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ABSTRAK

Industri biodiesel merupakan industri yang berkembang pesat saat
ini. Hal ini dikarenakan biodiesel merupakan bahan bakar yang
ramah lingkungan dan terbarukan yang mampu menggantikan
bahan bakar fosil sebagai energi alternatif. Para engineer dan
penggunaan energi memfokuskan berbagai macam riset untuk
mengembangkan proses industri biodiesel ke arah yang lebih
ramah lingkungan dengan cara memanfaatkan sumber daya alam
yang berpotensi mengandung minyak sebagai bahan baku
pembuatan biodiesel. Salah satunya adalah mikroalga. Dalam
memanfaatkannya mikroalga membutuhkan kadar pH yang sesuai
dalam perkembangbiakannya sebab alga sulit berkembang
biakdalam kondisi pH asam. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh kadar pHpertumbuhan mikroalga dan
pembuatan mutan mikroalga yang tahan terhadap kondisi pH
asam.

Kata kunci: pH, Mikroalgae botryococcus braunii, alami,
Mutan
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ABSTRACT

The biodiesel industry is a rapidly growing industry at present.
This is because biodiesel is an environmentally friendly fuel and
renewable that can replace fossil fuels as an alternative energy.
The engineer and use of focused energy research to develop a
wide range of industrial biodiesel processes towards more
environmentally friendly by utilizing the natural resources that
have the potential to contain oil as raw material for biodiesel. One
is a microalgae. In the make use of microalgae requires
appropriate pH levels in reproduces and algae oil extraction
process required an effective extraction method. This study was
conducted to determine the effect of pH levels and lipid
extraction method to produce optimal.

Keywords : Biodiesel, Microalgae Botyrococcus Braunii, Algae
oil, Mutant
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BAB |
PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki beragam sumber daya energi.Sumber
daya energi berupa minyak, gas, batubara, panas bumi, air dan
sebagainya digunakan dalam berbagai aktivitas pembangunan
baik secara langsung maupun diekspor untuk mendapatkan
devisa. Sumber daya energy minyak dan gas adalah penyumbang
terbesar devisa hasil ekspor. Kebutuhan akan bahan bakar minyak
dalam negeri  juga meningkat seiring  meningkatnya
pembangunan. Sejumlah laporan laporan menunjukkan bahwa
sejak pertengahan tahun 80-an terjadi peningkatan kebutuhan
energi  khususnya untuk bahan bakar mesin diesel yang
diperkirakan akibat meningkatnya jumlah industri, transportasi
dan pusat pembangkit listrik tenaga diesel (PLTD) diberbagai
daerah di Indonesia.a Peningkatan ini  mengakibatkan
berkurangnya devisa negara disebabkan jumlah minyak sebagai
andalan komoditi ekspor semakin berkurang karena dipakai untuk
memenuhi kebutuhan dalam negeri. Disisi lain, bahwa cadangan
minyak yang dimilki Indonesia semakin  terbatas karena
merupakan produk yang tidak dapat diperbaharui. Terlebih lagi,
bahan bakar yang dipakai ini (bahan bakar fosil) dapat
menyebabkan kerusakan lapisan o0zon yang menyebabkan
kerusakan lapisan ozon yang menimbulkan efek rumah kaca.
Oleh sebab itu, perlu dilakukan usaha-usaha untuk mencari bahan
bakar alternatif (Rahmat,dkk,2013).

Bertambahnya jumlah populasin di dunia seiring dengan
perkembangan zaman, mengakibatkan kebutuhan energy dunia
semakin meningkat sehingga persediaan energi, khususnya
energy dari bahan bakar fosil yang tidak dapat diperbaharui
(seperti : minyak/gas bumi dan batubara) cenderung menipis
bahkan mungkin habis.Oleh karena itu, untuk mengurangi



ketergantungan akan sumber energi tersebut, manusia perlu
mencari energi alternatif lain yang dapat diperbaharui dan lebih
ramah lingkungan.

Usaha mendapatkan sumber energy yang dipandang tidak
akan pernah habis terus dilakukan karena sifatnya yang
terbarukan misalnya, tenaga surya, air, angin, panas bumi, dan
biomassa yang belakangan ini kian digalakkan. Pemerintah telah
mengeluarkan Peraturan Presiden Republik Indonesia Nomor 5
Tahun 2006 tentang Kebijakan Energi Nasional Untuk
mengembangkan sumber energy alternatif sebagai pengganti
BBM yang pada umumnya berasal dari minyak bumi. Walaupun
kebijakan tersebut menekankan penggunaan batubara dan gas
sebagai pengganti BBM, tetapi juga menetapkan sumber daya
yang dapat diperbaharui seperti bahan bakar nabati sebagai
alternatif pengganti BBM. Selain itu, pemerintah juga telah
memberikan perhatian serius untuk pengembangan bahan bakar
nabati (biofuel) ini dengan menerbitkan intruksi Presiden No.l
Tahun 2006 tanggal 25 Januari 2006 tentang Penyediaan dan
Pemanfaatan Bahan Bakar Nabati (biofuel)sebagai bahan bakar
lain. Oleh karena itu, eksplorasi dan ekploitasi terhadap sumber-
sumber alternative saat ini menjadi sebuah kebutuhan. Saat ini
melalui Kementrian Negara Riset dan Teknologi telah
menargetkan pembuatan minimal satu pabrik biodiesel dan
gasohol (campuran gasoline dan alcohol) pada tahun 2005 —
2006. Selain itu, ditargetkan juga bahwa penggunaan
bioenergytersebut akan mencapai 30% dari pasokan energi
nasional pada 2025. (Kompas, 26 Mei 2005)

Salah satu sumber energi alternatif yang dihasilkan dari
pembuatan minyak nabati kita kenal adalah biofuel vyaitu
biodiesel sebagai pengganti solar. Dengan sumber daya alam
nabati yang sangat melimpah dan dengan kemajuan IPTEK maka
dapat dimanfaatkan untuk pembuatan energy alternatif.
Pembuatan biodiesel sebagai energy alternative untuk menjawab
permasalahan dibidang energy dimana kebutuhan silar yang
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meningkat sehingga mendesak untuk segera diproduksi biodiesel
dalamm skala besar.

Indonesia telah dikenal luas sebagai Negara kepulauan
yang 2/3 wilayahnya adalah lautan dan mempunyai garis pantai
terpanjang di dunia yaitu +80.791,42 Km. Didalam lautan
terdapat bermacam-macam mahluk hidup baik berupa tumbuhan
air maupun hewan air. Salah satu mahluk hidup yang tumbuh dan
berkembang di laut adalah Alga. Ditinjau secara biologi, alga
merupakan kelompok tumbuhan yang berklorofil yang terdiri dari
satu atau banyak sel dan berbentuk koloni. Didalam alga
terkandung bahan-bahan organic seperti polisakarida, hormone,
vitamin, mineral dan senyawa bioaktif.Sejauh ini, pemanfaatan
alga sebagai komoditi perdagangan atau bahan baku industry
masih relative kecil jika dibandingkan dengan keanekaragaman
jenis alga yang ada di Indonesia. Padahal komponen Kkimiawi
yang terdapat dalam alga sangat bermanffat bagi bahan baku
industry  makanan,  kosmetik, farmasi dan lain-lain.
(www.energi.lipi.go.id)

Secara teoritis, produksi biodiesel dari alga dapat menjadi
solusi yang realistic untuk mengganti solar. Hal ini dikarenakan
tidak ada feedstock lain yang cukup memiliki banyak minyak
sehingga mampu digunakan untuk memproduksi minyak dalam
volume yang besar. Tumbuhan seperti kelapa sawit dan kacang-
kacangan membutuhkan lahan yang sangat luas untuk dapat
menghasilkan minyak agar dapat mengganti kebutuhan solar
dalam suatu negara. Dalam pemanfaatannya alga membutuhkan
suhu, cahaya, pH kadar CO; dan salinitas yang sesuai dengan
habitatnya. Hal tersebut kemudian menjadi latar belakang
penelitian kami yang berjudul :

Pengaruh pH Terhadap Pertumbuhan Mikroalga
Botryococcus braunii Alami dan Mutannya



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah :

1.

Melakukan pengembangbiakkan mikroalga Botryococcus
braunii dalam media walne.

Melakukan mutagen mikroalga Botryococcus braunii
dengan sinar UV dan HNO,

Mengetahui  pengaruh pH terhadap pertumbuhan
microalgae Botryococcus braunii alami dan mutannya.

1.3 Batasan Masalah

Dalam penelitian ini ruang lingkup permasalahan dibatasi
sebagai berikut :

1.

Strain yang digunakan adalah Botryococcus braunii dari
BBPBAP Jepara

Air laut yang digunakan memiliki salinitas 24,8 ppt.
Jenis nutrisi yang digunakan adalah nutrisi Walne

Intensitas cahaya yang digunakan adalah 21 Watt (6 buah)
dan lampu UV-B yang digunakan adalah 20 Watt (1 buah)

.4 Rumusan Masalah

Permasalahan yang timbul dalam penelitian ini adalah :

1.

2.

Bagaimana cara membuat mutan  microalgae
Botryococcus braunii dengan mutagen sinar UV dan
HNO;?

Bagaimana pengaruh pH terhadap pertumbuhan
mikroalaga Botryococcus braunii alami dan mutannya ?



1.5 Manfaat Penelitian

1. Mengetahui cara membuat mutan mikroalga Botrycoccus
braunii dengan mutagen  sinar UV dan HNO,

2. Mengetahui  pengaruh  pH terhadap pertumbuhan
mikroalaga Botryococcus braunii alami dan mutannya



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

I1.1 Potensi Mikroalga Sebagai Bahan Baku Biodiesel

Chlorophyta adalah salah satu kelas dari ganggang
berdasarkan zat warna atau pigmennya. Chloropyta atau bisa
disebut ganggang hijau ada yang bersel tunggal dan ada juga yang
bersel banyak berupa batang, lembaran, ada pula yang berbentuk
koloni. Ganggang hijau diketahui mengandung lipid yang
merupakan bahan baku dalam proses pembuatan metil ester atau
yang biasa disebut biodiesel. Botryococcus braunii merupakan
salah satu spesies dari ganggang hijau yang mengandung lipid
yang cukup tinggi (30 — 60 %) (Becker, 1994).

