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Abstrak
Mikroalga memiliki kandungan lemak (lipid) dan asam lemak (fatty acid) yang dapat dikonversi menjadi salah satu energi alternative biodiesel. Biodiesel adalah bahan bakar alternatif yang tidak beracun dan dapat terurai secara alami. Kelimpahan dan pertumbuhan mikroalga Chorella Sp. yang sangat cepat dinilai ideal dan potensial untuk dijadikan sebagai bahan baku produksi bioenergi. Disisi lain mikroalga membutuhkan nutrisi seperti karbon dan nitrogen untuk pertumbuhannya. Sumber nutrisi dapat diperoleh dari limbah cair, seperti limbah cair hotel. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kondisi terbaik untuk Chlorella sp memproduksi kandungan lipid dengan memvariasikan rasio C: N 100: 7, 100: 13, 100: 32 dan panjang gelombang cahaya menggunakan lampu cahaya putih (380-750 nm) , lampu biru (450-495 nm), lampu hijau (495-570 nm), dan lampu merah (620-750 nm) juga mengamati kemampuan Chlorella sp untuk mengurangi nutrisi dalam media limbah cair. Percobaan dilakukan pada suhu kamar di bawah pencahayaan 2000 lux selama 15 hari. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Chlorella sp menghasilkan konten lipid tertinggi (36,84%) pada rasio C: N 100: 7. Selain itu, Ketika alga dikultivasi dengan panjang gelombang cahaya berbeda menunjukkan bahwa Chlorella sp tumbuh lebih baik dan menghasilkan kandungan lipid sebesar 40,91% di bawah cahaya biru (450-495 nm) bila dibandingkan dengan jenis cahaya lainnya.
Kata Kunci: Chlorella sp,rasio  C:N, limbah cair hotel, lipid, panjang gelombang cahaya
Abstract
Microalgae contains fat (lipids) and fatty acids (fatty acids) and thus be converted to biodiesel.  Biodiesel is non toxic and biodegradable alternative fuels. Abundance and growth of microalgae Chorella Sp. which is very fast and is considered ideal and has the potential to be used as raw material for bioenergy production. Microalgae need nutrients such as carbon and nitrogen also light for their growth. Nutrient source can be obtained from wastewater, such like hotel wastewater. The objective of this study was to determine the best condition for Chlorella sp producing high lipid content by varying the C:N ratio 100:7, 100:13, 100:32 and light wavelength using a white light lamp (380-750 nm), blue lamp (450-495 nm), green lamp (495-570 nm), and red lamp (620-750 nm) also observe Chlorella sp ability to reduce nutrients in medium. The experiment was conducted at room temperature under 2000 lux illumination for 15 days. The results showed that Chlorella sp produced the highest lipid content(36,84%) under C:N ratio 100:7. Moreover, when algae was cultivated under different light wavelength showed that Chlorella sp has grown better and produced more lipid content(40,91%) under blue light (450-495 nm) when compared to the other types of light.
Keywords: Chlorella sp, C:N ratio, hotel waste water, lipid, light wavelength

