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ABSTRAK

Mikroalga merupakan salah satu produsen primer yang diduga memiliki
kandungan lipid tinggi untuk dimanfaatkan sebagai energi alternatif. Mikroalga
yang memiliki kandungan lipid cukup tinggi diantaranya adalah Porphyridium sp.
dan Isochrysis sp. Pemberian stress osmotik diduga dapat meningkatkan kadar
total lipid mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh pemberian stress osmotik berupa perbedaan salinitas
terhadap kadar total lipid pada mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Januari 2016 — Februari 2016 di
Laboratorium Biologi Molekuler Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap dengan 2 jenis mikroalga, 4 perlakuan yaitu perlakuan dengan
salinitas 20 ppt, 25 ppt, 30 ppt, dan 35 ppt, masing-masing 3 kali pengulangan.
Parameter yang diamati yaitu kepadatan populasi, laju pertumbuhan, dan kadar
total lipid. Data dianalisis dengan Analysis of Variance (ANOVA) dan diuji
lanjut dengan Uji Tukey HSD pada taraf 5 %. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kepadatan populasi tertinggi terjadi pada perlakuan Porphyridium sp. pada
salinitas 35 ppt dan Isochrysis sp. pada salinitas 35 ppt. Mikroalga yang
menyumbang lipid tertinggi pada tiap selnya adalah Porphyridium sp. pada
salinitas 20 ppt sebesar 6x10° g/sel dan Isochrysis sp. pada salinitas 20 ppt
sebesar 45x107 g/sel.

Kata Kunci : Porphyridium, Isochrysis, Salinitas, Stress Osmotik, Kadar
Total Lipid
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. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Mikroalga merupakan mikroorganisme bersel tunggal yang berbentuk seperti
benang. Hidupnya melayang - layang di dalam air yang keberadaannya
sangat dipengaruhi oleh gerakan air. Habitat dari mikroalga sendiri tersebar

di seluruh perairan di dunia, baik perairan air tawar dan air laut (Davis, 1951).

Alga ini sangat berperan penting sebagai produsen primer dimana menjadi
awal dimulainya suatu rantai makanan, maupun memiliki kemampuan untuk
berfotosintesis dengan cara mengubah sinar matahari, air, serta karbon
dioksida menjadi energi seperti layaknya tumbuhan tingkat tinggi. Beberapa
mikroalga yang telah diteliti antara lain adalah Porphyridium sp. dan

Isochrysis sp. (Kawaroe, 2010).

Pertumbuhan dari Porphyridium sp. sendiri bergantung pada ketersediaan
nutrient, suhu, intensitas cahaya, pH, karbon dioksida, serta salinitas (Sleigh,
1989). Mikroalga Porphyridium sp. merupakan mikroalga yang memiliki
kecepatan pertumbuhan yang tinggi dan masa panennya cepat, memiliki

kandungan asam lemak yang tinggi mencapai 40 %, biodiesel yang dihasilkan



bersifat ramah lingkungan dan renewable atau dapat terbaharukan sehingga

berpotensi untuk dikembangkan sebagai biodiesel (Andersen, 2005).

Selain Porphyridium sp. terdapat mikroalga yang diduga mengandung lipid
yang cukup tinggi, salah satunya yaitu Isochrysis sp. (Christi, 2007).
Isochrysis sp. merupakan salah satu mikroalga yang dimanfaatkan sebagai
pakan Rotifera, teripang, kerang — kerangan, dan kuda laut. Pertumbuhan
dari Isochrysis sp. dipengaruhi beberapa faktor antara lain intensitas cahaya,
salinitas, nutrisi, suhu, dan aerasi. Intensitas cahaya merupakan energi
pengganti matahari dalam pengkulturan Isochrysis sp. pada skala
laboratorium. Intensitas cahaya ini berpengaruh langsung terhadap

pertumbuhan dan pembelahan sel Isochrysis sp. (Handayani, 2001).

Lipid adalah sejumlah senyawa yang terdapat di alam dan heterogen. Lipid
sukar larut atau tidak dapat larut dalam air, namun dapat larut dalam pelarut
organik non polar seperti pentana, benzen, dietil eter, alkohol dan kloroform.
Lipid memiliki fungsi biologis sebagai komponen struktural membran serta

penyimpanan energi (Panggalo, 2012).

