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Abstract

Biodiesel is a promising alternative fuel obtained from plant oils and animal fats through esterification with
alcohol. Nannochloropsis sp. is a high (90%) marine triacylglycerol (TAG) producing microalgae under
stress conditions. Production of lipid TAG and fatty acid composition of Nannochloropsis sp. can be
engineered with abiotic stress. This study aims to examine the effect of nitrogen stress and photoperiod on
biomass, chlorophyll content, fatty acid profile, and qualitative content of TAG. Nannochloropsis sp.
cultivated from starter cultures were then treated in variations of nitrogen stress (N100, N75, N50, N25 and
NO) with bright photoperiods: dark (12:12; 16: 8 and 24: 0) as a two-factor complete randomized study
design. Data retrieval of all research parameters is carried out at the final exponential stage. The results
showed the interaction of the two factors did not affect the biomass of Nannochloropsis sp. but it affects the
chlorophyll content of chlorophyll content P14 (N100, 16: 8) of 7.367 mg / L not significantly different from
treatment P6 (N25, 24: 0) of 3.339 mg / L and treatment P15 (N100, 24: 0) of 5,665 mg / L. All treatment
combinations show the TAG content qualitatively with Nile Red staining. The observation of fatty acid
profiles with GCMS showed that treatment P14 (N100, 16: 8) contained more varied fatty acids compared
to P1 (NO, 12:12), P2 (NO, 16: 8), P8 (N50, 16: 8) , P10 (N75, 12:12) which consists of lauric acid,
hexanoic acid, palmitic acid, linoleic acid, oleic acid, stearic acid, eicosanoic acid.

Keyword : Nannochloropsis sp., interaction of nitrogen stress and photoperiod, biomass, chlorophyll, fatty
acid.

Abstrak

Biodiesel adalah bahan bakar alternatif menjanjikan yang diperoleh dari minyak tumbuhan dan lemak
binatang melalui esterifikasi dengan alkohol. Nannochloropsis sp. merupakan mikroalga laut penghasil
lipid triasilgliserol (TAG) tinggi (90%) pada kondisi cekaman. Produksi lipid TAG dan komposisi asam
lemak Nannochloropsis sp. dapat direkayasa dengan cekaman abiotik. Penelitian ini bertujuan untuk
menguji pengaruh stres nitrogen dan fotoperiode terhadap biomassa, kandungan klorofil, profil asam
lemak, dan kandungan kualitatif TAG. Nannochloropsis sp. dikultivasi dari kultur starter kemudian
diperlakukan dalam variasi cekaman nitrogen (N100, N75, N50, N25 dan NO) dengan fotoperiode terang :
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gelap (12:12; 16:8 dan 24:0) sebagai rancangan penelitian acak lengkap dua faktor. Pengambilan data
semua parameter penelitian dilakukan pada tahap eksponensial akhir. Hasil penelitian menunjukkan
interaksi kedua faktor tidak mempengaruhi biomassa Nannochloropsis sp. tetapi mempengaruhi kandungan
klorofil yaitu kandungan klorofil P14 (N100, 16: 8) sebesar 7.367 mg /L tidak berbeda secara signifikan
dengan perlakuan P6 (N25, 24: 0) sebesar 3,339 mg / L dan perlakuan P15 (N100, 24: 0) sebesar 5,665
mg/L. Semua kombinasi perlakuan menunjukkan kandungan TAG secara kualitatif dengan pewarnaan Nile
Red. Hasil pengamatan profil asam lemak dengan GCMS menunjukkan perlakuan P14 (N100, 16: 8)
mengandung asam lemak lebih bervariasi dibandingkan dengan P1 (NO, 12:12), P2 (NO, 16: 8), P8 (N50,
16 : 8), P10 (N75, 12:12) yang terdiri dari asam laurat, asam heksanoat, asam palmitat, asam linoleat,
asam oleat, asam stearat, asam eikosanoat.