1. PENDAHULUAN
Tingginya tingkat pencemaran lingkungan akibat pembakaran bahan bakar fosil dan emisi CO2 telah mendorong sejumlah peneliti untuk menemukan bahan bakar ramah lingkungan yang berasal dari bahan baku minyak nabati (Irhamny et al, 2014; Ho et al, 2017). Salah satu bahan bakar alternatif adalah biodiesel, yang merupakan bahan bakar bersifat non toksik dan biodegradable, yang diperoleh dengan cara transesterifikasi minyak triglyceride dengan monohydric alcohol. Biodiesel biasanya diproduksi dari minyak tanaman seperti minyak canola, minyak bunga matahari, minyak kedelai, minyak sawit, minyak kelapa, minyak jagung, minyak ikan, dan lemak ayam. Namun, penggunaan bahan baku yang berasal dari tanaman sering menimbulkan masalah terhadap pangan, efisiensi, dan masalah lingkungan sehingga diperlukan sumber bahan baku lainnya untuk produksi biodiesel (Lang et al, 2012; Spolaore et al, 2006; Sharif et al, 2007; Chisti, 2008 dalam Mostafa et al, 2012; Braunwald et al, 2013).
Pemanfaatan mikroalga sebagai bahan baku biodiesel diketahui telah menjadi pendekatan alternatif karena kandungan lipid mikroalga dapat mencapai 80% dari berat kering dan memiliki karakteristik mirip dengan minyak nabati. Mikroalga diperkirakan dapat memproduksi biomassa tinggi dibandingkan dengan tanaman, membutuhkan lebih sedikit biaya, dan memiliki potensi untuk mereduksi gas CO2. Faktor utama yang dibutuhkan mikroalga untuk hidup adalah cahaya, air, CO2, dan nutrien. Air dan nutrien untuk kultivasi mikroalga dapat diperoleh dari limbah cair; oleh karena itu, selain sebagai lingkungan hidup mikroalga hal ini juga dapat dijadikan sebagai pengolahan air limbah (Irhamny et al, 2014; Chiu et al, 2015; Acevedo et al, 2017). Limbah domestik merupakan limbah yang dihasilkan paling banyak tiap hari oleh berbagai aktivitas rumah tangga akibat peningkatan urbanisasi dan pertumbuhan penduduk (Romayanto et al, 2006; Yang et al, 2017).Limbah cair yang dihasilkan mengandung nutrien dengan konsentrasi tinggi dan apabila dibuang ke lingkungan dapat menyebabkan eutrofikasi dan mempengaruhi ekosistem sehingga perlu dilakukan pengolahan (Sriram dan Seenivasan, 2012).
Nutrien seperti karbon (C) merupakan komponen penyusun utama mikroalga, karena berfungsi sebagai pembentuk struktur dan metabolism protein, karbohidrat, lipid, dan asam nukleat sehingga ketersediaan karbon penting bagi pertumbuhan mikroalga sedangkan nitrogen (N) berperan dalam mengontrol biosintesis protein dalam sel (Lari et al, 2016; Converti et al, 2009). Rasio C:N telah dilaporkan sebagai faktor utama dalam metabolisme mikroalga, dengan meningkatnya rasio C:N kandungan lipid mikroalga dapat ditingkatkan (Lari et al, 2016). Salah satu faktor penting dalam pertumbuhan mikroalga adalah cahaya. Cahaya merupakan sumber energi yang menjalankan proses fotosintesis, sehingga intensitas dan panjang gelombang cahaya sangat penting bagi pertumbuhan mikroalga (Pertamawati, 2010). Oleh karena itu perlunya dilakukan penelitian untuk mengetahui pengaruh rasio C:N terbaik panjang gelombang cahaya terbaik dalam peningkatan kandungan lipid Chlorella sp dan mempelajari kemampuan Chlorella sp dalam menyisihkan nutrien karbon dan nitrogen dalam medium limbah.
2. METODE PENELITIAN

A. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah chamber berukuran 80x40x30 cm, erlenmeyer 250 ml, aquarium pump, cawan penguap, gelas ukur 10 ml dan 100 ml, pipet tetes, spatula, neraca analitik, gelas beker 250 ml, tube lamp putih, tube lamp biru, tube lamp hijau, tube lamp merah, lux meter, hand counter, mikroskop cahaya, haemocytometer.
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikroalga Chlorella sp dari Pusat Penelitian Alga Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Riau, limbah cair hotel, alkohol 70%, glukosa, urea, methanol, kloroform, NaCl 5%.
B. Variabel Penelitian

Variabel Tetap

Variabel tetap dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Temperatur ruangan (Putri, 2012)

2. Intensitas cahaya lampu 2000 lux (Mostafa dkk, 2012)

3. pH 7 (Lari dkk, 2016)

4. Fotoperiod 12:12 (Perez-Pazos dan Pablo, 2011). 
Variabel Bebas
1. Rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32 dengan penambahan glukosa dan urea. Kontrol menggunakan aquades yang ditambahkan glukosa dan urea dengan rasio C:N yang sama. Pada variasi ini digunakan lampu putih sebagai sumber pencahayaan.

2. Panjang gelombang menggunakan warna lampu berbeda, yaitu biru (450-495 nm), hijau (495-570 nm), dan merah (620-750 nm). Kontrol dilakukan menggunakan lampu LED putih (380-750 nm).

