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ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT SALINITY ON GROWTH AND CAROTENOID
CONTENT OF Dunaliella sp. ON Leucaena leucocephala LEAVES
EXTRACT MEDIA

By

Dharta Mahardani

Dunaliella is a green microalgae that produces carotenoids, one of the carotenoid
types produced is B-carotene which accumulated in very high amounts in some
stressful conditions such as nitrogen limitations, high salinity and exposure high
light intensity. Leucaena leucocephala is one of the natural ingredients that
potential as a source of nutrition of Dunaliella sp. growth. The aim of this study
was to determine the effect of different salinity in Lamtoro Leaves Extract Media
on growth and carotenoid content Dunaliella sp. The design of research was used
completely randomized design with 4 treatments and 3 repetitions. The treatments
used was Lamtoro Leaves Extract Media with salinity 30 ppt, 35 ppt, 40 ppt, and
45 ppt. The result showed that media of lamtoro leaves extract with different
salinity gave significant effect on cell density and carotenoid content of
Dunaliella sp. (p=0,05). The results of this study showed that the best cell growth
occurred in the treatment of salinity 30 ppt with cell density reached 5,09x10°
cells/ml, while the highest carotenoid content was produced at 35 ppt salinity
treatment of 1,0668 pg/ml

Keywords: Carotenoid, Cell density, Dunaliella, Lamtoro Leaves EXxtract,
Salinity.



ABSTRAK
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DAUN LAMTORO (Leucaena leucocephala)
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Dharta Mahardani

Dunaliella merupakan mikroalga hijau yang menghasilkan karotenoid, salah satu
jenis karotenoid yang dihasilkan adalah B-karoten yang mampu diakumulasi
dalam jumlah sangat tinggi pada kondisi stress seperti keterbatasan nitrogen,
salinitas yang tinggi dan intensitas cahaya tinggi. Daun lamtoro (Leucaena
leucocephala) salah satu bahan alami yang berpotensi sebagai sumber nutrisi
untuk memenuhi kebutuhan nutrisi dan meningkatkan pertumbuhan Dunaliella sp.
Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh salinitas yang berbeda
dalam media ekstrak daun lamtoro terhadap pertumbuhan dan kandungan
karotenoid Dunaliella sp. Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan 3 kali ulangan. Perlakuan
yang digunakan yaitu media ekstrak daun lamtoro dengan salinitas 30 ppt, 35 ppt,
40 ppt dan 45 ppt. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan media
ekstrak daun lamtoro dengan salinitas berbeda berpengaruh (p=0,05) terhadap
kepadatan sel dan kandungan karotenoid Dunaliella sp. . Kepadatan sel tertinggi
terjadi pada perlakuan salinitas 30 ppt dengan kepadatan sel mencapai 5,09x10°
sel/ml, sedangkan kandungan karotenoid tertinggi dihasilkan pada perlakuan
salinitas 35 ppt yaitu sebanyak 1,0668 ug/ml.

Kata Kunci : Dunaliella, ekstrak daun lamtoro, karotenoid, kepadatan sel,
salinitas.
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PERNYATAAN
Dengan ini saya menyatakan bahwa:
1. Karya tulis saya, Skripsi/Laporan Akhir ini, adalah asli dan belum pernah
diajukan untuk mendapat gelar akademik (Sarjana/Ahli Madya), baik di
Universitas Lampung maupun di perguruan tinggi lainnya.

2. Karya tulis ini murni gagasan, rumusan, dan penelitian saya sendiri, tanpa
bantuan pihak lain, kecuali arahan tim pembimbing.

3. Dalam karya tulis ini tidak terdapat karya atau pendapat yang telah ditulis
atau dipublikasikan orang lain, kecuali secara tertulis dengan jelas
dicantumkan sebagai acuan dalam naskah dengan disebutkan nama pengarang
dan dicantunkan dalam daftar pustaka.

