch terdiri dari
sel inokulan tunggal yang dikultur di media yang kaya akan nutrisi. Dikultur
beberapa hari dan akhirnya dipanen ketika populasi alga mencapai maksimum
atau kepadatan mendekati maksimum kemudian alga dipindahkan ke volume

kultur yang lebih besar saat kepadatan maksimum dan alga dipanen.



Dalam sistem kultur batch sederhana, inokulum alga ditempatkan di bak
kultur dan diinkubasi di lingkungan yang menguntungkan bagi pertumbuhan.
Kultur batch banyak digunakan untuk budidaya komersial. Untuk produksi kultur
alga massal, sebagian dari kultur akan disimpan sebagai inokulum untuk kultur
batch berikutnya (Richmond, 2004).

2.4 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Mikroalga

Faktor lingkungan, khususnya cahaya, suhu, nutrisi, dan salinitas, tidak
hanya mempengaruhi fotosintesis dan produktivitas biomassa sel, tetapi juga
mempengaruhi pola, jalur, dan aktivitas metabolisme serta komposisi sel
(Richmond, 2004). Dunaliella sp. bersifat halopilik, yaitu menyukai kondisi
lingkungan yang mempunyai salinitas tinggi. Alga ini merupakan organisme
eukariotik yang dapat bertahan hidup pada kisaran salinitas yang luas (Becker,
1994).

2.4.1 Lingkungan

Alga merupakan organisme autotrof yang mampu membentuk senyawa
organik dari senyawa anorganik (Hejazi et al., 2002). Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan alga seperti faktor abiotik cahaya (kualitas dan
kuantitas), suhu, konsentrasi nutrisi, O,, CO,, pH, salinitas, dan bahan kimia
beracun (Mata et al., 2010).

Kim (2015), menyatakan sejumlah parameter seperti intensitas cahaya,
lama penyinaran, suhu, salinitas, pH, pencampuran, dan lain-lain (Tabel 1)
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga. Suhu optimum untuk kultur mikroalga
Dunaliella skala laboratorium antara 25-32°C. Dunaliella tertiolecta, peningkatan
lipid intraseluler (60% sampai 67%) dan konsentrasi trigliserida (40% sampai
56%) dengan peningkatan konsentrasi NaCl (Takagi and Yoshida, 2006).
Kenaikan suhu akan meningkatkan kecepatan reaksi. Pada umumnya kenaikan

10°C dapat mempercepat reaksi 2-3 kali lipat (Fogg, 1975).
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Tabel 1. Parameter kultur mikroalga

Parameter Kisaran Optimal
Temperature (°C) 16-27 18-24

Salinitas (ppt) 12-40 20-24
Intensitas cahaya (lux) 1.000-10.000 2.500-5.000
Fotoperiod (Terang: - 24:0 (maximum)
gelap) 16:8 (minimum)
pH 7-9 8,2-8,7

Suhu merupakan salah satu faktor lingkungan paling penting yang
mempengaruhi tingkat pertumbuhan alga, ukuran sel, komposisi biokimia dan
nutrisi (Renaud et al., 2002). D. salina menunjukkan peningkatan kandungan
asam lemak tidak jenuh dalam merespon penurunan suhu dari 30° sampai 12°C
(Lynch dan Thompson, 1982). Suhu memiliki pengaruh yang signifikan pada
pembentukan karotenoid, karenakarotenoid menyerap energi cahaya untuk
digunakan dalam fotosintesis (Amstrong dan Hearst, 1996).

Cahaya adalah sumber energi fotoautotropik selama fase pertumbuhan dan
organisme menggunakan energi cahaya untuk mengubah karbondioksida ke
senyawa organik khususnya glukosa. Intensitas cahaya memeberikan efek
terhadap pertumbuhan mikroalga dan berdampak pada fotosintesis
(Stockenreiter, 2012). Intensitas cahaya juga mempengaruhi komposisi sel alga.
D. tertiolecta menunjukkan penurunan kadar protein dan peningkatan lipid
dengan meningkatkan intensitas cahaya (Cuhel et al., 1984).

Salah satu faktor yang paling penting dalam kultur alga adalah pH karena
menentukan kelarutan, ketersediaan CO, dan nutrisi, serta memiliki dampak

yang signifikan pada metabolisme alga (Goldman dan Letter, 1973). pH dapat
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meningkatkan penyerapan karbon anorganik secara signifikandalam kultur alga
(Hansen, 2002). Pertumbuhan alga maksimum terjadi pada pH netral, meskipun
pH optimum adalah pH kultur awal, dimana alga beradaptasi untuk tumbuh. Jika
mengubah pH media dapat membatasi pertumbuhan alga melalui penghambatan
metabolisme (Goldman et al., 1982).

2.4.2 Nutrisi

Unsur hara yang dibutuhkan mikroalga terdiri atas unsur hara makro
seperti N, P, K, S, Fe, Mg, Si dan Ca serta unsur hara mikro seperti Mn, Zn, Co,
Bo, Mo, B, dan Cu. Unsur N berfungsi dalam pembentukan protein, unsur P
merupakan bahan dasar pembentuk asam nukleat, enzim dan vitamin,
sedangkan unsur K berfungsi dalam metabolisme karbohidrat dan sebagai
kofaktor untuk beberapa koenzim, fungsi unsur Si dan Ca untuk pembentukan
dinding sel atau cangkang. Unsur hara mikro dibutuhkan untuk menjalankan
berbagai fungsi dalam pertumbuhan alga, seperti Mn, Zn yang diperlukan untuk
proses fotosintesis. Unsur Mo, Bo, dan Co juga diperlukan untuk metabolisme
nitrogen, serta unsur B dan Cu digunakan untuk fungsi metabolik lainnya. Unsur
hara mikro dibutuhkan dalam jumlah kecil tetapi harus tersedia dan berguna
untuk menstabilkan fungsi hara mikro serta biasanya ditambahkan senyawa sitrat
atau EDTA (Kabinawa, 2006).

Kebutuhan nutrisi ideal agar mikroalga dapat tumbuh dengan optimal
berdasarkan rasio berat untuk masing — masing nutrien C : N : P adalah 56% :
8,6 % : 1,2%. N dibutuhkan dalam jumlah yang besar yang digunakan untuk
pembentukan asam amino, asam nukleat serta P digunakan untuk pembentukan
ATP, asam nukleat, dan koenzim (Krismawati dan Rizky, 2013).