Kandungan lipid yang cukup besar pada mikroalga mendorong para peneliti
untuk melakukan riset lebih lanjut tentang energi alternatif seperti biodiesel
yang dihasilkan oleh mikroalga, seperti Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.
Biodiesel dapat menjadi salah satu pilihan energi alternatif. Namun dalam

perkembangannya memerlukan biaya produksi yang relatif tinggi (Kawaroe,

2007).



Pertumbuhan dan perkembangan mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis
sp. dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain adalah salinitas. Salinitas
atau kadar garam dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
mikroalga. Salinitas yang tidak sesuai, berpengaruh langsung terhadap
kelangsungan hidup dan tingkat pertumbuhannya. Salinitas dapat

berfluktuasi akibat pengaruh hujan dan penguapan (Odum, 1993).

Kondisi lingkungan dan tempat tumbuh mikroalga yang tidak sesuai dapat
mempengaruhi terhadap kandungan lipid yang terdapat dalam mikroalga
tersebut. Saat mikroalga mengalami suatu tekanan, akumulasi lipid
cenderung mengalami peningkatan (Kawaroe et al., 2010). Hal ini
merupakan bentuk adaptasi yang dilakukan organisme terhadap salinitas yang
tidak optimal untuk tumbuh, sehingga cenderung tidak mengeluarkan banyak
energi. Perbedaan salinitas ini berpengaruh terhadap tekanan osmose dan
mekanisme osmoregulasi yang bertujuan untuk mengatur konsentrasi garam
internal dengan konsentrasi garam yang berada di lingkungan luar
(Widianingsih, 2011). Pada kondisi tidak normal, mikroalga tetap
berfotosintesis dengan bantuan CO, dan mengakumulasinya dalam bentuk

karbohidrat dan lipid (Schenk et al., 2008).

Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh pemberian stress
osmotik seperti salinitas terhadap kadar total lipid mikroalga Porphyridium

sp. dan Isochrysis sp. pada salinitas yang berbeda.



B. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian stress osmotik
berupa perbedaan salinitas terhadap kadar total lipid pada mikroalga

Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.

C. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran salinitas yang tepat
dalam pengoptimuman kadar lipid pada mikroalga Porphyridium sp. dan

Isochrysis sp.

D. Kerangka Pemikiran

Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. merupakan jenis mikroalga yang mampu
menyimpan lipid dalam tubuhnya. Kandungan lipid yang tinggi serta
pertumbuhannya yang singkat ini yang dapat digunakan sebagai energi

alternatif yang dapat dimanfaatkan sebagai biodiesel.

Pertumbuhan Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. sendiri dipengaruhi oleh
lingkungan di sekitarnya. Pertumbuhan Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.
dapat dipengaruhi oleh ketersediaan nutrient, suhu, intensitas cahaya, pH,
karbon dioksida, serta salinitas. Salinitas yang berbeda diduga berpengaruh
terhadap laju pertumbuhan Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. serta
kandungan lipidnya. Mikroalga memiliki kemampuan untuk beradaptasi
terhadap stress yang diberikan di lingkungannya. Pada kondisi tidak normal

ini, mikroalga cenderung mempertahankan diri dan mengakumulasi cadangan



makanan dalam bentuk lipid. Pemberian stress osmotik berupa salinitas ini
diharapkan dapat memberikan pengaruh terhadap kadar total lipid mikroalga

Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.

Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah pemberian stress osmotik berupa salinitas

mempengaruhi kadar total lipid mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis

sp.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Porphyridium sp.
a. Morfologi Porphyridium sp.

Porphyridium sp. merupakan mikroalga merah bersel satu yang hidup
secara bebas atau berkoloni di perairan. Porphyridium termasuk dalam
kelas Rhodophyceae. Porphyridium memiliki bentuk bulat seperti bola
dengan diameter 4 — 9 um (Gambar 1) yang terdiri dari inti, mitokondria,
pati, lendir, kloroplas, vesikel, badan golgi, namun tidak memiliki
dinding sel (Vonshak, 1988). Sel Porphyridium yang tidak dilindungi
dinding sel menyebabkan materi ekstraplasmanya tidak memiliki
komponen rangka atau serat mikro (Kawaroe, 2010). Porphyridium
didominasi oleh pigmen merah (red)-fikoeritrin dan r (red) fikosianin.
Pigmen merah ini menutupi warna dari pigmen fotosintesis lainnya.
Sedangkan jenis klorofil yang dimilikinya adalah jenis klorofil A namun
tidak memiliki klorofil b sehingga diganti dengan klorofil D (Arylza,

2005).