Mikroalga bersel silindris dengan dinding selnya yang
tipis ini memiliki potensi pengembangan yang lebih besar
dibandingkan dengan tumbuhan tingkat tinggi. Mikroalga
Spirulina dapat mudah dikembangkan dengan lebih cepat dan
praktis. Pengembangan dilakukan menurut dimensi volume,
berbeda dengan tumbuhan tingkat tinggi yang saat ini masih
dikembangkan dalam dimensi luas. Pemanfaatn luas lahan yang
sama, dapat memberikan efisiensi yang lebih besar bagi
pembudidayaan mikroalga. Selain itu dengan daur hidupnya yang
pendek mikroalga botryococcus mampu berkembang biak dalam
waktu yang singkat, dapat dipanen sekitar 3-7 hari setelah
inokulasi. Sedangkan tumbuhan tingkat tinggi, misalnya padi
paling cepat membutuhkan waktu sekitar 100 hari untuk dapat
dipanen. (http://budidaya-alga.html)

Mikroalga membutuhkan kondisi lingkungan yang
kondusif dan sesuai. Untuk mengoptimalkan perkembangbiakkan
mikroalga maka diperlukan media biakan yang sesuai. Untuk


http://budidaya-alga.html/

mengoptimalkan perkembangbiakkan mikroalga maka diperlukan
media biakan yang sesuai. Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga yakni :

1.Suhu

Suhu sangat mempengaruhi kondisi tumbuh mikroalga.
Mikroalga tumbuh pada kondisi suhu antara 16°C pertumbuhan

mikroalga akan menjadi lambat sedangkan pada kondisi suhu
diatas 35°C akan mematikan sel — sel dari mikroalga.(Mayo dan

Noike, 1996)
2. Cahaya

Cahaya sangat diperlukan untuk tumbuh, energi dari
cahaya tersebut dibutuhkan untuk metabolisme dan fotosintesis.
Faktor lingkungan seperti suhu, cahaya, nutrisi, mempengaruhi
komposisi lipid dari  mikroalga. Intensitas cahaya akan
meningkatkan laju fotosintesis samapai nilai tertentu (pada nilai
tersebut makan laju fotosintesis akan stabil, tidak akan meningkat

lagi).
3.pH

pH yang sesuai juga diperlukan mikroalga untuk tumbuh.
Mikroalga tumbuh pada kisaran pH netral / sedikit asam, untuk
menghindari pengendapan elemen utama pada alga. Mikroalga
dengan masing — masing spesies memiliki kebutuhan kondisi
lingkungan tanam yang berbeda-beda begitu pula dengan pH,
masing-masing spesies alga membutuhkan kondisi pH yang
berbeda-beda. Kondisi tumbuh mikroalga dipengaruhi oleh
komposisi media, jumlah CO,, suhu dan aktivitas metabolisme
dari sel-sel mikroalga. pH naik bila anion (NOs™ berkurang dan
CO;, banyak serta eksresi ion OH").



4.Nitrogen

Sumber karbon dan nitrogen adalah unsur nutrisi yang
penting bagi organisme. Mikroalga dapat memanfaatkan sumber
nitrat, ammonia atau nitrogen organik seperti urea. Pasokan
nitrogen dalam bentuk ammonia dan urea lebih sering digunakan
daripada nitrat/nitrit karena lebih ekonomis. Urea berfungsi
sebagai sumber nitrogen tunggal untuk anggota uniseluler seperti
chloropyta — nanochloropsys. Secara garis besar nitrogen
mempengaruhi  pertumbuhan dari sel mikroalga seperti
kandungan lipid dan protein.(Becker, 2003)

Pada kondisi dimana kadar nitrogen kecil, maka produksi
lipid pada sel akan bertambah banyak, keadaan ini biasa disebut
Nitrogen Starvation(Eugenia J.Olguin et al, 2000)

5.CO;

CO; sebagai sumber karbon bagi mikroalga untuk
melakukan fotosintesis. Sekitar 50% berat dari biomass mikroalga
terdiri dari karbon. Konsentrasi CO.di udara biasanya +0,03%

(sangat kecil) tidak cukup bagi pertumbuhan mikroalga olehnya
diperlukan asupan CO:melalui penambahan COatau melalui
penambahan udara dengan COberlebih.(yaming et al,2010)

6.Salinitas

Kadar garam sangat berpengaruh pada pertumbuhan
mikroalga khususnya pada tekanan osmotik sel. Salinitas yang
diperlukan tergantung pada ekosistem tempat tumbuh alga, laut,
air payau, tambak, hutan, dll. Jika kadar garam dari media
tumbuhtiodak sesuai dengan kondisi tumbuh yang mampu
ditoleransi oleh mikroalga, maka dimungkinkan terjadinya
pelepasan substansi dalam sel karena konsentrasi garam yang
terlalu rendah /masuknya medium ke dalam sel karena terlalu
tingginya konsentrasi garam pada media tumbuh.



11.2 Botroyococcus braunii

Botroyococcus braunii adalah mikroalga autotroph
berwarna hijau yang hidup di perairan terutama di air payau.
Mikroalga ini ditemukan hidup berkoloni pada tempat hidupnya
(Kutzing, 1849)

Botroyococcus brauniitermasuk dalam kingdom Plantae,
divisi Chlorophyta, kelas Trebouxiophyceae, ordo incertae
serdisfamily Botryococcaceae, genus Botrococcus dan spesies
Botryococcus braunii, berikut adalah gambar dari Botryococcus
braunii:

Gambar 1.2 Botryococcus braunii individu
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Plantae adalah salah satu kingdom pada tingkatan
klasifikasi makhluk hidup.Plantae merujuk pada semua organisme
yang sangat biasa dikenal orang seperti pepohonan, semak, terna,
rerumputan, paku-pakuan, lumut, serta sejumlah alga hijau.
Tercatat sekitar 350.000 spesies organisme termasuk didalamnya,
tidak termasuk alga hijau. Dari sejumlah itu, 258.650 jenis
merupakan tumbuhan berbunga dan 18.000 jenis tumbuhan
lumut. Hampir semua anggota tumbuhan bersifat autotroph dan
mendapatkan energi langsung dari cahay matahari melalui proses
fotosintesis. Ciri yang sangat mudah dikenali pada tumbuhan
adalah warna hijau yang dominan akibat kandungan pigmen
klorofil yang berperan vital dalam proses penangkapan energy
melalui fotosintesis. Dengan demikian, tumbuhan secara umum
bersifat autotrof. Beberapa perkecualian, seperti pada sejumlah
tumbuhan parasit, merupakan akibat adaptasi trerhadap cara
hidup dan lingkungan yang unik. Karena sifatnya yang autotrof,
tumbuhan selalu menempati posisi pertama dalam rantai aliran
energi melalui organisme hidup (rantai makanan).

Botryococcaceae adalah tingkatan family dari klasifikasi
makhluk hidup. Genus dari family ini adalah Botryococcus.
Genus Botryococcusmemiliki ciri-ciri yaitu sel-sel membentuk
agrgat yang tidak beraturan dan memiliki filament tipis yang
menghubungkan sel-sel. Bentuk sel yaitu bulat telur dengan
ukuran panjang antara 6 -10 um dan lebar antara 3 sampai 6 pm.

Botroyococcus brauniimemiliki kemampuan luar biasa
untuk mensintesis dan mengumpulkan berbagai macam lipid dan
hidrokarbon. Alga ini mampu menghasilkan lipid sampai dengan
60% berat keringnya. Jika dibandingkan denganjenis mikroalga
lainnya jumlah lipid  Botroyococcus braunii relative lebih
banyak. Berikut adalah komposisi kimiawi berbagai jenis
mikroalga, yaitu :
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Tabel 11.1 Komposisi kimiawi berbagai jenis mikroalga

Mikroalga Protein(%) Karbohidrat Lipid
(%) (%)
Scenedesmus 50 — 56 10-17 12-14
Obligvus
Scenedesmus 8-18 21-52 16 —40
dimorphus
Botryococcus 17-20 20-40 30-60
braunii
Chlamydomonas 48 17 21
rheinhardii
Chorella vulgaris 51 -58 12 -17 14 -22
Spirogyra sp. 620 33-64 11-21
Dunaliella bioculata 49 4 8
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14 -18 14 -20
Tetrasemis maculate 52 15 3
Spirulina plantesis 46 — 63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 67
Synechooccus sp. 63 15 11
(Becker,1994)
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Dinding sel Botryococcus braunii relative lebih tebal dari
spesies mikroalga hijau lainnya dikarenakan akumulasi
penumpukan dari pembelahan sel sebelumnya. Botryococcus
braunii mulai mengalami fase log untuk pertumbuhannya pada
saat 72 jam waktu kultur di kolam terbuka dan bisa mencapai 2
hari pada kondisi laboratorium. Botryococcus braunii tumbuh
pada daerah subtropis dan tropis dengan suhu tumbuh antara 23 —
27 °C. Diketahui kadar garam optimum untuk tumbuh sekitar 0,2

M (Qin, 2005)
11.3 Mutasi Genetika

Organisme industrial terakhir ini secara genetika sudah
diprogramkan untuk melakukan suatu fungsi metabolisme dalam
kadar dan perlakuan yang berbeda dengan organisme semula.
Pengembangan organisme yang layak bagi industri dari jenis
alami, akan membutuhkan perubahan dalam informasi genetiknya
yang dapat menghilangkan berbagai sifat yang tidak dikehendaki
atau bahkan mengenalkan sifat yang baru sama sekali. Perbaikan
produktivitas melalui mutagenesis dengan cara induksi mutagen
atau titer sudah sejak lama digunakan (Smith, 1990).

Prosedur penyeleksian mutant harus disesuaikan dengan
karakteristik mutant yang diinginkan (Standbury, 1984). Untuk
mendapatkan mutant yang tahan terhadap asam maka seleksi
mutant dilakuakn dengan menumbuhkannya pada media asam
yaitu 4,5.

Mutasi dapat terbentuk dari pengaruh fisik dan kimia,
tetapi juga oleh kesalahan yang kebetulan terjadi pada replikasi
atau rekombinasi DNA. Diantara mutagen fisik yang perlu
disebutkan adalah penyinaran ionisasi. Penyinaran ionisasi dapat
menghasilkan radikal bebas (molekul — molekul yang tidak
berpasangan) di dalam sel. Molekul — molekul tersebut mampu
bereaksi secara ekstrim dan dapat merusak DNA. Juga sinar UV,
gelombang pendek punya pengaruh mutagenik yang menyerang
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sel kulit. Perubahan kimia yang paling sering akibat UV adalah
pembentukan dimer timin. Dua basa timin yang berdampingan
saling berikatan secara kovalen membentuk anyaman seperti jala.
Hal ini menyebabkan kesalahan dalam pembacaan DNA pada
replikasi dan transkripsi.

Teknik mutasi tidak begitu sulit. Sel-sel yang akan
dimutasi dilarutkan pada larutan yang mengandung mutagen atau
dipaparkan pada radiasi selama beberapa menit, kemudian
dibersihkan. Hasil — hasil mutasi dapat dideteksi dengan cara
mengamati berbagai sifat morfologi, sifat fisiologis seperti
ketahanan terhadap perubahan lingkungaan, kemampuan
mengolah substrat atau kemampuan menghasilkan metabolit
tertentu (Smit,J.E,1990)

Proses mutasi yang dilakukan dalam percobaan ini
menggunakan 2 macam mutagen, yakni dengan menggunakan
sinar UV dan asam nitrit (HNO).

I1.4 Utraviolet
11.4.1 Jenis — jenis gelombang Ultraviolet

Panjang gelombang (A) Ultraviolet (UV) berkisar antara
100-400 nm pada deretan spectrum cahaya. Radiasi ultraviolet
(UVR) merupakan gelombang elektromagnetik yang terdapat
diantara sinar-X dan cahaya tampak pada spektrum
elektromagnetik. Gelombang ini dipancarkan oleh matahari dan
alat buatan, misalnya microlight lamp.