Kata kunci : Nannochloropsis sp., interaksi cekaman nitrogen dan fotoperiode, biomassa, klorofil, TAG,
asam lemak

I.  Pendahuluan mengatasi keterbatasan tersebut, mikroalga

.. ) .. - atau fitoplankton dapat digunakan sebagai
Krisis energi saat ini terjadi karena P P 9 J

_— . . . alternatif sumber bahan baku biodiesel [5].
tingginya  tingkat konsumsi energi

. . . . Salah  satu  mikroalga  laut aitu
masyarakat  meliputi  bidang industri, g y

. Nannochloropsis sp. memiliki kandungan
transportasi dan rumah tangga. Pemenuhan

- : ) o
kebutuhan energi masyarakat Indonesia lipid mencapai 12.0-53.0 % per gram berat

hampir seluruhnya berasal dari bahan bakar kering biomassa akan tetapi pada kondisi

fosil. Di sisi lain sumber energi fosil di cekaman, kandungan lipid Nannochloropsis

. . sp. akan mampu mencapai 90 % per gram
Indonesia dan dunia pada umumnya sangat P P P o perg

terbatas ketersediaannya saat ini, sehingga berat kering [5]; [6] , sangat lebih tingg

sumber energi alternatif dibutuhkan untuk dibandingkan kandungan lipid tanaman Jarak

0 .
menggantikannya  yaitu salah  satunya sebesar 35 % per gram berat kering [7] dan

i 0,
biodiesel [1]. Biodiesel dapat diperoleh dari tanaman sawit sebesar 75.6 % per gram berat

minyak bekas, tumbuhan atau lemak binatang kering [8]. Mikroalga memproduksi- banyak

. et lyunsatur f id (PUFA), diman
melalui proses esterifikasi dengan alkohol polyunsaturates fatty acid (PUFA), dimana

[2]. Bagaimanapun, sumber lipid dar semakin tinggi kandungan PUFA akan

tumbuhan seperti minyak jarak (Jatropha mengurangi kestabilan oksidasi dan nilai

) . . ] ) cetane biodiesel yang dihasilkan. Di lain
curcas), minyak sawit (Elaeis guineensis) yang

serta beberapa lipid hewani masih memiliki pihak, PUFA memiliki titik cair yang lebih

kendala untuk dikembangkan sebagai bahan rendah dibandingkan monounsaturated fatty

baku biodiesel akibat adanya kapasitas acid  (MUFA) dan asam lemak  jenun

oksidasi yang rendah pada temperatur rendah sehingga biodiesel dari mikroalga akan lebih

[3] dan kecepatan pertumbuhan tanaman dan baik pada cuaca dingin dibandingkan  jenis

hewan vyang relatif lambat [4]. Untuk bahan baku alami yang lain [3]. Dengan
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demikian  diperlukan  rekayasa  untuk
menghasilkan komposisi asam lemak jenuh
dan asam lemak monounsaturated pada
mikroalga sekaligus meningkatkan jumlah
triasilgliserol untuk menghasilkan biodiesel
yang unggul dalam pemrosesan dan
aplikasinya. Rekayasa metabolisme yang
dapat menginduksi peningkatan triasilgliserol
dan perubahan komposisi asam lemak pada
mikroalga antara lain cekaman pengurangan
nutrien berupa nitrogen dan fosfor, cekaman
temperatur, cekaman osmotik, cekaman
salinitas dan ph, cekaman logam berat,
perubahan intensitas cahaya, siklus terang/
gelap dan paparan radiasi sinar UV dan sinar
gamma [9]. Dengan adanya cekaman tersebut
maka sel mikroalga akan mengubah
kemampuan pertumbuhan biomassa menjadi
penyimpanan lipid netral triasilgliserol yang
merupakan prekursor dalam pembuatan
biodiesel sebagai bentuk pertahanan terhadap
kondisi lingkungan yang tidak ideal [10]. Hal
ini terjadi sebagai akibat perubahan jalur
biosintesis lipid yang mengarahkan pada
pembentukan dan akumulasi lipid netral
dalam bentuk TAG sebagai bentuk
pertahanan pada kondisi cekaman abiotik
[11]. Ketika pertumbuhan sel berjalan
melambat karena keterbatasan nutrien, maka
kumpulan akseptor elektron utama pada
proses fotosintesis yaitu NADP+ menjadi
habis. Fotosintesis sendiri sangat dikontrol
oleh cahaya dan tidak bisa dihentikan
seketika, maka kondisi habisnya NADP+