Porphyridium yang berukuran renik ini memiliki klorofil yang digunakan

untuk menangkap dan memanfaatkan energi matahari dalam proses



fotosintesis. Pertumbuhan dari mikroalga ditandai dengan penambahan

jumlah sel serta ukuran sel (Sasmita, 2004).

Sel Porphyridium mengandung 1,25 — 8,83 % kadar air, 16,8 — 23,6 %
kadar abu, 27,7 — 40,8 % protein, 22,8 — 39,3 % karbohidrat, dan 5,78 —

7,55 % lemak (Fuentes et al., 2000).

Gambar 1. Porphyridium sp.

(Culture Collection of Autotrophic Organisms, 2015)

b. Klasifikasi Porphyridium sp.

Klasifikasi Porphyridium sp. adalah sebagai berikut (\Vonshak, 1988) :

Kingdom : Protista

Divisio : Rhodophyta
Class : Rhodophyceae
Sub Class : Bangiophycidae
Order : Porphyridiales
Family : Porphyridiaceae
Genus : Porphyridium

Species : Porphyridium sp.



B.

Isochrysis sp.

a. Morfologi Isochrysis sp.

Isochrysis sp. merupakan mikroalga bersel tunggal, berbentuk bulat
hingga elips dan bersifat motil (Gambar 2). Isochrysis sp. memiliki
panjang tubuh 5-6 um dan lebar 2-4 um. Isochrysis sp. memiliki dua
flagela yang sama panjang atau lebih panjang yaitu sekitar 7 um yang

disebut haptonema (Natassya, 2008).

Flagelnya ini merupakan alat gerak yang memungkinkan organisme ini
untuk bergerak meski pergerakannya lambat. Isochrysis sp. yang
termasuk dalam kelas Prymnesiophyceae memiliki pigmen a karoten, 3
karoten, fluxochanthin, diadinoxanthin, dan diatoxanthin yang
menjadikan mikroalga ini berwarna kekuningan. Kandungan proksimat
Isochrysis sp. terdiri dari 46,69 % protein, 24,15 % karbohidrat, dan
17,07 % lemak (Rusyani, 2001). Sementara itu kandungan asam lemak

dari Isochrysis sp. berkisar antara 14 % hingga 26 % (Natassya, 2008).
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Gambar 2. Isochrysis sp. (Hortus, 2011)



b. Kilasifikasi Isochrysis sp.

Klasifikasi Isochrysis sp. adalah sebagai berikut (Natassya, 2009) :

Divisio : Haptophyta

Class : Prymnesiophyceae
Ordo : Isochrysidales
Family : Isochrysidaceae
Genus : Isochrysis

Species : Isochrysis sp.

C. Fase Perkembangan Mikroalga
Fase perkembangan mikroalga ditandai dengan bertambahnya jumlah sel.
Hal ini dapat diketahui dengan cara menghitung jumlah sel dengan
menggunakan alat haemocytometer dan mikroskop yang hasilnya dalam
satuan kepadatan sel/ml atau dengan pengukuran konsentrasi biomass berat
kering per ml. Terdapat 4 fase perkembangan mikroalga (Gambar 3).
Menurut Isnansetyo dan Kurniastuty (1995) fase-fase tersebut adalah

sebagai berikut :

1.  Fase Lag (Lag phase)

Fase ini merupakan fase awal. Pada fase ini terjadi perubahan
konsentrasi yang membutuhkan penyesuaian pada lingkungan.
Laju pertumbuhan spesifik berada pada sub-maksimum dan kultur

dari inokulum menjadi kultur yang lebih besar.
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Fase Eksponensial / Logaritmik (Exponencial Phase)

Pada fase ini terjadi pertumbuhan yang eksponensial atau
logaritmik. Hal ini terjadi karena sel telah mampu menyesuaikan
diri terhadap lingkungannya sehingga sel tetap dapat mampu
tumbuh dan berkembang dengan adanya nutrisi dan ditunjang

dengan faktor yang membuat perkembangan sel optimum.

Fase Stasioner (Stasioner Phase)

Pada fase ini, pertumbuhan sel mulai berkurang dikarenakan
ketersediaan nutrisi berkurang serta faktor lingkungan yang tak
seoptimal fase eksponensial. Sel-sel tidak aktif membelah lagi dan
terjadi akumulasi dari zat-zat metabolit sekunder seperti lipid, dan

polisakarida.

