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ABSTRAK

Spirulina merupakan mikroalga potensial untuk dikultur karena mengandung
bahan aktif pada pangan fungsional, seperti pigmen fikosianin, fenolik dan
senyawa flavonoid. Pertumbuhan dan produksi senyawa aktif Spirulina optimal
apabila dikultur pada media yang mengandung nutrisi yang cukup, terutama
nitrogen. Penyerapan nitrogen dipengaruhi oleh salinitas. Penelitian ini bertujuan
untuk menganalisis salinitas optimum yang mampu meningkatkan pertumbuhan
sel dan senyawa aktif Spirulina. Penelitian dilakukan secara eksperimental
laboratoris. Perlakuan salinitas digunakan 6 taraf konsentrasi, yaitu 0, 10, 15, 20,
25, dan 30 ppt. Modifikasi media kultur berupa pupuk walne dan air limbah
budidaya ikan dengan perbandingan 1:1. Parameter yang diamati berupa laju
pertumbuhan sel, konsentrasi senyawa fenolik dan flavonoid secara kuantitatif.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan salinitas yang berbeda
berpengaruh terhadap laju pertumbuhan, sintesis senyawa fenolik dan flavonoid.
Salinitas 30 ppt menghasilkan pertumbuhan sel Spirulina tertinggi dengan jumlah
34.575 unit/mL. Pemberian perlakuan salinitas meningkatkan kadar fenolik dan
flavonoid apabila dibandingkan tanpa perlakuan salinitas. Peningkatan salinitas
memberikan reaksi positif terhadap peningkatan kadar flavonoid, namun
menunjukkan reaksi negatif pada kadar fenolik.

Kata Kunci: Fenolik, Flavonoid, Salinitas, Spirulina
ABSTRACT

Spirulina is a potential microalgae to be cultured because it contains active
ingredients in functional foods, such as phycocyanin pigments, phenolic and
flavonoid compounds. The growth and production of Spirulina's active
compounds are optimal when cultured on media containing sufficient nutrients,
especially nitrogen. Nitrogen uptake is affected by salinity. This research aims to
analyze the optimum salinity that can increase cell growth and active compounds
of Spirulina. The research was conducted in an experimental laboratory. Salinity
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treatment used 6 concentration levels, namely 0, 10, 15, 20, 25, and 30 ppt.
Modification of culture media in the form of walne fertilizer and fish farming
wastewater in a ratio of 1:1. Parameters observed were cell growth rate,
concentration of phenolic compounds and flavonoids quantitatively. The results
showed that different salinity treatments affected the growth rate, synthesis of
phenolic compounds and flavonoids. Salinity of 30 ppt produced the highest
Spirulina cell growth with 34,575 units/mL. Salinity treatment increased phenolic
and flavonoid levels when compared to no salinity treatment. Increasing salinity
gave a positive reaction to the increase in flavonoid levels, but showed a negative

reaction to phenolic levels.

Keywords: Phenolic, Flavonoids, Salinity, Spirulina

PENDAHULUAN

Spirulina  merupakan salah satu
mikroalga yang mengandung sediaan bahan
aktif dalam pangan fungsional (Deamici et
al., 2018), yang bernilai tambah tinggi
seperti senyawa fitokimia fenolik, flavonoid
dan protein yang memiliki potensi sebagai
suplemen kesehatan (Notonegoro et al.,
2018). Spirulina termasuk dalam kelompok
cyanophyta dan dikenal dengan sebutan
Arthrospira, memiliki nilai nutrisi 20%
karbohidrat, 6-10% lipid, dan 55-70%
protein (Borowitzka et al., 2016). Wells et
al. (2017) menyatakan bahwa tingginya
kandungan nutrisi  ini  menyebabkan
Spirulina banyak dikultivasi di dunia dan
sebagai bahan tambahan pada banyak
makanan untuk meningkatkan kandungan
protein dan senyawa aktif makanan, serta
suplemen kesehatan. Kultivasi Spirulina
dapat dilakukan secara in vitro maupun
kultur secara massal di lapangan. Teknik
kultivasi Spirulina dipengaruhi oleh faktor
fisika, kimia dan biologi, antara lain jenis,
konsentrasi, nutrisi dan mineral media
pertumbuhan, pencahayaan, pH, dan aerasi
(Rangkuti dan Suyono, 2021).

