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Abstrak—Konsumsi energi meningkat dari tahun ke tahun dan
95% terpenuhi dari bahan fosil yang jumlahnya terbatas.
Biodiesel sebagai alternatif sumber energi dari tanaman jarak
(Jatropha curcas) dan kelapa sawit memiliki kemampuan
oksidasi yang rendah pada suhu dingin, produksi lipid
membutuhkan waktu lama serta kandungan lipid yang berkisar
35% dan 75,6%. Di sisi lain, Nannochloropsis sp. dapat
memproduksi lipid mencapai 90% dari berat kering biomassa
pada Kkondisi tercekam, panen lebih cepat, mudah
dibudidayakan. Waktu panen kultur Nannochloropsis sp. dapat
direkayasa berdasarkan nutrisi, suhu, aerasi, salinitas,
fotoperiode. Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh
cekaman nitrogen dan fotoperiode terhadap lama waktu panen
kultur. Nannochloropsis sp., dikultur pada kondisi normal
untuk mendapatkan masa starter (setengah eksponensial
kultur). Kultur Nannochloropsis sp. pada masa starter
diberikan perlakuan kombinasi nitrogen pada pupuk Conway
terdiri dari 0%, 25%, 50%, 75% dan 100% NaNQO; dengan
fotoperiode (terang:gelap) 12:12, 16:8 dan 24:0. Kultur
Nannochloropsis sp. dengan nitrogen terbatas memiliki fase
eksponensial yang lebih singkat sedangkan pada perlakuan
fotoperiode dengan terang lebih lama, kultur memiliki nilai OD
yang paling tinggi. Waktu panen paling cepat yaitu perlakuan
dengan nitrogen 0%, nilai OD paling tinggi pada pemberian
nitrogen 100% pada berbagai fotoperiode.

Kata Kunci—Eksponensial, Fotoperiode, Nannochloropsis sp.,
Nitrogen, Starter.

I. PENDAHULUAN

NDONESIA merupakan negara kepulauan yang memiliki

kekayaan alam yang melimpah namun ketersediaan energi
dari tahun ke tahun mengalami penurunan/krisis. Krisis
energi tersebut terjadi karena tingginya konsumsi energi oleh
penduduk meliputi sektor industri (50%), transportasi
(34%), rumah tangga (12%) dan komersial (4%). Konsumsi
energi Indonesia yang cukup tinggi tersebut hampir 95%
dipenuhi dari bahan bakar fosil. Dari total tersebut, hampir
50% merupakan Bahan Bakar Minyak (BBM). Sebagai
sumber energi tidak terbarukan, cadangan BBM Indonesia
sangat terbatas [1] sehingga diperlukan sumber energi
alternatif untuk menggantikan fungsi BBM, salah satunya
memanfaatkan sumber daya hayati baik dari lemak hewani
maupun nabati [1] sebagai biodiesel. Namun, sumber lemak
nabati (lemak dari tanaman jarak (Jatropha curcas), kelapa
sawit/palm) dan lemak hewani masih memiliki kekurangan
untuk dijadikan sebagai biodiesel karena memiliki
kemampuan oksidasi yang rendah pada suhu dingin [2] laju
pertumbuhan rendah sehingga produksi lipid memerlukan
waktu yang lama [3]. Untuk mengatasi kekurangan tersebut
dapat memanfaatkan mikroalga atau fitoplankton [4] sebagai
alternatif biodiesel.

Mikroalga laut, Nannochloropsis  sp.  memiliki
kandungan lemak yang cukup tinggi yakni sebesar 12,0-
53,0% berat kering biomassa tetapi jika di bawah kondisi
tercekam kandungan lemak mencapai 90% dari berat
keringnya [4][5] yang lebih tinggi daripada lipid jarak pagar
sebesar 35% berat kering [6] dan kelapa sawit sebesar
75,6% [7]. Nannochloropsis sp juga  memiliki laju
pertumbuhan yang tinggi [3], memiliki kinerja lebih baik
pada cuaca dingin karena mengandung PUFA dengan titik
cair yang lebih rendah jika dibandingkan dengan asam lemak
jenuh  [2]. Kandungan lipid serta  keunggulan
Nannochloropsis tersebut berpotensi sebagai alternatif bahan
biodiesel melalui proses kimia transesterifikasi [8].