Akumulasi karotenoid sekunder adalah karakteristik utama yang lain dari
banyak alga ketika tumbuh di bawah kondisi nitrogen yang terbatas, produksi f3-

karoten terjadi pada sel-sel Dunaliella yang kekurangan nitrogen (Ben-Amotz et
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al.,1982). Konsentrasi nitrogen yang rendah merupakan faktor utama dalam
mempengaruhi sintesis dan akumulasi astaxanthin (Borowitzka et al., 1991).
Pada komposisi kimia dari Dunaliella dalam medium yang rendah akan
kandungan fosfat, kandungan karbohidrat dan (-karoten akan meningkat
melebihi gliserol dan protein sedangkan kandungan klorofilnya menurun (Ben-
Amotz, 1987). Fosfor diserap 84% selama kultur, setelah fosfor berubah dalam
bentuk fosfat, fosfat akan digunakan dalam banyak proses metabolisme dan
diperlukan dalam jumlah yang relatif tinggi oleh semua organisme dan
merupakan salah satu nutrisi penting untuk produksi biomassa (Chen, 2010).

2.5 Pigmen

Pigmen adalah senyawa kimia berwarna-warni yang menyerap dan
memantulkan panjang gelombang tertentu dari cahaya yang tampak. Pigmen
mempunyai peran sebagai penyerap energi cahaya dalam sistem fotosintesis
alga. Pigmen utama dikelompokkan dalam klorofil, karotenoid dan phycobilins.
Klorofil dapat ditemukan di semua tumbuhan tingkat tinggi dan ganggang yang
berfotosintesis. Karotenoid hanya terdapat pada sebagian besar alga dan
phycobilins hanya dimiliki kelompok cyanobacteria dan beberapa alga merah
(Spolaore et al., 2006). Dalam kondisi stress, lebih dari 10% dalam berat kering
terdapat B-karoten (Ben-Amotz et al., 1982).

Klorofil dibagi menjadi dua macam vyaitu klorofil-a dan klorofil-b. Klorofil-a
dan klorofil-b mempunyai komposisi yang sama. Komposisi klorofil-a adalah
CssH7,0OsNsMg, sedangkan klorofil-b  adalah CssH70OsN4Mg, masing-masing
dengan atom Mg sebagai pusat. Perbedaan keduanya adalah terletak pada
gugus CHs; pada klorofil-a yang disubstitusikan dengan HC-O pada Kklorofil-b.
Klorofil-a mempunyai berat molekul 893 dan klorofil-b 907 (Riyono, 2007). Dalam
D. bardawi, meningkatkan intensitas cahaya dan periode terang atau

menghambat pertumbuhan dengan berbagai kondisi stres seperti kekurangan
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nutrisi atau konsentrasi garam yang tinggi menyebabkan penurunan kadar klorofil
per sel dan peningkatan jumlah B-karoten per sel (Ben-amotz et al, 1982).

Karotenoid merupakan pigmen paling umum di alam dan disintesis oleh
semua organisme fotosintetik dan fungi. Karatenoid berasal dari kelas terpenoid,
berupa rantai poliena dengan 40 karbon yang dibentuk dari delapan unit isoprena
Cs yang memberikan struktur molekul karatenoid yang khas. Karotenoid
dikelompokan menjadi 2 kelompok. Karoten merupakan kelompok hidrokarbon
dan xantofil merupakan turunan karoten teroksigenasi. Semua xantofil disintesis
oleh tanaman tinggi, sementara violaxantin, anteraxantin, neoaxantin dan lutein
dapat disintesis oleh mikroalga (de Campo et al., 2007). Dari hasil penelitian
yang telah dilakukan oleh de Fretes et al., (2012), bahwa Dunaliella sp.
mengakumulasi jumlah karotenoid yang tinggi (12,6% berat kering), termasuk
beta karoten (60,4% dari karotenoid total), astaxantin (17,7%), zaexantin
(13,4%), lutein (4,6%) dan kriptoxantin (3,9%).
2.6 Mekanisme Pengaruh Salinitas terhadap Pertumbuhan Mikroalga

Salinitas merupakan salah satu faktor lingkungan yang dapat
mempengaruhi pertumbuhan dan komposisi biomassa dari alga. Setiap jenis alga
mempunyai karakteristik tersendiri dalam mentolerir salinitas (Rao et al., 2006).
Perubahan salinitas mempengaruhi organisme dalam tiga cara: (a) stres osmotik
dengan dampak langsung pada potensi sel air, (b) ion (garam) stres yang
disebabkan oleh penyerapan atau kehilangan ion, yang sekaligus merupakan
bagian dari aklimatisasi, dan (c) perubahan rasio ionik seluler karena
permeabilitas ion selektif membran.

Respon alga terhadap perubahan salinitas diatur dalam dua tahap. Tahap
pertama ditandai dengan perubahan yang cepat dalam tekanan turgor atau
perubahan volume yang disebabkan oleh fluktuasi air yang masuk atau keluar

dari organisme mengikuti gradien osmotik. Tahap kedua merupakan
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penyesuaian kosentrasi sel sampai mencapai keadaan stabil. Kedua fase
tersebut merupakan bagian dari aklimatisasi osmotik (Kirst, 1989).

Dunaliella dapat diadaptasikan dengan berbagai macam kisaran salinitas.
Respon Dunalilella pada tekanan salinitas diakumulasi oleh gliserol, mampu
meningkatkan penyisihan ion Na’, dan mengakumulasi dari protein terrtentu
(Pick, 2002). Kemampuan Dunaliella untuk mempertahankan dan meningkatkan
fotosintesis asimilasi CO, dan produksi energi pada kisaran garam yang tinggi
luar biasa bila dibandingkan dengan fisiologi alga lain yang diberi perlakuan

tekanan garam (Adam et al., 2004).



3. METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan Penelitian
3.1.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain wadah kultur
(toples kaca 2,5 1), aerator, selang, lampu TL, botol sprayer, pH meter , DO
meter, termometer, haemacytometer 0,1 mm Neubauer Assistend, nampan,
mikroskop Olympus CX21, bola hisap D&N, pipet volume 10 ml dan 1 ml pyrex
Iwaki, pipet tetes, elenmeyer 500 ml pyrex lwaki, autoklaf GEA, mikropipet 1-
1000 uL eppendorf Reseach Plus, gelas ukur 100 ml, beaker glass pyrex 250 ml,
handtally counter, gayung, washing bottle, cover glass, cuvet, sentrifuge, oven,
timbangan analitik Radwag AS2201X, bak besar, refraktometer Agata, kalkulator,
spektrofotometer Spectroquant pharo 300, bunsen, sprayer, botol film, petridish
dan vacum pump VE115value.
3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Dunaliella sp.,
air tawar, air laut, klorin, Na-Thiosulfat, alkohol 70%, tissue, kapas, kain saring,
kertas saring vitamin, pupuk walne, akuades, metanol absolute, benang kasur,
kertas koran, kertas label, dan aluminium foil.
3.2 Media Penelitian

