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RINGKASAN

SALNIDA YUNIARTI LUMBESSY, NIM. 147080100111002. Program Doktor
lImu Perikanan dan Kelautan, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universitas
Brawijaya. Rekayasa Pertumbuhan Propagul Rumput Laut Kappaphycus
alvarezii Melalui Teknik Kultur Jaringan. Dibimbing oleh Promotor Prof. Dr. Ir. Sri
Andayani, MS, Ko-Promotor Prof. Dr. Ir. ~Happy Nursyam, MS dan Dr. Ir.
Muhamad Firdaus, MP.

Penelitian kultur jaringan rumput laut pada spesies Kappaphycus alvarezii
secara in vitro pada beberapa dekade terakhir banyak memberikan penemuan
baru dalam kegiatan budidaya rumput laut, seperti penemuan varietas unggul
sebagai bibit dan produksi karaginan yang lebih baik. Pertumbuhan dan
perkembangan rumput laut K alvarezii pada kegiatan kultur jaringan
membutuhkan kualitas cahaya serta nutrien yang cukup seperti nitrat dan fosfat.
Nitrat dan fosfat diperlukan sebagai bahan dasar penyusun protein dan
pembentukan klorofil a dalam proses fotosintesis. Nitrat dan fosfat dapat berasal
dari media kultur. Sementara cahaya sangat dibutuhkan dalam proses
fotosintesis dengan bantuan klorofil a. Proses fotosintesis pada rumput laut K.
alvarezii tidak hanya menggunakan klorofil a tetapi terdapat pigmen asesoris
atau pelengkap fikobiliprotein, salah satunya adalah fikoeritrin. Dalam kultur
jaringan - manipulasi cahaya dapat dilakukan dengan menggunakan lampu
fluorescent (FL) sebagai pengganti cahaya sinar matahari. Tujuan penelitian. ini
adalah untuk menjelaskan kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan
propagul K. alvarezii berdasarkan perlakuan interaksi media PES cair, intensitas
cahaya dan fotoperiode dengan waktu pemeliharaan berbeda melalui teknik
kultur jaringan. Penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan propagul rumput
laut K. alvarezii melalui kultur jaringan untuk meningkatkan produksi bibit K.
alvarezii pada perbanyakan di laut.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
di laboratorium yang mencakup uji perlakuan interaksi media PES cair dengan
waktu pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta
pertumbuhan propagul K. alvarezii. Selanjutnya perlakuan terbaik pada tahap
sebelumnya digunakan untuk uji perlakuan interaksi intensitas cahaya dengan
waktu pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta
pertumbuhan propagul K. alvarezii. Perlakuan terbaik pada kedua tahap
sebelumnya ini digunakan untuk uji perlakuan interaksi fotoperiode dengan waktu
pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin - serta
pertumbuhan propagul K. alvarezii.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa interaksi media PES cair 20 mL/L
dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan kandungan klorofil a
dan fikoeritrin tertinggi, berturut-turut 57,89 ug/ml dan 66,30 pg/ml serta
pertambahan berat dan panjang tertinggi, yaitu sebesar 2,59 g dan 2,73 cm.
Perlakuan media PES cair 20 mL/L memberikan hubungan korelasi yang kuat
antara pertumbuhan propagul dan kandungan klorofil a (R?= 0,891). Sementara
itu, interaksi intensitas cahaya 1900 lux dengan waktu pemeliharaan delapan
minggu memberikan kandungan Kklorofil ‘a tertinggi, yaitu 57,89 ug/mL,
pertambahan berat dan panjang tertinggi, yaitu sebesar 2,59 g dan 2,73 cm serta
laju pertumbuhan harian berat dan panjang yang tertinggi, yaitu sebesar 3,58
%l/hari dan 1,84 %/hari. Untuk kandungan fikoeritrin tertinggi diperoleh pada
interaksi konsentrasi intensitas cahaya 1300 lux dengan waktu pemeliharaan



delapan minggu, yaitu 89,47 pg/mL. Perlakuan intensitas cahaya 1900 lux juga
memberikan hubungan korelasi yang kuat antara pertumbuhan propagul dan
kandungan klorofil a (R*=0,891).

Interaksi fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan
minggu memberikan kandungan klorofil a yang paling tinggi, yaitu 89,53 pyg/mL.,
pertambahan berat dan Laju Pertumbuhan Harian (LPH) berat yang paling tinggi,
yaitu berturut-turut 2,72 g dan 4,06%/hari. Sementara perlakuan interaksi
fotoperiod A (18L : 6D) dengan waktu pemeliharaan dua minggu memberikan laju
pertumbuhan harian (LPH) panjang yang paling tinggi, yaitu. 3,76%/hari. Interaksi
perlakuan D(18L : 6D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan
kandungan fikoeritrin yang paling tinggi, yaitu 116,44 pg/ml dan tidak berbeda
nyata dengan perlakuan interaksi fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu
pemeliharaan delapan minggu. Terdapat korelasi yang kuat antara pertumbuhan
dengan kandungan klorofil a propagul K. alvarezii ditunjukkan pada fotoperiod
B(12L : 12D) (R? = 0,786) dan fotoperiod D (18L : 6D) (R®> = 0,842). Secara
keseluruhan perlakuan fotoperiode 12L : 12D memberikan hubungan korelasi
yang kuat terhadap pertumbuhan propagul (R? = 0,804), kandungan klorofil a (R?
= 0,929) dan kandungan fikoeritrin (R? = 0,903).

Identifikasi klorofil a dengan TLC memiliki nilai Rf 0,55. Pola spektra
memiliki serapan maksimal gelombang biru pada panjang gelombang 430 nm
dan serapan maksimal gelombang merah pada panjang gelombang 662 nm
dengan pelarut metanol. Pada metode LCMS, ditunjukkan bahwa bobot molekul
klorofil a sebesar 893,98 m/z.

Hasil kajian ini dapat disimpulkan bahwa dalam kegiatan kultur jaringan K.
alvarezii pada tahap regenerasi mikropropagul menjadi propagul (plantlet) dapat
dilakukan rekayasa pertumbuhan propagul dengan menggunakan media PES
cair 20 mL/L, intensitas cahaya 1900 lux dan fotoperiode (lama penyinaran) 12L :
12D dengan lama pemeliharaan delapan minggu untuk mendapatkan propagul
yang lebih baik dalam meningkatkan produksi bibit rumput laut K. alvarezii pada
perbanyakan di laut.
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SUMMARY

SALNIDA YUNIARTI LUMBESSY, NIM. 147080100111002. Doctoral Program in
Fisheries and Marine Sciences, Faculty of Fisheries and Marine Sciences,
Universitas Brawijaya. Growth Engineering of Propagul Seaweed K. alvarezii
Through Tissue Culture Technigues. Board of advisors PromotOr,Prof. Dr. Ir. Sri
Andayani, MS, Co-Promoter Prof. Dr. Ir. Happy Nursyam, MS and Dr. Ir.
Muhamad Firdaus, MP.

Research on seaweed tissue culture in Kappaphycus alvarezii species in
vitro in the last few editions provided new findings in seaweed cultivation, such as
the discovery of superior varieties as seeds and better production of
carrageenan. Related and development of K alvarezii seaweed in tissue culture
activities requires light quality and adequate nutrients such as nitrate and
phosphate. Nitrate and phosphate are needed as basic ingredients of constituent
proteins and chlorophyll formation in photosynthesis. Nitrate and phosphate can
be obtained from culture media. While light is needed in photosynthesis with the
help of chlorophyll a. Photosynthesis in K. alvarezii seaweed does not only use
chlorophyll but contains pigment accessories or complementary ficarciprotein,
one of which is fikoeritrin. In tissue culture, light manipulation can be done using
fluorescent lamps (FL) as the use of sunlight. The purpose of this study was to
explain the content of chlorophyll and fikoeritrin and the growth of K. alvarezii
propagules based on the competency of liquid PES media, light intensity and
photoperiod with the time of improvement through tissue culture techniques. This
study is expected to produce K. alvarezii seaweed propagules through tissue
culture to increase K. alvarezii seed production in marine propagation.

The method used in this study is an experimental method in the laboratory
that complements the interaction test of liquid PES media with different
maintenance times for the chlorophyll content and growth and growth of K.
alvarezii propagules. Furthermore, better than before, use a light interaction test
with different maintenance times for chlorophyll and ficoerythrin content and K.
alvarezii propagule growth. The best treatment in the previous two glasses was
used for photoperiod interaction tests with different maintenance times for the
content of chlorophyll and ficoerythrin and growth of K. alvarezii propagules.

The results of the study showed that the interaction of liquid PES media
20 mL / L with the loading time last week provided the highest chlorophyll and
ficoerythrin content, collected at 57.89 ug / ml and 66.30 pg / ml and added
weight and height, according to number 2, 59 g and 2.73 cm. The treatment of 20
mL / L liquid PES media produced a strong relationship between propagul growth
and chlorophyll a content (R2 = 0.891). Meanwhile, the interaction of the light
intensity of 1900 lux with the week maintenance time of freedom provided the
highest chlorophyll reserve, which was 57.89 ug / mL, the highest weight gain
and height, which was 2.59 g and 2.73 cm and increased daily weight and length
the highest, which is 3.58% / day and 1.84% / day. The highest ficoerythrin
content was obtained at a concentration of 1300 lux light concentration with a
week maintenance time of freedom, which was 89.47 pg / mL. The treatment of
light intensity of 1900 lux also provided a strong relationship between propagul
growth and chlorophyll content a (R2 = 0.891).

Interaction of photoperiod B (12L: 12D) with free time, week to week,
contained 89.53 ug / mL., Weight gain and daily rate, (LPH) the highest weight, ie
those who helped 2, 72 g and 4 , 06% / day. While training in photoperiod A (18L:
6D) interaction with a two-week maintenance time provides the highest daily
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growth rate (LPH), i.e. 3.76% / day. Maintenance D interaction (18L: 6D)
with a week-long maintenance time, provided 116.44 pg / ml and was not
significantly different from photoperiod B (12L: 12D) conversation complaints with
a week-long maintenance time. It is estimated that between growth with
chlorophyll content, a K. alvarezii propagul was approved in photoperiod B (12L:
12D) (R2 = 0.786) and photoperiod D (18L: 6D) (R2 = 0.842). Photoperiod 12L:
12D: Overall provides a strong level of participation in propagul growth (R2 =
0.804), chlorophyll a content (R2 = 0.929) and ficoerythrin content (R2 = 0.903).

Identification of chlorophyll a with TLC has a value of Rf 0.55. The spectra
pattern has the maximum wave on the blue wave 430 nm and the maximum
wave at the long wave 662 nm with the methanol solvent. In the LCMS method, it
is shown that the molecular weight of chlorophyll a is 893.98 m / z.

The results of this study can be concluded that in the activity of culture of
K. alvarezii at the stage of regeneration of micropropagules into propagules
(plantlets) propagul growth can be engineered using liquid PES media 20 mL / L,
light intensity 1900 lux and photoperiod (long irradiation) 12L: 12D with a
maintenance duration of eight weeks to get better propagules in increasing the
production of K. alvarezii seaweed seedlings in propagation at sea.
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KATA PENGANTAR

Kultur jaringan rumput laut jenis Kotoni (Kappaphycus alvarezii) telah
banyak digunakan untuk penyediaan bibit unggul secara berkesinambungan
dalam jumlah banyak dan tidak terkendala oleh musim atau iklim di perairan
pantai karena perbanyakan bibit dilakukan di laboratorium. Selain itu, teknik ini
juga sangat diperlukan untuk pemuliaan rumput laut dimana bibit unggul hasil
seleksi maupun rekayasa genetika hanya dapat diperbanyak dalam skala besar
melalui kultur jaringan. Kualitas dan kuantitas bibit K. alvarezii yang dihasilkan
melalui kultur jaringan tergantung pada berbagai macam faktor, salah satunya
adalah teknik/metode kultur yang meliputi media kultur dan pencahayaan. Secara
umum pertumbuhan rumput laut sangat berhubungan dengan kandungan pigmen
fotosintesis, yaitu klorofil a. Sementara proses fotosintesis pada rumput laut tidak
hanya menggunakan pigmen. klorofil a tetapi terdapat pigmen asesoris atau
pelengkap, salah satunya adalah Fikoeritrin (PE). Pembentukan klorofil a dan
fikoeritin ini sangat dipengaruhi oleh nutrisi dan cahaya.

Disertasi ini mengkaji secara komprehensif melalui eksperimen tentang
REKAYASA PERTUMBUHAN PROPAGUL RUMPUT LAUT Kappaphycus
alvarezii MELALUI KULTUR JARINGAN di laboratorium. Aspek yang diamati
dalam penelitian ini adalah (1) Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii dengan
Konsentrasi Media PES Cair Berbeda, (2) Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii
dengan Intensitas Cahaya Berbeda, dan (3) Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii
dengan Fotoperiod Berbeda. Hasil penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan
penyediaan bibit rumput laut K. alvarezii baik secara kuantitas maupun kualitas
melaui teknik kultur jaringan dengan merekayasa pertumbuhan propagul K.
alvarezii melalui manipulasi nutrisi dan cahaya yang dapat meningkatkan
kandungan klorofil a dan fikoeritrin.

Akhirnya penulis sangat mengharapkan saran dan masukan dari semua
pihak Dosen Promotor dan Ko-Promotor maupun tim penguji di luar para
pembimbing dalam penyempurnaan rangkuman kajian disertasi ini. Atas semua
saran dan masukan yang diberikan dalam penyempurnaan penulisan disertasi

ini, diucapkan terima kasih.

Malang, ~ Mei 2019

Salnida Yuniarti Lumbessy
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Kultur Jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagian tanaman
seperti sel atau jaringan yang ditumbuhkan dengan kondisi aseptic sehingga
bagian tanaman tersebut dapat beregenerasi dan tumbuh serupa dengan
tanaman induknya.

Propagul adalah bagian dari tanaman yang digunakan untuk membuat atau
menjadi tanaman baru.

Klorofil a adalah salah satu bentuk Kklorofil yang terdapat pada semua
tumbuhan autotrof dengan rumus kimia CssH72OsNsMg

Fikoeritrin adalah pigmen biliprotein yang memberikan warna merah pada
alga merah (Rhodophyta)

Pertumbuhan adalah perubahan ukuran suatu organisme yang dapat berupa
berat atau panjang dalam waktu tertentu

Laju Pertumbuhan Harian (LPH) adalah perubahan dalam berat, ukuran
maupun volume seiring dengan perubahan waktu

Media PES (Provasoli Enriched Seawater) adalah salah satu media yang
sesuai untuk regenerasi kalus K. alvarezii

Intensitas Cahaya adalah kuat cahaya yang dikeluarkan oleh sebuah
sumber cahaya kea rah tertentu dan diukur menggunakan luxmeter

Fotoperiode adalah lama fase terang yang umumnya mendukung
pertumbuhan optimum makhluk hidup seperti tumbuhan

Siklus terang adalah reaksi fotosintesis yang berlangsung pada tilakoid dan
merupakan tahap pertama yang terjadi pada proses fotosintesis serta sangat
bergantung pada ketersediaan cahaya matahari

Siklus gelap adalah reaksi lanjutan dalam reaksi fotosintesis yang terjadi
pada stroma dan tidak tergantung atau memerlukan cahaya secara
langsung

Difusi adalah peristiva mengalirnya atau berpindahnya suatu zat dalam
pelarut dari bagian berkonsentrasi tinggi ke bagian yang berkonsentrasi
rendah.

Osmosis adalah peristiwa berpindahnya air dalam sel dari keadaan yang
hipotonis zat terlarut menuju ke daerah yang hipertonis zat terlarut melalui
membran semi permeabel

Foton adalah cahaya

ATP (Adenosin trifosfat) adalah unit molekul yang berfungsi sebagai sumber
energi universal untuk rekasi seluler
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NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotida Phospate) adalah molekul
energy tinggi dalam bentuk tereduksi dari NADP+ yang memainkan peran
kunci dalam mendorong siklus calvin

Enzim NR (Nitrat Reduktase) adalah enzim yang mengkatalisis reduksi
NAD(P)H dari nitrat menjadi nitrit.

Siklus Calvin adalah jalur metabolic yang ditemukan dalam stroma dari
kloroplas dimana karbon masuk dalam bentuk CO. dan keluar dalam bentuk
gula

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutannya terhadap dua cairan tidak saling larut yang berbeda.

Isolasi adalah suatu usaha untuk memisahkan senyawa yang bercampur
sehingga diperoleh senyawa tunggal yang murni.

Vii
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BAB 1.
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Rumput laut yang dikenal dengan nama ganggang atau algae (seaweed)
merupakan salah satu komoditas strategis dalam program revitalisasi perikanan
yang dicanangkan Kementrian Kelautan dan Perikanan. Luas areal budidaya
rumput laut Indonesia mencapai 1.110.900 Ha dimana hidup sekitar 782 jenis
rumput laut yang terdiri dari 196 algae hijau, 134 algae coklat, dan 452 algae
merah (Biro Pusat Statistik, 2014). Rumput laut atau algae merupakan salah satu
komoditas ekspor Indonesia yang diandalkan untuk pemasukkan devisa negara.
Komoditas ini memiliki nilai ekonomis yang tinggi sebagai bahan makanan dan
keperluan industri.

Produksi rumput laut untuk kebutuhan ekspor umumnya berasal dari
algae merah (Rhodophyceae). Salah satu jenis rumput laut yang mempunyai
potensi untuk dibudidayakan di Indonesia adalah Kappaphycus alvarezii yang
dulu dikenal sebagai Eucheuma cottonii. Rumput laut K. alvarezii dewasa ini
sedang giat dikembangkan oleh pemerintah melalui usaha budidaya karena
selain dapat meningkatkan pendapatan nelayan juga menjadi sumber devisa
negara. Peningkatan produksi rumput laut K. alvarezii ini memerlukan
ketersediaan bibit secara berkesinambungan. Umumnya penyediaan bibit yang
dilakukan oleh pembudidaya di Indonesia dengan cara seleksi rumpun yang
mempunyai laju pertumbuhan harian tinggi pada beberapa generasi penanaman.
Selanjunya bibit hasil seleksi diperbanyak dengan metode stek kemudian disebar
ke pembudidaya rumput laut (Masak et al., 2011).

Metode penyediaan bibit' secara konvensional ini memiliki beberapa
kelemahan diantaranya ketersediaan bibit yang sangat tergantung dari kondisi

alam, adanya potensi penurunan kualitas rumput laut karena pemakaian bibit
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yang berulang-ulang dalam beberapa kali siklus budidaya, umur bibit yang
melenihi standar dan tidak ada perbaikan kualitas bibit. Penggunaan bibit dari
alam juga memiliki permasalahan pada variasi fisiologisnya seperti pertumbuhan
dan kandungan agar. Budidaya rumput laut menggunakan bibit yang diproduksi
secara vegetatif dari sisa hasil budidaya memungkinkan epifit, parasit atau
patogen dari rumput laut hasil panen sebelumnya terbawa kembali pada siklus
budidaya selanjutnya dan dapat mengakibatkan penurunan produksi. Salah satu
solusi untuk mengatasi permasalahan dalam meningkatkan penyediaan bibit
rumput laut K. alvarezii baik secara kualitas maupun kuantitas adalah dengan
melakukan perbanyakan bibit melalui teknik kultur jaringan.

Kultur jaringan adalah salah satu teknik perbanyakan tanaman dengan cara
mengisolasi bagian dari suatu tanaman (dalam rumput laut adalah thallus) serta
menumbuhkan bagian-bagian tersebut dalam media buatan secara aseptik
dalam wadah tertutup sehingga bagian tanaman dapat memperbanyak diri dan
beregenerasi menjadi tanaman lengkap seperti induknya. Yokoya and Valentin
(2011) mendefenisikan kultur jaringan atau kultur in vitro sebagai suatu metode
kultur dalam kondisi aseptik dari suatu bagian organisme (eksplan) pada kondisi
terkontrol dalam media kultur.

Penelitian kultur jaringan rumput laut pada spesies E. cottonii atau K.
alvarezii secara in vitro selama beberapa dekade terakhir banyak memberikan
penemuan baru dalam kegiatan budidaya rumput laut, seperti penemuan varietas
unggul sebagai bibit dan produksi karaginan yang lebih baik (Hurtado et al., 2014
; Yong et al.,, 2014 ; Yong et al., 2015). Budidaya rumput laut melalui kultur
jaringan banyak diadopsi dari tumbuhan tingkat tinggi (Reddy et al., 2008 ;
Baweja et al., 2009 ; Yokoya and Valentin, 2011). Perbanyakan bibit melalui
teknik kultur jaringan memiliki keunggulan dibandingkan melalui teknik stek pada

umumnya, seperti tidak bergantung pada pengaruh musim, sifat bibit dari hasil
2



kultur jaringan identik dengan induknya, bisa diproduksi dalam jumlah yang
banyak meskipun tempat terbatas, kualitas yang baik, dan relatif tersedia setiap
saat. Selain itu menurut Reddy et al. (2003) rumput laut hasil kultur jaringan

dapat tumbuh 1,5 sampai 1,8 kali lebih cepat dibandingkan rumput laut dari hasil

-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

penanaman di laut.

Kegiatan kultur jaringan terdiri atas beberapa tahapan, salah satunya
adalah regenerasi mikropropagul menjadi propagul (plantlet). Tujuan dari tahap
ini adalah untuk menumbuhkan mikropropagul yang dihasilkan dari tahap
sebelumnya menjadi propagul (plantlet) yang siap untuk diaklimatisasi secara ex
vitro- di akuarium sebelum penanaman di laut. Permasalahan yang banyak
dihadapi pada tahap ini adalah resiko kematian mikropropagul selama
pemeliharaan dan resiko kematian plantlet pada saat aklimatisasi di akuarium
yang menyebabkan sehingga produksi bibit K. alvarezii untuk perbanyakan di
laut menjadi menurun. Salah satu faktor yang mempengaruhi adalah
pertumbuhan propagul, dimana propagul yang mengalami peningkatan
berat/panjang biasanya memiliki tingkat ketahanan hidup yang tinggi sampai
dengan tahap perbanyakan di laut. Sementara itu, pertumbuhan sangat
dipengaruhi oleh nutrisi dan cahaya. Dalam kultur jaringan nutrisi dan cahaya
berhubungan dengan teknik/metode kultur yang meliputi pencahayaan dan
media kultur.

Cahaya sangat mempengaruhi pertumbuhan rumput laut dan distribusinya
karena cahaya sangat diperlukan untuk proses fotosintesis. Proses fotosintesis
akan terjadi tidak hanya dengan cahaya saja, tapi juga dengan bantuan klorofil.
Klorofil ‘a ‘merupakan pigmen utama yang terdapat pada hampir semua

organisme fotosintetik oksigenik, terletak pada pusat reaksi dan bagian tengah

IVERSITA

antena, berfungsi sebagai penangkap cahaya yang utama dalam proses
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fotosintesis. Oleh karena itu, pigmen ini menjadi penting bagi pertahanan hidup
3




-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

rumput laut atau untuk berkompetisi dengan organisme lain dalam sebuah
habitat tertentu (Ming-Li et al., 2010). Keberadaan klorofil a pada rumput laut
dilengkapi dengan pigmen pendukung (aksesori) yaitu klorofil b, c, atau d dan
karotenoid yang berfungsi melindungi klorofil a dari fotooksidasi (Scholes., 2011).
Adanya morfologi warna tallus K. alvarezii, yakni coklat, hijau dan merah akibat
komposisi pigmen yang berbeda menyebabkan spektra absorbsi utama panjang
gelombang cahaya yang diserap pun bervariasi sehingga mempengaruhi
karakteristik fotosintesis, pertumbuhan dan kandungan karaginan (Parenrengi et
al., 2006 ; Hayashi et al., 2008 ; Juneja et al., 2013).

Proses fotosintesis pada K. alvarezii tidak hanya menggunakan pigmen
klorofil saja tetapi terdapat pigmen pelengkap yang juga berperan penting dalam
proses fotosintesis tersebut. Fikobiliprotein, merupakan pigmen yang mempunyai
peran besar sebagai pigmen asesoris atau pelengkap selama proses fotosintesis
K. alvarezii (Chakdar et al., 2012). Struktur dan komposisinya sangat bermacam-
macam Yyang terdapat pada Cyanobacteria, alga merah (Rhodophyta),
Cryptomonas dan beberapa Pyrrophyceae (Niu et al., 2006 ; Guan et al., 2007).
Fikoeritrin (PE) adalah salah satu fikobiliprotein yang merupakan pigmen paling
dominan pada alga merah dibandingkan dengan pigmen lainnya. Fikoeritrin
dapat menutupi warna hijau dari klorofil dan warna biru dari fikosianin sehingga
menyebabkan warna talus pada alga berwana merah. Alga merah mempunyai
kemampuan adaptasi kromatik, yaitu penyesuaian warna talus berdasarkan
kualitas pencahayaan yang diterima.

Penelitian tentang pigmen fotosintesis pada rumput laut merah telah
dilakukan (Reeta and Kulandaivelu, 2000 ; Aguilera et al., 2002 ; Gudrun and
Wincke, 2005 ; Lee, 2008 ; Merdekawati, 2009 ; Naguit and Tisera, 2009 ;
Sarojini ‘and Narayanan, 2009 ; Schmidt et al., 2010 ; Vanitha and Chandra,

2012). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa warna thallus K. alvarezii yang
4
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bervariasi disebabkan karena adanya komposisi pigmen yang terdiri dari klorofil
a, klorofil d dan fikobiliprotein. Sementara presentase kandungan pigmen pada
K. ‘alvarezii adalah klorofil a (74,92%), turunan klorofil a (16,42%), karoten
(0,95%), xantofil (0,73%) dan lutein (6,99%).

Faktor lain yang juga dibutuhkan dalam kultur jaringan adalah nutrien.
Harrison and Hurd (2001) menyatakan bahwa pertumbuhan dan perkembangan
rumput laut membutuhkan kualitas cahaya serta nutrien yang cukup seperti nitrat
dan fosfat. Nitrat dan fosfat diperlukan sebagai bahan dasar penyusun protein
dan pembentukan klorofil dalam proses fotosintesis. Nitrat dan fosfat dapat
berasal dari media kultur. Kim et al.-.(2007) menyatakan bahwa sintesis klorofil a
dan fikoeritrin memerlukan N.

Berdasarkan uraian diatas maka secara umum kandungan klorofil a dan
fikoeritrin. dapat mempengaruhi pertumbuhan propagul K. alvarezii. Jika
penyerapan cahaya yang dilakukan klorofil a dan fikoeritrin mencukupi maka
proses fotosintesis akan berlangsung optimal sehingga pertumbuhan rumput laut
dapat meningkat. Sementara itu setiap proses pertumbuhan dan pembentukan
klorofil a akan membutuhkan nutrien.

Penelitian sebelumnya yang berfokus pada kultur jaringan rumput laut K.
alvarezii cukup banyak yang sudah dikembangkan oleh peneliti, tetapi luaran
yang dihasilkan masih terbatas pada pengaruh media kultur, intensitas cahaya,
fotoperiode, hormon dan faktor lingkungan seperti salinitas, pH secara parsial
terhadap pertumbuhan dan sintasan rumput laut K. alvarezii (Arisandi et al 2011 ;
Yong et al., 2011 ; Mulyaingrum et al., 2012 ; Sulistiani et al., 2012 ; Suryati et
al., 2015 dan Suryati et al., 2016). Belum banyak yang mengkaji pertumbuhan
propagul K. alvarezii dalam hubungannya dengan kandungan klorofil a dan
fikoeritrin 'secara terintegrasi dengan media kultur, intensitas cahaya dan

fotoperiode sehingga capaian hasil belum maksimal.
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Oleh karena itu untuk memaksimalkan capaian hasil dalam kegiatan kultur
jaringan rumput laut K alvarezii secara keseluruhan maka penelitian “ Rekayasa
Pertumbuhan Propagul Rumput Laut K. alvarezii Melalui Teknik Kultur Jaringan “
ini sangat perlu dilakukan sehingga diharapkan dapat memberikan solusi dalam
penyediaan bibit rumput laut K. alvarezii yang berkualitas tinggi dan

berkesinambungan dalam skala besar serta dapat mendukung peningkatan

budidaya rumput laut dewasa ini.

1.2. Perumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas maka perumusan masalah dari penelitian
adalah sebagai berikut :

1. Bagaimana pengaruh interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu
pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta
pertumbuhan propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

2. Bagaimana pengaruh interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan
berbeda terhadap kandungan Klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan
propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

3. Bagaimana pengaruh interaksi fotoperiod (lama penyinaran) dan waktu
pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta

pertumbuhan propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian adalah :

1. Menjelaskan pengaruh interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu
pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta
pertumbuhan propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

2. Menjelaskan pengaruh interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan
6
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berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan
propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

3. Menjelaskan pengaruh interaksi fotoperiod (lama penyinaran) dan waktu
pemeliharaan berbeda terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin: serta

pertumbuhan propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi tambahan informasi untuk
pengembangan ilmu pengetahuan yang sangat mendasar dalam budidaya

rumput laut K. alvarezii.

1.4.2. Manfaat Praktis

Luaran hasil penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan produksi bibit
rumput laut K. alvarezii baik secara kuantitas maupun kualitas melaui teknik
kultur jaringan dengan merekayasa pertumbuhan propagul K. alvarezii
menggunakan manipulasi media kultur, intensitas cahaya dan fotoperiod yang

dapat meningkatkan kandungan klorofil a dan fikoeritrin.
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BAB 2.
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Klasifikasi Eucheuma cottonii / Kappaphycus alvarezii menurut Anggadiredja
et al. (2007) adalah sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Divisio : Rhodophyta
Clasis : Rhodophyceae
Ordo : Gigartinales
Familia : Solieracea
Genus : Eucheuma
Species : Kappaphycus alvarezii (Eucheuma cottonii)

Eucheuma spinosum

Morfologi rumput laut K. alvarezii mempunyai permukaan licin, cartilogeneus
(lunak seperti tulang rawan), thalli (kerangka tubuh) bulat silindris atau gepeng,
warnanya merah, abu-abu, kuning dan hijau, bercabang berselang tidak teratur.
dichotomous atau trichotomous, mempunyai benjolan (blunt nodule) dan duri-duri
(spnes) serta substansi thalli lunak seperti tulang rawan (Aslan, 1998) (Gambar

1)

Gambar 1. Rumput Laut Kappaphycus alvarezii / Eucheuma
cottonii (Dokumentasi Pribadi, 2018)
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Pada umumnya K. alvarezii tumbuh dengan baik di daerah pantai terumbu
(reef). Habitat khasnya adalah daerah yang memperoleh aliran air laut yang
tetap, kebanyakan tumbuh di daerah pasang surut (intertidal) atau pada daerah
yang selalu terendam (subtidal) kedalaman air pada waktu surut terendah adalah
10-30 cm, variasi suhu harian yang kecil dan substrat batu karang mati, karang
hidup, batu gamping atau cangkang molusca. Pertumbuhan dan reproduksi dari
K. alvarezii sangat di pengaruhi oleh kondisi perairan di sekitarnya. Faktor
lingkungan yang berpengaruh adalah suhu, cahaya, salinitas, gerakan air,
nutrien (nitrat dan fosfat) serta kedalaman (Rasyid, 2005).

Jaringan rumput laut tediri atas epidermis, lapisan pseudoparenkim (korteks
luar dan korteks dalam) dan medulla. Epidermis berada pada lapisan paling luar
dan berfungsi untuk melindungi jaringan yang berada didalamnya. Terdiri atas
selapis sel yang letaknya rapat sehingga tidak terdapat ruangan-rangan antar sel
didalamnya. Lapisan pseudoparenkim pada rumput laut tediri atas dua lapisan,
yaitu korteks luar dan korteks dalam. Korteks terletak di bawah epidermis
tersusun atas beberapa lapis sel yang tidak teratur dan banyak ruang antar sel
yang berfungsi untuk pertukaran udara dan sebagai tempay cadangan makan.
Medula merupakan lapisan paling dalam yang nerupakan pusat thallus,
berukuran kecil dan bentuknya bulat (Lestari, 2007).

Dinding sel rumput laut terdiri dari selulosa dan polisakarida berupa agar,
karagenan dan alginat. Thallus rumput laut menunjukkan keanekaragaman yang
sangat besar, tetapi semua selnya selalu jelas mempunyai inti dan plastida. Pada
plastid terdapat zat-zat warna derivat klorofil dan zat-zat warna lain yang justru
terkadang lebih menonjol dan menyebabkan kelompok-kelompok alga diberi
nama menurut warna. Plastida berbentuk seperti butiran, umumnya terdapat

dalam sitoplasma di luar inti sel. Butiran-butiran plastida mempunyai bentuk
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bervariasi tergantung tipe selnya. Inti sel berfungsi sebagai pusat segala proses

yang berlangsung di dalam sel (Lobban and Harrison, 1994).

2.2. Fotosintesis

Proses fotosintesis memegang peranan kunci dalam siklus hidup tanaman.
Proses ini terdiri dari tiga bagian yang terpisah, yaitu : (1) reaksi terang, dimana
energi radiasi diabsorbsi dan digunakan untuk menghasilkan senyawa berenergi
tinggi ATP dan NADPH, (2) reaksi gelap, meliputi reduksi biokimia CO, menjadi
gula menggunakan senyawa berenergi tinggi yang dihasilkan pada reaksi terang,
dan (3) suplai CO; dari udara ke tempat reduksi di kloroplas (Malkin dan Niyogi,
2000).

Reaksi terang merupakan reaksi penangkapan energi cahaya. Energi
cahaya yang diserap oleh membran tilakoid akan menaikkan elektron berenergi
rendah yang berasal dari H20. Elektron-elektron bergerak dari klorofil a menuju
sistem transpor elektron yang menghasilkan ATP (dari ADP + P). Elektron-
elektron berenergi ini juga ditangkap oleh NADP*. Setelah menerima elektron,
NADP* segera berubah menjadi NADPH. Molekul-molekul ini (ATP dan NADPH)
menyimpan energi untuk sementara waktu dalam bentuk elektron berenergi yang
akan digunakan untuk mereduksi CO,. Reaksi terang melibatkan dua jenis
fotosistem, yaitu fotosistem | dan fotosistem Il (Campbell, 2008).

Fotosistem | terdiri atas klorofil a dan pigmen tambahan yang menyerap kuat
energi cahaya dengan panjang gelombang 700 nm sehingga sering disebut
P700. Sementara itu, fotosistem Il tersusun atas klorofil a yang menyerap kuat
energi cahaya dengan panjang gelombang 680 nm sehingga sering disebut
P680. Ketika suatu molekul pigmen menyerap energi cahaya, energi itu
dilewatkan dari suatu molekul pigmen ke molekul pigmen lainnya hingga

mencapai pusat reaksi. Setelah energi sampai di P700 atau di P680 pada pusat
10
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reaksi, sebuah elektron kemudian dilepaskan menuju tingkat energi lebih tinggi.
Elektron berenergi ini akan disumbangkan ke akseptor elektron. Dalam reaksi
terang, terdapat 2 jalur perjalanan elektron, yaitu jalur elektron siklik dan jalur
elektron nonsiklik (Richmond, 2004).

Reaksi gelap adalah tahapan reaksi fotosintesis yang tidak bergantung pada
cahaya matahari. Reaksi gelap disebut juga Siklus Calvin-Benson. Hal yang
dibutuhkan dalam reaksi gelap adalah ATP dan NADPH yang berasal dari reaksi
terang serta molekul CO2. Tempat terjadinya reaksi gelap di stroma. Siklus
Calvin memiliki 5 reaksi yang terbagi dalam 3 fase yakni: karboksilasi,
reduksi, dan regenerasi. Fase 1: Karboksilasi. Siklus ini memasukkan molekul
CO2 dengan menautkannya pada gula dengan 5 karbon yang disebut ribulosa
bisfosfat (disingkat RuBP). Enzim yang mengkatalis adalah RuBP karboksilase
(rubisko) Produk reaksi ini ialah molekul berkarbon enam (6-C) yang tidak stabil
yang kemudian membentuk dua molekul 3-fosfogliserat (PG). Fase 2: Reduksi.
Masing-masing molekul 3-fosfogliserat menerima gugus fosfat baru yang berasal
dari ATP. sehingga terbentuk 1,3-bisfosfogliserat. Selanjutnya 1,3-
bisfosfogliserat mengalami reduksi dengan cara mendapatkan sumbangan
sepasang elektron dari NADPH menjadi 12 molekul Fosfogliseraldehida (PGAL).
PGAL memiliki energi potensial dimana 10 molekul PGAL digunakan untuk
reaksi di fase ketiga (regenasi) dan sisanya digunakan untuk bahan baku
glukosa dan karbohidrat yang lain seperti amilum/pati, sukrosa, dll. Fase 3:
Regenerasi. 10 molekul PGAL disusun menjadi RuBP dengan penambahan

fosfat dari ATP yang digunakan untuk siklus selanjutnya (Campbell, 2008).
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2.3. Klorofil a
2.3.1. Sifat Fisikokimia Klorofil a

Klorofil merupakan pigmen utama yang berperan dalam proses fotosintesis
dengan menyerap dan menggunakan energi cahaya matahari untuk mensintesis
oksigen dan karbohidrat yang dibutuhkan sebagai nutrisi alga. Klorofil
merupakan pigmen pembawa warna hijau. Struktur dasar klorofil adalah porpirin,
dimana atom nitrogen pada keempat cincin pirol dalam makrosiklik membentuk
ikatan kovalen dengan ion Mg?" yang merupakan pusat dari molekul klorofil
(Scheer, 2006).