Ultraviolet Radiation (UVR) dapat dibagi dalam 3
bagian, yaitu Ultraviolet-A (UV-A), Ultraviolet-B (UV-B), dan
Ultraviolet-C (UV-C) ,yaitu :
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e UV-A

Panjang gelombang dari Ultraviolet ini 315 — 400 nm.
Namun pada kisaran 380-400 nm, sinar ini tampak oleh mata,
sebab pada kisaran tersebut, masih disebut cahaya ungu (violet)
seperti yang terlihat pada gambar 2.1 dari semua jenis Ultraviolet,
UV-A memiliki energi paling kecil namun memiliki panjang
gelombang terpanjang.

e UV-B

Panjang gelombang dari gelombang ini antara 280-315
nm. Kemampuan membunuh mikroorganisme sudah dapat
dilakukan pada UV jenis ini. Namun tidak sempurna, artinya
mikroorganisme masih dapat berkembang biak walaupun terjadi
cacat pada bagian tubuhnya. Kemampuan UV-B ini hanya sampai
merusak dinding sel mikroorganisme.

e UV-C

Memiliki panjang gelombang antara 100-280 nm.
Bersifat germidical. Namun, atmosferb bumi tidak dapat
ditembus oleh UV jenis ini. Hal ini dikarenakan foton pada UV-C
akan berinteraksi dengan Oksigen (Oy).

11.4.2 Sumber Sinar Ultraviolet

Radiasi gelombang UV dapat dihasilkan dari lampu
merkuri, baik yang bertekanan sedang ataupun yang bertekanan
rendah. Perbedaan anatar lampu merkuri bertekanan rendah dan
lampu merkuri bertekanan sedang terletak pada panjang
gelombang dari energi yang dihasilkan oleh lampu tersebut.
Lampu merkuri bertekanan rendah bmenghasilkan energi
maksimum pada panjang gelombang 180 — 1370 nm. Selain itu,
lampu merkuri bertekanan sedang menghasilkan intensitas yang
lebih besar dibandingkan dengan lampu merkuri bertekanan
rendah. Suatu perkembangan teknik penerangan yang sangat
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penting ialah penggunaan lampu fluoresen. Lampu ini berupa
tabung gelas yang berisi argon dan setetes kecil raksa.
Elektrodanya terbuat dari filamemt wolfram. Bila terjadi
penggosongan listrik dalam campuran raksa-argin inihanya
sedikit cahaya yang tampak mata yang dipancarkan atom-atom
raksa dan argon. Yang banyak ialah apa yang disebut cahaya
ultraviolet. Cahaya ultraviolet ini diserap oleh selaput tipis suatu
bahan yang disebut fosfor, yang melapisi dinding dalam tabung
gas tadi. Fosfor ini bersifat fluoresen, yang berarti bahwa fosfor
mengemisikan cahaya tampak mata bila kena cahaya yang
panjang gelombangnya lebih pendek. Hal ini berarti bahwa lampu
fluoresen sebenarnya berawal dari cahaya ultraviolet juga.

Namun ada beberapa macam gas yang biasanya
digunakan pada sumber radiasi ultravioler. Misalnya gas merkuri,
pada lampu merkuri tekanan tinggi dapat dihasilkan ultraviolet-A
dan B. Selain gas merkuri, xenon salah satu gas mulia dapat
menghasilkan spektrum radiasi yang hampir kontinyu.

Sinar UV dapat mempengaruhi basa-basa timin yang
mampu mengalami perubahan energi hingga menjadi basa timin
yang aktif. Dua timin yang berdekatan, akibatnya akan
menghasilkan dimer timin berdampingan pada daerah DNA yang
berperan dalam inisiasi ekspresi gen, radiasi UV dapat
menghilangkan yang kontrol ekspresi gen, seperti sel kanker atau
menghentikan ekspresi gen sama sekali. Epoksida dan radiasi
radioaktif akan menghasilkan alkil radikal yang bereaksi dengan
elektron-elektron ikatan rangkap pada basa-basa nitrogen DNA.
Reaksi ini menyebabkan perubahan struktur kimia DNA yang
drastis dan menghentikan sebagian ekspresi genetik dari DNA.
(Smit,1990)

16



11.5 Asam Nitrit (HNO,)

Asam nitrit merupakan mutagen kimia. Cara kerja asam
nitritmendeaminasi basa merubah Cytosine menjadi urasil dan
adenine menjadi hipoksanthine.(Gambar I)
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Gambar 11.5 Mutagenesis dengan HNO,

Agen mutagen HNO; penyebab mutasi melalui perubahan
kimia dari basa yang terkandung dalam DNA dan secara sekunder
mengakibatkan kesalahan replikasi. Asam nitrit mendeaminasi
adenine (A), guanine (G), atau cytosine (C), tanpa mengakibatkan
perubahan-[erubahan lain pada polinukleotida. Substitusi gugus
amino menjadi gugus keto melalui reaksi deaminasi oksidatif,
maka adenine diubah menjadi hipoksanthine (H) yang akan
berpasangan dengan C. Karena H mempunyai ikatan hidrogen
mirip dengan G maka H akan digantikan oleh G sehingga terjadi
pasangan baru A dengan G yang menyebabkan mutasi.

Mekanisme perubahan nukleotida C kedalam DNA
mengakibatkan m RNA terbentuk diinterpretasikan berlainan
sehingga dihasilkan suatu urutan protein yang baru (Gambar 11.6).
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Jika C dideaminasi menjadi U, maka U akan berpasangan dengan
A sebagai pengganti G dan menyebabkan transisi guanin
berpasangan dengan cytosine menjadi adenin berpasangan dengan
timin. Guanine yang berubah menjadi xantin seterusnya
berpasangan dengan C,deaminasin dari G tidak menyebabkan
mutasi.

11.6 Cara Mengukur Pertumbuhan Mikroalga

Pengukuran kuantitatif —populasi mikroba sangat
diperlukan dalam berbagai macam penelaahan mikrobiologi.
Salah satu metode untuk menentukkan konsentrasi sel adalah
metode hemacytometer (Gambar 2.3). Dalam fermentasi perlu
dilakukan pengukuran jumlah bakteri untuk mengetahui
kecepatan pertumbuhan populasi. Pengukuran kuantitatif populasi
mikroba dapat dilakukan dengan berbagai cara yaitu cara
langsung atau tidak langsung.(Fardiaz,1987)

Prosedur ini didasarkan pada asumsi bahwa setiap sel
yang akan hidup akan berkembang menjadi satu koloni. Jadi
jumlah koloni yang muncul pada cawan merupakan suatu indeks
bagi jumlah organisme dalam sampel yang dapat hidup. Teknik
cawan tuang dilakukan dengan membuat seri pengenceran sampel
dan masing masing hasil pengenceran diinkubasi pada cawan
petri. Setelah inkubasi , jumlah koloni pada setiap cawan diamati.
Cawan yang dipilih untuk perhitungan koloni adalah yang
mengandung 30-300 koloni. Jumlah mikroorganisme dalam
sampel ditentukan dengan mengalikan jumlah koloni yang
teramati dengan faktor pengenceran.(Fardiaz,1987)
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Gambar 11.6 Perhitungan Jumlah Bakteri dengan Metode
Hemasitometer

Bila akan diperiksa konsentrasi sel sejumlah besar
biakan, maka metode hitungan cawan menjadi kurang efektif
karena memakan waktu lama serta membutuhkan media dan
peralatan yang cukup banyak. Pengukuran kekeruhan biakan
menjadi lebih cepat dan praktis dengan metode turbidimetri.
Dalam metode ini perlu dibuat kurva standar yang menyatakan
korelasi antara kekeruhan biakan dengan jumlah organisme
permili biakan, agar data yang diperoleh dari pengukuran dapat
dinyatakan sebagai konsentrasi organisme. Kurva semacam ini
dapat diperolen dengan menggunakan metode hitungan cawan
untuk menentukkan jumlah organisme dalam biakan yang
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turbiditasnya diketahui. Dengan diperoleh kurva standar, maka
sejumlah besar biakan organisme sejenis dapat dengan cepat
diukur  turbiditas dan diketahui nilai  konsentrasinya.
(Fardiaz,1987)

1.7 Turbidimetri

Seringkali digunakan variasi dari beberapa metode untuk
menentukkan jumlah sel pada waktu tertentu dari siklus
pertumbuhan, karenasetiap metode mempunyai gambaran
tersendiri mengenai jumlah sel bakteri. Penghitungan jumlah sel
hidup merupakan metode yang secara langsung mengikuti
pertumbuhan sel.

Berat kering kandungan nitrogen atau protein tidaklah
terlalu sukar penghitungan, namun kadang — kadang diperlukan
metode lebih cepat dan tepat dalam memberikan hasil. Salah satu
karakteristik dari biakan bakteri yang tumbuh adalah peningkatan
kekeruhan.
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Gambar 11.7 Pengukuran Pertumbuhan dengan Cara Kekeruhan
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Pengukuran kekeruhan dapat dilakukan dengan metode
kolorimeter, spekfotometer, dan nefelometer. Pada kolorimeter
dan spektrofotometer, jumlah cahaya terabsorpsi atau scattering
melalui sampel diukur (Gambar 11.7). Perbandingan intensitas
cahaya melalui media biakan yang berisi bakteri dibandingkan
dengan instensitas cahaya melalui media biakan yang berisi
bakteri dibandingkan dengan intensitas cahaya melalui media
biakan yang berisi bakteri dibandingkan intensitas cahaya melalui
media biakan tanpa bakteri disebut optical density (OD). Metode
ini tidak bisa digunakan jika bakteri tumbuh tidak menimbulkan
kekeruhan.(Gary, 1994)

Metode pengukuran turbiditas dapat dikelompokkan
dengan tiga cara, yaitu pengukuran perbandingan intensitas
cahaya dihamburkan terhadap intensitas cahaya datang,
pengukuran efek ekstingsi. Turbidimeter meliputi pengukuran
cahaya yang diteruskan. Tubiditas berbanding lurus terhadap
konsentrasi dan ketebalan, juga turbiditas tergantung pada warna.
Turbiditas merupakan sifat optik akibat dispersi sinar dan dapat
dinyatakan sebagai perbandingan cahaya dipantulkan terhadap
cahaya tiba. Intensitas cahaya dipantulkanoleh suatu suspensi
adalah fungsi konsentrasi jika kondisi — kondisi lain konstan.

Prinsip Spektroskopi absorpsi dapat digunakan pada
turbidimeter dan nefelometer. Untuk turbidimeter, absorpsi akibat
partikel yang tersuspensi diukur sedangkan pada nefelometer,
hamburan cahaya yang diukur. Meskipun presisi metode ini tidak
tertinggi tetapi mempunyai kegunaan praktis, sedang akurasi
pengukuran tergantung pada ukuran dan bentuk paertikel. Setiap
instrumen  spektroskopi absorbsi dapat digunakan untuk
turbidimeter, sedang nefelometer memerlukan reseptro pada sudut
90° terhadap lintasan cahaya. Metode nefelometer sering tidak
digunakan pada analisa anorganik.(Khopkar, 1990)
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

Tahapan - tahapan penelitian yang dibuat dalam
menyelesaikan topik yang ada diawali dengan penyediaan bahan
dan peralatan, menetapkan variable. Setelah itu melakukan
penelitian sesuai dengan prosedur penelitian yang telah dibuat
sebagai berikut :

111.1 Bahan dan Peralatan yang Digunakan

a. Bahan yang digunakan :
1. Mikroalga Botryococcus braunii (dari BAAP
Situbondo, Jawa Timur)
Aguadest
Media Walne
Asam Sitrat 1 M
HNO2 1 M
Lampu UV B
Kertas pH (MERCK - Jerman)
Air Laut
b. Peralatan yang digunakan :
1. Spektrofotometri UV/VIS (Cecil CE 1000 series
— Inggris)
Kondisi Operasi : 682 nm (Arief Widjaja, 2009)