Produksi lipid dan waktu panen Nannochloropsis dapat
direkayasa berdasarkan kondisi kultur, seperti mengubah
konsentrasi nutrisi dari media, pengaturan suhu, aerasi CO,,
salinitas, intensitas cahaya dan fotoperiode [8] karena pada
kondisi yang tidak menguntungkan mikroalga mengubah
jalur biosintesis lipid menuju pembentukan dan akumulasi
lipid netral dalam bentuk triasilgliserol sebagai pertahanan
[9]. Kondisi cekaman lingkungan tersebut juga dapat
menurunkan kecepatan pembelahan sel, sel akan merangkai
asam lemak menjadi lipid simpanan berupa triasilgliserol
untuk mengisi ketersediaan NADP" karena saat nutrisi atau
lingkungan tercekam, NADP" mengalami penurunan sehigga
NADPH yang dihasilkan dari fotosintesis dikonsumsi untuk
pembentukan asam lemak [10]. Perlakuan cekaman nitrogen
dapat meningkatkan produksi lipid yang lebih tinggi
[11][12] karena protein dari mikroalga terpecah menjadi
Asetil-KoA. Cekaman fotoperiode dapat meningkatkan
panen lipid mikroalga serta mempengaruhi fotosinteis untuk
produksi biomassa, kondisi terang dibutuhkan dalam fase
fotokimia pembentukan ATP dan NADPH sedangkan
kondisi gelap mempengaruhi sintesis biokimia molekul
untuk  pertumbuhan meliputi pembentukan  protein,
karohidrat dan lemak [8]. Dalam penelitian ini akan
dilakukan uji pengaruh kombinasi perlakuan pemberian
berbagai konsentrasi nitrogen dan fotoperiode terhadap
waktu panen Nannochloropsis sp.

II. URAIAN PENELITIAN
A. Persiapan Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
neraca analitik, spektrofotometer Uv-Vis, autoklaf, oven,
pH-meter, lux-meter, hand refraktometer. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini meliputi air laut, vitamin B,
unsur maro dan mikro pupuk Conway, kultur murni
Nannochloropsis sp., alkohol 96%, aquades, aquabides,
kertas tisu.
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B. Persiapan Sampel dan Media Kultur

Sampel yang digunakan adalah mikroalga jenis
Nannochloropsis sp.  yang diperoleh dari stok murni
Laboratorium Pakan Alami Balai Perikanan dan Budidaya
Air Payau (BBPAP) Situbondo dengan kepadatan stok awal
10° sel/ml. Selanjutnya dilakukan kultur untuk penentuan
masa starter dan masa panen dengan presentase 10%
mikroalga dalam air laut steril. Air laut diperoleh dari
penyedia komersil. Media yang digunakan untuk kultur
mikroalga Nannochloropsis sp. adalah air laut [13]. Air laut
disaring dengan membran filter, kemudian diukur salinitas
pada 30-32 ppt [14][15] pH 7-8, intensitas cahaya terang
900-1000 lux, gelap 0-10 lux, suhu 25-27 °C [15].

C. Pembuatan Pupuk Conway

Pupuk yang digunakan dalam penelitian ini adalah pupuk
Conway yang terdiri dari 5 jenis konsentrasi NaNO; sebagai
variasi perlakuan cekaman nutrisi nitrogen [16] yang terdiri
dari 100%, 75%, 50%, 25% dan 0%. Komposisi 100%
pupuk Conway terdiri 100 gram NaNOj; dilarutkan dalam 1
L aquades [12]. Tabel 1 adalah komposisi pupuk Conway
dalam 1 L aquades steril [12]:

Tabel 1.
Komposisi Pupuk Conway

Komposisi Konsentrasi
Na,EDTA 45 g/L
FeCl,.6H,0O 1,3 g/L
H;BO; 33,6 g/l
NaH2P04 20 g/L
MnCl,.4H,0O 0,36 g/L
NaNO; 100 g/L
Trace metal solution 1 ml

1. ZnCI2 2,1 g/lL

2. CoCI2.6H20 2 g/l

3. (NH4) 6M07024.4H20 0,9 g/L

4. CuSO4.5H20 2 g/l

5. Aquades (Sousa et al, 2014) 1L
Vitamin 1 ml

1. Vitamin B12 10 mg

2. Vitamin B1 200 mg

3. Aquabides 200 ml

Media kultur pada penelitian ini menggunakan pupuk
Conway dengan konsentrasi 1 ml per 1 L komposisi kultur.

D. Sterilisasi Alat dan Bahan

Pupuk yang digunakan dalam penelitian ini adalah pupuk
Conway yang terdiri dari 5 jenis konsentrasi NaNO; sebagai
variasi perlakuan cekaman nutrisi nitrogen (Yarti dkk,
2014), yang terdiri dari 100%, 75%, 50%, 25% dan 0%.
Komposisi 100% pupuk Conway terdiri 100 gram NaNO;
dilarutkan dalam 1 L aquades [12]. Berikut adalah
komposisi pupuk Conway dalam 1 L aquades steril [12]:
Sterilisasi alat yang dilakukan meliputi sterilisasi botol
kultur, pipet tetes, pipet volume, gelas ukur, erlenmeyer.
Sterilisasi alat tersebut dilakukan dengan perendaman
chlorin  selama 24 jam dan dicuci  dengan
pembersih/detergen kemudian dibilas dengan air mengalir,
dikeringkan, kemudian dibungkus dengan plastik tahan
panas dan disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C
selama 15 menit pada tekanan 15 pt [17].

Sterilisasi bahan meliputi tisu, karet, air laut, aquadest,
aquabidest. Air laut, aquabidest, aquadest dimasukkan ke
dalam botol kultur sedangkan tisu dan karet dibungkus
dengan plastic tahan panas, kemudian disterilisasi dengan
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autoclave pada suhu 121 °C selama 15 menit pada tekanan
15 pt [17].

E. Penentuan Starter Kultur Nannocgloropsis sp.

Penentuan waktu panen dilakukan dengan membuat kultur
10%  mikroalga dalam 200 ml kultur. Kultur
Nannochloropsis sp. diukur setiap 24 jam hingga mencapai
fase kematian dengan menggunakan spektrofotoneter UV-
Vis pada panjang gelombang 680 nm [18] sehingga
membentuk kurva pertumbuhan dengan koordinat dimana x
adalah hari kultur dan y adalah nilai OD. Masa starter
merupakan masa setengah eksponensial dari kultur
Nannochloropsis sp. [18][19].

F. Penentuan Waktu Panen Nannocgloropsis sp.

Penentuan waktu panen dilakukan dengan membuat kurva
pertumbuhan Nannochlorpsis sp. pada kultur mikroalga
yang diberikan perlakuan cekaman. Perlakuan Fotoperiode
dilakukan dengan memberikan cahaya pada kultur dengan
terang:gelap meliputi 24:0 (kontinyu), 16:8, 12:12.
Perlakuan cekaman nitrogen terbagi menjadi 5 variasi yaitu
pemberian pupuk Conway 100% NaNO3, 75% NaNO3, 50%
NaNO3, 25% NaNO3 dan 0% NaNO3. Kombinasi perlakuan
kultur berjumlah 15 diukur setiap 24 jam hingga mencapai
fase kematian dengan menggunakan spektrofotoneter UV-
Vis pada panjang gelombang 680 nm [18][19]sehingga
membentuk kurva pertumbuhan dengan koordinat dimana x
adalah hari kultur dan y adalah nilai OD. Fase akhir
eksponensial ditetapkan sebagai waktu panen kultur
Nannochloropsis sp. [20][21], dan [22].

