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ABSTRACT

The aim of this study was to understand the effect of sodium nitrate and
sodium phosphate concentration on Guillard medium to yields of biomass, and
also to determine the best concentration of sodium nitrate and sodium phosphate
to produce the highest yields of biomass on marine microalgae Nannochloropsis
sp. Determining the effects of sodium nitrate and sodium phosphate on biomass
was performed using Response Surface Methodology (RSM). The concentrations
of sodium nitrate and sodium phosphate on Guillard medium affects the yields of
biomass on marine microalgae Nannochloropsis sp. The optimum concentration
of sodium nitrate and sodium phosphate to produce the highest yields of biomass
were 178.14 g/l and 13.34 g/l respectively, with biomass concentration of 8.00 x
107 cell/ml.
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PENDAHULUAN

Daerah perairan di Indonesia yang sebagian besar adalah laut, memiliki
keanekaragaman hayati yang sangat melimpah. Salah satu keanekaragaman hayati
tersebut adalah mikroalga. Mikroalga adalah organisme tumbuhan paling primitif
berukuran renik (seluler) yang umumnya dikenal dengan fitoplankton dengan
kemampuan fotosintesis layaknya tumbuhan tingkat tinggi yang ada di daratan.
Mikroalga dikenal sebagai pakan ternak, bahan baku industri farmasi, kosmetika
dan antibiotik. Hal ini dikarenakan kandungan kimia yang di kandung seperti
protein, lemak, asam lemak tak jenuh, pigmen dan vitamin (Kawaroe et al., 2010).

Nannochloropsis sp. atau lebih umum dikenal dengan nama Chlorella air
laut adalah fitoplankton dengan ukuran 4 - 6 pum (Tjahjo et al., 2002).
Nannochloropsis sp. merupakan jenis alga hijau (Cholorphyta) yang memiliki sel
berwarna kehijauan, tidak bermotil, dan tidak berflagel. Selnya berbentuk bola
(Hu dan Gao, 2006).
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Susunan bahan baik bahan alami maupun bahan buatan yang digunakan
untuk perkembang dan perkembangbiakan mikroba dinamakan media. Media
Guillard merupakan salah satu media yang sering digunakan dalam
perkembangbiakan dan pertumbuhan mikroalga. Faktor nutrien adalah salah satu
faktor penting yang perlu diperhatikan dalam pertumbuhan fitoplankton.
Pertumbuhan dan perkembangan fitoplankton memerlukan berbagai nutrien yang
diabsorbsi dari luar (media). Nutrien yang dibutuhkan oleh mikroalga terdiri dari
makronutrien dan mikronutrien. Makronutrien yang dibutuhkan antara lain C, H,
N, P, K, S, Mg, dan Ca, sedangkan mikronutrien yang dibutuhkan antara lain
adalah Fe, Cu, Mn, Zn, Co, Mo, Bo, Vn, dan Si (Kawaroe et al., 2010).

Nitrat (NO3) adalah bentuk utama nitrogen di perairan alami dan
merupakan nutrien utama bagi pertumbuhan tanaman dan alga. Nitrat digunakan
oleh mikroalga untuk melangsungkan metabolisme dan bereproduksi. Fosfat
(PO4) merupakan salah satu unsur hara (nutrien) yang dibutuhkan oleh organisme
perairan, berperan dalam transfer energi ADP (Adenosine Diphosphate) menjadi
ATP (Adenosine Triphosphate) yang terjadi dalam mitokondria sel (Bergman,
1999). Di laut, fosfor dijumpai dalam keadaan terlarut dan tersuspensi atau terikat
di dalam sel organisme dalam air (Munandar, 2004). Keberadaan fosfat di dalam
air akan terurai menjadi senyawa ionisasi, antara lain dalam bentuk ion H,PQOy,
HPO,*, PO,”.

Hu dan Gao (2006) telah melakukan penelitian terhadap pengaruh
konsentrasi nitrat (50, 100, 150 g/l) dan fosfat (10, 20, 30 g/l) terhadap produksi
biomassa Nannochloropsis sp. pada media f/2. Hasil biomassa yang optimum
pada konsentrasi nitrat 100 g/l dan fosfat 20 g/l. Loberto (2011) melakukan
optimasi konsentrasi nitrat (80, 100, 120 g/l) dan fosfat (10, 20, 30 g¢/l) pada
media Walne.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh konsentrasi
penambahan sodium nitrat dan sodium fosfat pada media Guillard terhadap
konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. dan untuk menentukan konsentrasi
sodium nitrat dan fosfat terbaik untuk meghasilkan konsentrasi biomassa sel

tertinggi.
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METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioindustri dan Lingkungan,
Laboratorium Analisis Pangan, Laboratorium Biokimia dan Nutrisi, Fakultas
Teknologi Pertanian Universitas Udayana. Waktu pelaksanaan penelitian dimulai
dari bulan April — Agustus 2015.

Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik
(Ohaus Pioneer), autoclave (Tommy), selang aerasi, lampu TL (Phillips), aerator
(Boyu S-4000 b), tutup silikon, mikroskop (Cole Parmer), kaca preparat,
haemacytometer (Neubauer Improved), cover glass (Matsumita glass), toples
plastik, botol kaca 1 liter, hand counter (Joyko), thermometer (Iwaki), pH meter,
lux meter, oven (Ecocell), baskom, corong plastik, plastik 2,5 kg (Rajawali),
digital salt meter (ATC), spatula, erlenmayer (Pyrex), gelas beaker (Pyrex), pipet
mikro, lemari pendingin (Sharp), pipet volume (lwaki), pipet tetes (lwaki),
penjepit logam, kapas, tissue, aluminium foil (Klin Pak), cawan petri, desikator,
pisau, dan gunting.

Kultur mikroalga Nannochloropsis sp. yang digunakan pada penelitian ini
diambil dari Laboratorium Bioindustri dan Lingkungan Fakultas Teknologi
Pertanian Universitas Udayana, sedangkan air laut yang digunakan diambil dari
Pantai Pandawa, Badung — Bali. Bahan — bahan pembuatan media Guillard, antara
lain: NaH,PO,.2H,0, NaNOjz; NaEDTA, Na,SiO3, MnCl,. H,O, FeCls,
CoCl,.6H,0, (NH4)sM07024. 4H,0, CUSO,4.7H,0.

Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan yang digunakan adalah Central Composite Design
(CCD). Metode response surface digunakan untuk melihat pengaruh perlakuan
penambahan sodium nitrat dan sodium fosfat terhadap konsentrasi biomassa yang
dihasilkan. Optimasi konsentrasi penambahan sodium nitrat dan sodium fosfat
terhadap konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. dilakukan dengan Central
Composite Design (CCD) pada Response Surface Methodology (RSM). Bentuk
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perlakuan dan kode perlakuan serta rancangan percobaan dengan sistem
pengkodean dapat dilihat pada Tabel 1 dan 2.

Tabel 1.Perlakuan dan Kode Perlakuan Biomassa Nannochloropsis sp.

Perlakuan Kode perlakuan
-1,414 -1 0 1 1,414
Konsentrasi NaNO3z  (g/l) 29,3 50 100 150 170,7
Konsentrasi NaH,PO,4 (g/l) 0,86 5 15 25 29,14

Tabel 2. Rancangan Percobaan dengan Sistem Pengkodean

No Kode konsentrasi Kode Konsentrasi Konsentrasi  Konsentrasi

NaNO; NaH,PO, NaNOs(g/l) NaH,PO, (g/l)
1 -1 -1 50 5
2 1 -1 150 5
3 -1 1 50 25
4 1 1 150 25
5 -1,414 0 29,3 15
6 1,414 0 170,7 15
7 0 1,414 100 0,86
8 0 1,414 100 29,14
9 0 0 100 15
10 0 0 100 15
11 0 0 100 15
12 0 0 100 15
13 0 0 100 15

Pelaksanaan penelitian

1. Persiapan dan sterilisasi alat dan bahan

Sterilisasi peralatan media dilakukan dengan autoclave pada suhu 115°C
selama 30 menit, dan sterilisasi peralatan dari plastik menggunakan waterbath
pada suhu 100°C (Kawaroe et al., 2010). Air laut disterilisasi dengan
menggunakan klorin dengan perbandingan klorin dan air laut 0,06 ml/l air laut
dan dinetralkan dengan menggunakan Na-tiosulfat dengan perbandingan 0,02 gr/I
air laut (Isnansetyo dan Kurniastuti, 1995).
2. Pembuatan media Guillard

Pembuatan media Guillard terdiri dari pembuatan larutan trace element: (Jati
et al., 2012), pembuatan media Guillard (Jati et al., 2012), dan pembuatan vitamin

mix (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995).
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Larutan trace element menggunakan CoCl,. 6H,0 (1 g), (NH4)sM070,4. 4H,0
(0,63 g), CuSO,. 7H,0O (0,98 g), FeCls. 6H,O (1,6 g), yang dilarutkan dengan
aquadest hingga 100 ml. Pembuatan media Guillard menggunakan NaH,PO,.
2H,0 (sesuai perlakuan), NaNOj3 (sesuai perlakuan), Na;EDTA (10 g), NaySiOs -
(50 g), MnCl,. H,O (0,36 g), FeCls (2,9 g), Trace element solution (1 ml) dan
dilarutkan dengan aquadest hingga 1000 ml. Vitamin mix menggunakan Vitamin
B1 (0,2 g) yang dilarutkan dengan aquadest 200 ml, diambil 25 ml dan dicampur
dengan Vitamin B12 (0,1 g) yang dilarutkan kembali dengan aquadest 250 ml.

