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ABSTRACT

Broiler Chicken Waste (LTAB) contained Nitrogen, Phosphorus and Potassium. LTAB
can be used as an alternative medium for the cultivation of Chlorella sp. In this study,
Chlorella sp. was cultured in LTAB at various concentrations (2,4,6,8, and 10%). Growth
of Chlorella sp. was measured based on optical density values at a wavelength of 680 nm.
Biomass was extracted using chloroform. The extract obtained was identified using Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS). LTAB 2% was the best medium for the
growth of Chlorella sp. (amongst other concentrations). The highest growth rate was on
the 10th day. Based on the results of KG-MS, chloroform extract of Chlorella sp. cultured
on LTAB 2% contained oleic acid, methyl ester and gamma-sitosterol.

ABSTRAK

Kultivasi Chlorella sp pada media limbah ayam broiler dan profil
metabolitnya dengan analisis GC-MS

Limbah Ternak Ayam Broiler (LTAB) mengandung Nitrogen, Fosfor dan Kalium. LTAB
dapat dijadikan media alternatif untuk kultivasi Chlorella sp. Pada penelitian ini,
Chlorella sp. dikultur pada LTAB pada berbagai konsentrasi (2,4,6,8, dan 10%).
Pertumbuhan Chlorella sp. diukur berdasarkan nilai optical density pada panjang
gelombang 680 nm. Biomassa diekstrak menggunakan kloroform. Ekstrak yang
diperoleh diidentifikasi meggunakan Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS).
LTAB 2% merupakan media terbaik untuk pertumbuhan Chlorella sp. (diantara
konsentrasi lainnya). Laju pertumbuhan tertinggi yaitu pada hari ke-10. Berdasarkan hasil
KG-MS, ekstrak kloroform Chlorella sp. yang dikultur pada LTAB 2% mengandung
senyawa asam oleat, metil ester dan gamma-sitosterol.

Kata kunci: Chlorella sp., media, limbah, Kromatografi

PENDAHULUAN
Budidaya ternak saat ini mengalami
perkembangan yang begitu pesat, khususnya

peternakan ayam broiler. Produksi ayam broiler
didaerah kabupaten Bogor dan kota Bogor tahun
2016 mencapai 87.934.335 ton dan 1.583.961 ton
(Badan Pusat Statistik Jawa Barat, 2018). Seiring
banyaknya kebutuhan produksi peternakan ayam
broiler, limbah yang dihasilkan pun besar dan
berdampak pada polusi udara sekitar karena

tingginya kadar N dan S. Penelitian sebelumnya
pada media Limbah Ternak Ayam Broiler (LTAB)
diketahui mengandung 0,08% nitrogen, 0,041%
fosfor dan 112,58 mg/L kalium (Susanty et al.,
2019) sehingga dapat digunakan sebagai media
kultur mikroalga.

Mikroalga Chlorella sp. memiliki
kemampuan bereproduksi dengan cepat. Dalam
waktu 24 jam, satu sel Chlorella sp. dapat
berkembang menjadi 10.000 sel (Ma’rufatin,
2016). Mikroalga ini banyak digunakan industri
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karena memiliki nilai gizi yang tinggi dan
memiliki aktivitas antibakteri (Alwathnani, 2017).
Pada umumnya nutrisi utama pada media
pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. adalah N
dan P (Regista et al., 2017). Chlorella sp.
mengandung sekitar 50% protein (Mufidah et al.,
2017). Hasil penelitian Febtisuhastri (2016)
menunjukkan bahwa Chlorella sp memiliki kadar
lipid yang tinggi. Chlorella sp. mengandung
berbagai asam lemak. Penelitian Kurnia et al.
(2018b) menunjukkan asam stearat dan palmitat
sebagai asam lemak tertinggi pada Chlorella sp.
Selain itu, Chlorella sp. juga mengandung asam
oleat dan asam linoleat (Jazzar et al., 2015).