Media yang digunakan dalam penelitian ini yaitu air dengan salinitas 5, 15,
25 dan 35 ppt. Air tawar yang digunakan diperoleh dari sumur kemudian
didistribusikan melalui pipa menuju bak penampungan air dan air laut yang
digunakan diperoleh dari pasar Bunul, Malang. Air yang ditampung kemudian
disterilisasi untuk selanjutnya digunakan sebagai media kultur pada toples kaca
2,5 L sebanyak 12 buah dan diaerasi untuk mensuplai kandungan oksigen

terlarut. Nutrient yang ditambahkan dalam media kultur yaitu pupuk walne dan



16

vitamin 1 ml/L yang berasal dari Balai Perikanan Budidaya Air Payau, Situbondo
(kandungan pupuk walne tersaji dalam Lampiran 1)
3.3 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian adalah metode eksperimen yaitu
suatu metode yang digunakan untuk melihat pengaruh dari suatu perlakuan.
Metode Sukmadinata (2012), metode eksperimen yakni metode penelitian yang
dapat dilakukan di laboratorium maupun diluar laboratorium. Metode ini terdiri
dari satu atau lebih variabel terhadap variabel lain. Karena penelitian ini bersifat
menguji maka semua variabel yang diuji harus diukur dengan menggunakan
instrumen yang sudah distandardisasikan.
3.4 Rancangan Percobaan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Desain
rancangan acak lengkap ini digunakan karena percobaan dilakukan di
laboratorium dengan kondisi lingkungan yang dapat dikontrol (Nazir, 2003). RAL
merupakan rancangan penelitian yang paling sederhana dengan bahan yang
homogen dan perlakuan terbatas. Keuntungan menggunakan RAL yaitu denah
perancangan lebih mudah, analisis statistik terhadap subjek percobaan sangat
sederhana, fleksibel dalam penggunaan jumlah perlakuan dan jumlah ulangan,
kehilangan informasi relatif sedikit dalam hal data hilang dibandingkan dengan
rancangan lain (Novianti et al., 2014)

Perlakuan yang diberikan adalah perbedaan salinitas dengan interval 10
ppt terdiri dari empat perlakuan dengan tiga kali ulangan (Gambar 3):
- A: Perlakuan salinitas dengan 5 ppt
- B: Perlakuan salinitas dengan 15 ppt
- C: Perlakuan salinitas dengan 25 ppt

- D: Perlakuan salinitas dengan 35 ppt
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D3 C2 B1 A3 C1 D2

Gambar 3 . Denah Percobaan
Keterangan:

A-D  : Perlakuan
1-3 : Ulangan

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Persiapan Penelitian
a. Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sterilisasi panas
basah dan sterlisasi kimia. Sterilisasi panas basah menggunakan autoklaf,
sedangkan sterilisasi kimia menggunakan bahan meliputi klorin 30 ppm dan
diberi Na Thiosulfat 15 ppm (Suminto, 2009). Cara sterilisasi menggunakan
autoklaf dan sterilisasi kimia tersaji dalam Lampiran 2.

Peralatan yang terbuat dari kaca meliputi pipet volume dan pipet tetes
disterilisasi dengan menggunakan autoklaf. Peralatan yang akan disterilkan
dicuci menggunakan sabun, kemudian dibilas dengan air tawar, dan ditunggu
sampai kering. Selanjutnya peralatan tersebut dibungkus dengan menggunakan
kertas koran. Namun sebelum dibungkus, pipet volume dan pipet tetes harus
diberi kapas dan diikat menggunakan benang kasur. Setelah itu, ditata peralatan
yang akan disterilkan di dalam autoklaf, kemudian ditutup. Prinsip kerja autoklaf
adalah sterilisasi panas basah dengan tekanan 1 atm pada suhu 121°C selama
30 menit. Peralatan lainnya yaitu toples kaca, erlenmeyer, beaker glass, dan
gelas ukur yang digunakan untuk kultur disterilisasi cara direndam air tawar dan

ditambahkan klorin 30 ppm, didiamkan selama 24 jam kemudian dinetralkan
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dengan larutan Na Thiosulfat 15 ppm. Media kultur berupa air tawar dan air laut
disterilisasi kimia dengan cara ditampung dalam bak penampungan dengan
kapasitas 60 liter.

b. Penyiapan Media Kultur

Media kultur yang digunakan yaitu air dengan salinitas 36-37 ppt yang telah
disterilkan. Media kultur yang digunakan pada percobaan ditampung pada bak
penampungan kapasitas 60 liter. Media kultur yang dituang ke dalam toples
dilakukan penyaringan terlebih dulu.

c. Penyiapan Inokulan

Bibit Dunaliella sp. diperoleh dari kultur murni Balai Besar Riset Perikanan
Budidaya Laut (BBRPBL) Gondol, Bali. Selanjutnya dikultur pada erlenmeyer 500
ml dengan media 300 ml air salinitas 15 ppt sebanyak 3 buah. Penyediaan
inokulan Dunaliella sp. dilakukan selama 4 hari pada fase logaritmik. Inokulan
Dunaliella sp. dipanen. Selama penyiapan inokulan tersebut suhu ruang dijaga
pada 28° C dengan intensitas cahaya 4.500 lux.

Stok Dunaliella sp. yang ditebar untuk percobaan, sebelumnya dihitung
kepadatan awalnya untuk mengetahui seberapa banyak bibit Dunaliella sp. yang
dibutuhkan untuk ditebar pada media. Selanjutnya apabila telah diketahui
kepadatannya, ditentukan bibit Dunaliella sp. yang dibutuhkan dengan metode
pengenceran.

d. Pengaturan Salinitas

Perlakuan salinitas yang digunakan dalam percobaan yaitu sebanyak 4

terdiri dari 5, 15, 25 dan 35 ppt. Untuk memperoleh salinitas yang diinginkan

perlu dilakukan pengenceran dengan menggunakan rumus sebagai berikut

V1XN1=V2XN2

Keterangan :V; :Volume air tawar dan air laut yang diketahui
N; : Salinitas air laut dan air tawar yang diketahui
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V, :Volume air media yang diinginkan
N, : Salinitas air media yang diinginkan

3.5.2 Pelaksanaan Penelitian

Pupuk walne dan vitamin diberikan dengan dosis masing-masing yaitu 1
mL/L. Wadah yang telah diisi media sebanyak 1,7 liter diletakkan di atas rak
kultur sesuai dengan denah rancangan percobaan yang telah dibuat dengan
intensitas cahaya 4.500 lux, selanjutnya diaerasi secara terus-menerus. Setelah
itu dimasukkan bibit Dunaliella sp. dengan kepadatan awal 1 x 10° sel/ml dengan
pengenceran (Zhanget al., 2015). Pengamatan pertumbuhan Dunaliella sp.
dilakukan setiap hari selama masa kultur. Selanjutnya dilakukan pengukuran
biomassa dan klorofil a Dunaliella sp. pada saat fase pertumbuhan stasioner.