3. Pembuatan starter Nannochloropsis sp.

Pembuatan starter Nannochloropsis sp. pada media Guillard bertujuan
memperpendek fase adaptasi pada volume media yang lebih besar. Penelitian ini
menggunakan starter Nannochloropsis sp. sebanyak 2 | yang akan digunakan
untuk memproduksi biomassa. Pembuatan starter dilakukan dengan perbandingan
air laut dan starter Nannochloropsis sp. sebesar 70:30. Intensitas cahaya yang
digunakan sebesar 1300 lux, suhu 30°C, salinitas 31%o, dan pH 8,1 selama proses
kultivasi.

4. Kultivasi Nannochloropsis sp. untuk optimasi sodium nitrat dan sodium
fosfat dalam produksi biomassa

Proses kultivasi dilakukan pada volume 6 | dengan kepadatan awal sebesar
5,00 x 10* sel/ml (Widianingsih, 2011). Media Guillard ditambahkan sebanyak 1
ml/l (sesuai perlakuan) (Jati et al., 2012), dan vitamin ditambahkan 1 ml/I kultur
(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995) dan diberi aerasi terus menerus selama proses
kultivasi. Setelah 11 hari dilakukan analisis pengaruh konsentrasi biomassa.

5. Produksi Biomassa Nannochloropsis sp.

Proses produksi biomassa dilakukan dengan cara yang sama dengan proses
pembuatan starter, dengan volume 20 |. Setelah 11 hari inokulasi, biomassa
dipanen dengan metode flokulasi (pengendapan) menggunakan tawas.
Perbandingan penggunaan tawas dengan kultur yaitu 0,15 g/l kultur (Kawaroe et
al., 2010). Pencucian dilakukan berulang-ulang sampai kadar garamnya mencapai
0,0%o, selanjutnya endapan yang didapat dikeringkan menggunakan rotary

evaporator dengan suhu 50°C, kecepatan 100 rpm, dan tekanan 50 Mbar.
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Variabel yang diamati
Variabel yang diamati adalah konsentrasi biomassa pada hari ke 11 kultivasi

menggunakan haemacytometer (Isnanstyo dan Kurniastuti, 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Konsentrasi Nitrat dan Fosfat Biomassa Nannochloropsis sp.
Penambahan sodium nitrat dan sodium fosfat pada media Guillard memberi

pengaruh terhadap konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. Konsentrasi
biomassa Nannochloropsis sp. dengan perlakuan penambahan sodium nitrat dan
sodium fosfat pada media Guillard terhadap konsentrasi biomassa
Nannochloropsis sp. dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Data hasil pengujian kosentrasi sodium nitrat dan sodium fosfat terhadap
konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp.

No Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi Biomassa
' Nitrat (g/L) Fosfat (g/L) (sel/ml)
1 50 5 6,07 x 10’
2 150 5 8,77 x 10’
3 50 25 5,14 x 10’
4 150 25 7,83 x 10’
5 29,3 15 3,74 x 10’
6 170,7 15 9,11 x 10’
7 100 0,86 6,65 x 10’
8 100 29,14 7,76 x 10’
9 100 15 7,54 x 10’
10 100 15 7,28 x 10’
11 100 15 7,57 x 10’
12 100 15 7,75 x 10’

Hasil analisis diperoleh model persamaan regresi produksi biomassa
Nannochloropsis sp. sebagai berikut: Z = 1,965 + 0,074X — 0,00021X? + 0,036Y
— 0,0013Y? — 0,0000049XY + 0, dengan koefisien determinasi (R? = 0,91066
yang dapat diartikan bahwa konsentrasi nitrat dan fosfat memiliki pengaruh
sebesar 91,07% terhadap produksi biomassa Nannochloropsis sp. dan sisanya
dipengaruhi oleh faktor lain, seperti suhu, pH, salinitas, intensitas cahaya, dan
aerasi sebesar 8,93%. Berdasarkan persamaan tersebut, maka diperoleh kombinasi

konsentrasi nitrat 178,14 g/l dan fosfat 13,34 g/l yang memberikan pengaruh yang
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optimal terhadap produksi biomassa Nannochloropsis sp. yaitu sebesar 8,80 x
10’sel/ml.