Klorofil bertindak untuk menarik elektron dari cahaya matahari agar terjadi
fotosintesis. Struktur kimianya sama dengan heme, suatu senyawa cincin pada
haemoglobin, dimana poros Fe pada heme digantikan oleh Mg. Klorofil bertindak
sebagai pengabsorbsi energi dari sinar matahari sehingga ia berubah menjadi
molekul yang berenergi tinggi, yang dapat melepaskan electron dari molekul air
dan proton dari oksigen. Reaksi kimia fotosintesis adalah sebagai berikut :

Sinar matahari
6CO; + 6H,O0 ———————— CgH12,06 + 60>
klorofil

Molekul klorofil terdiri dari sebuah porfirin sebagai kepala, yang bersifat
polar (larut dalam air), yang terbentuk dari cincin tetrapirol dengan sebuah atom
Mg dan sebuah fitol sebagai ekor. Klorofil a merupakan klorofil dengan warna
hijau kebiruan dengan susunan kimia CssH2MgN4Os. Pada susunan klorofil a,
atom logam Mg akan diikat dengan N dari 2 cincin pirol dengan ikatan kovalen
biasa serta oleh 2 atom N dari cincin pirol lainnya dengan ikatan kovalen
koordinat di mana N dari pirol yang akan menyumbangkan pasangan elektronnya
untuk dipakai bersama dengan Mg. Pada klorofil jenis ini terjadi substitusi metil

pada posisi 1, 3, 5 dan 8, vinil pada posisi 2, etil pada posisi 4, propionat yang
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diesterifikasi dengan fitil alkohol (fitol) pada posisi 7, keto pada posisi 9 dan
karbometoksi pada posisi 10 (Gambar 2) (Hsu et al., 2013)

Sedangkan klorofil b merupakan klorofil dengan warna hijau kekuningan
dengan susunan kimia CssH7oMgN4Os. Klorofil jenis ini memiliki struktur yang
sama dengan klorofil-a, kecuali pada posisi 3 terdapat gugus formil, bukan gugus
metil yang dimiliki klorofil a (Gambar 2) (Hsu et al.,, 2013). Perbedaan kedua
klorofil ini terletak pada jumlah atom H dan O. Klorofil a mengabsorpsi cahaya
gelombang panjang dan sedikit gelombang pendek. Klorofil b hanya

mengabsorpsi cahaya pada gelombang pendek (Riyono, 2007).

i
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Gambar 2. Struktur Molekul Klorofil (Kusmita dan Limantara, 2009).

Klorofil a merupakan pigmen utama yang terdapat pada hampir semua
organisme fotosintetik oksigenik terletak pada pusat reaksi dan bagian tengah
antena. Klorofil a merupakan pigmen utama yang bertanggung jawab terhadap
proses fotosintesis. Oleh karena itu, pigmen ini menjadi penting bagi pertahanan
hidup rumput laut atau untuk berkompetisi dengan organisme lain dalam sebuah
habitat tertentu (Pepe et al., 2001). Keberadaan Kklorofil a pada rumput laut
dilengkapi dengan pigmen pendukung (aksesori) yaitu klorofil b, c, atau d dan

karotenoid yang berfungsi melindungi klorofil a dari fotooksidasi (Riyono, 2007).

13



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

2.3.2. Biosintesis Klorofil

Biosintesis klorofil merupakan salah satu jalur metabolit primer pada
tumbuhan (Rudiger, 2002). Mekanisme pembentukan klorofil dapat dilihat pada
Gambar 3. Sintesis klorofil diawali dengan pembentukan asam a aminolevulinat
(ALA) (Galova et al., 2008). Pembentukan ALA melalui jalur glutamat yaitu
melalui tahapan pembentukan glutamat t-RNA dari glutamat kemudian diubah
menjadi semialdehid selanjutnya menjadi a ketoglutaldehid untuk kemudian
dengan enzim transaminase atau enzim amino transferasi terbentuklah ALA
(Daood, 2003). Dari dua molekul ALA dengan melibatkan enzim ALA dehidrase
akan terbentuk porfobilinogen (PBG) yang mengandung cincin pirol dari 4
molekul PBG dengan melibatkan enzim uroporfirinogen lll. Setelah terbentuk
porfobilinogen  kemudian  terbentuk  hidroksimetilbilane.  Pembentukan
hidroksimetilbilane pada biosintesis klorofil dimana porfobilinogen akan berikatan
dengan H>O dengan bantuan enzim hidroksimetilbilan sintetase.
Hidroksimetilbilan akan membentuk uroporfirinogen Il dengan bantuan enzim
uroporfirinogen Il synthase. Uroporfirinogen Il dekarboksilase dan H>O
mengubah  uroporfirinogen Il dibawah kondisi ~aerob  membentuk
caproporfirinogen lll. Selanjutnya akan membentuk proporfirinogen IX. Oksidasi
terhadap proporfirinogen IX akan menghasilkan protoporfirin 1X yang belum
memiliki Mg. Protoporfirin IX kemudian bergabung dengan Mg?" dan H.O akan
membentuk = Mg-protoporfirin. IX dengan bantuan enzim Mg-chelatase.
Penambahan gugus metil pada Mg-protoporfirin IX dengan bantuan Mg-
protoporfirin IX metiltransferase akan membentuk Mg-protoporfirin IX monometil
ester. Selanjutnya adalah perubahan Mg-protoporfirin: IX monometil ester

menjadi protoklorofilide (Baishnab and Pattanayak, 2012) (Gambar 3.)
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Gambar 3. Mekanisme Pembentukan Klorofil

Perubahan protoklorofilide  menjadi korofil a terjadi melalui terbentuknya
protoklorofilide holokrome yang berikatan dengan protein mengikat ion 2H*. Dua
ion tersebut disumbangkan pada cincin keempat sehingga terbentuklah
protoklorofili a holokrome, yang selanjutnya dapat berubah menjadi klorofil a
dengan melepaskan holokrome bersama apoprotein (Daood, 2003). Dari klorofil
a dengan bantuan enzim klorofilase yang mengkatalisis esterifikasi senyawa fitol
akan terbentuk klorofil a. Pembentukan Klorofil b dimungkinkan dari klorofil a
yang mengalami oksidasi gugus metil pada cincin keduanya menjadi gugus
aldehid ataupun dimungkinkan dari senyawa porfirin yang dapat diubah menjadi
klorofil a maupun klorofil b (Rudiger, 2002).

Glutamat merupakan salah satu prekursor dalam biosintesis asam amino
yang berperan penting dalam reaksi pembentukan asam-asam amino lainnya

(Miflin et al., 2001). (Gambar 4.). Glutamat juga merupakan precursor dari
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sintesis klorofil pada perkembangan daun. Pada penelitan mengenai efek
glutamat pada perkembangan akar dan cabang Arabidopsis dilaporkan bahwa
ketika L-glutamat berada pada konsentrasi rendah di akar terjadi mekanisme
inhibisi dari perkembangan akar utama dan penaikan percabangan akar dekat

apeks akar (Forde dan Lea, 2007).

NH,

Asparagine

Ureides ) \
Nucleic acids \GIIWI(IS(’

Glutamine Glutamate NH; Respiration

y-Aminobutyrate

Glutamate Synthase I

Carbon

. — 2-Oxoglutarate
metabolism

GLUTAMATE <«—— > 2.Oxoglutarate
Glutamate Dehydrogenase

Amino Transferases
Amino 2-Oxo
Acids Acids
Proline Arginine

Gambar 4. Jalur Sintesis Glutamat dan Metabolisme Pada Tumbuhan

Glutamat dibentuk dari ammonia dan a-ketoglutarat, suatu senyawa antara
siklus asam sitrat, melalui kerja L-glutamat dehidrogenase (GDH). a-ketoglutarat
dan ammonia membentuk glutamat dengan bantuan tenaga pereduksi, yaitu
NADPH. Ini merupakan dasar penting dalam biosintesis asam amino karena
glutamat merupakan donor gugus amino dalam biosintesis asam amino yang lain
melalui reaksi transaminase (Bowsher et al., 2007).

NH.* + a-ketoglutarat + NADPH ==== Glutamat + NADP* + H,O

2.3.3. Interaksi Klorofil dengan Cahaya
Ketika cahaya mengenai materi, cahaya itu dapat dipantulkan, diteruskan
(ditransmisi) atau diserap (diabsorpsi). Pigmen tertentu akan menyerap cahaya

dengan panjang gelombang tertentu dan cahaya yang diserap akan hilang
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dengan melepaskan panas. Jika suatu pigmen disinari dengan cahaya putih,

warna yang terlihat adalah warna yang dipantulkan atau diteruskan oleh pigmen

yang bersangkutan (Sumaryanti et al., 2011).

Pigmen klorofil menyerap lebih banyak cahaya tampak pada warna biru

repository.ub.ac.id

(400 — 450 nm) dan merah (650 — 700 nm) dibandingkan hijau (500 — 600 nm).
Tumbuhan dapat memperoleh seluruh kebutuhan energy mereka dari spectrum
merah dan biru di dalam wilayah spectrum cahaya tampak dan pada wilayah
antara 500 — 600 nm sangat sedikit cahaya yang diserap. Jadi, warna hijau pada
daun disebabkan karena klorofii menyerap cahaya merah dan biru serta

meneruskan dan memantulkan cahaya hijau (Larkum and Kuhl, 2005)

662
klorofil a

Absorbansi

Panjang Gelombang (ntn)

Gambar 5. Spektrum Absorbansi Klorofil a dan Klorofil b

Spektrum absorbsi klorofil a dan b ditunjukkan pada Gambar 5. Spektrum

absorpsi untuk klorofil a menunjukkan keefektifan relative panjang gelombang
yang berbeda dalam menggerakkan fotosintesis, karena cahaya dapat bekerja
dalam kloroplas hanya jika ia diserap. Klorofil a yang dapat berperan serta
secara langsung dalam rekasi terang, yang mengubah energi matahari menjadi

energi kimiawi, tetapi pigmen lain dalam membrane tilakoid dapat menyerap
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cahaya dan mentransfer energinya ke klorofil a pada reaksi terang. Salah satu
pigmen aksesoris ini adalah bentuk klorofil yang lain, yaitu klorofil b.

Klorofil b hampir sama dengan klorofil a, hanya terdapat perbedaan
struktur kimia diantara keduanya. Perbedaan struktur kimia inilah yang membuat
kedua pigmen tersebut mempunyai spectra absorpsi yang berbeda sehingga
warnanya juga berbeda. Klorofil a berwarna hijau biru sementara klorofil b
berwarna kuning hijau. Ketika foton cahaya matahari diserap oleh klorofil b,
energy disalurkan ke klorofil a sehingga seolah-olah klorofil inilah yang telah
menyerap foton tersebut (Larkum and Kuhl, 2005).

Pigmen aksesoris lainnya adalah karotenoid, yakni hidrokarbon yang
mempunyai warna campuran kuning dan jingga. Dalam menjalankan fungsinya,
klorofil dibantu oleh karotenoid yang menyerap cahaya pada daerah yang tidak
diserap oleh molekul klorofil, kemudian mentransfer energi cahaya tersebut
melalui tahapan singlet-singlet kepada klorofil (Wang et al., 2004). Disamping
memanen cahaya, karotenoid juga memiliki peran ganda lain yakni melindungi
klorofil dari energi cahaya berlebihan, serta memburu dan memadamkan oksigen
singlet yang membahayakan molekul klorofil bahkan sel (Fiedor et al., 2001;

Wang et al., 2004; Scheer 2006).

2.3.4. Pengaruh Spektrum Cahaya Terhadap Klorofil

Salah satu faktor utama pembentukan klorofil adalah cahaya, yang meliputi
intensitas, kualitas spektrum dan fotoperiode. Intensitas cahaya berperan sangat
penting, tetapi kebutuhan intensitasnya tergantung dari jenis alga yang dikultur
dan kepadatan alga yang dikultur (Tsekos et al., 2002). Warna cahaya juga
memiliki peranan penting dalam proses fotosintesis, karena selama proses
fotosintesis klorofil akan meneruskan warna cahaya yang spesifik yaitu sebagian

besar spektrum biru 450-475 nm dan spektrum merah dengan panjang
18
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gelombang 630-675 nm (Richmond, 2004). Menurut Marchetti et al. (2013)
warna cahaya merah dan biru dapat meningkatkan klorofil a dan protein dari
Dunaliela dan Thallasiossira. Cahaya biru juga dapat meningkatkan kandungan
klorofil a dari Nitzschia sp. dibanding pemberian cahaya putih (Mecardo et al.,
2004).

Klorofil a sangat baik menyerap spektrum merah. Spektrum merah dengan
panjang gelombang 630-675 nm ini nanti dimanfaatkan untuk menghasilkan
energi dalam proses fotosistem | dan fotosistem II. Cahaya yang dapat
dimanfaatkan untuk proses fotosintesis ini disebut dengan Photosynthetically
Active Radiation (Alados et al., 2003).

Spektrum merah dapat diserap maksimal untuk pembentukan klorofil a dan
klorofil b Spirulina sp. karena tiap organisme memiliki spektrum absorbsi cahaya
yang berbeda (Mercado et al., 2004). Foton atau energi cahaya yang ditangkap
oleh molekul klorofil akan menyebabkan perubahan kondisi molekul klorofil dari
ground state ke excitation state. Selama perubahan kondisi tersebut molekul
klorofil butuh energi yang seimbang dan diambil dari foton yang ditangkap oleh
molekul klorofil.

Spektrum merah yang diserap maksimal akan menghasilkan energi yang
juga optimal sehingga dapat mensisntesis ATP. ATP hasil dari fotosistem 1 ini
nanti akan dibantu dengan foton yang berasal dari panjang gelombang 700 nm
(spektrum merah) menghasilkan NADPH (Richmond, 2004). NADPH vyang
terbentuk berperan dalam proses sintesis klorofil, diduga hal tersebut

menyebabkan semakin meningkatkan kandungan klorofil.

2.3.5. Peranan Unsur Hara Terhadap Pembentukan Klorofil
Tumbuhan memerlukan sejumlah nutrisi untuk menopang hidup dan

pertumbuhannya. Kebutuhan hara harus dapat dipenuhi baik dari segi kisaran
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kadar, macam dan keseimbangannya. Tumbuhan membutuhkan unsur makro
dan mikro dalam jumlah tertentu yang bervariasi tergantung jenis dan tingkat
kebutuhan aktivitasnya. Bila ketersediaan hara yang dibutuhkan kurang dari
kisaran minimalnya maka akan menimbulkan defisiensi. Sebaliknya, berlebihan
hara juga akan mengganggu aktivitas fisiologis tanaman. Pemenuhan berbagai
hara harus ada keseimbangan sehingga mampu menopang hidup tumbuhan
(Brady and Weill, 2002)

Unsur-unsur makro yang sangat dibutuhkan tumbuhan meliputi C, H, O, N,
S, P, Mg, K dan Ca, sedangkan unsur mikronya meliputi Mn, Cu, Mo, Zn, dan Fe.
Unsur N sangat dibutuhkan untuk- pertumbuhan vegetatif, karena N sebagai
unsur pembentuk protein, enzim dan asan nukleat. Unsur fosfor (P) sangat
dibutuhkan untuk pertumbuhan vegetatif dan memacu perbungaan. Fosfor dan
kalium (K) sangat berperan dalam memacu perbungaan dan pemasakan buah.
Zat magnesium (Mg) dan besi (Fe) sangat dibutuhkan dalam pembentukan
klorofil. Mg juga berperan sebagai kofaktor beberapa jenis enzim metabolisme.
Sulfur dan fosfor berperan dalam produksi energi ATP. Mangan (Mn) membantu
dalam pembentukan klorofil dan penyerapan nitrogen. Boron (Bo) membantu
pertumbuhan jaringan meristem. Zeng (Zn) juga dibutuhkan dalam biosintesis
auxin. Sedang molibdenum (Mo) berperan membantu pengikatan nitrogen (N2)
oleh bakteri zat lemas (Mengel, 2001)

Berkaitan dengan unsur hara maka kegagalan sintesis Kklorofil dapat
disebabkan oleh : 1) Kekurangan senyawa dasar sebagai prazatnya, 2)
Kekurangan N sebagai unsur utama pembentuk asam amino dan cincin pirol
klorofil, 3) Kekurangan mineral tertentu sebagai pemacu / aktivator enzim yang
mengkatalisis biosintesis klorofil seperti Fe dan Mn, atau 4) kekurangan Mg

sebagai inti cincin pirol. Pengaruh faktor-faktor tersebut dapat bersifat langsung
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maupun tidak langsung terhadap gagalnya pembentukan klorofil (Gogorcena et
al., 2001; Donnini et al., 2003)

Terdapat kolerasi antara ketersediaan Fe dan kadar Kklorofil dalam
tanaman. Hal ini terjadi karena Fe berfungsi sebagai penyusun klorofil, protein,
enzim dan berperan dalam perkembangan kloroplas. Kekurangan Fe akan
menghambat terbentuknya klorofil dan penyusunan protein menjadi tidak
sempurna. Klorofil pada daun hijau sebanding dengan Fe yang aktif dan bukan
total mineral yang disajikan (Chouliaras et al., 2004)

Peranan Fe dalam sintesis klorofil diduga melalui keterlibatannya dalam
kondensasi asam suksinik dan  glisin untuk  membentuk asam gama-
aminolevulinik, dan kemudian terkondensasi membentuk gugus pirol dan
terkondensasi kembali membentuk protoparifin. Penggabungan magnesium
kedalam molekul untuk membentuk klorofil melalui aksi katalitik Fe (Suh et al.,

2002.

2.4. Fikoeritrin

Fikoeritrin (PE) adalah fikobiliprotein, merupakan pigmen yang paling
dominan pada algae merah dibandingkan dengan pigmen yang lain, pigmen
yang dapat menutupi warna hijau dari klorofil dan warna biru dari fikosianin, hal
tersebut yang menyebabkan warna thallus pada algae berwana merah. Semakin
bertambahnya kedalaman laut, kandungan pigmen fikoeritrin semakin
bertambah. Hal tersebut karena rendahnya kandungan Kklorofil a, sehingga
memicu pembentukan fikoeritrin yang lebih banyak untuk membantu penyerapan
cahaya yang digunakan untuk fotosintesis (Indriatmoko et al., 2015).

Fikoeritrin ini 'salah satu pigmen yang paling stabil dari semua yang
termasuk dalam fikobiliprotein karaena mempunyai sebuah subunit y yang

berada di pusat rongga molekul (Niu et al., 2006). Struktur subunit fikoeritrin
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adalah (af)6y dan mempunyai berat molekul 250 x 103 dengan nilai absorbansi
maksimal sekitar 580 nm mempunyai dua tipe kromofor ‘s’ (sensitizing) dan f’
(fluorescing) (Tandeau, 2003).

Fikoeritrin - merupakan sebuah protein globular dan larutannya merupakan
larutan - multikomponen.  Fikoeritrin . mempunyai  kestabilan = yang tinggi
dibandingkan dengan pigmen yang lain, dengan rentang pH antara 5,4-6,8
(Indriatmoko iet al., 2015), sedangkan menurut hasil penelitian Kawsar et al.
(2011), R-PE dapat stabil pada pH antara 3,5 sampai 9,5. Fikoeritrin telah
ditemukan di beberapa jenis rumput laut merah seperti Gracillaria sp., Eucheuma
sp., Porphyra yezoensis.

Fikoeritrin merupakan protein yang bekerja sebagai pigmen pelengkap pada
algae merah dan alga biru-hijau seperti halnya fikobilin, berfungsi dalam sel alga
untuk membantu klorofil-a dalam menyerap cahaya pada proses fotosintesis.
Cahaya yang diserap oleh fikoeritrin secara efisiensi dipindahkan ke fikosianin,
kemudian ke allofikosianin, diteruskan ke allofikosianin B dan terakhir ke Kklorofil

(Chakdar et al. 2012).
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Gambar 6. Tipe serapan spektrum fikoeritrin pada pH 6,8. (Mizuno et al, 1986)

Berdasarkan serapan spektranya fikoertitrin dibagi menjadi : B-fikoeritrin (B-

PE), R-fikoeritrin (R-PE) dan C-fikoeritrin (C-PE), R-PE jenis fikobiliproteoin yang
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mendominasi algae merah (Marsac, 2003). Pigmen tersebut merupakan jenis
pigmen yang larut air dan protein stabil. R-PE bisa digunakan dalam produksi
makanan dan kosmetik, dan berperan penting dalam beberapa teknik biokimia
yang berkaitan dengan sifat fluoresensinya (Albertsson, 2003). R-PE biasanya
dapat digunakan untuk pelabelan dalam immunologi, sel biologi dan flow
cytometry, selain itu dapat digunakan sebagai bahan celup alami makanan dan
sebagai penanda dalam gel elektroforesis dan isoelektrofocusing (Nyman and
Hynninen, 2004).

Fikoeritrin stabil pada pH antara 3,5 dan 9,5 (Kawsar et al. 2011), ketika pH
melebihi nilai tersebut, pigmen fikoeritrin tidak menampakkan warna merahnya.
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk eksplorasi kandungan fikoeritrin pada
alga, antara lain oleh Kawsar et al (2011) yang melaporkan bahwa penggunaan
kromatografi ion-exchange dengan Q-Sepharose dan filtrasi gel Sepharose
kromatografi CL-6B dapat memurnikan R-Fikoeritrin dari alga merah Amphiroa

anceps pada skala besar.

Absorption
Fluorescence emission

T T T T 1 T T

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

Gambar 7. Spektrum absorbansi dan fluoresensi fikoeritrin pada pH buffer 7,5

Xu dan Gao (2012) melaporkan bahwa radiasi sinar ultraviolet matahari

dapat: menghambat fotosintesis makroalga, sedangkan ketersediaan nitrogen
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dapat merubah sensitifitas alga terhadap sinar ultraviolet matahari. Secara umum
kandungan fikoeritrin akan meningkat dengan pengayaan amonia tanpa adanya
sinar ultraviolet matahari (reaksi gelap) pada rumput laut Gracilaria

lemaneiformis (Rhodophyta) yang dikultur.

Gambar 8. Struktur kimia fikoeritrobilin

---HN-Cys-CO---

HsC P

Gambar 9. Struktur kimia Fikoeritrin

2.5. Kultur Jaringan Rumput Laut
Kultur jaringan merupakan salah satu teknik untuk memperbanyak tanaman
secara aseptik yang ditujukan kepada bagian sel atau jaringan suatu tanaman

bagian sel atau jaringan dari suatu tanaman, dimaksudkan untuk bergenerasi
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sendiri sehingga tanaman tersebut serupa dengan tanaman induknya (Marisca,
2013).

Ciri teknik kultur jaringan adalah kondisi kultur yang aseptis, penggunaan
media kultur buatan dengan kandungan nutrisi lengkap dan kondisi lingkungan
yang sesuai. Lingkungan yang sesuai dapat dipengaruhi dengan menentukan
media tumbuh yang sesuai dan menempatkan pada kondisi yang terkendali
berkaitan dengan intensitas dan periodesitas, cahaya, temperatur dan

kelembaban serta keharusan sterilisasi (Reddy et al., 2008).

2.4.1. Media Kultur

Salah satu faktor penentu keberhasilan pelaksanaan kerja kultur jaringan
adalah pemberian nutrisi dalam jumlah dan perbandingan yang benar pada
medium kultur. Medium yang dipergunakan pada kultur in vitro tumbuhan ada
bermacam-macam. Pemilihan medium tergantung pada jenis tanaman yang
digunakan, selera, tujuan serta perhitungan masing-masing peneliti. Isi dan
komposisi dari medium kultur dirancang secara khusus untuk tujuan yang
berbeda. Medium MS, singkatan dari nama penemunya, Murashige dan Skoog
atau LS singkatan dari Linsmaier dan Skoog merupakan medium yang sangat
banyak digunakan untuk kultur kalus dan regenerasi berbagai tanaman, medium
ini mengandung garam-garam mineral dengan konsentrasi tinggi dan senyawa N
dalam bentuk ammonium dan nitrat ; medium B5 (Gamborg) banyak digunakan
untuk kultur suspensi sel tanaman leguminosae; Nitsch & Nitsch, N6 (Chu)
banyak digunakan untuk serealia dan tanaman lain; medium WPM (Lloyd dan
McCown) untuk kultur jaringan tanaman berkayu; Vacin dan Went (VW) dan
Knudson C banyak digunakan untuk anggrek; medium Kao dan Michayluk

digunakan untuk kultur protoplas Cruciferae, Gramineae dan Leguminosae.
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Pada dasarnya tidak ada satu macam medium kultur yang dapat
memberikan pertumbuhan optimal untuk semua sel, penggantian medium atau
salah satu komponen medium seringkali diperlukan untuk merespon setiap type
pertumbuhan dari satu macam eksplan. Studi literatur sangat diperlukan untuk
mengembangkan atau memodifikasi medium  kultur, modifikasi dari medium
kultur yang telah ada umumnya didasarkan pada trial and error.

Penggunaan media kultur yang sesuai merupakan syarat yang harus
terpenuhi pada kultur jaringan. Komposisi media sangat menentukan
keberhasilan teknik kultur jaringan. Hasil penelitian Yong et al., (2011)
menunjukkan bahwa penggunaan media Provasoli's Enriched Seawater (PES)
memberikan pertumbuhan yang optimal pada kultur jaringan rumput laut
Eucheuma. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian Sulistiani et al., (2012) yang
menunjukkan bahwa media PES dengan penambahan BA 1 mg/l lebih efektif
untuk induksi kalus pada rumput laut K. alvarezii.

Hasil penelitian diatas berbeda dengan penelitian Suryati dan
Mulyaningrum (2009) yang menunjukkan bahwa media conway memiliki tingkat
induksi kalus yang lebih baik dari media PES pada kultur jaringan rumput laut K.
alvarezii. Perbedaan ini bisa saja terjadi disebabkan karena perbedaan sumber
eksplan rumput laut yang digunakan. Menurut Yong et al., (2011) selain media
kultur, ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan
morfogenesis dalam kultur jaringan, yaitu genotip eksplan, lingkungan tempat
kultur dan faktor-faktor jaringan.

Sementara itu hasil penelitian Reddy et al., (2003) menunjukkan bahwa
kelangsungan hidup embrio rumput laut K. alvarezii yang ditumbuhkan pada
media padat yang diperkaya dengan beberapa macam pupuk memperlihatkan
bahwa media padat yang diperkaya dengan pupuk PES 1/20 dan Conwy

memberikan kelangsungan hidup berkisar 45-80%.
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Medium PES tidak hanya merupakan salah satu media yang sesuai untuk
regenerasi kalus K. alvarezii (Reddy et al., 2003, Munoz et al., .2006) tetapi juga
dapat digunakan pada induksi dan regenerasi kalus pada beberapa spesies
rumput laut seperti, Gracilaria sp (Collantes et al., 2004, Kumar et al., 2007)
Hypnea musciformis dan Turbinaria conoides (Kumar et al.,. 2007).

Salah satu komponen media yang sangat diperlukan bagi pertumbuhan dan
regenerasi adalah zat pengatur tumbuh. Pertumbuhan kalus dan organ-organ
ditentukan oleh penggunaan yang tepat dari zat pengatur tumbuh tersebut.
Tanpa penambahan zat pengatur tumbuh dalam media, pertumbuhan sangat
terhambat bahkan mungkin tidak tumbuh sama sekali (Prakoeswa et al., 2009).

Perbandingan komposisi medium Conway dan PES disajikan pada Tabel 1.
(Anderson et al., 2013). Pada induksi kalus dan pembentukan embrio pada
rumput laut telah  dilakukan oleh Reddy et al.,, (2003) menggunakan NAA
(Naphtalen acetic acid) dan BAP (Benzil amino purin) untuk memacu
pembentukan embrio pada tallus rumput laut dapat berhasil dengan baik. Hasil
penelitian Mulyaningrum et al., (2012) menunjukkan perbandingan zat pengatur
tumbuh auksin dan sitokinin yang tepat dapat meningkatkan morfogenesis
filamen kalus rumput laut K.alvarezii. Regenerasi filament kalus rumput laut
K.alvarezii optimum pada formula zat pengatur tumbuh IAA : zeatin dengan
perbandingan 0,4 : 1.

Peranan zat pengatur tumbuh dalam induksi kalus pada tanaman alga,
seperti rumput laut masih diperdebatkan dan belum menunjukkan suatu
pola/trend yang jelas (Baweja et al., 2009; Yokoya et al., 2010). Respon yang
tidak konsisten terhadap zat pengatur tumbuh pada rumput laut mungkin
disebabkan karena kurangnya pemahaman tentang peran fisiologis zat ini dalam

pertumbuhan dan diferensiasinya (Reddy et al., 2008).
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Tabel 1. Perbandingan Komposisi Medium Conway dan PES

Larutan Medium Conway Medium PES
Reagen Lar. Stok Reagen Lar. Stok
(1 Liter) (1 Liter)
1 Na2EDTA 45.0 mg H3BO3 199
NaNO3 100.0 mg FeCI3 0.05¢
H3BO3 33.6 mg MnSO4(H20) 0.273 g
Na2HPO4 20.0 mg ZnS04(7H20) 0.0367 g
MnCI2.4H20 0.36 mg CoS04(7H20) 0.008 g
FeClI3.6H20 1.3 mg 0.5 M EDTA pH8 11.4 ml
2 ZnCI2 2.1mg Vitamin B12 3.35 mg
CacCl2 2.0 mg Vitamin B1 165 mg
(NH4)6 0.9 mg Biotin 1.65mg
Mo7024.4H20 2.0 mg TRIS = Trisma base 166.5¢
CuS04.5H20 100 mg C4H11NO3
3 Vitamin B12 10 mg (NH4)2Fe(S0O4)2(6H20)  1.17g
Vitamin B1 200 mg 0.5 MEDTA pHS8 6.8 ml
4 Air destilasi 1000 mi NaNO3 23 ¢
C3H7Na206P(5H20) 3.33¢g
Air Laut 1L

Pada kultur jaringan, implan dapat beregenerasi menjadi embrio somatik
setelah ditanam pada media tumbuh (agar). Embrio somatik dapat terbentuk
melalui dua cara, yaitu secara langsung maupun tidak langsung melewati fase
kalus. Embriogenesis somatik yaitu proses terbentuknya embrio somatik, embrio
yang terbentuk bukan dari zigot tetapi dari sel biasa tubuh tanaman (Gaj, 2001).
Embriogenesis somatik merupakan suatu proses dimana sel somatik (baik
haploid maupun diploid) berkembang membentuk tumbuhan baru melalui tahap
perkembangan embrio yang spesifik tanpa melalui fusi gamet (Hamama et al.,

2001). Keunggulan teknik —kultur jaringan adalah perbanyakan secara

28



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

berkesinambungan dan berkualitas tinggi, mempunyai sifat yang identik dengan
induknya, dapat diperbanyak dalam jumlah yang besar dengan waktu yang
singkat, memudahkan dalam transportasi ke suatu tempat, kesehatan dan mutu

bibit lebih terjamin, serta bibit dapat tumbuh dengan cepat (Reddy et al., 2008).

2.4.2. Pencahayaan

Cahaya mempunyai peranan yang sangat penting terhadap proses
fotosintesis yang mempengaruhi intensitas dan panjang gelombang (Mercado et
al., 2004). Penetrasi cahaya merupakan salah satu faktor pembatas untuk
pertumbuhan rumput laut, apabila cahaya yang diterima berada di bawah tingkat
kebutuhan, maka energi yang dihasilkan melalui proses fotosintesa tidak
seimbang atau tidak terpenuhi, apabila cahaya yang diterima terus menerus
dapat menyebabkan tumbuhan makin lama makin mati (Chen and Lee, 2012).

Yong et al.,, 2011 menyatakan bahwa salah satu faktor yang berperan
penting dalam kegiatan kultur jaringan rumput laut adalah cahaya. Intensitas,
panjang gelombang dan kualitas spektrum cahaya sangat mempengaruhi proses
fotosintesis. intensitas cahaya yang lebih tinggi akan direspon oleh eksplan
dengan dengan memproduksi lebih banyak tunas sehingga dapat meningkatkan
biomassa. Intensitas cahaya yang optimum untuk rumput laut Eucheuma adalah
sekitar 6.000 lux. Intensitas cahaya yang lebih besar dari ini dapat menghambat
pertumbuhan rumput laut disebabkan karena adanya efek photoinhibition.
(Gambar.10).

Sementara itu hasil penelitian Suryati et al., (2009) menunjukkan bahwa
dari hasil pengamatan intensitas cahaya mulai dari 500-2000 lux dengan interval
500 lux memperlihatkan pertumbuhan dan kelangsungan hidup yang paling baik
adalah pada intensitas cahaya 1500 lux. Pada 500 dan 1000 lux, pertumbuhan

dan induksi kalus tidak terjadi, tallus rumput laut berubah menjadi pucat dan
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transparan kemudian berangsur-angsur mati. Sedangkan pada intensitas cahaya
diatas 1500 lux memperlihatkan adanya penguapan pada media dan dehidrasi

pada eksplan sehingga menjadi kering dan akhirnya mati.

Dally Growth Rate (%)
»

0.0
1000 2000 3000 4000 S000 6000 7000 S000 9000 10000 11000 12000

Light Irradiance (lux)

Gambar 10. Tingkat Pertumbuhan Harian (%) Eucheuma sp. yang
Dibudidayakan di Bawah Radiasi Cahaya yang Berbeda. (Yong
etal., 2011)

Beberapa alga mempunyai toleransi tertentu terhadap intensitas cahaya,
pertumbuhan Gracilaria sp _memerlukan intensitas cahaya yang relatif tinggi,
intensitas cahaya yang maksimum untuk pertumbuhan Gracilaria sp adalah 4750
lux. Menurut Aslan (2003), rumput laut Gracilaria verrucosa berkembang baik
pada intensitas cahaya 4000 lux.

Dalam kegiatan kultur jaringan rumput laut pada dasarnya sangat
memerlukan adanya pencahayaan untuk proses fotosintesis yang nantinya
berpengaruh terhadap pertumbuhannya. Menurut Ayuningtiaz et al. (2010),
lampu  fluorescent (FL) dapat digunakan sebagai pengganti cahaya sinar
matahari, untuk mengetahui lama penyinaran terbaik dari lama penyinaran yang

berbeda-beda yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan jumlah klorofil a

pada rumput laut.
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BAB 3.
KERANGKA KONSEP PENELITIAN
3.1.  Kerangka Konsep

Secara umum pertumbuhan rumput laut sangat berhubungan dengan
kandungan pigmen fotosintesis, yaitu klorofil a. Jika penyerapan cahaya yang
dilakukan klorofil a mencukupi maka proses fotosintesis akan berlangsung
optimal sehingga pertumbuhan rumput laut dapat meningkat. Oleh karena itu
setiap proses pertumbuhan dan pembentukan pigmen akan membutuhkan
nutrien.

Proses fotosintesis pada rumput laut tidak hanya menggunakan pigmen
klorofil a tetapi terdapat pigmen asesoris atau pelengkap, yaitu fikobiliprotein (R-
fikosianin, allofikosianin serta fikoeritrin), (Aguirre et al., 2001 ; Naguit and Tisera,
2009 ; Zhao and He, 2009 ; Chakdar and Pabbi, 2012 ; Pugalendren et al, 2012).
Fikoeritrin (PE) adalah salah satu fikobiliprotein, merupakan protein yang bekerja
sebagai pigmen pelengkap pada algae merah dan alga biru-hijau yang berfungsi
untuk membantu klorofil-a dalam menyerap cahaya pada proses fotosintesis.
Cahaya yang diserap oleh fikoeritrin secara efisiensi dipindahkan ke fikosianin,
kemudian ke allofikosianin, diteruskan ke allofikosianin B dan terakhir ke klorofil
(Chakdar and Pabbi, 2012 ; Pugalendren et al., 2012).

Cahaya dan nutrien merupakan komponen yang sangat berperan dalam
pembentukan klorofil a. Komponen utama penyusun klorofil adalah nitrogen (N).
Nitrogen yang diabsorpsi oleh propagul rumput laut K. alvarezii direduksi menjadi
nitrit, kemudian nitrit dibawa ke kloroplas untuk direduksi menjadi ammonia.
Selanjutnya ammonia mengalami perubahan menjadi asam glutamat, dikatalisis
oleh enzim glutamin sintetase. Asam (glutamat akan membentuk asam a
aminolevulinat (ALA) yang berperan sebagai prazat cincin porfirin pembentukan

klorofil (Baishnab and Pattanayk, 2012).
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Peranan cahaya dalam pembentukan Klorofil terdapat pada dua proses,
yaitu pada regulasi ekspresi gen untuk komplek pemanen cahaya (gen cab) dan
pada perubahan protoklorofilida (Pchl) menjadi klorofil. Dalam fotosintesis energi
cahaya diserap oleh klorofil dan berbagai pigmen. Pada fotosintesis energi
matahari digunakan untuk mereduksi CO. menjadi gula. Energi cahaya yang
ditangkap digunakan untuk penggerak tranfer elektron dalam rangkaian energi
sehingga terbentuk senyawa berenergi tinggi yaitu NADPH dan ATP.
Terbentuknya senyawa ATP dan NADPH ini menandai berakhirnya reaksi
cahaya dalam fotosintesis, untuk berlanjut kepada reaksi gelap. Dalam reaksi
gelap energi yang tersimpan dalam ATP dan NADPH digunakan untuk
menambat dan mengubah CO2 menjadi karbohidrat (Daood, 2003).

Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi pigmen klorofil a dan
fikoeritrin pada K. alvarezii di alam dapat dimanipulasi melalui kultur jaringan.
Manipulasi dapat dilakukan melalui optimasi cahaya dan kandungan nutrisi pada
media kultur yang digunakan. Cahaya dapat dilakukan dengan menggunakan
lampu fluorescent (FL) sebagai pengganti cahaya sinar matahari. Menurut
Ayuningtiaz et al., (2010), lampu fluorescent (FL) dapat digunakan sebagai
pengganti cahaya sinar matahari, untuk mengetahui lama penyinaran terbaik dari
lama penyinaran yang berbeda-beda yang dapat mempengaruhi pertumbuhan
dan jumlah klorofil a pada rumput laut Gracilaria verrucosa.

Sementara optimasi kandungan nutrisi dapat dilakukan melalui media
kultur yang digunakan. Nutrisi yang cukup dan sesuai dapat meningkatkan
pertumbuhan yang akan memicu peningkatan klorofil a. Nitrogen dan Phospor
merupakan komponen dasar dalam pembentukan protein untuk pertumbuhan
dan perkembangan G. salicornia, dan komponen yang mempengaruhi
pembentukan klorofil terdiri dari N, P, Mg dan Fe. Kim et al., (2007) menyatakan

bahwa sintesis klorofil a dan phycoerythrin. memerlukan N. Selain N dan P,
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pembentukan klorofil a juga dipengaruhi oleh Magnesium (Mg). Mg merupakan
unsur yang membentuk struktur klorofil dan berperan dalam penangkapan
cahaya dalam proses fotosintesis (Chen and Lee, 2012) serta mengaktifkan

banyak enzim yang diperlukan dalam fotosintesis (Mercado et al., 2004).