C. Prosedur Penelitian

C.1
Pemasangan Chamber

Desain chamber dalam penelitian ini berdimensi (p x l x t) 80 x 30 x 40 cm dan percobaan dilakukan di dalam erlenmeyer 250 ml dengan volume kerja 200 ml. Sumber cahaya pada chamber menggunakan tube lamp LED putihdengan intensitas cahaya 2000 lux. Bagian dalam dari chamber dilapisi dengan aluminium foil agar intensitas cahaya yang dihasilkan dapat terkuantisasi sehingga mendapatkan penyinaran cahaya yang maksimal (Daniyati dkk, 2012). Pada bagian atas erlenmeyer terdapat saluran yang berfungsi sebagai aerasi dimana pada ujung saluran terdapat batu aerasi.Aerasi ini berfungsi sebagai pengadukan agar terjadi kontak yang baik antara alga dan media tumbuh serta nutrisi yang diberikan.
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Gambar 1. Desain Alat Penelitian
C.2
Persiapan Limbah Cair Hotel

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah limbah cair hotel yang diambil dari bak pengumpul kedua instalasi pengolahan limbah cair hotel.Limbah cair diendapkan dan disaring untuk memisahkan padatan yang tidak terlarut dalam air (Yang dkk, 2017) kemudian disterilisasi (Mostafa dkk, 2012).Berikut adalah karakteristik limbah cair hotel yang digunakan dalam penelitian ini.

Tabel 1. Karakteristik Limbah Cair Hotel
	Parameter
	Nilai
	Baku Mutu*

	pH
	7,17
	6-9

	COD (mg/L)
	205
	100

	BOD (mg/L)
	55,37
	30

	NO3- (mg/L)
	1
	-

	NH3 (mg/L)
	6,650
	10

	NO2- (mg/L)
	<0,017
	-

	PO43- (mg/L)
	0,845
	-


*Peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan Kehutanan Republik IndonesiaNomor P.68 Tahun 2016 tentang Baku Mutu Air Limbah Domestik

C.3
Percobaan Utama

Chlorella sp pada fase eksponensial diinokulasikan (10%, v/v) ke dalam erlenmeyer 250 ml, yang berisi medium limbah cair domestik dengan perbandingan rasio C:N100:7, 100:13, dan 100:32  (Putri, 2012). Perbandingan rasio dilakukan dengan menambahkan glukosa sebagai sumber karbon dan urea sebagai sumber nitrogen. Sedangkan kontrol menggunakan medium aquades yang ditambahkan glukosa dan urea dengan rasio C:N yang sama. Setelah didapatkan rasio C:N terbaik, kemudian dilakukan variasi panjang gelombang cahaya. Chlorella sp pada fase eksponensial diinokulasikan (10%, v/v) ke dalam erlenmeyer 250 ml yang berisi limbah cair dengan rasio C:N terbaik. Variasi panjang gelombang cahaya dilakukan dengan menggunakan lampu LED berwarna biru (450-495 nm), hijau (495-570 nm), merah (620-750 nm), dan putih (380-750 nm) sebagai kontrol.
C.4
Analisis Data

a. 
Pengujian pH

pH diuji menggunakan pH meter berdasarkan SNI 06-6989.11-2004.

b. Jumlah sel

Jumlah sel dihitung untuk mengetahui kepadatan sel dengan menggunakan mikroskop dan haemocytometer.Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah sel Chlorella sp. adalah:
K = n x 104
Keterangan:

K
= jumlah sel (sel/ml)

n
= jumlah total sel dalam kamar hitung
c. Specific Growth Rate

Specific growth rate dihitung untuk mengetahui tingkat laju pertumbuhan sel mikroalga per hari.Specific growth rate dapat dihitung dengan rumus (Asuthkar dkk, 2016):
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Keterangan:

X2
= jumlah sel pada fase eksponensial

X1
= jumlah sel awal

∆t
= waktu yang dibutuhkan untuk meningkatkan konsentrasi dari X1hingga X2
d. Ekstraksi lipid