Parameter penunjang yang diukur pada media pemeliharaan meliputi suhu,
pH, DO dilakukan sekali sehari, untuk pengukuran nitrat dan fosfat dilakukan
pada saat awal tebar, logaritmik dan stasioner.

3.6 Parameter yang Diukur
3.6.1 Parameter Utama
a. Pertumbuhan Dunaliella sp.

Perhitungan kepadatan Dunaliella sp. dilakukan setiap hari dari awal kultur
hingga akhir percobaan. Perhitungan kepadatan Dunaliella sp. dilakukan
menggunakan metode penghitungan konsentrasi sel menggunakan 0,1 mm deep
Neubauer haemocytometer dan alat bantu mikroskop dengan menggunakan

rumus perhitungan menurut Cresswel (2010) yaitu:

n

Jumlah (sel/ml) = x 25 x10*

jumlahbidangpandang
Apabila kepadatannya tinggi maka menggunakan perhitungan yaitu
sebagai berikut:

n

sel
Jumlah (ﬁ) = x 25 x10*xfaktorpengenceran

jumlahbidangpandang
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Laju Pertumbuhan Spesifik
Perhitungan laju spesifik dari pertumbuhan saat awal kultur hingga puncak
konsentrasi sel maksimum. Laju pertumbuhan spesifik dihitung dengan

menggunakan rumus Aket al. (2011) yaitu:

_In (x2)-In (x1)
; t2—-t1

dimana p merupakan laju pertumbuhanspesifik(hari) kultur, x, dan x, =
konsentrasi sel pada waktu ke-1 (t) dan waktu ke-2 (t,), berturut-turut.
Doubling Time

Doubling time (td) ialah waktu pengandaan dari sel Dunaliella sp. Waktu
penggandaan sel (td) merupakan rata-rata waktu generasi konsenrasi sel
Doubling Time (hari) dihitung dari laju pertumbuhan dengan menggunakan rumus

menurut Aket al. (2011), sebagai berikut:

b. Biomassa

Janssen et al. (1999), menjelaskan bahwa sampel mikroalga yang
digunakan untuk analisis biomassa dianalisis pada saat akhir fase stasioner.
Kertas saring GF/C (diameter 90 mm) dioven pada suhu 105°C selama 2 jam
hingga beratnya konstan (A). Sampel suspensi mikroalga 25 mL di filter melalui
kertas saring GF/C dan dicuci dengan 25 mL distilled water atau akuades untuk
menghindari kontaminasi garam. Kemudian kertas saring dioven pada suhu
105°C selama 2 jam. Setelah dingin, kertas saring diletakkan di desikator selama
30-60 menit, kemudian beratnya ditimbang kembali (B).
Berat kertas saring =A
Berat kertas saring+alga =B

Berat kering/biomassa (g/L) = (B — A) x 1,000 / Volume sampel
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c. Klorofil a

Analisis klorofil a (modifikasi Bennet dan Bogarad, 1973; dan Lichtenhater,
1987) Diambil 5 mL sampel tabung/falcon yang steril dan dibungkus alumunium
foil tertutup rapat. Disentrifugasi 5 mL kultur mikroalga pada 6.000 rpm selama
10 menit dan dibuang supernatan dilakukan proses freezing-thawing masing-
masing 15 menit (hingga membeku dan mencair) selama 3 siklus dan
ditambahkan 5 mL methanol absolut pada pellet, dipanaskan pada suhu 70° C
selama 15 menit, divortex sampai homogen. Diinkubasi pada suhu 4°C dalam
keadaan gelap selama 24 jam. Sampel divortex dan dilakukan sentrifugasi 6.000
rom selama 10 menit. kemudian diambil supernatan jernihnya untuk diukur
dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 665 nm dan
652 perhitungan klorofil a menurut Ritchie (2006):

Chl a (ug/mL)=-8,0962 X ODgs, + 16,5169 X ODggs

3.6.2 Parameter Penunjang
a. Suhu

Pengukuran suhu dilakukan dengan menggunakan termometer yang
dicelupkan ke dalam media kultur Dunaliella sp. kemudian dicatat hasilnya.
Pengukuran dilakukan satu kali sehari setiap 24 jam.
b. pH

Kandungan pH (derajat keasaman) pada percobaan diukur menggunakan
pH meter yang dicelupkan ke dalam media kultur Dunaliella sp. dan dicatat
hasilnya. Pengamatan pH dilakukan satu kali sehari setiap 24 jam.
c. DO

Pengukuran oksigen terlarut (DO) pada media kultur dilakukan sebanyak
satu kali sehari setiap 24 jam. Pengukuran DO dilakukan dengan menggunakan
DO meter yang dicelupkan ke dalam media kultur Dunaliella sp. dan dicatat

hasilnya.
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d. Pengukuran Kadar Nitrat

Pengukuran kadar nitrat dilakukan pada awal tebar, fase eksponensial, dan
fase stasioner. Air sampel disentrifuge sebanyak 80 ml dengan kecepatan 5.000
rpm selama 20 menit. Setelah itu, dituang air sampel sebanyak 12,5 ml ke dalam
cawan porselen dan dipanaskan sampai membentuk kerak dan didinginkan.
Kemudian ditambahkan 0,25 ml asam venol disulfonik (6-7 tetes). Selanjutnya
ditambahkan sedikit H,O dan dikerik sampai keraknya larut semua. Sampel
ditambahkan NH4OH 1:1 sampai berwarna kuning dan jika sudah 6 ml tapi tidak
berwarna kuning maka dihentikan, lalu ditambahkan H,O sampai seperti volume
semua (12,5 ml). Sampel dimasukkan ke dalam cuvet untuk diukur dengan
spektrofotometer panjang gelombang 410 nm (Boyd, 1979).
e. Pengukuran Kadar Fosfat