3.2. Hipotesis
Hipotesis penelitian adalah sebagai berikut :

1. Interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu pemeliharaan yang berbeda
berpengaruh terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan
propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

2. Interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan yang berbeda
berpengaruh terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan
propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan

3. Interaksi fotoperiod (lama penyinaran) dan waktu pemeliharaan yang berbeda
berpengaruh terhadap kandungan klorofil a dan fikoeritrin serta pertumbuhan

propagul K. alvarezii melalui kultur jaringan
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BAB 4.
METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan Waktu

Kegiatan penelitian kultur jaringan K. alvarezii dilakukan di Balai Budidaya
Laut Lombok (BBLL) Sekotong, Dusun Gili Genting Kecamatan Sekotong Barat
Kabupaten Lombok Barat, NTB. Ekstraksi, isolasi dan identifikasi klorofl a
propagul K. alvarezii dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Universitas Islam
Negeri (UIN) Maulana Malik lbrahim Malang, Laboratorium Kimia POLINEMA
Malang dan Laboratorium Kimia Organik, Universitas Mataram. Pelaksanaan
seluruh rangkaian penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2016 - Januari

2018.

4.2. Bahan dan Alat
4.2.1. Bahan

Bahan penelitian meliputi bahan utama dan bahan kimia untuk ekstraksi
pigmen. Bahan utama penelitian adalah kalus K. alvarezii berupa mikropropagul
yang diperoleh dari SEAMEO-BIOTROP Bogor serta pupuk PES cair yang
diperoleh dari laboratorium = Kultur Jaringan di Balai Perikanan Budidaya Laut
Lombok. Bahan kimia yang digunakan terdiri atas CaCQs, aseton, metanol, dietil
eter, n-heksan, etil asetat, aquades pH 7, saturasi garam, silica Gel F-254 (60
mesh), gas nitrogen, pasir laut (sea sand), pelat KLT (Kromatografi Lapis Tipis).
Semua bahan kimia yang digunakan katagori PA (Pro-analisis). Standar klorofil a
diperoleh di Laboratorium Preparasi dan Analisa Ma Chung Research Center
for Photosyntetic Pigment (MRCPP), Universitas Ma Chung, Malang yang
diproduksi dari Chlorella regularis. Bahan untuk kultur jaringan meliputi air laut
steril, air tawar, akuades, alkohol, sabun sunlight, betadine 1 %, aluminium foil,

kertas saring, tissue, dan kertas label.
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4.2.2 Alat

Alat penelitian terdiri atas peralatan untuk analisa kultur jaringan dan
budidaya serta.peralatan untuk ekstraksi klorofil a (ekstrak kasar), pemurnian,
isolasi. Peralatan kultur jaringan meliputi : ruang kultur jaringan, botol duran 1000
ml, lux meter, perlengkapan aerasi, akuarium, multiwel chamber, autoclave,
thermometer, mikropipet, timbangan analitik, aerator, selang aerator, silet, pinset,
sponge, keranjang, lap tangan, gayung, cawan petri, sikat pembersih,
erlenmeyer, pipet ukur, karet gelang, pompa vacum, kamera, timer, Lampu TL,
tripleks, kabel, toples, dan alat tulis.

Peralatan untuk ekstraksi antara lain cool box, keranjang plastic, kain
bersih, gunting Kipas, blender, sendok, timbangan analitik, loyang, oven,
desikator, gelas ukur, beaker glass, spatula, Erlenmeyer, corong kaca, labu
pemisah (corong pisah), rotary vacuum evaporator, freezer, statif, kromatografi
kolom, magnetic stirrer, hot plate, tabung gas nitrogen, pipet tetes, pipet volume,
bola hisap, pipa kapiler, penggaris, cutter, pensil, pinset, spidol, cuvet, botol
sampel, tabung reaksi, rak tabung reaksi, mikro pipet, tabung centrifuge,

centrifuge, spektrofotometer.

4.3. Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini terdiri atas 4 tahap, yaitu tahap I, Il, Ill yang merupakan
tahap kultur jaringan propagul K. alvarezii dan tahap IV yang merupakan tahap
karakterisasi ekstrak klorofil a propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan. Alat-alat
yang digunakan untuk kegiatan Kultur Jaringan Rumput Laut harus benar-benar
dalam keadaan steril. Botol-botol duran yang digunakan untuk wadah hidup
rumput laut harus disterilisasi terlebih dahulu menggunakan Autoklaf sebelum
digunakan setiap minggunya pada pergantian media airnya, begitupun dengan

air laut dan pupuk yang akan digunakan harus dsterilisasi terlebih dahulu.
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Semua kegiatan kultur dan penggantian media cair setiap minggunya, dilakukan
di dalam Laminar Air Flow agar udara yang dialirkan pada saat proses kultur
maupun pergantian media cair tetap steril bagi mikropropagul yang dikultur.

Pada semua tahapan kultur jaringan (tahap | —lll) dilakukan pergantian air
setiap 1 minggu sekali dengan cara pergantian air 100%. Propagul K. alvarezii di
pindahkan kedalam botol Duran yang sudah disteril sebelumnya  dengan
menggunakan autoklaf dan sudah diisi dengan air laut steril (ALS) 500 mL dan
ditambahkan pupuk PES cair, namun sebelum dimasukkan ke botol Duran baru,
propagul ditimbang terlebih dahulu untuk mengetahui pertambahan berat rumput
laut setiap dua minggu selama masa pemeliharaan.

Pada saat pergantian air 100% dilakukan pembilasan propagul terlebih
dulu dengan air laut steril agar sisa pupuk PES yang lama hilang. Kemudian
propagul K. alvarezii yang sudah dibilas dengan air laut steril diletakkan di
preparat untuk dikeringkan menggunakan tissue yang sebelumnya sudah
disterilikan dengan autoklaf, selanjutnya propagul K. alvarezii dimasukkan ke
media cair baru yang sudah ditambahkan pupuk PES kedalamnya. Pergantian
air ini bertujuan untuk tetap menjaga agar media hidup propagul yang dikultur

tetap optimal dan terhindar dari kontaminasi jamur dan bakteri.

4.3.1. Penelitian Tahap | : Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii Hasil
Kultur Jaringan dengan Konsentrasi Media PES Cair Berbeda

4.3.1.1. Tujuan Penelitian
Pada tahap | dilakukan kultur jaringan propagul K. alvarezii dengan dua
perlakuan konsentrasi media PES cair yang berbeda, yaitu 20 mL/L dan 40 mL/L.
Pemilihan perlakuan ini didasarkan pada hasil penelitian Sulistiani et al., (2012)
yang menyatakan bahwa laju pertumbuhan harian (LPH) propagul pada

konsentrasi PES 20 mL/L tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 10 mL/L tetapi

38



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

LPH kedua perlakuan tersebut lebih tinggi dan berbeda nyata dengan LPH pada
perlakuan 5 mL/L. Pemeliharaan mikropropagul K. alvarezii dilakukan selama 8
minggu (2 bulan). Pergantian media air dilakukan setiap seminggu sekali. Pada
saat pemeliharaan minggu ke-7 dan ke-8 dilakukan penambahan volume media
PES yang 10 mL menjadi 20 mL dalam 1 L air laut steril dan 20 mL menjadi 40
mL dalam 1 L air laut steril.

Parameter yang diamati pada tahap | adalah pengukuran pertumbuhan
propagul, pigmen fotosintes, penyerapan Nitrogen (N) dan Fosfor (P) serta
kualitas air. pengukuran pertumbuhan propagul meliputi pertambahan berat dan
panjang serta Laju Pertumbuhan harian yang diukur setiap dua minggu sekali
selama dua bulan masa pemeliharaan. Pengukuran pigmen fotosintesis meliputi
kandungan klorofil a dan fikoeritrin setiap empat minggu sekali selama delapan
minggu masa pemeliharaan. Penyerapan nitrogen dan fosfor oleh rumput laut
dapat dilihat dari hasil pengukuran kualitas air dan analisis proksimat.
Pengukuran kualitas air dilakukan setiap empat minggu selama delapan minggu
masa pemeliharaan. Pengukuran kualitas air dilakukan secara fisik meliputi

salinitas, pH, DO dan Suhu.

4.3.1.2. Aklimatisasi Kalus
Mikropropagul yang diperoleh dari SEAMEO-BIOTROP terlebih dahulu
ditempatkan pada rotary shaker, kemudian dishaker selama 1 minggu untuk
mengadaptasikan kultur. Rotary shaker ditempatkan di ruang kultur dengan
temperatur ruangan antara 22-25°C, diberi penyinaran lampu TL dengan
intensitas cahaya + 1500 lux, lama penyinaran diatur 12 jam menyala dan 12 jam

padam.
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4.3.1.3. Kultur in vitro

Setelah aklimatisasi mikropropagul yang ditempatkan pada rotary shaker
disubkultur ke botol duran 1L yang berisi media PES cair dengan dua perlakuan
konsentrasi yaitu 20 mL/L (10 mL PES cair dalam 500 mL air laut steril) dan 40
mL/L (20 mL PES cair dalam 500 mL air laut steril). Kultur diberikan aerasi
dengan menggunakan aerator. Setelah satu minggu media diganti dengan media
yang baru. Botol kultur disimpan di ruang kultur dengan temperatur ruangan
antara 22-25°C, intensitas cahaya = 1500 lux, lama penyinaran 12 jam menyala
dan 12 jam padam. Setelah 6 minggu volume media PES ditambah menjadi 20
mL PES dalam 1 L air laut steril dan 40 mL PES dalam 1 L air laut steril.

Pemeliharaan mikropropagul dilakukan selama 8 minggu (2 bulan).

4.3.1.4. Pengukuran Pertumbuhan Propagul

Pengukuran pertumbuhan propagul yang diukur meliputi pertambahan bobot
dan Laju Pertumbuhan harian yang diukur setiap dua minggu sekali selama dua
bulan masa pemeliharaan, dengan menggunakan rumus Dawes et al. (1994).
Pertambahan bobot dihitung berdasarkan rumus :

AW =Wt — Wo

Keterangan:
W1 = Berat total propagul pada waktu t (g)

Wo = Berat total awal propagul (g)

Laju Pertumbuhan Harian (LPH) dihitung berdasarkan rumus :

Ln Wt — Ln Wo
o= " x100%

Keterangan :

W, = Berat akhir (g), W, = Berat awal (g), t=waktu pengamatan (hari)
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4.3.1.5. Pengukuran Kandungan Klorofil a dan Fikoeritrin
Pengukuran kandungan klorofil a dan fikoeritrin dilakukan setiap empat

minggu selama delapan minggu masa pemeliharaan. Sampel rumput laut
dihaluskan dengan menggunakan blender kemudian ditimbang sebanyak 2 g dan
digerus menggunakan mortar. Sampel ditambahkan 10 mL 100% aceton (untuk
klorofil) dan 10 mL 0.1M buffer phospat (untuk fikoeritrin). Sampel dimasukkan
dalam tabung reaksi kemudian disentrifus dan disaring (Naguit and Tisera,
2009). Sampel hasil sentrifus diukur absorbansinya dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 660,6 nm dan 642,2 nm untuk klorofil
a serta 592, 564 and 455 nm untuk fikoeritrin. Konsentrasi klorofil a dihitung
berdasarkan persamaan (Lichtenthaler, 1987) sedangkan konsentrasi fikoeritrin
dihitung berdasarkan persamaan Beer and Eshel (1985) sebagai berikut:

a) Klorofil-a (ug/g) = 10,05 (Assos) — 0,97 (Asa22)

b) Phycoerythrin (mg/L) = [(Asss — Asg2) — (Asss — Asgz) 0.20] * 0.12
Selanjutnya konsentrasi pigment per gram rumput laut dihitung berdasarkan

persamaan Naguit and Tisera (2009) :

Konsentrasi (mg."L) X Volume pelarut (ml) i 1000 g
Berat talus (gr) mg

4.3.1.6.  Penyerapan N dan P pada rumput laut

Penyerapan nitrogen dan fosfor oleh rumput laut dapat dilihat dari hasil
pengukuran kualitas air dan analisis proksimat. Berikut merupakan rumus untuk
menghitung nitrogen dan fosfor yang diserap berdasarkan pengukuran kualitas
air Zhou et. al (2006) :

N yang diserap (mg/g) = | [N]¢ _MEI\E;))I x1kg
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P yang diserap (mg/g) = i _MEP(]gO)I Sy

Penyerapan nitrogen dan fosfor oleh talus rumput laut berdasarkan hasil analisis
proksimat dengan metode Kjeldahl (Lampiran 18. dan 19.) dihitung berdasarkan

persamaan Zhou et. al (2006) :

LPH (%/hari) x N tissue (g/100g)
100

Nuptake (nmol/g/hari) =

LPH (%/hari) x P tissue (g/100g)
100

Puptake (umol/g/hari) =

4.3.1.7. Pengukuran Kualitas Air secara Kimia dan Fisik
Pengukuran kualitas air dilakukan setiap empat minggu selama delapan
minggu masa pemeliharaan. Pengukuran kualitas air dilakukan secara fisik

meliputi salinitas, pH, DO dan Suhu.

4.3.2. Penelitian Tahap Il : Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii Hasil
Kultur Jaringan dengan Intensitas Cahaya Berbeda

4.3.2.1. Tujuan Penelitian
Pada tahap Il dilakukan kultur jaringan propagul K. alvarezii dengan
konsentrasi media PES cair terbaik yang diperoleh pada tahap |. Pada tahap ini
dilakukan kultur dengan menggunakan dua perlakuan intensitas cahaya, yaitu
1300 lux (1 Lampu TL) dan 1900 lux (2 Lampu TL). Pengukuran intensitas
cahaya ini dilakukan dengan menggunakan fluxmeter, Pemilihan perlakuan ini
didasarkan pada penelitian pendahuluan yang dilakukan dengan menggunakan

perlakuan 1300 lux (1 Lampu TL), 1900 lux (2 Lampu TL). dan 2500 lux (3
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Lampu TL). Hasil penelitian pendahuluan ini menunjukkan bahwa perlakuan
2500 lux (3 Lampu TL) menyebabkan kematian propagul K. alvarezii pada
minggu pertama masa pemeliharaan, sehingga pada tahap ini hanya
menggunakan perlakuan 1300 lux (1 Lampu TL) dan 1900 lux (2 Lampu TL).

Pemeliharaan mikropropagul K. alvarezii dilakukan selama 8 minggu (2
bulan). Pergantian media air dilakukan setiap seminggu sekali. Pada saat
pemeliharaan minggu ke-7 dan ke-8 dilakukan penambahan volume media PES
yang 10 mL menjadi 20 mL dalam 1 L dan 20 mL menjadi 40 mL dalam 1 L air
laut steril.

Parameter yang diamati pada tahap Il adalah pengukuran pertumbuhan
propagul, kandungan klorofil a dan fikoeritrin, penyerapan Nitrogen (N) dan
Fosfor (P) serta kualitas air. Pengukuran pertumbuhan propagul meliputi
pertambahan berat dan panjang serta Laju Pertumbuhan harian yang diukur
setiap dua minggu sekali selama dua bulan masa pemeliharaan. Pengukuran
kandungan klorofil a dan fikoeritrin dilakukan setiap empat minggu sekali selama
delapan minggu masa pemeliharaan. Penyerapan nitrogen dan fosfor oleh
rumput laut dapat dilihat dari hasil pengukuran kualitas air dan analisis proksimat.
Pengukuran kualitas air dilakukan setiap empat minggu selama delapan minggu
masa pemeliharaan. Pengukuran kualitas air dilakukan secara fisik meliputi

salinitas, pH, DO dan Suhu.

4.3.2.2. Aklimatisasi Kalus
Mikropropagul yang diperoleh dari SEAMEO-BIOTROP terlebih dahulu
ditempatkan pada rotary shaker, kemudian dishaker selama 1 minggu untuk
mengadaptasikan kultur. Rotary shaker ditempatkan di ruang kultur dengan suhu
ruangan antara 22-25°C, diberi penyinaran lampu TL dengan intensitas cahaya +

1500 lux, lama penyinaran diatur 12 jam menyala dan 12 jam padam.
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4.3.2.3.  Kultur in vitro

Setelah aklimatisasi mikropropagul yang ditempatkan pada rotary shaker
disubkultur ke botol duran 1L yang berisi media PES cair 10 mL dengan dua
perlakuan intensitas cahaya, yaitu 1300 lux (1 Lampu TL) dan 1900 lux (2
Lampu TL). Kultur diberikan aerasi dengan menggunakan aerator. Setelah satu
minggu media diganti dengan media yang baru. Botol kultur disimpan di ruang
kultur dengan temperatur ruangan antara 22-25°C, intensitas, lama penyinaran
12 jam menyala dan 12 jam padam. Setelah 6 minggu volume media PES
ditambah menjadi 20 mL PES dalam 1 L dan 40 mL PES dalam 1 L air laut steril.

Pemeliharaan mikropropagul dilakukan selama 8 minggu (2 bulan).

4.3.2.4. Parameter yang diukur
Pengukuran parameter pertumbuhan, pigmen fotosintesis, penyerapan N & P

serta kualitas air dilakukan mengikuti metode pada tahap I.

4.3.3. Penelitian Tahap Il ; Kultur Jaringan Propagul K. alvarezii Hasil
Kultur Jaringan dengan Fotoperiod Berbeda

4.3.3.1. Tujuan Penelitian

Pada tahap ini dilakukan kultur propagul rumput laut K. alvarezii dengan
menggunakan empat perlakuan fotoperiod (lama penyinaran/ Light (L) : Dark
(D)), yaitu Perlakuan A (6L : 18D), Perlakuan B (12 L : 12 D), Perlakuan C (24L :
0D), dan Perlakuan D (18L : 6D). Pemilihan perlakuan ini didasarkan pada
penelitian Green and Neefus (2016) pada kultur rumput laut merah Porphyra
umbilicalis dengan fotoperiode 8:16, 12:12, dan 16:8 light/dark untuk siklus LD
(dark cycle) dan fotoperiode 24 : 0 untuk siklus LL (continuous light).

Pengaturan fotoperiod diatur dengan menggunakan timer yang diletakkan

pada masing-masing ruang kultur. Media kultur dan intensitas cahaya yang
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digunakan pada tahap ini berdasarkan hasil penelitian tahap | dan Il yang terbaik
, yaitu media PES cair 20 mL/L dan intensitas cahaya 1900 lux. Pemeliharaan
mikropropagul K. alvarezii dilakukan selama 8 minggu (2 bulan). Pergantian
media air dilakukan setiap seminggu sekali. Pada saat pemeliharaan minggu ke-
7 dan ke-8 dilakukan penambahan volume media PES yang 10 mL menjadi 20
mL dalam 1 L dan 20 mL menjadi 40 mL dalam 1 L air laut steril.

Parameter yang diamati pada tahap Il adalah pengukuran pertumbuhan
propagul, kandungan klorofil a dan fikoeritrin, serta kandungan nitrogen (N) dan
asam glutamat. Pengukuran pertumbuhan propagul meliputi pertambahan berat
dan panjang serta laju pertumbuhan harian yang diukur setiap dua minggu sekali
selama dua bulan masa pemeliharaan. Pengukuran pigmen fotosintesis meliputi
kandungan klorofil a dan fikoeritrin setiap empat minggu sekali selama delapan
minggu masa pemeliharaan. Kandungan Nitrogen dan asam glutamat dilakukan
pada akhir masa pemeliharaan.

Selanjutnya propagul K. alvarezii dari hasil kultur jaringan yang terbaik
dilakukan ekstraksi, fraksinasi dan isolasi untuk mendapatkan ekstrak klorofil a..
Ekstrak ini kemudian diidentifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT), UV-
Vis, FT-IR dan uji LC-MS untuk menganalisa karakterisasi senyawa klorofil a

pada propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan tersebut.

4.3.3.2. Aklimatisasi Kalus

Mikropropagul yang diperoleh dari SEAMEO-BIOTROP terlebih dahulu
ditempatkan pada rotary shaker, kemudian dishaker selama 1 minggu untuk
mengadaptasikan kultur. Rotary shaker ditempatkan di ruang kultur dengan
temperatur ruangan antara 22-25°C, diberi penyinaran lampu TL dengan
intensitas cahaya + 1500 lux, lama penyinaran diatur 12 jam menyala dan 12 jam

padam.
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4.3.3.3. Kultur in vitro

Setelah aklimatisasi mikropropagul yang ditempatkan pada rotary shaker
disubkultur ke botol duran 1L yang berisi media PES cair terbaik pada tahap |
dengan menggunakan empat perlakuan fotoperiod (lama penyinaran/ Light (L) :
Dark (D)), yaitu Perlakuan A (6L : 18D), Perlakuan B (12L : 12D), Perlakuan C
(24L : 0OD), dan Perlakuan D (18L : 6D). Kultur diberikan aerasi dengan
menggunakan aerator. Setelah satu minggu media diganti dengan media yang
baru. Botol kultur disimpan di ruang kultur dengan intensitas cahaya 1900 lux (2
Lampu TL) temperatur ruangan antara 22-25°C, intensitas, lama penyinaran 12
jam menyala dan 12 jam padam. Setelah 6 minggu volume media PES ditambah
menjadi 20 mL PES dalam 1 L dan 40 mL PES dalam 1 L air laut steril.

Pemeliharaan mikropropagul dilakukan selama 8 minggu (2 bulan).

4.3.3.4. Parameter yang diukur

Pengukuran parameter pertumbuhan dan pigmen fotosintesis dilakukan
mengikuti metode pada tahap |. Kandungan nitrogen dilakukan dengan metode
kjeldhal (AOAC,1980) (Lampiran 45.). Asam glutamat dianalisa dengan

menggunakan Kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) (Lampiran 46.)

4.3.3.5. Karakterisasi Kandungan Klorofil a Ekstrak Propagul K.
alvarezii Hasil Kultur Jaringan

1. Preparasi Sampel
Preparasi bahan baku sampel propagul K. alvarezii Hasil Kultur Jaringan
dilakukan dengan cara membersihkan sampel, memperluas permukaan dan
mengurangi kadar air. Pembersihan dilakukan ~dengan mencuci - sampel
menggunakan air bersih yang mengalir untuk menghilangkan sisa-sisa pupuk

PES cair yang menempel pada dinding propagul yang dapat menghambat
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proses ekstraksi. Perluasan permukaan sampel dilakukan dengan memotong
sampel menjadi ukuran 0,5 — 1,0 cm sehingga kandungan air dalam bahan lebih
mudah diuapkan. Kemudian sampel diangin-anginkan pada suhu ruang dan

ruangan kedap cahaya untuk mengurangi kadar air sampel.

3. Analisa Kadar Air
Analisa kadar air dalam sampel Propagul K. alvarezii Hasil Kultur Jaringan
dilakukan dengan menggunakan metode thermografimetri (Winarno, 2007).
Dalam metode ini, analisa kadar air bahan diukur dari penguapan kandungan air
dalam bahan melalui pemanasan menggunakan oven pada suhu 105°C hingga
mencapai berat konstan selama + 3 jam. Analisa kadar air dilakukan
berdasarkan reduksi massa atau berat sampel awal karena penguapan air.

Perhitungan analisa kadar air bahan dilakukan dengan rumus :

% Kadar air = BT A% 100%
Keterangan :
A = berat botol timbang (g)
B = berat botol timbang + sampel awal (g)
C = herat botol timbang + sampel kering (g)
4. Pembuatan Saturasi Garam

Pembuatan- saturasi garam dilakukan dengan menghomogenkan kristal
garam (garam dapur) ke dalam air hingga garam jenuh. Kejenuhan larutan
garam ditandai dengan sudah tidak larutnya lagi kristal garam dalam larutan
garam. Selanjutnya larutan garam disaring (2 X penyaringan) dengan
menggunakan lapisan kertas saring kasar, halus dan kapas untuk menyaring
kotoran pada larutan garam. Bahan saturasi garam nantinya digunakan sebagai
bahan saat partisi (fraksinasi) ekstrak saat proses ekstraksi pigmen pada bahan

(De Junet et al., 2009).
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5. Ekstraksi Pigmen

Proses ekstraksi pigmen sampel propagul K. alvarezii segar hasil kultur
jaringan dilakukan dengan metode da Costa et al (2009) yang dimodifikasi pada
beberapa tahapan prosesnya untuk memaksimalkan proses ekstraksi (Lampiran
10.). Proses ekstraksi diawali dengan penimbangan sampel propagul K. alvarezii
segar hasil kultur jaringan sebanyak 100 g dan ditambahkan CaCOs; sebagai
agen penetral saat ekstraksi. Selanjutnya dilakukan penumbukan sampel dengan
tumbukan  batu (lesung) untuk memperluas permukaan bahan dan
memaksimalkan proses ekstraksi. Winarno et al., (1980) menyatakan bahwa jika
sel mengalami pukulan mekanik akan mengalami pemecahan sel sehingga
senyawa pigmen akan keluar. Romiyanto (2014) menyatakan bahwa semakin
kecil ukuran maka luas permukaan akan semakin besar sehingga besar dan laju
pemindahan senyawa dari sel ke pelarut akan semakin tinggi karena jarak difusi
zat terlarut semakin kecil.

Proses maserasi sampel dengan penambahan pelarut methanol : aseton
(7:3 viIv) sebanyak 400 mL dan didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang dan
kedap cahaya. Torres et al., (2014) menyatakan bahwa metanol adalah pelarut
yang paling efisien untuk mengekstrak karotenoid dan chl a. Setelah didiamkan
selama 24 jam kemudain dilakukan penyaringan menggunakan kertas saring
Whatman No. 42 untuk memisahkan filtrat dan residu sampel. Selanjutnya filtrat
dipartisi (difraksinasi) dengan penambahan dietil eter : saturasi garam : air (100
mL : 50 mL : 120 mL : 10 mL) untuk memisahkan komponen pigmen dari
komponen lain dengan membentuk dua fraksi/fase, yaitu fase atas dan fase
bawah. Fase bawah tidak digunakan atau dibuang sementara fase atas

dievaporasi menggunakan rotary vacuum pada suhu 32°C dengan kecepatan
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100 rpm untuk menguapkan sebagian besar pelarut sehingga diperoleh ekstrak
kasar pigmen berupa pasta berwarna hijau tua.

Ekstrak kasar pigmen berupa pasta ini diuapkan kembali menggunakan
gas Nitrogen (N2) untuk memaksimalkan penguapan pelarut dan diperoleh
ekstrak kasar pigmen  kering. Selanjutnya - dilakukan penimbangan - untuk
menghitung nilai randemennya (Nuraini, 2007) sebagai berikut :

\'\
% R = 1009
% Randemen S i Kt i) x 100%

Keterangan : W = bobot ekstrak murni (g)
W, = bobot bahan yang diekstrak (g)
6. Isolasi Senyawa Klorofil a

Isolasi klorofil a dari ekstrak kasar propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan
menggunakan metode kromatografi kolom secara bertingkat dengan fase diam
silika gel dan fase gerak heksan : etil asetat £ 200 mL. Sebelum isolasi dilakukan
preparasi kolom dengan memasukkan kapas pada ujung kolom, kemudian fase
diam, vyaitu silika gel-60 mesh dibuat bubur terlebih dahulu dengan
menghomogenkan 40 g silika ke dalam 200 mL fase gerak heksan : etil asetat (8
. 2 vIv) menggunakan magnetic stirrer dan distirrer selama + 1 jam. Setelah itu
bubur silika gel-60 dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara hati-hati dan
terus menerus untuk mencegah terbentuknya lapisan.

Selanjutnya kolom kromatografi diketuk-ketuk perlahan untuk meratakan
posisi silica gel dan didiamkan selama + 12 jam agar mengeras dengan ditutup
pada bagian ujung dan pangkal kromatografi untuk menghindari penguapan
pelarut. Setelah silica gel mengeras, selanjutnya dimasukkan sea sand (pasir
laut halus) + 3 g.

Proses isolasi dimulai dengan melarutkan ekstrak kasar kering = 0,3 -0,4 g
ke dalam + 3 mL fase gerak heksan : etil asetat (8 : 2 v/v). Selanjutnya seluruh
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fase gerak dikeluarkan terlebih dahulu dari kolom kromatografi hingga batas sea
sand. Kemudian larutan ekstrak dimasukkan secara perlahan-lahan dengan
menggunakan pipet tetes, kran kromatografi dibuka dan ditunggu hingga seluruh
larutan ekstrak melewati sea sand dan masuk ke dalam fase diam silica gel-60.
Setelah itu ditambahkan fase gerak heksan : etil asetat (8 : 2 v/v) perlahan-lahan
hingga seluruh tabung terisi penuh. Selanjutnya kran dibuka dan seluruh fraksi
warna yang muncul ditampung ke dalam botol sampel (botol vial) yang telah
dibungkus dengan aluminium foil untuk melindungi isolat dari degradasi karena
pengaruh cahaya.

Fase gerak yang digunakan terus ditingkatkan kepolarannya dengan volume
+ 200 mL dari perbandingan heksan : etil asetat (8 : 2 v/v), heksan : etil asetat (7
- 3 vlv), heksan : etil asetat (6 : 4 v/v), hingga perbandingan heksan : etil asetat
(5 : 5 vlv). Seluruh fraksi dengan pita-pita warna berbeda yang terbentuk
ditampung pada tabung reaksi sesuai warna masing-masing sambil terus

ditambah fase gerak sedikit demi sedikit agar silika gel tidak kering.

7. Identifikasi Senyawa Klorofil a
6.1. Analisis klorofil a dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Identifikasi kemurnian isolat klorofil a propagul K. alvarezii hasil kromatografi
kolom dilakukan dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Totol warna yang
terbentuk pada lempeng tipis kromatografi dan nilai Retardation factor (Rf)
selanjutnya dapat ditentukan. Fase diam berupa silika gel F-254 dan fase gerak
berupa campuran heksan : dietil eter : aseton (5:3: 2, v/v).

Isolat klorofil a diambil sebanyak 5 — 10 ul dengan menggunakan pipa kapler
dan ditotolkan pada lempeng KLT yang telah disiapkan dengan ukuran 5 ¢cm x 10
cm. Lempeng KLTP dimasukkan secara berdiri tegak dalam cheamber yang

berisi fase gerak yaitu campuran heksan : dietil eter : aseton (5 : 3 : 2, v/v)
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sebanyak 10 mL dan ditutup, ditunggu sampai eluent mencapai batas atas,
kemudian lempeng TLC diambil dengan penjepit. Totol warna yang terbentuk

kemudian dihitung nilai Rf-nya.

6.2. Analisis klorofil a dengan spektrofotometer

Sampel yang digunakan dalam identifikasi klorofil a propagul K. alvarezii
hasil kultur jaringan menggunakan spektrofotometer adalah sampel yang diyakini
sebagai ekstrak murni klorfoil a berdasarkan hasil uji KLT dengan nilai Rf 0,40 —
0,63. Larutan sampel dan larutan blanko disiapkan dalam kuvet/ tabung reaksi
khusus. Spektrofotometer. dinyalakan dan panjang gelombang diatur pada
kisaran 400 — 700 nm. Selanjutnya kuvet sampel dan blanko dimasukkan secara
bersama dalam slot spektrofotometer. Absorbansi: maksimal larutan: sampel
pada panjang gelombang tertentu, dibaca dan dicatat. Dengan cara yang sama
seperti sampel, maka larutan standar klorofil a diukur absorbansinya pada
panjang gelombang yang sama pada sampel dan selanjutnya digunakan untuk
menghitung kandungan klorofil a sampel dengan rumus (Lichtenthaler, 1987) :

Klo.a = 10,05 Aeeo,e — 0,97 A642,2

6.3. Analisis klorofil a dengan FTIR (Liu et al., 2006)
Dua miligram sampel dicampur dengan 200 mg KBr untuk dijadikan pelet.
Pelet dibuat dengan menggunakan hand press Shimadzu dengan tekanan kerja
sebesar 8 ton selama 10 menit. Pengukuran spektrum FTIR dilakukan dengan
menggunakan Spektrometer FTIR Tensor 37 yang dilengkapi dengan detektor
DTGS. Personal komputer yang dilengkapi dengan Software OPUS versi 4.2.
digunakan untuk mengontrol kerja spektrometer dalam menghasilkan spektrum

pada range 400 — 4000 cm, spektrum dihasilkan dengan kecepatan 30 detik
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dengan resolusi 4 cm™. Untuk meningkatkan rasio sinyal/noise, 32 spektrum
digabungkan dan dirata-ratakan.

Untuk keperluan pengolahan data, spektrum yang dihasilkan dari sampel
diubah menjadi file dalam format ASCII. Data ini kemudian diimpor ke dalam
software Unscrambler versi 9.1 dan Sirus Versi 6.5 yang dijalankan dalam PC
dengan sistem operasi Microsoft Windows XP profesional. Analisis gugus fungsi
suatu sampel dilakukan dengan membandingkan pita absorbsi yang terbentuk
pada spektrum infra merah menggunakan tabel korelasi dan menggunakan
spektrum senyawa pembanding (yang sudah diketahui). ldentifikasi setiap
absorbsi ikatan yang khas dari setiap gugus fungsi merupakan basis dari

interpretasi spektrum inframerabh.

6.4. Analisis klorofil a dengan LCMS (Sangeetha et. al., 2009)

Sampel dianalisis menggunakan LCMS dengan detektor spektrometer
massa 3200 Qtrap, kolom Phenomenex C18 (50 mm x 2.0 mm) pada temperatur
30°C. Dua jenis fase gerak yang digunakan, yaitu eluen A : akuabides dan
amonium format, eluen B : metanol dan amonium format. Aliran digunakan elusi
gradien 30% - 90% eluen B. Volume injeksi sampel, yaitu 10uL, dengan laju alir
0,5 mL/min dan waktu analisis selama 15 menit.

Pemisahan senyawa dipantau dengan DAD di 254 dan 190 nm dan dengan
detektor spektrometri massa. Analisis spektrometri massa (ESI) dilakukan pada
LCMS-8030 spektrometer massa triple quadrupole. LC-MS dicirikan negatif dan
modus ionisasi positif dengan spektrum yang diperoleh selama kisaran massa

50-1000 m/z.

4.4. Analisis data
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Rancangan percobaan pada penelitan Tahap | - [l digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) Faktorial dengan tiga kali ulangan. Model
matematika dari rancangan percobaan ini adalah sebagai berikut (Steel and
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Yik = M+ A; + B; +ABy + Ej
Dimana : Yk = nilai pengamatan
M = nilai tengah umum
A = pengaruh faktor A taraf ke-i
B; = pengaruh faktor B taraf ke-j

ABy = pengaruh interaksi faktor A taraf ke-i dengan faktor B taraf ke-j
Data yang dikumpulkan selanjutnya dianalisis secara statistik dengan
analisis sidik ragam, kemudian diolah dengan program Microsoft Excel dan

disajikan dalam benrtuk grafik. Pada penelitian tahap lll, jika terdapat perbedaan

maka dilakukan uji lanjut BNJ (Beda Nyata Jujur).

53




-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

BAB 5.
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1. Penelitian Tahap | (Konsentrasi Media PES Cair)

Salah satu faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
propagul dalam kultur jaringan rumput laut adalah media kultur yang berupa air
laut. Air laut alami (Natural seawater) adalah media kompleks mengandung lebih
dari 50 elemen yang diketahui dan senyawa organic dalam jumlah besar dan
bervariasi (Harrison and Berges, 2005).

Dalam kultur rumput laut, penggunaan air laut secara langsung jarang
dilakukan, karena tanpa penambahan trace metal dan nutrisi lainnya
pertumbuhan rumput laut biasanya sangat rendah.sehingga umumnya dilakukan
pengkayaan nutrisi. Media PES cair merupakan salah satu media kultur yang
cukup baik digunakan untuk pembesaran propagul K. alvarezii. Media ini juga
telah banyak dilaporkan sangat baik digunakan untuk pembesaran propagul
pada jenis-jenis alga lainnya (Mansilla et al., 2008 ; Yong et al, 2011).

5.1.1. Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair Terhadap Pertumbuhan

Propagul K. alvarezii Hasil Kultur Jaringan

Pertumbuhan thallus merupakan pertambahan ukuran sel atau
perubahan dari keadaan sejumlah sel membentuk organ-organ yang mempunyai
struktur dan fungsi yang berbeda. Pola pertumbuhan menyebabkan terjadinya
penambahan jumlah massa sel penyusun thallus (Hayashi, et.al., 2008).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa selama delapan minggu masa
pemeliharaan terjadi pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii yang
semakin meningkat seiring dengan meningkatnya waktu pemeliharaan pada
semua perlakuan konsetrasi media PES cair. Perlakuan interaksi konsentrasi

media PES cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
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memberikan pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii yang paling

tinggi (Gambar 13. Dan 14.).
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Gambar 13. Pengaruh Interaksi Konsentrasi Media PES Cair dan Waktu
Pemeliharaan terhadap Pertambahan Berat Propagul K. alvarezii
Selama delapan minggu pemeliharaan
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Gambar 14. Pengaruh Interaksi Konsentrasi Media PES Cair dan Waktu
Pemeliharaan terhadap Pertambahan Panjang Propagul K.
alvarezii Selama delapan minggu pemeliharaan

Berdasarkan nilai rata-ratanya maka perlakuan interaksi konsentrasi
media PES cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
memberikan pertambahan berat dan panjang tertinggi, yaitu sebesar 2,59 g dan

2,73 cm, sementara perlakuan interaksi konsentrasi media PES cair 40 mL/L
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dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan rata-rata pertambahan
berat dan panjang terendah, yakni 1,35 g dan 1,46 cm (Tabel 2., Lampiran 1. dan
2.). Dengan demikian maka kandungan nutrien pada media PES cair 20 mL/L
lebih sesuai bagi pertumbuhan sel propagul K. alvarezii.

Tabel 2. Rerata pertambahan Berat dan Panjang propagul K. alvarezii pada
berbagai konsentrasi media PES cair

PES cair Pertambahan Awal Akhir Pertambahan
(mL/L) (0 minggu) (8 minggu) Mutlak (g)
20 Berat (g) 0,35+0,020 2,59+0,072 2,24+0,074

Panjang (cm) 0,997+0,233 2,730,070 1,73+0,287

40 Berat (g) 0,35:0,010  1,35:0,042  1,00%0,035

Panjang (cm) 0,89+0,104 1,46+0,122 0,570,144

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu pemeliharaan
memberikan pengaruh yang sangat nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan
95% terhadap pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii. Demikian
juga pengaruh faktor tunggal media PES cair tanpa melihat faktor waktu
pemeliharaan dan perlakuan tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor
media PES cair juga memberikan pengaruh yang sangat nyata terhadap
pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii (Lampiran 3. dan 4.).

Semakin meningkatnya pertambahan berat dan panjang propagul pada
perlakuan media PES cair 20 mL/L dibandingkan perlakuan media PES cair 40
mL/L ini menunjukkan bahwa perlakuan media PES cair 20 mL/L merupakan
konsentrasi yang tepat dan ketika diserap oleh propagul dapat bekerja secara

optimal dalam mendukung pertumbuhan sel propagul K. alvarezii. Penyerapan
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unsur hara yang terkandung dalam media PES cair 20 mL/L dapat dimanfaatkan
dengan baik oleh propagul didukung oleh pergerakan air yang optimal dengan
pemberian aerasi. Aerasi adalah suatu mekanisme dimana karbondioksida dari
udara didifusikan kedalam media kultur (Yong et al., 2011).