G. Perlakuan

Perlakuan dilakukan dengan memasukkan 50 ml
mikroalga dalam 450 ml air laut steril dan pupuk Conway
0,5 ml [13][17] hingga masa starter dengan salinitas 30 ppt,
pH 7-8 [12], intensitas cahaya terang 900-1000 lux, gelap O-
10 lux, suhu 25-27 °C [23]. Kultur dari masa starter diambil
50 ml untuk dikultur kembali dalam 450 ml air laut steril
dengan kondisi tercekam fotoperiode dan nitrogen hingga
masa panen. Tabel 2 merupakan kombinasi perlakuan pada
penelitian ini:

Tabel 2.
Kombinasi Perlakuan

Variasi Nutrisi Variasi Fotoperiode

Nitrogen 12:12 16:08 24:0

0% Pl P2 P3

25% P4 P5 P6

50% P7 P8 P9

75% P10 P11 P12

100% P13 P14 P15
Keterangan:
P1 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 0% dengan
fotoperiode 12:12
P2 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 0% dengan
fotoperiode 16:8
P3 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 0% dengan
fotoperiode 24:0
P4 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 25% dengan
fotoperiode 12:12
P5 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 25% dengan
fotoperiode 16:8
P6 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 25% dengan

fotoperiode 24:0
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Kurva Pertumbuhan Penentuan Starter Kultur Nanmochloropsis sp.
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Gambar 1. Kurva Pertumbuhan Nannochloropsis sp.  Keterangan: a.Fase
Lag, b. Fase Eksponensial, c. Fase Stasioner,d. Fase Death.

Kurva Pertumbuhan Nannochloropsis sp. pada berbagai Kombinasi Cekaman
Nitrogen dan Fotoperiode
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Gambar 2. Panen Kultur pada Berbagai Perlakuan.
P7 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 50% dengan
fotoperiode 12:12
P8 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 50% dengan
fotoperiode 16:8
P9 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 50% dengan
fotoperiode 24:0
P10 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 75% dengan
fotoperiode 12:12
P11 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 75% dengan
fotoperiode 16:8
P12 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 75% dengan
fotoperiode 24:0
P13 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 100% dengan
fotoperiode 12:12
P14 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 100% dengan
fotoperiode 16:8
P15 = Kombinasi Kultur pada nutrisi N 100% dengan

fotoperiode 24:0

III. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Kurva Pertumbuhan Nannochloropsis sp.

Hasil kurva pertumbuhan dan penentuan waktu starter
Nannochloropsis sp. disajikan pada Gambar 1.

Berdasarkan kurva pertumbuhan pada
aktivitas pertumbuhan Nannochloropsis sp. yang diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis berupa nilai OD
mengalami peningkatan hingga hari ke-10 kultivasi. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Rodrigues et al, 2011 bahwa
Optical Density (OD) pada spektrofotometer dapat
memonitoring jumlah sel secara tidak langsung. Sel
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Gambar 3. Kurva Pertumbuhan Perlakuan Cekaman Nitrogen dengan
berbagai Konsentrasi dan Fotoperiode

Keterangan: a. Fotoperiode 12:12, b.Fotoperiode 16:8, c.Fotoperiode
24:0

mikroalga yang teramati pada saat kultivasi, mengalami fase
lag pada hari ke-1 hingga hari ke-3, kemudian mengalami
fase eksponensial pada hari ke-3 hingga hari ke-9, kemudian
sel mengalami pertumbuhan yang tetap /stasioner pada hari
ke-9 hingga hari ke-10, kemudian sel mengalami penurunan
pertumbuhan, memasuki fase kematian pada hari ke-10
hingga hari ke-14. Pada fase stasioner, penambahan
kepadatan populasi seimbang dengan laju kematian sehingga
pertumbuhan populasi yang terjadi kecil. Jumlah sel
cenderung tetap karena telah mencapai titik jenuh. Pada fase
death, jumlah sel mengalami penurunan. Penurunan
kepadatan sel fitoplankton dapat disebabkan oleh
pengurangan nutrisi sehingga mikroalga tidak tumbuh [24].