4. Pernyataan ini saya buat dengan sesungguhnya dan apabila di kemudian hari
terdapat penyimpangan dan ketidak benaran dalam pernyataan ini, maka saya
bersedia menetima sanksi akademik berupa pencabutan gelar yang telah
diperoleh karena karya tulis ini, serta sanksi lainnya yang sesuai dengan
norma yang berlaku di Perguruan Tinggi ini.

Bandar Lampung, Juli 2017
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|. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroalga merupakan sumber biomassa yang mengandung beberapa komponen
penting seperti pigmen, asam lemak, protein, dan karbohidrat yang bervariasi
sesuai dengan media tumbuh, teknik pemanenan, metode pengeringan sel yang
digunakan, dan faktor lingkungan (Handayani et al., 2012). Mikroalga
menghasilkan produk yang khas seperti karotenoid, anti oksidan, dan asam lemak
(Hossain et al., 2008). Dunaliella sp. merupakan salah satu jenis mikroalga yang
dimanfaatkan sebagai pakan alami larva, pakan rotifera dan pakan Artemia
(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). Kandungan nutrisi Dunaliella sp. adalah
protein (57%), karbohidrat (32%) dan lemak (6%) (Bekker, 1994).

Karotenoid merupakan pigmen alami yang membantu klorofil dalam penyerapan
cahaya yang dibutuhkan untuk proses fotosintesis. Dunaliella sp. merupakan
mikroalga hijau yang menghasilkan karotenoid, salah satu jenis karotenoid yang
dihasilkan adalah B-karoten yang mampu diakumulasi dalam jumlah sangat tinggi
pada kondisi stres seperti keterbatasan nitrogen, salinitas yang tinggi dan
intensitas cahaya tinggi (El Baz et al., 2002). Dunaliella sp. memiliki kandungan

[-karoten mencapai 4% berat kering (Barrow dan Shahidi 2008).

Ketersediaan unsur hara seperti nitrogen (N), fosfor (P), kalium (K) dan unsur
mikro lainnya seperti karbon, sulfur dan lain—lain merupakan faktor yag
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan mikroalga (Sen et al., 2005).
Daun lamtoro (Leucaena leucocephala) salah satu bahan alami yang berpotensi
sebagai sumber nutrisi untuk memenuhi kebutuhan nutrisi Dunaliella sp. serta
meningkatkan pertumbuhan dan perkembangannya yaitu dengan memanfaatkan
daun lamtoro sebagai media kultur alternatif yang memiliki unsur makro dan
mikro yang dibutuhkan Dunaliella sp. Daun lamtoro mengandung 3,84 % N,
0,20% P, 0,206% K, 1,31% Ca, 0,33% Mg (Palimbungan et. al., 2006). Penelitian



yang dilakukan oleh Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau Jepara (2015),
mengenai penambahan ekstrak daun lamtoro pada media kultur dapat
meningkatkan dan mempercepat pertumbuhan mikroalga Tetraselmis chuii. Hal
tersebut karena ekstrak daun lamtoro memiliki kandungan nutrisi yang dibutuhkan
untuk pertumbuhan mikroalga. Hasil penelitian Septiana (2016), pertumbuhan
Dunaliella sp. pada Media Ekstrak Daun Lamtoro sebanyak 4% selama kultur
memiliki kepadatan sel 59,25x10° sel/ml dan menghasilkan karotenoid 0,9576
ug/ml.