Fase Kematian (Death Phase)

Pada death phase, nutrisi telah habis akibat terjadi kontaminan dan
faktor-faktor lingkungan yang tak mendukung pertumbuhan dan
perkembangan sel. Pada fase ini laju kematian lebih cepat
dibandingkan laju pertumbuhan. Hal ini berdampak pada
penurunan jumlah sel yang sangat drastis karena sel tak mampu

lagi menyesuaikan diri dengan lingkungannya.
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Geafik  Fase Pertumbuhan Flankion
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Gambar 3. Fase Pertumbuhan Plankton (Winasis, 2001)

D. Faktor — Faktor yang Mempengaruhi Perkembangan Mikroalga

1.

Intensitas Cahaya

Alga merupakan organisme phototropik yang melakukan fotosintesis.
Intensitas cahaya sangat menentukan pertumbuhan dari mikroalga.
Dalam melakukan fungsinya, alga menggunakan bantuan cahaya.
Laju suplai energi cahaya inilah yang menentukan proses fotosintesis.
Cahaya menjadi faktor pembatas fotosintesis pada intensitas rendah.
Isochrysis sp. membutuhkan intensitas cahaya 300-10000 lux (Lupi et
al., 1991). Pada saat kondisi gelap, mikroalga tidak dapat melakukan
proses sintesa biomassa namun akan melakukan respirasi sel untuk
mempertahankan hidupnya. Dalam melakukan proses sintesa ini,
medium kultur akan menjadi jenuh oleh senyawa karbonat yang tidak
dimanfaatkan oleh mikroalga sehingga menghambat transfer gas

karbondioksida (Wijanarko dan Murtini, 2007).
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Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
perkembangan mikroalga baik secara biologi, kimia, atau fisika.
Setiap mikroalga memiliki suhu tertentu dalam pengoptimuman
pertumbuhannya yang akan berpengaruh pada jumlah lipid yang

dihasilkan (Lupi et al., 1991).

Alga diatom akan mendominasi perairan saat suhu rendah dan
intensitas cahaya tinggi, lain halnya dengan Cyanophyta yang akan
mendominasi perairan saat suhu rendah dan intensitas cahaya
tinggi. Sementara itu Chlorophyta yang akan mendominasi
perairan saat suhu tinggi dan intensitas cahaya tinggi (Isnansetyo
dan Kurniastuty 1995). Suhu optimum bagi pertumbuhan
mikroalga Porphyridium sp. adalah sebesar 21 - 26° C dan akan
melambat pertumbuhannya pada suhu dibawah 13 C, dan di atas

31 C (Vonshak, 1988).

Salinitas

Salinitas merupakan faktor yang berpengaruh langsung terhadap
pertumbuhan dan perkembangan mikroalga, terutama dalam proses
mempertahankan tekanan osmotik. Setiap alga memiliki salinitas
yang berbeda dalam mentoleransi diri terhadap lingkungannya.
Seperti halnya dengan Porphyridium sp., mikroalga ini dapat hidup
pada kisaran salinitas 0,5 — 2 kali dari konsentrasi air laut

(Vonshak, 1988).
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Sementara Isochrysis sp. dapat hidup baik pada perairan dengan
salinitas 10 - 30 ppt. Perubahan salinitas secara langsung
menyebabkan perubahan tekanan osmose di dalam sel fitoplankton
sehingga aktifitas sel menjadi terganggu. Fluktuasi salinitas juga
dapat mempengaruhi pH sitoplasma sel dan menurunkan kegiatan

enzim (Sudjiharno, 2002).

pH

pH atau derajat keasaman dimana alga dapat berkembang optimum
adalah pada pH netral (pH 7). Variasi pH dapat mempengaruhi
metabolisme, mempengaruhi pertumbuhan kultur mikroalga
dengan mengubah ketersediaan nutrient, keseimbangan karbon,
serta mempengaruhi fisiologi sel. Perairan yang sangat asam akan
menyebabkan kematian pada alga, serta pH yang sangat basa akan
mengakibatkan penurunan produktivitas organisme. pH terbaik
bagi produksi lipid bervariasi tergantung dengan spesies, namun

cenderung tidak berubah pada pH antara 5,9-7,5 (Effendi, 2003).