akan mengakibatkan situasi yang berbahaya
bagi sel yang dapat merusak komponen sel.
Sehingga NADPH akan dikonsumsi dari
sintesis asam lemak dan mengakibatkan
terjadi peningkatan asam lemak yang akan
disintesis menjadi TAG menggantikan
NADP+ di kondisi yang terbatas [12].
Cekaman fotoperiode dapat meningkatkan
kandungan lipid mikroalga dan
mempengaruhi fotosintesis dalam produksi
biomassa. Kondisi ketersediaan cahaya
dibutuhkan saat pembentukan ATP dan
NADPH,

berpengaruh pada sintesis biokimia meliputi

sedangkan kondisi gelap

pembentukan protein, karbohidrat dan lemak
[9]. Berdasarkan paparan di atas, maka tujuan
dari penelitian ini adalah menguji pengaruh
kombinasi perlakuan cekaman ketersediaan
nitrogen dan fotoperiode terhadap biomassa,
kandungan klorofil, kandungan kualitatif

TAG dan profil asam lemak Nannochloropsis

sp.

1. Metode Penelitian

1.1 Tahap persiapan

Kultur ~ Nannochloropsis  sp.
didapatkan dari Laboratorium Pakan
Alami Balai Budidaya Perikanan Air
Payau (BBPAP) Situbondo dengan
kepadatan 10 sel/mL. Media yang
digunakan dalam kultur mikroalga
Nannochloropsis sp. adalah air laut
buatan [13] yang telah difilter dan

disterilisasi menggunakan autoklaf dan
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diatur kondisi salinitas pada 30-32 ppt
[14] ; [15], ph 7-8. Semua alat gelas
termasuk  selang  plastik  aerator
disetrilisasi  dengan  menggunakan
autoklaf.  Pupuk Conway dibuat
berdasarkan formula yang dimodifikasi
oleh [16]. Disiapkan 5 jenis pupuk
Conway berdasarkan persentase
cekaman nutrient nitrogen (NaNO3)
[17] yaitu N100 atau cekaman nitrogen
0% (100 gram/L), N75 atau cekaman
nitrogen 25 % (75 gram/L), N50 atau
cekaman nitrogen 50 % (50 gram/L),
N25 atau cekaman nitrogen 75 % (25
gram/L) dan NO atau cekaman nitrogen
100 % (0 gram/L).

1.2 Tahap penentuan waktu starter

kultur Nannochloropsis sp.

Waktu starter ditentukan pada
setengah fase eksponensial kultur
Nannochloropsis sp. yang ditumbuhkan
pada kondisi medium tanpa cekaman
yaitu NaNO3 100 % (100 gram/L) [18].
Kultivasi penentuan waktu starter
dilakukan dengan memasukkan 10%
kultur Nannochloropsis sp. ke dalam
medium pertumbuhan optimal
Nannochloropsis sp. dengan kondisi ph
7, salinitas 30 ppt, fotoperiode 16
terang : 8 gelap dan suhu 28 °C. Setiap
24 jam dilakukan pengukuran OD
dengan spektrofotometer UV Vis pada
panjang gelombang 680 nm yang
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direpresentasikan sebagai jumlah sel.
Kultivasi dilakukan sampai dengan fase
kematian yang ditandai  dengan
terjadinya penurunan nilai OD yang
terukur. Hasil pengukuran OD diplot
sebagai sumbu Y dan waktu dalam
satuan hari diplot sebagai sumbu X.
Dari grafik yang dihasilkan akan dapat
ditentukan kapan waktu pengambilan

starter dilakukan.

1.3 Tahap penentuan waktu panen

kultur Nannochloropsis sp.

Waktu panen kultur
Nannochloropsis sp. ditentukan pada
fase eskponensial akhir, dimana pada
saat eksponensial akhir sel secara aktif
mengakumulasi makromolekul seperti
lipid, karbohidrat dan protein [19];
[20]. Kultivasi dilakukan dengan
memasukkan 10 % kultur starter
Nannochloropsis sp. Kultivasi pada
penentuan waktu panen dilakukan pada
setiap perlakuan dimana secara
keseluruhan terdapat 15 perlakuan dari
kombinasi faktor konsentrasi NaNO3
(NO, N25, N50, N75 dan N100) dan
faktor fotoperiode terang:gelap (12:12;
16:8 dan 24:0). Perlakuan tersebut
adalah perlakuan P1 (NO,12:12), P2
(NO,16:8), P3 (NO0,24:0), P4(N25,
12:12), P5(N25, 16:8), P6(N25, 24:0),
P7(N50,12:12),  P8(N50,  16:8),
PO(N50, 24:0), P10(N75, 12:12),

