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ABSTRACT

This study evaluated the effect of different doses of Walne fertilizer on the growth and protein content of
the microalga Chlorella sp. HasliUHO1, which has potential as an alternative protein source for aquafeed.
A Completely Randomized Design (CRD) was applied with four Walne fertilizer doses (0.5, 1.0, 1.5, and
2.0 mL/L), each in four replicates. Observed parameters included cell density, relative growth rate,
biomass (dry weight/DW and ash-free dry weight/AFDW), biomass productivity, and protein content. The
results showed that the 1.0 mL/L treatment produced the highest growth performance, indicated by
maximum cell density (68.14 x 10* cells/mL), DW (0.0498 g), AFDW (0.00935 g), and biomass
productivity (0.0102 g/L/day). The highest protein content (7.30%) was also observed at 1.0 mL/L;
however, statistical analysis indicated no significant differences among treatments (P > 0.05). Both lower
and higher fertilizer doses tended to reduce growth efficiency and biomass quality. Therefore, a Walne
fertilizer dose of 1.0 mL/L is considered optimal for supporting the growth of Chlorella sp. HasliUHO1 and
improving biomass characteristics for sustainable aquafeed development.
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh variasi dosis pupuk Walne terhadap pertumbuhan
dan kandungan protein mikroalga Chlorella sp. HasliUHO1 yang berpotensi sebagai sumber protein
alternatif pakan ikan. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat dosis
pupuk Walne, yaitu 0,5; 1,0; 1,5; dan 2,0 mL/L, masing-masing dengan empat ulangan. Parameter yang
diamati meliputi kepadatan sel, laju pertumbuhan relatif, biomassa (berat kering/DW dan berat kering
bebas abu/AFDW), produktivitas biomassa, serta kandungan protein. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa dosis 1,0 mL/L menghasilkan kinerja pertumbuhan terbaik dengan kepadatan sel tertinggi (68,14
x 10* sel/mL), DW sebesar 0,0498 g, AFDW sebesar 0,00935 g, dan produktivitas biomassa 0,0102
g/L/hari. Kandungan protein tertinggi (7,30%) juga diperoleh pada dosis 1,0 mL/L, meskipun secara
statistik tidak berbeda nyata antar perlakuan (P > 0,05). Dosis pupuk yang terlalu rendah maupun terlalu
tinggi cenderung menurunkan efisiensi pertumbuhan dan kualitas biomassa. Dengan demikian, dosis
pupuk Walne 1,0 mL/L dinilai optimal untuk mendukung pertumbuhan Chlorella sp. HaslilUHO1 dan
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peningkatan karakteristik biomassa dalam pengembangan pakan ikan berkelanjutan.

Kata kunci: Chlorella sp., Pupuk Walne, Pertumbuhan, Biomassa, Protein

PENDAHULUAN

Peningkatan kebutuhan protein hewani
global mendorong perkembangan industri
akuakultur yang semakin intensif (FAO, 2022).
Pakan merupakan komponen utama dalam
sistem akuakultur karena sangat menentukan
laju  pertumbuhan, efisiensi pakan, dan
kesehatan ikan. Protein menjadi nutrien kunci
dalam pakan ikan, namun hingga saat ini sumber
protein masih didominasi oleh tepung ikan dan
kedelai yang menghadapi keterbatasan
pasokan, fluktuasi harga, serta isu keberlanjutan
lingkungan (Tacon & Metian, 2015).

Mikroalga merupakan sumber protein
alternatif yang menjanjikan karena memiliki
kandungan nutrisi tinggi, laju pertumbuhan
cepat, serta dapat dibudidayakan tanpa bersaing
dengan lahan pangan (Hemaiswarya et al., 2016;
Ahmad et al, 2023). Salah satu mikroalga
potensial adalah Chlorella sp., yang diketahui
memiliki  kandungan protein tinggi serta
mengandung asam amino esensial, vitamin, dan
mineral yang mendukung pertumbuhan ikan
(Becker, 2007; Guedes et al., 2011). Namun,
produksi biomassa dan kandungan protein
Chlorella  sp. sangat dipengaruhi oleh
ketersediaan nutrien dalam media kultur (Khoeyi
et al., 2015).