N~ WN

2. Mikroskop Listrik (Carl Zeiss 92073 series —
Jerman)

3. Autoclave (Astell Scientific — Inggris)
Kondisi Operasi : 121 °C, 210 kPa (Salwan Sami
Abdulwahhab, 2013)

Erlenmeyer (Schott Duran — Jerman)
Beaker Glass (Schott Duran — Jerman)
Gelas Arloji

o ok~



7. Termometer (M&S — Irlandia)

8. Pipet Volume (Assistant)

9. Pipet Mata

10. Tabung Reaksi (Pyrex - Jerman)

11. Hemasitometer (Brand — Jerman)

12. Neraca Analitik (AP 20 — Prancis)

13. Magnetic Stirrer

14. Hot Plate (Cimarec — USA)

15. Gelas Ukur (Pyrex - Jerman)

16. Kuvet (Einmal — Jerman)

17. Sparger (Recent RC 350 — China)

18. Corong (Herma - Inggris)

19. Lampu 21 W (Glorious TS — China)

20. Lampu UV B 20 W (Evaco F 20T0 GL —
Prancis)

111. 2 Gambar Alat

Sp'u‘oer

111.3 Variable Penelitian
Variable yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

a. Kondisi Operasi :
1. Mikroalga Botryococcus braunii (dari BAAP
Situbondo, Jawa Timur)
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2. Media Tumbuh Botryococcus braunii
Jenis kultur phototroph :

Suhu :27-30°C

Lampu : 21 Watt (4 buah)

Nutrien Walne yang digunakan sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Isnansetyo dan Kusniastuty, 1995 dengan
komposisi sebagai berikut :

- NaNOs; : 100 mg/L
- Na,EDTA : 45 mg/L
- Hs3BOs : 33,6 mg/L

- NaHzP04.2H;0 : 20 mg/L
- FeCl;.6H,0: 1,3 mg/L

- MnCl,.4H,0 : 0,36 mg/L
- Vitamin B1: 0,1 mg/L
- Vitamin B12 : 0,005 mg/L

b. Variable Bebas :

1. Mutagen vyang digunakan untuk proses mutasi
Botryococcus braunii adalah sinar UV B dan HNO-

2. pH kultur tumbuh : pada pH 3 - 8

c. Variable Respon :
Konsentrasi mikroalga (sel/mm?)

111.4 Prosedur Penelitian

1. Budidaya Mikroalga
- Menanam 100 ml strain Botryococcus braunii pada
400 mL media tumbuh, sebelumnya air laut
dipanaskan sampai suhu 30°C
- Mengatur pencahayaan dengan menggunakan lampu
fluorensis (21 Watt), posisi lampu di bagian depan,
belakang, dan atas gelas beaker dengan jarak 3 cm
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dengan waktu pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam
gelap. (Zhang and Kojima, 1999)

Mengambil sampel dan menganalisa pertumbuhan
mikroalga dengan metode turbidimetri dan counting
chamber setiap 12 jam.

Membuat kurva Absorbansi vs waktu dan kurva
jumlah sel vs waktu.

Melakukan mutasi hasil budidaya setelah 14 hari
dengan sinar UV dan HNO;

Proses Mutasi mikroalga dengan sinar UV B

Letakkan 500 mL strain botryococcus yang telah
dibiakkan selama 14 hari pada petridish. Sinari
dengan sinar UV B selama 90 detik

Pindahkan 250 mL mikroalga yang telah di mutasi
pada beaker gelas dengan media tumbuh ph 3 — 8
(Untuk membuat media tumbuh pH asam, campurkan
air laut dengan asam sitrat, cek pH media dengan
kertas pH)

Mengatur pencahayaan dengan menggunakan lampu
fluorensis (21 Watt), posisi lampu di bagian depan,
belakang, dan atas gelas beaker dengan jarak 3 cm
dengan waktu pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam
gelap. (Zhang and Kojima, 1999)

Mengambil sampel dan menganalisa pertumbuhan
mikroalga dengan metode turbidimetri dan counting
chamber setiap 12 jam.

Membuat kurva Absorbansi vs waktu dan kurva
jumlah sel vs waktu.

Proses Mutasi mikroalga dengan HNO;

Campurkan 5 mL HNO2 dengan 5 mL strain
mikroalga, aduk beberapa saat. Kemudian biakkan 5
mL strain mikroalga yang telah dicampurkan dengan
5 mL HNO2 pda 100 mL media tumbuh dengan pH
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3 — 8 (Untuk membuat media tumbuh pH asam,
campurkan air laut dengan asam sitrat, cek pH media
dengan kertas pH)

Mengatur pencahayaan dengan menggunakan lampu
fluorensis (21 Watt), posisi lampu di bagian depan,
belakang, dan atas gelas beaker dengan jarak 3 cm
dengan waktu pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam
gelap. (Zhang and Kojima, 1999)

Mengambil sampel dan menganalisa pertumbuhan
mikroalga dengan metode turbidimetri dan counting
chamber setiap 12 jam.

Membuat kurva Absorbansi vs waktu dan kurva
jumlah sel vs waktu

Analisa mikroalga dengan metode turbidimetri

Menyalakan spektrofotometri dan atur panjang
gelombangnya = 682 nm. (Arief Widjaja, 2009)

Isi kuvet dengan aquadest

Melakukan Kkalibrasi alat spektrofotometri sampai
nilai Absorbansi =0

Mengganti kuvet berisi aquades dengan kuvet berisi
mikroalga yang akan di analisa. Tunggu sampai
sekala absorbansi menunjukkan angka yang konstan
Catat Absorbansi yang terbaca pada alat
spektrofotometri, ulangi sampai 3 kali

Analsia pertumbuhan sel dengan metode counting
chamber

Ambil 1 mL sampel mikroalga yang akan dianalisa,
encerkan dengan aquadest hingga 10 mL

Ambil 1 mL sampel mikroalga yang telah diencerkan,
encerkan lagi dengan aquadest hingga 10 mL. Hasil
pengenceran merupakan pengenceran 100 kali yang
nantinya akan dianalisa
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- Ambil hasil penngenceran mikroalga 100 kali dengan
pipet mata, teteskan pada hemasitometer yang
tersedia. Letakkan hemasitometer pada meja objek
mikroskop. Tetapkan 5 titik pada hemasitometer
untuk menghitung jumlah sel

- Hitung Jumlah sel pada 5 titik yang telah ditentukan,
ulangi selama 3 kali. Hasil perhitungan jumlah sel
setiap titiknya di rata — rata

- Hitung Jumlah sel dengan persamaan :

Jumlah sel/mm? = Jumlah sel pada 5 kotak x pengenceran

0.04 x tebal hemasitometer

I11. 5 Diagram Alir Penelitian
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a. Diagram alir budidaya mikroalga pada pH 3-8

™y
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|
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b. Diagram alir mutasi mikroalga dengan sinar UV-B

4 Campurkan mj.kmalgax'

dengan media tumbukh
{1:4}

Hitung yjumlzh sel
mula — mmla dengan
counting chamber

¥

Sinari dengan UV B
selama 90 detik

vy

¥

Hitung jumlah sel
vang masih kdup

N N L)

\ J
+

- ™
Biakkan mukroalga haml
mmatas ke dalam media
tumbuh pada pH 3 -8 )

A
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C.

Gambar Mutasi mikroalga dengan sinar UV B

Lo =

Sy
|

Laut Miroalzn  Avlmtdmmibrods:  )fkoalza benmmr 2 mingg
(100:400 )
LANPU UV <|’_/
I
= z ' Tangkan ke petridich
Dt pindzhkan ke dua buzh beaker

glans masmg - masing 250 mL

Dt stman UV selama 90 detik

Diagram alir mutasi mikroalga dengan HNO;

Campurkan 5 mL
mukroalga dengan 5
mL HNO; (1:1)

¥

Aduk bebarapa saat

_

¥

Campurkan mukroalga
vang telah dimutasi
dengan media tumbuh
{110y

¥

vy

- ~,

tumbuh pada pH 3 - 8§
.

itz ke dalam media
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. Gambar Mutasi mikroalga dengan HNO;

AN
= U= —es

Mikroalga berummr 2 minggu

Dizmbil Sl dengenpipet i HNO, 1M

Dhber, Walne 1 mL Biakkan dalam 100 mL
air Laut

Dikocok beberapa saat
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

1V.1 Review Penelitian Terdahulu

Botryococcus braunii adalah mikroalga autotrof berwarna
hijau (ganggang hijau) yang hidup di laut. Mikroalga ini hidup
berkoloni dan memiliki kemampuan luar biasa untuk mensintesis
dan mengumpulkan berbagai macam lipid dan hidrokarbon. Jika
dibandingkan dengan jenis mikroalga lainnya jumlah lipid
Botryococcus braunii relatif lebih banyak. Jenis lipid bervariasi
tergantung dari jenis strainnya, mulai dari C 12 hingga C 37.
Dinding sel Botryococcus braunii relatif lebih tebal bila
dibandingkan dengan spesies mikroalga hijau lainnya
dikarenakan akumulasi penumpukan dinding sel dari pembelahan
sel sebelumnya. Sebagian besar lipid dari spesies ini terletak di
bagian permukaan selnya oleh karena itu ekstraksi lipid dari
mikroalga jenis ini relatif lebih efisien dibandingkan dengan
spesies mikroalga lainnya. Namun demikian mikroalga jenis ini
dapat tumbuh maksimal pada suhu 23° — 30°C (daerah tropis)
pada media dengan pH berkisar antara 6 — 8 (Qin, 2012) .

Melihat potensi Botryococcus braunii yang sangat besar
maka dilakukan penelitian yang dimaksudkan untuk membuat
mutan mikroalga Botryococcus braunii yang tahan terhadap
media asam. Mikroalga membutuhkan kondisi lingkungan yang
sesuai agar dapat tumbuh optimal. Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga yakni: suhu, cahaya, pH,
nitrogen, karbondioksida, dan salinitas. Suhu sangat
mempengaruhi kondisi tumbuh mikroalga. Suhu yang terlalu
rendah akan memperlambat pertumbuhan mikroalga sedangkan
suhu yang terlalu tinggi akan menyebabkan sel — sel dari
mikroalga mati. Cahaya sangat diperlukan mikroalga untuk
berfotosintesis. Intensitas cahaya yang cukup akan meningkatkan
laju fotosintesis sampai nilai tertentu (pada nilai tersebut maka



fotosintesis akan stabil, tidak akan meningkat lagi)
(Yan,dkk,1997) .

pH berpengaruh pada pertumbuhan mikroalga. Tiap —
tiap spesies mikroalga memiliki nilai toleran atau nilai minimum
pH yang memungkinkan untuk kelangsungan hidupnya. Pada
percobaan yang dilakukan Czeslawa menyimpulkan mikroalga
tidak dapat tumbuh optimal pada pH di bawah 4,8 sebab, dinding
sel mikroalga sudah tidak mampu lagi mempertahankan dirinya
untuk bertahan hidup. Dinding sel mikroalga berfungsi sebagai
lapisan buffer atau lapisan untuk menjaga pH dalam tubuh
mikroalga. Pada pH asam (pH<7), mikroalga akan mengkonsumsi
karbon dari HCOs;™ (CO;, yang terlarut di dalam air) untuk
membentuk lapisan buffer yang berfungsi melindungi dirinya dari
kondisi lingkungannya sehingga mengakibatkan menurunnya
kadar CO; terlarut dalam air sehingga pH media berangsur —
angsur naik. Pada pH yang terlampau tinggi, mikroalga akan
mengkonsumsi CO2 langsung dari udara. Dalam hal ini CO,
sangat mudah larut dalam air, akibatnya kadar CO2 terlarut
meningkat dan membentuk H,COs yang bersifat asam sehingga
pH media berangsur — angsur turun (Nalewajko,dkk, 1997).