Ekstraksi lipid dilakukan dengan menggunakan metode Bligh-Dyer.Sebanyak 1 ml sampel dikeringkan hingga beratnya konstan.Kemudian lipid diekstraksi dengan larutan kloroform-metanol (2:1, v/v) sehingga terpisah menjadi lapisan kloroform dan metanol. Tambahkan metanol dan air untuk menghasilkan rasio pelarut akhir dari kloroform:metanol:air sebesar 1:1:0,9. Lapisan kloroform dicuci dengan 20 ml larutan NaCl 5% dan diuapkan hingga kering. Total lipid ditentukan secara gravimetri (Yoo dkk., 2010). Perhitungan total lipid dapat dihitung dengan persamaan berikut (Putri, 2012)
Y (%) = [image: image4.png]Wpa
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Keterangan: 

Y
= Total lipid (%)

WL
= Berat lipid (g)

WDA
= Berat biomassa kering (g)
e. Berat kering

Untuk menentukan berat kering, mikroalga disentrifus pada 5000 rpm selama 5 menit, kemudian dicuci dengan aquades sebanyak 2 kali dan dikeringkan pada suhu 105ºC hingga mencapai berat konstan (Leesing dkk, 2014; Cho dkk, 2011). Untuk mendapatkan nilai berat kering dapat menggunakan rumus (Ogbonna, 2018):

Berat kering = W2-W1
Keterangan:

W2
= berat kertas saring dan biomassa kering (g)

W1
= berat kertas saring (g)

D. HASIL DAN PEMBAHASAN

D.1 
Pengaruh Rasio C:N dan Panjang Gelombang Cahaya terhadap Jumlah Sel dan Spesific Growth Rate
Pada variasi rasio C:N perbedaan jumlah sel dapat terlihat pada warna kultur. Setelah dikultivasi selama 15 hari, warna kultur yang ditambahkan limbah pada rasio C:N 100:32 lebih pekat dibandingkan 100:13 dan 100:7. Begitu juga pada kontrol yang tidak ditambahkan limbah, warna terlihat lebih pekat pada rasio C:N 100:32 diikuti oleh 100:13 dan 100:7 yang dapat dilihat pada Gambar 2 berikut.
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Gambar 2. Perbedaan Warna Sebelum dan Sesudah Kultivasi Variasi Rasio C:N
Pada Gambar 3 dan 4, jumlah sel Chlorella sp pada variasi rasio C:N yang dikultur pada medium limbah mengalami fase lagpada hari ke-0 hingga hari ke-1. Begitu pula dengan kontrol tanpa menggunakan limbah, Chlorella sp mengalami fase lag pada hari ke-0 hingga hari ke-1. Wang dkk (2009) mengatakan bahwa Chlorella sp dapat beradaptasi dengan baik pada limbah domestik, bahkan tanpa mengalami fase lag. Menurut Hadiyanto dan Azim (2012) fase lag adalah fase adaptasi mikroalga dalam medium baru. Pada tahap ini mikroalga membutuhkan waktu untuk menyesuaikan diri karena lingkungan media cenderung berbeda dari lingkungan sebelumnya.Selama masa adaptasi sel alga lebih sensitif terhadap nutrien, temperatur, dan kondisi yang berbeda dari kondisi aslinya.
Fase eksponensial atau fase log terjadi pada hari ke-3 hingga hari ke-9 baik pada medium yang dicampur limbah dan kontrol. Fase ini ditandai dengan terjadinya pertumbuhan sel yang cepat, sel membelah dengan laju konstan, dan keadaan pertumbuhan seimbang antara supplymakanan dan kenaikan jumlah sel. Pada hari ke-11 mikroalga mengalami fase declining relative growth dimana pada fase tersebut mikroalga telah mencapai tahap populasi maksimum, karenaketersediaan makanan pada medium menjadi berkurang. Selain itu, fase declining relative growth juga dapat dipengaruhi oleh jumlah sel yang semakin banyak sehingga dapat menghalangi cahaya masuk ke medium.Pada hari ke-13 hingga hari ke-15 mikroalga mengalami fase stasioner.Fase stasioner adalah fase dimana jumlah sel pada pertumbuhan mikroalga relatif konstan dan jumlah nutrien pada medium berkurang (Price dan Farag, 2013).