Sebagian besar senyawa metabolit sekunder
dapat diakumulasikan dalam sel mikroalga. Jenis
senyawa yang terdapat pada Chlorella sp. dapat
dipengaruhi  oleh media  pertumbuhannya.
Penggunaan media limbah ternak ayam broiler
dapat memperkecil biaya kultivasi untuk dapat
diaplikasikan pada skala industri. Penelitian untuk
mengetahui konsentrasi media limbah yang paling
sesuai untuk kultivasi Chlorella sp. perlu
dilakukan untuk diaplikasikan pada kultivasi
selanjutnya. Ekstraksi biomassa Chlorella sp.
dilakukan  dengan  menggunakan  pelarut
kloroform. Identifikasi senyawa metabolit pada
ekstak dilakukan secara kualitatif dengan
instrumen Gas Chromatography-Mass
Spectroscopy (GC-MS). Informasi mengenai
senyawa metabolit pada ekstrak kloroform
Chlorella sp. dapat menjadi dasar dalam
mengeksplorasi manfaat Chlorella sp. yang
dikultivasi menggunakan media limbah ternak
ayam broiler.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian, yaitu
kultur mikroalga Chlorella sp (inaCC M39) yang
diperoleh dari LIPI, Limbah Ternak Ayam Broiler
(LTAB) berasal dari daerah Cijeruk, Bogor, pH
universal, air suling, dan kloroform (Smart Lab).

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu
mortar dan alu, ayakan 0,45 um, alat-alat gelas dan
pipet Mohr (lwaki), neraca analitik Sartorius
(CPA224S), Spektrofotometer UV-VIS (Agilent
Cary 60), shaker waterbath (Memmert), tabung
reaksi, Haemocytometer 0,100 mm (Neubauer),
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Mikroskop, hand counter, Agilent Technologies
7890 Gas Chromatograph with auto sampler,
Mass selective detector, Chemstation data system,
Kolom HP Ultra Capillary column (panjang 30 m
X 0,20 mm, LD x 0,11 yum Film thickness), gas
Helium.

Metode

Persiapan Media Limbah Ternak Ayam Broiler

Kotoran ayam broiler diambil dari peternakan
ayam broiler di Cijeruk, Bogor. Setelah terkumpul
dikeringkan di bawah sinar matahari dan
dihancurkan dengan cara ditumbuk menggunakan
mortar. Kotoran tersebut disaring dengan
menggunakan ayakan dengan ukuran mesh 0,45
mikron. Kotoran yang telah halus siap untuk
digunakan untuk proses selanjutnya. Media
disiapkan dengan 5 variasi konsentrasi media,
yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10%. Pemilihan variasi media
dilakukan berdasarkan kadar N, P dan K pada
kotoran ayam (Susanty et al., 2019) dan pada
media LTAB 2% (Susanty dan Oksari, 2020) serta
kebutuhan nutrisi Chlorella sp. yaitu N sekitar
140-700 mg/L dan K sekitar 7,5-1500 mg/L
(Meritasari et al., 2012).

Pengukuran Pertumbuhan Chlorella sp. dengan
Optical dencity (Modifikasi) (Syaichurrozi &
Jayanudin 2016)

Chlorella sp. dikultur pada media LTAB
dengan kondisi suhu ruang dan intesitas cahaya
dari lampu TL (* 3500 lux) dengan penyinaran
selama 24 jam. Sebagai  perbandingan,
pertumbuhan Chlorella sp. juga dilihat dengan
menggunakan media AF6 (Andersen et al., 2005;
Kasai et al.,2009; NIES). Spektrofotometer UV-
VIS digunakan untuk mengukur optical density
(OD) pada A 680 nm. Nilai OD selama 14 hari
digunakan untuk membuat kurva laju pertumbuhan
spesifik Chlorella sp. Perhitungan optical dencity
sebagai berikut:

_ In(ODt)— In(0ODo)
- Tt-TO

keterangan:

K = laju pertumbuhan (per hari); OD, = OD pada T; OD, =
OD pada Ty, T= waktu pengamatan/akhir kultivasi; T, =
waktu awal kultivasi.

