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ABSTRACT

Microalgae has high content of vegetable oil. The extraction of microalgae oil can be more efficient with
the cell wall destruction, it was aimed to freeing oil that locked inside the cells and be soluble in organic
solvent (n-hexane). The study aimed to determined the microalgae growth, the influence of different pH
and different species of microalgae with extraction using microwave on oil production by Botryococcus
braunii and Nannochloropsis sp. Experimental method with the randomized design was used in this
study. The cultivation was performed until the stationery phase is reached so that the biomass can be
harvested for oil extraction. The oil compound analysis is conducted using GC-FID. The data in this
study has been tested by SPSS 16.0 with t-test and anova two ways. The statistic result showed that there
is no differences in cell density of Botryococcus braunii and Nannochloropsis sp. (p= 0,163), likewise
with there is no differences in amount of oil extract by Botryococcus braunii and Nannochloropsis sp.
(p= 0,323). However, different results are pH treatment influencing oil extraction result (p= 0,006).
Composition of fatty acid in Nannochloropsis sp. was dominated by saturated fatty acids, while the

fatty acid composition of Botryococcus braunii was equal between saturated an unsaturated fatty acid.
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PENDAHULUAN

Mikroalga memiliki potensi yang besar dan berpeluang untuk dikembangkan untuk keperluan riset

dan teknologi sebagai bahan biodiesel. Biodiesel dari mikroalga hampir mirip dengan biodiesel

yang diproduksi dari tumbuhan penghasil minyak (jarak pagar, sawit, dan lain-lain), sebab

semua biodiesel diproduksi dari triasilgliserida yang merupakan minyak nabati (Chisty, 2007).

Pengembangan mikroalga sebagai sumber biodiesel mempunyai beberapa keunggulan, yaitu

kecepatan pertumbuhan yang tinggi sehingga masa panennya cepat, mempunyai kandungan lipid

yang tinggi, ramah lingkungan, nilai emisinya rendah, dan dapat diperbarui (Widianingsih et al.,



2012). Mikroalga jenis Botryococcus braunii memiliki kandungan minyak sebesar 25-75% dan
Nannochloropsis sp. 20-35% dari berat kering (Chisty, 2007), selain itu mikroalga mempunyai
beberapa keuntungan, diantaranya pertumbuhan yang lebih cepat dan tidak akan menghabiskan
banyak lahan darat (Wijanarko dan Putri, 2012).

Hal yang penting diperhatikan dalam produksi minyak mikroalga adalah pemilihan jenis
mikroalga, proses kultivasi dan ekstraksi minyak. Pemilihan jenis mikroalga yang mempunyai
kandungan minyak yang tinggi sangat penting, hal ini berkaitan dengan karakteristik minyak dan
keuntungan dalam ekstraksi. Kultivasi dilakukan untuk pertumbuhan mikroalga dan penentuan
fase pertumbuhan yang tepat untuk pemanenan biomassa sebagai bahan baku ekstraksi minyak.
Ekstraksi minyak mikroalga saat ini masih menjadi kendala sehingga hasil ekstraksi minyak masih
sangat kurang seperti yang diharapkan. Hal tersebut dikarenakan mikroalga merupakan organisme
sel tunggal yang memiliki dinding sel yang sulit untuk dirusak (Sheehan et al.,1998). Dinding sel
mikroalga perlu dihancurkan untuk membebaskan minyak yang terkurung di dalam sel sehingga
dapat larut dengan pelarut organik non polar seperti n-heksana.

Penghancuran dinding sel mikroalga secara efisien dapat dilakukan secara mekanik
dan kimiawi. Salah satu proses pemecahan dinding sel secara mekanik adalah menggunakan
alat microwave. Menurut Lee et al. (2009), bahwa metode ekstraksi menggunakan microwave
merupakan cara yang paling mudah dan efisien untuk proses ekstraksi minyak dari mikroalga. Secara
kimiawi proses ekstraksi dapat dilakukan dengan perbedaan tingkat keasaman (acid treatment).
Ekstraksi minyak dengan teknik mekanik melalui penggunaan microwave dan teknik kimiawi
dengan perlakuan asam dilakukan dalam penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pH pada proses
pemecahan dinding sel menggunakan alat microwave sehingga diharapkan dapat mengoptimalisasi
minyak hasil ekstraksi.

METODOLOGI PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan (BBP4BKP) Petamburan, Slipi,
Jakarta Barat pada bulan Juni -Agustus 2014.

Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen dengan desain
penelitian rancangan acak lengkap (RAL).