Pengukuran kadar fosfat dilakukan pada awal tebar, fase eksponensial,
dan fasestasioner. Air sampel disentrifuge sebanyak 80 ml dengan kecepatan
5.000 rpm selama 20 menit. Setelah itu, dituang air sampel sebanyak 25 ml.
Selanjutnya ditambahkan 1 ml ammonium molybdate. Lalu ditetesi dengan 5
tetes SnCl, dan diihomogenkan, ditunggu sampai 10 menit hingga warna biru
terbentuk. Kemudian dimasukkan ke dalam cuvet. Kadar fosfat diukur dengan
spektrofotometer panjang gelombang 690 nm (Boyd, 1979).
3.7 Analisis Data

Semua analisisdihitung dari masing-masing perlkuan dan diuji secara
statistik dengan menggunakan analysis of variance (ANOVA) sesuai dengan
rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) pada tingkat
kepercayaan 95 % (a = 0,05) dan 99% (a = 0,01). Apabila dari data sidik ragam
diketahui bahwa perlakuan menunjukkan pengaruh nyata atau berbeda sangat

nyata (F hitung > F tabel maka untuk membandingkan nilai antar perlakuan
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dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil (BNT), dari uji ini dilanjutkan dengan uiji
polynomial orthogonal untuk mengetahui perbedaan antar empat perlakuan.

p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS] (&

SVLISYIAINDN



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Salinitas merupakan faktor control dalam lingkungan hidup marine
mikroalga yang mempengaruhi proses metabolisme sel mikroalga. Berdasarkan
penelitian pertumbuhan Dunaliella sp. diperoleh data laju pertumbuhan spesifik,
biomassa, dan kandungan klorofil a Dunaliella sp. seperti pada Tabel 2. Adapun
perhitungan lengkapnya terdapat pada Lampiran 4, Lampiran 6, dan Lampiran 8.

Tabel 2. Rata-rata Parameter Uji

Perlakuan Salinitas (ppt)

Parameter
e 5 35 25 15
Laju
pertumbuhan 0,68+0,012* 0,72+0,007° 0,75+0,003" 0,77+0,017°

spesifik (hari™)
Biomassa (g/L)  0,36+0,431° 0,41+0,008°  0,47+0,019° 0,530,008

Klorofil-a

6,66+0,422% 7,59+0,432°  9,47+0,565° 11,270,404
(pg/mL)

Keterangan : notasi berbeda menunjukkan adanya pengaruh, notasi yang sama
menunjukkan tidak adanya pengaruh; tingkat kepercayaan 95 %
(a =0,05) dan 99% (a = 0,01).
Berdasarkan Data hasil pengamatan pada Tabel 2. salinitas yang berbeda
mempengaruhi pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.
4.1. Pengaruh Salinitas yang Berbeda terhadap Pertumbuhan Dunaliella sp.
Data hasil penelitian pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil a
Dunaliella sp. pada salinitas 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt, dan 35 ppt dapat dilihat pada
Lampiran 6 dan Gambar 4. Perbedaan laju pertumbuhan Dunaliella sp. yang
ditunjukkan pada Gambar 6. dapat diketahui dari konsentrasi selnya pada setiap
fase pertumbuhan. Pertumbuhan Dunaliella sp. meningkat sesuai dengan
pertambahan hari. Laju pertumbuhan sel Dunaliella sp. pada perbedaan salinitas
menunjukkan pola pertumbuhan yang berbeda pada setiap perlakuan. Salinitas

yang diberikan pada kultur Dunaliella sp. didapatkan konsentrasi sel tertinggi

pada hari ke 6.
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Pertumbuhan Dunaliella sp.

—4—salinitas 5 ppt
=l=salinitas 15 ppt
salinitas 25 ppt

Konsentrasi sel logaritmik

——salinitas 35 ppt

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Waktu Kultur (Hari)

Gambar 4. Grafik Rata-rata Pertumbuhan Harian Dunaliella sp. (sel/mL)
pada Masing-Masing Perlakuan Selama Penelitian.

Pada penelitian ini tidak mengalami fase adaptasi, tetapi langsung
memasuki fase eksponensial, karena pada hari ke-O sampai hari ke-2
pertumbuhan sel meningkat lebih dari 3 kali lipat. Spencer (1954), melaporkan
bahwa sel yang dikultur dengan inokulum dari fase eksponensial maka tidak
akan mengalami fase adaptasi. Inokulum yang diambil dari kultur pada fase
eksponensial tidak mungkin memiliki fase lag ketika dipindahkan ke media yang
baru dalam kondisi pertumbuhan yang sama (Barsanti dan Gualtieri 2006).
Lamanya fase adaptasi ditentukan dari inokulan yang digunakan, pada sel yang
di inokulasikan pada awal fase logaritmik akan mengalami fase adaptasi yang
sangat singkat Pelczar et al. (1986). Tidak adanya fase adaptasi pada penelitian
ini diduga media kultur yang digunakan sesuai dengan media pertumbuhan yang
dibutuhkan mikroalga untuk tumbuh (Prihantini et al., 2005).

Berdasarkan penelitian ini fase eksponensial terjadi pada hari ke-0 sampai
hari ke-6 dan konsentrasi sel terus menigkat, faktor yang mempengaruhi fase
eksponensial ini yaitu inokulum, lingkungan, intensitas cahaya, penyinaran, suhu,
dan komposisi nutrisi (Kabinawa 2006; Kitaya et al., 2008). Suantika dan

Hendrawandi (2009), menjelaskan pada fase ini pertumbuhan dan aktivitas sel
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berada dalam keadaan maksimum, sehingga pada umur tersebut sel berada
dalam keadaan aktif dan memiliki waktu adaptasi yang pendek selama proses
kultur. Fase stasioner yang terjadi pada hari ke-6, pada fase ini jumlah sel yang
mati dengan jumlah sel yang masih berkembang memiliki laju yang sama
(Purwitasari et al., 2012). Pada fase stasioner, pertumbuhan kemungkinan
dibatasi oleh sumber daya seperti cahaya atau nutrisi (Barsanti dan Gualtieri
2006). Pada fase kematian dalam penelitian ini terjadi pada hari ke-7 sampai hari
ke-9 dan kosentrasi sel mulai menurun. Pada fase kematian jumlah sel yang mati
mikroalga dibandingkan sel yang membelah (Krishnan et al., 2015).

Salinitas juga mempengaruh laju pertumbuhan Dunaliella sp. dapat diilihat
pada Lampiran 4. Laju pertumbuhan spesifik Dunaliella sp. pada perlakuan
salinitas 15 ppt sebesar 0,77 hari* dan waktu doubling time 0,896 hari, kemudian
dilanjutkan perlakuan 25 ppt sebesar 0,73 hari* dan waktu doubling time 0,939
hari, diikuti perlakuan 35 ppt sebesar 0,72 hari* dan dan waktu doubling time
0,965 hari, terendah pada perlakuan 5 ppt dengan nilai sebesar 0,68 hari* dan
waktu doubling time ,027 hari. Perbedaan laju pertumbuhan spesifik tersebut
juga memberikan pengaruh pada waktu penggandaan sel Dunaliella sp. hasil
perhitungan laju pertumbuhan spesifik Dunaliella sp. didapatkan rerata pada
Tabel 2. adapun perhitungan lengkapnya terdapat pada Lampiran 5.