Pupuk Walne merupakan media yang
umum digunakan dalam kultivasi mikroalga
karena mengandung unsur hara makro dan
mikro esensial seperti nitrogen, fosfor, dan
mikronutrien yang mendukung pertumbuhan sel
(Walne, 1970). Meskipun demikian, dosis pupuk
Walne yang tidak tepat dapat menyebabkan
pertumbuhan yang tidak optimal atau
menurunkan efisiensi akumulasi biomassa dan
protein. Beberapa penelitian melaporkan bahwa
dosis sedang pupuk Walne  mampu
meningkatkan  pertumbuhan  Chlorella  sp.,
sedangkan dosis yang terlalu rendah atau tinggi
justru  menurunkan  kinerja  pertumbuhan
(Wardani et al., 2020; Widiyaningrum et al.,
2020). Namun, informasi mengenai dosis optimal
pupuk Walne terhadap pertumbuhan dan

kandungan protein Chlorella sp. isolat lokal
HasliUHO1 masih terbatas.

Meskipun penelitian mengenai
penggunaan pupuk Walne pada kultur mikroalga
telah banyak dilakukan, informasi mengenai
respons pertumbuhan dan kandungan protein
pada isolat lokal Chlorella sp. HasliUHO1 masih
belum banyak dikaji. Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa strain  Chlorella yang
berbeda memiliki produktivitas dan komposisi
biokimia yang berbeda pada kondisi nutrien yang
sama (Touloupakis et al., 2015), serta adanya
variasi respons pertumbuhan dan akumulasi
protein antar strain lokal dan strain koleksi
terhadap konsentrasi nitrogen (Bosnajkovic et
al., 2022). Setiap strain mikroalga memiliki
kemampuan adaptasi, efisiensi pemanfaatan
nutrien, serta pola akumulasi biomassa dan
protein yang spesifik (Touloupakis et al., 2015).

Oleh karena itu, penelitian ini memiliki
kebaruan pada penggunaan isolat lokal Chlorella
sp. HasliUHO1 sebagai objek kajian untuk
mengetahui pengaruh variasi dosis pupuk Walne
terhadap pertumbuhan dan kandungan protein.
Selain menganalisis kepadatan sel, penelitian ini
juga mengevaluasi parameter biomassa (DW
dan AFDW), produktivitas biomassa, serta
kandungan protein sehingga dapat memberikan
informasi yang lebih komprehensif mengenai
karakteristik fisiologis isolat lokal tersebut. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar
pengembangan kultur Chlorella sp. HasliUHO1
sebagai sumber biomassa mikroalga yang
berpotensi  dimanfaatkan  dalam  bidang
Teknologi Hasil Perikanan, khususnya sebagai
bahan baku alternatif pakan.

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini
bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh variasi
dosis pupuk Walne terhadap pertumbuhan dan
kandungan protein mikroalga Chlorella sp.
HasliUHO1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan dasar ilmiah dalam penentuan
dosis pupuk yang optimal untuk mendukung
produksi biomassa mikroalga sebagai bahan
baku pakan ikan berkelanjutan.
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METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
September-Desember 2024. Isolat mikroalga
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
isolat HasliUHO1 yang berasal dari Perairan
Waworaha, Kabupaten Konawe, Sulawesi
Tenggara. Isolat tersebut telah diidentifikasi
secara molekuler menggunakan metode DNA
barcoding oleh PT Oceanogen Baruga
Indonesia dan teridentifikasi sebagai Chlorella
sp. Pembuatan media dan kultur mikroalga
dilakukan di Laboratorium Unit Produktivitas dan
Lingkungan Perairan FPIK UHO. Selanjutnya
analisis protein dan biomassa dilakukan di
Laboratorium Unit Produktivitas dan Lingkungan
Perairan FPIK UHO, Kendari, Sulawesi
Tenggara.

Media kultur menggunakan air laut steril
yang diperkaya pupuk Walne dengan empat
variasi dosis, yaitu 0,5 mL/L (P1), 1,0 mL/L (P2),
1,5 mL/L (P3), dan 2,0 mL/L (P4). Kultur
Chlorella sp. HasliUHO1 dipelihara selama tujuh
hari dengan kondisi pemeliharaan yang sama
pada setiap perlakuan yaitu dengan menjaga
suhu ruangan agar teta stabil (25-30°C).
Parameter yang diamati meliputi kepadatan sel,
laju pertumbuhan relatif, biomassa (Dry
Weight/DW dan Ash Free Dry Weight/AFDW),
produktivitas biomassa, dan kadar protein.

Pengamatan kepadatan sel dilakukan
setiap dua hari menggunakan haemositometer
di bawah mikroskop. Data kepadatan sel
digunakan untuk menghitung laju pertumbuhan
relatif pada masing-masing perlakuan.

Analisis biomassa dilakukan melalui
pengukuran Dry Weight (DW) dan Ash Free Dry
Weight (AFDW) menggunakan kertas saring
Whatman. Biomassa mikroalga disaring
menggunakan  kertas  saring  Whatman,
kemudian dikeringkan hingga diperoleh bobot
kering (DW). Selanjutnya sampel diabukan
menggunakan tanur pada suhu 450°C selama
3-4 jam untuk memperoleh bobot abu. Nilai
AFDW dihitung berdasarkan selisih antara bobot
kering (DW) dan bobot abu.