Ekstraksi Biomassa Chlorella sp. (Modifikasi)
(Annamalai et al., 2012)

Biomassa Chlorella sp. pada hari ke-14
dikumpulkan dengan cara memisahkan sel
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Chlorella sp. dengan media menggunakan
sentrifius (5000 rpm, 5 menit). Ekstraksi terhadap
biomassa Chlorella sp. dilakukan dengan metode
maserasi dengan pelarut kloroform (1:10).
Maserasi  dilakukan ~ dengan  pengadukan
menggunakan shaker selama 72 jam. Setelah filtrat
hasil maserasi diperoleh, endapan diekstraksi
kembali hingga diperoleh filtrat jernih. Semua
filtrat dikumpulkan dan diuapkan dengan
waterbath shaker pada suhu dibawah 50 °C.
Ekstrak yang diperoleh disimpan pada suhu 4 °C.

Identifikasi Senyawa Metabolit Ekstrak
Chlorella sp. dengan GC-MS

Senyawa metabolit pada ekstrak kloroform
Chlorella sp. diidentifikasi dengan GC-MS,

dengan kondisi sebagai berikut:

lonization mode : Electron impact

Electron energy :70 eV

Oven temperature . Initial temperature at 80 °C
hold for 0O minutes, rising at 3
°C/min to 150 °C hold for 1
minute and finally rising 20
°C/min to 280 °C hold for 6

minute.
Injection port temperature  : 250 °C
lon source temperature :230°C
Quadropole temperature :140°C
Carrier gas : Helium
Column mode : Constant flow
Injection volume (5L
Split :8:1
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Laju Pertumbuhan Chlorella sp.

Chlorella sp dikultivasi pada media LTAB
dengan beberapa variasi konsentrasi (2, 4, 6, 8, dan
10%). Variasi konsentrasi LTAB bertujuan untuk
melihat kondisi optimum media LTAB sebagai
media tumbuh mikroalga Chlorella sp. Kecepatan
pertumbuhan sel mikroalga dapat terlihat dari laju
pertumbuhannya (lIstirokhatun et al., 2017). Laju
pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. dapat dilihat
pada Gambar 1.

Chlorella sp. tumbuh dengan baik pada media
LTAB dengan konsentrasi 2% (Gambar 1). Hal ini
terlihat dari laju pertumbuhannya yang lebih tinggi
dibanding Chlorella sp. yang tumbuh pada media
lain. Laju pertumbuhan Chlorella sp. pada media
LTAB 2% meningkat mulai hari ke-8 hingga hari
ke-10. Peningkatan laju pertumbuhan akan
meningkatkan populasi sel yang terjadi karena sel
sedang aktif berkembang biak (Budiarti et al.,
2010). Berdasarkan laju pertumbuhan Chlorella
sp. pada media LTAB 2%, maka inokulasi
Chlorella sp. dilakukan menggunakan biakan pada
hari ke-10. Hal ini disebabkan fase eksponensial
terjadi saat hari ke-10.

== LTAB 2%
LTAB 4%
== LTAB 6%

10 12 14 16 =>=LTAB 8%

-0.04
-0.06
-0.08

-0.1

Laju Pertumbuhan spesifik ()

Hari ke-

LTAB 10%

Gambar 1. Laju Pertumbuhan Spesifik Chlorella sp. pada berbagai variasi konsentrasi media LTAB
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Gambar 2. Laju pertumbuhan spesifik Chlorella sp. pada media AF6 dengan LTAB 2%

Laju pertumbuhan Chlorella sp. pada media
LTAB 4%-6% menunjukkan angka yang lebih
rendah. Semakin tingginya konsentrasi media tidak
memberikan hasil pertumbuhan yang lebih baik.
Pertumbuhan Chlorella sp tidak bergantung pada
semakin besarnya jumlah nutrien. Hal ini
disebabkan oleh partikulat pada media dengan
nutrisi  tinggi  dapat menghalangi  proses
fotosintesis pada mikroalga. Semakin tinggi
tingkat kenaikan jumlah sel mikroalga juga
mempengaruhi kemampuan air dalam melarutkan
CO,, semakin jenuh medium, semakin sulit CO,
terlarut dalam air (Istirokhatun et al., 2017).