Media PES merupakan pupuk yang lengkap karena mengandung unsur
hara makro dan mikro nutrien yang sangat lengkap dan dibutuhkan oleh rumput
laut. Reddy et al. (2008) melaporkan bahwa pupuk PES merupakan pupuk yang
banyak digunakan untuk pertumbuhan alga karena kandungan haranya yang
lengkap dan cocok untuk jenis alga terutama rumput laut pada pembesaran kalus
hingga berukuran 3-5 cm. Mansilla et al. (2008) menyatakan bahwa selama
pemeliharaan bibit rumput laut di laboratorium, pupuk yang mengandung unsur
hara makro (nitrogen, fosfor, kalium) dan mikro (Mo, Ni, Mn, B, Cu, Zn, Co, ClI,
Na, S), memberikan laju pertumbuhan yang lebih tinggi pada rumput laut
dibandingkan dengan pupuk yang hanya mengandung unsur hara makro saja.

Proses penyerapan nutrien pada rumput laut dilakukan secara osmosis
melalui seluruh bagian tubuhnya. Membran sel yang merupakan bagian terluar
setelah dinding sel berperan sebagai pelindung isi sel yang ada dalam tubuh
serta mengatur nutrien yang keluar dan masuk ke dalam sel. Sifat semi-
permeabel dari membran sel akan menyeleksi setiap zat yang dapat masuk ke
dalam sel. Hal ini disebabkan karena membran plasma memiliki permeabilitas
selektif (selective permeability), yaitu memungkinkan beberapa substansi dapat
melintasinya dengan lebih mudah daripada substansi yang lainnya (Campbell, et
al., 2008)

Banyaknya nutrien yang berdifusi ke dalam sel tergantung pada kadar
nutrien di dalam dan di luar sel. Media PES cair dengan konsentrasi 20 mL/L dan
40 mL/L yang digunakan pada penelitian ini memiliki kandungan nutrien yang

tinggi dibandingkan dengan air laut, sehingga diharapkan dapat memenuhi dan
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mencukupi kebutuhan nutrisi untuk pertumbuhan propagul K. alvarezii serta

proses penyerapannya dapat optimal. Hurd et al. (2014) menyatakan bahwa

nutrien di luar sel yang kadarnya lebih tinggi dibandingkan di dalam sel
mengakibatkan nutrien dari luar sel akan berdifusi bebas ke dalam sel sesuai
kebutuhannya. Nutrien tersebut akan meningkatkan aktivitas metabolisme sel
dengan cara masuk ke dalam sel sedikit demi sedikit kemudian akan
mengembangkan vakuola yang ada di dalam sel. Vakuola berperan sangat
penting dalam kehidupan karena mekanisme pertahanan hidup tumbuhan
bergantung pada kemampuan vakuola menjaga konsentrasi zat-zat terlarut di
dalamnya. Volume vakuola semakin bertambah dengan masuknya nutrien ke
dalam sel yang mengakibatkan berat propagul K. alvarezii yang digunakan pada
penelitian ini juga semakin meningkat.

Hasil penelitian pada tahap ini menunjukkan bahwa walaupun kedua
perlakuan media PES cair yang digunakan memiliki kandungan nutrien yang
tinggi dibandingkan dengan air laut, tetapi perlakuan media PES cair 20 mL/L
memberikan pertumbuhan propagul K alvarezii yang lebih meningkat
dibandingkan perlakuan media PES cair 40 mL/L. Pengamatan secara kasat
mata pada media pemeliharaan menunjukkan bahwa kondisi media kultur pada
perlakuan konsentrasi media PES cair 40 mL/L lebih keruh dibandingkan
perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L. Kekeruhan menunjukkan tingkat
kejenuhan larutan, dimana diduga hal ini berhubungan dengan kepekatan larutan
media kultur akibat konsentrasi mikronutrien yang sangat tinggi dalam media
sehingga mempengaruhi proses osmosis sel. Osmosis merupakan peristiwa
berpindahnya air dalam sel dari keadaan yang hipotonis zat terlarut menuju ke
daerah yang hipertonis zat terlarut melalui membran semi permeabel (Rahmasari

dan Susanto, 2014).
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Jika konsentrasi larutan di dalam sel lebih tinggi daripada larutan di luar
sel (hipotonis), maka air akan masuk ke dalam sel. Pergerakan masuknya air ke
dalam sel ini disebut endoosmosis. Sebaliknya, apabila kepekatan larutan di luar
sel lebih tinggi daripada di dalam sel (hipertonis), maka air akan keluar dari sel.
Pergerakan keluarnya air dari dalam sel ini disebut eksoosmosis. Sedangkan jika
kepekatan zat terlarut di dalam sel sama dengan diluar sel (isotonis), maka
jumlah air yang masuk dan keluar sama (Handayani et al., 2012).

Diduga bahwa konsentrasi mikronutrien dalam media menyebabkan
kepekatan larutan media kultur pada konsetrasi media PES cair 20 mL/L
menghasilkan proses pergerakan. molekul air dari konsentrasi tinggi ke
konsentrasi rendah masih dapat mencapai kondisi isotonik sehingga terjadi
keseimbangan jumlah air yang masuk dan keluar sel. Sementara konsentrasi
mikronutrien yang sangat tinggi dalam media menyebabkan kepekatan larutan
media kultur pada konsentrasi media PES cair 40 mL/L menjadi lebih pekat/jenuh
sehingga sel propagul berada dalam kondisi larutan yang lebih hipertonik dan
mengakibatkan larutan pada media kultur memiliki konsentrasi air yang lebih
rendah dibandingkan konsentrasi air di dalam vakoula sel propagul. Kondisi ini
menyebabkan air akan senantiasa bergerak keluar dari sel. Karena kondisi
larutan pada konsentrasi media PES 40 mL/L sangat hipertonik bila
dibandingkan konsentrasi media PES cair 20 mL/L maka air yang bergerak
keluar dari sel terlalu banyak dan pada akhirnya menyebabkan terjadinya
plasmolisis yang merupakan peristiwa lepasnya sel dari dinding sel sehingga
pertumbuhan propagul menjadi terhambat bahkan mengalami kematian.
(Gambar 15.).

Menurut Choi et al (2010) bahwa kepekatan yang berbeda antara cairan
di dalam dan di luar sel, mendorong badan golgi untuk terus berusaha

menyeimbangkan hingga menjadi isotonis. Hal tersebut berdampak pada
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pemanfaatan energi yang lebih besar sehingga berpengaruh terhadap rendahnya
pertumbuhan dan perkembangan rumput laut (Xiong dan Zhu, 2002). Dengan
demikian maka konsentrasi media PES cair 20 mL/L merupakan konsentrasi
yang tepat karena dapat memberikan keseimbangan transport air dan nutrisi
sehingga tidak mengganggu tekanan osmotik dalam sel propagul K. alvarezii.
Sementara konsentrasi media PES cair 40 mL/L yang terlalu pekat
menyebabkan tekanan osmotik dalam sel terganggu. Jika tekanan osmotik tidak
seimbang maka pertukaran air, nutrient dan ion-ion yang dibutuhkan oleh sel
menjadi tidak optimal. Hurd et al. (2014) menyatakan bahwa pada konsentrasi
nutrien yang tepat, tekanan osmotik dalam sel tidak akan berubah dengan cepat
sehingga pertukaran air dan zat hara berjalan lancar dan proses metabolisme

yang berjalan baik dapat menghasilkan pertumbuhan yang optimal.

Hipertonik Isotonik

HO
‘\_

Plasmolisis Normal

Gambar 15. llustrasi Struktur Sel pada Kondisi Hipertonik dan Isotonik

Media PES merupakan media kultur untuk rumput laut yang kaya dengan
nutrien yang dibutuhkan untuk pertumbuhan. Beberapa unsur pada senyawa ini
dapat melengkapi kekurangan yang ada pada Sterilized Sea Water (SSW)
(Andersen, 2005). Salah satu unsur nutrien yang berperan dalam pertumbuhan
propagul K. alvarezii dan terdapat dalam media PES cair adalah nitrogen.
Mekanisme meningkatnya pertumbuhan propagul K. alvarezii pada perlakuan

media PES cair 20 mL/L ini dapat terjadi karena ketika media PES cair 20 mL/L
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terlarut dalam media kultur berupa air laut steril maka nitrogen dalam bentuk
nitrat (NO*) akan masuk melalui plasma membran propagul secara osmosis ke
dalam sitoplasma. Nitrat akan disimpan dalam vakuola dan ada yang direduksi
menjadi nitrit (NO?%). Nitrit kemudian ditransportasikan ke dalam kloroplas dan
direduksi menjadi ammonium (NH*"). Ammonium akan mengalami serangkaian
reaksi untuk membentuk Glutamat (Glu). Glutamat akan dibawa kembali ke
sitoplasma dan berperan dalam reaksi transaminasi dengan a- ketoacid untuk

membentuk asam amino dan protein yang berperan dalam proses pertumbuhan

propagul (Mulholland & Lomas, 2008) (Gambar 16).
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Gambar 16. Skema Jalur Asimilasi Nitrat
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Meningkatnya pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii pada
perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L ini juga didukung oleh hasil
pengukuran laju pertumbuhan hariannya (LPH) pada perlakuan faktor tunggal
konsentrasi media PES cair. Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan
bahwa setiap perlakuan interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu

pemeliharaan tidak berpengaruh nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH)
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BRAWIJAYA

berat dan panjang propagul K. alvarezii. Namun pengaruh faktor tunggal
konsentrasi media PES cair tanpa melihat faktor waktu pemeliharaan dan
perlakuan tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor media PES cair
memberikan pengaruh yang nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) berat
dan panjang propagul K. alvarezii (Lampiran 7. Dan 8.).

Perlakuan media PES cair 20 mL/L memberikan rata-rata Laju
Pertumbuhan Harian (LPH) berat sebesar 3,58 %/hari dan rata-rata Laju
Pertumbuhan Harian (LPH) panjang sebesar 1,84 %/hari, sementara perlakuan
media PES cair 40 ml/L memberikan rata-rata Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
berat sebesar 2,42 %/hari dan rata-rata Laju Pertumbuhan Harian (LPH) panjang

sebesar 0,90 %/hari (Gambar 17. dan 18. serta Lampiran 5. dan 6.).

3.58
4
2.42

:\5 3
T
8 2

1

0

20 ml/L 40 ml/L

Pupuk PES
Gambar 17. Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair Terhadap Laju pertumbuhan
harian berat propagul K. alvarezii selama delapan minggu
pemeliharaan
Nilai LPH pada perlakuan media PES 20 mL/L ini cukup baik mengingat
LPH rumput laut cottonii pada saat dibudidayakan di alam berkisar antara 3-5%

tergantung musim (Thirumaran & Anantharaman, 2009). Young et al (2011)

menyatakan bahwa pada mikropropagasi in vitro jenis Eucheuma sp, laju
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pertumbuhan harian (LPH) pada media PES lebih tinggi dibandingkan media von
Stosch, F/2 dan air laut. Lebih lanjut hasil penelitian Sulistiani et al (2011)
menunjukkan bahwa LPH propagul pada konsentrasi PES 20 mL/L tidak berbeda
nyata dengan konsentrasi 10 mL/L, tetapi LPH kedua perlakuan lebih tinggi dan
berbeda nyata dengan LPH pada perlakuan 5 mL/L. Untuk tujuan  efisensi
penggunaan bahan kimia maka dalam pembesaran propagul tidak tidak harus

menggunakan konsentrasi 20 mL/L tetapi bisa menggunakan konsentrasi PES

10 mL/L.
1.84
2
15 0.895
S
I
8 1
0.5
0
20 ml/L 40 ml/L

Pupuk PES

Gambar 18. Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair Terhadap Laju pertumbuhan
harian panjang propagul K. alvarezii selama delapan minggu
pemeliharaan

Pengaruh waktu pemeliharaan terhadap laju pertumbuhan harian propagul
K. alvarezii hasil kultur jaringan menunjukkan bahwa waktu pemeliharaan minggu
keenam memberikan laju pertumbuhan harian berat tertinggi, yaitu 3,78 %/hari
sementara waktu pemeliharaan minggu keempat memberikan laju pertumbuhan

harian panjang tertinggi, yaitu 1,78 %/hari (Gambar 19. dan 20.).
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Gambar 19. Pengaruh Waktu Pemeliharaan Terhadap Laju pertumbuhan harian
berat propagul K. alvarezii selama delapan minggu pemeliharaan
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Gambar 20. Pengaruh Waktu Pemeliharaan Terhadap Laju pertumbuhan harian
panjang propagul K. alvarezii selama delapan minggu pemeliharaan

Pertumbuhan propagul K. alvarezii yang dipengaruhi oleh interaksi media
PES cair dan waktu pemeliharaan pada penelitian ini juga didukung oleh kondisi
kualitas air pemeliharaan, terutama salinitas. Ask and Azansa (2002)
menyatakan bahwa faktor-faktor lingkungan yang mempunyai peranan penting
dalam budidaya K. alvarezii adalah suhu, salinitas, nutrisi, cahaya dan beberapa

faktor ekologi lainnya. Pertumbuhan dapat meningkat selain didukung oleh
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nutrien juga jika media dan lingkungan sekitar pemeliharaan sesuai dengan
kebutuhan atau kisaran yang dapat ditoleransi. Hasil pengukuran kualitas air
selama pemeliharaan menunjukkan bahwa perlakuan media PES cair 20 mL/L
memberikan nilai kualitas air yang masih pada kisaran baik. Sementara
perlakuan media PES cair 40 mL/L menunjukkan nilai kualitas air yang sedikit
berada diluar kisaran kualitas air yang sesuai literatur, terutama salinitas yang
berada sedikit lebih tinggi diatas kisaran rata-ratanya. (Tabel 3.).

Tabel 3. Parameter Kualitas Air

No. Parameter Kisaran Pengamatan Pustaka

Konsentrasi media PES Cair

20 mL/L 40 mL/L
1 Suhu (°C) 22,18 - 26,81 23,5-26,12 22- 33
(Lideman et al., 2013).
2 Derajat 7,87 — 8,67 8,13-8,17 6—-8
Keasaman (PH) (Semedi et al., 2016)
3 DO (mg/L) 503-5.3 5,15 - 5,46 5-8
(Semedi et al., 2016)
4  Salinitas (ppm) 33-34,2 36,2 - 38,8 30-35

(Dawes, 1981)

Tabel 3. menunjukkan bahwa rerata kisaran salinitas yang diukur pada
perlakuan media PES cair 40 mL/L berkisar antara 36,2 — 38,8 %y sementara
menurut Dawes (1981) salinitas optimum berkisar antara 30 - 35 Y.
Peningkatan salinitas yang tinggi pada konsentrasi media PES cair 40 mL/L ini
mendukung kondisi hipertonik yang terjadi pada perlakuan ini sebagaimana telah
dijelaskan sebelumnya. Kondisi ini mengakibatkan penurunan kandungan air
dalam sel propagul sehingga dapat  mempengaruhi pertumbuhan berat dan
panjang propagul K. alvarezii. Kisaran salinitas yang terlalu tinggi diduga

menyebabkan terjadi perubahan tekanan osmotik yang terlalu besar di dalam sel
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tanaman sehingga air yang ada dalam sel akan berdifusi keluar, dan volume sel
mengalami penyusutan. Selain itu membran sel, enzim dan organel sel yang
lainnya akan rusak dan tidak dapat berfungsi sebagaimana mestinya sehingga
pertumbuhan tanaman menjadi tidak optimal. Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian Ding et al. (2013) dan Nitschke et al. (2014) pada rumput laut merah
Hypnea cervicornis dan S. alsidii yang menunjukkan bahwa pemberian salinitas
diatas 40%y menyebabkan tekanan turgor sel berkurang, terhentinya
pembelahan sel dan tingkat pertumbuhan rumput laut yang negative (menurun)
sehingga juga berdampak pada penurunan konsentrasi klorofil a. Aradjo et al.
(2014) menjelaskan bahwa pada salinitas tinggi, pertumbuhan dan konsentrasi
klorofil juga rendah pada K. alvarezii.

Salinitas mempengaruhi mekanisme fisiologi dan biokimia - terutama
tekanan osmosis yang berkaitan erat dengan peran membran sel dalam proses
transport nutrien dan memberikan efek stimulasi terhadap pertumbuhan rumput
laut (Rumampuk et al., 2004; Hurtado-Ponce et al., 2009; Luhan dan Sollesta,
2010).

5.1.2. Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair Terhadap Kandungan Klorofil
a dan Fikoeritrin Propagul K. Alvarezii Hasil Kultur Jaringan

Hasil pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan
menunjukkan bahwa kandungan klorofil a pada propagul K. alvarezii meningkat
seiring dengan meningkatnya waktu pemeliharaan pada semua perlakuan
konsentrasi media PES cair (Gambar 21.). Sementara kandungan fikoeritrin pada
perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L mengalami peningkatan pada
pemeliharaan minggu keempat dan menurun pada minggu kedelapan,

sebaliknya pada perlakuan konsentrasi media PES cair 40 mL/L, kandungan
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pigmen fikoeritrin mengalami penurunan pada pemeliharaan minggu keempat

dan meningkat pada minggu kedelapan (Gambar 22.).
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Gambar 21. Pengaruh Interaksi Konsentrasi Media PES Cair dan Waktu
Pemeliharaan terhadap Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezii
Selama delapan minggu pemeliharaan
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Gambar 22. Pengaruh Interaksi Konsentrasi Media PES Cair dan Waktu
Pemeliharaan terhadap kandungan - Fikoeritrin - Propagul K.
alvarezii Selama delapan minggu pemeliharaan

Pada akhir masa pemeliharaan (8 minggu) menunjukkan bahwa

perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L memberikan rata-rata kandungan

klorofil a dan fikoeritrin yang paling tinggi, yaitu 57,90 pg/mL dan 66,31 pg/mL
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sedangkan perlakuan konsentrasi media PES cair 40 ml/L  memberikan
kandungan klorofil 'a dan fikoertitrin yang lebih rendah, yaitu 33,82 pg/mL dan
48,57 pyg/mL (Tabel 4., Lampiran 9. dan 10.). Dengan demikian maka perlakuan
interaksi konsentrasi media PES cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan
delapan- minggu tidak hanya meningkatkan pertambahan bobot tetapi juga
meningkatkan kandungan klorofil a dan fikoeritrin pada propagul K. alvarezii.

Tabel 4. Rerata Kandungan Klorofil a dan Fikoeritrin propagul K. alvarezii pada
berbagai konsentrasi media PES cair

PES cair ~ Waktu pemeliharaan  Pigmen Fotosintesis (ug/mL)

(mL/L) (minggu) Klorofil a Fikoeritrin
20 0 28,77+0,822  47,73+1,355
4 41,750,828 81,30+3,185
8 57,90+4,063 66,31+14,995
40 0 28,50+1,314 47,48+8,160
4 30,14+1,688 36,31+0,989
8 33,82+4,600 48,57+7,266

Hasil analysis of variance ((ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi konsentrasi media PES cair dan waktu pemeliharaan
memberikan pengaruh yang sangat nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan
95% terhadap kandungan Klorofil a dan fikoeritrin propagul K. alvarezii. Demikian
juga pengaruh faktor tunggal media PES cair tanpa melihat faktor waktu
pemeliharaan memberikan pengaruh yang sangat nyata terhadap kandungan
klorofil a dan fikoeritrin propagul K. alvarezii, sementara perlakuan tunggal waktu

pemeliharaan tanpa melihat faktor media PES cair hanya berpengaruh sangat
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nyata terhadap kandungan klorofil a dan tidak berpengaruh nyata terhadap
kandungan fikoeritrin propagul K. alvarezii (Lampiran 11. Dan 12.).

Mekanisme peningkatan kandungan klorofil a pada konsentrasi media
PES cair 20 mL/L juga merupakan respon terhadap kandungan nutrien, terutama
nitrogen dalam media kultur. Hal ini dapat dijelaskan sebagai berikut, nitrogen
dalam bentuk nitrat pada media kultur dapat diperoleh propagul K. alvarezii
melalui proses absorpsi yaitu osmosis sebagaimana telah dibahas pada uraian
sebelumnya (Gambar 16.). Nitrat direduksi menjadi nitrit, kemudian nitrit dibawa
ke kloroplas untuk direduksi menjadi ammonia. Selanjutnya ammonia mengalami
perubahan menjadi asam glutamat, dikatalisis oleh enzim glutamin sintase. Asam
glutamat berfungsi sebagai bahan dasar dalam biosintesis asam amino dan
asam nukleat. Asam glutamat akan membentuk asam aminolevulinat (ALA) yang
berperan sebagai pra zat cincin porfirin pembentukan klorofil. Oleh karena itu
nitrogen yang banyak dalam tumbuhan akan meningkatkan kandungan klorofil a
karena menyebabkan pembentukan asam glutamat yang terbentuk juga banyak
(Lea and Miflin, 2003 ; Suzuki and Knaff, 2005 ; Yaronskaya et al., 2006).

Meningkatnya kandungan klorofil a sangat berpengaruh terhadap hasil
fotosintesis melalui enzim fotosintetik maupun kandungan klorofil yang terbentuk.
Proses fotosintesis yang berlangsung dengan baik akan memicu penimbunan
karbohidrat dan protein. Penimbunan karbohidrat dan protein sebagai hasil
akumulasi proses fotosintesis akan mempengaruh pertambahan berat propagul.
Pertumbuhan dapat terjadi sebagai akibat dari fungsi nitrat sebagai bahan
penyusun protein. Diduga bahwa protein ini berpotensi untuk mengaktifkan
enzim yang ada di dalam tubuh tumbuhan. Enzim tersebut nantinya akan
mengubah substrat menjadi produk baru akibatnya terjadi duplikasi/perbanyakan

sel.
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Peningkatan kadungan klorofil a juga berhubungan dengan kandungan
fikoeritrin. Fikoeritrin merupakan protein yang bekerja sebagai pigmen pelengkap
pada alga merah dan alga biru-hijau yang berfungsi untuk membantu klorofil-a
dalam menyerap cahaya pada proses fotosintesis. Hasil penelitian: menunjukkan
bahwa perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L memberikan kandungan
fikoeritrin yang lebih tinggi sehingga proses penyerapan cahaya oleh klorofil a
lebih banyak dibandingkan konsentrasi media PES cair 40 mL/L karena dibantu
oleh kandungan fikoeritrin yang tinggi juga. Cahaya yang diserap oleh fikoeritrin
secara efisiensi dipindahkan ke fikosianin, kemudian ke allofikosianin, diteruskan
ke allofikosianin B dan terakhir ke klorofil (Chakdar and Pabbi, 2012 ;
Pugalendren et al., 2012).

Meningkatnya kandungan klorofil a dan fikoeritrin pada perlakuan
konsentrasi media PES cair 20 mL/L dibandingkan perlakuan konsentrasi media
PES cair 40 mL/L ini juga sejalan dengan pertambahan berat dan panjang
propagul. Secara umum pertumbuhan rumput laut sangat berhubungan dengan
kandungan klorofil a dan fikoeritrin. Jika penyerapan cahaya yang dilakukan
klorofii a mencukupi maka proses fotosintesis akan berlangsung optimal
sehingga pertumbuhan rumput laut dapat meningkat. Menurut Wenno et al.
(2012), rumput laut memerlukan unsur hara untuk bahan baku proses
fotosintesis dan untuk menunjang pertumbuhan. Oleh karena itu setiap proses
pertumbuhan dan pembentukan klorofil akan membutuhkan nutrien.

Penambahan konsentrasi media PES cair 20 mL/L lebih baik dalam
menjaga pertumbuhan eksplan dan pembentukan klorofil diduga karena pada
konsentrasi tersebut kebutuhan nutrien jaringan rumput laut terutama Nitrogen
(N) dan Fosfor (P) telah tercukupi. Harrison and Hurd (2001) menyatakan bahwa
pertumbuhan dan perkembangan rumput laut membutuhkan kualitas cahaya

serta nutrien yang cukup seperti Nitrogen (N) dan Fosfor (P) yang diperlukan
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sebagai bahan dasar penyusun protein dan pembentukan klorofil dalam proses
fotosintesis. Skriptsova and Miroshnikova, (2013) menyatakan bahwa Nitrogen
digunakan oleh tanaman untuk menghasilkan protein dan klorofil, sedangkan
fosfor memiliki peran penting dalam transportasi energi dan juga pembentukan
DNA, RNA, dan fosfolipid.

Hasil analisis terhadap kandungan Nitrogen (N) dan Fosfor (P)
berdasarkan kualitas air dan kandungan proksimat pada penelitian ini sebagai
data pendukung juga menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada perlakuan
konsnetrasi media PES cair 20 ml/L mampu melakukan penyerapan nitrogen dan
fosfor yang lebih tinggi. Nitrogen yang berada di perairan umumnya dalam
bentuk nitrat (NOg), nitrit (NO2) dan amoniak (NHs), sedangkan fosfor yang
berada di perairan sering melimpah dalam berbagai bentuk senyawa fosfat,
diantaranya total fosfat (PO.).

Hasil perhitungan penyerapan N dan P berdasarkan kualitas air
menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii lebih banyak menyerap nitrat
dibandingkan dengan nitrit dan amoniak. Jumlah nitrat yang diserap pada
perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L sebesar 1,316602 mg/g,
sedangkan pada perlakuan konsnetrasi. media PES cair 40 mL/L menunjukkan
nilai sebesar 0,332046 mg/g. Nitrit yang diserap tidak dapat dideteksi, karena
nilai kandungan nitrit yang terdapat di perairan <0,01 mg/L. (Tabel 5.).

Amoniak yang diserap pada perlakuan konsentrasi media PES cair 20
mL/L sebesar 0,06564 mg/g, sedangkan pada perlakuan konsentrasi media PES
cair 40 mL/L hanya mampu menyerap sebesar 0,05405 mg/g. Pada hasil
perhitungan total fosfat menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada
perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L melakukan penyerapan total
fosfat sebesar 0,5444 mg/g, sedangkan pada perlakuan konsentrasi media PES

cair 40 mL/L hanya mampu menyerap total fosfat sebesar 0,42471 mg/g.
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Tabel 5. Penyerapan nitrat, nitrit, amoniak dan total fosfat oleh propagul
K. alvarezii pada berbagai konsentrasi media PES cair.
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Penyerapan PES cair
(mg/g) 20 mL/L 40 mL/L
NO3 1,316602 0,332046
NO, * *
NH3 0,06564 0,05405
PO.4 0,5444 0,42471

Keterangan : * = tidak terdeteksi

Hasil perhitungan penyerapan N dan P berdasarkan analisis proksimat
(Gambar 23. dan 24.) menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada perlakuan
konsnetrasi media PES cair 20 mL/L mampu melakukan penyerapan nitrogen
dan fosfor berturut-turut sebesar 0,16 pmol/g/hari dan 0,03 pumol/g/hari.
Sementara propagul K. alvarezii dengan perlakuan konsentrasi media PES cair
40 mL/L hanya mampu melakukan penyerapan nitrogen dan fosfor secara

berturut-turut sebesar 0,11 pymol/g/hari dan 0,017 pmol/g/hari.

0.2
0.15
0.1

0.05

N uptake (umol/g/hari)

20 40

Pupuk PES (ml/L)

Gambar 23. Penyerapan nitrogen oleh propagul K. alvarezii pada perlakuan
konsentrasi media PES cair 20 ml/L dan 40 ml/L selama delapan
minggu pemeliharaan
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BRAWIJAYA

Semakin banyak rumput laut menyerap nitrogen dan fosfor, maka
semakin banyak jumlah nitrogen dan fosfor yang terdapat didalam rumput laut,
dan ini- menunjukkan bahwa semakin baik kualitasnya. Laju penyerapan nitrat
dan fosfat memiliki korelasi positif dengan peningkatan laju pertumbuhan serta
sintesis klorofil a dan phycoerythrin (Gordillo et al., 2002 ; Kim et al., 2007 ; Lea

and Azevedo, 2006).

0.04 0.03
'% 0.03 0.017
<
>
© 0.02
S
2
o 0.01
X
8
g— 0
o 20 40

Pupuk PES (ml/L)

Gambar 24. Penyerapan fosfor oleh propagul K. alvarezii pada perlakuan
konsentrasi media PES cair 20 ml/L dan 40 ml/L selama delapan
minggu pemeliharaan

Ahmad et al. (2011) menyatakan kandungan klorofil rumput laut
meningkat terhadap respon kandungan nitrogen dalam kolom air. Korelasi linier
antara nutrien (utamanya total phosphor dan total nitrogen) dan Klorofil telah
ditunjukkan oleh beberapa peneliti sebelumnya (Brown et al., 2000). Hasil ini
diperkuat oleh penelitian Liu et al. (2000) yang menyimpulkan bahwa pada
semua tumbuhan, peningkatan konsentrasi total nitrogen dan fiksasi karbon pada
proses fotosintesis terjadi secara bersamaan dan lebih dari 50% N dialokasikan
pada kloroplas.

Penelitian ini juga memperkuat asumsi tersebut bahwa pemberian media

PES cair pada berbagai konsentrasi berpengaruh nyata terhadap kandungan
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klorofil propagul K. alvarezii. (p<0,05). Di samping itu, pada penelitian ini
didapatkan adanya korelasi yang kuat antara pertumbuhan dengan kandungan
klorofil a propagul K. alvarezii pada perlakuan interaksi konsentrasi media PES
cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan (R? = 0,891) dibandingkan perlakuan
interaksi konsentrasi media PES cair 40 mL/L dengan waktu pemeliharan (R? =

0,486) (Gambar 25.).

35 1.6 -
25 ly=0.0764x-2.0411 @ 1.4 4 o &
R2=0.891 1.2 -
2 - 1 - y =0.0922x - 2.0848
R?=0.4868
® 15 - © 08 -
o & 1 @ P -
0.4 - o
0.5 - 0.2 -
0 T T T T T T ] O T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Klorofil a (pg/mL) Klorofil a (ug/mL)
A B

Gambar 25. Persamaan hubungan kandungan klorofil a dan Pertumbuhan
propagul K. alvarezii pada perlakuan interaksi konsentrasi media

PES cair dan waktu Pemeliharaan ( A = 20 mL/L dan B =40 mL/L).
Nilai determinasi (R?= 0,891) pada perlakuan interaksi konsentrasi media

PES cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan menunjukkan bahwa
pertumbuhan propagul K. alvarezii turut dipengaruhi oleh kandungan klorofil a
sebesar 89,1%, sedangkan sisanya sebesar 10,9% adalah pengaruh faktor luar
yang tidak dapat dijelaskan dalam model. Sementara Nilai determinasi (R? =
0,486) pada perlakuan interaksi konsentrasi media PES cair 40 mL/L dengan
waktu pemeliharaan menunjukkan bahwa pertumbuhan propagul K. alvarezii
turut dipengaruhi oleh kandungan klorofil a hanya sebesar 48,6%, sedangkan

sisanya sebesar 51,4% adalah pengaruh faktor luar yang tidak dapat dijelaskan

dalam model.
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Meskipun nitrat dan fosfat sangat penting untuk pertumbuhan dan proses
fotosintesis tanaman, namun tanaman hanya membutuhkan unsur ini dalam
jumlah yang cukup. Oleh karena itu berdasarkan hasil penelitian ini maka diduga
bahwa konsentrasi media PES cair 20 mL/L menyediakan unsur N dan P yang
cukup untuk pertumbuhan dan proses fotosintesis propagul K. alvarezii. Tetapi
ketika konsentrasi media PES cair dinaikkan menjadi 40 mL/L menyebabkan
pertumbuhan serta kandungan Kklorofil a dan fikoeritrin menurun. Hal ini
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi nutrisi diatas kebutuhan optimal
tidak akan meningkatkan pertumbuhan. Hal ini sejalan dengan pendapat Knecht
and Goransson (2004) bahwa tanaman membutuhkan konsentrasi nutrisi
minimum tertentu untuk tumbuh, dan ketika konsentrasi nutrisi meningkat ke
tingkat optimum, maka akan meningkatkan laju pertumbuhan relatif. Peningkatan
konsentrasi nutrisi lebih - jauh di atas optimal tidak akan meningkatkan
pertumbuhan, dan pada konsentrasi yang sangat tinggi nutrisi akan menjadi
racun, pertumbuhan dan tingkat fotosintesis akan menurun dan tanaman
mungkin akan mati.

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian tahap | ini diperoleh
bahwa perlakuan konsentrasi media PES cair 20 mL/L memberikan kandungan
klorofil a dan fikoeritrin yang dapat meningkatkan pertumbuhan propagul K.
alvarezzi dibandingkan perlakuan konsentrasi media PES cair 40 mL/L. Oleh
karena itu konsentrasi media PES cair 20 mL/L selanjutnya digunakan sebagai

perlakuan pada penelitian tahap Il dan .

5.2. Penelitian Tahap Il (Intensitas Cahaya)

Cahaya adalah faktor fisik yang penting untuk fotosintesis pada rumput laut
dan tumbuhan yang lebih tinggi karena digunakan untuk menyerap nutrisi ke
dalam sel, terutama nitrogen dan karbon. Penyerapan cahaya untuk fotosintesis
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tergantung pada komposisi pigmen, sementara komposisi pigmen tergantung
pada tersedianya nitrogen. Stockenreiter et al. (2013) menyatakan bahwa
pertumbuhan alga dipengaruhi oleh intensitas cahaya melalui efeknya pada

fotosintesis.

5.2.1. Pengaruh Intensitas Cahaya Terhadap Pertumbuhan Propagul K.

alvarezii Hasil Kultur Jaringan

Intensitas cahaya adalah sumber energi bagi rumput laut untuk tumbuh
dan merupakan faktor terpenting untuk mengendalikan absorpsi nitrogen.
Choochote et al., (2010) menyatakan bahwa intensitas cahaya merupakan salah
satu faktor penting untuk memaksimalkan konversi dari energi cahaya menjadi
biomassa.

Hasil pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan
menunjukkan bahwa pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii
semakin meningkat seiring dengan meningkatnya waktu pemeliharaan pada

semua perlakuan intensitas cahaya (Gambar 26. dan 27).

Intensitas Cahaya
3 B 1300 lux ® 1900 lux 2.59

2.5

1.39
1.5

Berat (g)

0.75 0.85

1 0.7
0.56 049 0:63
0.36 0.35

0.5

0 2 4 6 8
Waktu (minggu)

Gambar 26. Pengaruh Interaksi Intensitas Cahaya dan Waktu Pemeliharaan
terhadap Pertambahan Berat Propagul K. alvarezii Selama
delapan minggu pemeliharaan
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Panjang (cm)

0.5

Intensitas Cahaya
B 1300 lux m 1900 lux

1.9

1.34
1.25
11 997 LLo

2.37

1.35

2.73

1.5

0 2 4

Waktu (minggu)

Gambar 27. Pengaruh Interaksi Intensitas Cahaya dan Waktu Pemeliharaan
terhadap Pertambahan Panjang Propagul K. alvarezii Selama
delapan minggu pemeliharaan

Berdasarkan nilai rata-ratanya maka perlakuan interaksi intensitas cahaya

1900 lux dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan pertambahan

berat dan panjang tertinggi, yaitu sebesar 2,59 g dan 2,73 cm, sementara

perlakuan interaksi intensitas cahaya 1300 lux dengan waktu pemeliharaan

delapan minggu memberikan rata-rata pertambahan berat dan panjang terendah,

yakni 0,85 g dan 1,50 cm (Tabel 6., Lampiran 13. dan 14.).

Tabel 6. Rerata pertambahan Berat dan Panjang propagul K. alvarezii pada

berbagai perlakuan intensitas cahaya

Intensitas  Pertambahan Awal Akhir Pertambahan
cahaya (lux) (0 minggu) (8 minggu) Mutlak (g)
1300 Berat (g) 0,36+0,026 0,85+0,138 0,49+0,114
Panjang (cm)  1,10+0,265 1,50+0,346 0,400,100
1900 Berat (g) 0,35+0,020 2,59+0,072 2,24+0,074
Panjang (cm) 0,997+0,233 2,730,070  1,73+0,287
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Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan memberikan
pengaruh yang nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap
pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii. Demikian juga pengaruh
faktor tunggal intensitas cahaya tanpa melihat faktor waktu pemeliharaan dan
perlakuan tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor intensitas cahaya
memberikan pengaruh yang sangat nyata terhadap pertambahan berat dan
panjang propagul K. alvarezii (Lampiran 15. Dan 16.).

Meningkatnya pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii pada
perlakuan intensitas cahaya 1900 lux ini juga didukung oleh hasil pengukuran
laju pertumbuhan hariannya (LPH). Hasil pengamatan selama delapan minggu
masa pemeliharaan menunjukkan bahwa laju pertumbuhan harian (LPH) berat
propagul K. alvarezii semakin meningkat seiring dengan meningkatnya waktu
pemeliharaan pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux. Sementara pada
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan laju pertumbuhan harian
(LPH) berat propagul yang semakin. menurun sampai waktu pemeliharaan
minggu keenam dan sedikit ‘meningkat pada waktu pemeliharaan minggu
kedelapan (Gambar 28.).

Pada akhir masa pemeliharaan (8 minggu) menunjukkan bahwa interaksi
perlakuan intensitas cahaya 1900 lux dengan waktu pemeliharaan delapan
minggu memberikan rata-rata laju pertumbuhan harian (LPH) berat adalah
4,46%/hari sedangkan perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan rata-
rata laju pertumbuhan harian (LPH) berat sebesar 0,9%/hari (Lampiran 17.). Nilai
LPH berat pada perlakuan intensitas cahaya 1900 Ilux ini cukup baik
dibandingkan perlakuan intensitas cahaya 1300 lux, mengingat LPH rumput laut
cottonii pada saat dibudidayakan di alam berkisar antara 3-5% tergantung musim

(Thirumaran & Anantharaman, 2009).
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Intensitas Cahaya 4.42 4.46
4.5 M 1300 lux m 1900 lux

3.65
3.5 3.01

3 2.42
2.5

LPH (%)

15 0.82 068 0.9

0.5

2 4 6 8
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Gambar 28. Pengaruh Interaksi Intensitas Cahaya dan Waktu Pemeliharaan
terhadap Laju. Pertumbuhan Harian (LPH) Berat Propagul K.
alvarezii Selama delapan minggu pemeliharaan

Laju pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh bobot rumput laut. Bobot
rumput laut yang meningkat dengan cepat maka laju pertumbuhan juga semakin
cepat. Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa meningkatnya rata-rata laju
pertumbuhan harian (LPH) berat selama delapan minggu pemeliharaan pada
perlakuan intensitas cahaya 1900 Ilux sejalan dengan peningkatan bobot
beratnya. Model pertumbuhan yang terjadi menunjukkan bahwa pada awalnya
terjadi periode pertumbuhan yang cepat kemudian melambat yang merupakan

suatu proses pertumbuhan yang normal bagi rumput laut. Rioux et al. (2009)

mengemukakan bahwa pada setiap proses pertumbuhan maka periode awal

merupakan sintesis protein dan lipid yang meningkat kemudian periode elongasi
dimulai, dan tanaman tumbuh cepat sampai pada tingkat maksimun kemudian
pertumbuhan akan mengalami penurunan.

