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ABSTRAK

Kemudahan penggunaan mikroskop untuk pengamatan kepadatan sel mikroalga tetap
memiliki keterbatasan sehingga perlu dicari suatu metode alternatif yang mampu
meminimalisir keterbatasan tersebut. Model regresi linier digunakan untuk memprediksi
peluang penggunaan spektrofotometer pada Densitas Optik (Optical Density, OD) dengan
panjang gelombang (A) 550 nm, 650 nm, dan 750 nm sebagai alternatif pengganti
mikroskop saat pengamatan kepadatan sel mikroalga. Hasilnya menunjukkan bahwa
walaupun seluruh panjang gelombang dapat secara representatif menggambarkan
kepadatan sel mikroalga, namun OD 650 nm menunjukkan hasil terbaik.

KATA KUNCI: Densitas optik, kepadatan sel, mikroalga laut, regresi linier.

ABSTRACT

An alternative method in microalgae density observation should be found to minimize
microscope’s optical bias. Spectrophotometer could be used to subtitute microscope as a
function of linier regression model by using Optical Density (OD) approach. Three different
spectrophotometer Optical Densities (550 nm, 650 nm, dan 750 nm) showed that althought
all of wave length represented the high correllation to be used in describing the cell density
of microalgae, the OD 650 nm was the best fit.

KEYWORDS: Cell density, linier regression, marine microalgae, optical density.

1. PENDAHULUAN (Borowitzka dan Borowitzka, 1999).
Mikroalgae laut adalah sumber Bahkan banyak diantaranya yang
potensial beberapa produk senyawa digunakan sebagai pakan alami kultur

kimiawi yang bernilai ekonomis tinggi
antara lain PUFAs (Poly-Unsaturated Fatty
Acids) (Belarbi et al, 2000; Muhaemin,
2011), asam amino (Muhaemin, 2010),
pewarna alami (Lorenz and Cysewski,
2000), biopolimer, and therapeutics

juvenil ikan dan krustase (Molina et al,
1999). Pada skala yang lebih besar,
monokultur mikroalgae dapat
diaplikasikan pada kolam-kolam besar
diluar ruangan (Tredici, 1999; Molina et
al., 1999; Miron et al, 1999).
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Lorenz and Cysewski (2000)
menyatakan bahwa mikroalgae laut
memiliki kemampauan menyerap energi
cahaya, foton, dan menyimpannya sebagai

energi kimiawi melalui proses
fotosintesis. Unit dasar perangkat
fotositesis adalah fotosistem. Energi

cahaya diserap oleh pigmen carotenoid
dan chlorofil pada kompleks fotosistem
antena. Keragaman kemampuan absorpsi
bisa saja terjadi karena perbedaan rasio
pigmen carotenoid dan chlorofil dalam sel
mikroalga laut. Bahkan perbedaan divisi
dapat dijadikan indikasi perbedaan
komposisi pigmen secara spesifik.
Kemampuan absorpsi optimal dilakukan

oleh klorofil mikroalgae laut pada
panjang gelombang 650-700 nm,
direntang sinar merah; sedangkan

carotenoid pada panjang gelombang 400-
500 nm, direntang sinar biru (Miron et al,
2002).

Mikroalgae laut dapat menggunakan
hasil fotosintesis dan mengkonversinya
untuk pertumbuhan sel ataupun populasi.
Pertumbuhan  monokultur  populasi
mikroalgae dapat diamati dengan
menghitung jumlah sel per satuan volume
media kultur yang digunakan atau disebut
sebagai kepadatan sel. Metode
perhitungan kepadatan sel cenderung
beragam. Metode perhitungan kepadatan
sel yang paling sering dilakukan adalah
secara manual dengan menggunakan
bantuan mikroskop (Ferianita et al,
2008). Walaupun metode perhitungan
kepadatan tersebut sangat umum
digunakan, namun masih mengandung
kelemahan mendasar berupa kesalahan
perhitungan  kepadatan sel  yang
disebabkan oleh kesalahan preparasi