Analisis  kadar  protein  dilakukan
menggunakan metode Kjeldahl, yang meliputi
tahapan destruksi, destilasi, dan titrasi untuk
menentukan kadar nitrogen total sebelum
dikonversi menjadi kadar protein. Kadar protein

dihitung berdasarkan kadar nitrogen total yang
diperoleh dari analisis Kjeldahl. Nilai nitrogen
yang diperoleh dikonversi menjadi kadar protein
menggunakan faktor konversi (Fk) sebesar 5,95,
sesuai dengan faktor konversi yang digunakan
untuk Chlorella sp. menurut Lopes et al. (2010).
Perhitungan ~ kadar  protein  dilakukan
menggunakan persamaan:

Kadar protein (%) = [(V1 - V2) x N x 0,014 x Fk
x 100]/ W

Keterangan:

W = bobot cuplikan (g);

V; = volume HCI N yang digunakan pada
penitaran contoh (mL);

V, = volume HCI N yang digunakan pada
penitaran blanko (mL);

N = normalitas HCI;

Fk = faktor konversi protein sebesar 5,95.
Penggunaan faktor konversi 5,95

didasarkan pada karakteristik kandungan

nitrogen pada protein Chlorella sp., sehingga

faktor tersebut digunakan untuk mengonversi

nitrogen total hasil analisis Kjeldahl menjadi

kadar protein.

Penelitian  menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan satu faktor berupa
variasi dosis pupuk Walne yang terdiri atas
empat taraf perlakuan, yaitu 0,5 mL/L (P1), 1,0
mL/L (P2), 1,5 mL/L (P3), dan 2,0 mL/L (P4),
dengan empat kali ulangan sehingga diperoleh
16 satuan percobaan. Model matematis RAL
yang digunakan adalah:

Yij =y +7i + €jj

dengan keterangan:

e Yij = nilai pengamatan pada perlakuan
ke-i ulangan ke-j;

e | =nilai tengah umum;

e Ti = pengaruh perlakuan dosis pupuk

Walne ke-i;
e ¢ij = galat percobaan.
Data  hasil  penelitan  dianalisis

menggunakan Analysis of Variance (ANOVA)
pada taraf signifikansi 5% (a = 0,05). Apabila
hasil analisis menunjukkan pengaruh yang nyata
(P < 0,05), maka dilanjutkan dengan Duncan's
Multiple Range Test (DMRT) untuk mengetahui
perbedaan antarperlakuan. Seluruh analisis
statistik dilakukan menggunakan IBM SPSS
Statistics.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Penelitian

Penelitian  ini  menghasilkan  data
mengenai pengaruh variasi dosis pupuk Walne
terhadap pertumbuhan dan kandungan protein
Chlorella sp. melalui beberapa parameter
pengamatan, yaitu kepadatan sel, laju
pertumbuhan spesifik, biomassa (DW dan
AFDW), produktivitas biomassa, dan kandungan
protein.
Kepadatan Sel Chlorella sp.

Pertumbuhan Chlorella sp. dipantau
secara berkala setiap dua hari sekali selama
satu minggu untuk mengetahui bagaimana fase-
fase pertumbuhan Chlorella sp. berubah dengan
konsentrasi yang berbeda-beda. Kepadatan sel
Chlorella sp. menunjukkan peningkatan selama
masa kultivasi. Perlakuan dengan dosis pupuk
Walne 1,0 mL/L (P2) menghasilkan kepadatan
sel tertinggi pada hari ke-6, yaitu 68,14 x 104
sel/mL. Perlakuan dengan dosis 2,0 mL/L
menunjukkan  kepadatan yang cenderung
menurun setelah hari ke-6.

Kepadatan sel yang lebih tinggi pada
perlakuan P2 menunjukkan bahwa dosis pupuk
Walne 1,0 mL/L memberikan ketersediaan
nutrien yang lebih sesuai untuk mendukung
pertumbuhan Chlorella sp. Nitrogen dan fosfor
merupakan nutrien penting yang berperan dalam
pertumbuhan dan pembentukan biomassa
mikroalga. Keseimbangan dan konsentrasi
kedua nutrien tersebut dapat memengaruhi laju
pertumbuhan dan biomassa Chlorella sp.
Alketife et al. (2017) melaporkan bahwa
konsentrasi serta rasio nitrogen dan fosfor
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
pembentukan biomassa Chlorella vulgaris.
Penelitian lain  juga menunjukkan bahwa
perubahan kondisi nutrien N dan P dapat
memengaruhi biomassa kering dan karakteristik
fisiologis C. vulgaris (Huang et al., 2021). Hasil
penelitian ini sejalan dengan Trinh (2023) yang
melaporkan bahwa perbedaan konsentrasi
media Walne memengaruhi pertumbuhan dan
produktivitas biomassa Chlorella  vulgaris,
menunjukkan bahwa ketersediaan nutrien dalam
media kultur merupakan faktor penting yang
menentukan perkembangan mikroalga. Dengan
demikian, kecenderungan penurunan kepadatan