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan berpengaruh

sangat nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) berat propagul K. alvarezii
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tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) panjang
propagul K. alvarezii. Sementara pengaruh faktor tunggal intensitas cahaya
tanpa melihat faktor waktu pemeliharaan memberikan pengaruh yang nyata
terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) berat dan panjang propagul K. alvarezii.
Selanjutnya  perlakuan - tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor
intensitas cahaya tidak berpengaruh nyata terhadap laju pertumbuhan harian
(LPH) berat propagul K. alvarezii tetapi memberikan pengaruh yang nyata
terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K. alvarezii (Lampiran
19. dan 20.).

Pengaruh perlakuan - tunggal intensitas cahaya terhadap Ilaju
pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan
menunjukkan bahwa perlakuan intensitas cahaya 1900 lux memberikan rata-rata
laju pertumbuhan harian (LPH) panjang sebesar 1,84%/hari sementara
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan rata-rata laju pertumbuhan

harian (LPH) panjang sebesar 0,56%/hari. (Gambar 29. dan Lampiran 18.).

1.84
2
X1s
T 0.56
-1
0.5
0
1300 1900

Intensitas cahaya (lux)
Gambar 29. Pengaruh Intensitas Cahaya Terhadap Laju Pertumbuhan Harian
(LPH) panjang propagul K. alvarezii selama delapan minggu
pemeliharaan

Pengaruh perlakuan tunggal waktu pemeliharaan terhadap laju

pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan
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menunjukkan bahwa laju pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K.
alvarezii meningkat pada waktu pemeliharaan minggu kedua dan selanjutnya

mengalami penurunan sampai akhir masa pemeliharaan (minggu kedelapan)

(Gambar 30.).
2 1.66
1.42
$ 15
S 1.02
I
o
- 1 0.69
0.5
0
1 2 3 4

Waktu (minggu)

Gambar 30. Pengaruh Waktu Pemeliharaan Terhadap Laju Pertumbuhan Harian
(LPH) Panjang propagul K. alvarezii selama delapan minggu
pemeliharaan

Kisaran laju pertumbuhan harian pada perlakuan intensitas cahaya 1900
lux menunjukkan hasil yang lebih tinggi, yaitu 2,42-4,46 %/hari untuk
pertambahan berat dan 0,99-2,57 %/hari untuk pertambahan panjang.

Sementara perlakuan  intensitas cahaya 1300 lux memberikan kisaran laju

pertumbuhan berat harian adalah 0,68-3,65 %f/hari dan laju pertumbuhan

panjang harian adalah 0,37-0,76 %/hari.
Berdasarkan nilai rata-ratanya maka perlakuan intensitas cahaya 1900

lux memberikan rata-rata nilai Laju Pertumbuhan Hariannya (LPH) sebesar 3,58

%/hari untuk pertambahan berat dan 1,84 %/hari untuk pertambahan panjang,

sementara perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan rata-rata laju

pertumbuhan harian adalah 1,48 %/hari untuk pertambahan berat dan 0,56

%/hari untuk pertambahan panjang (Lampiran 17. dan 18.).
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Semakin meningkatnya pertambahan berat dan panjang propagul pada
perlakuan intensitas cahaya 1900 lux dibandingkan perlakuan intensitas cahaya
1300 lux menunjukkan bahwa perlakuan intensitas cahaya 1900 lux merupakan
intensitas cahaya yang dapat memaksimalkan penyerapan nutrisi pada media
kultur sehingga memberikan pertumbuhan sel propagul K. alvarezii yang lebih
baik. Diduga bahwa peranan intensitas cahaya terhadap pertumbuhan propagul
K. alvarezii ini berhubungan dengan penyerapan nutrisi melalui proses difusi.

Difusi merupakan peristiwva mengalirnya atau berpindahnya suatu zat
dalam pelarut dari bagian berkonsentrasi tinggi ke bagian yang berkonsentrasi
rendah. (Campbell, 2008). Proses berpindahnya zat-zat nutrisi pada media PES
cair ke dalam air laut steril sebagai pelarut yang merupakan media kultur
berlangsung melalui proses difusi. Zat-zat nutrisi pada media PES cair yang
mempunyai konsentrasi tinggi akan menyebar ke dalam air laut steril sebagai
media kultur yang mempunyai konsentrasi lebih rendah untuk mencapai keadaan
yang homogen pada larutan media kultur. Keadaan yang homogen ini akan
mengoptimalkan penyerapan- nutrisi dari media kultur ke dalam sel propagul
melalui proses osmosis.

Salah satu faktor yang mempengaruhi kecepatan atau laju difusi zat-zat
nutrisi ke dalam air laut steril sebagai media kultur adalah suhu. Sebagaimana
diketahui bahwa setiap zat cenderung dalam keadaan bergerak. Tenaga gerak
semakin besar pada suhu yang semakin tinggi sehingga gerak zat akan semakin
cepat. Molekul-molekul zat yang lebih cepat bergerak karena kenaikan suhu
tersebut akan mengakibatkan laju difusi juga semakin cepat.

Perlakuan intensitas cahaya 1900 lux diduga memberikan laju difusi
yang lebih cepat dibandingkan perlakuan intensitas cahaya 1300 lux karena suhu
akan semakin meningkat pada intensitas cahaya yang lebih - tinggi.

Retnaningdyah, et al., (2011) menyatakan bahwa cahaya juga berfungsi untuk
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memanasi media (air) sehingga terjadi perubahan suhu pada media, dimana
semakin lama dan besar intensitas cahaya, maka suhu media akan semakin
meningkat. Akibatnya kondisi homogenitas zat-zat nutrisi pada media kultur lebih
cepat tercapai pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux sehingga dapat
memaksimalkan penyerapan nutrisi melalui proses osmosis untuk meningkatkan
pertumbuhan propagul bila dibandingkan dengan perlakuan intensitas cahaya

1300 lux (Gambar 31.).

PES 20
mL/L

Gambar 31. llustrasi Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap Proses Difusi Media
PES cair

1300 lux 1900 lux

Peningkatan suhu pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux didukung
oleh data hasil pengukuran suhu pada pengamatan parameter kualitas air media
kultur selama pemeliharaan. Perlakuan intensitas cahaya 1900 lux memberikan
rata-rata kisaran suhu media kultur selama pemeliharaan adalah - 23,48 —
26,81°C sementara perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan rata-rata
kisaran suhu media kultur selama pemeliharan yang lebih rendah, yaitu 21,8 -
22°C (Tabel 7.).

Proses difusi yang berlangsung lebih optimal pada perlakuan intensitas
cahaya 1900 lux ini menyebabkan sehingga semakin banyak nutrien, khususnya
nitrogen dalam bentuk nitrat (NO3) yang dapat dipindahkan ke dalam plasma
membran melalui proses osmosis, sebagaimana yang telah dijelaskan pada

tahap | (Gambar 16.). Selanjutnya Nitrat (NOz) akan direduksi menjadi nitrit
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(NO2) kemudian direduksi menjadi ammonium (NH4"). Ammonium ini akan
segera mengalami sintesis lebih lanjut menjadi senyawa-senyawa organik baik
yang berupa asam amino, amida maupun senyawa lainnya (Mulholland &
Lomas, 2008).

Tabel 7. Parameter Kualitas Air

No. Parameter Kisaran Pengamatan Pustaka
1300 lux 1900 lux
J; Suhu (°C) 21,8-22 23,48 — 26,81 22- 33

(Lideman et al., 2013).

2 Derajat 8,43 -8,59 7,87 — 8,67 6-8
Keasaman (pH) (Semedi et al., 2016)
3 DO (mg/L) 4,5-4.6 5,03-5,3 5-8

(Semedi et al., 2016)
4  Salinitas (ppm) 38-40 33-34,2 30-35

(Dawes, 1981)

5.2.2. Pengaruh Intensitas Cahaya Terhadap Kandungan Klorofil a dan
Fikoeritrin K. alvarezii Hasil Kultur Jaringan

Intensitas cahaya juga mempunyai peranan yang sangat penting dalam
proses fotosintesis, dimana cahaya digunakan untuk membantu rumput laut
dalam proses perombakan bahan anorganik menjadi organik. Semakin tinggi
intensitas cahaya yang diterima, maka semakin cepat rumput laut melakukan
fotosintesis dan semakin cepat rumput laut tumbuh, sebaliknya ketika tumbuhan
tidak mendapatkan cahaya yang cukup maka akan mengurangi bahkan

menghambat proses pertumbuhan.
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Hasil pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan
menunjukkan bahwa kandungan klorofil a pada propagul K. alvarezii meningkat
seiring dengan meningkatnya waktu pemeliharaan pada perlakuan intensitas
cahaya 1900 lux. Sementara pada perlakuan intensitas cahaya 1300 Ilux
memberikan penurunan kandungan Kklorofil a sejalan dengan meningkatnya
waktu pemeliharaan (Gambar 32.). Sebaliknya kandungan fikoeritrin pada
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux mengalami peningkatan sejalan dengan
bertambahnya waktu pemeliharaan, sementara pada perlakuan intensitas
cahaya 1900 Ilux, kandungan fikoeritrin mengalami peningkatan pada
pemeliharaan minggu keempat kemudian menurun pada waktu pemeliharaan
minggu kedelapan (Gambar 33.).

Pada akhir masa pemeliharaan (8 minggu) terlihat bahwa perlakuan
intensitas cahaya 1900 lux memberikan kandungan klorofil a dan fikoeritrin
berturut-turut 57,90 pg/mL dan 66,31 upg/mL sedangkan perlakuan intensitas
cahaya 1300 lux memberikan kandungan klorofil a dan fikoertitrin berturut-turut

adalah 21,13 pg/mL dan 89,47 ug/mL (Tabel 8., Lampiran 21. dan 22.).

Intensitas cahaya
1300 lux = 1900 lux 57.9
60

50 41.75

40 29.5 2877
24.53
30 21.13

Klorofil a (ug/mL)

20
10

0 4 8
Waktu (minggu)

Gambar 32. Pengaruh Interaksi Intensitas Cahaya dan Waktu Pemeliharaan
terhadap Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezii Selama
delapan minggu pemeliharaan
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Intensitas Cahaya
H 1300 lux m 1900 lux
100 83.85

80
60 48.3 47.73

40

Fikoeritrin (ug/mL)

20

89.47
81.3

66.31

0 4

Waktu (minggu)

Gambar 33. Pengaruh Interaksi Intensitas Cahaya dan Waktu Pemeliharaan

terhadap Kandungan Fikoeritrin Propagul K. alvarezii Selama

delapan minggu pemeliharaan

berbagai perlakuan intensitas cahaya

Tabel 8. Rerata Kandungan Pigmen Fotosintesis propagul K. alvarezii pada

Intensitas Waktu pemeliharaan  Pigmen Fotosintesis (ug/mL)
Cahaya (lux) (minggu) Klorofil a Fikoeritrin

1300 0 29,50+1,924  48,30+9,064

4 24,531,013 83,85+3,234

8 21,13+2,534  89,47+0,935

1900 0 28,770,822 47,731,355

4 41,75+0,828 81,30+3,185

8 57,90+4,063 66,31+14,995

Secara umum perlakuan intensitas cahaya 1900 lux memberikan rata-

rata kandungan klorofil a yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan intensitas

cahaya 1300 lux. Sementara perlakuan intensitas cahaya 1300 lux memberikan

rata-rata kandungan  fikoeritrin - yang lebih - tinggi

dibandingkan - perlakuan

intensitas cahaya 1900 lux. Menurut Kimball (1990), fikoeritrin merupakan
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pigmen pelengkap yang berfungsi membantu klorofil-a dalam menyerap cahaya
pada proses fotosintesis.

Kandungan fikoeritrin- yang tinggi pada propagul K. alvarezii dengan
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux ini diduga berhubungan dengan proses
absorpsi cahaya pada proses fotosintesis. Pada perlakuan intensitas cahaya
1300 lux, kandungan klorofil-a pada propagul K. alvarezii adalah paling rendah,
sehingga menyebabkan menurunnya absorbsi/penyerapan cahaya untuk proses
fotosintesis. Sebagai bentuk adaptasi maka terjadi peningkatan pembentukan
fikoeritrin yang lebih banyak yang berperan sebagai pemanen cahaya untuk
membantu Kklorofil a dalam mengabsorbsi cahaya. Indriatmoko et al., (2015)
menyatakan bahwa rendahnya kandungan klorofil a akan memicu pembentukan
fikoeritrin yang lebih banyak untuk membantu penyerapan cahaya yang
digunakan untuk fotosintesis. Sementara itu, propagul K. alvarezii dengan
perlakuan intensitas cahaya 1900 lux mempunyai kandungan klorofil-a yang lebih
tinggi.

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi intensitas cahaya dan waktu pemeliharaan memberikan
pengaruh yang nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap
kandungan klorofil a dan fikoeritrin  propagul K. alvarezii. Demikian juga
pengaruh faktor tunggal intensitas cahaya tanpa melihat faktor waktu
pemeliharaan dan perlakuan tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor
intensitas cahaya memberikan pengaruh yang nyata terhadap kandungan klorofil
a dan fikoeritrin propagul K. alvarezii. (lampiran 23. dan 24.).

Mekanisme peningkatan Klorofil a yang lebih tinggi pada perlakuan
intensitas  cahaya 1900 lux dapat dijelaskan sebagai berikut.  Untuk
mengasimilasi klorofil a maka dibutuhkan nitrogen. Nitrogen diabsorpsi oleh

propagul melalui media kultur dalam bentuk nitrat. Selanjutnya nitrat akan
87



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

direduksi menjadi nitrit dengan bantuan enzim nitrat reduktase. Aktivitas enzim
nitrat reduktase akan meningkat dengan meningkatnya cahaya. Oleh karena itu
meningkatnya aktivitas enzim nitrat reduktase pada perlakuan intensitas cahaya
1900 lux juga menyebabkan peningkatan asimilasi nitrit melalui reaksi anabolic

sebagai berikut :

Nitrate reductase (NR)
NOs + NAD(P)H + 2e= + H* — NO2; + NAD(P)" + H:O
Nitrite reductase (NiR)

NO,™ + 6Fdieg + 66 + 8H" — NHs" + 6Fdox + 2H,0

Dalam bentuk yang tereduksi, nitrogen bereaksi dengan salah satu asam
karboksilat, yaitu a-Asam ketoglutarat membentuk asam amino berupa asam
glutamat. Asam glutamat akan membentuk asam amino levulinat (ALA) yang
berperan sebagai prazat cincin porfirin yang akan mengubah protoklorofilide
menjadi korofil a melalui serangkaian reaksi. Dengan demikian maka perlakuan
intensitas cahaya 1900 lux menyebabkan proses reduksi nitrat menjadi nitrit
berlangsung lebih cepat sehingga klorofil a yang terbentuk juga semakin banyak.
Akibat meningkatnya klorofil a maka semakin banyak juga foton yang diserap.
Foton yang diserap pada intensitas cahaya yang lebih tinggi akan menyumbang
lebih banyak elektron (e) untuk bergabung dengan atom H dan O untuk
menghasilkan energi.

Selanjutnya cahaya juga mempunyai peranan penting pada perubahan
protoklorofilida (Pchl) menjadi klorofil a tersebut, dimana perubahan ini akan
berlangsung cepat pada intensitas cahaya yang lebih tinggi. Protoklorofilida
oxireduktase (POR) berperan dalam mereduksi protoklorofilida a menjadi

klorofilida a. POR akan bekerja jika ada NADPH cahaya. Proses reduksi
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protoklorofilida a menjadi klorofilida a akan terjadi jika cahaya yang diserap
memiliki panjang gelombang 628 — 630 nm. Klorofil sintetase merubah klorofilida
a menjadi klorofil a (Gambar 34.)

ALA

Protoklorofilida ———————— Protoklorofil

Cahaya 2H Cahaya ' 2H

ST 81 R u ) HE ) JRE » » I

\
Klorofilida a - —Klorofil a
klorofilase

Gambar 34. Peranan Cahaya dalam Pembentukan Klorofil

Taiz and Zeiger (2002) menyatakan bahwa pembentukan klorofil a
dipengaruhi oleh cahaya. Cahaya akan mereduksi protoklorofil untuk menjadi
klorofil a dan cahaya tersebut diserap sendiri oleh protoklorofil untuk mengubah
dirinya menjadi klorofil a. Peristiwa .ini disebut dengan autotransformasi.
Autotransformasi dapat terjadi dengan intensitas cahaya yang cukup (tidak
terlalu tinggi dan tidak terlalu rendah). Dengan demikian, jika intensitas cahaya
rendah maka klorofil a tidak dapat terbentuk sehingga pada penelitian ini rata-
rata intensitas cahaya 1300 lux menyebabkan kandungan klorofil a lebih rendah
dibandingkan intensitas cahaya 1900 lux.

Hal sebaliknya terjadi pada kandungan fikoeritrin propagul, dimana pada
intensitas cahaya 1900 lux kandungan fikoeritrin lebih rendah jika dibandingkan
dengan perlakuan intensitas cahaya 1300 lux. Hal ini sangat dipengaruhi oleh

jumlah klorofil a yang lebih rendah pada perlakuan intensitas cahaya 1300 lux
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menyebabkan fikoeritrin yang terbentuk meningkat sebagai bentuk adaptasi
propagul terhadap intensitas cahaya yang rendah. Chakdar et al. (2012)
menyatakan bahwa fikoeritrin merupakan protein yang bekerja sebagai pigmen

pelengkap pada algae merah dan alga biru-hijau seperti halnya fikobilin,
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berfungsi dalam sel alga untuk membantu klorofil-a dalam menyerap cahaya
pada proses fotosintesis. Cahaya yang diserap oleh fikoeritrin secara efisiensi
dipindahkan ke fikosianin, kemudian ke allofikosianin, diteruskan ke allofikosianin
B dan terakhir ke klorofil.

Peningkatan kandungan fikoeritrin pada intensitas cahaya rendah ini juga
menyebabkan pertumbuhan propagul yang lebih rendah dibandingkan intensitas
cahaya 1900 lux. Zou and Gao (2010) menyatakan bahwa pada intensitas
cahaya yang rendah efisiensi fotosintesis setiap klorofil dan laju pertumbuhan
akan menurun karena energl yang ada lebih banyak digunakan untuk sintesis
pigmen dibandingkan untuk pertumbuhan. Oleh karena itu maka meningkatnya
kandungan klorofil a pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux dibandingkan
perlakuan intensitas: cahaya 1300 lux ini juga sejalan dengan pertumbuhan
propagul K. alvarezii.

Necchi (2005) menyatakan bahwa intensitas cahaya merupakan salah satu
faktor utama yang mempengaruhi laju pertumbuhan, konsentrasi pigmen dan laju
fotosintesis pada rumput laut merah. Gunawan (2012) menyatakan bahwa
peningkatan kandungan klorofil terjadi pada saat pertumbuhan yang maksimal.
Hal tersebut disebabkan karena pada pertumbuhan yang maksimal energi yang
dibutuhkan semakin besar sehingga kloroplas perlu mengubah banyak energi
cahaya menjadi energi kimia. Semakin bekerja bagian kloroplas maka semakin

banyak pula klorofil yang dibutuhkan untuk menyerap energi cahaya tersebut,

IVERSITA

dengan demikian klorofil yang terbentuk akan semakin banyak. Oleh karena itu
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meningkatnya kandungan klorofil a. pada intensitas cahaya 1900 lux juga diikuti
dengan peningkatan pertumbuhan propagul.

Klorofil a merupakan pigmen pemanen cahaya pada rumput laut dari
genus Kappaphycus, sementara fikoeritrin merupakan pigmen pelengkap yang
berfungsi membantu klorofil-a dalam menyerap cahaya pada proses fotosintesis
(Chakdar et al. 2012). Intensitas cahaya sangat mempengaruhi pembentukan
klorofii a pada tanaman. Penerimaan cahaya yang kurang maksimal akan
mempengaruhi proses pembentukan klorofil dan mengganggu proses
fotosintesis rumput laut. Penurunan aktifitas fotosintesis akan berdampak pada
pertumbuhan rumput laut karena sangat berhubungan dengan penyerapan dan
pemanfaatan nutrien untuk metabolisme sel.

Serdiati dan Widiastuti (2010) mengemukakan bahwa rumput laut dapat
memanfaatkan cahaya lebih optimal sebagai sumber energi untuk proses
fotosintesis dan dapat membantu rumput laut untuk memperoleh unsur hara atau
nutrien, karena peningkatan fotosintesis dapat meningkatkan kemampuan
rumput laut untuk memperoleh unsur hara atau nutrien untuk pertumbuhan. Hal
ini dipertegas oleh pendapat Soenardjo (2011) bahwa pertumbuhan rumput laut
didukung oleh cahaya terutama sebagai pendukung dalam proses
berlangsungnya kegiatan fotosintesa yang digunakan untuk pertumbuhan dan
perkembangan.

Pernyataan diatas sejalan dengan hasil penelitian ini yang menunjukkan
adanya korelasi yang kuat antara pertumbuhan dengan kandungan klorofil a
propagul K. alvarezii pada perlakuan interaksi intensitas cahaya 1900 lux
dengan waktu pemeliharaan (R? = 0,891) dibandingkan perlakuan interaksi
intensitas cahaya 1300 lux dengan waktu pemeliharan (R? = 0,486) (Gambar

35.).
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Gambar 35. Persamaan hubungan kandungan. klorofil a dan Pertumbuhan
propagul K. alvarezii pada perlakuan interaksi intensitas cahaya dan
waktu Pemeliharaan ( A = 1300 lux dan B = 1900 lux).

Nilai determinasi (R? = 0,891) pada perlakuan interaksi intensitas cahaya

1900 Ilux dengan waktu pemeliharaan menunjukkan bahwa pertumbuhan

propagul K. alvarezii turut dipengaruhi oleh kandungan klorofil a sebesar 89,1%,

sedangkan sisanya sebesar 10,9% adalah pengaruh faktor luar yang tidak dapat

dijelaskan dalam model. Sementara Nilai determinasi (R? = 0,551) pada
perlakuan interaksi intensitas cahaya 1300 lux dengan waktu pemeliharaan
menunjukkan bahwa pertumbuhan propagul K. alvarezii turut dipengaruhi oleh

kandungan Klorofil a hanya sebesar 55,1%, sedangkan sisanya sebesar 44,9%

adalah pengaruh faktor luar yang tidak dapat dijelaskan dalam model.

Peningkatan berat dan panjang propagul yang lebih tinggi pada perlakuan
intensitas cahaya 1900 lux dibandingkan perlakuan intensitas cahaya 1300 lux
diduga ' juga dipengaruhi oleh transportasi nitrat dan fosfor. Sebagaimana
diketahui bahwa nitrogen dalam media kultur biasanya dalam bentuk nitrat (NOs3),
nitrit (NO2) dan amoniak (NHs). Nitrogen dalam bentuk nitrat pada media kultur

dapat diperoleh propagul K. alvarezii melalui proses osmosis sebagaimana telah

dibahas pada penelitian tahap I. Nitrat akan direduksi menjadi nitrit dengan
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bantuan enzim nitrat reduktase di sitosol. Aktivitas enzim nitrat reduktase ini
dipengaruhi  oleh intensitas cahaya. Meningkatnya intensitas cahaya
menyebabkan aktivitas enzim nitrat reduktase juga meningkat dalam
mempercepat pengambilan nitrat. Oleh karena itu perlakuan intensitas cahaya
1900 lux pada penelitian ini dapat mempercepat reduksi nitrat (NOs’) yang
diabsoprsi melalui media kultur menjadi nitrit (NO2") bila dibandingkan dengan
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux. Selanjutnya Nitrit (NO>) akan direduksi
menjadi ammonium (NH."). Ammonium ini akan segera mengalami sintesis lebih
lanjut menjadi senyawa-senyawa organik baik yang berupa asam amino, amida
maupun senyawa lainnya (Mulholland & Lomas, 2008).

Senyawa organik yang terbentuk melalui penyerapan nitrat dan asimilasi
ini selanjutnya akan bergabung membentuk protein dan makromolekul yang
berperan untuk pertumbuhan propagul. Metabolisme nitrogen ini merupakan
bagian terpenting dari asam amino yang berhubungan dengan kadar protein
propagul. Menurut Armanda et al., (2013) bahwa makronutrien yang sangat
mempengaruhi pertumbuhan dan produktivitas biomassa alga adalah nitrogen
dalam bentuk nitrat karena digunakan untuk pembentukan protein, lemak dan
klorofil. Reaksi reduksi nitrogen sampai penyusunan asam amino menjadi protein
ini sangat dipengaruhi intensitas cahaya. Berdasarkan pernyataan tersebut maka
dapat disimpulkan bahwa perlakuan intensitas cahaya 1900 lux memiliki serapan
nitrat yang tinggi karena jumlah cahaya yang diberikan pada perlakuan ini dapat
meningkatkan aktivitas enzim nitrat reduktase yang berperan dalam proses
reduksi nitrat menjadi nitrit.

Selain nitrat, fosfat juga merupakan faktor nutrien utama bagi kebutuhan
alga. Fosfat merupakan komponen yang berperan dalam pembentukan DNA,
lipid dan metabolisme energi, seperti ATP dan NADPH. Intensitas cahaya sangat

dibutuhkan untuk membantu penyerapan fosfat yang akan digunakan untuk
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membantu produksi ATP dan NADPH sebagai sumber energi yang digunakan
pada siklus Calvin untuk memfosforilasi dan mengubah 3-phosphoglycerate
(PGA) menjadi Glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) serta regenerasi Ribulose
1,5-bisphosphate (RuBP) (Reich et al,. 2009). Perlakuan intensitas cahaya 1900
lux diduga dapat mempercepat penyerapan  fosfor dengan meningkatkan
aktivitas enzim alkalin fosfatase yang dapat mengubah fosfat-fosfat menjadi
ortofosfat yang siap dipakai sehingga propagul mampu menyerap fosfat melebihi
kebutuhannya (luxury consumption) dan mampu menyerap fosfat pada
konsentrasi yang sangat rendah (Sahoo and Ohno, 2001).

Hasil analisa data terhadap kandungan Nitrogen (N) dan Fosfor (P)
berdasarkan kualitas air dan kandungan proksimat pada penelitian ini juga
mendukung mekanisme pengaruh intensitas cahaya erhadap transportasi nitrat
dan fosfor dalam meningkatkan pertumbuhan propagul K. alvarezii. Hasil
perhitungan penyerapan N dan P berdasarkan kualitas air (Tabel 9.)
menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada perlakuan intensitas cahaya
1300 lux lebih banyak menyerap amoniak sedangkan propagul K. alvarezii pada
perlakuan intensitas cahaya 1900 lux lebih banyak menyerap nitrat.

Tabel 9. Penyerapan nitrat, nitrit, amoniak dan total fosfat oleh propagul alvarezii
pada berbagai perlakuan intensitas cahaya.

Penyerapan Intensitas cahaya
(mg/g) 1300 lux 1900 lux
NOs3 0,047059 1,316602
NO, * *
NHs 0,152941 0,06564
PO. 0,094118 0,5444

Keterangan : * = tidak terdeteksi
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Jumlah nitrat yang diserap pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux
menunjukkan nilai yang paling tinggi yaitu sebesar 1,316602 mg/g, sedangkan
pada perlakuan intensitas cahaya 1300 lux menunjukkan nilai sebesar 0,047059
mg/g. Nitrit yang diserap tidak dapat dideteksi, karena nilai kandungan nitrit yang
terdapat di perairan <0,01 mg/L. Sementara itu, amoniak yang diserap pada
perlakuan intensitas cahaya 1300 lux menunjukkan nilai tertinggi yaitu sebesar
0,152941 mg/g, sedangkan pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux hanya
mampu menyerap sebesar 0,06564 mg/g. Pada hasil perhitungan total fosfat
menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada perlakuan intensitas cahaya
1900 lux melakukan penyerapan total fosfat tertinggi yaitu sebesar 0,5444 mg/g,
sedangkan pada perlakuan intensitas cahaya 1300 lux hanya mampu menyerap
total fosfat sebesar 0,094118 mg/g.

Berdasarkan “hasil diatas maka penyerapan nutrisi berupa NOs dan PO.
yang lebih banyak pada perlakuan intensitas cahaya 1900 lux menyebabkan
intensitas cahaya 1900 lux memberikan rata-rata pertumbuhan propagul yang
lebih tinggi. Sementara itu perlakuan intensitas cahaya 1300 lux menunjukkan
penyerapan NOz yang lebih rendah karena energy cahaya yang ada tidak cukup
untuk mereduksi nitrat menjadi nitrit untuk membentuk senyawa organic yang
berperan dalam pertumbuhan propagul. Oleh karena itu propagul pada perlakuan
intensitas cahaya 1300 lux lebih cenderung memanfaatkan ammonium terlarut
terlebih dahulu dibandingkan nitrat karena amoniak biasanya dapat digunakan
langsung untuk sintesis asam-asam amino.

Hasil peneltian ini diperkuat oleh penelitian Joniyas et al., (2016) yang
menyimpulkan bahwa kapasitas penyerapan nitrat dan fosfat sangat berkorelasi
dengan kondisi intensitas cahaya, sementara itu intensitas cahaya tidak

berpengaruh signifikan terhadap laju serapan amonium. Penyerapan NO3z pada
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intensitas cahaya tinggi menjadi dua kali lebih tinggi dibandingkan dengan
intensitas cahaya rendah.

Hasil perhitungan penyerapan N dan P berdasarkan analisis proksimat
(Gambar 36. dan 37.) menunjukkan bahwa propagul K. alvarezii pada perlakuan
intensitas cahaya 1900 lux mampu melakukan penyerapan nitrogen dan fosfor
yang tertinggi, Yyaitu berturut-turut sebesar 0,16 umol/g/hari dan 0,0297
pmol/g/hari. Sementara propagul K. alvarezii dengan perlakuan intensitas cahaya
1300 lux secara berturut-turut hanya mampu melakukan penyerapan nitrogen
dan fosfor sebesar 0,062 pumol/g/hari dan 0,01037 pmol/g/hari. Hasil ini
menunjukkan bahwa pada semua perlakuan intensitas cahaya, propagul K.
alvarezii mencatat tingkat pertumbuhan tertinggi ketika konsentrasi nutrisi lebih
tinggi. Hal ini disebabkan karena rumput laut tumbuh sangat cepat di bawah

konsentrasi nutrisi yang tinggi terutama ketika N tinggi (Fei, 2004).
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Gambar 36. Penyerapan nitrogen oleh propagul K. alvarezii pada berbagai
perlakuan intensitas =~ cahaya ~ selama delapan  minggu
pemeliharaan
Banyak penelitian melaporkan bahwa tingkat penyerapan nitrat dan fosfor

meningkat dengan meningkatnya intensitas cahaya (Smit, 2002; Ozaki et al.,

2001). Markou et al., (2012) menyatakan bahwa beberapa alga memiliki
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mekanisme penyimpanan fosfor di mana mereka mengambil fosfor dalam jumlah
yang lebih besar daripada yang dibutuhkan untuk pertumbuhan langsung mereka
dan mereka menyimpannya sebagai polifosfat dalam bentuk intraseluler. Hasil

penelitian ini juga mengungkapkan bahwa penyerapan fosfat lebih tinggi dengan
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Gambar 37. Penyerapan fosfor oleh propagul K. alvarezii pada berbagai
perlakuan intensitas cahaya selama delapan = minggu

pemeliharaan
Lebih lanjut Markou et al,. (2012) juga mempelajari efek dari berbagai
serapan fosfor dalam kaitannya dengan intensitas cahaya pada Arthrospira
(Spirulina) platensis. Hasilnya mengungkapkan bahwa dengan meningkatnya
intensitas cahaya, penyerapan fosfor juga meningkat. Xu et al. (2012)
melaporkan bahwa tingkat penyerapan fosfor pada Laminaria japonica tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan peningkatan intensitas cahaya,
kecuali pada intensitas cahaya 144 pmol foton m? s, yang menunjukkan tingkat

penyerapan fosfor yang lebih tinggi dibandingkan dengan tingkat penyerapan
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fosfor pada intensitas cahaya 18, 36, 72, 270 ymol foton m2s. Kesimpulannya

bahwa media akuatik termasuk media kultur memiliki beberapa interaksi dengan
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Hurd et al. (2014) menyatakan bahwa intensitas cahaya dapat
menyediakan energi untuk menghasilkan daya dan ATP yang digunakan dalam
transportasi nitrat, reduksi NOz dan NOs menjadi NH4s* menjadi asam amino.
Selanjutnya, cahaya menghasilkan karbon yang diperlukan untuk membentuk
molekul yang lebih besar dari ion-ion nutrisi tersebut. Oleh karena itu tingkat
pertumbuhan alga umumnya meningkat dengan meningkatnya intensitas cahaya.
Penyerapan nutrisi dan proses asimilasi merupakan proses yang sangat
mempengaruhi pertumbuhan.

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian tahap Il ini diperoleh
bahwa perlakuan intensitas cahaya 1900 lux dengan media PES 20 mL/L
memberikan kandungan klorofil a dan  fikoeritrin yang dapat meningkatkan
pertumbuhan propagul K. alvarezzi dibandingkan perlakuan intensitas cahaya
1300 lux dengan media PES 20 mL/L. Oleh karena itu intensitas cahaya 1900 lux
dengan media PES 20 mL/L selanjutnya digunakan sebagai perlakuan pada

penelitian tahap Il

5.3. Penelitian Tahap lll (Fotoperiod / Lama Penyinaran)

Selain intensitas cahaya, fotoperiod juga memegang peranan penting
sebagai pendukung pertumbuhan alga. Fotoperiodik atau lama penyinaran
merupakan salah satu aspek cahaya yang juga dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan proses fotosintesis rumput laut. Dalam fotoperiode yang
terpenting bukanlah intensitas cahaya, melainkan lama paparan cahaya.

Fotoperiodisme adalah respon suatu organisme terhadap lamanya
penyinaran sinar matahari. Lama penyinaran relative antara siang dan malam 24
jam ini _akan mempengaruhi fisiologis dari tumbuhan. Ligin et al. (2008)
menyatakan bahwa fotoperiode dapat mendukung proses transfer energi cahaya
pada organisme fotosintesis seperti alga.
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5.3.1. Pengaruh Fotoperiod Terhadap Pertumbuhan Propagul K. alvarezii
Hasil Kultur Jaringan

Menurut Prasetiyo et al., (2015) , pencahayaan merupakan faktor yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan karena pencahayaan memfasilitasi proses
asimilasi nutrisi terutama gula. Fotoperiode atau siklus gelap terang berperan
sebagai agen stressor yang mempengaruhi pertumbuhan dan sintesis senyawa
sekunder.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa selama delapan minggu masa
pemeliharaan perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dan D (18L : 6D) memberikan
pertambahan berat propagul K. alvarezii yang terus meningkat sampai akhir
masa pemeliharaan dengan pertambahan berat paling tinggi terdapat pada
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D). Sementara perlakuan fotoperiod A (6L : 18D)
menunjukkan pertambahan berat yang meningkat sampai masa pemeliharaan 4
minggu. kemudian mengalami penurunan pertambahan berat pada masa
pemeliharan 6 dan 8 minggu. Perlakuan fotoperiod C (24L : OD) menunjukkan
pertambahan berat yang meningkat sampai masa pemeliharaan 6 minggu
kemudian mengalami penurunan pertambahan berat pada masa pemeliharan 8
minggu (Gambar 38.).

Berdasarkan nilai rata-ratanya maka interaksi perlakuan fotoperiod B (12L
: 12D) dengan waktu pemeliharan 8 minggu memberikan rata-rata pertambahan
berat propagul K. alvarezii yang paling tinggi, yaitu 2,72 g, kemudian berturut-
turut secara menurun diikuti oleh perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) sebesar 1,68
g, perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) sebesar 0,60 g dan pertumbuhan yang
paling rendah pada perlakuan pencahayaan penuh C (24L) sebesar 0,53 ¢

(Tabel 10. dan Lampiran 25.).
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Gambar 38. Pengaruh Interaksi Fotoperiod dan Waktu Pemeliharaan terhadap
Pertambahan Berat Propagul K. alvarezii Selama delapan minggu
pemeliharaan [A (6L : 18D), B (12L : 12D), C (24L : 0D), dan D (18L
: 6D)]

Tabel 10. Rerata pertambahan Berat dan Panjang propagul K. alvarezii pada
berbagai perlakuan fotoperiod

Fotoperiod / L:D Pertambahan Awal Akhir Pertambahan
(Jam) (0 minggu) (8 minggu) Mutlak (g)
A (6L : 18D) Berat (9) 0,37+0,015  0,60+0,097 0,23+0,082

Panjang (cm) 0,870,153 1,630,208 0,77+0,321

B (12L : 12D) Berat (g) 0,350,036  2,72+0,286  2,3740,252

Panjang (cm)  0,98+0,301 2,67+0,168 1,69+0,312

C (24L : 0D) Berat (g) 0,34%0,015  0,53%0,178  0,19+0,179

Panjang (cm) 0,970,058 1,50+0,5 0,53+0,451

<
<
s
:

D (18L : 6D) Berat (g) 0,36:0,035 1,68+0,045  1,32+0,076

Panjang (cm) 0,970,306 ~ 1,97+0,153 1,000,361

AS

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
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nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap pertambahan berat
propagul K. alvarezii tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan
panjang propagul K. alvarezii. Sementara pengaruh faktor tunggal fotoperiod
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pemeliharaan tanpa melihat faktor fotoperiod juga memberikan pengaruh yang
nyata terhadap pertambahan berat dan panjang propagul K. alvarezii. (Lampiran
27.dan 28.).