sampel, bias optik (yang cenderung
menurunkan tingkat akurasi hasil
perhitungan), dan belum tersedianya

kalibrasi/standardisasi hasil perhitungan
untuk meminimalisir subjektifitas
pengamat. Salah satu metode yang bisa
digunakan sebagai alternatif pengganti
40

mikroskop untuk penghitungan
kepadatan sel adalah menggunakan
densitas optik dengan menggunakan

spektrofotometer. Spektrofotometer
adalah metode alternatif yang diharapkan
lebih simpel dan relatif akurat jika
dibandingkan dengan metode manual
menggunakan mikroskop. Lebih simpel
karena tidak memerlukan metode
preparasi yang kompleks, dan lebih
akurat karena menyertakan proses
kalibrasi dan  standardisasi  hasil
perhitungan sehingga mampu
mengurangi  efek  bias.  Walaupun
penggunaan  spektofotometer  telah
dilakukan  secara  spesifik  untuk
perhitungan carotenoid (del Compo et al,
2000); chlorofil (Zonneveld, 1998);
produktivitas primer, nutrien, sedimen
(Triyati, 1985); dan logam berat (Franco
et al, 2004; Muhaemin, 2009); namun
tingkat kelayakan penggunaannya untuk
perhitungan kepadatan sel mikroalgae
perlu ditinjau lebih lanjut.

Keragaman bentuk umum sel
mikroalgae yang tinggi pun cenderung
menjadi  pertimbangan  penggunaan
spektrofotomater untuk perhitungan
kepadatan sel mikroalgae laut. Fahrul
et al (2008) menyatakan bahwa
keragaman bentuk mikroalgae laut yang
tinggi menjadi alasan utama besarnya
bias hasil pengukuran kepadatan sel hasil
sampling di suatu perairan. Berdasarkan
pertimbangan tersebut, maka analisis
kepadatan sel mikroalgae laut
menggunakan spektrofotometer dibatasi
hanya pada jenis-jenis mikroalgae laut
yang memiliki bentuk dasar dominan
berupa bulatan (spherical) dan
merupakan hasil budidaya monokultur.
Pembatasan tersebut diharapkan dapat
menghindarkan hasil analisis
spektrofotometer dari bias yang tidak
diharapkan. Dasar pertimbangan lainnya
adalah keragaman senyawa pigmen
dominan microalga dan penggunaan
panjang gelombang menjadinya sebagai
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fungsi  sensitivitas  spektrofotometer
sebagai alat pedeteksi kepadatan
mikroalga yang tepat dan akurat.

2. BAHAN DAN METODE

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada

tanggal 2-15 Maret 2014 bertempat di

Laboratorium  Budidaya  Perikanan,

Jurusan Budidaya Perairan, Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan Penelitian

Biota kultur
Biota kultur yang digunakan dalam
penelitian  adalah  beberapa jenis

mikroalgae laut berupa Nannochloropsis
sp, Dunaliella sp, Tetraselmis sp, Nitzschia
sp, dan Porphyridium sp. yang dikultur
pada skala laboratorium di Laboratorium
Budidaya Perikanan, Jurusan Budidaya
Perairan, Fakultas Pertanian, Universitas
Lampung.

Media kultur

Media yang dipergunakan dalam
kultur mikroalgae berbentuk cair atau
larutan yang tersusun dari senyawa-
senyawa kimia (pupuk) yang digunakan
sebagai satu-satunya sumber nutrien bagi
mikroalgae tersebut dalam satu siklus
kultur. Pupuk yang akan digunakan dalam
penelitian adalah Conway. Komposisi
pupuk Conway yang digunakan adalah
komposisi pupuk standar (Tabel 1).