sel pada perlakuan P4 setelah hari ke-6 diduga
berkaitan dengan kondisi nutrien yang kurang
optimal bagi pertumbuhan sel. Namun,
mekanisme tersebut tidak dapat dipastikan
hanya berdasarkan kepadatan sel karena
penelitian ini tidak mengukur secara langsung
konsumsi atau konsentrasi nutrien selama masa

kultur.
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Gambar 1. Grafik perubahan kepadatan sel
Chlorella sp. selama tujuh hari
pengamatan dengan konsentrasi
yang berbeda.
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Gambar 2. Perubahan  penampakan  kultur
Chlorella sp. HaslilUHO1 pada hari
ke-0, ke-2, ke-4, ke-6 dan ke-7
selama proses kultivasi.

Laju Pertumbuhan Relatif

Laju pertumbuhan relatif tertinggi
tercatat pada perlakuan P2 (1,0 mL/L) dengan
nilai 1,0873 sel.hari-!, sedangkan perlakuan P1
(0,5 mL/L) menunjukkan nilai terendah yaitu
1,0056 sel.hari!. Berdasarkan hasil uji ANOVA,
diperoleh nilai P > 0,05 yang menunjukkan
bahwa variasi dosis pupuk Walne tidak
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap
laju  pertumbuhan relatif  Chlorella  sp.
HasliUHO1. Dengan demikian, meskipun
terdapat perbedaan nilai rata-rata laju
pertumbuhan relatif antarperlakuan, perbedaan
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tersebut tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata secara statistik.

Meskipun perlakuan P2 menghasilkan
nilai laju pertumbuhan relatif tertinggi, hasil
analisis statistik menunjukkan bahwa perbedaan
dosis pupuk Walne yang diberikan belum
mampu menghasilkan perbedaan pertumbuhan
yang nyata antarperlakuan. Kondisi ini
menunjukkan bahwa seluruh dosis yang
digunakan ~ masih  dapat  mendukung
pertumbuhan Chlorella sp. HasliUHO1 dalam
kisaran yang relatif serupa. Trinh (2023)
melaporkan bahwa respons pertumbuhan
Chlorella  vulgaris terhadap media Walne
dipengaruhi oleh konsentrasi nutrien yang
tersedia, namun peningkatan dosis media tidak
selalu menghasilkan peningkatan pertumbuhan
yang signifikan. Selain itu, Alketife et al. (2017)
menjelaskan bahwa pemanfaatan nitrogen dan
fosfor oleh mikroalga dipengaruhi oleh
kemampuan adaptasi sel terhadap kondisi
media, sehingga respons pertumbuhan yang
dihasilkan tidak selalu berbeda nyata meskipun
konsentrasi nutrien meningkat.

== 0,JmL ImL 1.3mL ImL

LajuPertumbubhanRelatif{Sel. Hari')
= [ P '

Hari

Gambar 3. Grafik laju pertumbuhan relatif
Chlorella sp. HasliUHO1 pada
berbagai dosis pupuk Walne.

Biomassa Berat Kering (DW) dan Berat
Kering Bebas Abu (AFDW)

Berdasarkan hasil uji ANOVA pada
Berat Kering menunjukan bahwa P < 0,05 yang
artinya ada pengaruh nyata antara P1, P2, P3
dan P4 terhadap Berat Kering Chlorella sp.,
sedangkan hasil analisis ANOVA pada berat
kering bebas abu menunjukkan adanya
perbedaan signifikan antara rata-rata AFDW
pada perlakuan P1, P2, P3, dan P4, dengan
nilai P < 0,05, yang berarti perlakuan memiliki

pengaruh nyata pada berat kering bebas abu
Chlorella sp.

Hasil uji lanjut DMRT menunjukkan
bahwa perlakuan P2 (1,0 mL/L) memiliki nilai
DW tertinggi dan berbeda nyata dengan P1, P3,
dan P4. Sementara itu, P3 dan P4 tidak
menunjukkan perbedaan nyata karena memiliki
notasi huruf yang sama. Pola yang sama terlihat
pada AFDW, di mana P2 berbeda nyata dengan
seluruh perlakuan lainnya, sedangkan P3 dan
P4 tidak berbeda nyata. Notasi huruf yang
berbeda menunjukkan perbedaan nyata
antarperlakuan berdasarkan uji DMRT pada
taraf 5%.