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) perlakuan interaksi fotoperiod
dengan waktu pemeliharaan terhadap pertambahan berat propagul K. alvarezii
menunjukkan bahwa perlakuan interaksi fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu
pemeliharaan delapan minggu memberikan pertambahan berat propagul K.
alvarezii yang paling tinggi. Hasil ini tidak berbeda nyata dengan interaksi
perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
tetapi kedua interaksi perlakuan ini memberikan pertambahan berat propagul K.
alvarezii yang berbeda sangat nyata dengan kedua interaksi perlakuan lainnya
(Tabel 11.).

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor tunggal
fotoperiod menunjukkan bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) memberikan
pertambahan berat propagul K. alvarezii yang yang paling tinggi dan tidak
berbeda nyata dengan perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) tetapi kedua perlakuan
ini berbeda sangat nyata dengan kedua perlakuan fotoperiod lainnya. Sementara
hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor tunggal waktu
pemeliharaan menunjukkan bahwa perlakuan waktu pemeliharaan delapan
minggu memberikan pertambahan berat propagul K. alvarezii yang paling tinggi

dan berbeda nyata dengan dengan semua perlakuan waktu pemeliharaan
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Tabel 11. Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) Pertambahan Berat Propagul K. alvarezii
pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Pengaruh Pengaruh Tunggal A Pengaruh
Tunggal B (waktu Pemeliharaan) Utama (B)
(Fotoperiod)
0 2 4 6 8

A (6L:18D)  0,37% 0,49  0.677"°  0,64%°  0,60%° 0,56
B (12L: 12D) 0,352 0,55%¢ 0,89 1,55¢ 2,72° 1,21°
C (24L : OD) 0,34%  0,48%c 0,57%c  0,81%° (0,537 0,55°
D (18L : 6D) 0,36%  0,54%c 0,71%°  0,93¢ 1,68¢ 0,857
Pengaruh 0,36*  0,52* Q,71%c 0,98 1,38°
Utama A
BNJ Ao.os = 0.368 ; BNJ Boos =0.344 ; BNJ AxBoos = 0.496

Ket : angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata

Pengaruh perlakuan tunggal fotoperiod terhadap pertambahan panjang
propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan menunjukkan bahwa perlakuan
fotoperiod B (12L : 12D) memberikan rata-rata pertambahan panjang yang paling
tinggi dibandingkan perlakuan lainnya, sementara perlakuan fotoperiod C (24L :
0D) menunjukkan rata-rata pertambahan panjang yang paling rendah

dibandingkan perlakuan lainnya (Gambar 39.).

1,803°

T 2 1,427° 1,44°
s 1,233°
w 15
©
=
& 1

0.5

0
A (6:18) B (12:12) C (24:0) D (18:6)

Fotooeriod /L: D (Jam)

Gambar 39. Pengaruh Fotoperiod Terhadap Pertambahan panjang propagul K.
alvarezii selama delapan minggu pemeliharaan (Ket : Diagram yang
ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata
(p>0.05))
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Pengaruh perlakuan tunggal waktu pemeliharaan terhadap laju
pertambahan panjang propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan menunjukkan
bahwa pertambahan panjang propagul K. alvarezii semakin meningkat seiring

dengan meningkatnya waktu pemeliharaan (Gambar 40.).
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Gambar 40. Pengaruh Waktu Pemeliharaan Terhadap Pertambahan Panjang
propagul K. alvarezii selama delapan minggu pemeliharaan
(pemeliharaan (Ket : Diagram yang ditandai dengan huruf yang
sama menunjukkan tidak berbeda nyata (p>0.05))

Pada akhir masa pemeliharaan (8 minggu) menunjukkan bahwa
perlakuan tunggal fotoperiod B (12L : 12D) memberikan rata-rata pertambahan
panjang mutlak propagul K. alvarezii yang paling tinggi, yaitu 1,69 cm, kemudian
berturut-turut secara menurun diikuti oleh perlakuan fotoperiod D (18L : 6D)
sebesar 1 cm, perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) sebesar 0,77 cm dan
pertumbuhan yang paling rendah pada perlakuan pencahayaan penuh C (24L)
sebesar 0,53 cm (Tabel 10.).

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) menunjukkan bahwa semua
perlakuan tunggal fotoperiod memberikan pengaruh yang tidak berbeda nyata
terhadap pertambahan panjang propagul K. alvarezii sementara perlakuan

tunggal waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan pertambahan panjang

propagul K. alvarezii yang paling tinggi. Hasil ini berbeda sangat nyata hanya
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dengan perlakuan waktu pemeliharaan awal (0 minggu) dan tidak berbeda nyata
dengan waktu pemeliharaan minggu ke-2, ke-4 dan ke-6 (Gambar 39. dan 40.).

Berdasarkan semua hasil analisis diatas maka diduga bahwa interaksi
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
merupakan interaksi perlakuan yang dapat meningkatkan pertumbuhan berat
dan panjang propagul K. alvarezii dibandingkan interaksi perlakuan fotoperiode
lainnya, yaitu berturut-turut 2,30 g dan 1,69 cm.

Meningkatnya pertumbuhan propagul K. alvarezii pada perlakuan interaksi
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
ini juga didukung oleh hasil pengukuran laju pertumbuhan hariannya (LPH). Hasil
pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan menunjukkan bahwa
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) memberikan laju pertumbuhan harian berat
propagul K. alvarezii yang terus meningkat sampai akhir masa pemeliharaan.
Sementara perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) memberikan laju pertumbuhan
harian berat propagul K. alvarezii yang menurun sampai masa pemeliharaan
minggu keenam dan juga meningkat pada akhir masa pemeliharaan. Perlakuan
fotoperiod A (6L : 18D) dan C (24L) memberikan laju pertumbuhan harian berat
propagul K. alvarezii yang berfluktuatif dan menurun pada akhir waktu
pemeliharaan (Gambar 41.).

Sementara pada laju pertumbuhan harian panjang propagul K. alvarezii
menunjukkan bahwa semua perlakuan fotoperiod memberikan laju pertumbuhan
harian panjang propagul K. alvarezii yang menurun pada waktu pemeliharaan
minggu keempat kemudian berfluktuatif dan di akhir waktu pemeliharaan terlihat
bahwa perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) memberikan laju pertumbuhan harian
panjang yang lebih tinggi kemudian berturut-turut secara menurun diikuti oleh
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D), perlakuan pencahayaan penuh C (24L) dan

yang paling rendah pada perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) (Gambar 42.).
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Gambar 41. Pengaruh Interaksi Fotoperiod dan Waktu Pemeliharaan terhadap
Pertumbuhan Harian (LPH) Berat Propagul K. alvarezii Selama
delapan minggu pemeliharaan
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Gambar 42. Pengaruh Interaksi Fotoperiod dan Waktu Pemeliharaan terhadap
Pertumbuhan Harian (LPH) Panjang Propagul K. alvarezii Selama
delapan minggu pemeliharaan

Berdasarkan nilai rata-ratanya maka perlakuan fotoperiod B (12L : 12D)
memberikan rata-rata Laju Pertumbuhan Harian (LPH) yang tertinggi, yaitu
sebesar 3,66 %/hari untuk pertambahan berat dan 1,86 %/hari untuk

pertambahan panjang, kemudian berturut-turut diikuti oleh perlakuan fotoperiod

D (18L : 6D) yang memberikan rata-rata laju pertumbuhan harian adalah 2,75
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%l/hari untuk pertambahan berat dan 1,32 %/hari untuk pertambahan panjang.
Selanjutnya adalah perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) yang memberikan rata-rata
laju pertumbuhan harian adalah 0,84 %/hari untuk pertambahan berat dan 1,14
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perlakuan fotoperiod C (24L : OD) yang memberikan rata-rata laju pertumbuhan
harian adalah 0,70 %/hari untuk pertambahan berat dan 0,72 %/hari untuk
pertambahan panjang (Lampiran 29. dan 30.)

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi fotoperiod dan waktu pemeliharaan memberikan pengaruh
yang nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap laju pertumbuhan
harian (LPH) berat dan panjang propagul K. alvarezii. Demikian juga pengaruh
faktor tunggal waktu pemeliharaan tanpa melihat faktor fotoperiod memberikan
pengaruh yang sangat nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) berat dan
panjang propagul K. alvarezi. Sementara pengaruh faktor tunggal fotoperiod
tanpa melihat waktu pemeliharan hanya berpengaruh nyata terhadap laju
pertumbuhan harian (LPH) berat propagul K. alvarezii tetapi tidak berpengaruh
nyata terhadap laju pertumbuhan harian (LPH) panjangnya. (Lampiran 31. dan
32.).

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap laju pertumbuhan harian
(LPH) berat propagul K. alvarezii menunjukkan bahwa perlakuan  interaksi
fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
memberikan laju pertumbuhan harian (LPH) berat propagul K. alvarezii yang
paling tinggi. Hasil ini hanya berbeda nyata dengan perlakuan interaksi
fotoperiod A (6L : 18D) dengan waktu pemeliharaan enam minggu dan delapan

minggu serta perlakuan interaksi fotoperiod C (24L : 0D) dengan waktu
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Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor tunggal
fotoperiod menunjukkan bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) memberikan
laju pertumbuhan harian (LPH) berat propagul K. alvarezii yang paling tinggi.
Hasil ini berbeda nyata dengan perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) tetapi berbeda
sangat nyata dengan perlakuan fotoperiod A(6L : 18D) dan C (24L : 0 D).
Sementara hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) pengaruh faktor tunggal waktu
pemeliharaan menunjukkan bahwa perlakuan waktu pemeliharaan dua minggu
memberikan laju pertumbuhan harian (LPH) berat propagul K. alvarezii yang
paling tinggi dan tidak berbeda nyata dengan semua perlakuan waktu
pemeliharaan lainnya (Tabel 12.).

Tabel 12. Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) Laju Pertumbuhan Harian (LPH) Berat
Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Pengaruh Pengaruh Tunggal A Pengaruh
Tunggal B (waktu Pemeliharaan) Utama (B)
(Fotoperiod)
2 4 6 8

A(6L:18D) 1.92°¢ . 17bede g 313c 0,418  (,84%
B (12L:12D) 3,29%  3,36% 3,94  4,06% 3,66°
C(24L:0D) 2,369 1,13 260 -3,30° 0,70°
D (18L:6D)  2,95%  1,05bde 1 ggbede 4 77¢ 2,75%¢
Pengaruh 2,632 2,158 2,032 1,142
Utama A
BNJ A& Boos=1,26; BNJ AXBo.os = 2,99

Ket : angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom
yang sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata

Periode pertumbuhan yang awalnya cepat kemudian melambat
merupakan pertumbuhan yang normal bagi rumput laut. Rioux et al. (2009)
mengemukakan bahwa pada setiap proses pertumbuhan maka periode awal

merupakan sintesis protein dan lipid yang meningkat kemudian periode elongasi
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dimulai, dan tanaman tumbuh cepat sampai pada tingkat maksimun kemudian
pertumbuhan akan mengalami penurunan.

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap laju pertumbuhan harian
(LPH) panjang propagul K. alvarezii menunjukkan bahwa perlakuan interaksi
fotoperiod A (18L : 6D) dengan waktu pemeliharaan dua minggu memberikan
laju pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K. alvarezii yang paling tinggi.
Hasil ini tidak berbeda nyata dengan perlakuan interaksi waktu pemeliharaan dua
minggu dengan fotoperiod B (12L : 12D) dan D (18L : 6D) serta perlakuan
interaksi fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan enam minggu
(Tabel 13.).

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor tunggal
waktu pemeliharaan menunjukkan bahwa perlakuan waktu pemeliharaan dua
minggu memberikan laju pertumbuhan harian (LPH) panjang propagul K.
alvarezii yang paling tinggi dan hasil ini tidak berbeda nyata dengan perlakuan
waktu pemeliharaan lainnya. (Tabel 13.).

Tabel 13. Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) Laju Pertumbuhan Harian (LPH) Panjang
Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Pengaruh Pengaruh Tunggal A Pengaruh
Tunggal B (waktu Pemeliharaan) Utama (B)
(Fotoperiod)
2 4 6 8

A (6L : 18D) 3,76°¢ 0,48 0,182 0,142 1,142
B (12L:12D) 2,54% 1,13%c 2 96% 0,80% 1,86
C (24L : OD) 1,31%¢d 0,182 0,70% 0,682 0,722
D (18L: 6D) 2,13bcde . 0,90%°c  0,65% 1,613 1,322
Pengaruh 2,43¢ 0,672 1,128¢  0,81%
Utama A
BNJ A& Boos=1,26 ; BNJ AxBoos=2,99

Ket : angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom
yang sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
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Secara keseluruhan terlihat bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D)
memberikan kisaran laju pertumbuhan harian yang lebih tinggi, yaitu 3,29—-4,06
%/hari untuk pertambahan berat dan 0,80-2,96 %f/hari untuk pertambahan
panjang. Sementara perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) memberikan kisaran laju
pertumbuhan berat harian adalah -0,41-2,17 %/hari dan laju pertumbuhan
panjang harian adalah 0,14-3,76 %l/hari. Perlakuan fotoperiod C (24L : OD)
memberikan kisaran laju pertumbuhan berat harian adalah —3,30-2,60 %/hari
dan laju pertumbuhan panjang harian adalah 0,18-1,31 %/hari, serta perlakuan
fotoperiod D (18L : 6D) memberikan kisaran laju pertumbuhan berat harian
adalah 0,86-2,96 %/hari dan laju pertumbuhan panjang harian adalah 0,65-2,13
%l/hari.

Berdasarkan semua hasil analisis diatas maka terlihat bahwa interaksi
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
merupakan interaksi perlakuan yang terbaik karena tidak hanya dapat
meningkatkan pertumbuhan berat propagul K. alvarezii yang lebih baik tetapi
juga memberikan laju pertumbuhan harian (LPH) yang lebih tinggi. Hasil ini tidak
berbeda nyata dengan perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) tetapi berbeda nyata
dengan perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) dan C (24L : OD).

Diduga bahwa peranan fotoperiode terhadap pertumbuhan propagul K.
alvarezii ini berhubungan dengan siklus terang/gelap. Energi cahaya yang
ditangkap pada siklus terang digunakan untuk mengaktifkan elektron di klorofil
sehingga elektron bergerak sepanjang rantai oksidasi yang terdapat di membran
tilakoid. Proses pemindahan elektron memompa proton (H*) melewati membran
tilakoid. Lintasan elektron berakhir di molekul NAD* yang kemudian elektron
berenergi tinggi tersebut diubah menjadi Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-oxidase (NADPH). Sementara H* (proton) berpindah dari lumen ke

stroma kemudian terbentuk Adenosine triphosphate (ATP).
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Selanjutnya energi yang tersimpan dalam ATP dan NADPH hasil
fotosintesis pada fase terang tersebut dibutuhkan pada fase biokimia
(biochemical) atau reaksi gelap untuk mengubah CO2 menjadi karbohidrat untuk
mensintesis molekul-molekul organik, seperti asam amino dan protein yang
berperan juga dalam proses pertumbuhan propagul. Bouterfas et al. (2006)
menyatakan bahwa cahaya dibutuhkan pada fase fotokimia (photochemical)
untuk menghasilkan Adenosine triphosphate (ATP) dan Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate- oxidase (NADPH), sedangkan kondisi gelap dibutuhkan
pada fase biokimia (biochemical) untuk sintesis molekul-molekul essensial yang
berperan dalam proses pertumbuhan.

Apabila sikus terang berlangsung di bawah 12 jam (fotoperiod A (6L :
18D)) atau melebihi 12 jam (fotoperiod D (18L : 6D)) maka pertumbuhan
propagul K. alvarezii tetap berlangsung tetapi lebih lambat dibandingkan
perlakuan fotoperiod B (12L : 12D). Diduga bahwa lama penyinaran siklus terang
yang berlangsung dibawah 12 jam (fotoperiod A (6L : 18D)) menyebabkan
sediaan energi cahaya yang dihasilkan berada dibawah titik kompensasi cahaya
untuk fotosintesis pada reaksi terang sehingga menyebabkan terganggunya
proses metabolisme, termasuk pertumbuhan propagul karena menurunnya
akumulasi karbohidrat yang dihasilkan pada reaksi gelap. Dengan kata lain pada
saat kondisi cahaya kurang maka respirasi gelap terjadi lebih tinggi daripada
fotosintesis  sehingga net fotosintesis lebih rendah. Chen and Lee, (2012)
menyatakan bahwa penetrasi cahaya merupakan salah satu faktor pembatas
untuk pertumbuhan rumput laut, apabila cahaya yang diterima berada di bawah
tingkat kebutuhan, maka energi yang dihasilkan melalui proses fotosintesa tidak
seimbang atau tidak terpenuhi.

Sementara itu pada siklus terang yang melebihi 12 jam (fotoperiod D (18L :

6D)) menyebabkan paparan cahaya yang terlalu lama pada perlakuan ini
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menyebakan terjadinya efek photoinhibition sehingga diduga terjadi kerusakan
pada protoplasma dan menurunkan laju kecepatan fotosintesis. Penurunan laju
fotosintesis pada reaksi terang ini menyebabkan berkurangnya energi yang
dapat dimanfaatkan pada reaksi gelap untuk mensintesis senyawa kompleks
yang dapat dimanfaatkan untuk memacu pertumbuhan propagul. Akibatnya
pertumbuhan propagul pada perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) sedikit lebih
rendah dibandingkan perlakuan fotoperiod B (12L : 12D). Namun kedua
perlakuan ini tidak berbeda nyata diduga karena kerusakan protoplasma yang
terjadi hanya bersifat sementara.

Propagul K. alvarezii mengalami pertumbuhan yang sangat lambat apabila
hanya terpapar oleh cahaya yang kontinu (fotoperiod C (24L : 0 D)) dibandingkan
perlakuan yang mengalami siklus terang dan gelap. Hal ini disebabkan karena
paparan cahaya secara terus menerus selama 24 jam menyebabkan efek
photoinhibition sehingga terjadi kerusakan sel yang menyebabkan terhambatnya
laju pertumbuhan (Harun et al., 2014). Chen and Lee, (2012) juga menyatakan
bahwa penetrasi cahaya merupakan salah satu faktor pembatas untuk
pertumbuhan rumput laut, apabila cahaya yang diterima terus menerus dapat
menyebabkan tumbuhan makin lama makin mati.

Pemberian lama penyinaran selama 24 jam penuh juga menyebabkan
proses fotosintesis hanya melewati satu proses, yaitu reaksi terang saja.
Akibatnya reaksi gelap tidak berlangsung dalam proses fotosintesis, sehingga
pertumbuhan propagul K. alvarezii tidak berlangsung dengan baik karena tidak
adanya energi dan senyawa kompleks yang dapat dimanfaatkan untuk memacu
pertumbuhan propagul pada reaksi gelap. Srirangan et al., (2015) menyatakan
bahwa pembelahan sel pada alga berlangsung pada pemeliharaan dengan
reaksi/siklus terang dan gelap, tetapi pada pemeliharaan hanya dengan siklus

terang saja memberikan tingkat pembelahan sel yang konstan. Bouterfas, et al.,
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(2006) menyatakan bahwa kondisi gelap dibutuhkan sebagai fase biokimia
(biochemical) untuk sintesis molekul-molekul essensial yang berperan dalam
proses pertumbuhan. Lebih lanjut Aguilera et al., (2002) menyatakan bahwa
rekasi gelap berperan penting dalam dua hal : pertama, untuk asimilasi metabolit
dan reaksi biokimia yang mengarah untuk pertumbuhan dan pembelahan sel dan
kedua, untuk pergantian dan reorganisasi semua mesin fotosintesis yang rusak
pada fase cahaya sebelumnya.

Pertumbuhan propagul sangat maksimal pada saat lama penyinaran siklus
terang sama dengan siklus gelap (fotoperiod B (12L : 12D)). Jika dikaitkan
dengan fenomena alam di Indonesia maka perlakuan fotoperiod B (12L : 12D)
merupakan pencahayaan secara alami. Diduga bahwa lama penyinaran 12 jam
terang ini menyebabkan energi cahaya yang ditangkap cukup efektif dalam
reaksi/siklus terang dan gelap pada proses fotosintesis yang dapat
mempengaruhi pertumbuhan sel propagul. Krzeminska et al. (2014) menyatakan
bahwa fotoperiode atau siklus gelap terang berperan sebagai agen stressor yang
mempengaruhi pertumbuhan. Oleh karena itu laju pertumbuhan dan produksi
biomassa dapat ditingkatkan dan menurun tergantung periode paparan cahaya
(Singh et al., 2015).

Secara ringkas pola produksi ATP dan NAPH, pada reaksi terang dan
produksi karbohidrat pada reaksi gelap akibat pengaruh berbagai perlakuan
fotoperiode yang mempengaruhi pertumbuhan propagul K. alvarezii disajikan
pada Tabel 14. Produksi ATP dan NADPH, yang tinggi pada reaksi terang
menyebabkan produksi gula (karbohidrat) yang tinggi pula pada reaksi gelap
sehingga dapat digunakan untuk mensintesis molekul-molekul essensial yang
berperan dalam proses pertumbuhan.

Hasil penelitian ini juga sejalan dengan penelitian Suryati et al., (2016) yang

menunjukkan bahwa sintasan eksplan rumput laut K. alvarezii hasil transformasi
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gen MaSOD yang paling tinggi terdapat pada rasio terang gelap L:D = 12:12
(84%) tidak berbeda nyata dengan perlakuan L:D= 16:8 (80%), namun berbeda
nyata dengan perlakuan L:D=8:12 (20%), demikian juga pada rumput laut K.
alvarezii non-transgenik memiliki sintasan paling tinggi pada perlakuan L:D=
12:12 (80%), namun tidak berbeda nyata dengan perlakuan L:D= 16:8 (50%),
dan berbeda nyata dengan perlakuan L:D= 8:16 (40%).

Tabel 14. Pengaruh Berbagai Fotoperiode terhadap Siklus Terang dan Gelap

Perlakuan Reaksi Terang Reaksi Gelap

A (6L:18D) ATP dan NADPH, ! Karbohidrat*
B (12L: 12D) ATP dan NADPH, f Karbohidrat f
C (24L : 0D) ATP dan NADPH, f Karbohidrat J

D (18L:6D) ATP dan NADPH: f Karbohidratf

Kultur yang dilakukan pada rumput laut merah Porphyra umbilicalis juga
menunjukkan hasil yang sama bahwa pemberian fotoperiod 12:12 L/D
memberikan laju pertumbuhan harian yang tidak signifikan dengan fotoperiod
18:6 L/D tetapi kedua fotoperiod ini memberikan laju pertumbuhan harian yang
sangat signifikan dengan fotoperiod 6:18 L/D pada intensitas cahaya 110 pmol
photons m~2 s™* (Green and Neefus, 2016).

Korelasi hubungan antara fotoperiod dengan pertumbuhan propagul K.
alvarezii pada penelitian ini dapat ditunjukkan pada Gambar 43. yang
menggambarkan hubungan —antara fotoperiod dengan pertambahan berat
propagul K. alvarezii selama masa pemeliharaan delapan minggu.

Nilai korelasi (R?> = 0,804) menunjukkan bahwa pertambahan berat
propagul K. alvarezii dipengaruhi oleh fotoperiod sebesar 80,4%, sementara
sisanya 20,6% adalah pengaruh faktor luar yang tidak dapat digambarkan dalam

model. Semakin lama waktu siklus terang pada perlakuan fotoperiod yang
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diberikan menunjukkan pertambahan berat propagul K. alvarezii yang semakin
tinggi, namun pada titik tertentu pertambahan beratnya mengalami penurunan,
yaitu pada perlakuan siklus terang siklus terang 16 jam atau perlakuan fotoperiod
D (18L : 6D) dan perlakuan siklus terang 24 jam atau perlakuan fotoperiod C
(24L : OD). Dengan kata lain bahwa pertumbuhan propagul dipengaruhi oleh
perlakuan fotoperiod yang diberikan melalui sejumlah energi yang diberikan pada
setiap siklus terang dan gelap akibat fotoperiod tersebut. (Krzemin“ska et al.,

2014)

0.6 - ¢

0.4 - y =-0.0067x? + 0.1932x - 0.311
R?=0.8047

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Siklus Terang (jam)

Gambar 43. Korelasi antara Fotoperiod dengan Pertambahan Berat Propagul K.
alvarezii Selama pemeliharaan delapan minggu

Pengaruh berbagai perlakuan fotoperiod terhadap pertumbuhan propagul
rumput laut K. alvarezii pada penelitian ini juga didukung oleh hasil pengamatan
morfologi sel propagul rumput laut K. alvarezii yang menunjukkan bahwa pada
setiap perlakuan fotoperiod terdapat perbedaan morfologi (Tabel 15.). Tabel 15.
menunjukkan bahwa sel propagul K. alvarezii pada perlakuan fotoperiod B(12L :
12D) tumbuh relatif lebih baik dibandingkan perlakuan fotoperiod lainnya. Secara
umum pada akhir pengujian, terlihat bahwa medulla dan korteks dalam keadaan
yang utuh, dimana bentuk korteksnya masih teratur dan sel-sel medulla masih
berbentuk bulat utuh. Sel-sel kortikal (K) berukuran lebih kecil dengan bentuk
memanjang.
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Tabel 15. Penampang Melintang Sel Propagul K. Alavarezii Pada Berbagai
Perlakuan Fotoperiod (M = medulla , K = korteks)

Fotoperiod Morfologi sel

A (6L :18D) B R s ‘g
A 0l GRS _\ 4

A e A+-K‘_ i ,

B (12L: 12D) F. ¥ ‘ N
b :

: 2 ,’70um
B~ '

C (24L : 0D) ﬂf’\‘"‘d s 8
=N e
) ‘M“\’\ - ij\zfy-/

- o -

: =~ e

S s e
MK = e

D (18L : 6D) E = : | /,,/2[
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Sel-sel korteks tersebut berkurang secara linier dan berkembang menjadi
sel-sel medular. Pada bagian tengah thallus sel-sel medular (M) berukuran lebih
besar dan bulat, namun tidak terlalu padat jika dibandingkan dengan sel-sel

kortikal. Ukuran sel medular yang besar ini menunjukkan bahwa proses
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pertumbuhan sel-sel propagul berlangsung secara baik dan normal pada
pemberian perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) tersebut. Hal ini sesuai yang
ditemukan oleh Tri (2000), bahwa pada pemotongan melintang Kappaphycus,
medulla mengandung sel-sel bulat atau poligonal dengan bagian yang menebal
(lenticular thickening) pada bagian dinding, dikelilingi oleh sel-sel berukuran kecil.
Bagian dalam korteks mengandung sel-sel poligon (polygonal-ovoid) yang
semakin mengecil ke arah bagian pinggir. Sel-sel bagian luar ini identik dengan
sel-sel thallus bagian ujung (apikal), dimana disebutkan bahwa bagian apikal
terdiri dari sel-sel asimilator atau sel-sel yang aktif tumbuh.

Sel propagul K. alvarezii pada perlakuan fotoperiod D (18L : 6D)
menampakkan bagian medulla dan korteks masih berbentuk utuh sama dengan
sel pada fotoperiod B (12L : 12D) yang masih tampak sempurna. Namun terlihat
ada beberapa bagian sel-sel medulla yang tampaknya hampir menyatu dengan
korteks. Pada saat sel propagul K. alvarezii mendapatkan lama penyinaran
melebihi 12 jam ternyata bentuk pinggiran korteksnya sudah mengalami
perubahan, dimana batas antara korteks dengan medulanya hampir tidak ada
lagi, dan korteks sudah sangat menipis serta putus, hal ini juga terjadi pada
bagian medulla yang sudah tidak utuh serta sel-selnya hampir menyatu dengan
korteks. Hal ini diduga karena kerusakan protoplasma akibat efek photoinhibition
karena lama penyinaran pada reaksi terang melebihi 12 jam. Namun sepertinya

kerusakan ini masih bersifat sementara bukan permanen karena secara struktur

IVERSITA

masih ada beberapa bagian korteks dan medulla yang masih utuh.
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Pada perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) nampak sebagian besar bentuk
medula di bagian tengah memiliki ukuran yang mengecil. Diduga karena
menurunnya lama penyinaran pada siklus terang yang diberikan kepada
propagul sehingga energi yang dibutuhkan untuk mensintesis molekul-molekul
essensial yang berperan dalam proses pertumbuhan pada siklus gelap menjadi
tidak optimal sehingga mempengaruhi ukuran sel-sel medula dan korteks yang
terbentuk. Sementara pada perlakuan fotoperiod C (24L) menunjukkan bentuk
sel korteks dan medulla telah terjadi kerusakkan total, diamana batas antara
korteks dan medula sudah tidak ada lagi karena sel-selnya sudah menyatu.
Diduga karena paparan cahaya secara kontinu menyebabkan peningkatan suhu
yang menyebabkan terjadinya kerusakan protoplasma secara permanen,
termasuk medula dan korteks.

Korteks merupakan jaringan = yang mengelilingi medulla serta
mengandung filamen pada ujungnya. Menurut Atmadja dkk, (1996), jaringan
tengah dari K. alvarezii terdiri dari filamen-filamen yang berwarna dan dikelilingi
oleh sel-sel besar dan dilapisi oleh lapisan korteks. Filamen adalah suatu tipe
thallus yang terdiri dari satu atau lebih barisan yang menghubungkan sel, dengan
atau tanpa lapisan gelatin dan perekat. Perubahan korteks juga dapat
menyebabkan rusaknya “pit connection”. Loban dan Wayne (1981), menyatakan
bahwa hubungan sel yang satu dengan sel lainnya karena adanya “pit
connection”. Rusaknya “pit connection” akan mempengaruhi suplai oksigen dan
makanan ke seluruh sel alga. Kerusakan pada bagian korteks akan
mempercepat kerusakan pada sel medulla.

Korteks merupakan bagian dari rumput laut yang di dalamnya
mengandung klorofil, untuk melakukan fotosintesis. Klorofil adalah pigmen
karena menyerap cahaya yakni radiasi elektromagnetik pada spectrum kasat

mata (visibel). Dengan adanya pigmen maka alga dapat mensintesis bahan-
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bahan organik dengan menyerap cahaya sebagai sumber energi (Kimbal, 1998;
Tokida et al., 1975). Perubahan yang terjadi pada korteks diduga berhubungan
juga dengan pigmen dalam sel, dimana perlakuan fotoperiod atau lama
penyinaran dapat mempengaruhi peningkatan pigmen fotosintesis sebagaimana
akan dibahas pada sub bab berikut ini.
5.3.2. Pengaruh Fotoperiod Terhadap Kandungan Klorofil a dan Fikoeritrin
Propagul K. alvarezii Hasil Kultur Jaringan

Hasil pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan menunjukkan
bahwa kandungan klorofil a propagul K. alvarezii semakin meningkat seiring
dengan meningkatnya waktu pemeliharaan pada semua perlakuan fotoperiod

(Gambar 44.).

100
Fotoperiod cgemp —m=B

80

60

40

20

Klorofil a (ug/mL)

0 4 8
Waktu (minggu)

Gambar 44. Pengaruh Interaksi Fotoperiod dan Waktu Pemeliharaan terhadap
Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezii Selama delapan minggu
pemeliharaan [A (6L : 18D), B (12L : 12D), C (24L : 0D), dan D (18L
: 6D)]

Berdasarkan nilai rata-rata maka terlihat bahwa interaksi perlakuan
fotoperiod B (12L : 12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu

memberikan kandungan Klorofil a yang paling tinggi, yaitu 89,53 pg/mL dan

perlakuan fotoperiod C (24L : 0D) memberikan kandungan Kilorofil a yang paling
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rendah, yaitu 42,14 pg/mL. Sementara perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) dan D
(18L : 6D) memberikan kandungan klorofil a berturut-turut adalah adalah 56,99
pg/mL dan 70,83 pyg/mL (Tabel 16. dan Lampiran 31.).

Tabel 16. Rerata Kandungan Klorofil a dan Fikoeritrin propagul K. alvarezii pada
berbagai perlakuan fotoperiod

Fotoperiod Waktu Pigmen Fotosintesis (ug/mL)
pemeliharaan Klorofil a Fikoeritrin
(minggu)
A (6:18), 0 28,87+2,359 47,995+12,124
4 47,065,751  97,03+8,958
8 56,99+3,300 116,44+27,218
B (12:12) 0 29,05+4,336  48,17+13,016
4 65,11+3,094 98,31+39,670
8 89,53+12,15  112,90+1.281
C (24) 0 28,65+2,691 45,03+13,955
4 34,93+4,504 49,072,595
8 42,14+3 534  38,52+3,533
D (18:6) 0 29,22+4,682 46,24+14,966
4 52,05+1,321  74,61+1,949
8 70,835,895 71,594,440

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi fotoperiod dan waktu pemeliharaan berpengaruh sangat
nyata (P<0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap kandungan Kklorofil a
propagul K. alvarezii. Demikian juga pengaruh faktor tunggal fotoperiod tanpa
melihat faktor waktu pemeliharaan serta pengaruh faktor tunggal waktu

pemeliharaan tanpa melihat faktor fotoperiod memberikan pengaruh yang sangat
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nyata terhadap kandungan klorofil a propagul K. alvarezii (Lampiran 33.). Hasil
penelitian  Zucchi ‘and necchi (2001), juga menunjukkan bahwa perlakuan
manipulasi fotoperiode (lama pencahayaan) memberikan pengaruh yang nyata
terhadap kandungan klorofil-a pada beberapa rumput laut merah dari spesies
Audouinella - hermannii, Batrachospermum - delicatulum, dan Compsopogon
coeruleus.

Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap kandungan klorofil a
propagul K. alvarezii menunjukkan bahwa perlakuan interaksi fotoperiod B (12L :
12D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan kandungan
klorofil a propagul K. alvarezii yang paling tinggi dan berbeda sangat nyata
dengan semua perlakuan interaksi fotoperiod dan waktu pemeliharaan lainnya.
Sementara hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor
tunggal fotoperiod dan pengaruh faktor tunggal waktu pemeliharaan
menunjukkan hasil yang sama bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D)
memberikan kandungan klorofil a propagul K. alvarezii yang paling tinggi dan
berbeda sangat nyata dengan perlakuan tunggal fotoperiod dan perlakuan
tunggal waktu pemeliharaan lainnya. (Tabel 17.).

Berdasarkan hasil analisa diatas maka terlihat bahwa perlakuan
fotoperiod B (12L : 12D) tidak hanya meningkatkan pertumbuhan propagul yang
lebih tinggi tetapi juga memberikan peningkatan kandungan klorofil a yang lebih
baik. Diduga bahwa pembentukan klorofil a yang meningkat pada perlakuan
fotoperiod B (12L : 12D) ini berhubungan dengan produksi ATP dan NADPH
sebagai sumber energi yang dihasilkan dari siklus terang pada proses
fotosintesis propagul. Sebagaimana diketahui bahwa proses reaksi terang
dimulai dengan menangkap foton yang dilakukan oleh pigmen klorofil yang
berperan sebagai antena. Pada thalus rumput laut, cahaya akan diserap melalui

molekul klorofil dan kemudian dikumpulkan pada pusat-pusat reaksi. Foton yang
120



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

diserap akan menyumbang lebih banyak elektron (e) untuk bergabung dengan
atom H dan O untuk menghasilkan energi berupa ATP dan NADPH tersebut
(Campbell et al., 2008).

Tabel 17. Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezii
pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Pengaruh Tunggal B Pengaruh Tunggal A Pengaruh
(Fotoperiod) (waktu Pemeliharaan) Utama (B)
0 4 8
A (6L : 18D) 28,87%  47,06™¢ = 56,99 44,31%°
B (12L : 12D) 29,05  65,11°¢ 89,53 61,23°
C (24L : 0D) 28,65%  34,93* 42,147 35,242
D (18L : 6D) 29,22% 52,05 - 70,83"" 50,70
Pengaruh Utama A 28,95%  49,79° 64,87¢
BNJ Apos=9,36 ; BNJBoos=10.41 ; BNJ AxBoos =13,87

Ket : angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang
sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata

Dengan demikian maka perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dimana
dengan pemberian lama penyinaran siklus terang selama 12 jam ini diduga dapat
meningkatkan sejumlah cahaya/foton yang ditangkap untuk memaksimalkan
produksi ATP dan NADPH sebagai sumber energi yang dihasilkan pada rekasi
terang sehingga dapat memaksimalkan pembentukan klorofil a. Akibat
meningkatnya klorofil a maka semakin banyak juga foton yang akan diserap
kembali. Semakin banyak foton yang diserap maka semakin besar ATP dan
NADPH yang dihasilkan. Selanjutnya energi yang dihasilkan tersebut digunakan
untuk sintesis klorofil a melalui serangkaian reaksi yang diawali dengan reduksi
nitrat pada media kultur membentuk nitrit, kemudian nitrit dibawa ke kloroplas
untuk direduksi menjadi ammonia. Ammonia mengalami perubahan menjadi
asam glutamat, dikatalisis oleh enzim glutamin sintetase (Mulholland and Lomas,

2008).
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Pembentukan asam glutamat merupakan salah satu prekursor dalam
pembentukan senyawa pigmen klorofil. Proses deaminasi pada asam glutamat
akan menghasilkan a-ketoglutarat, kemudian direduksi menjadi y,d-dioxovalerate
dan mengalami transmisi asam &-amino-laevulinat (ALA). Selanjutnya ALA yang
berperan sebagai prazat cincin porfirin pembentukan klorofil a. Proses sintesis ini
memerlukan ATP dan NADPH yang dihasilkan dari reaksi terang pada proses
fotosintesis propagul.

Selanjutnya ATP dan NADPH juga digunakan sebagai sumber energi
pada reaksi gelap untuk membentuk karbohidrat (gula). Gula yang dihasilkan
akan digunakan pada reaksi katabolisme, yaitu pada proses respirasi. Energi
yang dihasilkan dari proses respirasi ini adalah NADH. Electron dari NADPH
hasil respirasi akan membantu mempercepat reduksi nitrogen yang diserap oleh
propagul K. alvarezii melalui media kultur dengan cara mengaktifkan enzim nitrat
reduktase. Semakin aktif aktivitas enzim nitrat reduktase maka semakin cepat
proses pengambilan nitrat melalui membran sel propagul. Nutrient yang masuk
tersebut akan membentuk glutamate yang merupakan precursor terbentuknya
klorofil a.