Selain ketersediaan nutrisi pada media kultur, salinitas merupakan faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga (Kawaroe et al., 2010). Salinitas
berpengaruh terhadap tekanan osmose dan mekanisme osmoregulasi yang secara
langsung akan mempengaruhi proses metabolisme, proses respirasi serta
menghambat perkembangbiakkan sel vegetatif yang selanjutnya secara bertahap
akan mempengaruhi kepadatan sel populasi mikroalga (Rao et al., 2007). Salah
satu mikroalga yang memiliki kemampuan halotoleran untuk hidup pada
lingkungan bersalinitas tinggi yaitu mikroalga Dunaliella sp. (Borowitzka dan
Borowitzka, 1988). Penelitian Pisal dan Lele (2005), menunjukkan bahwa
peningkatan salinitas berpengaruh dalam meningkatkan kandungan karotenoid
Dunaliella salina dari 2 pg/sel menjadi 5,5 pg/sel. Berdasarkan uraian di atas,
diperlukan penelitian tentang pertumbuhan dan kandungan karotenoid Dunaliella
sp. yang dikultur dalam media ekstrak daun lamtoro pada salinitas yang berbeda.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian yang dilaksanakan bertujuan untuk mengetahui pengaruh salinitas yang
berbeda dalam media ekstrak daun lamtoro terhadap pertumbuhan dan kandungan

karotenoid Dunaliella sp.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat memberikan informasi mengenai laju
pertumbuhan dan kandungan karotenoid Dunaliella sp. yang dikultur pada

salinitas yang berbeda dalam media ekstrak daun lamtoro untuk dimanfaatkan



sebagai pakan alami untuk berbagai macam komoditas perikanan, hal tersebut
karena Dunaliella sp. memiliki kandungan nutrisi dan karotenoid yang berfungsi
dalam proses pigmentasi pada ikan khususnya ikan hias serta berperan penting

bagi kesehatan, pertumbuhan, metabolisme, dan reproduksi ikan.

1.4 Kerangka Pemikiran

Laju pertumbuhan dan kandungan karotenoid Dunaliella sp. dipengaruhi oleh
beberapa faktor, salah satunya adalah media kultur yang digunakan. Kultur
Dunaliella sp. dapat menggunakan media alami maupun media sintesis. Salah satu
media alami yang dapat digunakan dalam kultur Dunaliella sp. adalah daun
lamtoro. Menurut Palimbungan dkk (2006), daun lamtoro mengandung nitrogen
3,84%, fosfor 0,20%, kalium 0,206% , kalsium 1,31%, magnesium 0,33%.

Selain media kultur, faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan adalah
salinitas.  Salinitas  berpengaruh langsung terhadap pertumbuhan dan
perkembangan mikroalga, terutama dalam proses mempertahankan tekanan
osmotik. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh salinitas
yang berbeda terhadap pertumbuhan dan kandungan karotenoid Mikroalga

Dunaliella sp. dalam media ekstrak daun lamtoro.

Secara umum kerangka pikir penelitian dapat dilihat pada Gambar 1.



Kultur Mikroalga
Dunaliella sp.

Y

Salinitas

Berbeda

|

Ekstrak Daun Lamtoro

Kepadatan Sel Terbaik

Karotenoid Meningkat

Gambar 1. Diagram Kerangka Pikir Penelitian

1.5 Hipotesis

Hipotesis yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu:

a.  Pengaruh salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro terhadap

kepadatan sel Dunaliella sp.

Ho = Penggunaan salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro

tidak berpengaruh nyata terhadap kepadatan sel Dunaliella sp.

H; = Penggunaan salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro

berpengaruh nyata terhadap kepadatan sel Dunaliella sp.




Pengaruh salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro terhadap

kandungan karatenoid Dunaliella sp.

Ho = Penggunaan salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro
tidak berpengaruh nyata terhadap kandungan karatenoid Dunaliella
sp.

H; = Penggunaan salinitas yang berbeda pada media ekstrak daun lamtoro

berpengaruh nyata terhadap kandungan karatenoid Dunaliella sp.



II. METODOLOGI PENELITIAN

2.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari-Februari 2017 di Laboratorium
Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung.

2.2 Alat dan Bahan
2.2.1 Alat

Alat yang digunakan selama penelitian adalah botol kultur berukuran 500 ml,
gelas ukur, pipet tetes, haemocytometer, gelas penutup, kain kasa, kain satin,
kapas, alumunium foil, termometer, timbangan digital, kertas pH, luxmeter, alat
sentrifugasi, mikroskop binokuler, lampu TL 36 watt, autoklaf, spektrofotometer,

hand counter, alat tulis, botol film, blender dan instalasi aerasi.