Laju pertumbuhan Chlorella sp. pada media
AF6 lebih tinggi dibandingkan media LTAB 2%,
namun cenderung melambat (Gambar 2).
Penggunaan media AF6 sebagai perbandingan
dilakukan berdasarkan kultur awal Chlorella sp.
yang diperoleh dari LIPI diketahui menggunakan
media AF6. Media AF6 merupakan media
pertumbuhan dengan kandungan makronutrien,
mikronutrien, dan unsur hara yang cukup lengkap
dengan komposisi tertentu (Andersen et al., 2005;
Kasai et al.,2009; NIES). Penurunan laju
pertumbuhan Chlorella sp. pada media AF6
menunjukkan kemampuan untuk berkembang biak
yang semakin berkurang. Hal ini dapat disebabkan
oleh perbedaan kondisi kultivasi dengan sumber
kultur awal ataupun perbedaan kualitas bahan yang
digunakan dalam membuat media AF®6.
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Pada penelitian ini, pemberian cahaya untuk
mikroalga Chlorella sp. dilakukan sepanjang hari
dengan menggunakan 2 buah lampu TL 36 watt
(intensitas 3000 lux). Pemberian cahaya dengan
menggunakan lampu TL bertujuan untuk
memberikan energi foton yang dimanfaatkan pada
proses reaksi terang fotosintesis. Pada proses
fotosintesis, cahaya ditangkap oleh klorofil pada
panjang gelombang 400-700 nm. Warna hijau
pada kultur mikroalga dapat mengindikasikan
banyaknya klorofil pada sel mikroalga tersebut
(Ginting et al., 2018).

Suhu dan pH merupakan kondisi yang juga
menentukan pertumbuhan mikroalga selain media
dan cahaya. Kultivasi Chlorella sp. pada penelitian
ini dilakukan pada suhu 30°C dan media LTAB
dengan pH 8. Menurut Aprilliyanti et al. (2016),
suhu optimal pertumbuhan Chlorella sp. antara
rentang 25°C-30°. Kondisi pH yang sesuai untuk
pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. vyaitu
berkisar antara pH 7-9 (Mufidah et al., 2017).

Hasil Identifikasi Senyawa dengan GC-MS
Identifikasi senyawa suatu hasil ekstraksi
dapat dilakukan salah satunya menggunakan
instrumen Gas Chromatography-Mass
Spectroscopy (GC-MS). Instrumen ini terdiri dari
GC yang memiliki prinsip kerja memisahan
komponen di dalam sampel menjadi senyawa
murni  berdasarkan kemampuan menguapnya.

Vol. 11, No.1,Jan 2021,1-7
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Senyawa Yyang telah diseleksi oleh kolom
dikumpulkan dan dibawa keluar kolom dan
dideteksi oleh MS.  Spektroskopi Massa

menghitung bobot molekul dengan rasio (m/z),
kemudian disimpan di dalam komputer dan
dianalisis (Hussain, 2014).

Identifikasi senyawa metabolit dilakukan
terhadap ekstrak Chlorella sp. yang dikultivasi
pada media LTAB 2% (media yang peling cocok)
dan AF6 (sebagai media kaya nutrisi). Ekstrak
Chlorella sp. yang diidentifikasi merupakan hasil
ekstraksi dengan pelarut kloroform. Kloroform
merupakan pelarut yang cenderung mengikat

komponen non polar. Maligan et al. (2015)
menyatakan pelarut kloroform mampu
mengekstrak 28 senyawa pada mikroalga

Tetraselmis chuii berdasarkan hasil analisis GC-
MS. Golongan senyawa tersebut yaitu asam lemak,
alkana, dan diterpenoid.