Kadar CO; sangat berpengaruh pada proses fotosintesis
karena CO, merupakan sumber karbon dalam proses fotosintesis.
Pada konsentrasi CO2 tinggi, maka tidak semua CO, akan
digunakan oleh mikroalga dalam proses fotosintesis, akibatnya
banyak CO, yang terlarut dalam air membentuk H>COs yang
bersifat asam sehingga hal ini akan menyebabkan pH media
turun. Sedangkan pada konsentrasi CO; yang rendah, mikroalga
akan mengkonsumsi karbon dari CO; terlarut atau dari H.CO;
yang akan menyebabkan kadar CO; terlarut dalam air menurun
sehingga pH media naik (Widjaja, 2009). Hal ini tergambar dalam
bagan berikut ini :
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Biomass production

K, o

CO; (gas) <= CO;z (aqua)(z==HyCO»)

1l

HCOy

COy™
Gambar IV.1 Mekanisme CO2 oleh mikroalga

Sumber karbon dan Nitrogen adalah unsur nutrisi yang
penting bagi mikroalga. Mikroalga dapat memanfaatkan nitrat,
amonia, dan sumber nitrogen lainnya untuk proses pembentukan
sel. Pada kondisi dimana kadar nitrogen kecil, maka produksi
lipid pada sel akan bertambah banyak, keadaan ini biasa disebut
nitrogen starvation (Tornabene,dkk, 1983).

Kadar garam sangat berpengaruh pada pertumbuhan
mikroalga khususnya Botryococcus brauni yang tumbuh pada air
laut. Jika kadar garam dari media tumbuh tidak sesuai dengan
kondisi tumbuh yang mampu ditoleransi mikroalga, maka
dimungkinkan terjadinya pelepasan substansi dalam sel karena
konsentrasi garam yang terlalu rendah / masuknya medium ke
dalam sel karena terlalu tingginya konsentrasi garam pada media
tumbuh. Diketahui kadar garam optimum untuk tumbuh sekitar
0,2 M (Ruangsomboon, 2012) .

Mikroalga yang digunakan adalah Botryococcus braunii
(dari BAAP Situbondo, Jawa Timur) dan media tumbuh yang
digunakan adalah media walne dengan komposisi yang
tercantumkan pada bab III. Reaktor yang digunakan untuk
menanam mikroalga adalah beaker glass berukuran 400 mL
dengan rangkaian alat seperti pada bab III. Beaker glass telah
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disterilkan dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°C.
Step pertama adalah mengocok secara perlahan bibit
Botryococcus braunii yang terdapat dalam botol sampai homogen
(tidak ada mikroalga yang menempel pada dinding botol).
Kemudian menuangkan 100 mL bibit mikroalga kedalam beaker
glass secara perlahan. Kemudian memanaskan air laut sebanyak
400 mL sampai suhu ruangan (27°C), kemudian mencampurkan
air laut hangat dengan bibit mikroalga. Proses pemanasan air laut
ini bertujuan untuk mengkondisikan suhu optimal media tumbuh
mikroalga, dimana mikroalga akan tumbuh optimal pada suhu 23°
— 30°C. Setelah itu menambahkan 5 tetes walne dengan pipet
mata ke dalam campuran bibit mikroalga dan air laut. Setelah itu
memasukkan sparger ke dalam beaker glass yang berfungsi
untuk sirkulasi udara sehingga sirkulasi CO, terjadi secara
kontinu. Setelah itu memasang lampu 21 watt sebanyak 2 buah
pada sisi depan, belakang, dan atas beaker glass dengan jarak 3
cm hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Arief widjaja (2009). Lampu di atur dengan keadaan 12 jam
terang dan 12 jam gelap. (Zhang and Kojima, 1998). Lampu
dinyalakan mulai pukul 06.00 WIB sampai 18.00 WIB. Dengan
intensitas cahaya > 6000 lux (Zhang and Kojima, 1998).

Kemudian bagian atas beaker glass dilapisi plastik agar
beaker glass tetap steril. Kemudian melakukan analisa
turbidimetri dan counting chamber setiap 12 jam sekali untuk
mengetahui pertumbuhan dan jumlah sel mikroalga. Mikroalga
yang telah berumur 2 minggu akan digunakan untuk proses
mutasi karena pada umur 2 minggu mikroalga berada pada fase
akhir log sesuai dengan percobaaan (Baba,dkk, 2012). Kemudian
mikroalga yang telah berumur 2 minggu akan di mutasi dengan
sinar UV. Mikroalga yang berumur 2 minggu akan di tuang ke
dalam cawan petridish untuk di sinar-i UV B selama 90 detik.
Kemudian, 250 mL mikroalga akan dibiakkan pada 6 beaker
glass dengan pH yang berbeda. Di ikuti dengan membiakkan
mikroalga alami pada 6 beaker glass yang berbeda pula. Untuk
membuat media berada dalam kondisi asam, digunakan asam
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sitrat 1 M. Dasar penggunaan asam sitrat karena asam sitrat
merupakan asam lemah. Untuk membuat media dengan pH =7,
media diberi asam sitrat 0,5 mL. Kemudian meneteskan 1,5 mL
asam sitrat 1 M pada beaker glass kedua untuk membuat media
dengan pH = 6. Selanjutnya meneteskan 3,2 mL asam sitrat | M
pada beaker glass ketiga untuk membuat media dengan pH = 5.
Setelah itu meneteskan 5 mL asam sitrat 1 M pada beaker glass
keempat untuk membuat media dengan pH = 4. Dan yang terakhir
meneteskan 7 mL asam sitrat 1 M pada beaker glass kelima untuk
membuat media dengan pH = 3. Sedangkan beaker glass keenam
dibiarkan saja karena media walne memiliki pH = 8. Masing —
masing beaker glass diberi sparger dan ditutup dengan plastik
agar tetap steril. Mengatur pencahayaan dengan menggunakan
lampu fluorensis (21 Watt), posisi lampu di bagian depan,
belakang, dan atas gelas beaker dengan jarak 3 cm dengan waktu
pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam gelap. Selanjutnya
melakukan analisa turbidimetri dan counting chamber untuk
mengetahui pertumbuhan sel mikroalga alami dan hasi mutasi
dengan sinar UV. Selanjutnya melakukan mutasi mikroalga
dengan HNO,. Mula — mula mencampurkan 5 mL HNO; dengan
5 mL mikroalga berumur 2 minggu, aduk beberapa saat.
Kemudian membiakkan mikroalga yang telah dicampur HNO;
dalam air laut sampai volumenya 100 mL. Lalu tuangkan ke
dalam beaker glass. Ulangi percobaan mutasi sampai terdapat 6
beaker glass berisi mikroalga hasil mutasi dengan HNO,, Untuk
membuat media dengan pH =7, media diberi asam sitrat 0,1 mL.
Kemudian meneteskan 0,2 mL asam sitrat 1 M pada beaker glass
kedua untuk membuat media dengan pH = 6. Selanjutnya
meneteskan 0,5 mL asam sitrat 1 M pada beaker glass ketiga
untuk membuat media dengan pH = 5. Setelah itu meneteskan 0,7
mL asam sitrat 1 M pada beaker glass keempat untuk membuat
media dengan pH = 4. Dan yang terakhir meneteskan 0,9 mL
asam sitrat 1 M pada beaker glass kelima untuk membuat media
dengan pH = 3. Masing — masing beaker glass diberi sparger dan
ditutup dengan plastik agar tetap steril. Mengatur pencahayaan
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dengan menggunakan lampu fluorensis (21 Watt), posisi lampu di
bagian depan, belakang, dan atas gelas beaker dengan jarak 3 cm
dengan waktu pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam gelap.
Selanjutnya melakukan analisa turbidimetri dan counting
chamber untuk mengetahui pertumbuhan sel mikroalga alami dan
hasi mutasi dengan HNO, Pada perhitungan jumlah sel dengan
metode counting chamber, hanya sel yang masih hidup yang di
hitung jumlahnya. Hal ini dapat diketahui pada warna mikroalga.
Pada kondisi pertumbuhan optimal, mikroalga akan berwarna
hijau tua pekat sedangkan mikroalga akan berwarna hijau
kekuningan bila kondisi pertumbuhannya tidak optimal dan
bahkan cenderung berwarna kuning bila mati. Sehingga dari
perhitungan jumlah sel yang di hitung dapat di simpulkan bahwa
sel mikroalga yang terhitung adalah sel mikroalga yang hidup
dikarenakan warna mikroalga hijau tua pekat.

1IV.2 Pertumbuhan Mikroalga Botryococcus braunii alami
padapH 3,4,5,6,7, dan8

Untuk mengetahui pertumbuhan Botryococcus braunii
alami pada pH 3 — 8, maka dilakukan percobaan membiakkan
Botryococcus braunii alami pada media dengan pH 3 — 8.Untuk
membuat kondisi asam dengan menambahkan asam sitrat 1 M
pada media. Berikut ini adalah grafik yang dihasilkan dari
percobaan :
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Gambar IV.2 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
padapH =3

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii sangat sulit tumbuh pada pH = 3. Terlihat pada 0 — 50 jam
tidak terjadi pertumbuhan pada sel mikroalga dan pada 50 — 60
jam sel tumbuh itupun sangat lambat kemudian sel berhenti
bertumbuh pada 60 — 168 jam. Pengamatan dilakukan dengan
metode counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.2 Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar IV.3 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
pada pH =4

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa pertumbuhan sel
Botryococcus braunii tumbuh sangat lambat pada 0 — 110 jam
kemudian mencapai fase stationer pada titik 110 — 168 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.3. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar V.4 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
padapH=35

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa pertumbuhan sel
Botryococcus braunii tumbuh perlahan dari 0 — 75 jam kemudian
sesaat terhenti pada 75 — 100 jam dan kembali tumbuh secara
perlahan dari 100 — 168 jam. Pengamatan dilakukan dengan
metode counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.4. Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7
hari.
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Gambar IV.5 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
padapH=16

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa pertumbuhan sel
Botryococcus braunii tumbuh perlahan dari 0 — 200 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.5. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar IV.6 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
padapH=7

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa pertumbuhan sel
Botryococcus braunii pada 0 jam — 50 jam lambat kemudian
meningkat pada jam 50 — 100 dan melambat lagi pada jam 100 -
200 jam. Pengamatan dilakukan dengan metode counting
chamber. Larutan diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali
dan diamati dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian
dibuat kurva pertumbuhan seperti pada grafik IV.6. Pengamatan
ini dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar IV.7 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii alami
pada pH =38

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa pertumbuhan sel
Botryococcus braunii terus meningkat mulai dari awal sampai
200 jam. Pengamatan dilakukan dengan metode counting
chamber. Larutan diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali
dan diamati dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian
dibuat kurva pertumbuhan seperti pada grafik IV.7. Pengamatan
ini dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.