Pada akhir masa kultivasi, jumlah sel tertinggi dalam medium yang dicampur dengan limbah dicapai pada C:N 100:32, yaitu 4,17 x 106 sel/ml dengan specific growth rate 0,308/hari dan jumlah sel terendah pada C:N 100:7, yaitu 3,49x106 sel/ml dengan specific growth rate 0,274/hari. Sedangkan pada medium kontrol yang tidak ditambahkan limbah, jumlah sel tertinggi adalah pada C:N 100:32, yaitu 5,15x106 sel/ml dengan specific growth rate 0,321/hari dan jumlah sel terendah adalah pada C:N 100:7, yaitu 4,17x106 sel/ml dengan specific growth rate 0,289/hari. Jumlah sel pada kontrol lebih besar karena kontrol hanya menggunakan sumber nutrien sederhana sehingga dapat langsung digunakan dalam metabolisme (Sharma dkk, 2015).Sementara pada medium yang dicampur limbah terdapat bermacam zat organik dan anorganik (seperti Fe, Mg, P, Ca, K) dimana dibutuhkan konsentrasi tertentu agar mikroalga dapat tumbuh baik (Lam dan Lee, 2011).
Jumlah sel pada C:N 100:32 lebih tinggi dibandingkan dengan C:N 100:13 dan 100:7, karena menurut Irhamny dkk (2014) semakin tinggi penambahan nitrogen maka jumlah sel akan semakin tinggi. Hal ini juga didukung oleh Nigam dkk (2011) yang mengatakan bahwa mikroalga tidak dapat tumbuh tanpa nitrogen dan pertumbuhannya berbanding lurus dengan konsentrasi nitrogen dalam medium.
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Gambar 3. Pengaruh Rasio C:N terhadap Jumlah Sel Chlorella sp
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Gambar 4.Spesific Growth Rate pada Variasi Rasio C:N
Setelah didapatkan rasio C:N terbaik, maka dilakukan upaya peningkatan lipid dengan variasi panjang gelombang dengan menggunakan warna lampu berbeda. Warna lampu yang digunakan adalah putih (380-750 nm) sebagai kontrol, biru (450-495 nm), hijau (495-570 nm), dan merah (620-750 nm). Pada Gambar 5 menunjukkan bahwa Chlorella sp mengalami mengalami fase lag pada hari ke-0 hingga hari ke-1. Pada hari ke-3 hingga hari ke-9 sel mengalami fase eksponensial yang ditandai dengan meningkatnya jumlah sel secara cepat. Pada hari ke-11 jumlah sel tidak bertambah secara signifikan yang berarti Chlorella sp telah mencapai pertumbuhan maksimum atau berada pada fase declining relative growth (Price dan Farag, 2013).Kemudian pada hari ke-13 hingga hari ke-15 sel mengalami fase stasioner. Jumlah sel mikroalga Chlorella sp tertinggi adalah pada kultivasi yang menggunakan lampu biru (450-495 nm) mencapai 4,57 x 106 sel/ml dengan specific growth rate 0,294/hari. Chlorella sp yang dikultivasi menggunakan lampu merah (620-750 nm) mengalami pertumbuhan sel yang paling rendah jika dibandingkan dengan lampu hijau dan biru, dengan jumlah sel 9,00 x 105 sel/ml dan specific growth rate 0,194/hari.

Asuthkar (2016) mengatakan bahwa lampu biru memiliki panjang gelombang terpendek dibandingkan warna lampu lainnya, yaitu 450-495 nm.Panjang gelombang yang pendek menghasilkan energi yang besar.Besarnya energi mempengaruhi pembelahan sel sehingga jumlah sel mikroalga dapat meningkat dengan cepat.Perez Pazos dan Pablo (2011) mengatakan bahwa warna lampu biru dapat memberikan penetrasi cahaya lebih dalam sehingga meningkatkan jumlah sel dan densitas sel mikroalga.
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Gambar 5. Pengaruh Panjang Gelombang terhadap Jumlah Sel
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Gambar 6.Spesific Growth Rate pada Variasi Panjang Gelombang