Senyawa metabolit yang terdapat pada ekstrak
kloroform Chlorella sp. menunjukkan hasil yang
sama antara hasil kultivasi pada media LTAB 2%
dan AF6 yaitu asam oleat, metil ester dan gamma-
sitosterol (Tabel 1 dan Tabel 2). Penelitian Kurnia
et al. (2018a) juga menunjukkan keberadaan
beberapa asam lemak pada Chlorella sp. yaitu
asam palmitat, asam linoleat dan asam oleat. Asam
oleat merupakan asam lemak tidak jenuh rantai
panjang dan terdapat dalam bentuk trigliserida
pada minyak nabati dan hewani. Asam oleat
merupakan jenis asam lemak terbanyak yang
terdapat pada mikroalga dengan berbagai metode
ekstraksi (Barqi, 2015).

Menurut  Norashikin  (2018), keberadaan
nitrogen pada media mempengaruhi jumlah asam
lemak pada Chlorella vulgaris. Pada penelitian
tersebut diketahui media Chlorella vulgaris yang
dikultivasi pada media BBM dengan kekurangan
nitrogen memiliki kadar asam oleat lebih tinggi.
Kultivasi Chlorella vulgaris pada media dengan
kelebihan nitrogen mengandung lebih banyak
asam linoleat. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian Li et al. (2014) yang menunjukkan
peningkatan Mono Unsaturated Fatty Acid
(MUFA) pada media dengan kekurangan nitrogen
dan fosfor.

Ekstrak Chlorella sp. yang dikultivasi pada
media AF6 menunjukkan adanya asam linoleat.
Kumalasari et al. (2014) juga mengungkapkan
Chlorella sp. memiliki senyawa asam 9,12-
oktadekadienoat (asam linoleat) yang aktif
menghambat bakteri S. aureus. Hasil analisis GC-
MS juga menunjukkan bahwa kedua ekstrak
Chlorella sp. mengandung Hexadecanoic acid
(asam palmitat) dengan kadar yang hampir sama.
Asam palmitat memiliki sifat antibakteri dengan
cara merusak struktur dinding sel (Karunia et al.,
2017). Berdasarkan hasil analisis GC-MS terhadap
ekstrak Chlorella sp. pada penelitian ini, dapat
diketahui bahwa penggunaan media LTAB pada
kultivasi juga dapat menstimulasi terbentuknya
berbagai senyawa metabolit yang berpotensi
sebagai antibakteri. Penelitian lebih lanjut
diperlukan untuk melihat aktivitas antibakteri dari
ekstrak tersebut.

Tabel 1. Senyawa Metabolit padaEkstrak Kloroform Chlorella sp. (Kultivasi pada Media LTAB 2%)

No  Senyawa RT Kadar (%)
1 Oleic acid, methyl ester 28,803 18,74

2 Ethyl tridecanoat 28,093 9,07

3 Hexadecanoic acid, Methyl ester 27,548 8,92

4 gamma-Sitosterol 36,967 8,70

5 Ethyl (92)-9-Octadecanoate 29,182 6,57

6 9-12-Ocadecadienoid acid 29,320 5,68

Tabel 2. Senyawa Metabolit Ekstrak Kloroform Chlorella sp. (Kultivasi pada Media AF6)

No  Senyawa RT Kadar (%)
1 gamma-Sitosterol 36,981 11,15

2 Hexadecanoic acid, Methyl ester 27,548 9,35

3 11-Octadecenoic acid, methyl ester 28,803 6,15

4 14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol 28,803 6,00

6 Oleic Acid 30,272 3,83

7 Linoleic acid, methyl ester 28,759 3,42
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KESIMPULAN

Media Limbah Ternak Ayam Broiler (LTAB)
dapat digunakan sebagai media tumbuh dengan
konsentrasi terbaik untuk pertumbuhan yaitu 2%.
Media LTAB 2% berpotensi  digunakan
selanjutnya sebagai media alternatif pada kultivasi
Chlorella sp. Berdasarkan analisis GC-MS,
ekstrak kloroform Chlorella sp. yang dikultur pada
media LTAB 2% mengandung senyawa asam
oleat, metil ester dan gamma-sitosterol.
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