35



Dini Ermavitalini, dkk. Akta Kimia Indonesia 4(1), 2019, 32-49

P11(N75, 16:8), P12(N75, 24:0),
P13(N100, 12:12), P14(N100,16:8) dan
P15(N100,24:0). Setiap ph medium
perlakuan diatur pada ph 7, salinitas 30
ppt dan suhu ruang 28 °C. Setiap 24
jam dilakukan pengukuran OD dengan
spektrofotometer UV Vis pada panjang
gelombang 680 nm yang
direpresentasikan sebagai jumlah sel.
Kultivasi dilakukan sampai dengan fase
kematian yang ditandai  dengan
terjadinya penurunan nilai OD yang
terukur. Hasil pengukuran OD diplot
sebagai sumbu Y dan waktu dalam
satuan hari diplot sebagai sumbu X.
Dari grafik yang dihasilkan akan dapat
ditentukan  kapan  waktu panen

dilakukan pada setiap perlakuan.
1.4 Tahap perlakuan

Setelah diketahui waktu starter
dan panen, tahap selanjutnya adalah
perlakuan yang sesungguhnya.
Terdapat 15 perlakuan sama seperti
perlakuan tahap penentuan waktu
panen. Setiap perlakuan diulang
sebanyak 3 kali sehingga terdapat 45
unit percobaan. Kaultivasi dihentikan
sampai waktu panen vyaitu fase
eksponensial akhir yang didapatkan

pada tahap 2.3 pada setiap perlakuan.

1.5 Pengambilan data
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Parameter yang diamati dalam
penelitian ini antara lain : biomassa,
kandungan Kklorofil, kandungan TAG
secara kualitatif dan profil asam lemak
Nannochloropsis sp. Semua parameter
diambil pada masa panen yaitu pada
fase eksponensial akhir sebelum kultur

memasuki fase stationer.

a.  Parameter biomassa

Analisa  biomassa dilakukan
dengan menyaring biomassa
Nannochloropsis sp. dari 100 ml kultur
usia panen [21] ; [20] , menggunakan
kertas saring Whatmann 41. Sebelum
digunakan untuk menyaring, kerats
saring ditimbang menggunakan
timbangan analitik untuk mengetahui
berat kertas saring. Kertas saring
bersama biomassa Nannochloropsis sp.
selanjutnya dikeringkan di dalam oven
sampai mencapai berat kering yang
konstan. Selisih antara berat kering
kertas saring bersama biomassa dengan
berat kering kertas saring saja adalah
biomassa [22]. Biomassa dinyatakan
dalam satuan gram/100 ml.
b.  Parameter kandungan klorofil

Sampel sebanyak 4 ml diambil
dan disentrifugasi pada 4000 rpm
selama 5 menit. Supernatan diambil
dan sel dimasukkan dalam 4 ml air
destilasi untuk menghilangkan garam
pada biomassa, kemudian
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disentrifugasi.  Pencucian dalam air
destilasi dilakukan 2 kali [23]. Sampel
disuspensikan dalam 4 ml pelarut
etanol, kemudian disentrifugasi selama
10 menit dengan kecepatan 3000 rpm
[23]. Supernatan diambil untuk diukur
absorbansinya menggunakan
spektrofotometer pada panjang
selombang (L) 645 nm dan 665 nm dan
630 nm. Blanko yang digunakan berupa
etanol 96% sebagai pembanding [24].