Tabel 1. Komposisi pupuk Conway skala
laboratorium (Muhaemin, 2011)

No Bahan Kimia Takaran Per Liter
1 Aguabidas hinges 1 liter
2 EDTA 45 gram

3 FaCl, 1,5 gram

4 H,BO, 33,6 gram

5 NaH,PO, 20 gram

6 MnCl, 0,5 gram

7 NaNO, 100 gram

8 Trace metal solution 1ece

9 ZnCl, 2,1 gram

10 CoCl, 2 gram

11 CuSO, 2 gram

12 (NH,)Mo- 0,9 gram

13 Distilled 100

Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang  digunakan dalam
penelitian antara lain Haemocytometer,
mikroskop, spektrofotometer, pH meter,
DO meter, refraktometer, termometer,
akuarium, aerasi kit, botol film, pipet
tetes, gelas ukur, lampu TL 36 Watt,
lampu UV, Ozoniser, rak kultur, dan
kertas  saring. = Bahan-bahan yang
digunakan dalam penelitian adalah air
laut steril dan pupuk Conway, alkohol,
asam sulfat, natrium hidroksida, sodium
arsenit, dan brucine.

Rancangan penelitian

Waktu pengambilan contoh
kepadatan mikroalgae dilakukan pada
jam kultur ke- 0, 2, 4, 6, 8, 10, dan 12.
Peletakan wadah kultur dilakukan secara
acak untuk memastikan bahwa setiap unit
sampel mendapatkan peluang yang sama
memperoleh perlakuan.

Tahapan penelitian

Tahap awal yang dilakukan adalah
mempersiapkan seluruh alat dan bahan
yang akan digunakan dalam penelitian.
Alat dan bahan yang digunakan untuk
kultur mikroalgae harus dalam keadaan
steril agar tidak terjadi kontaminasi
biologis yang berasal dari organisme lain
yang bisa menjadi predator atau
kompetitor; ataupun kontaminasi fisik.

Penelitian dilakukan untuk
memperoleh data dari masing-masing
perlakuan yang akan diteliti. Prosedur
kultur yang dilakukan dengan menyusun
akuarium kultur pada rak kultur secara
acak dan diberi pencahayaan lampu TL 36
watt merk Philips dengan rasio
gelap:terang=0:24. Setiap unit percobaan
berisi air laut steril bervolume 4 liter,
beraerasi kuat, diberi pupuk Conway
sebanyak 1 ml/liter, diberi bibit awal
dengan kepadatan rata-rata 15.10¢ sel/ml
bervolume 3 liter, dan pengamatan
kepadatan tiap biota wuji dilakukan
menggunakan haemocytomater beserta
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mikroskop dan spektrofotometer dengan
optical density (OD) 550nm, 650 nm, dan
750 nm.

Variabel yang diamati

Hubungan regresi linier dibuat
dengan menggunakan diagram pencar
antara kepadatan sel mikroalgae dengan
menggunakan mikroskop dan absorbansi
spektrofotometer. Kurva regresi linier
dibuat dengan memetakan titik-titik hasil
perhitungan kepadatan sel tiap jenis
mikroalgae dengan hasil pembacaan nilai
absorbansi pada spektrofotometer.

Total volume sampel yang disiapkan
sebanyak 20 ml untuk setiap pengamatan.
Volume sampel tersebut terdiri dari
sampel mikroalgae dan aquabides.
Pengenceran terhadap sampel mikroalgae
dilakukan dengan menambahkan
aquades dengan selang sampel yang
digunakan adalah 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, dan 20 ml. Setelah diencerkan
sampel mikroalgae tersebut dimasukkan
ke dalam spektrofotometer dan dicatat
nilai absorbansinya. Pengamatan nilai
absorbansi sampel tiap jenis mikroalga
tersebut  dilakukan pada  panjang
gelombang (A) 550 A°, 650 A°, dan 750
A°. Pengamatan pada tiap panjang
gelombang diulang sebanyak 5 Kkali.
Pengamatan kepadatan pada sampel yang
sama juga dilakukan dengan menghitung
kepadatannya menggunakan
haemocytometer dan mikroskop. Masing-
masing hasil perhitungan kepadatan sel
pada tiap jenis mikroalgae dan nilai
absorbansi yang didapat selanjutnya
dipetakan secara dua dimensi dengan
kurva regresi linier.