D.2
Pengaruh Rasio C:N terhadap Produksi Lipid

Pada akhir kultivasi, Chlorella sp yang dikultivasi menggunakan limbah mengalami peningkatan lipid. Kandungan lipid tertinggi dihasilkan pada rasio C:N 100:7 diikuti oleh 100:13 dan 100:32, yaitu 36,84%, 25,93%, dan 23,33% (Gambar 7). Pada penelitian ini peningkatan kandungan lipid berbanding terbalik dengan jumlah sel. Kandungan lipid tertinggi dihasilkan pada rasio C:N 100:7 dimana pada rasio tersebut jumlah sel yang dihasilkan lebih rendah dibandingkan dengan rasio 100:13 dan 100:32. Peningkatan lipid pada kondisi kekurangan nitrogen sesuai dengan penelitian Putri (2012), yang melaporkan bahwa kandungan lipid tertinggi Chlorella sorokiniana juga dihasilkan pada rasio C:N 100:7. Pada penelitian Fakhry dan El Maghraby (2015) juga menghasilkan lipid tertinggi pada kondisi mikroalga Nannochloropsis salina kekurangan nitrogen.

Nitrogen merupakan makronutrien penting yang mempengaruhi pertumbuhan dan metabolisme lipid (Fakhry dan El Maghraby, 2015).Meningkatnya kandungan lipid pada kondisi kekurangan nutrien disebabkan oleh laju produksi komponen sel yang rendah, tetapi produksi minyak tetap tinggi.Lingkungan stres seperti kurangnya nitrogen menyebabkan pembelahan sel terhambat, tetapi tidak memperlambat produksi minyak (Irhamny dkk, 2014).

Pada kondisi kekurangan nitrogen, sel mikroalga menjadi lebih sensitif terhadap kondisi lingkungannya, sehingga sel mikroalga memodifikasi biosynthetic pathway untuk memproduksi dan mengakumulasi lipid netral, umumnya dalam bentuk triacylglycerol atau TAG (Binnal dan Babu, 2017; Fakhry dan El Maghraby, 2015). Hu dkk (2008) dan Taggar dkk (2015) menjelaskan ketika pertumbuhan alga terhambat, alga tidak mensintesis nutrien untuk pertumbuhan selnya melainkan sel mengalihkan dan menyimpan asam lemak untuk diubah menjadi TAG. Pada kondisi pertumbuhan normal, ATP dan  NADPH yang diproduksi dari fotosintesis digunakan untuk pertumbuhan biomassa. Dalam siklus fotosintesis ADP dan NADP+ yang diubah menjadi ATP dan NADPH dapat terbentuk kembali.Pada keadaan pertumbuhan yang terganggu karena kekurangan nutrien, aseptor elektron utama untuk fotosintesis, yaitu NADP+ dapat menjadi habis.Hal ini dapat menyebabkan kerusakan sel mikroalga.Dengan demikian NADPH dikonsumsi dalam biosintesis asam lemak sehingga terjadi peningkatan produksi asam lemak yang kemudian digunakan untuk membentuk TAG, sehingga NADP+ dapat terbentuk kembali.

Selain itu Lari dkk (2012) dan Yodsuwan dkk (2017) menjelaskan bahwa pada kondisi konsentrasi nitrogen yang kecil mikroalga akan mensintesis karbon terlebih dahulu melalui proses glikolisis. Hasil dari glikolisis akan membentuk glyceraldehid-3-phosphate (G3P) yang selanjutnya diubah menjadi piruvat dan acetyl co-A. Selain itu pada kondisi mikroalga kekurangan nitrogen, kandungan pada membran tilakoid menurun sehingga enzim acyl hydrolase teraktivasi dan terjadi hidrolisis fosfolipid yang meningkatkan asam lemak acetyl co-A.Kemudian enzim diacylglycerol acyltransferase, yaitu enzim untuk mengubah acetyl co-A menjadi lipid juga teraktivasi sehingga kandungan lipid menjadi meningkat.
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Gambar 7. Pengaruh Rasio C:N terhadap Produksi Lipid