Karbondioksida (CO,)

Karbondioksida diperlukan oleh mikroalga dalam proses
fotosintesis. Semakn tinggi laju alir gas CO,, maka semakin tinggi
laju pertumbuhan mikroalga dan produktivitas biomassanya
(Wilde, 1993). Karbondioksida sebesar 1 — 2 % biasanya sudah
cukup untuk digunakan dalam kultur mikroalga dengan intensitas

cahaya yang rendah. Kadar karbondioksida yang berlebih dapat
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menyebabkan pH kurang dari batas optimum dan dapat

berpengaruh pada pertumbuhan mikroalga (Taw, 1990).

Oksigen (Oy)

Setiap organisme membutuhkan oksigen dalam kehidupannya tak
terkecuali pada Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. Pengadukan
dalam media kultur berfungsi untuk mencegah terjadinya
pengendapan sel. Pengadukan juga berfungsi agar nutrient dapat
menyebar secara merata ke semua medium kultur dan pertukaran
gas dalam medium kultur meningkat sehingga tidak terjadi
stratifikasi suhu (Taw, 1990). Aerator adalah sebuah alat untuk
membantu penambahan oksigen dalam perairan terutama pada
akuarium. Dengan bantuan aerator, kedua jenis mikroalga tidak
menempel di dinding wadah kultur dan dapat menjaga ketersediaan
oksigen di perairan tersebut. Ketersediaan oksigen dapat
mempengaruhi derajat asam lemak tak jenuh yang diproduksi
mikroalga tak terkecuali Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.

(Bajpai dan Bajpai, 1993).

Unsur Hara

Secara umum, konsentrasi unsur hara untuk mikroalga yang
dilakukan pengkulturan lebih tinggi daripada unsur hara yang
terdapat di alam. Dalam pertumbuhannya, mikroalga
membutuhkan unsur hara makro dan unsur hara mikro. Unsur hara

makro merupakan unsur hara yang dibutuhkan dalam pertumbuhan
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alga dalam jumlah yang besar seperti C, H, O, N, S, P, K, dan Mg.
Sementara unsur hara mikro merupakan unsur hara yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan alga dalam jumlah yang sangat
kecil, dan harus ada sebagai pemenuhannya untuk menstabilkan
fungsinya sebagai katalis. Unsur hara mikro antara lain seperti Fe,
Mn, Cu, Na, dan Ca (Kabinawa dan Miyamoto, 1994).
Mikronutrien tersebut digunakan dalam proses fotosintesis (Taw,
1990). Selain unsur hara organik, terdapat unsur hara anorganik
yang dibutuhkan dalam tubuh mikroalga agar dapat tumbuh dan

bereproduksi seperti P dan N (Kabinawa dan Miyamoto, 1994).

E. Potensi Mikroalga

Mikroalga yang berukuran kecil memiliki potensi yang besar dalam berbagai

hal. Penelitian terus dilakukan untuk mengetahui potensinya yang dapat

dimanfaatkan dengan mikroalga ini.

Berikut beberapa potensi mikroalga yang masih terus dikembangkan :

1. Bidang Perikanan
Sebagai produsen, mikroalga merupakan pakan alami dari zooplankton,
ikan dan crustacea. Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. banyak
dikembangkan bagi usaha pembibitan ikan, udang, kepiting, zooplankton
ataupun teripang. Sekarang sudah banyak pembudidayaan Porphyridium
sp. dan Isochrysis sp. untuk digunakan sebagai pakan (Isnansetyo dan

Kurniastuty 1995).



16

2. Pengolahan Limbah Logam Berat
Mikroalga dapat mengikat logam dari air dalam pengolahan limbah
logam. Mikroalga akan mengikat dan mengendapkannya pada dasar
kolam. Daya ikat yang dimilikinya ini, dapat mengurangi pencemaran

akibat logam berat (Isnansetyo dan Kurniastuty 1995).

3. Biodiesel
Keunggulan lain selain perkembangbiakkannya yang cepat, kadar lipid
dalam mikroalga relatif tinggi. Beberapa jenis mikroalga memiliki
kandungan lipid yang cukup tinggi (Chisti, 2007). Kandungan minyak
yang dimiliki mikroalga ini memiliki komposisi yang mirip dengan
tanaman darat dan jumlahnya lebih tinggi daripada sawit dan minyak

kelapa (Kawaroe, 2007).