Tingginya nilai DW dan AFDW pada
perlakuan P2 (1,0 mL/L) menunjukkan bahwa
dosis tersebut memberikan kondisi nutrien yang
lebih sesuai untuk pembentukan biomassa
Chlorella sp. Ketersediaan nitrogen dan fosfor
dalam media kultur berperan penting dalam
pembentukan komponen sel dan peningkatan
biomassa mikroalga. Alketife et al. (2017)
menunjukkan bahwa konsentrasi nitrogen dan
fosfor dapat memengaruhi pertumbuhan serta
produksi biomassa Chlorella vulgaris. Hasil
penelitian Trinh  (2023) juga menunjukkan
bahwa penggunaan media Walne dengan
konsentrasi yang berbeda dapat menghasilkan
respons biomassa yang berbeda pada Chlorella
vulgaris. Dengan demikian, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa peningkatan dosis pupuk
Walne tidak selalu diikuti dengan peningkatan
biomassa, karena  pertumbuhan  dan
pembentukan biomassa mikroalga dipengaruhi
oleh ketersediaan nutrien pada tingkat yang
sesuai.

0.0600 a
0.0498

0.0500
0.0400 0 0311
0.0300
0.0200 0 0158
00935
0.0100 00137 00344 00272
0.0000

0. 0277

Dry Weight & Ash Free Dry
Weight
(9.L-1)

0,5 ML 1ML 1,5 ML

mDW = AFDW

Gambar 4. Histogram Dry Weight (DW) dan Ash Free Dry
Weight (AFDW) Chlorella sp. HasliUHO1

pada berbagai dosis pupuk Walne.
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Produktivitas Biomassa
Produktivitas biomassa Chlorella sp.
HasliUHO1 menunjukkan respons yang berbeda
terhadap variasi dosis pupuk Walne (Gambar 5).
Produktivitas biomassa tertinggi diperoleh pada
perlakuan dosis Walne 1 mL/L, yaitu sebesar
0,0102 g/L/hari, sedangkan produktivitas
terendah terdapat pada dosis 0,5 mL/L, yaitu
sebesar 0,0014 g/L/hari. Produktivitas pada
dosis 1,5 dan 2 mL/L masing-masing sebesar
0,0036 dan 0,0028 g/L/hari. Hasil analisis
ANOVA menunjukkan bahwa variasi dosis
pupuk Walne berpengaruh nyata terhadap
produktivitas biomassa (P<0,05). Hasil uji DMRT
menunjukkan bahwa seluruh perlakuan memiliki
notasi yang berbeda, yaitu d, a, b, dan c,
sehingga  setiap  dosis  menghasilkan
produktivitas biomassa yang berbeda nyata.
0.0120 a
0.0102

0.0100
~.0.0080
§0.0060
200040 | ¢
0.0020 0.0014
0.0000

b C
00036 0.00279953
1

Produktivitas Biomassa

0.5 ml 1ml 1.5ml 2ml
Perlakuan
Gambar 5. Produktivitas biomassa Chlorella sp.
HasliUHO1 pada berbagai dosis
pupuk Walne. Huruf yang berbeda

menunjukkan  perbedaan nyata
antarperlakuan  berdasarkan  uji
DMRT (P<0,05).

Kandungan Protein Mikroalga Chlorella sp.

Kandungan protein tertinggi (7,30%)
diperoleh pada perlakuan dosis 1,0 mL/L, namun
secara statistik tidak berbeda nyata antar
perlakuan (P > 0,05). Hasil ini menunjukkan
bahwa variasi dosis pupuk Walne dalam kisaran
penelitan  belum  memberikan  pengaruh
signifikan terhadap akumulasi protein Chlorella
sp. secara statistik. Meskipun demikian, tren
peningkatan protein pada dosis 1,0 mL/L
mengindikasikan bahwa keseimbangan nutrien
berperan penting dalam mendukung sintesis
protein.

Nilai protein yang relatif rendah
dibandingkan laporan literatur kemungkinan
dipengaruhi oleh rasio nutrien media, waktu

panen, karakteristik strain lokal, serta kondisi
lingkungan selama kultur. Faktor-faktor tersebut
perlu diperhatikan dalam pengembangan
penelitian  lanjutan  untuk  meningkatkan
kandungan protein biomassa mikroalga.