2.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah air laut steril, ekstrak daun
lamtoro, Media Conwy, alkohol 70%, etanol 96%, kertas label, akuades, dietil

eter, dan Dunaliella sp.
2.3. Materi Penelitian
2.3.1 Mikroalga Uji

Mikroalga yang digunakan dalam penelitian adalah Dunaliella sp. yang diperoleh
dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara. Mikroalga

Dunaliella sp. dikultur pada Media Walne hingga mencapai kepadatan 10° sel/ml.



2.3.2 Media Kultur

Media kultur yang digunakan dalam penelitian berupa 350 ml air laut steril
dengan salinitas berbeda dan 14 ml media ekstrak daun lamtoro setiap perlakuan
(Septiana, 2016).

Tata letak wadah penelitian yang digunakan disajikan pada Gambar 2.

EXE R AR EENERN
BU; | {DU, || CU.|| BUz2| | BU, | [ DUs | |AU; | |BU, | {CU, | | DUz || AU, || BU;

e T — i
Lampu TL 36 Watt

Keterangan :
Perlakuan = A (30 ppt), B (35 ppt), C (40 ppt), D (45 ppt)
Ulangan (U) = 1,23

Gambar 2. Tata Letak Media Kultur Dunaliella sp.

2.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
yang terdiri dari 4 perlakuan dengan masing-masing perlakuan 3 kali ulangan

antara lain sebagai berikut:

Perlakuan A : Media Kultur 30 ppt + 14 ml ekstrak daun lamtoro
Perlakuan B : Media Kultur 35 ppt + 14 ml ekstrak daun lamtoro
Perlakuan C : Media Kultur 40 ppt + 14 ml ekstrak daun lamtoro
Perlakuan D : Media Kultur 45 ppt + 14 ml ekstrak daun lamtoro

Model Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang digunakan adalah sebagai berikut:

[ Yij = p + i+ Y ij 1

Keterangan :

Yij = pertumbuhan dan kandungan Kkarotenoid Dunaliella sp. Pada
pemberian salinitas berbeda ke-i dan ulangan ke-j



Perlakuan salinitas yang diberikan

ulangan (1, 2 dan 3)

nilai tengah data

pengaruh salinitas berbeda terhadap pertumbuhan dan kandungan
karotenoid Dunaliella sp. ke-i

galat pertumbuhan dan kandungan karotenoid Dunaliella sp. pada
salinitas berbeda ke-i dan ulangan ke-j

2.5 Prosedur Penelitian

1. Persiapan Alat dan Bahan

Persiapan alat dan bahan yang dilakukan dalam penelitian yaitu meliputi sterilisasi

basah dan sterilisasi kering (Septiana, 2016). Tahapan sterilisasi basah yaitu :

1.

Botol kultur kapasitas 500 ml disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit.

Kemudian botol kultur yang berada dalam autoklaf didiamkan hingga suhu
dibawah 80°C.

Botol kultur selanjutnya diletakkan pada tempat kultur yang telah
disediakan.

Sedangkan tahapan sterilisasi kering yaitu :

Selang aerasi, pipet tetes, Haemocytometer, botol film disterilisasi
menggunakan alkohol 70%.

Kemudian selang aerasi, pipet tetes, Haemocytometer, dan botol film

didiamkan hingga kering.

2. Pembuatan Ekstrak Daun Lamtoro

Tahapan pembuatan ekstrak daun lamtoro yang akan dijadikan sebagai media

adalah sebagai berikut :

1.

2.

Daun lamtoro dipisahkan dari tangkai kemudian dicuci menggunakan air
tawar sampai bersih.

Daun lamtoro sebanyak 100 gram dan 500 ml akuades dihaluskan
menggunakan blender. Kemudian, ekstrak daun lamtoro disaring
menggunakan kain satin.