F. Lipid

Lipid memiliki peran penting dalam metabolisme. Lemak pada mikroalga
umumnya terdiri dari asam lemak jenuh dan asam lemak tak jenuh. Jumlah
lemak yang terkandung dalam mikroalga cukup besar mencapai 36 % dari
total asam lemak. keunggulan yang dimiliki oleh mikroalga adalah produksi

biomassa yang cepat dengan kadar lipid yang relatif tinggi (Chisti, 2007).

Mikroalga di alam mengakumulasi lipid pada keadaan tertentu, contohnya

pada kondisi tidak optimal mikroalga tetap melakukan fotosintesis dengan



bantuan CO, dan mengakumulasinya dalam bentuk karbohidrat dan lipid.
Mikroalga mengakumulasi total lipid dalam jumlah banyak sampai

menemukan lingkungan tumbuh yang baik (Schenk et al., 2008).
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I11.  METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

B.

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Januari 2016 sampai bulan
Februari 2016, dan berlokasi di Laboratorium Biologi Molekuler Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas

Lampung.

Alat dan Bahan

Dalam penelitian ini, alat-alat yang akan digunakan adalah sebagai berikut :
Botol Kultur, Beaker Glass, Aerator, Selang Aerasi, Corong, Kompor, Lampu
Fluorescent, UV Sterilizer untuk mensterilkan air, Pipet Tetes, Plankton Net
untuk menyaring plankton, Mikroskop, Cover Glass, Haemocytometer untuk
menghitung kepadatan populasi, Hand Counter untuk mencatat jumlah
plankton, Thermometer, Refractometer untuk mengukur salinitas, Sentrifuge
untuk memisahkan larutan, Spectrofotometer, Cuvete, Desikator, Neraca

Analitik, Kamera untuk dokumentasi, dan Alat Tulis.

Sementara itu, bahan yang akan digunakan dalam penelitian yaitu air laut
steril, air tawar steril, mikroalga uji Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.
yang didapat dari Laboratorium Pakan Alami Balai Besar Perikanan

Budidaya Laut Lampung, Pupuk Conwy, Formalin, Kaporit, Alkohol 70 %,
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NaOH, Kloroform, dan Metanol untuk proses ekstraksi pengukuran kadar

total lipid mikroalga.

C. Rancangan Penelitian

Metode eksperimentalis dengan memanipulasi obyek penelitian untuk
mengamati ada tidaknya hubungan serta berapa besar hubungan sebab akibat
antara dua faktor atau lebih (Arikunto, 1993). Rancangan percobaan yang
akan digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL)
dengan 8 perlakuan dan 3 pengulangan sebagai berikut :
a. Pemeliharaan Porphyridium sp. pada salinitas 20 ppt = Pa
b. Pemeliharaan Porphyridium sp. pada salinitas 25 ppt = Pb
c. Pemeliharaan Porphyridium sp. pada salinitas 30 ppt = Pc
d. Pemeliharaan Porphyridium sp. pada salinitas 35 ppt = Pd
e. Pemeliharaan Isochrysis sp. pada salinitas 20 ppt = la
f. Pemeliharaan Isochrysis sp. pada salinitas 25 ppt = Ib
g. Pemeliharaan Isochrysis sp. pada salinitas 30 ppt = Ic

h. Pemeliharaan Isochrysis sp. pada salinitas 35 ppt = Id

D. Parameter
Parameter yang akan diamati dalam penelitian ini adalah kepadatan sel

Porphyridium sp., dan Isochrysis sp., laju pertumbuhan, dan kadar total lipid.

E. Pelaksanaan
Penelitian mengenai Pengaruh Pemberian Stress Osmotik Terhadap Kadar

Total Lipid Mikroalga Porphyridium sp., dan Isochrysis sp. pada salinitas 20
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ppt, 25 ppt, 30 ppt, dan 35 ppt dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung dan dapat dilihat pada Gambar 4 :

Mensterilkan media dan wadah kultur

v
Menghitung kepadatan awal Porphyridium sp., dan Isochrysis sp.
. ¢ J

Mengatur salinitas hingga 20 ppt, 25 ppt, 30 ppt, dan 35 ppt

'

Melakukan pengkulturan memberi pupuk conwy

v

Menghitung kepadatan Porphyridium sp., dan Isochrysis sp. setiap
hari hingga fase puncak