70000

0.5ml 1ml L5ml ml

Perlakuan

Gambar 6. Histogram kadar protein pada
Chlorella sp.

Tabel 1. Nilai rata-rata parameter pertumbuhan,
biomassa, produktivitas biomassa, dan

kandungan protein Chlorella sp. HasliUHO1

pada berbagai dosis pupuk Walne

Dosis RGR DW

AFDW Biomassa Protein

Kepadatan Sel dan Laju Pertumbuhan Relatif

Kepadatan sel Chlorella sp. HasliUHO1
meningkat selama periode kultur pada seluruh
perlakuan dan mencapai nilai maksimum pada
hari ke-6. Perlakuan dosis pupuk Walne 1,0 mL/L
menghasilkan kepadatan sel tertinggi (68,14 x
10* sel/mL), sedangkan dosis 0,5 mL/L dan 2,0
mL/L menunjukkan kepadatan yang lebih
rendah. Pola tersebut mengindikasikan bahwa
ketersediaan nutrien pada dosis 1,0 mL/L berada
pada kondisi optimum untuk mendukung
pembelahan sel. Hal ini didukung oleh Alketife et
al. (2017) yang melaporkan bahwa konsentrasi

(mL/L) (hari')  (9) (9) (g/L/hari) (%)
0,5 1,0056 0,0158 0,00137  0,0014 3,15
1,0 1,0873 0,0498 0,00935 0,0102 7,30
1,5 1,0583 0,0311 0,00344  0,0036 5,51
20 1,0311 0,0277 0,00272  0,0028 2,65
Pembahasan
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serta rasio nitrogen dan fosfor berpengaruh
nyata terhadap pertumbuhan dan pembentukan
biomassa Chlorella vulgaris. Hasil penelitian ini
sejalan dengan Wardani et al. (2020) dan
Widiyaningrum et al. (2020) yang menunjukkan
bahwa dosis sedang pupuk Walne mampu
meningkatkan kepadatan sel Chlorella sp.,
sedangkan dosis yang terlalu rendah
menyebabkan keterbatasan nutrien dan dosis
yang terlalu tinggi justru menurunkan efisiensi
pertumbuhan  karena  ketidakseimbangan
nutrien.

Trinh (2023) juga melaporkan bahwa
perbedaan  konsentrasi  media  Walne
menghasilkan  respons  pertumbuhan  dan
produktivitas biomassa yang berbeda pada
Chlorella vulgaris, yang menegaskan bahwa
ketersediaan nutrien merupakan faktor penentu
perkembangan mikroalga.Penurunan kepadatan
sel pada perlakuan dosis 2,0 mL/L setelah hari
ke-6  menunjukkan  bahwa  peningkatan
konsentrasi nutrien tidak selalu berkorelasi
positif dengan pertumbuhan sel. Ketersediaan
unsur hara yang berlebihan dapat menyebabkan
stres fisiologis pada sel mikroalga karena
meningkatnya kebutuhan energi untuk mengatur
proses penyerapan dan pemanfaatan nutrien.
Penurunan kepadatan sel pada fase akhir kultur
dapat disebabkan oleh kompetisi terhadap faktor
pembatas pertumbuhan, terutama cahaya dan
nutrien. Pada kepadatan sel yang tinggi,
fenomena self-shading terjadi ketika sel saling
menutupi sehingga penetrasi cahaya berkurang
dan menghambat fotosintesis (Khoeyi et al.,
2015). Selain itu, akumulasi metabolit selama
kultur berlangsung dapat memberikan efek
penghambatan terhadap aktivitas fisiologis
mikroalga (Touloupakis et al., 2015).

Laju pertumbuhan relatif tertinggi
tercatat pada perlakuan P2 (1,0 mL/L) dengan
nilai 1,0873 sel.hari™!, sedangkan P1 (0,5 mL/L)
terendah yaitu 1,0056 sel.hari™". Hasil uji ANOVA
menunjukkan nilai P > 0,05 yang berarti variasi
dosis pupuk Walne tidak memberikan pengaruh
signifikan terhadap laju pertumbuhan relatif.
Kondisi tersebut menunjukkan bahwa seluruh
dosis yang digunakan masih dapat mendukung
pertumbuhan dalam kisaran yang relatif serupa.
Trinh  (2023) menjelaskan bahwa respons
pertumbuhan Chlorella vulgaris terhadap media

Walne dipengaruhi oleh konsentrasi nutrien,
namun peningkatan dosis tidak selalu
menghasilkan peningkatan pertumbuhan yang
signifikan. Hal tersebut diperkuat oleh Alketife et
al. (2017) dan Huang et al. (2021) yang
menyatakan bahwa pemanfaatan nitrogen dan
fosfor dipengaruhi oleh kemampuan adaptasi sel
terhadap kondisi media, sehingga respons
pertumbuhan tidak selalu berbeda nyata
meskipun konsentrasi nutrien meningkat.