Perhitungan kadar klorofil
menggunakan rumus Strickland and
Parsons [25] : Klorofil a=11,6 E665 —
1,31 E645 —0,14 E630 pg/ml
c. Parameter kandungan TAG

secara kualitatif

Analisis kandungan triasilgliserol
secara kualitatif berupa pendaran warna
dilakukan dengan metode Nile Red
Fluorometry [26]. Stok Nile Red dibuat
denga cara melarutkan 1 mg serbuk
Nile Red ke dalam 10 ml aseton [27].
Biomassa mikroalga yang akan
diwarnai, disiapkan dan diwarnai dalam
0.5 ml larutan Nile Red dan diinkubasi
selama 10 menit dalam suhu ruang,
selanjutnya  dilakukan  sentrifugasi
dalam suhu 4°C selama 10 menit pada
kecepatan 3000 rpm [28]. Selanjutnya
dilakukan pencucian dengan
menggunakan air distilat dengan
bantuan sentrifuge. Mikroalga yang
telah diwarnai selanjutnya diamati di
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atas gelas obyek dan dilakukan
pengamatan di bawah mikroskop
fluoresense dengan panjang gelombang
450-496 nm [29] ; [30]. Pendaran
warna kuning- oranye terang Yyang
terlihat menunjukkan adanya
kandungan TAG dalam sel mikroalga
secara kualitatif [31].

d.  Parameter profil asam lemak
Profil asam lemak dilakukan
dengan metode Gas Chromatography
Mass Spectrometry (GC-MS).
Biomassa mikroalga dikonsentrasikan
dengan sentrifugasi selama 7 menit
pada 5400 rpm. Biomassa dikeringkan
kemudian digerus dengan mortar dan
pestel. Ekstraksi dilakukan dengan
melarutkan 2 gram mikroalga dalam 75
ml pelarut n-hexane [32]. Mikroalga
dilarutkan  dalam  n-hexane dan
dimasukkan dalam tabung derivatisasi.
Sampel diuapkan hingga kering dan
ditambahkan 1 ml NaOH 2%,
kemudian ditutup rapat, divorteks
kemudian dipanaskan pada suhu 90°C
selama 5 menit, kemudian didinginkan
pada suhu ruang. Sampel ditambahkan
1 ml BF3 dalam metanol, ditutup rapat,
divorteks, dipanaskan pada suhu 90°C
selama 30 menit kemudian didinginkan
pada  suhu ruang. Kemudian
ditambahkan 1 ml n-hexana, divorteks

selama 2 menit dan didiamkan hingga
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terbentuk 2 fase yang terpisah. Fasa n-
hexane (lapisan atas) diambil hingga
volume 1 pL dan dimasukkan dalam
vial GC untuk dianalisa. Identifikasi
asam lemak dilakukan  dengan
membandingkan hasil puncak yang
muncul di kromatogram GCMS, asam
lemak dihitung dengan
membandingkan luas puncak masing-
masing  komponen asam lemak
terhadap luas total dari keseluruhan
puncak yang muncul di kromatogram
GC-MS, dan

presentase [33].

dinyatakan  dalam

Il. Hasil dan Pembahasan

Mikroalga Nannochloropsis sp. pada
penelitian ini memiliki waktu starter pada
hari ke-6 berdasarkan grafik pertumbuhan
(data tidak ditampilkan). Waktu starter
adalah waktu dimana sel membelah secara
aktif serta dapat melakukan metabolisme
secara maksimal sebelum memasuki fase
stasioner maupun kematian sel [34] ; [18].
Starter digunakan sebagai bibit untuk
pembuatan kultur baru atau untuk produksi
massal mikroalga [35].

Pada  penentuan  waktu  panen
didapatkan waktu panen kultur hari ke-6 pada
perlakuan P1 (NO, 12:12), P2 (NO, 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
nitrogen  100%

pemberian
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
banyak [21] yang ditunjukkan dengan nilai
OD pada spektrofotometer yang lebih tinggi.

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 [36], sedangkan

pemberian nitrogen yang sesuai dan
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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 bertambah.

Hasil pengamatan terhadap biomassa

menunjukkan  bahwa interaksi  antara

konsentrasi nitrogen dan fotoperiode tidak

berpengaruh terhadap biomassa dikarenakan

faktor pertumbuhan mikroalga meliputi
nutrisi, aerasi, salinitas, pH, suhu untuk
pertumbuhan dari mikroalga tersebut sesuai,
sehingga mikroalga memiliki kemampuan
untuk mempertahankan hidup dan regenerasi,
lebih sedikit [37].

statistik faktor

walaupun jumlahnya

Sedangkan  uji satu

menunjukkan bahwa faktor pembatasan

nitrogen berpengaruh terhadap biomassa
Nannochloropsis sp. Berikut adalah diagram
hasil

penimbangan biomassa

Nannochloropsis sp.pada berbagai perlakuan.
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Gambar 1. Diagram pengaruh interaksi cekaman nitrogen dan fotoperiode terhadap biomassa
Nannochloropsis sp.