Nitrat (NO3") adalah bentuk utama nitrogen di perairan yang merupakan
nutrien utama bagi pertumbuhan tanaman dan algae. Nitrat digunakan oleh
mikroalga dalam sintesis protein, pembentukan jaringan sel dan bereproduksi
(Minnesota Pollution Control Agency, 2008).

Nitrat dan fosfor merupakan makronutrien yang esensial untuk yang
dibutuhkan dalam pertumbuhan mikroalga dan bakteri. Kandungan fosfor pada
media kultivasi penting bagi pertumbuhan karena mengasimilasi nitrogen dari
nitrat, dan berperan dalam transfer energi ADP (Adenosine Diphosphate) menjadi
ATP (Adenosine Triphosphate) yang terjadi dalam mitokondria sel (Bergman,
1999).

Grafik respone surface dan counter plot produksi biomassa Nannochloropsis
sp. dapat dilihat pada Gambar 1. Perbedaan warna pada grafik dan counter plot
menunjukkan perbedaan konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. pada setiap
perlakuan. Warna merah tua pada grafik dan counter plot menunjukkan
konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. >8 (lebih dari 8,00 x 10" sel/ml),
sedangkan warna hijau menunjukkan konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp.
terendah, yaitu <3,25 x 10" sel/ml.

Fitted Surface; Variable: Kepadatan Sel (107 sel/mi) Fitted Surface; Variable: Kepadatan Sel (107 selimi)
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual= 3733477 2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=3733477
DV: Kepadatan Sel (107 selimi) DV: Kepadatan Sel (107 selimi)
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Gambar 1. Grafik respon surface. (a) dan counter plot produksi biomassa
Nannochloropsis sp.
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Validasi model dilakukan pada penelitian ini dengan membandingkan
bobot biomassa Nannochloropsis sp. secara aktual dengan bobot biomassa

Nannochloropsis sp. yang dihasilkan dari persamaan regresi optimum. Validasi

79



Jurnal REKAYASA DAN MANAJEMEN AGROINDUSTRI ISSN: 2503-488X, Vol. 3. No. 4. Desember 2015 (73-81)

dilakukan untuk mengetahui apakah model regresi yang diperoleh dapat diterima
atau tidak. Perbandingan bobot biomassa Nannochloropsis sp. secara aktual
berdasarkan hasil pengamatan dan bobot biomassa Nannochloropsis sp. hasil dari
permodelan dapat dilihat pada Tabel 5.

Diperoleh perbandingan konsentrasi biomassa secara aktual dan
berdasarkan permodelan, maka selanjutnya dilakukan uji-T untuk mengetahui
korelasi antara konsentrasi biomassa aktual dan model. Berdasarkan hasil analisa
yang dilakukan, maka diperoleh nilai t-test sebesar 0,903 dengan nilai P>0,05. Hal
ini menunjukkan bahwa, tidak ada perbedaan yang nyata antara bobot biomassa
Nannochloropsis sp. secara aktual dengan bobot biomassa Nannochloropsis sp.

yang dihasilkan dari persamaan model optimum pada volume kultivasi 1 liter.

Tabel 5. Perbandingan bobot biomassa Nannochloropsis sp. aktual dan bobot
biomassa Nannochloropsis sp. model

Respon Bobot Biomassa

Konsentrasi Nitrat Kosentrasi Fosfat Nannochloropsis sp. (107 sel/ml)

g/l g/l Aktual Model
170.7 15 8.45 9.22
293 15 4.22 3.78

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut :

1) Penambahan sodium nitrat sodium nitrat dan sodium fosfat pada media
Guillard yang terbaik memberi pengaruh terhadap konsentrasi biomassa
mikroalga Nannochloropsis sp.

2) Penambahan sodium nitrat dan sodium fosfat yang terbaik pada media
Guillard untuk menghasilkan konsentrasi biomassa Nannochloropsis sp. yang
tertinggi adalah konsentrasi nitrat 178,14 g/l dan fosfat 13,34 g/l dengan
jumlah biomassa 8,00 x 10’ sel/ml.
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Saran
Saran yang dapat diberikan dari hasil penelitian ini adalah perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai senyawa yang terkandung dalam mikroalga

Nannochloropsis sp
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