Cara Kerja Penelitian

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah : aerator, sentrifuge, sonikator, autoklaf,
Haemocytometer Neubauer, hand counter, kuvet kaca, filter paper, mikroskop, vortex, wadah
kultivasi, corong pemisah, kertas pH dan desikator. Bahan-bahan yang digunakan adalah stok biakan
murni Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp., pupuk conwy, aquades, alkohol, asam sitrat,
NaNO3, NaHPO4 2H20, Na-EDTA, H3BO4, FeCl3.6H20, MnCl2.4H20, dan NaOH. Adapun
langkah-langkah kerja yang dilakukan adalah sebagai berikut:



a. Pembuatan Pupuk Conwy

Larutan A dibuat dengan melarutkan 100 g NaNO3, 20 g NaHPO4.2H20, 45 g Na-EDTA,
33,6 g H3BO, 0,78 g FeCl3.6H20, 0,36 g MnCl2.4H20 dalam 1000 ml akuades dengan cara
dipanaskan hingga mendidih dan tercampur merata. Pembuatan larutan B dilakukan dengan
melarutkan 2,1 g ZnCI2 , 2,0 g CoCI2 6H20, 0,9 g CuSO4.5H20 dan 0,9 g (NH4) M7024.4H20,
dalam 100 ml aquades dengan cara dipanaskan. Pupuk Conwy dibuat dengan penambahan 1 ml
larutan B ke dalam 1000 ml Larutan A (Amini, 2005).

b. Kultivasi Mikroalga

Tahap awal kultivasi dilakukan dengan menyiapkan 3 wadah (drum) untuk tiap jenis
mikroalga. Media yang digunakan adalah air dengan salinitas 25 ppt sebanyak 50 liter dan telah
disterilkan menggunakan kaporit 10 ppm. Pengeaerasian dilakukan selama + 3 hari dan juga dapat
ditambahkan Natrium thiosulfat untuk menetralisir kandungan klor dalam media.

Pemberian pupuk conwy untuk tiap 1 liter media sebanyak 1 ml. Mikroalga Botryococcus
braunii dan Nannochloropsis sp. yang diperoleh dari kultur murni Laboratorium BBP4BKP
dikultivasi dengan kepadatan awal 106 sel/ml. Kultivasi dilakukan secara outdoor dengan
pencahayaan menggunakan cahaya matahari serta pengaerasian secara terus-menerus.

c. Perhitungan Kepadatan Sel dan Laju Pertumbuhan B. braunii dan Nannochloropsis sp.

Perhitungan kepadatan sel mikroalga menggunakan alat Haemocytometer Neubauer. Kultur
sel mikroalga diambil beberapa ml dan meneteskan pada Haemocytometer Neubauer menggunakan
pipet tetes. Kepadatan sel dihitung dengan persamaan berikut:

Keterangan:
n~ /10.000 n= total sel hasil perhitungan
(—) < > = sel/ml X = faktor divisi berdasarkan persentase dari masing-mas-
X 1 ing kisi perhitungan yang digunakan pada penelitian ini yaitu

25% dengan faktor divisi = 1.

Laju pertumbuhan (k) sel dihitung dengan persamaan sebagai berikut (Oh-Hama & Miyachi,
1992) :

Keterangan:
N = Kepadatan sel pada waktu t ( sel/ml)
log 101% NO = Kepadatan sel awal (sel/ml)
T —To X 3.32 t = Waktu (Hari)
t0 = Waktu awal (Hari)
3,32 = Nilai Konstanta.

d. Pemanenan Biomassa

Proses pemanenan dilakukan dengan penambahan zat koagulan NaOH dengan dosis 50 ppm
ke dalam media agar terjadi pengendapan (flokulasi). Campuran mikroalga dan NaOH diaerasi
selama kurang lebih 1 jam kemudian didiamkan selama 1 hari hingga mengendap. Biomassa
disaring menggunakan kain satin. Biomassa mikroalga yang terkumpul kemudian disentrifugasi
pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Biomassa mikroalga dibiarkan hingga mengendap
sehingga terbagi menjadi dua lapisan, yaitu lapisan atas jernih dan lapisan bawah berwarna hijau



yang merupakan biomassa mikroalga. Lapisan atas yang jernih dibuang secara perlahan dan
dihasilkan hanya biomassa basah mikroalga saja. Biomassa tersebut dikering anginkan selama 24
jam dibawah pencahayaan cahaya matahari.

e. Kadar Air Mikroalga.