A

B

Gambar 2. Kultur Nannochloropsis sp. pada saat panen. Keterangan : A. Kultur Nannochloropsis sp. pada
perlakuan fotoperiode 12:12. B. Kultur Nannochloropsis sp. pada perlakuan fotoperiode 16:8. C. Kultur
Nannochloropsis sp. pada perlakuan fotoperiode 24:0
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Pengaruh Cekaman N dan Fotoperiode terhadap Klorofil
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Gambar 3. Diagram pengaruh interaksi cekaman nitrogen dan fotoperiode terhadap kandungan klorofil a
Nannochloropsis sp. Keterangan : Huruf yang sama di atas diagram batang menunjukkan tidak terdapat
perbedaan pengaruh perlakuan secara nyata.

Hasil pengamatan pengaruh interaksi
cekaman nitrogen dan fotoperiode terhadap
kandungan klorofil a Nannochloropsis sp.
ditunjukkan pada diagram di atas.

Kandungan Klorofil berbanding lurus
dengan kandungan biomassa kultur. Klorofil
perlakuan P14 (N100, 16:8) tidak berbeda
secara signifikan dengan perlakuan P15
(N100, 24:0) dan P6 (N25, 24:0), namun
berbeda secara signifikan dengan perlakuan
lain. Pengaruh pemberian nitrogen 100%
terhadap klorofil berbeda signifikan dengan
pemberian nitrogen 75%, 50%, 25% dan 0%.
Berdasarkan hasil uji  klorofil dengan
perhitungan metode Strickland and Parsons
(2014), kandungan klorofil tertinggi yaitu
perlakuan nitrogen 100% dengan fotoperiode
16:8 yaitu 7.367143 mg/L dan kandungan
klorofil terendah yaitu perlakuan kombinasi

nitrogen 0% dan fotoperiode 16:8 sebesar

0.480073 mg/L. Interaksi atara nitrogen dan
fotoperiode ini berpengaruh dalam proses
pembentukan  klorofil dimana nitrogen
berperan dalam sintesis asam glutamat
sebagai  prekursor pembentuk  klorofil,
sedangkan cahaya berpengaruh  dalam
aktivasi enzim philida reductase yang
berfungsi dalam pengubahan protoklorofilida
menjadi  klorofilida sehingga dihasilkan
klorofil [38]. Konsentrasi nitrogen yang
rendah  menghambat  sintesis  protein,
sehingga apabila terjadi kekurangan unsur
nitrogen akan menyebabkan penurunan
kandungan  protein, terjadi  degradasi
komponen sel yang berkaitan dengan sintesis
protein termasuk klorofil serta terjadi
gangguan in vivo pada Klorofil serta
kloroplas [39]. Fotoperiode mempengaruhi
proses pembentukan klorofil dimana cahaya

berperan dalam aktivasi induksi gen HSP70
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yang berperan dalam penjagaan aktivitas
fotosistem Il dari kerusakan fotoinhibitor,
aktivasi gen ini menstimulasi Mg-Proto dan
MgProtoMe menjadi dapat terakses di sisi
sitoplasmik  dari kloroplas.  Cahaya
memediasi peningkatan prekursor klorofil di
sitoplasma [38].

Pengamatan pengaruh interaksi
cekaman nitrogen dan fotoperiode terhadap
kandungan TAG secara kualitatif dengan
pewarnaan Nile Red, menunjukkan adanya
pendaran warna merah hingga kuning-oranye
pada berbagai  perlakuan. Hal ini
menunjukkan  terdapat respon  berupa
kandungan kualitatif TAG yang berbeda beda
pada sel mikroalga Nannocchloropsis sp.
yang diperlakukan berbeda beda. Berikut
adalah hasil pengamatan pendaran warna sel
Nannochloropsis sp. dengan pewarnaan Nile
Red.