!
Memanen Porphyridium sp., dan Isochrysis sp. lalu diendapkan
dengan NaOH

|

Melakukan sentrifugasi

v

4 )
Menimbang nathan dan ditambahkan methanol, kloroform serta
aquades
g ] J
v

Mengambil lipid dan mengeringkan di desikator

v

Menimbang berat kering lipid

'

Mengukur kandungan lipid dengan spektrofotometri

’ ¥

Melakukan analisis data ]

Gambar 4. Diagram alir penelitian
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Persiapan Media dan Wadah

Media yang digunakan berupa air laut yang telah disterilisasi menggunakan
UV Sterilizer kemudian diozonisasi selama kurang lebih 15 menit. Air laut
yang telah di UV dan diozonisasi tadi dilakukan perebusan hingga air
mendidih lalu didinginkan kemudian direbus kembali. Perebusan sebanyak
dua kali dilakukan untuk mematikan protozoa. Air yang telah direbus tadi
kemudian ditempatkan di wadah erlenmeyer atau toples tertutup dan
dilakukan pengukusan selama 30 menit agar air benar-benar dalam keadaan
steril. Air yang telah dikukus tadi kemudian diletakkan di rak yang berada di

dalam laboratorium (Balai Besar Pengembangan Budidaya Laut, 2001).

Perlengkapan yang digunakan dalam penelitian seperti tabung kaca atau
toples, pipet tetes, gelas ukur, gelas beker dan cawan petri dibersihkan dengan
merendam terlebih dahulu di air kaporit kemudian dicuci menggunakan air
tawar dan sabun, lalu disemprot menggunakan alkohol 70% lalu dikeringkan.
Untuk alat-alat seperti selang aerasi, batu aerasi, corong dan tutup toples
dicuci bersih menggunakan air tawar, lalu direbus dengan air tawar hingga

mendidih, lalu dikeringkan (BBPBL, 2001).

Pakan Mikroalga

Dalam pemeliharaan Porphyridium sp. dan Isochrysis sp., pakan yang
diberikan adalah pupuk conwy pro analis (PA). Pupuk Conwy PA ini terdiri

dari unsur makro dan mikro. Unsur makro terdiri dari Na, EDTA (45 g),
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FeCls6H,0 (1,50 g), H3BOs (33,6 g), NaH,PO4.2H,0 (20 g), MnCl,.4H,0
(0,50 g), NaNo3 / KNOj3 (84,148 g / 100 g) dengan aquabidest / aquades 100
ml yang ditambahkan larutan Trace Metal Solution yang merupakan unsur
mikro yaitu terdiri dari ZnCl; (2,10 g), CuSo04.5H,0 (2,00 g), CoCl,.6H,0
(2,00 g), (NH4)sM07024.4H,0 (0,90 g). Pemberian Pupuk Conwy PA
dilakukan pada awal kultur yaitu sebanyak 1 ml/l. Selain pupuk conwy,
ditambahkan juga silikat 20 % dengan dosis sama yaitu 1 ml/l (BBPBL,

2001).

Melakukan Kultur Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.

Porphyridium sp. dan Isochrysis sp., dikultur dalam wadah berupa toples
bervolume 3 liter, yang telah diisi dengan air laut yang telah diatur
salinitasnya yaitu 20 ppt, 25 ppt, 30 ppt, dan 35 ppt. Dalam kultur
Porphyridium sp. dan Isochrysis sp., bibit yang digunakan adalah induk
Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. Pemilihan induk Porphyridium sp. dan
Isochrysis sp. dilakukan dengan cara menyaring mikroalga uji menggunakan
planktonnet. Induk Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. yang telah disaring
tersebut dimasukkan kedalam wadah kultur dengan perbandingan kepadatan 2
: 8. Pemeliharaan Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. dilakukan hingga fase
puncak, kurang lebih membutuhkan waktu 6 — 7 hari lalu dipanen untuk

melakukan uji kandungan total lipid pada fase stasioner (BBPBL, 2001).
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4. Menghitung Kepadatan Populasi Porphyridium sp. dan Isochrysis sp.