Kadar air biomassa yaitu besar kandungan air di dalam biomassa mikroalga per satuan berat
tertentu dinyatakan dalam persen (%). Cawan porselen ditimbang dan diberi kode, kemudian
cawan dikeringkan pada temperatur 105°C pada oven selama 30 menit dan didinginkan dalam
desikator selama 20 menit. Biomassa sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam cawan porselen dan
ditimbang, kemudian dikeringkan pada suhu 105°C selama 24 jam dan selanjutnya didinginkan
dalam desikator. Biomassa kembali ditimbang ulang. Penentuan kadar air dilakukan dengan
perhitungan menggunakan rumus (AOAC, 1999) :

Keterangan:
a = berat (cawan porselen + sampel) sebelum dikeringkan (g)

b = berat (cawan porselen + sampel) setelah dikeringkan (g)
¢ = berat sampel (g)

Kadar air (%) = a—;b x 100%

f. Ekstraksi Minyak dari Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.

Biomassa hasil pemanenan ditimbang dan dibagi sama rata untuk tiap perlakuan pH 5, 7, dan
9. Menurunkan pH dilakukan dengan penambahan asam sitrat dan menaikkan pH dilakukan dengan
penambahkan NaOH hingga mencapai derajat keasaman yang diinginkan. Waktu perendaman
pada tiap perlakuan pH =10 menit. Perlakuan pH dilakukan untuk memberi perlakuan terhadap
dinding sel sebelum dilakukan dengan bantuan metode MAE (Microwave-assisted extraction)
menggunakan alat microwave dengan panjang gelombang 2450 MHz pada suhu 75 °C selama 10
menit.

Maserasi dilakukan selama 24 jam dengan perbandingan pelarut n-heksana dengan biomassa
yaitu 1:1. Pemisahkan pelarut n-heksana dengan biomassa dengan cara mensentrifugasi. Larutan
n-heksana yang telah terkandung minyak dan telah terpisah dari biomassa dipisahkan kembali
menggunakan evaporator sampai semua pelarut n-heksana menguap dan yang tersisa adalah
minyaknya saja (Lee, 2009). Rumus perhitungan kadar minyak :

Keterangan:
a = berat botol + minyak (g)

b = berat botol kosong (g)
¢ = berat sampel (g) (AOAC, 1999)

Kadar minyak (%) = aT_b x 100%

g. Analisis Asam lemak Minyak Mikroalga menggunakan GC-FID

Analisa GC-FID ini menggunakan SHIMADZU GC-FID 2010. Minyak mikroalga sebelum
dianalisis terlebih dahulu dilakukan proses transesterifikasi atau diderivatisasi. Proses preparasi
sampel minyak mikroalga dapat dilihat pada Gambar 10. Sistem GC yang dipergunakan adalah
kolom kapiler DB-WAX (30m x 0.25 mm LD). Program suhu oven adalah dengan suhu awal 140°C
selama 5 menit, lalu dinaikkan hingga 240°C dengan kecepatan 40°C/menit. Kolom menggunakan
helium sebagai fase gerak dengan suhu injektor dan detector yang diatur pada suhu 240°C.



Injeksi sampel dilakukan sebanyak 2 pl dengan metode split sebanyak 50:1. Identifikasi
senyawa asam lemak dilakukan dengan perbandingan puncak area ke standar metil ester asam
lemak atau waktu retensi asam lemak standar FAME dengan sampel.

HASIL PENELITIAN

Pertumbuhan Mikroalga

Kultivasi mikroalga dilakukan di luar ruangan (outdoor) pada media air dengan salinitas
25 ppt sebanyak 50 liter. Penghitungan kepadatan sel untuk mengetahui pertumbuhan mikroalga.
Kepadatan sel awal Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. adalah 106 sel/ml.

a. Kepadatan Sel Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.

Kepadatan sel merupakan jumlah sel mikroalga yang dinyatakan dalam log sel/ml. Gambar 1.
memperlihatkan kurva kepadatan sel mikroalga pada Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.
Peningkatan kepadatan sel terjadi sejak hari pertama kultivasi. (Puncak kepadatan sel Botryococcus
braunii mencapai 6,67 log sel/ml pada hari ke-15 kultivasi sedangkan Nannochloropsis sp. mencapai
6,60 log sel/ml pada hari ke-17. Kepadatan sel pada hari ke 18 menunjukkan fase stasioner atau
jumlah sel cenderung konstan karena telah terjadi penurunan pembelahan sel secara bertahap.

b. Parameter Lingkungan Media Kultivasi

Data parameter lingkungan media tumbuh untuk kultivasi Botryococcus braunii dan
Nannochloropsis sp. disajikan pada Tabel 1. Pengukuran suhu selama kultivasi berkisar antara
25-30° C. Sumber pencahayaan yang digunakan untuk kultivasi adalah cahaya matahari dengan
intensitas 6500 lux (Tabel 1). Salinitas awal pada media kultivasi yaitu 25 ppt dan mengalami
kenaikan selama proses kultivasi hingga mencapai 30 ppt pada kedua jenis mikroalga (Tabel 1).
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Gambar 1. Kurva Kepadatan Sel Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. selama 18 hari kultivasi.