Berdasarkan penelitian ini konsentrasi sel maksimum tertinggi terdapat
pada perlakuan salinitas 15 ppt yaitu sebesar 20 x 10" sel/ml, kemudian diikuti
oleh perlakuan salinitas 25 ppt sebesar 18,7 x 10" sel/ml, selanjutnya perlakuan
salinitas 35 ppt sebesar 16,7 x 10’ sel/ml, dan terendah pada perlakuan salinitas
5 ppt dengan konsentrasi selnya sebesar 14,1 x 10’ sel/ml, Perlakuan salinitas
15 ppt mempunyai kepadatan sel yang lebih tinggi daripada perlakuan 25 ppt, 35
ppt, dan 5 ppt. hasil data pengingkatan kosentrasi sel menunjukkan 15 ppt

merupakan salinitas yang optimum untuk pertumbuhan Dunaliella sp. Data hasil
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penelitian mengenai rata-rata pertumbuhan Dunaliella sp. yang dikultur pada
salinitas yang berbeda dapat dilihat pada Tabel 2. dan lebih jelasnya dapat dilihat
pada Lampiran 3. sehingga didapatkan data rata-rata pertumbuhan pada
Lampiran 4.

Hasil perhitungan polynomial orthogonal didapatkan kurva respons dengan
pola kuadratik dari laju pertumbuhan spesifik Dunaliella sp. dengan perlakuan

salinitas yang berbeda seperti tersaji pada Gambar 5.
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Gambar 5. Hubungan Pengaruh Salinitas terhadap Laju Pertumbuhan
Spesifik Dunaliella sp.

Berdasarkan Gambar 5. Hubungan pengaruh perlakuan salinitas terhadap
laju pertumbuhan Dunaliella sp.menunjukkan persamaan Y= -0,0004x> + 0,0187x
+ 0,5849 dengan nilai R? (koefisien determinasi) yaitu 0,89 hasil dari perlakuan
salinitas yang optimal untuk laju pertumbuhan Dunaliella sp. yaitu dengan
salinitas 21 ppt selama masa pemeliharaan.

Pertumbuhan Dunaliella sp. pada salinitas yang berbeda tersaji dalam
Gambar 6. Sel Dunaliella sp. mencapai fase stasioner setelah hari ke 6 salinitas
15 ppt laju pertumbuhan spesifik sebesar 0,774 hari™. Hal ini sesuai berdasarkan

penelitian Carballo-Ca’rdenas (2003), bahwa laju pertumbuhan spesifik pada
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fase eksponensial adalah 0,8 h' pada Dunaliella tertiolecta sedangkan
Pancasakti et al. (2004), melaporkan rata-rata pertumbuhan Dunaliella sp.
tertinggi pada salinitas 5 ppt dengan jumlah sel sebesar 1,03 x 10* sel/ml,
Dunaliella sp. tumbuh dengan baik pada salinitas 5 — 10 ppt dalam media air
jepara dan berdasarkan hasil penelitian ini konsentrasi sel sebesar 14,1 x 10’
sel/ml diperoleh pada perlakuan salinitas 5 ppt. sedangkan pertumbuhan
Monochrysis di 2,5 ppt tidak sepadat pada salinitas yang lebih tinggi dan
Syracosphaera tidak dapat tumbuh pada 2,5 ppt (McLachlan, 1961). Adaptasi
dari setiap mikroalga terhadap salinitas adalah spesies-spesifik dan tergantung
pada karakteristik fisiologis spesies (Richmond 1986) dan asal spesies (Banerjee
et al., 2011). Pada penelitian ini semakin tingginya salinitas menyebabkan
pertumbuhan akan terhambat hal ini sesuai dengan pernyataan Frank &
Wegmann (1974), bahwa dengan meningkatnya konsentrasi garam dalam
medium, kerja sel Dunaliella menjadi lebih terhambat sehingga hampir tidak ada
reaksi berlangsung dalam sitoplasma pada salinitas tinggi, hanya proses
pembentukan gliserol yang tetap aktif dalam sel. Dunaliella menyesuaikan
tekanan osmotik melalui metabolisme gliserol intraseluler (Kessley dan Brown.
1981). Respon mikroalga terhadap perubahan salinitas diatur dalam dua tahap.
Tahap pertama ditandai dengan perubahan yang cepat dalam tekanan turgor
atau perubahan volumeyang disebabkan oleh fluktuasi air yang masuk atau
keluar dari organisme mengikuti gradien osmotik. Tahap kedua merupakan
penyesuaian kosentrasi sel sampai mencapai keadaan stabil. Kedua fase
tersebut merupakan bagian dari aklimatisasi osmotik (Kirst, 1989).

Pertumbuhan pada Dunaliella sp. juga dipengaruhi oleh ketersediaan nutrisi
yang juga merupakan menjadi faktor pembatas. Hasil serapan nitrat dan fosfat
sangat erat hubungannya terhadap pertumbuhan mikroalga serapan nitrat dan

fosfat tertinggi terjadi pada fase eksponensial. berdasarkan hasil pengamatan
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kualitas air, salinitas memberikan perbedaan variasi serapan nitrat pada masing-
masing perlakuan. Pada setiap perlakuan hampir sama pada hari ke-0 dan
mengalami perbedaan pada fase logaritmik dan stasioner. Berdasarkan Gambar
6 serapan nitrat pda salinitas 5 ppt sebesar 13,39-30,40 %, pada salinitas 15 ppt
serapan nitrat sebesar 20,04-43,57 %, pada salinitas 25 ppt serapan nitrat
sebesar 19,58-39,68 % dan 17,68-28,17 % pada salinitas 35 ppt. Perbedaan nilai
nitrat media kultur sesuai dengan konsentrasi sel maksimum pada setiap
perlakuan. Perlakuan dengan salinitas 15 ppt lebih baik dalam menyerap nitrat
bila dibandingkan dengan yang lainnya. Semakin tinggi konsentrasi selnya maka
semakin rendah nilai nitratnya dan semakin rendah konsentrasi selnya maka
semakin tinggi pula kandungan nitratnya. Senyawa nitrogen utama yaitu nitrat
diserap oleh mikroalga untuk mendukung pertumbuhannya (Suantika dan
Hendrawandi, 2009). Pada saat terjadi penurunan konsentrasi nitrogen, maka
petumbuhan, produksi biomassa, kandungan protein dan klorofil juga akan