Nile Red berfungsi untuk mendeteksi
adanya TAG intraseluler sel mikroalga,
warna orange menandakan kandungan TAG
dalam mikroalga dalam jumlah sedikit
sedangkan warna kuning menandakan
kandungan TAG dalam sel mikroalga dalam
jumlah  banyak. Apabila sel tidak
mengandung lipid maka warna yang
terpendar adalah warna merah karena emisi
dari klorofil [40]. Berdasarkan pengamatan
tersebut, pada perlakuan interaksi cekaman
nitrogen dan fotoperiode kultur
Nannochloropsis sp. yang terdiri dari P1

sampai P15 mengandung TAG. Hal ini

dikarenakan pada dasarnya mikroalga
mensintesis lipid membran dan asam lemak
sebagai ester gliserol, sementara di bawah
kondisi tercekam sebagian besar mikroalga
menyesuaikan metabolisme dengan
pembentukan dan akumulasi lipid dalam
bentuk triasilgliserol. Triasilgliserol (TAG)
disimpan di sitosol sebagai cadangan energi
dan sumber karbon.

Pada saat kekurangan nitrogen sebagai
sebuah cekaman, siklus glikoksilat dan
glukoneogenesis terhambat dan ketersediaan
asetil-KoA untuk sintesis lemak meningkat.
Konsumsi asetat terjadi karena adanya
peningkatan aktivitas dalam asetil KoA
sintase dan pengalihan produk menjadi
sintesis TAG karena sintesis pati terhambat
[41]. Selain nutrisi berupa nitrogen, faktor
yang mempengaruhi produksi TAG yaitu
faktor fisika berupa cahaya/fotoperiode.
Cahaya digunakan sebagai sumber energi
untuk fotosintesis dengan mengkonversi
karbondioksida dan air menjadi gula, dimana
gula dapat terderivatisasi menjadi TAG [42].
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 mempenguhi sintesis biokimia
molekul  untuk  pertumbuhan  meliputi
pembentukan protein, karbohidrat dan lemak
[9]. Kondisi cekaman lingkungan tersebut
menurunkan

juga dapat kecepatan
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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 vyang dihasilkan dari
fotosintesis dikonsumsi untuk pembentukan
asam lemak [12].

Analisis profil asam lemak dilakukan
pada perlakuan P14 (N100, 16:8), P2 (NO,
16:8) dan P8 (N50, 16:8) berdasarkan hasil
perhitungan  dari  biomassa  tertinggi,
terendah, dan biomassa median kultur
Nannochloropsis sp. Selain itu pengujian
dilakukan pada perlakuan P1 (NO, 12:12) dan
P10 (P75, 12:12) berdasarkan pendaran dari
pewarnaan TAG dengan Nile Red yang
menghasilkan warna kuning yang
menunjukkan kandungan TAG pada sel yang
tinggi. Berdasarkan hasil pengamatan,
Nannochloropsis sp. mengandung 2 jenis
asam lemak yaitu asam lemak jenuh
(saturated fatty acid) yang terdiri dari asam
laurat (C12:0), asam stearate (C18:0), asam

palmitat (C16:0), asam eikosanoat (C20:0)

A B C D

dan asam lemak tak jenuh (unsaturated fatty
acid) tunggal yang terdiri dari asam oleat
(C18:1) serta asam lemak tak jenuh ganda
yaitu asam linoleat (C18:2), asam
heksadecatrionat (C16:3) [43].

Hasil pengamatan pada semua
perlakuan, Nannochloropsis sp. mengandung
asam palmitat, sedangkan asam laurat, asam
stearat dan asam eikosanoat hanya terdapat
pada perlakuan P2 (NO, 16:8). Berdasarkan
total presentase normalisasi, asam palmitat
tertinggi terdapat pada perlakuan P2 (NO,
16:8), presentase terendah pada P10 (N75,
12:12). Berdasarkan hasil tersebut, pada
berbagai perlakuan dapat digunakan sebagai
bahan biodiesel karena mengandung asam
lemak dengan rantai C16-C18 seperti
palmitat yang memiliki karakter dapat
meningkatkan stabilitas oksidatif, melumasi
mesin dan mempengaruhi viskositas dalam
pembakaran [44].

Hasil retensi waktu serta presentase
komposisi berbagai jenis asam lemak pada
kromatogram hasil GC-MS, ditunjukkan pada
tabel 1.