Kandungan Minyak Mikroalga

a. Kadar Minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.
Hasil rerata kadar minyak dari ekstraksi 25 gram biomassa kering Botryococcus braunii
dengan tingkat keasaman (pH) 5, 7 dan 9 berturut-turut adalah 1,59% ; 1,37% ; dan 0,62%. Kadar



minyak Botryococcus braunii tertinggi terjadi pada pH 5 dan terendah pada pH 9 (Gambar 2).
Hasil rerata kadar minyak dari ekstraksi 25 gram biomassa kering Nannochloropsis sp. dengan
tingkat keasaman (pH) 5, 7, dan 9 berturut-turut adalah 1,49 % ; 0,94% ; dan 0,51%. Kadar minyak
Nannochloropsis sp. tertinggi terjadi pada pH 5 dan terendah pada pH 9 (Gambar 2).

Tabel 1. Parameter lingkungan media kultivasi

Parameter Botryococcus braunii (Hari ke 1-18) ~ Nannochloropsis sp. (Hari ke 1-18)
Suhu 25-30°C 25-30° C

Salinitas 25-30 ppt 25-30 ppt

Intensitas Cahaya 6500 Lux 6500 lux

b. Kandungan Asam Lemak pada Minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp

Analisis kandungan asam lemak diambil dari hasil minyak tertinggi yaitu pada pH 5 jenis
Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. Prinsip analisis komposisi asam lemak menggunakan
GC-FID adalah mengubah komponen asam lemak menjadi senyawa derivat metil ester asam lemak
(Fatty Acid Methyl Esther atau FAME). Hasil analisis uji GC-FID ditunjukkan pada Tabel 2 dan
Tabel 3.
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Gambar 2. Kadar Minyak Hasil Ekstraksi Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.

Profil asam lemak Botryococcus braunii terdiri 14 jenis asam lemak berbeda yaitu 8 jenis
asam lemak tak jenuh dan 6 jenis asam lemak jenuh (Tabel 2). Persentase profil asam lemak terbesar
yaitu Methyl Pentadecanoate (29,792%) dan persentase terkecil yaitu Methyl Decanoate (0,339%)
(Tabel 2). Profil asam lemak Nannochloropsis sp. terdiri dari 9 jenis asam lemak berbeda yaitu 3
jenis asam lemak tak jenuh dan 6 jenis asam lemak jenuh (Tabel 3). Persentase profil asam lemak
terbesar yaitu Methyl Laurate (60,528%) dan persentase terkecil yaitu Methyl cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaenoic acid methyl ester (EPA) (0,574%) (Tabel 3).

PEMBAHASAN
Pertumbuhan Mikroalga
a. Kepadatan Sel Mikroalga

Pertumbuhan dari organisme hidup didefinisikan sebagai pertambahan massa atau ukuran
diikuti oleh dengan sintesis makromolekul dan menghasilkan struktur organisme yang baru.



Pertumbuhan mikroalga umumnya diukur dari kepadatan sel pada setiap volum kultur (Log sel/
ml). Setiap jenis mikroalga memiliki kemampuan berbeda dalam mengkonsumsi media tumbuh
yang ditambahkan ke dalam wadah kultivasi sehingga menyebabkan perbedaan kepadatan sel.
Nilai kepadatan sel diturunkan dengan pendekatan logaritma (Log) kemudian diplotkan ke dalam
suatu grafik sehingga didapatkan kurva pertumbuhan. Kurva pertumbuhan Botryococcus braunii
dan Nannochloropsis sp. disajikan pada Gambar 1.