D.3
Pengaruh Panjang Gelombang Cahaya terhadap Produksi Lipid
Pada variasi panjang gelombang cahaya, produksi lipid Chlorella sp semakin meningkat setelah dikultivasi selama 15 hari. Kandungan lipid tertinggi dicapai pada kultivasi menggunakan lampu biru, yaitu 40,91% (Gambar 8). Penelitian yang dilakukan oleh Asuthkar dkk (2016) juga menghasilkan lipid tertinggi pada kultivasi Chlorella pyrenoidosa menggunakan lampu biru. Kandungan lipid yang didapatkan 1,07 mg/g berat kering. Penelitian Wong dkk (2016) yang menggunakan mikroalga Chlorella vulgaris mendapatkan hasil peningkatan lipid tertinggi pada kultivasi menggunakan lampu biru sebesar 34,06%. Meningkatnya kandungan lipid pada kondisi kekurangan nutrien disebabkan oleh laju produksi komponen sel yang rendah, tetapi produksi minyak tetap tinggi. Lingkungan stress seperti kurangnya nitrogen menyebabkan pembelahan sel terhambat, tetapi tidak memperlambat produksi minyak (Irhamny dkk, 2014). Pada variasi panjang gelombang cahaya berbeda, kandungan lipid yang dikultivasi menggunakan lampu biru lebih tinggi, hal ini dijelaskan dalam penelitian Perez-Pazos dan Pablo (2011) serta Asuthkar (2016) lampu berwarna biru memiliki panjang gelombang terpendek (450-495 nm) dibandingkan lampu putih (380-750 nm), lampu merah (620-750 nm), dan lampu hijau (495-570 nm).Energi yang besar dapat meningkatkan penetrasi cahaya yang masuk ke dalam sel dan mempengaruhi pertumbuhan mikroalga.Selain itu, Wong dkk (2016) menjelaskan bahwa lampu berwarna biru mempengaruhi aktivitas enzim (ribulose biphosphate, carboxylase/oxygenasedan carbonic anhydrase) sehingga memicu akumulasi lipid.
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Gambar 8. Pengaruh Panjang Gelombang terhadap Produksi Lipid
D.4
Penyisihan Nutrien dalam Medium

Pada akhir kultivasi, konsentrasi karbon pada medium yang ditambahkan mengalami penurunan menjadi 50,28 mg/l, 45,82 mg/l, dan 42,20 mg/l pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32 dari konsentrasi awal 172 mg/l, 160 mg/l, dan 155 mg/l. Sedangkan pada medium yang tidak ditambahkan limbah atau kontrol mengalami penurunan konsentrasi karbon menjadi 29 mg/l, 27,05 mg/l, dan 25,53 mg/l pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32 dari konsentrasi awal 105 mg/l, 110 mg/l, dan 108 mg/l. Efisiensi penyisihan konsentrasi karbon (Gambar 9) tertinggi adalah pada medium yang tidak ditambahkan limbah atau kontrol, yaitu 72,38%, 75,41%, dan 76,36% pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32. Pada medium yang ditambahkan limbah efisiensi penyisihan hanya 70,77%, 71,36%, dan 72,77% pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32. Hasil ini juga didapatkan pada penelitian Putri (2012), pada penelitiannya dijelaskan bahwa tidak semua sumber karbon dapat di metabolisme oleh alga, melainkan sumber karbon sederhana seperti glukosa lebih mudah untuk dimanfaatkan mikroalga dibandingkan dengan sumber karbon kompleks yang berasal dari limbah.

Pada variasi panjang gelombang (Gambar 10), konsentrasi karbon dalam medium berkurang menjadi 50,28 mg/l, 38,23 mg/l, 56,40 mg/l, dan 52,56 mg/l pada kultivasi menggunakan lampu putih (kontrol), biru, merah, dan hijau. Hal ini menunjukkan bahwa mikroalga dapat menggunakan karbon organik sebagai sumber nutrisi (Li dkk, 2011). Pada penelitian ini penurunan konsentrasi karbon terbesar yaitu pada variasi yang menghasilkan densitas sel tinggi, yaitu rasio C:N 100:32 dan variasi panjang gelombang menggunakan lampu biru (450-495 nm). Namun jika dibandingkan pada penelitian Putri (2012) penyisihan karbon tertinggi adalah pada variasi rasio C:N 100:7 sebesar 58,5%. Hal ini sesuai dengan penelitian Malla dkk (2015) yang menunjukkan bahwa semakin tinggi jumlah kepadatan sel alga atau densitas alga maka penurunan konsentrasi parameter semakin baik.
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Gambar 9. Efisiensi Penyisihan Karbon pada Variasi Rasio C:N
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Gambar 10. Efisiensi Penyisihan Karbon pada Variasi Panjang Gelombang