Biomassa (DW dan AFDW) dan Produktivitas
Biomassa

Perlakuan ~ dosis  pupuk  Walne
memberikan pengaruh nyata terhadap biomassa
Chlorella sp. (P < 0,05). Nilai DW dan AFDW
tertinggi diperoleh pada dosis 1,0 mLIL,
sedangkan dosis terendah diperoleh pada
perlakuan 0,5 mL/L. Hal ini menunjukkan bahwa
ketersediaan nutrien yang seimbang berperan
penting dalam meningkatkan akumulasi bahan
organik sel.

Produktivitas biomassa tertinggi juga
dihasilkan pada dosis 1,0 mL/L, yang sejalan
dengan tingginya kepadatan sel dan biomassa
pada perlakuan tersebut. Dosis pupuk yang
terlalu rendah menyebabkan keterbatasan
nutrien, sedangkan dosis yang terlalu tinggi
berpotensi menimbulkan stres fisiologis atau
ketidakseimbangan nutrien, sehingga
menurunkan efisiensi pertumbuhan.

Hasil tersebut sejalan dengan penelitian
Trinh  (2023) yang menunjukkan bahwa
konsentrasi media Walne yang berbeda dapat
menghasilkan respons  pertumbuhan dan
produktivitas biomassa yang berbeda pada
Chlorella vulgaris. Alketife et al. (2017) juga
menunjukkan bahwa ketersediaan nitrogen dan
fosfor pada konsentrasi tertentu dapat
memengaruhi pertumbuhan dan pembentukan
biomassa Chlorella vulgaris. Kondisi nutrien
yang tidak sesuai, baik karena kekurangan
maupun  kelebihan, dapat menyebabkan
perubahan dalam metabolisme sel sehingga
tidak selalu menghasilkan  peningkatan
biomassa. Oleh karena itu, dosis 1,0 mL/L pada
penelitian ini diduga merupakan kondisi yang
lebih sesuai untuk mendukung pembentukan
biomassa dan produktivitas Chlorella sp.
HasliUHO1 dibandingkan dosis lainnya.
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Kandungan Protein Chlorella sp. HasliUHO1
Kandungan protein tertinggi Chlorella
sp. HasliUHO1 diperoleh pada perlakuan pupuk
Walne dosis 1,0 mL/L dengan nilai sebesar
7,30%. Tingginya kandungan protein pada
perlakuan tersebut menunjukkan bahwa dosis
nutrien yang diberikan mampu mendukung
aktivitas metabolisme sel, terutama dalam
proses pembentukan asam amino dan sintesis
protein. Unsur nitrogen yang terdapat dalam
pupuk Walne merupakan komponen penting
dalam pembentukan protein karena berperan
sebagai penyusun utama asam amino dan
senyawa nitrogen organik dalam sel mikroalga.
Nilai kandungan protein yang diperoleh
pada penelitian ini masih lebih rendah
dibandingkan dengan kandungan protein
Chlorella sp. yang umum dilaporkan dalam
literatur, dimana Becker (2007) menyatakan
bahwa biomassa kering Chlorella sp. dapat
memiliki kandungan protein sekitar 50-60%
berat kering. Perbedaan nilai tersebut dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti
karakteristik strain yang digunakan, kondisi
kultur, fase pertumbuhan saat pemanenan, serta
metode analisis protein yang diterapkan.
Rendahnya kandungan protein pada
penelitian ini kemungkinan terutama dipengaruhi
oleh waktu panen yang dilakukan pada hari ke-7
ketika kultur mulai memasuki fase akhir
pertumbuhan. Pada fase ini sebagian nitrogen
seluler dapat dialihkan untuk sintesis senyawa
cadangan seperti lipid dan karbohidrat sehingga
proporsi protein menurun. Selain itu, kondisi
kultur yang belum dioptimalkan, seperti
intensitas  cahaya, ketersediaan  karbon
anorganik, dan rasio nitrogen-fosfor media,
dapat membatasi akumulasi protein. Faktor
metodologis juga perlu diperhatikan karena
metode Kjeldahl mengukur nitrogen total
sehingga hasil dapat dipengaruhi oleh faktor
konversi yang digunakan. Penelitian selanjutnya
perlu mengevaluasi waktu panen yang berbeda,
optimasi rasio nutrien, serta membandingkan
metode Kjeldahl dengan metode Bradford atau
Lowry untuk memperoleh estimasi kandungan
protein yang lebih komprehensif.
Variasi kandungan protein antarstrain
juga telah dilaporkan dalam penelitian terbaru.
Xu et al. (2021) membandingkan lima strain