Sementara itu pada perlakuan lama penyinaran diatas 12 jam (fotoperiod D
(18L : 6D) dan fotoperiod C(24L : 0D)) memberikan kandungan klorofil a yang
lebih rendah dibandingkan perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) diduga karena sel
mengalami efek photoinhibition dimana sel menjadi stres akibat lama penyinaran
yang terlalu lama. Sebagai bentuk adaptasi terhadap paparan cahaya yang tinggi
ini maka sel akan menghasilkan klorofil dengan ukuran antena yang lebih kecil
sehingga menyebabkan kandungan klorofil juga menurun (Srirangan, 2015).
Diduga bahwa propagul yang terpapar oleh cahaya yang kontinu (fotoperiod
C(24L : 0 D)) lebih banyak mengalami proses adaptasi ini sehingga memberikan

kandungan klorofil a yang paling rendah dibandingkan perlakuan fotoperiod
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lainnya. Mekanisme adaptasi ukuran antena ini dimungkinkan karena pada saat
propagul terpapar cahaya yang terlalu tinggi maka terjadi efek saturasi sehingga
terjadi beberapa kondisi, yaitu : pertama, kecepatan perpindahan elektron kimia
antara fotosistem | dan fotosistem Il tidak cukup untuk mentransfer energi foton
yang diserap oleh antena pemanen cahaya sehingga terjadi penurunan laju
fotosintesis yang berdampak pada produksi ATP. dan NADPH yang dibutuhkan
dalam sintesis klorofil; kedua, dosis cahaya yang diterima di aparatus fotosintesis
menjadi meningkat sehingga hampir semua akseptor teroksidasi yang digunakan
dalam siklus Calvin pada siklus gelap menjadi berkurang dan mempengaruhi
asimilasi senyawa yang -dibutuhkan dalam pembentukan Kklorofil ‘a, seperti
nitrogen (Aguilera et al., 2002).

Perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) juga memberikan kandungan klorofil a
yang paling rendah dibandingkan perlakuan lainnya pada siklus terang/gelap
diduga karena karena lama penyinaran pada reaksi terang dibawah 12 jam
menyebabkan foton yang diserap propagul lebih sedikit sehingga ATP dan
NADPH yang terbentuk selama siklus terang menjadi tidak optimal dalam
menyimpan energi yang dibutuhkan untuk membantu sintesis klorofil a dan
menyebabkan kandungan klorofil a menjadi tidak optimal.

Korelasi hubungan antara fotoperiod dengan kandungan klorofil a propagul
K. -alvarezii padapenelitian ini dapat ditunjukkan pada Gambar 45. yang
menunjukkan hubungan antara fotoperiod dengan kandungan klorofil a propagul
K. alvarezii selama masa pemeliharaan delapan minggu. Nilai korelasi (R?> =
0,929) menggambarkan bahwa klorofil a propagul K. alvarezii dipengaruhi oleh
fotoperiod sebesar 92,9%, sementara sisanya 7,1% adalah pengaruh faktor luar
yang tidak dapat digambarkan dalam model. Semakin lama waktu siklus terang
pada perlakuan fotoperiod yang diberikan menunjukkan kandungan klorofil a

propagul K. alvarezii yang semakin tinggi, namun pada titik tertentu kandungan
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klorofil a mengalami penurunan, yaitu pada perlakuan siklus terang 16 jam atau
perlakuan fotoperiod D (18L : 6D) dan perlakuan siklus terang 24 jam atau
perlakuan fotoperiod C (24L : 0D). Dengan demikian maka perlakuan fotoperiod
B(12L : 12D) merupakan perlakuan fotoperiod yang dapat meminimalkan
kerusakan akibat pengaruh cahaya (Photodamage). Pemberian 12 jam siklus
gelap berperan dalam memulinkan kinerja fotosintesis melalui penyusunan
kembali pigmen klorofil a pada apparatus fotosintesis (Aquilera et. al., 2008).
Sementara penggunaan fotoperiode dengan durasi cahaya 12 jam
memungkinkan terbentuknya keseimbangan antara fenomena anabolik dan
katabolik selama siklus fotoperiode (Bouterfas et al., 2006)
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40 -
y =-0.2249x2 + 6.1168x + 16.83
30 ~ R2=0.9293

20 -

Klorofil a (ug/mL)
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Siklus Terang (jam)

Gambar 45. Korelasi antara Fotoperiod dengan Kandungan Klorolfil a Propagul
K. alvarezii Selama pemeliharaan delapan minggu

Fotosintesis merupakan proses anabolisme sementara - respirasi
merupakan proses katabolisme. Salah satu komponen senyawa yang dihasilkan
melalui proses respirasi menggunakan senyawa karbohidrat adalah protein.
Protein merupakan salah satu penyusun utama klorofil sementara bahan dasar
pembentuk protein adalah asam-asam amino. Dengan demikian maka komposisi
asam amino juga mempengharuhi kandungan klorofil a pada propagul K.

alvarezii. Sementara itu nitrogen merupakan salah satu unsur esensial yang
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diperlukan oleh tumbuhan untuk menyusun asam-asam amino. lon nitrat yang
diserap tumbuhan ‘akan diubah menjadi nitrit oleh nitrat reduktase sebagai
katalisator selanjutnya nitrit akan diubah pula menjadi amonia, kemudian akan
bergabung dengan kerangka karbon hasil antara respirasi untuk pembentukan
asam-asam amino yang merupakan bahan dasar pembentuk protein. Dengan
demikian semakin banyak nitrit yang diubah menjadi amonium maka semakin
banyak terbentuk asam amino. Peningkatan terbentuknya asam amino
berpengaruh terhadap pembentukan protein sebagai penyusun utama klorofil.

Hasil pengukuran kandungan nitrogen (N) dan analisis asam amino
dengan metode hidrolisis asam menggunakan HPLC pada propagul K. alvarezzi
hasil kultur jaringan dengan berbagai perlakuan fotoperiode sebagai data
pendukung juga menunjukkan bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) dan D
(18L : 6D) cenderung memberikan kandungan nitrogen dan asam glutamat yang
lebih tinggi dibandingkan perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) dan perlakuan
pencahayaan penuh C (24L : 0D) (Lampiran 26. dan Tabel 18.). Namun secara
umum semua perlakuan fotoperiode menunjukkan bahwa asam amino yang
mendominasi pada semua perlakuan fotoperiode adalah asam glutamat. Hadi et
al., (2015) menyatakan bahwa salah satu asam amino yang merupakan bahan
dasar dalam biosintesis asam amino adalah asam glutamat yang berfungsi
sebagai penyusun utama dalam makromolekul protein.

Tabel 18. Hasil Analisis Asam Glutamat dan Total N propagul K. alvarezii pada
berbagai perlakuan fotoperiode

No. Fotoperiod  Glutamat (%)  Nitrogen (%)

1 A (6:18) 36,84 4,04
2 B (12:12) 44,82 4,47
3 C (24:0) 36,60 3,76
4 D (18:6) 43,70 4,36
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Diduga bahwa perlakuan fotoperiod B (12L : 12D) menyebabkan total nitrogen
dalam jaringan thallus lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya karena
peningkatan klorofil a seiring dengan peningkatan total N pada jaringan rumput.
Hasil ini diperkuat oleh penelitian Liu et al. (2000) yang menyimpulkan bahwa
peningkatan  konsentrasi - total nitrogen dan fiksasi karbon pada proses
fotosintesis terjadi secara bersamaan dan lebih dari 50% N dialokasikan pada
kloroplas. Sementara asam glutamate merupakan komponen yang sangat
berperan dalam pembentukan klorofil a karena asam glutamat akan membentuk
asam o aminolevulinat (ALA) yang berperan sebagai prazat cincin porfirin
pembentukan klorofil a.

Hasil penelitian pada tahap ini- juga menunjukkan bahwa pengaruh
fotoperiode terhadap kandungan klorofil a sama dengan pengaruhnya terhadap
pertumbuhan propagul K. alvarezii. Hal ini disebabkan karena Klorofil a terletak
pada kloroplas, sementara proses fotosintesis sangat dipengaruhi oleh kloroplas
yang akan menyerap cahaya yang mengenainya. Oleh karena itu pada tahap
selanjutnya secara teoritik kloroplas ini akan menjadi lebih besar dan ini akan
menambah biomasa propagul. Pernyataan ini didukung oleh Gambar 46. Yang
menunjukkan bahwa korelasi yang kuat antara pertumbuhan dengan kandungan
klorofil a propagul K. alvarezii ditunjukkan pada perlakuan fotoperiod B(12L :
12D) dengan nilai determinasi (R? = 0,786) dan perlakuan fotoperiod D (18L : 6D)
dengan nilai determinasi (R? = 0,842). Sementara perlakuan fotoperiod A (6L :
18D) dan C (24L : OD) memberikan korelasi pertumbuhan dengan kandungan
klorofil a propagul K. alvarezii sangat lemah karena nilai determinasi berturut-
turut adalah R?= 0,426 dan R?=0,178.

Proses fotosintesis pada K. alvarezii  tidak hanya menggunakan pigmen
klorofil tetapi terdapat pigmen pelengkap yang juga berperan penting dalam

proses fotosintesis tersebut, yaitu fikobiliprotein. Menurut Pagulendren et al,
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(2012) bahwa salah satu pigmen dominan pada rumput laut merah adalah

fikobilin. Salah satu pigmen fikobilin yang diamati pada penelitian ini adalah

fikoeritrin (PE). Fikoeritrin (PE) adalah salah satu fikobiliprotein yang merupakan

pigmen yang paling dominan pada algae merah dibandingkan dengan pigmen

yang lain, pigmen yang dapat menutupi warna hijau dari klorofil dan warna biru

dari fikosianin, hal tersebut yang menyebabkan warna thallus pada algae

berwana merah (Mc Hugh et al., 2003)
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Gambar 46. Persamaan hubungan kandungan klorofil a dan Pertumbuhan
propagul K. alvarezii pada perlakuan ‘interaksi fotoperiode dan
waktu Pemeliharaan [A (6L : 18D), B (12L : 12D), C (24L : OD), dan

D (18L : 6D)]
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Hasil pengamatan selama delapan minggu masa pemeliharaan menunjukkan
bahwa kandungan fikoeritrin propagul K. alvarezii pada perlakuan fotoperiod A
(6L : 18D) dan B (12L : 12D) semakin meningkat seiring dengan meningkatnya
waktu pemeliharaan pada semua perlakuan fotoperiod. Sebaliknya, perlakuan
fotoperiod C (24L : OD) dan D (18L : 6D) memberikan kandungan fikoeritrin yang
meningkat pada waktu pemeliharaan empat minggu dan menurun pada akhir

masa pemeliharaan (Gambar 47.).
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Gambar 47. Pengaruh Interaksi Fotoperiod dan Waktu Pemeliharaan terhadap
Kandungan Fikoeritrin Propagul K. alvarezii Selama delapan
minggu pemeliharaan [A (6L : 18D), B (12L : 12D), C (24L : 0D),
dan D (18L : 6D)]

Hasil analysis of variance (ANOVA) menunjukkan bahwa setiap
perlakuan interaksi fotoperiod dan waktu pemeliharaan berpengaruh nyata
(P>0,05) dengan tingkat keyakinan 95% terhadap kandungan fikoeritrin propagul
K. alvarezii. Demikian juga pengaruh faktor tunggal fotoperiod tanpa melihat
faktor waktu pemeliharaan serta pengaruh faktor tunggal waktu pemeliharaan

tanpa melihat faktor fotoperiod memberikan pengaruh yang sangat nyata

terhadap kandungan fikoeritrin propagul K. alvarezii (Lampiran 34.).
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Hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap kandungan fikoeritrin
propagul K. alvarezii menunjukkan bahwa perlakuan interaksi fotoperiod A (6L :
18D) dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan kandungan
fikoeritrin  propagul K. alvarezii yang paling tinggi dan tidak berbeda nyata
dengan perlakuan fotoperiod B (12L : 12D), tetapi interaksi kedua perlakuan ini
berbeda sangat nyata dengan interaksi perlakuan fotoperiode yang lainnya.
Sementara hasil uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) terhadap pengaruh faktor
tunggal fotoperiod menunjukkan bahwa perlakuan fotoperiod A (6L : 18D)
memberikan kandungan fikoeritrin propagul K. alvarezii yang paling tinggi dan
tidak berbeda nyata dengan perlakuan fotoperiod B (12L : 12D), tetapi kedua
perlakuan ini berbeda sangat nyata dengan perlakuan fotoperiode yang lainnya.
Sementara pengaruh faktor tunggal waktu pemeliharaan menunjukkan hasil yang
sama bahwa perlakuan lama pemeliharaan delapan minggu memberikan
kandungan fikoeritrin propagul K. alvarezii yang paling tinggi dan tidak berbeda
nyata dengan perlakuan lama pemeliharaan enam minggu tetapi kedua
perlakuan ini berbeda sangat nyata dengan perlakuan awal pemeliharaan (Tabel
19.).

Tabel 19. Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) Kandungan Fikoeritrin Propagul K. alvarezii
pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Pengaruh Tunggal B Pengaruh Tunggal A Pengaruh
(Fotoperiod) (waktu Pemeliharaan) Utama (B)
0 4 8
A (6L : 18D) 47,995%¢  97,03% 116,44¢ 87,15°
B (12L : 12D) 48,173 98,31% 112,90¢ 86,46"
C (24L : 0D) 45,03%°  49,07%° 38,527 44,217
D (18L : 6D) 46,24 74,61 71,59 64,152
Pengaruh Utama A 46,862 79,75 84,86"
BNJ Apos =19,59 ;  BNJ Boos=21,80 ; BNJ AxBoos =29,05

Ket : angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang
sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
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Secara keseluruhan hasil analisis menunjukkan bahwa perlakuan
fotoperiod A (6L : 18D) cenderung memberikan kandungan fikoeritrin yang lebih
tinggi dibandingkan perlakuan fotoperiod lainnya. Hasil ini menunjukan bahwa

siklus terang yang lebih sedikit (< 12 jam) memiliki kecenderungan kandungan
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fikoeritrin yang lebih tinggi dibandingkan dengan siklus terang yang lebih banyak
(> 12 jam). Hasil penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian Green and Neefus
(2016) pada rumput laut merah Porphyra umbilicalis yang menunjukkan bahwa
kandungan  fikoeritrin meningkat pada kondisi lama penyinaran yang rendah
(fotoperiode 8L : 16D) dengan intensitas cahaya 2110 umol photons m™ s™.
Guan (2013) mengemukan bahwa K. alvarezii adalah spesies yang mempunyai
kemampuan beradaptasi pada cahaya yang rendah karena dapat mensisntesis
fikobiliprotein  untuk membantu klorofil a dalam menangkap foton. Hal ini
mengakibatkan sehingga laju pertumbuhan akan menurun karena energi yang
ada lebih banyak digunakan untuk sintesis pigmen dibandingkan untuk
pertumbuhan (Zou and Gao, 2010). Pada penelitian ini juga menunjukkan bahwa
perlakuan fotoperiod A (6L : 18D) memberikan laju pertumbuhan propagul yang
paling rendah pada fotoperiode dengan siklus terang/gelap (LD).

Hasil penelitian ini juga didukung oleh rasio fikoeritrin- terhadap klorofil a
(PE/Chl a), dimana kandungan fikoeritrin yang meningkat pada fotoperiod
dengan waktu terang yang lebih rendah menyebabkan peningkatan rasio PE/Chl
a dan sebaliknya perlakuan fotoperiod dengan siklus terang lebih tinggi
menyebabkan penurunan rasio PE/Chl a (Gambar 48.). Hal ini diduga karena
siklus terang yang lebih lama dibandingkan siklus gelap menyebabkan terjadinya
kerusakan fikoeritrin (Bouzon et al. 2012, Gouveia et al. 2013, Santos et al.

2014).
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pigmen pertama yang dipengaruhi oleh sinar ultraviolet kemudian diikuti oleh
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fikosianin (PC) , allofikosianin (APC), karotenoid dan yang paling akhir adalah
Chl a, yang merupakan pigmen paling tahan terhadap sinar ultraviolet. Pola
destruksi pigmen pada kloroplas seperti ini juga ditemukan pada G. domingensis

(Schmidt et al., 2010c¢), Iridaea cordata (Navarro et al:, 2010), dan Kappaphycus
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alvarezii (Eswaran et al., 2001; Schmidt et al., 2010a, 2010b)
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Gambar 48. Ratio fikoeritrin terhadap klorofil a (PE/Chl a) propagul K. alvarezii
pada berbagai perlakuan fotoperiod [A (6L : 18D), B (12L : 12D), C

(24L : OD), dan D (18L: 6D)]
Korelasi hubungan antara fotoperiod dengan kandungan fikoeritrin propagul
K. alvarezii pada penelitian ini dapat ditunjukkan pada Gambar 49. yang
menunjukkan hubungan yang sangat kuat antara fotoperiod dengan kandungan
fikoeritrin propagul K. alvarezii selama masa pemeliharaan delapan minggu. Nilai

korelasi (R? = 0,903) menggambarkan bahwa fikoeritrin propagul K. alvarezii

dipengaruhi oleh fotoperiod sebesar 90,3%, sementara sisanya 9,7% adalah

AS

pengaruh faktor luar yang tidak dapat digambarkan dalam model. Semakin lama

waktu siklus terang pada perlakuan fotoperiod yang diberikan menunjukkan
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kandungan fikoeritrina propagul K. alvarezii yang semakin menurun.
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Gambar 49. Korelasi antara Fotoperiod dengan Kandungan Fikoeritrin Propagul
K. alvarezii Selama pemeliharaan delapan minggu

Kandungan fikoeritrin yang lebih tinggi pada fotoperiod dengan siklus

terang yang lebih rendah ini juga didukung oleh kondisi morfologi warna propagul

K. alvarezii pada akhir kultur dimana perlakuan fotoperiod A (8L : 16D) dan B

(12L : 12D) menghasilkan tallus yang berwarna lebih terang (menjadi coklat

gelap-kemerahan) dibandingkan perlakuan fotoperiod dan C (24L : OD) dan D

(16L : 8D) (Gambar 50.).

Gambar 50. Morfologi tallus K. alvarezii pada berbagai perlakuan fotoperiod
[A(BL :16D), B (12L: 12D), C (24L : OD), dan D (16L : 8D)]
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Perubahan warna talus menjadi lebih terang ini berhubungan dengan
induksi  peningkatan fikobiliprotein terutama fikoeritrin. Menurut Xu dan Gao
(2012) intensitas cahaya yang rendah, baik cahaya putih ataupun cahaya
monokrom menginduksi peningkatan pigmen yang sama. Marsac, (2003)
menyatakan bahwa warna tallus coklat-kemerahan mengindikasikan konsentrasi
fikoeritrin yang tinggi. Meningkatnya kandungan fikobiliprotein pada intensitas
cahaya rendah ditujukan untuk meningkatkan peluang energi cahaya diserap
oleh molekul anterior fotosistem (Luning, 1990). Fikoeritrin merupakan protein
yang bekerja sebagai pigmen pelengkap pada algae merah dan alga biru-hijau
seperti halnya fikobilin, berfungsi dalam sel alga untuk membantu klorofil-a dalam
menyerap cahaya pada proses fotosintesis. Cahaya yang diserap oleh fikoeritrin
secara efisiensi dipindahkan ke fikosianin, kemudian ke allofikosianin, diteruskan
ke allofikosianin B dan terakhir ke klorofil (Chakdar et al. 2012).

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian tahap Il ini diperoleh
bahwa perlakuan intensitas cahaya 1900 lux, media PES 20 mL/L dan
fotoperiode (12L : 12D) memberikan kandungan klorofil a dan fikoeritrin yang

dapat meningkatkan pertumbuhan propagul K. alvarezzi.

5.3.3. Karakterisasi Kandungan Klorofil a Ekstrak Propagul K. alvarezii
Hasil Kultur Jaringan

Karakterisasi klorofil a propagul K. alvarezii hasil kultur jaringan dilakukan
untuk mempertegas kandungan klorofil a yang dianalisa pada penelitian ini. Hasil
karakterisasi kandungan ekstrak klorofil a propagul K. alvarezii hasil kultur
jaringan meliputi nilai kadar air, nilai rendemen ekstrak, hasil isolasi dan

identifikasi.
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5.3.3.1. Analisis Kadar Air

Analisa kadar air sampel propagul K. alvarezii segar hasil kultur jaringan
dilakukan dengan metode thermografimetri (Winarno, 2007). Identifikasi kadar air
diperoleh dari reduksi massa atau berat awal sampel karena penguapan air
akibat pemanasan dalam oven. Selanjutnya data reduksi massa disubstitusikan
ke dalam rumus perhitungan kadar air (Lampiran 49.). Hasil perhitungan
menunjukkan bahwa rata-rata kadar air segar propagul K. alvarezii hasil kultur
jaringan yang digunakan pada penelitian ini adalah 87,05%. Ahmad et al (2012)
menyatakan bahwa kadar air pada rumput laut segar bervariasi antara 75,95 —

96,03%.

5.3.3.2. Hasil Randemen Ekstrak

Proses ekstraksi pigmen sampel propagul K. alvarezii segar hasil kultur
jaringan dilakukan dengan metode da Costa et al (2009) yang dimodifikasi pada
beberapa tahapannya sehingga diperoleh hasil berupa ekstrak kasar pigmen
kering dengan warna hijau tua pekat. Menurut Ncube et al., (2008) bahwa
ekstraksi adalah metode pemisahan senyawa bioaktif dari jaringan tanaman
dengan menggunakan pelarut terutama pelarut organik dan selama ekstraksi
erut mengalami difusi ke dalam jaringan tanaman dan melarutkan komponen
yang memiliki polaritas yang sama dengan pelarut. Pelarut yang digunakan pada
tahap ini adalah metanol dan aseton.

Hasil Penelitian Torres et al, (2014) metanol adalah pelarut yang paling
efisien untuk mengekstrak karotenoid dan chl a pada Gracilaria tenuistipitata Var.
Liui. Lebih lanjut dikatakan bahwa semua organisme laut memiliki kandungan air
yang tinggi sehingga kandungan air ini membentuk penghalang terhadap
penetrasi dari pelarut-pelarut ini. Karakteristik inilah yang dapat menjelaskan

mengapa semakin banyak pelarut polar memberikan hasil ekstraksi terbaik,
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karena mampu memecah dinding sel organisme dengan kandungan air yang
tinggi.

Setelah diekstraksi selanjutnya dianalisa nilai randemennya (Widyastuti,
2010). Hasil perhitungan menunjukkan bahwa randemen ekstrak kering propagul
K. alvarezii segar hasil kultur jaringan yang digunakan pada penelitian ini adalah
2,1056%. Menurut Rohman (2013) dinding sel pada alga merah terdiri atas
selulosa, agar, karagenan, porpiran dan selaran. Dibandingkan dengan rumput
laut Eucheuma spinosum maka dinding sel Eucheuma cottonii/ K. alvarezii lebih

mudah ditembus oleh pelarut (Ulfah, 2009).

5.3.3.3. Hasil Isolasi Klorofil a

Isolasi pigmen klorofil a sampel propagul K. alvarezii segar hasil kultur
jaringan dilakukan dengan mengacu pada metode isolasi pigmen menurut
Pangestuti et al., (2007). Klorofil a dipisahkan dari pigmen lain yang terdapat
pada propagul K. alvarezii dengan metode kromatografi kolom dengan fase
gerak heksan : etil asetat (7:3 v/v) dan fase diam silika gel. Perbandingan
campuran pelarut heksan : etil asetat (7:3 v/v) memperlihatkan mulai terjadi
pemisahan klorofil a. Tabel 20. menunjukkan bahwa eluen heksan : etil asetat
dengan perbandingan 7 : 3 mampu memisahkan fukosantin dengan baik dan
didapatkan warna hijau.

Tabel 20. Perbandingan eluen yang digunakan untuk memisahkan pigmen
klorofil a propagul K. alvarezii pada kromatografi kolom

Kombinasi jenis pelarut | Perbandingan eluen Keterangan
Heksan : etil asetat 8:2 Belum terpisah
Heksan : etil asetat 7:3 Terpisah
Heksan : etil asetat 6:4 Terpisah
Heksan : etil asetat 5:5 Terpisah
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5.3.3.4. Hasil Identifikasi Pigmen Klorofil a
1. Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Analisa pigmen klorofil a propagul K. alvarezii dilakukan dengan metode

Thin Layer Chromatography (TLC) atau Kromatografi lapis tipis (KLT) untuk
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mendapatkan totol warna yang dapat digunakan untuk penetapan Retardation
factor (Rf) kompenen/senyawa pembentuk totol warna klorofil a. Penetapan
bercak atau totol warna pada TLC didasarkan pada nilai Rf seperti dilakukan oleh
Dimara et al., (2012) dengan menggunakan standar klorofil a. Warna yang
ditunjukkan dalam pemisahan pigmen pada KLT dapat digunakan sebagai dasar
untuk identifikasi pigmen. Analisa faktor retardasi (Rf) perlu dilakukan untuk
memperkuat identifikasi komposisi pigmen berdasarkan warna (Daood 2003).

Hasil analisa klorofil a dengan metode TLC dapat dilihat pada Gambar 51.

totol warna

klorofla T '

Gambar 51. Hasil analisa klorofil a dengan TLC dari ekstrak kasar (X5 = ekstrak
kasar, K = Standar) dengan fase gerak hexan : dietil eter : aseton (5
13:2,viv).

AS

Gambar 51. menunjukkan bahwa totol berwarna hijau biru memiliki nilai

Rf 0,55 dan diidentifikasi sebagai klorofil a, sebab setara dengan Rf standar

BRAWIJAYA

NIVERSIT

klorofil a (K). Data ini sesuai dengan deskripsi Gross (1991), yang menyatakan
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bahwa klorofil a berwarna hijau biru, klorofil b hijau kuning dan karotenoid
berwarna kuning, orange, merah. Menurut Arya dan Kumar (2017), bahwa nilai
Rf pigmen klorofil 'a dengan menggunakan beberapa pelarut organik dan

inorganik berkisar antara 0,51 — 0,59.

2. Hasil  analisis ~ klorofil. ~a secara kualitatif dengan
spektrofotometer

Pola spektrum Kklorofil a hasil isolasi dengan komatografi kolom
dibandingkan dengan pola spektrum standar klorofil a, memiliki serapan
maksimal gelombang biru pada panjang gelombang 430 nm dan serapan
maksimal gelombang merah pada panjang gelombang 661 nm untuk standar dan

662 nm untuk hasil isolasi kromatografi kolom (Gambar 52.).

1.0+
0.8
A 0 6_ BE1.0, 0236
’ )
g 0.4 300,038
0.2/_/'/1
0.0 —
400 500 600 700
Wavelength (nm)
1.0+
0.8+ 7 -
B g 0.67 i ;
g 0.4+ £
0'2_ /L
0.0

400 500 600 700
Wavelength (nm)

Gambar 52. Pola spektrum klorofil a pada panjang gelombang maksimum (A)
Pola spektrum standar klorofil a, (B) Pola spektrum klorofil a hasil
isolasi kromatografi kolom
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Menurut Lichtenthaler and Buschmann (2001), bahwa panjang
gelombang biru maksimum klorofil a berkisar antara 428 - 432 nm dan panjang
gelombang merah maksimum klorofil a berkisar antara 660 — 665 nm. Perbedaan
panjang gelombang merah maksimum klorofil a pada standar dan hasil isolasi
kromatografi kolom tersebut lebih disebabkan oleh kualitas pelarut atau tingkat

kemurnian pelarut yang digunakan untuk analisa.

3. Hasil analisis klorofil a secara kualitatif dengan FT-IR
Analisa gugus fungsional Kklorofil a menggunakan metode Fourier
Transform Infra Red (FTIR) spektrofotometri. FTIR merupakan alat yang sangat
berguna untuk mempelajari gugus fungsional dalam suatu senyawa (Yue, et al.,
2007). Analisa spektra infra merah sampel fukosantin S. filipendula disajikan
pada Tabel 21. dan Gambar 53.

Tabel 21. Hasil analisis gugus fungsional sampel Klorofil a propagul K.
alvarezii ‘menggunakan Fourier Transform Infra Red (FTIR)

Spectrometer

Puncak Serapan (cm™) Vibrasi GuGus Fungsi
3462,44 N-H ulur pada amina sekunder atau imina
2925,63 C-H ulur dari C-O-CHs
2858,13 C-H pada N-CHa-
1731,50 C-O pada af tak jenuh (ster & laktoon)
1639,83 C-H pada C-C terkonjugasi
1542,31 N-H tekuk
1462,64 C-H anti-symetric dan symetric
1382,88 C-N pada cincin tetrapirole
1273,35 vibrasi C-O.
1125,22 gugus C=N

1073 C-C skeletal

742,62 CH: rocking
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fraksi X 5 pelrut dietil eter

682032 77106

T42.6815 33.850

1638.828 13638
1642310 -2 7
1462643 202,109
1382.870 106.549
1273.347 372 460
1125216 81.625
1073.001 80.214

1731.501 284.426

2868129 -1 493

=]
3462.437 1891.416
2925638 137.01
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Gambar 53. Kromatogram FTIR spektrometer klorofil a propagul K. alvarezii hasil
isolasi dengan kromatografi kolom

Spesifikasi dari gugus klorofil ditandai dengan adanya cincin vibrasi
oksigen ketone dimana hidrogen yang terikat dengan air berkoordinasi dengan
atom pusat Magnesium dari klorofil. Kondisi ini akan memunculkan hidrogen
terikat pada karbonil ester dengan puncak pada 3431,31 cm-1 (Konwar and
Baruah, 2011). Aggregat Klorofil-air akan menghasilkan puncak pada 1643,30
cm-1 (Konwar and Baruah, 2011). Selain itu puncak 1643,30 cm-1 juga dapat
sebagai indikasi adanya koordinasi Oksigen keton dengan Magnesium (Dikio and
Isabirye, 2008). Deformasi gugus alkil C-H anti-symetric dan symetric muncul
pada 1417 cm-1 (Dikio and Isabirye, 2008). Sedangkan puncak pada 1155 cm-1
menunjukkan adanya gugus C=N (Konwar and Baruah, 2011).

4. Spektrum massa klorofil a propagul K. alvarezii yang dianalisis
dengan LCMS

Berdasarkan data hasil pengukuran spektra massa sampel (Gambar 54.)
menunjukkan bahwa di dalam sampel tersebut senyawa klorofil a dengan
karakteristik 3 pecahan ion molekul dengan kelimpahan terbanyak (base peak)

dari fragmen-fragmen tersebut adalah 893,98 m/z yang juga diduga kuat sebagai
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bobot molekul senyawa klorofil a. Daftar fragmentasi yang dihasilkan dapat

dilihat pada Tabel 22.
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Gambar 54. Kromatogram klorofil a hasil analisis dengan LCMS

Tabel 22. menunjukkan bahwa puncak pertama dan kedua adalah klorofil
a dengan bobot molekul 893,01 m/z dan 893,98 m/z, sedangkan puncak ketiga
adalah bobot molekul 894,99 m/z, dimana puncak ini diduga sebagai klorofil a
dengan penambahan ion H* ([(M+H]*) dan puncak ketiga dengan bobot molekul
896,30 m/z, adalah klorofil a dengan penambahan dua ion H* ([M+2H]").

Tabel 22. Pecahan ion molekul senyawa korofil a yang terkandung dalam
propagul K. alvarezii.

Massa ion (m/z)  Dugaan pecahan ion molekul

893,01 CssH7205NsMg
893,98 CssH7205N4Mg
894,99 CssH7305N4Mg
896,30 CssH7505N4Mg
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5.4. Kebaharuan (Novelty)

Penelitian yang berfokus pada kultur jaringan rumput laut K. alvarezii cukup
banyak yang sudah dikembangkan oleh peneliti, namun kajiannya bersifat partial
dan tidak terintegrasi, sehingga capaian hasil belum maksimal. Dalam penelitian
ini - menitikberatkan pada interaksi media kultur, intensitas cahaya dan
fotoperiode dengan waktu pemeliharaan pengaruhnya terhadap kandungan
klorofil a dan fikoeritrin untuk mendapatkan kualitas propagul dengan indikator
pertumbuhan yang terbaik.

Hasil temuan diperoleh bahwa interaksi perlakuan media PES cair 20 mL/L,
intensitas cahaya 1900 lux dan. fotoperiode 12L : 12D dengan waktu
pemeliharaan delapan minggu merupakan perlakuan yang terbaik dengan
indikator pertambahan berat dan panjang, laju pertumbuhan harian (LPH) berat
dan panjang serta kandungan klorofil a dan fikoeritrin yang terbaik dibandingkan
dengan hasil yang tercatat pada perlakuan lainnya.

Bagan alir hubungan integrasi antara media kultur, intensitas cahaya dan
fotoperiode (Gambar 55.) merupakan implementasi hasil penelitian yang memiliki
hubungan saling terkait antara kandungan klorofil a dan fikoeritrin  dengan
pertumbuhan propagul. Kultur jaringan menggunakan interaksi media PES cair
20 mL/L, intensitas cahaya 1900 lux dan fotoperiod dengan waktu pemeliharaan
delapan minggu menunjukkan bahwa pertumbuhan propagul dipengaruhi oleh
kandungan klorofil a sebesar 84,2% (R? = 0,842) pada fotoperiod D (18L : 6D)
dan hasil ini tidak berbeda nyata dengan kultur jaringan menggunakan fotoperiod
B(12L : 12D) sebesar 78,6% (R? = 0,786). Interaksi perlakuan ini juga
memberikan hubungan korelasi yang kuat terhadap pertumbuhan propagul (R? =
0,804), kandungan klorofil a (R? = 0,929) dan kandungan fikoeritrin (R? = 0,903).

Luaran hasil penelitian ini terindikasi original karena integrasi antara media

kultur, intensitas cahaya dan fotoperiode dengan waktu pemeliharaan terhadap
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x.ré' pertumbuhan kandungan klorofil a dan fikoeritrin akan melengkapi beberapa
—g penelitian sebelumnya yang bersifat parsial (Tabel 23).
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Gambar 55 . Bagan Alir hubungan antara media PES cair, Intensitas Cahaya dan
Fotoperiode
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Tabel 23. Matriks Perbandingan Penelitian Disertasi Program Doktor dan Hasil

Penelitian Jurnal Global dan Lokal serta Penulisan Lainnya

Stosch, f/2 dan air laut
pada mikropropagasi in
vitro rumput laut
Eucheuma sp,

-
::___ No. Nama Judul penelitian Hasil Penelitian Luaran Hasil
S Peneliti
E 1 Disertasi Kajian Kandungan Interaksi perlakuan Terintegrasi
S Doktor Klorofil a dan media PES cair 20 mL/,
o (Lumbessy,  Fikoeritrin Pada intensitas cahaya 1900 % Media Kultur
5 2019) Kultur Jaringan lux dan fotoperiode 12L <+ Intensitas
e Rumput Laut : 12D dengan waktu cahaya
Kappaphycus pemeliharaan delapan ++ Fotoperiode
alvarezii minggu memberikan  pertumbuhan
kandungan klorofil a dan <+ klorofil a
fikoeritrin yang dapat + fikoeritrin
memberikan % waktu
pertumbuhan propagul pemeliharaan
K. alvarezii yang terbaik.
2 Suryati et Regenerasi dan Sintasan Rumput Laut Terintegrasi
al., (2016) Perbanyakan K. alvarezii
Rumput Laut yang paling tinggi < Media Kultur
Kappaphycus diperoleh menggunakan « |ntensitas
Fiod Transformasi  saimita 30 gl (@00, SN2
asil Transformasi  salinitas 30 g 0), - .
Gen Superoksida pH 7 (96%), intensitas : Fo'Foperlode
Dismutase cahaya pada 1.500 "y salinitas
(MaSOD) lux (80%), fotoperiode % pH
12:12 (84%), komposisi ~ % komposisi
ZPT dengan campuran IAA dan BAP
IAA dan BAP dengan < Sintasan
perbandingan
2:1.
3. Suryati et In Vitro Growth Rate = Media PES 1/20 yang Parsial
al., (2015) of Kappphycus diperkaya dengan 50 pL <+ Media Kultur
alvarezii ekstrak rumput laut «» Pertumbuhan
micropropagule & dapat meningkatkan
Embryo by kelangsungan hidup dan
Enrichment Medium  pertumbuhan talus K.
With Seaweeds alvarezii
Extract
4. Mulyaningr  Regenerasi Kalus Kultur filamen kalus Parsial
um et al, Berflamen Rumput pada media cair dengan < Media Kultur
(2012) Laut Kappaphycus ZPT indole acetic acid «»Hormon
alvarezii (IAA) : kinetin : zeatin, « Pertumbuhan
Pada berbagai (0,4:0:1) ppm
Perbandingan Zat memberikan
Pengatur Tumbuh laju pertumbuhan
Auksin harian,sintasan,kecepat
% Sitokinin an regenerasi dan
panjang tunas lebih baik
5 Yong et al., Invitro Laju pertumbuhan Parsial
(2011) Micropropagation of -~ harian talus dengan «»Media Kultur
Eucheuma media PES lebih tinggi +«Pertumbuhan
Seaweed dibandingkan media von
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BAB 6.
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

i

Interaksi- media PES cair 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan
minggu memberikan kandungan klorofil a dan fikoeritrin tertinggi, yaitu 57,89
Mo/mL dan 66,30 ug/mL serta pertambahan berat dan panjang tertinggi, yaitu
2,59 g dan 2,73 cm. Pengaruh media PES cair 20 mL/L berhubungan dengan
proses osmosis Nitrogen (N) dan Fosfor (P) dari media kultur ke dalam
dinding sel propagul. Sementara laju penyerapan nitrat dan fosfat memiliki
korelasi positif dengan peningkatan laju pertumbuhan serta sintesis klorofil a
dan phycoerythrin.