Kultivasi Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. memiliki kepadatan sel awal yang
sama yaitu + 1x106 sel/ml. Kepadatan sel kedua mikroalga tersebut terus mengalami peningkatan
hingga mencapai puncak populasi 6,67 log sel/ml pada Botryococcus braunii di hari ke-15 kultivasi
sedangkan Nannochloropsis sp. 6,60 log sel/ml di hari ke-17.

|Tabel 2. Profil Asam Lemak Botryococcus braunii

Senyawa Konsentrasi % Jenis Asam Lemak
Methyl Octanoate 41,745 0,756 Asamlemak Jenuh
Methyl Decanoate 18,743 0,339 Asamlemak Jenuh

21,39 Asamlemak Jenuh
Methyl Tridecanosate 1181,657 8

29,79  Asamlemak Jenuh
Methyl Pentadecanoate 1645,129 2
Methyl Heptadecanoate 103,152 1,565 AsamlemskJenuh
Methyl Behenate 79,658 1,443 Asamlemsk Jenuh
Methyl Linolenat 273,018 4,544 Asamlemsk TakJenuh
cis-10-Pentadecenoic scid methyl 32,082 0,581 AsamLlemsk Tak Jenuh
astar

11,93 Asamlemak Tak Jenuh
cis-10-Heptadecanoic acid methyl 659,024 4
astar
Methyl Arachidate 505,943 9,162 Asamlemak Tak Jenuh
NMethyl Palmitoleate 266,565 4,809 Asamlemak TakJenuh
ciz-11,14,17-Eicosatrianoic acid 174,236 3,155 As=amlemak Tak.Jenuh
methylestar
Methyl cis-5,8,11,14,17- 263,016 4,763 AsamLlemsk Tak Jenuh
Eicosapentaenoic acid methylester
[EPA)

ciz-13, 16-docosadienaic acid 279,108 5,054 Asamlemak Tak Jenuh

methyl ester ; methyl nervonate
Total 522,086 100

-

Gambar 1 menunjukkan bahwa Botryococcus braunii dari awal kultivasi mengalami
peningkatan kepadatan sel sejak hari ke-2 kultivasi hingga hari ke-15. Botryococcus braunii
diduga mengalami fase adaptasi yang singkat atau tidak terlihat karena peningkatan kepadatan
sel terjadi dari awal kultivasi. Hal ini dimungkinkan mikroalga tersebut telah mampu beradaptasi
dengan lingkungan kultivasi dan langsung mengalami fase eksponensial. Selama fase ini sel
membelah dengan cepat, sel-sel dalam keadaaan stabil dan jumlah sel bertambah. Pembelahan
sel terjadi pada fase ini dikarenakan nutrien dan lingkungan kultivasi pertumbuhan mikroalga
masih mendukung. Hari ke-16 dan ke-17 kepadatan sel mulai mengalami awal fase stasioner
hingga akhir fase stasioner pada hari ke-18. Fase ini ditandai dengan penurunan dibandingkan
dengan fase eksponensial dan laju reproduksi sama dengan laju kematian sehingga penambahan
dan pengurangan jumlah mikroalga seimbang sehingga kepadatan relatif konstan. Peningkatan
kepadatan sel Nannochloropsis sp. masih rendah pada hari ke-2 sampai ke-6. Hal ini dikarenakan
awal kultivasi Nannochloropsis sp. mengalami fase adaptasi (lag) sehingga pertumbuhan sel lambat



dikarenakan alokasi energi dipusatkan untuk penyesuaian diri terhadap media kultur yang baru dan
untuk pemeliharaan sehingga hanya sebagian kecil energi yang digunakan untuk pertumbuhan.
Menurut Kastanek et al., (2010), fase adaptasi terjadi pada awal kultivasi terhadap lingkungan yang
baru. Fase eksponensial dimulai pada hari ke-9 kultivasi. Kepadatan sel Nannochloropsis sp. mulai
terjadi peningkatan hingga hari ke-17. Hari ke-18 terlihat terjadi penurunan kepadatan sel yang
diperkirakan memasuki fase awal stasioner.

Kultivasi kedua mikroalga tersebut dilakukan hingga mencapai fase stasioner. Hal tersebut
dilakukan untuk penentuan fase yang tepat dalam pemanenan biomassa. Pemanenan biomassa
mikroalga dilakukan pada fase stasioner dikarenakan pada fase ini terjadi akumulasi metabolisme
sekunder seperti lipid sehingga biomassa dapat dijadikan bahan baku untuk ekstraksi minyak dari
mikroalga. Hal ini diperkuat oleh pernyataan Guzman et al. bahwa pada fase stasioner telah terjadi
penurunan pembelahan sel secara bertahap dan sel mulai menyimpan hasil metabolit dalam bentuk