Salah satu upaya untuk memenuhi
kebutuhan nutrisi berupa nitrogen pada
media kultur Spirulina yaitu dengan
memanfaatkan air limbah budidaya ikan.
Amalia (2014) menyatakan bahwa air
limbah budidaya ikan mengandung sekitar
75% nitrogen. Hal serupa disampaikan
Nogueira et al. (2018), bahwa kandungan
nitrogen total sebesar 39,5 mg/L dan fosfat

sebesar 0,96 mg/L pada air limbah
budidaya ikan dapat digunakan sebagai
pupuk untuk media kultur Spirulina.
Kandungan nitrogen dalam kultur Spirulina
dibutuhkan untuk metabolisme sel (Putri
dan Sopandi, 2021). Namun, Spirulina
dalam menyerap nitrogen pada media
pertumbuhan dipengaruhi berbagai faktor
salah satunya adalah salinitas (Astiani et
al., 2016).

Ismaiel et al. (2016) menyatakan
bahwa salinitas mempengaruhi
produktivitas biomassa dan pertumbuhan
sel, fotosintesis, dan aktivitas metabolisme
seluler Spirulina. Hal ini mempengaruhi
penyerapan nutrisi sehingga mempengaruhi
kandungan senyawa organik atau fitokimia
sel seperti flavonoid, dan protein, serta
senyawa yang berperan sebagai pelindung
organisme seperti fenolik. Flavonoid secara
alami terdapat pada tumbuhan yang
memiliki aktivitas penting sebagai bahan
aktif pangan fungsional dan suplemen
karena adanya senyawa aktif potensial
(Notonegoro et al., 2018). Senyawa fenolik
sendiri dihasilkan suatu organisme sebagai
respon terhadap stress lingkungan (Hanin
dan Pratiwi, 2017). Pada penelitian
Rangkuti dan Suyono (2021) menyatakan
bahwa Spirulina sendiri  sebenarnya
memiliki  toleransi yang cukup luas
terhadap kadar salinitas. Namun, tingginya
kadar salinitas pada media juga
berpengaruh terhadap penghambatan proses
pembentukan sel anakan, penghambatan
proses  fotosintesis, respirasi,  dan
menghasilkan tekanan osmosis sehingga
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justru menghambat penyerapan nutrisi
(Pramedistian, 2019).

Berdasarkan  beberapa  informasi
diatas, maka  pengaruh  perbedaan
konsentrasi salinitas pada kultur Spirulina
dengan media modifikasi menarik untuk
diteliti. Penelitian ini penting dilakukan
untuk menganalisis salinitas optimum untuk
meningkatkan  pertumbuhan sel dan
senyawa fitokimia Spirulina.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan Maret hingga Oktober 2022. Kultur
Spirulina dilakukan di Laboratorium limu
Kelautan, sedangkan pengukuran laju
pertumbuhan dan analisis senyawa fenolik
dan flavonoid dilakukan di Laboratorium
Biologi dan Laboratorium Dasar
Universitas Bangka Belitung.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan  adalah
refraktometer, wadah Kkultur, aerator,
mikroskop, spektrofotometer, destilator,

mikropipet, hand counter, pH meter dan
pipet ukur. Sedangkan bahan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
kultur murni mikroalga Spirulina, air laut,
akuades, walne dan air limbah budidaya
ikan sebagai pupuk, vitamin B1 dan B12.

Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam
penelitian ini adalah metode eksperimen
dengan rancangan acak lengkap. Perlakuan
salinitas yang digunakan yaitu 0, 10, 15, 20,
25, dan 30 ppt dengan 2 ulangan. Parameter
yang diamati berupa laju pertumbuhan
populasi Spirulina, konsentrasi senyawa
fenolik dan flavonoid. Prosedur kerja
penelitian berupa:

Sterilisasi

Alat kaca tahan panas untuk kultur
Spirulina disterilisasi menggunakan

autoclave selama 15 menit pada suhu
121°C. Sterilisasi peralatan yang tidak tahan
panas dan berukuran besar dapat dilakukan
dengan  penyemprotan alkohol  70%.
Sterilisasi media kultur (air laut) dilakukan
dengan kaporit 20 ppm selama 24 jam dan
diberi  aerasi, kemudian  dilakukan
pemberian natrium thiosulfat 10 ppm.