Jumlah sel Botryococcus braunii alami pada setiap pH
dapat dilihat pada tabel jumlah sel di bawah ini :
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Tabel IV.1 Jumlah sel Botryococcus braunii alami pada pH 3 — 8

H
nidm pH 3 pH 4 ph 5 pH 6 pH7 pH 8
Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah
t (Jam) sel sel sel sel sel sel
0 325000 | 325000 | 350000 | 325000 | 350000 | 350000
12 325000 | 350000 | 375000 | 375000 | 375000 | 550000
24 325000 | 375000 | 400000 | 475000 | 400000 | 750000
36 325000 | 400000 | 425000 | 575000 | 425000 | 800000
48 325000 | 425000 | 450000 | 600000 | 450000 | 850000
60 350000 | 450000 | 500000 | 650000 | 500000 | 900000
72 350000 | 475000 | 575000 | 700000 | 600000 | 950000
84 350000 | 500000 | 600000 | 750000 | 750000 | 1000000
96 350000 | 550000 | 675000 | 800000 | 900000 | 1050000
108 350000 | 575000 | 725000 | 825000 | 950000 | 1100000
120 350000 | 575000 | 750000 | 850000 | 1000000 | 1150000
132 350000 | 575000 | 775000 | 875000 | 1050000 | 1200000
144 350000 | 575000 | 800000 | 900000 | 1100000 | 1250000
156 350000 | 575000 | 825000 | 925000 | 1150000 | 1325000
168 350000 | 575000 | 825000 | 950000 | 1175000 | 1375000

Dari tabel jumlah sel berikut dapat diketahui jumlah sel

mikroalgae

Botryococcus

braunii

alami

setelah

dikembangbiakkan selama 1 minggu pada pH 8 = 1375000 sel,
pada pH 7 = 1175000 sel, pada pH 6 = 950000 sel, pada pH 5

= 825000 sel,

=350000 sel.

pada pH 4
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1V.3 Pertumbuhan Mikroalga Botryococcus braunii mutan
dengan sinar UV pada ph 3, 4,5, 6,7, dan 8

Untuk menciptakan Botryococcus braunii yang tahan
terhadap kondisi asam, dilakukan mutasi dengan menggunakan
sinar UV B. Botryococcus braunii alami di sinari UV B selama
90 detik dan dikembangbiakkan pada pH 3 — 8. Untuk membuat
kondisi asam dengan menambahkan asam sitrat 1 M pada media.
Berikut ini adalah grafik yang dihasilkan dari percobaan :

Gambar IV.8 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =3
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Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh sangat lambat pada 0 — 150 jam kemudian
mencapai titik stationer pada 150 — 168 jam (sel tidak bertumbuh
lagi). Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber.
Larutan diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan
diamati dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat
kurva pertumbuhan seperti pada grafik IV.8. Pengamatan ini
dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.

Gambar IV.9 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =4

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh dengan lambat 0 — 50 jam kemudian
pertumbuhannya lebih cepat pada 50 — 100 jam dan sangat cepat
pada 100 — 120 jam lalu kembali melambat pada 120 — 168 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
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pertumbuhan seperti pada grafik IV.9. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.

Gambar V.10 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =15

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh dengan lambat 0 — 50 jam kemudian
pertumbuhannya lebih cepat pada 50 — 150 jam dan kembali
melambat pada 150 — 168 jam, namun pertumbuhannya terjadi
secara terus menerus (tidak ada titik dimana selnya tetap atau
tidak bertumbuh). Pengamatan dilakukan dengan metode
counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.10. Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7
hari.

48



Gambar IV.11 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH=16

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh dengan kecepatan mendekati konstan (grafik
hampir linier) pada 0 — 168 jam. Pengamatan dilakukan dengan
metode counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.11. Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7
hari.
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Gambar IV.12 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =7

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh lambat pada 0 - 60 jam kemudian
pertumbuhannya meningkat pada 60 — 90 jam dan melambat lagi
pertumbuhannya pada 90 — 168 jam walaupun tidak selambat
pada saat tahap 0 — 60 jam. Pengamatan dilakukan dengan metode
counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor pengenceran
100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari pengamatan
kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada grafik IV.12.
Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar IV.13 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =8

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh lambat pada 0 - 60 jam kemudian
pertumbuhannya meningkat pesat pada 60 — 168 jam. Hal ini
dikarenakan pada proses mutasi dengan sinar UV, banyak sel
mikroalga yang mati sehingga membutuhkan waktu yang lama
pada jam O — 50 untuk tumbuh. Setelah jumlah sel mikroalga
berjumlah 600.000 proses pembentukan sel baru menjadi lebih
cepat dari sebelumnya. Pengamatan dilakukan dengan metode
counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.13. Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7
hari.
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Jumlah sel Botryococcus braunii hasil mutasi dengan UV

pada setiap pH dapat dilihat pada tabel jumlah sel di bawah ini :

Tabel IV.2 Jumlah sel Botryococcus braunii hasil mutasi
dengan UV pada pH 3 -8

H

nidm pH 3 pH 4 pHS pH 6 pH7 pH 8
Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah

t (Jam) sel sel sel sel sel sel
0 325000 | 350000 | 350000 | 325000 | 325000 | 350000
12 350000 | 375000 | 375000 | 350000 | 400000 | 375000
24 375000 | 400000 | 400000 | 375000 | 425000 | 425000
36 400000 | 475000 | 425000 | 400000 | 475000 | 450000
48 450000 | 525000 | 450000 | 450000 | 500000 | 475000
60 475000 | 675000 | 500000 | 500000 | 525000 | 500000
72 500000 | 750000 | 550000 | 575000 | 550000 | 625000
84 525000 | 825000 | 600000 | 650000 | 725000 | 700000
96 550000 | 900000 | 650000 | 700000 | 775000 | 825000
108 600000 | 1200000 | 700000 | 750000 | 825000 | 900000
120 625000 | 1225000 | 750000 | 800000 | 875000 | 1000000
132 650000 | 1250000 | 800000 | 850000 | 925000 | 1100000
144 675000 | 1300000 | 850000 | 900000 | 975000 | 1200000
156 675000 | 1325000 | 875000 | 925000 | 1025000 | 1300000
168 675000 | 1350000 | 900000 | 950000 | 1050000 | 1325000

Dari tabel jumlah sel berikut dapat diketahui jumlah sel

Botryococcus

braunii

mutan

dengan

UV-B

setelah

dikembangbiakkan selama 1 minggu pada pH 8 = 1325000 sel,
pada pH 7 = 1050000 sel, pada pH 6 = 950000 sel, pada pH 5 =
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900000 sel, pada pH 4 = 1350000 sel, danpada pH 3 = 675000
sel.

IV.4 Pertumbuhan Mikroalga Botryococcus braunii mutan
dengan HNO; pada pH 3, 4, 5, 6, 7, dan 8

Untuk menciptakan Botryococcus braunii yang tahan
terhadap kondisi asam, dilakukan mutasi dengan menggunakan
HNO.. 5 mL Botryococcus braunii alami dicampurkan dengan 5
mL HNO; diaduk hingga merata kemudian dicampurkan dengan
air laut hingga volumenya 100 mL dan dikembangbiakkan pada
pH 3 — 8. Untuk membuat kondisi asam dengan menambahkan
asam sitrat 1 M pada media. Berikut ini adalah grafik yang
dihasilkan dari percobaan :

Gambar IV.14 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =3
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Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh lambat pada 0 — 80 jam kemudian mencapai fase
stationer pada 110 — 120 jam. Pengamatan dilakukan dengan
metode counting chamber. Larutan diencerkan dengan faktor
pengenceran 100 kali dan diamati dengan mikroskop. Dari
pengamatan kemudian dibuat kurva pertumbuhan seperti pada
grafik IV.14. Pengamatan ini dilakukan setiap 12 jam selama 7
hari.

Gambar IV.15 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =4

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh sangat cepat pada 0 — 80 jam kemudian
pertumbuhannya semakin lambat pada 80 — 100 jam dan pada
100 — 120 jam jumlah selnya menurun. Hipotesis awal hal ini
disebabkan karena kurangnya nutrisi pada media, hal ini
disebabkan karena proses fotosintesis mikroalga mutan lebih
cepat sehingga nutrisi cepat habis olehnya pada mikroalga hasil
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mutasi dengan media pH 4. Setelah dilakukan percobaan ulang
dengan jumlah nutrisi 2 kali lipat tidak ada perbedaan yang
signifikan olehnya ini akan dilakukan penelitian lebih lanjut.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik 4.15. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.

Gambar IV.16 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =5

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh lambat pada 0 - 40 jam kemudian
pertumbuhannya bertambah cepat pada 40 — 80 jam dan
pertumbuhannya kembali melambat pada 80 — 120 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
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dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.16. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.

Gambar IV.17 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH=16

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh lambat pada 0 - 40 jam kemudian
pertumbuhannya bertambah cepat pada 40 — 120 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.17. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar IV.18 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =7

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh cepat secara konstan pada 0 — 60 jam dan
semakin cepat pertumbuhannya pada 60 — 80 jam. Kemudian
kecepatan tumbuhnya kembali seperti semula pada 80 -120 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.18. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar V.19 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan pada pH =8

Dari grafik tersebut dapat dilihat bahwa Botryococcus
braunii tumbuh cepat secara konstan pada 0 — 120 jam.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.19. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari. Jumlah sel Botryococcus braunii
hasil mutasi dengan HNO, pada setiap pH dapat dilihat pada
tabel jumlah sel di bawah ini :
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Tabel IV.3 Jumlah sel Botryococcus braunii hasil mutasi dengan

HNO; pada pH 3 -8

H
mIthia pH3 pH4 pHS pH6 pH7 pH 8
Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah
t (Jam) sel sel sel sel sel sel
0 400000 | 350000 | 350000 | 350000 | 375000 | 350000
12 400000 | 400000 | 375000 | 400000 | 425000 | 425000
24 425000 | 500000 | 400000 | 425000 | 500000 | 550000
36 450000 | 650000 | 425000 | 475000 | 600000 | 600000
48 450000 | 800000 | 500000 | 550000 | 675000 | 700000
60 475000 | 1000000 | 625000 | 650000 | 825000 | 850000
72 500000 | 1100000 | 700000 | 750000 | 1025000 | 925000
84 525000 | 1200000 | 800000 | 850000 | 1125000 | 1100000
96 525000 | 1200000 | 900000 | 900000 | 1225000 | 1300000
108 525000 | 1200000 | 950000 | 950000 | 1300000 | 1400000
120 525000 | 1150000 | 975000 | 1000000 | 1375000 | 1500000

Dari tabel jumlah sel berikut dapat diketahui jumlah sel
mikroalga Botryococcus braunii hasi Imutasi HNO2 setelah
dikembangbiakkan selama Shari pada pH 8 = 1500000 sel, pada
pH 7 = 1375000 sel, pada pH 6 = 1000000 sel, pada pH 5 =
975000 sel, pada pH 4 = 1150000 sel, danpada pH 3 = 525000

sel.
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IV.5 Perbandingan Pertumbuhan Botryococcus braunii alami
dan hasil mutasi dengan sinar UV B pada media dengan ph 3,
4,5,6,7,dan 8

Untuk mengetahui perbedaan pertumbuhan mikroalga
Botryococcus braunii alami dan hasil mutasi dengan sinar UV
maka, di buatlah plot untuk membendingkan pertumbuhan sel
mikroalga alami dan mutan. Dibuat plot pertumbuhan mikroalga
alami pada berbagai pH dan juga mikroalga mutan pada berbagai
pH. Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber.
Larutan diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan
diamati dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat
kurva pertumbuhan seperti pada grafik 1V.20. Pengamatan ini
dilakukan setiap 12 jam selama 7 hari.