Pengukuran pH, dan suhu media
menggunakan pH meter dan termometer.
Pengukuran parameter tersebut
dilakukan diawal dan diakhir pengamatan
selama masa kultur mikroalgae dan
digunakan sebagai data pendukung.

2.2. Analisis Data
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Hubungan antara kepadatan sel

mikroalgae dan nilai  absorbansi
spektrofotometer dianalisis
menggunakan :

a. model persamaan regresi linier
Y=aX+b
(Supangat, 2007).

b. Koefisien korelasi dihitung dengan
menggunakan koefisien korelasi (r)
(Steel dan Torrie, 1993)

~ (n Zxy)—(Ex 5)

ln T (Z0 " [nEx"—(Zy)7]
dan koefisien deterministik (R?)
RE — [T:]E

Keterangan:

a = slope atau gradien

b = intercept

c = konstanta

n = banyaknya sampel

X =variabel independen

Y = variabel dependen

r

Uji  lanjut dilakukan  dengan
menggunakan uji-t pada taraf nyata 5%
dengan membandingkan = kombinasi

semua nilai koefisien korelasi (r) pada
setiap jenis mikroalga. Pengujian lanjut
tersebut  tidak  dilakukan untuk
membandingkan nilai koefisien korelasi
(r) antar jenis mikroalga.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Perubahan kepadatan sel
merupakan indikasi awal pertumbuhan
fitoplankton. Kepadatan sel beberapa
jenis fitoplankton laut pada beberapa
panjang gelombang spektrofotometer
disajikan pada Gambar 1. Nilai absorbansi
dan kepadatan sel fitoplankton dapat
digambarkan dalam bentuk diagram
pencar sederhana dengan menganggap
nilai  absorbansi  sebagai  variabel
independen (X) penduga kepadatan sel
sebagai variabel dependen (Y). Kelinieran
hubungan  tersebut  tampak  dari
kecenderungan pola garis lurus hasil



interpolasi yang terbentuk sebagai hasil
diagram pencar antara nilai absorbansi
dan kepadatan sel. Perubahan nilai
absorbansi dapat digunakan untuk
memprediksi pertambahan kepadatan sel
fitoplankton sesuai dengan fungsi linier
yang terbentuk. Kepadatan sel yang
panjang gelombang
spektrofotometer yang digunakan.
Gambar 1 menjelaskan pengaruh
keragaman jenis fitoplankton terhadap
nilai absorbansi. Pada panjang gelombang
(L) yang sama dan jenis fitoplankton yang
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diukur dengan menggunakan
spektrofotometer cenderung
menunjukkan nilai absorbansi yang
berbeda. Perbedaan tersebut

diindikasikan merupakan sinergi fungsi

keragaman jenis dan
berbeda, fungsi  keragaman jenis
diindikasikan dengan mengamati

perbedaaan kelandaian (gradien) garis
yang terbentuk dari hasil interpolasi nilai
absorbansi kepadatan sel fitoplankton.

550 nm 650 nm 750 nm
z 15 = 15 15
= g 2 ¢ z 4
S 10 c 10 ~= 10
® % & Y
B 5 g 5 E s
a o I}
L1} o
¥ P ¥ 0 K] 0
0 0,2 0,4 0 0,2 0,4 0 01 0,2
Absorbansi (A ) Absorbansi (A) Absorbansi (A )
550 nm 650 nm 15 750 nm
= = 15 =
ERE Z g,
£ 10 § 10 E
' g S x°
o o &
g 0 g 0 &0
0 01 062 03 0 01 02 03 0 0,1 0,2 0,3
Absorbansi (A) Absorbansi (A) Absorbansi (A)
550 nm 650 nm 750 nm
s Z15 =15
c & =
1";10 % 10 510
®s ®s 5
20 } T | 2 0 T 1 % 0 T 1
0 0,5 1 0 0,5 1 ¥ 0 05 1
Absorbansi (A) Absorbansi (A) Absorbansi (A)

Gambar 1. Diagram pencar kepadatan sel (x 10¢) berdasarkan hasil pengukuran
spektrofotometer (absorbansi, A) pada panjang gelombang yang berbeda (550, 650,
dan 750 nm). Baris ke-1 Nannochloropsis sp, baris ke-2 Dunaliella sp, baris ke-3
Nitzchia.