Gambar 4. Pendaran warna sel Nannochloropsis sp. dengan pewarnaan Nile Red pada perbesaran 100x. A.
Sel Nannochloropsis sp. pada perlakuan P1(N0,12:12). B. Sel Nannochloropsis sp. pada perlakuan P3 (NO,
24:0). C. Sel Nannochloropsis sp. pada perlakuan P6 (N25, 24:0). D. Sel Nannochloropsis sp. pada
perlakuan P10 (N75,12:12).
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Tabel 1. Presentase Normalisasi Asam Lemak

% Normalisasi
Retensi P1 P2 P8 P10 P14
Waktu Komponen NO,12:12 | NO, 16:8 | N50, 16:8 | N75,12:12 N100, 16:8
1.82 Asam Laurat - 1.18% - - -
Asam
3.69 Heksadekatrionat - 8.99% 13.38% - 13.05%
4.02 Asam Palmitat 28.55% 30.53% 26.87% 15.77 % 17.30%
6.13 Asam Linoleat 8.34% 30.53% 10.47% - 10.19%
6.26 Asam Oleat 31.29% 29.75% 27.31% - 20.74%
6.7 Asam Stearat - 6.90% - - -
Asam
12.08 Eikosanoat - 1.26% - - -
Asam lemak vyang terbentuk pada omega-3. Asam lemak alami yang termasuk

perlakuan P2 (NO, 16:8) bervariasi
dikarenakan nitrogen sebagai unsur makro
pertumbuhan sel jumlahnya terbatas sehingga
sel mikroalga mengubah jalur biosintesis
karbohidrat

lemak [12]. Hal ini berkorelasi positif dengan

menjadi pembentukan asam
hasil perhitungan biomassa dimana biomassa
terendah terdapat pada perlakuan P2 (NO,
16:8) sebesar 0.0658 gram/100 ml dan
menghasilkan jenis asam lemak yang lebih
bervariasi, hal ini sesuai dengan penelitian
yang

cekaman

menyebutkan  bahwa  perlakuan
nitrogen

produksi lipid yang lebih tinggi [45]; [16]

dapat meningkatkan

karena protein dari mikroalga terpecah
menjadi Asetil-KoA yang berperan dalam
pembentukan lipid [44]. Asam lemak yang
dalam sel

diproduksi merupakan bentuk

pertahanan sel terhadap cekaman yang

diterima oleh sel mikroalga tersebut.

Mikroalga Nannochloropsis sp.

mengandung banyak jenis asam lemak

asam lemak omega-3 adalah asam linoleat
(C18), asam eikosapentaenoat atau EPA
(C20) dan asam dekosaheksanoat atau DHA
(C22:6) serta asam arachidoneat atau AA
(C20) [44].

(N75, 12:12)
linoleat, pada P1 (NO, 12:12), P2 (NO, 16:8),
P8 (N50, 16:8) dan P14 (N100, 16:8) tidak

eikosanoat, hal ini

Namun pada perlakuan P10

tidak mengandung asam

mengandung asam
berkaitan dengan respon gen pengkode asam
lemak serta enzim pembentuk asam lemak
tersebut pada sel mikroalga terhadap
kombinasi nitrogen dan fotoperiode yang
diberikan. Pemberian cekaman nitrogen dan
fotoperiode menyebabkan sintesis asam
lemak dalam sel bertambah, namun jenis
asam lemak yang terbentuk ditentukan oleh
enzim-enzim yang terlibat dalam mekanisme

biosintesis tersebut.
I11. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang

dilakukan dapat disimpulkan bahwa interaksi
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antara nitrogen dan fotoperiode tidak

berpengaruh terhadap biomassa
Nannochloropsis sp. namun berpengaruh
terhadap  kandungan  klorofil  dimana
kandungan klorofil perlakuan P14 (NZ100,
16:8) sebesar 7,367 mg/L tidak berbeda
signifikan dengan perlakuan P6 (N25, 24:0)
sebesar 3,339 mg/L dan perlakuan P15
(N100, 24:0) sebesar 5,665 mg/L
Berdasarkan uji kualitatif Nile Red, semua
perlakuan mengandung triasilgliserol (TAG).
Pada uji GC-MS, perlakuan P2 (NO, 16:8)
mengandung 7 jenis asam lemak baik asam

lemak jenuh maupun tak jenuh.
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