Gambar IV.20 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
alami padapH=3 -8
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Dari grafik dapat kita lihat bahwa semakin asam media
tumbuh  mikroalga, maka pertumbuhan sel mikroalga
Botryococcus braunii alami semakin lambat (tidak optimal).
Terlihat pada pH 3 dan 4 mikroalga sangat sulit tumbuh. Hal ini
sesuai dengan percobaan yang dilakukan oleh
(Nalewajko,dkk,1997). Dari hasil percobannya
(Nalewajko,dkk,1997) menyimpulkan bahwa mikroalga alami
tidak dapat tumbuh optimal pada pH di bawah 4,8 sebab, dinding
sel mikroalga sudah tidak mampu lagi mempertahankan
bentuknya untuk bertahan hidup. Pada pH asam (pH<7),
mikroalga akan mengkonsumsi karbon dari HCOs™ (CO, yang
terlarut di dalam air) untuk membentuk lapisan buffer yang
berfungsi melindungi dirinya dari kondisi lingkungannya
sehingga mengakibatkan menurunnya kadar CO, terlarut dalam
air sehingga pH media berangsur — angsur naik. Namun keadaan
ini hanya bisa berlangsung pada batas toleransi pH tertentu, dari
percobaan Czeslawa angka toleransi yang dimungkinkan untuk
tumbuh adalah pada pH <7 — pH > 4.8
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Gambar IV.21 Grafik pertumbuhan sel Botryococcusbraunii hasil
mutasi UV pada pH=3-8

Sedangkan pada gambar IV.21 terlihat bahwa mikroalga
pada pH 3 dapat bertumbuh dan menghasilkan sel yang lebih
banyak dari Botryococcus braunii alami yang diperlihatkan pada
grafik IV.20. Selain itu mikroalga pada pH 4 memiliki
kemampuan berkembang biak yang sangat cepat hal itu
menunjukkan kemampuan Botryococcus braunii hasil mutasi UV
yang mampu beradaptasi dengan lingkungan dengan pH asam
untuk tumbuh optimal. Sedangkan pada pH basa 7 dan § tidak
berbeda jauh pertumbuhan selnya dengan Botryococcus braunii
alami. Pada 0 — 50 jam rata — rata pertumbuhan sel Botryococcus
braunii hasil mutasi UV kecepatan tumbuhnya hampir sama, hal
ini disebabkan karena jumlah sel mikroalga yang sangat kecil.
Pada saat berumur 2 minggu jumlah sel sebelum disinar-i UV B =
7500000 sel dan setelah di siniari UV B hanya 2750 sel yang
bertahan hidup. Olehnya pada keadaan awal pertumbuhan
mikroalga lambat karena jumlah sel yang bertahan hidup sangat
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kecil. Hal ini sesuai dengan percobaan yang dilakukan oleh
(Nuanualsuwan, 2008) yang menyatakan bahwa setelah di sinar-i
UV B <0,1% sel yang akan bertahan hidup. Pada percobaanya,
Supachai meradiasikan sinar UV B terhadap virus.

1V.6 Perbandingan Pertumbuhan Botryococcus braunii alami
dan hasil mutasi dengan HNO. pada media dengan ph 3, 4, 5,
6,7,dan 8

Untuk mengetahui perbedaan pertumbuhan mikroalga
Botryococcus braunii alami dan hasil mutasi dengan HNO, maka,
di buatlah plot untuk membendingkan pertumbuhan sel mikroalga
alami dan mutan. Dibuat plot pertumbuhan mikroalga alami pada
berbagai pH dan juga mikroalga mutan pada berbagai pH.
Pengamatan dilakukan dengan metode counting chamber. Larutan
diencerkan dengan faktor pengenceran 100 kali dan diamati
dengan mikroskop. Dari pengamatan kemudian dibuat kurva
pertumbuhan seperti pada grafik IV.22. Pengamatan ini dilakukan
setiap 12 jam selama 7 hari.
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Gambar V.22 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
alami padapH=3-8

Pada percobaan ini dilakukan pembiakkan mikroalga
selama 120 jam. Pada grafik ini terlihat bahwa semakin asam
medianya maka pertumbuhan mikroalga semakin lambat. Dari
grafik kita dapat mengetahui bahwa mikroalga yang pertumbuhan
selnya paling baik adalah pada pH = 8 hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh (Qin ,dkk, 2012) yang menyatakan
bahwa mikroalga Botryococcus braunii alami tumbuh optimum
pada pH = 8 dengan menggunakan media walne. Sedangkan
mirkoalga sangat sulit tumbuh pada pH = 3 sesuai dengan
percobaan yang dilakukan (Nalewajko, 1997) yang menyatakan
bahwa mikroalga tidak dapat tumbuh optimal pada ph <4.8.
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Gambar V.23 Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan dengan HNO; pada pH =3 — 8

Pada grafik terlihat bahwa sama halnya dengan mutasi
menggunakan UV, mikroalga hasil mutasi dengan HNO, yang
dibiakkan pada pH 4 dapat bertumbuh dengan cepat namun pada
jam ke — 100 — 120 terjadi penurunan sel. Hipotesis sementara hal
ini dikarenakan mikroalga kekurangan asupan nutrisi. Nutrisi
lebih cepat habis karena kemampuan fotosintesis mikroalga
mutan lebih cepat daripada mikroalga alami. Untuk membuktikan
hal tersebut akan dilakukan penelitian lebih lanjut. Untuk
membandingkan Grafik pertumbuhan sel Botryococcus braunii
mutan dengan UV B dan HNO; dibuat plot sebagai berikut :
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Gambar IV.24 Grafik pertumbuhan sel Mikroalga Botryococcus
braunii mutan dengan UV padapH=3 -8
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Gambar IV.25 Grafik pertumbuhan sel Mikroalga Botryococcus
braunii mutan dengan HNO; pada pH =3 -8

Terlihat pada gambar 1V.24 Botryococcus braunii mutan
dengan UV mencapai 1250000 sel pada jam ke 120 sedangkan
Botryococcus braunii mutan dengan HNO; mencapai 1250000 sel
pada jam ke 84 hal ini menunjukkan bahwa kecepatan tumbuh
Botryococcus braunii mutan dengan HNO, lebih cepat bila
dibandingkan dengan Botryococcus braunii mutan dengan UV.
Begitupula untuk variasi pH yang lain bila kita membandingkan
grafik IV.25 dan IV.24 tampak pertumbuhan sel Botryococcus
braunii mutan dengan HNO; lebih cepat bila dibandingkan
dengan Botryococcus braunii mutan. Namun pertumbuhan
Botryococcus braunii mutan dengan HNO, pH 4 pada jam ke
100 — 120 mengalami penurunan. Sehingga dapat disimpulkan
Botryococcus braunii mutan dengan UV lebih tahan lama bila
dibandngkan dengan Botryococcus braunii mutan dengan HNO,,
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IV.7 Perbandingan Pertumbuhan Botryococcus braunii alami
dan hasil mutasi dengan HNO; dan UV B pada media dengan
ph3,4,5,6,7 dan 8

1. Perbandingan jumlah sel

Perbandingan jumlah sel mikroalga alami dan hasil
mutasi dapat di lihat pada tabel berikut :

Tabel IV.4 Kenaikan jumlah sel Botryococcus braunii mutan
dibandingkan dengan jumlah sel Botryococcus braunii alami

Kenaikan Jumlah Sel (kali)
pH 3 4 5 6 7 8
Mutan UV 1,93 2,35 1,1 tetap | 0,89 0,96
Mutan HNO, 1,5 2 1,3 1,18 | 1,375 1,3

Dari tabel dapat kita simpulkan bahwa mikroalga
Botryococcus braunii hasil mutasi lebih tahan terhadap asam bila
dibandingkan Botryococcus braunii alami hal itu diperlihatkan
dengan jumlah sel mikroalga Botryococcus braunii hasil mutasi
yang mengalami kenaikan jumlah sel di bandingkan dengan
mikroalga alami. Pada pH 3 mikroalga hasil mutasi dengan UV
pertumbuhan selnya naik 1,93 kali dibandingkan dengan
mikroalga alami, pada pH 4 naik 2,35 kali, pada pH 5 naik 1,1
kali,pada pH 6 tetap, pada pH 7 turun 0,89 kali, dan pada pH 8
turun 0,96 kali. Sedangkan mikroalga hasil mutasi dengan HNO;
mengalami kenaikan jumlah sel 1,5 kali dibandingkan dengan
mikroalga alami, pada pH 4 naik 2 kali lipat, pada pH 5 naik 1,3
kali pada pH 6 naik 1,18 kali, pada pH 7 naik 1,375 kali, pada pH
8 naik 1,3 kali.
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2. Perbandingan Fisik

Secara fisik, mikroalga hasil mutasi memiliki bentuk
fisikk yang lebih besar dibandingkan dengan
mikroalga alami. Perhatikan gambar di bawah ini :

Gambar IV. 26 Mikroalga Alami dengan perbesaran mikroskop
10x

Gambar IV. 27 Mikroalga Alami dengan perbesaran mikroskop
40x
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Gambar IV. 28 Mikroalga Mutasi UV dengan perbesaran
mikroskop 10x

Gambar V.29 Mikroalga Mutasi UV dengan perbesaran
mikroskop 40x

70



Gambar V.30 Mikroalga Mutasi HNO, dengan perbesaran
mikroskop 10x

Gambar V.31 Mikroalga Mutasi HNO; dengan perbesaran
mikroskop 40x

Dari gambar jelas terlihat bahwa bentuk fisik mikroalga
hasil mutasi lebih besar bila dibandingkan dengan mikroalga
alami.
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Ketahanan pada media asam

Mikroalga hasil mutasi memiliki kemampuan untuk
beradaptasi dengan media asam dengan mereduksi
asam pada media sehingga pH media berangsur —
angsur naik, sedangkan pada mikroalga alami pH
media semakin menurun hal ini disebabkan karena
mikroalga alami tidak memiliki kemampuan untuk
beradaptasi dengan lingkungan. pH media semakin
asam karena media yang asam menurun dikarenakan
adanya CO, yang terlarut di dalam air membentuk
H.COs

Tabel IV.5 Tabel Perubahan pH media mikroalga dari

hari1l -5
pH3 pHG
Hari | Hari | Hari | Hari | Hari Hari | Hari | Hari | Harl | Har
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Alami 3 3 3 2 2 Alami 6 6 6 7 7
Mutan UV 3 3 4 3 6 Mutan UV 6 6 ] 6 7
Mutan Mutan
HNO2 3 4 4 5 6 HNO2 0 6 ] 6 7
pH 4 pH7
Hari | Hari | Hari | Hari | Hari Hari | Hari | Hari | Hari | Hari
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Alami 4 4 4 3 3 Alami 7 T 7 7 7
Mutan UV 4 4 4 4 3 Mutan UV 7 T 7 7 g
Mutan Mutan
HNO2 4 4 4 4 5 HNO2 7 7 7 7 8
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pHS pHS
Hari | Hari | Hari | Hari | Har Hari | Hari | Hari | Hari | Hari
1 2 3 4 3 1 2 3 4 5
Alami 3 3 3 4 4 Alami ] 8 g 8 8
Mutan UV 3 3 5 3 6 Mutan UV | 8 8 8 8 8
Mutan Mutan
HNO2 3 3 3 3 i HNOZ H] 8 g 8 8

Terlihat pada tabel

alami.

bahwa pH media mikroalga alami
semakin menurun sedangkan pH media mikroalga mutan
berangsur — angsur naik, walaupun kenaikan pHnya tidak terlalu
signifikan. Namun hal ini membuktikan bahwa mikroalga hasil
mutasi lebih bisa beradaptasi dibandingkan dengan mikroalga
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian dan analisa yang telah
dilakukan, dapat diambil kesimpulan :

1. Mikroalga Botryococcus braunii hasil mutasi lebih tahan
terhadap asam bila dibandingkan Botryococcus braunii
alami hal itu diperlihatkan dengan jumlah sel mikroalga
Botryococcus braunii  hasil mutasi yang mengalami
kenaikan jumlah sel di bandingkan dengan mikroalga
alami. Pada pH 3 mikroalga hasil mutasi dengan UV
pertumbuhan selnya naik 1,93 kali dibandingkan dengan
mikroalga alami, pada pH 4 naik 2,35 kali, pada pH 5
naik 1,1 kali,pada pH 6 tetap, pada pH 7 turun 0,89 Kkali,
dan pada pH 8 turun 0,96 kali. Sedangkan mikroalga hasil
mutasi dengan HNO, mengalami kenaikan jumlah sel 1,5
kali dibandingkan dengan mikroalga alami, pada pH 4
naik 2 kali lipat, pada pH 5 naik 1,3 kali pada pH 6 naik
1,18 kali, pada pH 7 naik 1,375 kali, pada pH 8 naik 1,3
kali.