Nitrogen adalah salah satu unsur pembentuk komponen intraseluler alga.Kandungan nitrogen pada medium menjadi penting, apabila nitrogen tidak tersedia maka sintesis protein tidak dapat dilakukan.Selain itu, unsur makronutrien ini memiliki peran penting dalam pertumbuhan dan metabolisme mikroalga (Lari dkk, 2016).Pada alga, nitrogen yang digunakan dapat berasal dari nitrat, nitrit, dan ammonium. Namun sumber nitrogen yang dapat langsung digunakan dalam proses pembentukan protein dari asam amino adalah ammonium sehingga nitrat dan nitrit harus dikonversi terlebih dahulu menjadi ammonium, sesuai dengan reaksi berikut (Said dan Sya’bani, 2014; Whitton dkk, 2015).
NO3 + NADPH + NADP  
NO2+ H2O

NO2 + NADPH + NADP
NH2OH + H2O

NH2OH + NADPH + NADP         NH3 +   H2O

NH3 + H2O       NH4+ + OH-
Konsentrasi nitrogen akhir pada medium yang ditambahkan limbah adalah 3 mg/l, 2,66 mg/l, dan 2,50 mg/l pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32 dengan efisiensi penyisihan (Gambar 11) sebesar 80,04%, 87,45%, dan 43,75%. Pada medium yang tidak ditambahkan limbah, konsentrasi nitrogen juga mengalami penurunan menjadi 1,68 mg/l, 1,57 mg/l, dan 1,43 mg/l pada rasio C:N 100:7, 100:13, dan 100:32 dengan efisiensi penyisihan sebesar 80,56%, 89,18%, dan 95,67%. Penyisihan nitrogen pada penelitian ini lebih rendah dibandingkan dengan penelitian Wang dkk (2016) yang mengatakan bahwa kultivasi Chlorella vulgaris pada limbah domestik mampu menyisihkan nitrogen hingga 100%. Pada penelitian Putri (2012), rasio C:N 100:32 juga memberikan efisiensi tertinggi dalam penyisihan nitrogen. Pada variasi panjang gelombang konsentrasi nitrogen pada kultivasi menggunakan lampu putih (kontrol), biru, merah, dan hijau mengalami penurunan menjadi 3 mg/l, 2,12 mg/l, 4,98 mg/l, dan 4,20 mg/l dengan efisiensi penyisihan 80,04%, 85,58%, 70,37%, dan 73,82% ditunjukkan pada Gambar 12. Penyisihan nitrogen tertinggi adalah pada kultivasi yang menghasilkan jumlah sel terbesar, yaitu kultivasi menggunakan lampu biru. Hal ini sesuai yang dikemukakan oleh Zhang dkk (2008) bahwa semakin tinggi jumlah sel maka efisiensi penyisihan bahan organik akan semakin tinggi. Penyisihan nutrien dalam medium berkaitan dengan peningkatan jumlah sel dalam medium.Pada saat jumlah sel mikroalga meningkat maka kandungan nutrien dalam medium turut berkurang karena mikroalga dapat memanfaatkan nutrien untuk pertumbuhannya (Mostafa dkk, 2012).
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Gambar 11. Efisiensi Penyisihan Nitrogen pada Variasi Rasio C:N
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Gambar 12. Efisiensi Penyisihan Nitrogen pada Variasi Panjang Gelombang

4.  Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Rasio C:N terbaik dalam meningkatkan kandungan lipid Chlorella sp adalah 100:7 dengan kandungan lipid sebesar 36,84% pada rasio C: N 100: 7 dan kandungan lipid meningkat menjadi 40,91% pada kultivasi menggunakan lampu biru (450-495 nm).
2. Mikroalga Chlorella sp mampu menyisihkan karbon dan nitrogen di dalam medium dengan efisiensi tertinggi 72,77% dan 75,80% pada rasio 100:32 serta 93,75% dan 85,58% pada kultivasi menggunakan lampu biru (450-495 nm).
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