Berdasarkan kurva pertumbuhan tersebut, massa starter
ditentukan pada hari ke-6, yaitu pada setengah masa
eksponensial kultur Nannochloropsis sp. tersebut karena sel
masih aktif membelah serta dapat melakukan metabolisme
secara maksimal sebelum memasuki fase stasioner maupun
kematian sel [18][19]. Starter digunakan sebagai bibit untuk
pembuatan kultur baru atau untuk produksi massal mikroalga
[25].

B. Waktu Panen Kultur pada Berbagai Perlakuan

Berdasarkan penelitian yag telah dilakukan, diperoleh
kurva pertumbuhan kultur Nannochloropsis sp. pada
berbagai kombinasi perlakuan yang disajikan pada Gambar
2.
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Berdasarkan Gambar 2 waktu panen mikroalga
Nannochloropsis sp. dengan berbagai kombinasi perlakuan
cekaman nitrogen dan fotoperiode memiliki waktu panen
yang berbeda. Waktu panen ditentukan berdasarkan fase
akhir eksponensial kultur [20] karena pada fase akhir
eksponensial mikroalga berada dalam kondisi yang paling
optimal, sehingga kandungan nutrisi dalam selnya sangat
tinggi. Waktu panen kultur hari ke-6 yaitu pada perlakuan
P1 (NO, 12:12), P2 (PO, 16:8). Waktu panen kultur hari ke-8
yaitu pada perlakuan P4 (N25, 12:12), P5 (N25, 16:8).
Waktu panen kultur hari ke-9 yaitu pada perlakuan P7 (N50,
12:12), P13 (N100, 12:12). Waktu panen kultur hari ke-10
yaitu pada perlakuan P3 (NO, 24:0), P6 (N25, 24:0), P8
(N50, 16:8), P10 (N75, 12:12), P11 (N75, 16:8), P12 (N75,
24:0). Waktu panen kultur hari ke-11 yaitu pada perlakuan
P14 (N100, 16:8). Waktu panen kultur hari ke-12 yaitu pada
perlakuan P9 (N50, 24:0), P15 (N100, 24:0).

Berdasarkan jumlah selnya, mikroalga pada perlakuan
pemberian nitrogen 100% memiliki nilai OD (pertumbuhan)
yang paling tinggi dibandingkan dengan kultur dengan
nitrogen dalam pupuk 75%, 50%, 25% dan 0%. Hal ini
berkaitan dengan ketersediaan nutrisi untuk tumbuh serta
ketersediaan cahaya untuk fotosintesis dan metabolisme sel
lainnya. Pada nitrogen yang terpenuhi, sel mikroalga
memiliki laju reproduksi yang tinggi sehingga sel yang
terbentuk lebih [21] yang ditunjukkan dengan nilai OD pada
spektrofotometer yang lebih tinggi.

Gambar 3 adalah kurva pertumbuhan Nannochloropsis sp.
pada berbagai konsentrasi nitrogen dan fotoperiode :

Berdasarkan hasil pengamatan tersebut, pemberian
nitrogen mempengaruhi pertumbuhan Nannochloropsis sp.
dimana tanpa pemberian nitrogen dengan fotoperiode gelap
yang lebih panjang, kultur Nannochloropsis sp. memiliki
waktu panen yang singkat. Hal ini sesuai dengan literatur
yang mengatakan bahwa, kekurangan nitrogen pada alga
dapat mempersingkat fase eksponensial alga tersebut [26]
sedangkan pemberian nitrogen yang sesuai dan fotoperiode
dengan siklus terang yang panjang, kultur Nannochloropsis
sp. memiliki waktu panen yang lebih lama serta jumlah sel
yang lebih banyak karena nutrisi untuk tumbuh sel terpenuhi,
sehingga sel dapat membelah sehingga ukuran serta
jumlahnya bertambabh.