Pengenceran Media Kultur

Salinitas air laut yang digunakan
sebagai media kultur awal adalah 32 ppt.
Pengenceran media dengan menambahkan
akuades. Salinitas media disesuaikan
dengan perlakuan, yaitu 10, 15, 20, 25, dan
30 ppt. Sebagai kontrol digunakan media
kultur dengan salinitas 0 ppt. Pengenceran
ini menggunakan rumus sebagai berikut
(Bangun et al., 2015):

V1xN1=V2xN2

Keterangan:

V1 = Volume yang diinginkan
V2 = Volume air yang dibutuhkan
N1 = Salinitas awal air

N2 = Salinitas yang diinginkan

Kultivasi Spirulina

Perhitungan kepadatan sel jumlah
awal inokulan yang akan dikultur pada bibit
Spirulina  kultur ~ murni  dilakukan
menggunakan  spektrofotometer  pada
panjang gelombang 560 nm (Saeid &
Chojnacka, 2016). Untuk perlakukan
dilakukan dengan mengultur Spirulina pada
media tumbuh Walne dengan tambahan air
limbah ikan dengan perbandingan 1:1
sesuai konsentrasi optimun media tumbuh
Spirulina, kemudian diberi perlakuan
perbedaan salinitas. VVolume kultur 10.000
mL, dengan volume starter Spirulina 500
mL, walne 20 mL dan air limbah ikan 20
mL, vitamin B1 dan B12 masing-masing 4
mL. Kultur dikultivasi dengan selalu
memberi aerasi, pH 7 dan diberi
pencahayaan.
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Pemanenan dan Pengeringan Spirulina

Pemanenan dilakukan pada saat
Spirulina berada pada fase stasioner karena
pada fase tersebut metabolit sekunder
banyak diproduksi. Pemanenan Spirulina
dengan cara penyaringan menggunakan
saringan plankton net 40 mikron, kemudian
dibilas dengan akuades steril. Pengeringan
dilakukan dengan menyimpan biomassa
basah diatas plastik kemudian diangin-
anginkan dengan suhu ruang selama 24 jam
agar kandungan senyawa organik tetap
terjaga.

Parameter Pengamatan
Laju Pertumbuhan Populasi Spirulina

Pengamatan laju pertumbuhan
populasi Spirulina dengan menghitung
jumlah sel di bawah mikroskop dengan
perbesaran 100x selama 20 hari dengan
interval 2 hari sekali menggunakan hand
counter sampai populasinya menurun.
Penghitungan pertumbuhan Spirulina dalam
satuan unit/mL.

Penentuan Total Fenolik dan Flavonoid

Penentuan total fenolik mengacu pada
Nur et al. (2019). Biomassa Spirulina
kering dimaserasi menggunakan metanol
selama 24 jam dengan perbandingan sampel
dan pelarut 1:5 (w/v), kemudian dishaker
selama kurang lebih 24 jam, lalu disaring.
Untuk pengukuran fenolik, filtrat diambil
0,5 mL dan ditambahkan 0,5 mL mL reagen
Folin — Ciocalteau lalu divortex selama 30
detik kemudian ditambahkan 2,5 mL
larutan Na2CO3 7% dan divortex kembali
selama 30 detik. Larutan tersebut
didiamkan pada suhu ruang selama 30
menit dan  dihitung  absorbansinya
menggunakan spektrometer UV-VIS pada
panjang gelombang 760 nm. Sedangkan
untuk pengukuran flavonoid, filtrat diambil
0,5 mL dan ditambahkan 0,1 mL AICIs
10% , 1,5 mL metanol p.a, 0,1 mL
CH3COONa 1 M dan 2,8 mL akuades.
Larutan tersebut kemudian dilakukan
pengadukan menggunakan vortexer selama

30 detik lalu diinkubasi pada suhu ruang
selama 30 menit. Setelah diinkubasi larutan
standar tersebut diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 420 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Laju Pertumbuhan Populasi Spirulina

Pada awal penelitian atau sebelum
dilakukan perlakuan, dilakukan perhitungan
jumlah sel awal kultur stok yang akan
menjadi kultur starter perlakuan. Dari hasil
perhitungan jumlah sel menggunakan
mikroskop, didapat jumlah sel awal
berjumlah 30.733 unit /mL. Berdasarkan
hasil perlakukan dapat dilihat bahwa
pertumbuhan Spirulina pada penelitian ini
menunjukkan pola pertumbuhan yang
terbagi dalam fase lag, fase eksponensial,
fase stasioner, dan fase kematian. Hasil
penelitian menunjukkan pada hari ke-2
sampai ke-10 setelah kultur perlakuan
salinitas, pertumbuhan Spirulina mengalami
penurunan jumlah sel (Gambar 1). Hal ini
dikarenakan Spirulina memasuki fase lag,
yaitu fase adaptasi fisiologi terhadap media
yang baru. Tewal et al. (2021) menyatakan
bahwa pada fase lag, mikroalga mengalami
perubahan  metabolisme  sel  dalam
pertumbuhan, seperti peningkatan kadar
enzim dan metabolit yang terlibat dalam
pembelahan sel akibat adaptasi terhadap
media. Selain itu, perbedaan konsentrasi
salinitas pada perlakuan dengan kultur
starter dapat menyebabkan efek pada
Spirulina, antara lain  menyebabkan
cekaman osmotik dari ion garam pada
membran sel Spirulina (Hariyati, 2008).
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Gambar 1. Kurva Pertumbuhan Spirulina pada Kadar Salinitas Berbeda