2. Mikroalga hasil mutasi memiliki kemampuan untuk
beradaptasi dengan media asam dengan mereduksi asam
pada media sehingga pH media berangsur — angsur naik,
sedangkan pada mikroalga alami pH media semakin
menurun hal ini disebabkan karena mikroalga alami tidak
memiliki  kemampuan untuk beradaptasi dengan
lingkungan. pH media semakin asam karena media yang
asam menurun dikarenakan adanya CO, yang terlarut di
dalam air membentuk H,COs

3. Secara fisik, mikroalga hasil mutasi memiliki bentuk fisik
yang lebih besar dibandingkan dengan mikroalga alami



Mikroalga Botryococcus braunii alami dapat tumbuh
maksimal pada pH 8 dengan jumlah sel 1375000 sel
setelah dibiakkan selama 1 minggu. Mikroalga
Botryococcus braunii alami tumbuh lambat pada pH <7
terbukti dengan jumlah sel yang sedikit dibandingkan
dengan pada pH 7 dan 8 ( jumlahnya< 1000000 sel).
Mikroalga Botryococcus braunii hasil mutasi UV-B
dapat tumbuh maksimal pada pH 4 dengan jumlah sel
1350000 sel dan tumbuh lambat pada pH 3 dengan
jumlah sel 675000 sel tetapi Mikroalga Botryococcus
braunii hasil mutasi UV-B pada pH 3 dapat bertumbuh
lebih baik daripada Botryococcus braunii alami.
Mikroalga Botryococcus braunii mutan dengan HNO;
dapat tumbuh maksimal pada pH 8 dengan jumlah sel =
1500000 sel dan tumbuh lambat pada pH 3 dengan
jumlah sel = 525000 sel.

Mikroalga Botryococcus braunii hasil mutasi HNO; lebih
cepat  pertumbuhannya  dibandingkan  mikroalga
Botryococcus braunii hasil mutasi UV- B.

Pada perhitungan jumlah sel dengan metode counting
chamber, hanya sel yang masih hidup yang di hitung
jumlahnya. Hal ini dapat diketahui pada warna mikroalga.
Pada kondisi pertumbuhan optimal, mikroalga akan
berwarna hijau tua pekat sedangkan mikroalga akan
berwarna hijau kekuningan bila kondisi pertumbuhannya
tidak optimal dan bahkan cenderung berwarna kuning
bila mati. Sehingga dari perhitungan jumlah sel yang di
hitung dapat di simpulkan bahwa sel mikroalga yang
terhitung adalah sel mikroalga yang hidup dikarenakan
warna mikroalga hijau tua pekat.
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V.2 Saran

1. Sebaiknya sebelum percobaan di mulai dilakukan
penyediaan bahan untuk mutasi yakni HNO2 karena
pemesanan bahan lama (sulit diperoleh) agar percobaan tidak
tertunda.

2. Pemberian Walne diberikan rutin setiap hari agar
mikroalga tidak kekurangan nutrisi. Sebab mikroalga yang
kekurangan nutrisi akan mati karena tidak mampu melakukan
fotosintesis.

3. Pembiakkan mikroalga sebaiknya dilakukan di dalam
aquarium atau botol yang memiliki tutup sebab bila tutup
reaktor tidak rapat akan menyebabkan media tumbuh
mikroalga tidak steril.

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
pengembangbiakkan mikroalga Botryococcus brauniimutan
dengan HNO; pada konsentrasi yang lebih tinggi untuk
mengetahui  apakah penyebab mikroalga mengalami
penurunan sel pada jam ke 100 — 120.

5. Perlu diadakan penelitian lebih lanjut untuk melakukan
mutasi mikroalga Botryococcus brauniidengan  berbagai
bahan mutasi yang lain agar diketahui mutagen yang
terbaik untuk melakukan mutasi mikroalga Botryococcus
braunii.

6. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk melakukan
mutasi mikroalga dengan spesies mikroalga yang berbeda dan
dibandingkan  hasilnya  dengan  mutan  mikroalga
Botryococcus braunii.
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APPENDIKS

A.1 Pembuatan Asam Sitrat 1 M

Bahan :

Asam Sitrat Padat
Agquades

Gelas ukur 100 mL
Erlenmeyer 250 mL

Perhitungan :

Mr Asam Sitrat (C¢HgO7) = 192
Asam Sitrat yang di inginkan : 1 M sebanyak 250 mL
M =nlv
1 =n/(0,25)
n = 0,25 mol (mol asam sitrat)
massa = mol x Mr asam sitrat
=0,25x192
=48 gram

Jadi, massa Asam sitrat yang diperlukan untuk membuat
Asam sitrat 1 M sebanyak 250 mL = 48 gram.

Selanjutnya menimbang Asam Sitrat sebanyak 48 gram
dan di encerkan dengan aguades hingga volumenya 250
mL.



A.2 Analisa Counting Chamber

Bahan :

Hemasitometer
Mikroskop Listrik
Gelas ukur 10 mL
Tabung Reaksi

Langkah - langkah :

Encerkan sample mikroalga yang akan di analisa dengan
gelas ukur

Ambil 1 mL sample dan encerkan dengan agquades hingga
volumenya 10 mL

Ambil 1 mL sample yang sudah diencerkan dan encerkan
lagi dengan aquades hingga volumenya 10 mL

Jadi pengenceran yang digunakan pengenceran 100 kali
Tuangkan Larutan yang diencerkan ke dalam tabung
reaksi

Tetapkan 5 titik di kotak yang tersedia pada
hemasitometer seperti pada gambar

Small square = 1/400 sg. mm 1/25sq. mm

Courting grid (central area)



http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/microscopy/cellcounti
ng.html (10Juni2014-13.19WIB)

- Hitung jumlah sel pada kotak yang
sudah ditentukan (A,B,C,D,E)

- Jumlahkan seluruh jumlah sel pada
kotak A, B, C, D, dan E

Perhitungan :

Jumlah sel/mm? = Jumlah sel pada 5 kotak x pengenceran yang
digunakan

0,04 x tebal hemasitometer

Contoh Perhitungan :

Misal jumlah sel pada 5 kotak = 14 dan pengenceran yang
dilakukan 100 kali

Jumlah sel/mm? = 14 x 100

0,04 mm x 0,1mm

Jumlah sel/ mm? = 350.000 sel/mm?


http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/microscopy/cellcounting.html%20(10
http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/microscopy/cellcounting.html%20(10

Tabel A.1 Jumlah sel Botryococcus braunii alami pada pH 3 — 8

pH media pH 3 pH 4 ph 5 pH 6 pH 7 pH 8

Jumlah Jumlah Jumlah Jumlah | Jumlah | Jumlah
T (Jam) sel sel sel sel sel sel

0 325000 | 325000 | 350000 | 325000 | 350000 | 350000
12 325000 | 350000 | 375000 | 375000 | 375000 | 550000
24 325000 | 375000 | 400000 | 475000 | 400000 | 750000
36 325000 | 400000 | 425000 | 575000 | 425000 | 800000
48 325000 | 425000 | 450000 | 600000 | 450000 | 850000
60 350000 | 450000 | 500000 | 650000 | 500000 | 900000
72 350000 | 475000 | 575000 | 700000 | 600000 | 950000
84 350000 | 500000 | 600000 | 750000 | 750000 | 1000000
96 350000 | 550000 | 675000 | 800000 | 900000 | 1050000
108 350000 | 575000 | 725000 | 825000 | 950000 | 1100000
120 350000 | 575000 | 750000 | 850000 | 1000000 | 1150000
132 350000 | 575000 | 775000 | 875000 | 1050000 | 1200000
144 350000 | 575000 | 800000 | 900000 | 1100000 | 1250000
156 350000 | 575000 | 825000 | 925000 | 1150000 | 1325000
168 350000 | 575000 | 825000 | 950000 | 1175000 | 1375000




Tabel A.2 Jumlah sel Botryococcus braunii hasil mutasi dengan
UV padapH 3-8

H

ngdm pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah

t(Jam) sel sel sel sel sel sel
0 325000 | 350000 | 350000 | 325000 | 325000 | 350000
12 350000 | 375000 | 375000 | 350000 | 400000 | 375000
24 375000 | 400000 | 400000 | 375000 | 425000 | 425000
36 400000 | 475000 | 425000 | 400000 | 475000 | 450000
48 450000 | 525000 | 450000 | 450000 | 500000 | 475000
60 475000 | 675000 | 500000 | 500000 | 525000 | 500000
72 500000 | 750000 | 550000 | 575000 | 550000 | 625000
84 525000 | 825000 | 600000 | 650000 | 725000 | 700000
96 550000 | 900000 | 650000 | 700000 | 775000 | 825000
108 600000 | 1200000 | 700000 | 750000 | 825000 | 900000
120 625000 | 1225000 | 750000 | 800000 | 875000 | 1000000
132 650000 | 1250000 | 800000 | 850000 | 925000 | 1100000
144 675000 | 1300000 | 850000 | 900000 | 975000 | 1200000
156 675000 | 1325000 | 875000 | 925000 | 1025000 | 1300000
168 675000 | 1350000 | 900000 | 950000 | 1050000 | 1325000




Tabel A.3 Jumlah sel Botryococcus braunii hasil mutasi dengan
HNO; pada pH 3 -8

H

ngdm pH 3 pH4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah | Jumlah

t (Jam) sel sel sel sel sel sel
0 400000 | 350000 | 350000 | 350000 | 375000 | 350000
12 400000 | 400000 | 375000 | 400000 | 425000 | 425000
24 425000 | 500000 | 400000 | 425000 | 500000 | 550000
36 450000 | 650000 | 425000 | 475000 | 600000 | 600000
48 450000 | 800000 | 500000 | 550000 | 675000 | 700000
60 475000 | 1000000 | 625000 | 650000 | 825000 | 850000
72 500000 | 1100000 | 700000 | 750000 | 1025000 | 925000
84 525000 | 1200000 | 800000 | 850000 | 1125000 | 1100000
96 525000 | 1200000 | 900000 | 900000 | 1225000 | 1300000
108 525000 | 1200000 | 950000 | 950000 | 1300000 | 1400000
120 525000 | 1150000 | 975000 | 1000000 | 1375000 | 1500000
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