lipid.
Tabel 3. Profil Asam Lemak Mannochloropsis sp.
Senyawa Konsentrasi % Jenis Asam Lemak
Methyl Decanoate 341,282 3,627 Asamlemsk Jenuh
Methyl Laurate 5694,984 60,528 AsamLemsk Jenuh
Methyl Tndecanoate 814,269 8,864 Asamlemsk Jenuh
Methyl Pentadecanoate 1594,601 16,948 AsamLemsk Jenuh
Methyl Arachidate 390,794 4,153 AsamLlemak Jenuh
Methyl Behenate 61,477 0,653 Asamlemsak Jenuh
Methyl Linolenat 141,653 1,506 Asamlemsk Tak Jenuh
Methylcis-5,8,11,14 17 53,960 0,574 Asamlemsk Tak Jenuh
Eicosapentaenoic acid methyl
ester (EPA)
cis-13,16-docosadienoic acid 316,814 3,357 Asamlemsk Tak Jenuh

methyl ester; methyl nervonate

Total 9408834 100

b. Parameter Lingkungan Media Selama Kultivasi

Berdasarkan hasil uji t data kepadatan sel Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. tidak
menunjukkan adanya perbedaan. Kedua mikroalga tersebut sama-sama dapat tumbuh baik dengan
penambahan kepadatan sel selama kultivasi atau mengalami fase-fase pertumbuhan seperti fase lag,
fase eksponensial dan fase stasioner. Hal tersebut dapat terjadi diduga selama penelitian ini proses
kultivasi mikroalga faktor lingkungan seperti cahaya, salinitas, dan suhu dipertahankan kondisinya
pada keadaan optimum bagi pertumbuhan mikroalga sehingga pertumbuhan dapat berjalan dengan
baik dan tidak terdapat kontaminan yang tidak diinginkan selama proses kultivasi berlangsung
(Tabel 1). Menurut Richmond (1988), faktor lingkungan sekitar sangat penting diperhatikan karena
sangat mempengaruhi terhadap pertumbuhan dan perkembangbiakan mikroalga.

Kondisi suhu lingkungan selama kultivasi Botryococcus braunii berkisar 25-30°C. Suhu
berfluktuasi dikarenakan siklus penyinaran harian matahari terhadap lingkungan dan kultur. Kisaran
suhu tersebut masih merupakan rentang optimum pertumbuhan Botryococcus braunii sehingga
mampu tumbuh dengan baik. Hal tersebut diperjelas oleh Lupi et al. (1991) bahwa kisaran optimal



suhu untuk pertumbuhan Botryococcus braunii adalah 25-30°C.

Kondisi salinitas awal pada media kultivasi Botryococcus braunii yaitu 25 ppt dan mengalami
peningkatan mencapai 30 ppt selama kultivasi. Fluktuasi salinitas ini diduga karena adanya proses
penguapan yang dipercepat dengan pengaerasian dan fluktuasi penyinaran matahari. Botryococcus
braunii dapat tumbuh dengan salinitas berkisar 0-30 ppt sehingga mikroalga ini mampu tumbuh
dengan baik dengan salinitas berkisar 25-30 ppt dan masih dalam rentang salinitas pertumbuhan.
Apabila salinitas melebihi dari rentang pertumbuhan dimungkinkan Botryococcus braunii tidak
dapat mentoleransi sehingga tumbuh dengan tidak baik atau mati. Menurut Hart et al. (1991),
Botryococcus braunii menunjukkan penurunan pertumbuhan pada salinitas yang lebih tinggi yang
disebabkan karena menurunnya proses fotosintesis.

Intensitas cahaya yang digunakan pada saat kultivasi 6500 lux. Pertumbuhan Botryococcus
braunii yang terjadi optimum pada intensitas cahaya tersebut. Energi cahaya merupakan faktor
penting untuk pembentukan biomassa alga. Proses fotosintesis Botryococcus braunii menggunakan
klorofil untuk mengubah sumber CO2 menjadi biomassa dengan bantuan energi cahaya matahari
dan senyawa mikronutrien.