Pelandaian suatu garis,
menunjukkan makin makin kecilnya nilai

gradien garis yang terbentuk; atau makin
menegak suatu garis maka makin besar
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nilai gradien garis yang terbentuk. Fungsi
keragaman  jenis tersebut diduga
berkaitan erat dengan diameter sel sampel
yang digunakan. Makin besar diameter sel
maka peluang untuk mengabsorpsi dan
atau memendarkan cahaya makin besar.
Gambar 1 menggambarkan pula
bahwa respon spektral merupakan fungsi
panjang gelombang (A) yang digunakan.
Pada panjang gelombang () yang berbeda
dan jenis fitoplankton yang sama, nilai
absorbansi menunjukkan kecenderungan
adanya perbedaan. Proses pelandaian
garis hasil interpolasi dapat
menindikasikan hal tersebut. Penambahan
panjang gelombang (A) akan cenderung
menyebabkan penegakan atau pelandaian

garis hasil interpolasi tersebut.
Somathilake and Wedagedera (2012)
menyatakan bahwa respon spektral
fitoplankton  secara  spesifik  dapat
menggambarkan  tingkat  kesesuaian
penggunaan panjang gelombang (A)

tertentu. Pelandaian garis hasil interpolasi
menunjukkan bahwa hubungan linier yang
terbentuk cenderung melemah karena
perubahan kepadatan sel tidak sebesar
perubahan nilai absorbansi. Penegakan
garis interpolasi menunjukkan bahwa
hubungan linier yang terbentuk cenderung
menguat karena perubahan kepadatan sel
lebih besar dibandingkan perubahan pada
nilai absorbansinya. Lebih lanjut Cervino
et al (2003) menyatakan bahwa proses
penegakan garis hasil interpolasi tersebut
bisa saja disebabkan oleh ketidaksesuaian
karakteristik spektral alat yang digunakan
untuk mengukur sampel.

Secara umum Steel and Torrie
(1993) menyatakan bahwa hubungan dua
variabel (dependen dan independen)
dapat dinyatakan dengan menganalisis
koefisien korelasi (r) dan koefisien
deterministik (R2), dan gradien garis
beserta intersepnya. Koefisien korelasi (r)
dapat digunakan untuk menggambarkan
keeratan hubungan variabel tersebut.
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Kisaran nilai koefisien korelasi adalah -1<
r <1. Makin mendekati 1, maka hubungan
antara kedua variabel makin erat dan
berkorelasi positif atau bersesuaian (X
membesar, maka Y membesar). Makin
mendekati -1, maka hubungan antara
kedua variabel makin erat namun
berkorelasi negatif atau berkebalikan (X
membesar, maka Y mengecil). Makin
mendekati 0, maka hubungan antara
kedua variabel makin melemah atau
bahkan cenderung tidak berkorelasi
positif. Koefisien deterministik (R2) dapat
digunakan untuk memprediksi kesesuaian

penggunaan model dugaan  yang
digunakan terhadap variasi data yang
tersedia. Kisaran nilai koefisien
deterministik adalah 0<R2<1. Makin

mendekati 1, maka model yang digunakan
makin  sesuai  untuk  menjelaskan
keragaman data. Makin mendekati 0, maka
model dugaan tersebut makin tidak sesuai
untuk menggambarkan keragaman data.

Kecenderungan perubahan nilai
kepadatan pada setiap perubahan nilai
absorbansi dapat digambarkan dengan
menganalisis nilai intersep dan gradien
garis pada model linier sederhana yang
terbentuk. Tabel 2 menggambarkan secara
detail nilai gradien garis, intersep,
koefisien korelasi (r), deterministik (R2),
dan intersep hasil interpolasi data
kepadatan sel dan absorbansi
spektrofotometer.