Penghitungan populasi Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. dilakukan setiap
hari sampai 7 hari. Sampel Porphyridium sp. diambil menggunakan pipet
tetes kemudian dihitung menggunakan haemocytometer di bawah mikroskop
dan menggunakan alat bantu handcounter. Pipet tetes dan haemocytometer
terlebih dahulu dibersihkan menggunakan alkohol 70 %. Setelah diteteskan
di atas haemocytometer, kemudian ditutup dengan cover glass agar tidak ada
ruang udara. Sementara untuk Isochrysis sp., diambil sampel untuk dihitung
menggunakan pipet tetes kemudian ditempatkan di dalam beaker glass yang
kemudian ditetesi larutan formalin untuk mematikan sampel Isochrysis sp.
agar tidak bergerak saat dihitung. Selanjutnya sama hal nya dengan
Porphyridium sp., Isochrysis sp. kemudian dihitung dengan haemocytometer
di bawah mikroskop dan menggunakan alat bantu handcounter. Adapun

rumus kepadatan sel menurut Mudjiman (2007) adalah sebagai berikut:

¥ Sel /ml =N x 10*

Keterangan :

N : Jumlah rata-rata sel

5. Menghitung Laju Pertumbuhan
Setelah mendapatkan data kepadatan populasi Porphyridium sp. dan
Isochrysis sp., dapat dihitung laju pertumbuhannya. Laju pertumbuhan

Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. dihitung dengan menggunakan rumus



modifikasi menurut Becker (1994) yaitu:

LnNt-—LnNo
=—X100%

Keterangan :

No : Kepadatan awal populasi (Ind/L)
Nt : Kepadatan puncak populasi (Ind/L)
t : Waktu (hari)

V1 : Laju Pertumbuhan Populasi (%/hari)

6. Analisa Kadar Total Lipid
Analisa kadar total lipid dilakukan dengan metode modifikasi Blygh dan
Dyer (1959) dalam (Panggabean, 2010). Tahap pertama adalah persiapan
bahan. Mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. dipanen pada fase
stasioner. Mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. yang telah
dipanen diendapkan dengan NaOH 1 mg/l selama semalaman. Kemudian
tahap selanjutnya yaitu ekstraksi. Ekstraksi dilakukan dengan cara
mensentrifuge hasil kulturan untuk memisahkan mikroalga dengan air
pelarutnya. Setelah mengendap, air pelarutnya dibuang untuk mendapatkan
mikroalga basah berbentuk natan. Natan yang telah terpisah tersebut
kemudian ditimbang sebanyak 3 g. Tahap selanjutnya adalah menguji
kandungan lipid dengan menggunakan metanol dan kloroform dengan
perbandingan 1 : 1 (1 ml : 1 ml) lalu dihomogenkan selama kurang lebih 1

menit kemudian didiamkan di dalam kulkas selama 15 menit. Setelah
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didiamkan, natan tersebut diberi akuades 1 ml lalu kemudian di sentrifuge
lagi sampai terpisah larutan lipidnya. Lipid tersebut diambil dan ditaruh di
cawan petri steril untuk dikeringkan. Setelah itu tahap selanjutnya dilakukan
evaporasi atau dikeringkan menggunakan alat desikator kemudian dilakukan
penimbangan. Padatan yang telah kering ini sebagai hasil perhitungan kadar
total lipid. Lipid yang telah diketahui berat keringnya kemudian dilarutkan
kembali menggunakan akuades untuk dispektrofotometri menggunakan

panjang gelombang 680 nm (Wayan et al., 2012).

Analisis Data Penelitian

Kepadatan populasi, laju pertumbuhan, serta kadar total lipid yang dilakukan
pada mikroalga Porphyridium sp. dan Isochrysis sp. pada salinitas yang
berbeda dianalisis dengan Anova one-way untuk mengetahui perbedaan dari
masing-masing perlakuan. Setelah mendapatkan hasil analisis varian maka
dilakukan pengujian dengan Uji Tukey HSD yang bertujuan untuk
mengetahui perbedaan antar perlakuan pada mikroalga Porphyridium sp. dan

Isochrysis sp. (Fowler et al., 1998).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

. Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Kepadatan populasi tertinggi terjadi pada perlakuan Porphyridium sp.
pada salinitas 35 ppt dan Isochrysis sp. pada salinitas 35 ppt.

2. Mikroalga yang menyumbang lipid tertinggi pada tiap selnya adalah
Porphyridium sp. pada salinitas 20 ppt dan Isochrysis sp. pada salinitas
20 ppt.

3. Stress osmotik mempengaruhi kandungan lipid pada mikroalga.

. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan pemberian stress osmotik
berupa salinitas yang berbeda terhadap mikroalga sejenis maupun
dengan jenis lainnya.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang uji lipid secara kuantitatif

dengan metode yang lebih baik.
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