menurun (Xin et al., 2010, Becker, 1994; Chrismadha et al., 2006).
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Gambar 6. Persentase Serapan Nitrat pada Medium Kultur
Fosfat pada media kultur mikroalga berfungsi sebagai nutrisi pembatas

pertumbuhan mikroalga. Nilai fosfat yang didapatkan dari hasil pengamatan
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menunjukkan penurunan selama masa kultur. Konsentrasi fosfat berbanding
terbalik dengan perlakuan salinitasnya. Berdasarkan Gambar 7 serapan nitrat
pda salinitas 5 ppt sebesar 10,13-21,70 %, pada salinitas 15 ppt serapan nitrtat
sebesar 17,80-58,26 %, pada salinitas 25 ppt serapan nitrat sebesar 19,30-
34,24% dan 5,64-26,24 % pada salinitas 35 ppt. Kemudian penelitian Mulyadi
(1999), yang menyebutkan bahwa penyerapan nitrat dan fosfat oleh Dunaliella
sp. berbeda-beda tergantung pada media dan kondisi lingkungan. Penyerapan
konsentrasi nitrat dan fosfat akan meningkat seiring dengan meningkatnya
konsentrasi sel mikroalga. Encarnacao (2012), menyatakan kandungan fosfat
yang lebih rendah dan kandungan nitrit yang lebih tinggi bisa menaikkan nilai

produksi klorofil mikroalga
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Gambar 7. Persentase Serapan Fosfat pada Medium Kultur

4.2 Pengaruh Salinitas yang Berbeda Terhadap Produksi Biomassa
Dunaliella sp.

Dunaliella sp. memiliki berat biomassa yang berbeda pada setiap perlakuan
kultur. Salinitas yang digunakan pada kultur Dunaliella sp. akan menentukan

produksi biomassa. Perlakuan yang digunakan yaitu 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt dan 35
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ppt yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh dan menentukan salinitas yang
optimal untuk produksi biomssa Dunaliella sp. dapat dilihat Tabel 2.

Produksi biomassa Dunaliella sp. pada perlakuan 15 ppt diperoleh biomassa
sebesar 0,52 g/L selanjutkan perlakuan salinitas 25 ppt diperoleh biomassa
sebesar 0,466 g/L, kemudian perlakuan salinitas 35 ppt diperoleh biomassa
sebesar 0,41 g/L dan yang terakhir perlakuan salinitas 5 ppt diperoleh biomassa
sebesar 0,36 g/L Dunaliella sp. dengan perlakuan salinitas 15 ppt menjadi
perlakuan terbaik dengan nilai biomassa sebesar 0,52 g/L dan pengukuran
biomassa dilakukan pada hari ke 6 pada fase stasionaer.

Hasil perhitungan polynomial orthogonal didapatkan kurva respons dengan
pola kuadratik dari laju biomassa Dunaliella sp. dengan perlakuan salinitas yang

berbeda seperti tersaji pada Gambar 8.
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Gambar 8. Hubungan Salinitas yang Berbeda terhadap Konsentrasi
Produksi Biomassa Dunaliella sp.

Berdasarkan Gambar 8, perlakuan salinitas (ppt) terhadap biomassa
Dunaliella sp. menunjukkan pola kuadratik dengan persamaan Y= -0,0005x* +
0,0229x + 0,2723 dan koefisien determinasi R?= 0,91. Sehingga dapat
disimpulkan perlakuan dengan salinitas 20,8 ppt merupakan salinitas yang

optimum. Berdasarkan penelitian ini, mikroalga dapat tumbuh dengan baik pada
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salinitas rendah dan memiliki pertumbuhan yang lambat selama peningkatan
salinitas, mikroalga akan mengeluarkan energi lebih banyak ketika mencoba
untuk mempertahankan tekanan turgor, dan ini mengakibatkan penurunan
produktivitas atau penurunan pertumbuhan (Kirst, 1989). Berat kering sampel
alga laut dipengaruhi oleh jumlah garam yang diserap pada permukaan sel dan
saat di dalam bagian sel (Zhu dan Lee, 1997). Pada salinitas lebih dari 15 ppt
akan terjadi penurunan produksi biomassa, penurunan biomassa kering
ditemukan ketika diberikan salinitas yang tinggi, hal ini mirip dengan respon dari
Trichodesmium sp., Cyanobacterium Synechococcus sp., Dunaliella salina, dan
Arthrospira (Spirulina) platensis terhadap salinitas tinggi (Fu dan Bell 2003;
Rosales et al., 2005; Takagi dan Yoshida, 2006).

4.3 Pengaruh Salinitas yang Berbeda terhadap Produksi Klorofil a
Dunaliella sp.

Berdasarkan penelitian ini salinitas berpengaruh terhadap total klorofil a
Dunaliella sp. dan memiliki jumlah total klorofil a yang berbeda pada setiap
perlakuan kultur. Salinitas yang digunakan pada kultur Dunaliella sp. akan
menentukan total klorofil a. Perlakuan yang digunakan yaitu 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt
dan 35 ppt yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh dan menentukan salinitas
yang optimal untuk klorofil a. Berdasarkan penelitian ini Klorofila Dunaliella sp.
pada perlakuan salinitas 15 ppt sebesar 11,26 pg/mL, kemudian perlakuan
salinitas 25 ppt sebesar 9,47 pg/mL, selanjutnya perlakuan salinitas 35 ppt
sebesar 7,59 pg/mL dan yang terakhir perlakuan salinitas 5 ppt sebesar 6,65
pg/mL. Puncak konsentrasi sel tertinggi Dunaliella sp. berada pada hari ke-6
sehingga klorofil a diambil pada hari ke-6 dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil perhitungan polynomial orthogonal didapatkan kurva respons dengan
pola kuadratik dari laju pertumbuhan spesifik Dunaliella sp. dengan perlakuan

salinitas yang berbeda seperti tersaji pada Gambar 9.
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Gambar 9. Hubungan Perlakuan Salinitas yang Berbeda terhadap Klorofil a
Dunaliella sp.