Tabel 2 menggambarkan bahwa
kisaran nilai gradien garis adalah  2.107-
7.107. Walaupun nilai gradien garis
bervariasi, namun masih menunjukkan
nilai positif. Hal tersebut mengindikasikan
bahwa setiap perubahan pada nilai
absorbansi akan direspon  dengan
kecenderungan perubahan kepadatan sel
yang bersesuaian. Sedangkan nilai
intersep dapat dinyatakan sebagai nilai
koreksi ataupun bias data kepadatan
terhadap nilai absorbansi yang terukur.

Nilai koefisien deterministik (R2)
bervariasi pada selang 0, 904 - 0,985 atau



secara umum berada diatas 0,900 dan
mendekati 1. Nilai koefisien deterministik
(R?) yang tinggi tersebut menggambarkan
bahwa model linier yang digunakan dinilai
Walaupun masih dijumpai sejumlah
keragaman yang belum dapat dijelaskan
secara lebih baik oleh model linier yang
digunakan. Nilai koefisien deterministik
(R?) tertinggi dijumpai pada semua
pengamatan kepadatan sel fitoplankton
dengan menggunakan panjang gelombang

Neviaty P Zamani et al.
Penggunaan Spektrofotometer sebagai Pendeteksi
Kepadatan Sel Mikroalga Laut

representatif untuk menggambarkan
variasi data kedua wvariable yang
digunakan.

(A) 650 nm. Sehingga dapat diduga bahwa
pengukuran kepadatan sel secara lebih
baik dapat dilakukan dengan
menggunakan panjang gelombang (A)
sepktrofotometer 650 nm.

Tabel 2. Nilai gradien, intersep, koefisien deterministik (R%), dan korelasi (r). Huruf
kecil superscrip yang berbeda pada nilai koefisien korelasi (r) menunjukkan

hasil uji lanjut yang berbeda nyata.

Jenis Mikroalga oD Model Linier R2 r
Nannochloropsis sp. A=550 Y=6.107X-63115 0,904 0,951a
A=650 Y=6.107X-1.106 0,930 0,964b
A=750 Y=7.107X- 1.106 0,924 0,961b
Dunaliella sp. A=550 Y =2.107X- 37880 0,951 0,9752
A=650 Y =2.107X-23706 0,983 0,991b
A=750 Y =2.107X-27607 0,962 0,981¢
Nitzschia sp. A=550 Y =2.107X - 42803 0,983 0,991a
A=650 Y =2.107X- 58900 0,985 0,992a
A=750 Y =3.107X - 49103 0,982 0,991a
Nilai koefisien korelasi (r) berada 4. KESIMPULAN
pada kisaran 0,951- 0,992 atau secara Model linier sederhana dapat
umum bernilai positif dan mendekati 1. menggambarkan keeratan hubungan
Hal  tersebut menunjukkan bahwa antara kepadatan sel dan nilai absorbansi
tingginya keeratan hubungan antar merupakan fungsi sinergis keragaman
variabel kepadatan sel dan nilai jenis dan panjang gelombang
absorbansi. Perubahan nilai absorbansi spektrofotometer yang digunakan;
per satuan pengukuran akan direspon Spektrofotometer dengan Optical
positif dengan perubahan kepadatan sel Density (OD) 650 nm dapat digunakan
per satuan pengukuran yang digunakan. sebagai perangkat praktis penduga

Nilai koefisien korelasi (r) tertinggi
dijumpai pada semua pengamatan
kepadatan sel fitoplankton dengan

menggunakan panjang gelombang (1) 650
nm. Sehingga dapat diduga bahwa
keeratan hubungan antara kepadatan sel
dan nilai absorbansi secara lebih baik
dapat digambarkan dengan menggunakan
panjang gelombang (A) sepktrofotometer
650 nm.

kepadatan sel pada fitoplankton laut

berbentuk bulat pejal (spherical).
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