Hasil ekstrak yang telah disaring kemudian disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit, diendapkan selama 24 jam hingga terbentuk dua

lapisan (supernatan dan endapan).



4. Ekstrak daun lamtoro (supernatan) digunakan sesuai volume yang
ditentukan (14 ml).
3. Persiapan Media Kultur

Persiapan media kultur yang dilakukan yaitu meliputi persiapan botol kultur
bervolume 500 ml dan persiapan air laut (Septiana, 2016). Tahapan dari persiapan
meliputi :

1. Air laut yang akan digunakan direbus hingga mencapai salinitas yang
ditentukan, kemudian dimasukkan kedalam botol kultur. Selanjutnya
dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit.

2. Kemudian ditambahkan ekstrak daun lamtoro sebanyak 4% dari volume
air laut yang digunakan.

3. Selanjutnya diaerasi selama 1-2 jam agar media tercampur sebelum

dilakukan inokulasi Dunaliella sp.

4. Penghitungan Kepadatan Awal dan Penebaran Inokulum Dunaliella sp.

Kepadatan sel awal Dunaliella sp. dihitung menggunakan Haemocytometer
dengan tiga kali ulangan. Adapun tahapan dalam perhitungan adalah sebagai
berikut :

1. Haemocytometer yang akan digunakan dibersihkan menggunakan alkohol 70%
dan dikeringkan dengan menggunakan tissue, kemudian dipasang gelas
penutup.

2. Sebanyak 1 ml sel Dunaliella sp. diambil, kemudian diteteskan pada bagian
parit melintang hingga penuh dan mikroalga tersebar merata, selanjutnya
kepadatan sel dihitung dengan bantuan hand counter.

3. Mikroalga Dunaliella sp. yang terdapat pada kotak bujur sangkar yang
memiliki sisi 1 mm dihitung sebanyak 4 kotak dibawah mikroskop dengan
perbesaran 10 kali sebanyak 3 kali ulangan.

4. Kepadatan sel dihitung menggunakan rumus menurut Balai Besar Perikanan
Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara (2015) sebagai berikut:

A1+A2+A3+A4 4
N = ——  x faktor pengenceran x 10



Keterangan :
N = Jumlah sel mikroalga yang terhitung (sel/ml)
A;—A; =Jumlah sel mikroalga pada kotak ke-1 sampai 4

4 = Jumlah kotak dalam pengamatan Dunaliella sp.
10* = Volume kerapatan sel kotak (chamber)
N 110111
I 53 110111 -

......

Gambar 3. Pengamatan Jumlah Sel Menggunakan Haemacytometer
(Andersen, 2005)

5. Volume inokulum yang dibutuhkan untuk inokulasi dihitung menggunakan

rumus menurut Chien (1992) sebagai berikut :

V, x N,
1

V1 = Volume inokulum yang digunakan (ml)

Keterangan:

N; = Kepadatan sel inokulum Dunaliella sp. yang terhitung (sel/ml)
V, = Volume media yang akan digunakan (ml)
N, = Kepadatan sel inokulum Dunaliella sp. yang dibutuhkan (sel/ml)

5. Pengamatan Fase Pertumbuhan Dunaliella sp.

Pengamatan fase pertumbuhan dilakukan dengan cara menghitung kepadatan sel
Dunaliella sp. setiap 6 jam mulai dari hari pertama kultur sampai akhir kultur.
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6. Pengukuran Diameter Sel Dunaliella sp.

Pengukuran diameter sel dilakukan untuk mengetahui pengaruh salinitas yang
berbeda yang ditambahkan ekstrak daun lamtoro terhadap pertumbuhan individu
Dunaliella sp. yaitu berupa diameter sel. Tahapan pengukuran diameter sel yaitu :
1. Pengukuran diameter sel Dunaliella sp. dilakukan setiap 6 jam, karena
fase pembelahan sel Dunaliella sp. berada pada kisaran jam ke 5-120
(Muhaemin, 2005). Diameter sel Dunaliella sp. diukur dengan
mikrometer.
2. Metode pengukuran diameter sel dilakukan dengan cara 1 ml sampel
diteteskan pada mikrometer objektif dengan tingkat ketelitian 0,01 mm
diamati dengan mikroskop pada perbesaran 40x sebanyak 3 kali ulangan,

kemudian hasil pengukuran diameter sel dirata-ratakan.