Berdasarkan Gambar 9, pengaruh salinitas (ppt) terhadap total klorofil a
Dunaliella sp. menunjukkan pola kuadratik dengan persamaan y = -0,0162x* +
0,6588x — 4,0859 dan koefisien determinasi R? = 0,94. Dapat disimpulkan
kosentrasi klorofil Dunaliella sp. yang optimum pada salinitas 20,3 ppt
mengandung total klorofil a sebesar 10,78 pg/mL yang diperoleh pada hari ke-6.
sesuai dengan laporan bahwa salinitas rendah dapat meningkatkan baik klorofil-
a dan produksi karotenoid dalam Dunaliella tertiolecta (Cifuentes et al., 2001;
Fazeli et al., 2006). Sel Dunaliella halotoleran dalam lingkungannya, pada
salinitas yang tinggi akan menyebabkan fotosintesis dan proses metabolisme
melambat (Krinsky, 1978). McLachlan (1961), menyatakan Plaiyrnonas sp.
memiliki konsentrasi klorofil maksimum pada kisaran salinitas 35 ppt dan
konsentrasi klorofil minimum pada salinitas 15 ppt dan pada Olisthodiscus sp.
kosentrasi klorofil maksimum pada salinitas 15 ppt. Ketika kandungan pigmen
klorofil-a, minim dalam salinitas tinggi, efisiensi fotosintesis yang rendah dapat
mengakibatkan produksi biomassa secara signifikan rendah dalam beberapa

mikroalga (Warr et al,. 1985).
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4.4 Kualitas Air
4.4.1 Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor penting yang menunjang keberhasilan
kegiatan kultur mikroalga. Hasil yang didapatkan dari penelitian ini nilai suhu
pada perlakuan 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt dan 35 ppt sebesar 27,5 C°, dimana suhu
pada penelitian ini terkontrol.

Berdasarkan hasil penelitian suhu tersebut baik digunakan untuk kegiatan
kultur hal ini sesuai pendapat Sachlan (1982), yang menyatakan bahwa kisaran
suhu yang optimal bagi pertumbuhan Dunaliella sp. berada pada rentang suhu
25° - 30°C. Morris dan Kromkamp (2003), menyatakan suhu mempengaruhi laju
pertumbuhan mikroalga. Pada suhu 30° laju pertumbuhan akan menurun
4.4.2 Oksigen Terlarut (DO)

Oksigen terlarut merupakan salah satu faktor penting yang menunjang
keberhasilan kegiatan kultur mikroalga. Hasil yang didapatkan dari penelitian ini
nilai oksigen terlarut pada perlakuan 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt dan 35 ppt berada
pada range 7,84-8,06 ppm, dimana pada penelitian ini dilakukan aerasi selama
24 jam.

Berdasarkan penelitian ini nilai oksigen terlarut tergolong baik karena
sesuai pendapat Fox (1987), yang menyatakan kadar oksigen terlarut 3 — 5 ppm
kurang produktif, 5 — 7 ppm produktifitasnya tinggi dan diatas 7 ppm sangat
tinggi.

4.4.3 pH

pH merupakan salah satu faktor penting yang menunjang keberhasilan
kegiatan kultur mikroalga. Hasil yang didapatkan dari penelitian ini nilai oksigen
terlarut pada perlakuan 5 ppt, 15 ppt, 25 ppt dan 35 ppt berada pada range 7,35-

8,41 ppm, dimana pada penelitian ini dilakukan dalam keadaan terkontrol.
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Berdasarkan penelitian ini pH baik digunakan untuk melakukan kegiatan
kultur Dunaliella sp. karena sesuai dengan pernyataan Kim (2015), suhu
optimum untuk kultur mikroalga Dunaliella skala laboratorium antara 25-32°C,
Kisaran pH yang sesuai untuk mikroalga berkisar diantara 7 — 9 dengan kisaran

pH yang optimum 8,2 — 8,7



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian tentang pertumbuhan, produksi biomassa dan
klorofil a Dunaliella sp. pada salinitas yang berbeda maka diperoleh beberapa
kesimpulan yaitu;

e Pada penelitian ini salinitas yang berbeda berpengaruh terhadap
pertumbuhan, produksi biomassa dan klorofil a Dunaliella sp.

e Salinitas yang optimal untuk pertumbuhan, produksi biomassa dan total
klorofii a Dunaliella sp. berada pada salinitas 20-21 ppt dengan laju
pertumbuhan sebesar 0,78 hari* total produksi biomassa sebesar 0,51 g/L
dan total klorofil a sebesar 10, 78 ug/mL.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian tentang pertumbuhan, produksi biomassa dan
klorofil a Dunaliella sp. pada salinitas yang berbeda maka didapatkan saran
untuk menggunakan perlakuan salinitas 20-21 ppt dan perlu dilakukan penelitian

lanjutan untuk dilakukan diluar ruangan agar mendapatkan hasil yang optimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Komposisi pupuk walne (FAO, 1991).

Bahan Jumlah Satuan
Larutan A (1 ml/L untuk kultur)

FeCl, 0.8 g®
MnCI2 .,H,O 0.4 g
Na,EDTA® 45.0 g
NaH2PO4.2H20 20.0 g
NaNO; 100.0 g
Solution B 1.0 mli
Akuades hingga © 1 L
Larutan B

ZnCl, 2.1 g
CoCl2.6H20 2.0 g
(NH4)6M07024.4H20 0.9 g
CUSO4.5H20 2.0 g
Concentrated HCI 10.0 mi
Akuades hingga © 100 ml
Larutan C (0.1 ml/L untuk kultur)

Vitamin B1 0.2 g
Solution E 25.0 ml
Akuades hingga © 200 ml
Larutan D (kultur diatom ditambahkan larutan A and C, 2 ml/L untuk kultur)
NazsiO3.5H20 40.0 g
Akuades hingga © 1 L
Larutan E

Vitamin B12 0.1 g
Akuades hingga © 250 ml
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Lampiran 2. Proses Sterilisasi

a. Sterilisasi Menggunakan Autoklaf

[ Persiapan pipet tetes, pipet volume, gelas ukur, dan erlenmeyer ]

[ Dicuci bersih ]

[ Dikeringkan ]

[ Pipet dan erlenmeyer ditutup kapas, sedangkan gelas ukur tidak ]

[ Semua alat dibungkus koran lalu diikat dengan benang kasur ]

[ Dimasukkan kedalam autoklaf ]

Ditutup

b. Sterilisasi alat

[ Toples ]

[ Dicuci bersih dengan air tawar ]

[ Dikeringkan ]

[ Diisi air tawar dan ditambahkan klorin 30 ppm selama 24 jam ]

Dibilas Na-thiosulfat 15 ppm kemudian dibilas air tawar
hingga bau klorin hilang
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c.Sterilisasi media

[ Media air tawar ]

[ Ditampung dalam wadah dengan volume 30 liter dan diberi klorin 30ppm ]

[ Didiamkan selama 24 jam ]

[ Diberi Na-Thiosulfat 15 ppm ]

[ Siap digunakan ]