Kondisi suhu lingkungan kultivasi pada Nannochloropsis sp. mengalami fluktuasi
pada kisaran 25-30°C (Tabel 1). Kirasan suhu tersebut masih dalam kondisi optimum untuk
pertumbuhan Nannochloropsis sp. sehingga dapat tumbuh dengan baik yang ditandai penambahan
jumlah kepadatan tiap harinya selama kultivasi. Menurut Converti (2009) dan Elzenga (2000),
Nannochloropsis sp. dapat tumbuh optimum pada suhu 25-30°C dan masih dapat hidup hingga
suhu 40°C tetapi tidak dapat tumbuh dengan baik. Suhu merupakan salah satu faktor lingkungan
yang penting untuk mempengaruhi tingkat pertumbuhan dan metabolisme mikroalga. Suhu juga
mempengaruhi daya larut gas-gas yang diperlukan untuk fotosintesis, seperti CO2 dan O2. Gas-gas
ini mudah terlarut pada suhu rendah daripada suhu tinggi, akibatnya laju fotosintesis meningkat
pada suhu rendah (Suseno, 1976).

Selama proses kultivasi Nannochloropsis sp., kondisi salinitas berkisar 25-30 ppt. Kisaran
tersebut Nannochloropsis sp. dapat tumbuh dengan baik. Menurut Converti (2009) dan Elzenga
(2000), kisaran salinitas optimum Nannochloropsis sp. berkisar 25-30 ppt. Setiap mikroalga
memiliki kondisi salinitas optimum yang berbeda-beda, hal ini dikarenakan tingkat ketahanan
setiap mikroalga terhadap perubahan lingkungan juga berbeda-beda. Semakin tinggi perbedaan
salinitas dengan habitat asal maka adaptasi yang dilakukan mikroalga akan semakin berat begitu
pula sebaliknya. Akibat dari proses adaptasi yang berat yaitu proses pertumbuhan dan reproduksi
mikroalga tersebut terganggu. Salinitas berpengaruh terhadap tekanan osmosis dan mekanisme
osmoregulasi yang secara langsung akan mempengaruhi proses metabolisme yang berakibat
terhadap penurunan pertumbuhan populasi.

Nannochloropsis sp. dikultivasi dengan intensitas cahaya 6500 lux. Intensitas cahaya tersebut
masih merupakan rentang optimum pertumbuhan Nannochloropsis sp. Kebutuhan akan cahaya
bervariasi tergantung kedalaman kultur dan kepadatannya. Intensitas cahaya merupakan sumber
energi dalam proses fotosintetis yang berguna untuk pembentukan senyawa karbon organik.
Menurut Sujiharno (2007), Nannochloropsis sp. dapat tumbuh baik dengan intensitas cahaya



1.000-10.000 lux.
Kandungan Minyak dan Analisis Asam Lemak Mikroalga

a. Minyak Hasil Ekstraksi Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.

Hasil rerata berat biomassa kering dari pemanenan Botryococcus braunii yaitu 157,5 gram
sedangkan Nannochloropsis sp. menghasilkan 145,11 gram dalam media 50 liter. Pemanenan
biomassa mikroalga dilakukan hingga mencapai fase stasioner yang memiliki kadar total lipid yang
lebih besar dibandingkan dengan fase eksponensial karena pada fase ini terjadi akumulasi metabolit
seperti lipid. Menurut Panggabean, (2011) bahwa produksi lipid atau penumpukan cadangan lemak
terjadi pada fase stasioner yaitu ketika nutrien utama seperti nitrogen untuk sintesa protein atau
untuk produksi biomasa sudah tidak mencukupi lagi.

Ekstraksi minyak mikroalga pada penelitian ini dilakukan dengan upaya optimalisasi proses
pemecahan dinding sel agar mempermudah minyak dapat keluar dari sel dan larut dengan pelarut
n-Heksana. Ekstraksi dilakukan secara mekanik dengan menggunakan microwave dengan bantuan
gelombang mikro yang dapat membantu dalam proses pemecahan dinding sel. Lee et al. (2010)
melaporkan bahwa pemecahan dinding sel menggunakan microwave merupakan cara yang paling
mudah dan efisien untuk proses ekstraksi minyak dari mikroalga. Namun hasil ekstraksi masih
kurang memuaskan sehingga kombinasi dalam ekstraksi diperlukan seperti penambahan perlakuan
pH.

Berdasarkan hasil uji statistik Anova Dua Arah menunjukkan bahwa faktor perlakuan pH
berpengaruh terhadap kadar minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. Gambar
2 memperlihatkan perbedaan kadar minyak Botryococcus braunii pada tiap pH. Kadar minyak
dengan persentase terbesar adalah pH 5 (1,59%) dan terkecil pada pH 9 (0,62%). Hal yang sama
juga terjadi pada kadar minyak hasil ekstraksi minyak Nannochloropsis sp. yaitu persentase terbesar
pada pH 5 (1,49%) dan persentase terkecil pada pH 9 (0,51%).