Berdasarkan grafik pada Gambar 1,
jumlah sel pada fase lag untuk perlakuan O
ppt berkisar antara 1.475-9.200 unit/mL,
perlakuan 10 ppt berkisar antara 5.250-
10.425 unit/mL, perlakuan 15 ppt berkisar
antara 5.150-12.025 unit/mL, perlakuan 20
ppt berkisar antara 3.100-7.950 unit/mL,
perlakuan 25 ppt berkisar antara 9.600-
15.825 unit/mL, dan perlakuan 30 ppt
berkisar antara 16.750-19.125 unit/mL.

Peningkatan  pertumbuhan  secara
signifikan pada perlakuan terjadi pada kultur
mulai hari ke-11 hingga 12, artinya pada
kondisi ini  Spirulina memasuki fase
eksponensial, dengan populasi tertinggi
(puncak) pada konsentrasi 10, 15, 25, dan
30 ppt terjadi pada hari ke-12. Sedangkan
untuk perlakuan 0 dan 20 ppt populasi
tertinggi terjadi pada hari ke-8. Hal tersebut
memperlihatkan  bahwa dalam  proses
pertumbuhannya diperlukan waktu tertentu.
Hal ini sesuai dengan pernyataan
Maharsyah et al. (2013), bahwa mikroalga
memerlukan waktu untuk beradaptasi. Pada
fase ini, Spirulina sudah beradaptasi
terhadap media tumbuh dan secara fisiologi
telah  melakukan metabolisme secara
maksimal. Pada fase eksponensial, Spirulina
memanfaatkan nutrien yang diberikan dalam

media kultur untuk pembelahan sel,
sehingga perlahan kepadatan sel mulai
meningkat  (Tawel et al., 2021).
Penambahan jumlah sel Spirulina tertinggi
terjadi pada perlakuan 30 ppt dengan
kisaran antara 32.700-34.575 unit/mL.
Berdasarkan hasil laju pertumbuhan ini
dapat dilihat bahwa perlakuan salinitas 30
ppt menghasilkan tingkat pertumbuhan
populasi sel tertinggi dibandingkan dengan
perlakuan salinitas yang lain. Peningkatan
pertumbuhan yang baru terjadi pada hari ke-
11 ini lebih lama bila dibandingkan dengan
penelitian Mahardika et al. (2023) yang
terjadi pada hari ke-4. Hal ini dikarenakan
adanya penambahan air limbah budidaya
ikan sebagai modifikasi media kultur,
sehingga dapat dilihat bahwa penambahan
air limbah budidaya ikan pada media kultur
tidak memberi pengaruh yang signifikan
terhadap pertumbuhan sel Spirulina. Hal ini
diduga karena air limbah ikan tidak
mengandung  nutrisi  yang  kompleks
dibandingkan  dengan  pupuk  walne,
sehingga memberikan respon pertumbuhan
sel yang lambat dan memerlukan waktu
untuk beradaptasi pada media Yyang
mengandung air limbah ikan (Anggraeni et
al., 2022).
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Pertumbuhan populasi Spirulina mulai
konstan terjadi pada hari ke-13-14 pada
perlakuan salinitas 10, 15, 20, 25, dan 30
ppt, dimana populasi Spirulina mulai
memasuki fase stasioner. Pada fase ini
pertumbuhan sel mulai melambat karena
nutrisi dan faktor fisika kimianya mulai
membatasi  pertumbuhan.  Fase ini
dipengaruhi oleh berkurangnya nutrien yang
ada pada media kultur (Mahardika et al.,
2023). Fase stasioner ditandai dengan
kematian Spirulina hampir sama dengan
laju pertumbuhannya sehingga kepadatan
Spirulina relatif konstan (Tawel at al.,
2021). Fase penurunan dan kematian mulai
terjadi pada hari ke-15 hingga 20 ditandai
dengan menurunnya kandungan nutrisi
media dan menurunnya kondisi kualitas air,
sehingga kepadatan sel menurun cepat
karena laju kematian Spirulina lebih tinggi
daripada laju pertumbuhannya.