7. Analisis Karotenoid

Pengukuran kandungan pigmen karotenoid Dunaliella sp. yang dikultur pada
salinitas yang berbeda dan 14 ml ekstrak daun lamtoro dilakukan pada awal dan
akhir kultur. Menurut Vo dan Tran (2014), metode analisis karotenoid dilakukan
dengan cara :

1. Sampel Dunaliella sp. sebanyak 1 ml disentrifugasi pada kecepatan 1000
rpm selama 5 menit hingga terbentuk dua lapisan (supernatan dan
endapan).

2. Endapan yang diperoleh diekstraksi dengan 3 ml etanol dan 1,5 ml dietil
eter, selanjutnya dilakukan penambahan 2 ml akuades dan 4 ml dietil eter.

3. Campuran tersebut dikocok kuat dan disentrifugasi kembali pada
kecepatan 1000 rpm selama 5 menit.

4. Lapisan dietil eter dipisahkan, kemudian diukur pada panjang gelombang
450 nm. Nilai yang diperoleh setara dengan mikrogram (pg) karotenoid
per ml.

5. Panjang gelombang diukur menggunakan spektrofotometer.
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Total karotenoid dihitung menggunakan rumus menurut Prieto et al.,(2011)

sebagai berikut:

Konsentrasi karotenoid (pg/ml) = 25,2 x A450

Keterangan :
A450 : serapan pada panjang gelombang 450 nm

25,2 :nilai konstanta pengukuran karotenoid

8. Pengukuran Kualitas Air

Pengukuran kualitas air yang diukur meliputi suhu, salinitas, intensitas cahaya dan
pH dilakukan setiap hari selama kultur untuk mengetahui faktor pembatas

pertumbuhan Dunaliella sp. Tahapan pengukuran kualitas air yaitu :

1. Pengukuran suhu ruangan dilakukan dengan menggunakan termometer.

2. Pengukuran salinitas dilakukan menggunakan refraktometer, dengan cara
air laut dari dalam wadah kultur diambil menggunakan pipet tetes.
Kemudian kisaran salinitas diamati, selanjutnya refraktometer dibersihkan
dengan menggunakan akuades.

3. Intensitas cahaya diukur dengan menggunakan luxmeter, adapun cahaya
berasal dari lampu TL sebesar 36 watt.

4. Pengamatan parameter pH dilakukan dengaan menggunakan pH paper

yang dimasukkan ke dalam botol kultur.
9. Analisis Data

Tahapan analisis data dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Dilakukan pengujian normalitas dan homogenitas data kepadatan sel saat
fase eksponensial (peak), diameter sel serta kandungan karotenoid
Dunaliella sp. Data yang berdistribusi normal dan homogen, selanjutnya
dilakukan uji analisis sidik ragam (ANOVA) dengan a = 0.05.
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. Setelah data diketahui berpengaruh nyata, maka analisis data dilanjutkan
dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan tingkat kepercayaan 95%
untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan (Steel and Torie, 1981).

Data parameter lingkungan dianalisis secara deskriptif.
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IV. KESIMPULAN DAN SARAN

4.1 Kesimpulan

Penggunaan media ekstrak daun lamtoro dengan salinitas berbeda berpengaruh

terhadap pertumbuhan sel dan kandungan karotenoid mikroalga Dunaliella sp.

4.2 Saran

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut berupa uji proksimat seperti protein,
karbohidrat dan lipid pada mikroalga Dunaliella sp. yang dikultur dalam media
ekstrak daun lamtoro pada salinitas yang berbeda untuk mengetahui berpengaruh

atau tidak terhadap kandungan proksimat tersebut.
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