Penelitian ini menunjukkan perlakuan perbedaan tingkat keasaman dapat membantu
meningkatkan efektivitas proses ekstraksi minyak dari sel mikroalga. Semakin rendah pH
(kondisi asam) perendaman biomassa maka semakin tinggi minyak yang dihasilkan (Gambar
12). Kondisi asam mengakibatkan semakin banyak dinding sel yang terdegradasi dan semakin
banyak kandungan minyak yang terekstrak oleh pelarut n-heksana. Menurut Lakitan (1996),
kondisi pH yang rendah akan mengaktifkan enzim yang mematahkan ikatan antara polisakarida
pembentuk dinding sehingga terjadi pelonggaran dinding sel dan kekakuan dinding sel berkurang.
Hal ini diperkuat oleh Salisbury dan Ross, (1995) bahwa pH rendah ini diduga bekerja dengan
mengaktifkan beberapa enzim perusak dinding sel tertentu, yang tidak aktif pada pH tinggi. Enzim
tersebut diduga memutuskan ikatan pada polisakarida dinding, sehingga memungkinkan dinding
lebih mudah merenggang.

Berdasarkan hasil uji statistik anova dua arah menunjukkan bahwa faktor spesies tidak
berpengaruh signifikan terhadap kandungan minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis
sp. Hasil kadar minyak antara kedua mikroalga tersebut tidak jauh berbeda. Menurut Derenne et
al. (1992) faktor lingkungan yang sangat berpengaruh terhadap produksi lipid seperti salinitas,
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fotoperiod, intensitas cahaya, nitrogen, dan suhu. Kawaroe et al. (2010) juga mengatakan bahwa
akumulasi lemak dalam mikroalga mempunyai kecenderungan untuk meningkat jika organisme
tersebut mengalami tekanan (Kawaroe, et al., 2010).

b. Asam Lemak yang Terkandung pada Minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp.

Hasil pengujian GC-FID didapatkan data komposisi profil asam lemak atau metil ester asam
lemak mikroalga dari Botryococcus braunii dengan total konsentrasi asam lemak sebesar 5522,086
pug/ml dengan presentase asam lemak jenuh sebesar 55,597% dan asam lemak tidak jenuh sebesar
44,403% (Tabel 2). Perbedaan presentase asam lemak tak jenuh dengan asam lemak jenuh tidak
terlalu jauh dan hampir berimbang.

Nannochloropsis sp. memiliki total konsentrasi asam lemak sebesar 9408,834 ng/ml dengan
presentase asam lemak jenuh 85,909% dan asam lemak tidak jenuh 14,091% sehingga asam lemak
jenuh lebih mendominasi dibandingkan asam lemak tidak jenuh (Tabel 3).

Profil asam lemak yang terkandung dalam minyak mikroalga berkaitan dengan properti
biodiesel yang dihasilkan. Asam lemak tak jenuh memiliki titik cair yang lebih rendah dibandingkan
dengan asam lemak jenuh sehingga memiliki kemampuan mengalir yang baik pada suhu rendah.
Hal sebaliknya terjadi dengan asam lemak jenuh yang memiliki titik cair yang tinggi sehingga
pada suhu rendah akan cenderung tidak berbentuk cair atau menjadi gel. Menurut Hu et al. (2008)
dan Chinnasamy et al. (2010) bahwa asam lemak jenuh akan cenderung berbentuk gel pada suhu
rendah namun menghasilkan biodiesel dengan kestabilan oksidatif yang tinggi.

Berdasarkan hasil penelitian terhadap kejenuhan asam lemak dari minyak mikroalga yang
dihasilkan maka yang paling berpeluang menghasilkan biodiesel dengan properti yang baik adalah
minyak Botryococcus braunii yang memiliki asam lemak jenuh yang hampir seimbang asam lemak
tidak jenuh. Hal tersebut diharapkan biodiesel yang akan dihasilkan memiliki stabilitas oksidatif
yang baik namun masih memiliki kemampuan mengalir pada suhu rendah.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Kultivasi Botryococcus braunii memiliki pertumbuhan kepadatan sel yang lebih tinggi
dibandingkan dengan Nannochloropsis sp.

2. pH mempengaruhi kadar minyak Botryococcus braunii dan Nannochloropsis sp. pada ekstraksi
menggunakan microwave.

3. Komposisi asam lemak pada Botryococcus braunii memiliki asam lemak jenuh dan tak jenuh
yang seimbang sedangkan Nannochloropsis sp. didominasi oleh asam lemak jenuh.
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