Interaksi intensitas cahaya 1900 lux dan media PES 20 mL/L dengan waktu
pemeliharaan delapan minggu memberikan kandungan klorofil a tertinggi,
yaitu 57,89 pg/mL dan pertambahan berat dan panjang tertinggi, yaitu 2,59 g
dan 2,73 cm serta laju pertumbuhan harian berat dan panjang tertinggi, yaitu
3,58 %/hari dan 1,84 %/hari. Sementara interaksi intensitas cahaya 1300 lux
dan media PES 20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan minggu
memberikan kandungan fikoeritrin tertinggi, yaitu 89,47 ug/mL. Pengaruh
intensitas cahaya 1900 Ilux berhubungan dengan proses difusi dan
penyerapan foton oleh molekul-molekul pemanen cahaya sehingga proses
reduksi nitrat menjadi nitrit berlangsung lebih cepat dan klorofil a yang
terbentuk juga semakin banyak. Pembentukan klorofil a akan mempengaruhi
proses fotosintesis yang berhubungan dengan pertumbuhan propagul.
Interaksi fotoperiod B(12L : 12D), intensitas cahaya 1900 lux, dan media PES
20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan minggu memberikan
kandungan klorofil a yang paling tinggi, yaitu 89,53 pg/mL serta pertambahan

berat dan Laju Pertumbuhan Harian (LPH) berat yang paling tinggi, yaitu
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berturut-turut 2,72 g dan 4,06%/hari. Sementara interaksi perlakuan D(18L :
6D) intensitas cahaya 1900 lux dan media PES 20 mL/L dengan waktu
pemeliharaan delapan minggu memberikan kandungan fikoeritrin yang paling
tinggi, yaitu 116,44 pug/mL dan tidak berbeda nyata dengan perlakuan
interaksi fotoperiod B(12L : 12D), intensitas cahaya 1900 lux dan media PES
20 mL/L dengan waktu pemeliharaan delapan minggu. Pengaruh fotoperiode
12L :12D berhubungan dengan terbentuknya keseimbangan antara fenomena
anabolik dan katabolik selama siklus fotoperiode untuk memaksimalkan
pembentukan Kklorofil a dan pertumbuhan propagul.. Hasil identifikasi klorofil a
dengan TLC pada isolat K. alvarezzi diperoleh totol warna hijau biru yang
memiliki nilai Rf 0,55. Pola spektra memiliki serapan maksimal gelombang biru
pada panjang gelombang 430 nm dan serapan maksimal gelombang merah
pada panjang gelombang 662 nm dengan pelarut metanol. Pada metode

LCMS, ditunjukkan bahwa bobot molekul klorofil a sebesar 893,98 m/z

6.2. Kebaharuan (Novelty)

Ditemukannya propagul rumput laut K. alvarezii sebagai sumber bibit
dengan pertumbuhan yang lebih baik melalui kultur jaringan menggunakan teknik
rekayasa media kultur, intensitas cahaya dan fotoperiode yang dapat

meningkatkan kandungan klorofil a dan fikoeritrin propagul.

6.2. Saran

Disarankan dalam kegiatan kultur jaringan K. alvarezii pada tahap
regenerasi mikropropagul menjadi propagul (plantlet) dapat dilakukan rekayasa
pertumbuhan propagul menggunakan media PES cair 20 mL/L, intensitas cahaya
1900 Ilux dan fotoperiode (lama penyinaran) 12L : 12D dengan lama

pemeliharaan delapan minggu untuk meningkatkan kandungan klorofil a dan
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fikoeritrin yang dapat memberikan pertumbuhan propagul yang lebih baik dalam

meningkatkan produksi bibit rumput laut K. alvarezii pada perbanyakan di laut
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LAMPIRAN 1. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap
Pertambahan Berat Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur Jaringan

PES Cair Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (g) Rerata
(mL/L) 0 2 4 6 8

20 1 0,33 0,55 0,67 1,47 2,63
2 0,35 0,5 0,8 1,33 2,51
3 0,37 0,43 0,78 1,37 2,64

Rerata 0,35 0,49 0,75 1,39 2,59 1,12
40 1 0,36 0,41 0,56 0,88 1,40
2 0,34 0,39 0,55 0,87 1,34
3 0,35 0,44 0,59 0,89 1,32

Rerata 0,35 0,41 0,57 0,88 1,35 0,71

Rerata 0,35 0,453 1,14 1,97

LAMPIRAN 2. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap
Pertambahan Panjang Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur

Jaringan
PES Cair Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (cm) Rerata
(mL/L) 0 2 4 6 8
20 1 11 1,52 1,93 2,41 2,76
2 1,16 1,46 2,04 2,34 2,65
3 0,73 1,05 1,74 2,37 2,78
rata2 0,997 1,34 1,90 2,37 2,73 1,87
40 1 0,97 1 1,15 1,33 1,38
2 0,92 1 1,24 1,6 1,6
3 0,77 1,07 1,14 1,32 1,4
rata2 0,89 1,02 1,18 1,42 1,46 1,19
Rerata 0,94 1,18 1,54 1,90 2,095




Lampiran 3. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Berat Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media PES cair

repository.ub.ac.id

Sumber F tabel
Keragaman  db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 4 10,6007 2,650  1184,832** 4,431 2,866
PES cair (B) 1 1,216 1,216 543,694** 8,096 4,351

AxB 4 1,540 0,385 172,190* 4,431 2,866
Galat 20 0,045 0,002
Total 29 13,402

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 4. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Panjang Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media PES cair

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 4 5,513 1,378 67,442** 4,431 2,866
PES cair (B) 1 3,434 3,434 168,036** 8,096 4,351
AXB 4 1,322 0,330 16,171** 4,431 2,866
Galat 20 0,409 0,020
Total 29 1,808

**) Berbeda sangat nyata
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LAMPIRAN 5. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap
Laju Pertumbuhan Harian Berat Propagul K. alvarezzi Hasil
Kultur Jaringan

PES Cair  Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (%/hari) Rerata

(mL/L) 2 4 6 8
20 1 3,65 1,41 5,61 4,16
2 2,55 3,36 3,63 4,54
3 1,075 4,25 4,02 4,69
rata2 2,425 3,01 4,42 4,46 3,58
40 1 0,93 2,23 3,23 3,32
2 0,98 2,46 3,28 3,09
3 1,63 2,10 2,94 2,82
rata2 1,18 2,26 3,15 3,072 2,42
Rerata 1,80 2,63 3,78 3,77

LAMPIRAN 6. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap
Laju Pertumbuhan Harian Panjang Propagul K. alvarezzi Hasil
Kultur Jaringan

PES Cair Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (%/hari) Rerata

(mL/L) 2 4 6 8
20 1 2,31 1,71 1,59 0,97
2 1,64 2,39 0,989 0,89
3 2,60 3,61 2,21 1,14
rata2 2,18 2,57 1,59 0,999 1,84
40 1 0,22 0,998 1,04 0,26
2 0,60 1,54 1,82 0
3 2,35 0,45 1,05 0,42
rata2 1,05 0,996 1,30 0,23 0,90
Rerata 1,62 1,78 1,45 0,61
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Lampiran 7. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
Berat Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media PES
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cair
Sumber F table
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 3 16,626 5,542 8,454** 5292 3,239
PES cair (B) 1 8,114 8,114 12,379** 8,631 4,494
AxB 3 0,362 0,121 0,184" = 5292 3,239
Galat 16 10,488 0,656
Total 23 35,591
**) Berbeda sangat nyata ") Tidak berbeda nyata

Lampiran 8. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
Panjang Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media

PES cair
Sumber F table

Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 3 4,857 1,619 3,814* 5292 3,239
PES cair (B) 1 53035 5,303 12,493* = 8,531 = 4,494
AXxB 3 1,331 0,444 1,045™ 5292 3,239

Galat 16 6,792  0,4242

Total 23 44,729

**) Berbeda sangat nyata *) Berbeda nyata ") Tidak berbeda nyata

BRAWIJAYA
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LAMPIRAN 9. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap

Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
Jaringan

PES Cair Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (ug/mL) Rerata
(mL/L) 0 4 8

20 1 28,10 40,88 53,53
2 28,54 41,85 58,59
3 29,69 42,52 61,57

rata2 28,77 41,75 57,90 42,81
40 1 29,96 31,863 36,98
2 28,10 30,063 35,938
3 27,43 28,493 28,54

rata2 28,493 30,14 33,82 30,82
Rerata 28,63 35,94 45,86

LAMPIRAN 10. Hasil Analisis Pengaruh Konsentrasi Media PES Cair terhadap

Kandungan Fikoeritrin  Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
Jaringan

PES Cair Ulangan  Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (ug/mL)  Rerata
(mL/L) 0 4 8

20 1 46,58 79,06 57,29
2 47,39 79,90 58,02
3 49,22 84,94 83,62

rata2 47,73 81,30 66,31 65,11
40 1 56,52 35,47 41,14
2 45,25 36,08 48,93
3 40,66 37,40 55,66

rata2 47,48 36,31 48,57 44,12
Rerata 47,60 58,81 57,44
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Lampiran 11. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Klorofil a Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media PES cair

Sumber F table
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 2 896,678 448,339 61,6854* 6,927 3,885
PES cair (B) 1 647,100 647,100 89,0324** 9,33 4,747
AXxB 2 425,298 212,649  29,258* 6,927 3,885
Galat 12 87,218 7,268
Total 17  2056,294

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 12. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Fikoeritrin Propagul

K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Media PES cair

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung = 0,01 0,05
Waktu (A) 2 448,31 224,155  3,765" 6,927 3,885
PES cair (B) 1 1982,95 1982,95 33,309** 9,33 4,747
AxB 2 1524,69 762,345 12,805** 6,927 3,885
Galat 12 714,393 59,533
Total 17  4670,34

**) Berbeda sangat nyata ') Tidak berbeda nyata
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LAMPIRAN 13. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap
Pertambahan Berat Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
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Jaringan
Intensitas Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (g) Rerata
Cahaya (Lux) 0 2 4 6 8
1900 1 0,33 0,55 0,67 1,47 2,63
2 0,35 0,5 0,8 1,33 2¢5%
3 0,37 0,43 0,78 1,37 2,64
Rerata 0,35 0,49 0,75 1,39 2,59 1,12
1300 i 0,38 0,73 0,81 0,87 0,9
2 0,33 0,44 0,48 0,54 0,69
3 0,37 0,67 0,78 0,86 0,95
Rerata 0,36 0,56 0,63 0,70 0,85 0,62
Rerata 0,36 0,526 0,69 1,05 Yeh2

LAMPIRAN 14. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap
Pertambahan Panjang Propagul K. alvarezzi ‘Hasil Kultur

Jaringan
Intensitas Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (cm) Rerata
Cahaya (Lux) 0 2 4 6 8

1900 1 1,1 1,52 1,93 2,41 2,76
2 1,16 1,46 2,04 2,34 2,65
3 0,73 1,05 1,74 2,37 2,78

Rerata 0,997 1,347 1,907 2,377 2,73 1,87
1300 1 1,2 1,3 15 1,6 1,7
2 0,8 0,9 1 1 1,1
3 1,3 14 1,5 1,7 1,7

Rerata 1,1 1,15 1,25 1,35 1,5 1,27
Rerata 1,05 1,25 1,58 1,868 2,12
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Lampiran 15. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Berat Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Intensitas Cahaya
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F tabel
Sumber Keragaman  db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) G ilall22 0 10080 - n36.880%% 4421 . 2 886
Intensitas Cahaya (B) 1 1,853 1,853  38,927** 8,096 4,351
AxB 4 3,465 0,866 18,203** 4,431 2,866
Galat 20 0,9525 0,048
Total 29 13,292

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 16. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Panjang Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Intensitas Cahaya

F tabel
Sumber Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 4 4,553 1,138 7,677 4,431 2,866
Intensitas Cahaya (B) 1 2,694 2,694 18,171** 8,096 4,351
AxB 4 1,859 0,465 3,134* 4,431 2,866
Galat 20 2,965 0,148
Total 29 12,071
**) Berbeda sangat nyata *) Berbeda nyata

BRAWIJAYA
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LAMPIRAN 17. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap Laju
Pertumbuhan Harian Berat Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
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Jaringan
Intensitas Ulangan = Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (%/hari)  Rerata
Cahaya (lux) 2 4 6 8

1900 1 3,65 1,41 5,61 4,16
2 2,55 3,36 3,63 4,54
3 1,07 4,25 4,02 4,69

rata2 2,42 3,01 4,42 4,46 3,58
1300 1 4,66 0,74 0,51 0,24
2 2,05 0,62 0,84 1,75
3 4,24 1,09 0,7- 0,71

rata2 3,65 0,82 0,68 0,90 1,51
Rerata 3,04 1,91 2,55 2,68

LAMPIRAN 18. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap Laju
Pertumbuhan Harian Panjang Propagul K. alvarezzi Hasil
Kultur Jaringan

Intensitas Ulangan ~Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (%/hari)  Rerata
Cahaya (lux) 2 4 6 8
1900 1 2,31 1,71 1,59 0,97
2 1,64 2,39 0,98 0,89
3 2,60 3,61 2,21 1,14
rata2 2,18 2,57 1,59 0,999 1,84
1300 1 0,572 1,022 0,461 0,43
2 0,841 0,753 0 0,68
3 0,529 0,493 0,894 0
rata2 0,647 0,756 0,452 0,371 0,56
Rerata 1,42 1,66 1,02 0,69

171




Lampiran 19. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
Berat Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Intensitas
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Cahaya
F tabel

Sumber Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05

Waktu (A) 3 3,9758 1,325 1,395" 5,292 3,239
Intensitas Cahaya (B) 1 25568 25,568 26,907** 8,531 4,494

AXxB 3 23,8548 7,951  8,368** 5,292 3,239

Galat 16 15,2038 0,950

Total 23 68,601
**) Berbeda sangat nyata ) Tidak berbeda nyata

Lampiran 20. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
Panjang Propagul K. ‘alvarezii pada Berbagai Perlakuan
Intensitas Cahaya

F tabel

Sumber Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 3 3,339 1,113  4,502* 5,292 3,239
Intensitas Cahaya (B) 1 9,810 9,810 39,68** 8,531 4,494
AXxB 3 1,190 0,397 = 1,605™ 5,292 3,239

Galat 16 3,956 0,247

Total 23 18,295

**) Berbeda sangat nyata *) Berbeda nyata ") Tidak berbeda nyata

BRAWIJAYA
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LAMPIRAN  21. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap
Kandungan Klorofil a Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
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Jaringan
Intensitas Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (ug/mL) Rerata
cahaya (lux) 0 4 8
1900 1 28,10 40,88 53,53
2 28,54 41,85 58,59
3 29,69 42,52 61,57
rata2 28,77 41,75 57,90 42,81
1300 1 28,24 23,68 19,24
2 28,54 24,26 20,13
3 31,71 25,65 24,01
rata2 29,50 24,53 21,13 25,05
Rerata 29,14 33,14 39,51

LAMPIRAN 22. Hasil Analisis Pengaruh Intensitas Cahaya terhadap
Kandungan Fikoeritrin Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur
Jaringan

Intensitas Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (ug/mL)  Rerata

cahaya (lux) 0 4 8
1900 1 46,58 79,06 57,29
2 47,39 79,90 58,02
3 49,22 84,95 83,62
rata2 47,73 81,30 66,31 65,11
1300 1 40,83 80,12 88,93
2 45,68 85,78 90,55
3 58,39 85,65 88,93
rata2 48,30 83,85 89,47 73,88
Rerata 48,02 82,58 77,89

173




Lampiran 23. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Klorofil a Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Intensitas Cahaya
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Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 2 328,654 . 164,327 33,940 6,927 .3 885
PES cair (B) 1 1418,846 1418,846 293,372** 9,33 4,747
AxB 2 1055,143 527,5712 109,085* 6,927 3,885
Galat 12 58,036 4,836
Total 17  2860,679

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 24. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Fikoeritrin Propagul
K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Intensitas Cahaya

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 2 4217,97 2108,985 38,308** 6,927 3,885
PES cair (B) 1 345,451 345,451 6,275* 9,33 4,747

AxB 2 469,7 234,85 4,266* 6,927 3,885
Galat 12 660,645 55,054
Total 17 5693,76

**) Berbeda sangat nyata *) Berbeda nyata

BRAWIJAYA
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LAMPIRAN 25. Hasil Analisis Pengaruh Fotoperiod terhadap Pertambahan
Berat Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur Jaringan

Fotoperiod (L : D) Ulangan  Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (g)  Rerata
(Jam) 0 2 4 6 8

A (6 :18) 1 0,37 0,47 0,63 0,62 0,58
2 0,36 0,42 0,59 054 0,52
3 0,39 0,59 0,78 0,76 0,71

Rerata 0,37 0,49 0,67 0,64 0,60 0,56
B (12:12) 1 0,31 0,52 0,83 1,27 2,48
2 0,36 0,56 0,88 1,68 2,73
8 0,38 0,58 0,95 1,7 295

Rerata 0,35 0,55 0,89 W5, | 11272 1,21
C((24:0) Y 034 057 064 069 0,33
2 0,33 0,39 0,42 09 0,67
3 0,36 0,49 0,65 0,84 0,59

Rerata 0,34 048 0,57 0,81 053 0,55
D (18:6) 1 0,32 0,53 0,71 1,02 1,89
2 0,38 0,58 0,69 0,92 1,65
3 0,38 0,52 0,74 0,85 1,50

Rerata 0,36 054 071 093 168 0,85

Rerata 0,36 0,52 0,71 098 1,38 0,79
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LAMPIRAN 26. Hasil Analisis Pengaruh Fotoperiod terhadap Pertambahan
Panjang Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur Jaringan
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Fotoperiod (L : D)  Ulangan  Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) (cm)  Rerat

(Jam) 0 2 4 6 8 a
A (6 : 18) 1 07 15 1,6 1,6 1,7
2 0,9 1,7 1,8 1,8 1,8
3 1 1,2 1,3 1,4 14
Rerata 0,87 1,47 1,57 1,6 1,637 1,43
B(12:12) 1 1,22 1,56 1,68 2,31 2,56
2 1,07 1,44 2,05 2,73 2,86
3 0,64 1,08 1,13 2,14 2,58
Rerata 0,98 1,36 1,62 2,398 2,67 1,80
C((24:0) 1 1 1,3 14 15 1,5
2 0,9 1 1 1 1
3 1 1,2 1,2 15 2
Rerata 0,97 1,17 1,2 1,33 1,5 1,23
D (18:6) 1 0,9 1,3 1,3 15 1,8
2 1,3 1,4 15 1,6 2
3 0,7 11 15 1,6 2,1
Rerata 0,97 1,27 1,43 1,57 1,97 1,44
Rerata 094 1,32 1,46 1,72 1,94 1,48
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Lampiran 27. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Berat Propagul K.

alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 4 5,873 1,468 64,080** 4.369 2.840
Fotoperiod (B) 3 4,397 1,4656 63,968** 4.874 3.072
AXB 12 6,599 0,550 24,000 3.173 2.250
Galat 21 0,481 0,023
Total 59 17,349

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 28. Analysis of Variance (ANOVA) Pertambahan Panjang Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 4 7,047 1,762 14,477 4.369 2.840
Fotoperiod (B) 3 2,546 0,849 6,976*  4.874 3.072
AxB 12 2,313 0,193 1,584"  3.173 2.250
Galat 21 2,555 0,122
Total 59 14,461

**) Berbeda sangat nyata

") Tidak berbeda nyata
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LAMPIRAN  29.

Hasil

Analisis

Pengaruh
Pertumbuhan Harian Berat Propagul
Kultur Jaringan

Fotoperiod

terhadap  Laju

K. alvarezzi Hasil

Fotoperiod (L : D)  Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) Rerata
(Jam) (Y/hari)
2 4 6 8
A (6:18) 1 1,71 2,09 -0,11 -0,48
2 1,101 2,43 -0,63 -0,27
3 2,96 1,99 -0,19 -0,49
rata2 1,92 2,17 -0,31 -0,41 0,84
B (12:12) 1 3,69 3,34 3,04 4,78
2 3,16 3,23 4,62 3,47
3 3,02 3,52 4,16 3,94
rata2 3,29 3,36 3,94 4,06 3,66
C(24:0) 1 3,69 0,83 0,54 -5,26856
2 1,19 0,53 544  -2,10798
3 2,20 2,02 1,83 -2,52342
rata2 2,36 1,13 2,60 -3,30 0,70
D (18: 6) 1 3,60 2,09 2,59 4,41
2 3,02 1,24 2,05 4,17
3 2,24 2,52 0,99 4,06
rata2 2,95 1,95 1,88 4,21 2,75
Rerata 2,63 2,15 2,03 1,14 1,99
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LAMPIRAN  30. 'Hasil Analisis Pengaruh Fotoperiod terhadap Laju
Pertumbuhan Harian Panjang Propagul K. alvarezzi Hasil
Kultur Jaringan
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Fotoperiod (L : D)  Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) Rerata

(Jam) (Y/hari)
2 4 6 8
A (6:18) 1 5,44 0,46 0 0,43
2 4,54 0,41 0 0
3 1,30 0,57 0,53 0

rata2 3,76 0,48 0,18 014 1,14
B (12:12) 1 1,76 0,53 2,27 0,73
2 2,12 2,52 2,05 0,33
3 3,74 0,32 4,56 1,34

rata2 2,54 1,13 2,96 0,80 1,86
C (24:0) 1 1,87 0,53 0,49 0
2 0,75 0 0 0
3 1,30 0 1,59 2,05

rata2 1,31 0,18 0,70 068 0,72
D (18 : 6) 1 2,63 0 1,02 1,30
2 0,53 0,49 0,46 1,59
3 3,23 2,22 0,46 1,94

rata2 2,13 0,90 0,65 1,61 1,32

Rerata 2431 0,67 1,12 081 1,26
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Lampiran 31. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)
Berat Propagul K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 3 37,308 12,436 o 12 167** 4538 .. 2934
Fotoperiod (B) 3 67,365 22,455 = 23,053** 4,538 2,934
AXxB 9 55,878 6,209 6,374* 3,092 2,223
Galat 32 31,170 0,974
Total 47 191,721

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 32. Analysis of Variance (ANOVA) Laju Pertumbuhan Harian (LPH)

Panjang Propagul - K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan
Fotoperiod
Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 3 23,249 7,750 7,888** 4,538 2,934
Fotoperiod (B) 3 7,469 2,490 2,634" 4,538 2,934
AxB 9 20,533 2,282 2,322* 3,092 2,223
Galat 32 31,440 0,983
Total 47 82,691

**) Berbeda sangat nyata

*) Berbeda nyata

") Tidak berbeda nyata
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LAMPIRAN 33. Hasil Analisis Pengaruh Fotoperiod terhadap Kandungan
Klorofil a Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur Jaringan

Fotoperiod (L : D)  Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) Rerata
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(Jam) (Hg/mL)
0 4 8
A (6:18) 1 31,59 53,53 60,26
2 27,59 45,09 57,05
3 27,43 42,55 53,66
rata2 28,87 47,06 56,99 44,31
B(12:12) 1 28,49 66,87 93,43
2 25,02 61,54 75,91
3 33,64 66,93 99,25
rata2 29,05 65,11 89,53 61,23
C(24:0) 1 31,76 37,80 41,66
2 27,08 37,26 49,91
3 27,12 29,74 34,86
rata2 28,65 34,93 42,14 35,24
D (18:6) 1 33,61 53,53 74,50
2 24,29 51,01 64,03
3 29,76 51,60 73,95
rata2 29,22 52,05 70,83 50,70
Rerata 28,95 49,79 64,87 47,87
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LAMPIRAN 34. Hasil Analisis Pengaruh Fotoperiod terhadap Kandungan
Fikoeritrin Propagul K. alvarezzi Hasil Kultur Jaringan
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Fotoperiod (L : D)  Ulangan Waktu Pemeliharaan (Minggu ke-) Rerata

(Jam) (bg/mL)
0 4 8
A (6 18) 1 35,02 99,24 117,73
2 44,59 95,54 118,87
3 64,37 96,32 112,71
rata2 47,995 97,03 116,44 87,15
B(12: 12) | 35,01 106,36 119,40
2 48,47 81,30 108,38
3 61,03 107,27 110,92
rata2 48,17 98,31 112,90 86,46
C(24:0) 1 57,18 57,29 45,78
2 48,13 57,17 40,86
3 29,79 32,74 28,93
rata2 45,03 49,07 38,52 44,21
D (18 6) 1 35,21 78,14 92,48
2 44,28 74,36 61,16
3 59,22 71,33 61,14
rata2 46,24 74,61 71,59 64,15
Rerata 46,86 79,75 84,86 70,49
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Lampiran 35. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Klorofil a Propagul K.
alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

repository.ub.ac.id

Sumber F tabel
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 2 7810,31  3905,16 68,917** 6,701 3,806
Fotoperiod (B) 3 3227,33  1075,78 18,987** 5,739 3,411
AxB 6 1843,49 307,25 5427 4620 2,915
Galat 13 736,697 56,67
Total 35 12887,93

**) Berbeda sangat nyata

Lampiran 36. Analysis of Variance (ANOVA) Kandungan Fikoeritrin Propagul
K. alvarezii pada Berbagai Perlakuan Fotoperiod

Sumber F table
Keragaman db JK KT F-hitung 0,01 0,05
Waktu (A) 2 10209,52 5104,76  20,56** 6,701 3,806

Fotoperiod (B) 3 11374,43  3791,48  15,27** 5,739 3,411
AxB 6 5799,45 966,57 3,897* 4.620 2,915
Galat 13 3228,34 248,33
Total 35 30611,74

**) Berbeda sangat nyata *) Berbeda nyata

<C
=
=
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LAMPIRAN 37. Diagram alir Preparasi Sampel K. alvarezii

K. alvarezii

!

Dicuci dengan air mengalir sampai bersih

!

Ditiriskan

-
o
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A
—
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jE—
o
G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

A

Dipotong-potong + 0,5 -1

A

Diangin-anginkan diatas kertas

Diblender

A

Ditimbang 100 gr

N
Bubuk K. alvarezii
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LAMPIRAN 38. Diagram Alir Analisa Kadar Air Sampel K. alvarezii (Winarno,
2004)
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Botol Timbang + tutup
A
Dioven 24 jam pada suhu 105°C K. alvarezii
A A
Dinginkan dalam desikator + 15 menit Dipotong £ 0,5 -1 cm
A A
Timbang berat botol timbang + tutup Ditimbang £ 2 g

A

Dimasukkan sampel dalam botol timbang + tutup

A
Dioven pada suhu 105°C dengan tutup setengah
dibuka selama + 3 jam (sampai berat konstan)

A

Didinginkan dalam desikator + 15 menit

A
Ditimbang berat akhir (botol timbang + tutup dan sampel )

a

Dihitung kadar air bahan

A

Kadar air K. alvarezii
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LAMPIRAN 39. Diagram Alir Pembuatan Saturasi Garam (Costa et al., 2009)
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Garam grosok

!

Ditimbang * 1,5 kg

!

Dimasukkan dalam botol ukuran 1,5 L

A

Ditambahkan air hingga botol penuh

A

Dikocok hingga garam jenuh dan tidak terlarut lagi

A

Disaring dengan kertas saring berlapis sebanyak 2 x
(kertas saring kasar + kertas saring halus + kapas)

!

Saturasi garam
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LAMPIRAN 40. Diagram Alir Proses Ekstraksi Pigmen (Modifikasi metode
Costa et al., 2009)

K. alvarezii

!

Ditimbang 100 kg

!

Ditambahkan CaCOs

-
o
<
A
—
—
jE—
o
G
L= ]
o
o T
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A

Diblender

A

Dimaserasi dengan methanol : Aseton
(7:3) sebanyak 400 ml selama 24 jam

A

disaring

A

Filtrasi dipartisi dengan diethyl eter : saturasi garam : air
(200 ml : 30 ml: 120 ml : 10 ml))

v

Membentuk dua fase

A A

Fase atas Fase bawah

|

Dievaporasi dengan rotary
vacum evaporator

\

Diuapkan dengan gas Nitrogen

!

Ekstrak Kasar
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LAMPIRAN 41. Diagram Alir Isolasi Pigmen Klorofil a

Tabung kolom kromatografi

—
jE—
o
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o
e
(=5 ]
j=—

SilicelGeI ) )
v dipasangkan pada statif
Ditimbang 40 g
N
- l Kapas dipotong bulat tipis dan
Dilarutkan dengan Fase gerak N- dimasukkan ke dalam kolom kromatografi
Hexan : Ethyl Asetat (8:2) 200m|

v y
Distirrer selama 1 jam Ditambahkan sedikit fase gerak dan kapas
dengan kecepatan 300 rpm dipadatkan dengan bantuan tongkat kecil

A 4
Silica gel dan fase gerak
dimasukkan dalam kolom

)

Bagian luar tabung dipukul-pukul perlahan

A

Ekstrak kasar pigmen kering Ditambahkan sea sand £3 g
A A
Dilarutkan dengan fase gerak N- Fase gerak dikeluarkan
Hexan : Ethyl Asetat (8:2, v/v) 10 ml hingga batas sea sand

| »
>

h 4
Dimasukkan ekstrak kasar pigmen perlahan dengan bantuan pipet tetes

!

Dibuka kran kromatografi kolom hingga seluruh ekstrak melewati sea sand

A

Ditambahkan fase gerak N-Hexan : Ethyl Asetat
sedikit demi sedikit sambil kran dibuka

A

Fraksi yang diduga klorofil a ditampung (berwarna hijau)

A

Isolat pigmen klorofil a
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LAMPIRAN 42. Diagram Alir = analisa Pigmen Klorofil a dengan metode
Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
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Lempeng KLT

v
Dipotong dengan ukuran 5 x 5 cm
dan diberi garis batas atas 0,5 cm
dan garis batas bawah 1 cm

v

Isolat klorofil a

v

Diambil 6 pl dengan microsyringe

v
Ditotolkan pada pelat KLT

v

pelat KLT dimasukkan kedalam beaker
glass yang berisi fase gerak hexan :
diethyl eter : aseton (5 ; 3: 2, VIV)

v

ditunggu sampai pelarut mencapai

v

Diambil dengan penjepit

v

Hitung Rf (retardation factor)
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LAMPIRAN  43. ' Diagram Alir analisa Pigmen Klorofil - 'a dengan
Spektrofotometer UV-Vis
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Isolat Klorofil a

A

Sampel blanko (methanol P.A. £ 10 ml) Ditambahkan methanol P.A. £ 10

A

Masing-masing dituangkan dalam cuvet + 4 ml lalu ditutup

A
Dimasukkan cuvet pada Spektrofotometer UV-Vis yang
telah disetting pada panjang gelombang 300 nm- 800 nm

A

Diukur absorbansi dan panjang gelombang

A
Absorbansi max klorofil a (660- 665 nm pada
sinar merah dan 428 — 432 nm pada sinar biru )

|

Dihitung kandungan klorofil a
(Lichtenthaler, 1987)
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LAMPIRAN  44. Perhitungan hasil = Analisa 'Asam Glutamat dengan
menggunakan HPLC

repository

Perlakuan Fotoperiod A (18:6)

% As. glutamat = 200 100%
0 As. glutamat = oo X 0

= 36,84%

Perlakuan Fotoperiod B (12:12)

-
3
|
500
3 . ® 1
2 10 18 13
o e
1l 13
s € J 1y o
° o o)
min
MEIGHT  eME
338901 9769
2108563 118164 Aspasrtat

B S oo A clutamar = 12849634
113020 0968 wisciain S. utamat = —m—m——X
e - 0AS.9 28666472 0

=44,82%

28666472 197

<C
=
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— Perlakuan Fotoperiod C (24)
o
H S
[ * o ]
[
[ e T
(-
h 3
9359510
% As. glutamat = ————x 100%

25575691

HE B = 36,60%

333759 irewszr

Perlakuan Fotoperiod D (6:18)

ot Ohnrematogram o
"

. 2
¢ 3 ¥
L B B4 ¥ s

% As. glut t—10472319 100%
0 As. glutamat = —ooeae o x (]

=43,70%

1561062
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LAMPIRAN 45. Perhitungan Hasil Analisa Kadar Air

Sampel  Ulangan Botol Botol Botol Kadar - Rata-rata
timbang timbang timbang air kadar air
+sampel +sampel
awal akhir

1 73,388 74,6427 73,554 86,77%
K. 2 72,915 74,0717 73,065 87,03%  87,05%

alvarezii 3 73,952 75,1859 74,108 87,36%

% Kadar air = B _Ax 100%
Keterangan :

A = berat botol timbang (g)
B = berat botol timbang + sampel awal (g)
C = berat botol timbang + sampel kering (g)

Ulangan 1
74,6427 — 73,554

% Kadar air = 746437 — 73 388x 100%
] 1,0887

% Kadar air = 1 2547x 100%

% Kadar air = 86,7697%

Ulangan 2
] 74,0717 — 73,065

% Kadar air = 72071 =73 915x 100%
] 1,0067

% Kadar air = T567x 100%

% Kadar air = 87,0321%

Ulangan 3
; 75,1859 — 74,108

% Kadar air = T 1859_73952x100%
- 1,0779

% Kadar air = 1 2339x 100%

% Kadar air = 87,3572%
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LAMPIRAN 46. Perhitungan Nilai Randemen Ekstrak Pigmen Klorofil a

Sampel Ulangan Bobot Bobot Kadar  Randemen = Rata-rata
bahan yg Ekstrak air randemen
diekstrak  Murni (g) sampel

(9)
K. 1 100 0,2905 86,77%  2,1957%
alvarezii 2 100 0,2618 87,03%  2,0185% 2,1056%
w
% Randemen = x100%

Wo x (1 — Kadar air)

Keterangan : W = bobot ekstrak murni (g)

W, = bobot bahan yang diekstrak (g)

Ulangan 1

0,2905
o R = 1009
0% Randemen 100x(1—0,8677)x 00%
1 p o 0,2905 L
% Kadar air 1323x 00%

% Kadar air = 2,1957%

Ulangan 2

0,2618

= 1000
100 x (1= 0,8703)~ 100%

% Kadar air

| 0,2618
% Kadar air = 1557 x100%

% Kadar air = 2,0185%
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Lampiran 47. Standar pengukuran nitrogen pada rumput laut Kappaphycus
alvarezii (Kjeldahl Method) (Aoac,1980).

Reagen yang digunakan:

1. Asam Sulfat Pekat

2. Campuran Selenium

3. 50% Larutan NaOH (setiap 100 ml 50% NaOH + 25ml 8% Sodium tiosulfat
ditambahkan sebalum digunakan)

4. 2% Asam Boric

5. 0.01 N HCI

6. Indikator (larutkan 80 ml 0.1% metilen merah dalam 95% ethanol dengan 20 ml
0.1% larutan BCG dalam ethanol 95% atau 0.08 gr MR+0.02 gr Methylene Blue

dalam 100 ml ethanol)

Prosedur kerja yang dilakukan:

1. Sampel sebanyak 0.2-0.3 gram ditimbang dan dimasukkan ke dalam labu
kjeldahl.

. Campuran selenium ditambahkan dan dicampur dengan 20 ml H2SO4 (p)

. Kemudian ditempatkan di saluran pencampuran sampai larutan menjadi jernih.

. Secara hati-hati tambahkan air akuades sampai tanda ukur (120ml)

. Setiap 5 ml sampel diambil dengan pipet dan ditambahkan pada alat penyaring.

. Larutan NaOH 10 ml ditambahkan ke alat ukur dan dibilas dengan air akuades.

~N o b~ WwN

. Tabung erlenmeyer 100 ml terdiri dari 5 ml asam boric dengan indicator dan
ditempatkan dibawah outlet kondensor sampai 30 ml.
8. Larutan yang telah tersaring dititrasi dengan 0.01 N HCI sampai warna berubah
dari hijau menjadi pink.
9. Preparasi blanko memiliki prosedur yang sama dengan di  atas tanpa

menggunakan sampel.

. Yd, __ (Volume titration sample—Blanko) x 14 x Normality HCI x 24 x 100
Rerhitungan %N Weight of sample (mg)
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Lampiran 48. Prosedur analisa asam glutamat dengan HPLC

HPLC SHIMADZU LC10A

-
o
(o=
A
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jE—
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~—2
)
o
o T
a
R

KOLOM  :Merck LiChrospher 100 RP -18 (5um)

DETEKTOR : WATERS 470

ELUEN  : A. 50 mM natrium asetat dan sodium dibasic phospat : THF : Methanol (96:2:2) PH.6,8
B. 65 % Methanol

Gradien eluen :

T A B
0,1 100% 0

2 100% 0
35 0 100%
40 Stop

Flow : 1,5 ml/mnt

Cara preparasi : Sampel (A,B,C,D,E) 100 mg +4 ml HCI 6N direfluks selama 24 jam dengan suhu
110C
Dinginkan dan netralkan dengan NaOH 6 N sampai PH 7 dan saring dengan kertas
wattman 0.2 um.
Ambil sampel 10 ul ditambah dengan OPA 300 uL dan diinjeksikan ke HPLC

Sebanyak 20 ul.

4
e
EA-
ok
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Lampiran 49. Retention Time Hasil Analisis Ekstrak Klorofil a Propagul K.
alvarezzi Hasil Kultur Jaringan dengan LCMS
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1240
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&, 1000
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g
= 500 1.09
-1.23 373
0 3.63-) J
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2 4 6 8 10 12 14
Retention time [min]
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LAMPIRAN 50. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

1. Persiapan Bahan

-
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S
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s

Bibit kalus Eucheuma cottonii yang Proses aklimatisasi  bibit sebelum
akan dikulturkan digunakan (x 1 minggu)

e N W

Air laut steril (= 500 ml) yang akan Air laut steril (+ 1000 ml) yang akan
digunakan sebagai media kultur digunakan sebagai media kultur pada
pada pemeliharan 0 — 5 minggu pemeliharan 6-8 minggu

{

P

i

—B .‘,‘
g Pupuk PES yang digunakan sebagai Alkohol yang akan digunakan untuk
o= sumber nutrisi sterilisasi pada saat pergantian air
== kultur
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2. Persiapan Alat

Peralatan yang digunakan ketika Ruang steril untuk pergantian media
pergantian media air setiap minggu  air kultur

Mikropipet yang digunakan untuk Selang aerasi untuk botol duran
pemberian pupuk pada media kultur ~ selama proses kultur

Alat sterilisasi media dan peralatan Autoclave untuk menyimpan peralatan
kultur yang sudah disterilkan
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3. Sterilisasi Media dan peralatan kultur
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Air laut dan peralatan kultur yang Peralatan ' kultur yang sudh steril
sudah disterilkan disimpan pada autoclave

4. Perlakuan Pemberian Pupuk pada Media Kultur

Pada tahap ini dilakukan kultur rumput laut E. Cotton engan menggunakan
dua perlakuan pupuk PES, yaitu 20 mL/L ( kanan) dan 40 mL/L (kiri)

5. Perlakuan Intensitas Cahaya

BRAWIJAYA

Pada tahap ini dilakukan kultur rumput laut E. Cottonii dengan menggunakan
dua perlakuan intensitas cahaya, yaitu 1300 lux (A) dan 1900 lux (B)
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6. Perlakuan Fotoperiod

Pada tahap ini dilakukan kultur rumput laut E. Cottonii dengan menggunakan
empat perlakuan fotoperiod, yaitu Perlakuan A (8 jam terang : 16 jam gelap),
Perlakuan B (12 jam terang : 12 jam gelap), Perlakuan C (24 jam terang),
Perlakuan D16 jam terang : 8 jam gelap)

......

Pengaturan fotoperiod diatu dengan Kondisi rumput laut sebelum
menggunakan timer yang diletakkan dilakukan pergantian media air
pada bagian samping setiap minggunya.

7. Hasil Pengamatan Pertumbuhan Rumput Laut E. Cottonii

Fotoperiod Pengamatan minggu ke-

awal 8 = akhiri
A (6L : 18D) : :
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B (12L : 12D)
C (24L : 0D)
D (16L : 18D)
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