Chlorella dan menemukan kandungan protein
sebesar 21,0-28,1%, dengan perbedaan
kandungan protein antarstrain. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa kandungan protein tidak
hanya dipengaruhi oleh kondisi kultivasi, tetapi
juga dapat berbeda berdasarkan karakteristik
strain yang digunakan. Penelitian Yuan et al.
(2025) yang membandingkan empat strain
Chlorella  juga  menunjukkan  perbedaan
kemampuan akumulasi protein antarstrain,
dengan kandungan protein strain LZ-29
mencapai 51,99%, lebih tinggi dibandingkan
FACHB-5 dan FACHB-11 pada kondisi nitrogen
amonia tinggi. Perbedaan tersebut memperkuat
dugaan bahwa karakteristk genetik dan
fisiologis strain dapat berkontribusi terhadap
variasi kandungan protein pada Chlorella.

Penggunaan isolat lokal Chlorella sp.
HasliUHO1 pada penelitian ini dapat menjadi
salah satu faktor yang menyebabkan perbedaan
kandungan protein dibandingkan  dengan
penelitian sebelumnya. Setiap strain mikroalga
memiliki kemampuan fisiologis yang berbeda
dalam memanfaatkan nutrien dan
mengakumulasi komponen biokimia. Perbedaan
genetik antarstrain dapat menyebabkan variasi
dalam laju pertumbuhan, efisiensi penyerapan
nitrogen, serta kemampuan pembentukan
protein sel.

Selain faktor strain, fase pertumbuhan
saat pemanenan juga berpengaruh terhadap
kandungan protein mikroalga. Biomassa yang
dipanen pada fase eksponensial umumnya
memiliki kandungan protein lebih tinggi karena
aktivitas pembelahan sel dan sintesis komponen
sel berlangsung secara aktif. Sebaliknya, pada
fase akhir pertumbuhan, ketersediaan nutrien
mulai berkurang sehingga metabolisme sel
dapat mengalami perubahan dari pembentukan
protein menuju akumulasi senyawa cadangan
seperti lipid dan karbohidrat.

Rendahnya kandungan protein yang
diperoleh juga dapat berkaitan dengan kondisi
kultur selama penelitian, meliputi ketersediaan
nutrien, intensitas cahaya, aerasi, kepadatan
sel, dan lama pemeliharaan.  Walne
menyediakan unsur nitrogen dan fosfor yang
berperan dalam pertumbuhan mikroalga, namun
peningkatan dosis nutrien tidak selalu
meningkatkan  kandungan protein  karena
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mikroalga membutuhkan keseimbangan nutrisi
untuk mengoptimalkan proses metabolisme.

Selain itu, metode analisis protein
menggunakan metode Kjeldahl juga dapat
memengaruhi nilai protein yang diperoleh.
Metode Kjeldahl menentukan kadar protein
berdasarkan kandungan nitrogen total yang
kemudian dikonversi menggunakan faktor
konversi tertentu. Perbedaan metode analisis,
faktor konversi, dan kondisi biomassa yang
dianalisis dapat menyebabkan perbedaan nilai
protein dibandingkan dengan penelitian lain.
Oleh karena itu, nilai protein sebesar 7,30%
pada penelitian ini menggambarkan karakteristik
kandungan protein Chlorella sp. HasliUHO1
pada kondisi kultur dan perlakuan pupuk Walne
yang digunakan.

KESIMPULAN

Dosis pupuk Walne 1,0 mLL
merupakan dosis optimal untuk mendukung
pertumbuhan dan kualitas biomassa Chlorella
sp. HasliUHO1, yang ditunjukkan dengan kinerja
pertumbuhan terbaik meliputi kepadatan sel,
biomassa, produktivitas biomassa, dan
kandungan protein tertinggi dibandingkan dosis
lainnya. Dosis pupuk Walne yang terlalu rendah
menyebabkan keterbatasan nutrien sedangkan
dosis yang terlalu tinggi  cenderung
menimbulkan  ketidakseimbangan  nutrien
sehingga menurunkan efisiensi pertumbuhan
dan kualitas biomassa. Oleh karena itu, optimasi
dosis pupuk Walne berperan penting dalam
meningkatkan produksi biomassa mikroalga
sebagai bahan baku alternatif pakan ikan
berkelanjutan, dan dosis 1,0 mL/L dapat
direkomendasikan sebagai dosis awal untuk
pengembangan kultur Chlorella sp. HasliUHO1
pada skala yang lebih besar.
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