Total Fenolik dan Flavonoid Spirulina

klorida. Pengujian ini dilakukan
menggunakan larutan standar uji, fenolik
menggunakan standar asam galat dengan
pengukuran pada panjang gelombang 760
nm dan flavonoid menggunakan standar
kuersetin yang diukur pada panjang
gelombang 420 nm. Ekstraksi senyawa
fenolik dan flavonoid dari Spirulina
dilakukan dengan metode maserasi dengan
pelarut metanol.

Berdasarkan hasil analisis kadar
fenolik terlihat bahwa media kultur yang
diberi perlakuan salinitas memiliki kadar
fenolik yang lebih tinggi dibandingkan
tanpa  perlakuan  salinitas,  dengan
konsentrasi tertinggi pada perlakuan 10 ppt
dengan nilai 193,42 ppm (Tabel 1). Hal ini
menunjukkan bahwa salinitas rendah
memiliki kadar fenolik yang cenderung
tinggi, sebaliknya meningkatnya salinitas
menyebabkan penurunan kadar senyawa
golongan fenolik yang dihasilkan Spirulina

Analisis  fenolik  dilakukan  dengan sp selama kultivasi. Peningkatan salinitas
menggunakan metode follin ciocalteu, dan memberikan reaksi negatif terhadap kadar
flavonoid menggunakan alumunium fenolik.

Tabel 1. Hasil pengujian fenolik ekstrak Spirulina

Salinitas (ppt) Absorbansi Konsentrasi (ppm)
0 1,98 93,71
10 4,00* 193,42
15 3,21 154,36
20 3,57 172,57
25 3,11 149,46
30 2,88 138,27

* Konsentrasi terlalu pekat

Untuk kadar flavonoid, dapat dilihat bahwa
konsentrasi flavonoid yang diberi perlakuan
salinitas menunjukkan reaksi positif,
semakin tinggi kadar salinitas maka
semakin tinggi pula kadar flavonoid. Hal ini
diduga pemberian salinitas membuat sel
Spirulina beradaptasi dengan menghasilkan
metabolit  sekunder  flavonoid  untuk

melindungi terhadap cekaman. Fithriani et
al. (2015) menyatakan bahwa flavonoid
merupakan salah satu dari banyak molekul
yang digunakan oleh sel untuk melindungi
bahaya reaktif oksigen spesies. Hasil
pengujian flavonoid berdasarkan kurva
standar dan pengukuran absorbansi ekstrak
dapat dilihat pada Tabel 2 berikut.
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Tabel 2. Hasil pengujian flavonoid ekstrak Spirulina

Salinitas (ppt) Absorbansi Konsentrasi (ppm)
0 0,355 55,27
10 1,981 301,64
15 0,917 140,42
20 4,000* 607,55*
25 0,882 135,12
30 4,000* 607,55*

*Konsentrasi terlalu pekat

Fenolik dan flavonoid yang merupakan
antioksidan dihasilkan sebagai respon
adaptasi sel terhadap pemberian salinitas
untuk menjaga stabilitas metabolisme di
dalam sel dan mencegah kerusakan sel

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Peningkatan salinitas menunjukkan
peningkatan laju pertumbuhan sel Spirulina
dengan puncak laju pertumbuhan tertinggi
pada salinitas 30 ppt yaitu 34.575 unit/mL.
Peningkatan salinitas memberikan reaksi
positif ~ terhadap  peningkatan  kadar
flavonoid, namun memberikan reaksi
negatif terhadap kadar fenolik. Penambahan
air limbah budidaya ikan pada media kultur
tidak berpengaruh terhadap peningkatan laju
pertumbuhan sel dan konsentrasi senyawa
aktif fenolik dan flavonoid.

Saran

Perlu penelitian lanjut mengenai
kandungan nutrisi yang terdapat di dalam
air limbah budidaya ikan, serta pengujian
pada produksi pigmen Spirulina.
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Spirulina. Pada penelitian ini menunjukkan
bahwa respon adaptasi sel terhadap
peningkatan salinitas lebih diperankan oleh
flavonoid dibandingkan fenolik.
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