Fotoperiode yang berkaitan dengan intensitas dan lama
pencahayaan berperan dalam proses fotosintesis dimana
terjadi pengubahan bahan anorganik menjadi gula sederhana
sebagai sumber energi untuk metabolisme sel. Apabila
metabolisme sel berjalan maka sel mikroalga dapat tumbuh
lebih lama [27]. Hal ini sesuai dengan hasil pengamatan.
Selain itu, mikroalga membutuhkan fotoperiodisme yang
terdiri dari terang dan gelap yang berbeda-beda. Cahaya
terang digunakan pada waktu proses fotokimia untuk
menghasilkan ATP, NADPH dan kondisi gelap untuk reaksi
biokimia dalam sintesis molekul esensial untuk pertumbuhan

[8].

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pada
nitrogen yang terbatas, fase eksponensial kultur lebih singkat
sedangkan pada nitrogen yang tercukupi fase eksponensial
kultur lebih panjang. Pada nitrogen 100% pada semua
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fotoperiode menghasilkan nilai OD yang tertinggi. Waktu
panen tersebut dapat dijadikan informasi untuk produksi
biodiesel dengan melakukan uji lanjutan pada kandungan
lipid pada setiap perlakuan dengan waktu panen yang telah
didapatkan.

Tabel 3.
Perlakuan Kultur

Keterangan
Nannochloropsis sp
dikultur dalam air laut
steril.

pH kultur diukur
dengan menggunakan
pH meter.

Salinitas diukur pada
900-1000 lux (terang)
dan

0-10 lux (gelap)

Kultur diberikan
pupuk dengan nitrogen
0%, 25%, 50%, 75%
dan 100% pada FP
12:12, 16:8 dan 24:0

Kultur diaerasi dan
diukur OD setiap 24
jam dengan
spektrofotometer UV
Vis 680 nm.

Nilai OD dibuat
menjadi kurva
pertumbuhan dari fase
lag hingga death.

Hasil panen kultur
pada fotoperiode 12:12

Hasil panen
fotoperiode 16:8

Hasil panen kultur
dengan berbagai
konsentrasi Nitrogen
pada fotoperiode 24:0
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Tabel 4.
Nilai OD Penentuan Masa Kultur
Suh
No  Hari oD pH u
1 il Rerata B 1 1 (°0)
| 2/20/1 0.037 0.035 0.0362 7 245
8 5 5
2 UL o064 0061 00625 7 8 8 245
30 P2 oas4 omas oae6 7 8 8 245
o PP 0331 0368 03495 7 8 8 45
s PR a0 os3 05 7 8 8 245
6 2/25/1 0.609 0.63 0.6197 7 8 8 245
8 5 5
7 2/286/1 0.632 0A7145L 0674 8 8 8 245
3 2/287/1 0.692 0.798 O.747§ 8 8 8 245
\9 2/288/1 0.82; 0914 0.867; 8 9 9 245
10 3/1/18 0.868 0.989 09285 8 9 9 245
11 3/2/18 0.824 1.011 09175 8 9 9 245
12 3/3/18 0'712 1.027 0'872§ 9 9 9 245
13 3/4/18 0.673 1’032 0'855; 9 9 9 23
14 358 0523 02 0772 L g oy
5 5 0
Tabel 5.
Nilai OD Kultur Fotoperiode 12:12
Hari NO0% N25% N50% N75% N100%
0 0.039 0.034 0.0295 0.0315 0.0335
1 0.044 0.031 0.0375 0.0375 0.043
2 0.06 0.038 0.053 0.0545 0.047
3 0.066 0.056 0.066 0.0545 0.061
4 0.07 0.065 0.0735 0.0825 0.0815
5 0.0815 0.072 0.0885 0.118 0.102
6 0.099 0.078 0.095 0.118 0.1155
7 0.104 0.086 0.108 0.163 0.154
8 0.106 0.0975 0.119 0.1685 0.1845
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