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Microalgae are known for their ability to produce protein and reduce certain pollutant levels. One of the main 
challenges in microalgae cultivation is the provision of suitable synthetic growth media. Anaerobically Digested Dairy 
Manure Wastewater (ADDMW) has potential as an alternative growth medium due to its relatively high nutrient 
content. This study aims to analyze the effect of ADDMW-based cultivation on the growth rate, biomass production, 
and protein production of Chlorella spp. and Nannochloropsis spp., cultivated both in monoculture and mixed culture 
systems using an open raceway pond bioreactor. Cultivation was carried out using Chlorella spp. and Nannochloropsis 
spp. with an initial volume ratio of 1:1 (v/v) over a 7-day period, and the ADDMW wastewater was diluted 25 times 
prior to use. The highest specific growth rate, biomass yield, and biomass productivity were observed in the mixed 
culture, with values of 1.47 day⁻¹, 0.95 g·L⁻¹, and 0.28 g·L⁻¹ day⁻¹, respectively. The highest protein content was also 
obtained from the mixed culture, reaching 56.25% of dry biomass, whereas the protein content in monocultures of 
Chlorella spp. and Nannochloropsis spp. was 40.42% and 40.11%, respectively.
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PENDAHULUAN

Mikroalga adalah organisme tumbuhan yang 
paling primitif berukuran renik, bersifat uniselular 
maupun multiselular (membentuk koloni kecil) yang 
hidup di perairan air tawar (freshwater) maupun air 
laut (seawater) (Barsanti 2006). Mikroalga dapat 
menjadi salah satu organisme yang potensial untuk 
bahan baku bioenergi. Selain itu, mikroalga memiliki 
potensi untuk pemenuhan nutrisi bagi manusia, karena 
dapat menghasilkan protein dan lemak. Chlorella 
spp. dan Nannochloropsis spp. merupakan spesies 
mikroalga dengan kandungan protein yang tinggi 
berkisar 45-65% dari berat keringnya (Chen et al. 
2010).

Efektivitas produksi senyawa metabolit pada 
mikroalga tidak terlepas dari kualitas serta kuantitas 

media tumbuh yang digunakan, seperti kandungan 
nitrogen dan fosfat. Salah satu media tumbuh berasal 
dari limbah pengolahan biogas atau dikenal juga 
sebagai limbah anaerobically digested dairy manure 
wastewater (ADDMW). ADDMW mengandung 
nitrogen dan fosfat yang cukup tinggi yakni sebesar 
1.246 mg/L dan 244 mg/L secara berturut-turut, 
sehingga berpotensi yang sangat baik untuk dijadikan 
media tumbuh bagi mikroalga (Taufikurahman & 
Istiqomah 2019).

Mikroalga juga dikenal sebagai agen hayati yang 
mampu mendegradasi limbah dengan baik. Mikroalga 
mampu menyerap polutan, baik yang bersifat 
anorganik maupun organik meliputi nutrien berlebih 
seperti nitrogen (dalam bentuk amonia NH3/NH4

+ , 
nitrat NO₃⁻) dan fosfor (ortofosfat PO₄³⁻), logam berat 
seperti kadmium (Cd), timbal (Pb), merkuri (Hg), 
dan kromium (Cr), serta senyawa organik seperti 
pestisida, fenol, dan hidrokarbon aromatik polisiklik 
(Bashi et al. 2019). Mikroalga dapat tumbuh di 
kawasan yang kurang ideal seperti kawasan dengan 
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keterbatasan intensitas cahaya, limitasi nutrisi, dan 
kondisi temperatur yang tidak stabil (Padmaperuma 
et al. 2018). 

Pengembangbiakan mikroalga dengan 
menggunakan media limbah sering kali terkendala 
oleh adanya kontaminan yang dapat menyebabkan 
kultur mikroalga mati. Salah satu solusi yang dapat 
digunakan adalah dengan melakukan penggabungan 
dua spesies mikroalga dalam satu sistem kultivasi 
yang sama atau dikenal juga sebagai kultur campuran 
(Guccione et al. 2014). Kultur mikroalga campuran 
dapat tumbuh dan menghasilkan biomassa yang 
tinggi pada kondisi nutrisi dan lingkungan yang tepat. 
Selain itu, kultur mikroalga campuran juga dapat 
mendegradasi limbah dengan lebih baik dibandingkan 
kultur mikroalga tunggal, karena lebih stabil dan 
tahan terhadap kontaminasi (Azizi et al. 2021). 

Secara umum, kultivasi mikroalga dapat dilakukan 
dengan menggunakan dua jenis bioreaktor, yakni 
photobioreactor dan open raceway pond (ORP). ORP 
merupakan sistem yang lebih ekonomis dibandingkan 
dengan photobioreactor dari segi pemeliharaan serta 
kebutuhan energinya (Santiago et al. 2013).

Penelitian mengenai pemanfaatan limbah sebagai 
media kultivasi mikroalga telah banyak dilakukan 
karena limbah cair umumnya mengandung nitrogen 
dan fosfor yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber 
nutrien bagi pertumbuhan mikroalga. Beberapa 
studi menunjukkan bahwa Chlorella spp. dan 
Nannochloropsis spp. memiliki potensi untuk 
tumbuh pada media limbah sekaligus menghasilkan 
biomassa bernilai tambah. Song et al. (2024), 
misalnya, melaporkan bahwa Chlorella vulgaris 
dan Nannochloropsis oculata mampu tumbuh pada 
limbah akuakultur sintetik serta berperan dalam 
penurunan nitrogen dan fosfor, dengan kadar 
protein masing-masing mencapai 35,9% dan 46,3% 
berat kering pada media limbah tersebut. Temuan 
ini menunjukkan bahwa media limbah tidak hanya 
berfungsi sebagai media pertumbuhan, tetapi juga 
dapat diarahkan untuk menghasilkan biomassa 
mikroalga yang bernilai nutrisi tinggi. Selain itu, 
pendekatan kultur campuran mikroalga mulai banyak 
dikembangkan karena sistem ini dinilai lebih adaptif 
terhadap kondisi limbah yang kompleks dibandingkan 
kultur tunggal. Gonçalves et al. (2017) menjelaskan 
bahwa penggunaan konsorsium mikroalga dalam 
pengolahan limbah dapat meningkatkan ketahanan 
kultur, efisiensi pemanfaatan nutrien, dan stabilitas 
sistem kultivasi. Hal ini juga didukung oleh Zhu et 
al. (2023), yang menyatakan bahwa konsorsium 
mikroalga dapat meningkatkan produksi biomassa 
dan efisiensi penghilangan nutrien melalui interaksi 
biologis antarorganisme dalam kultur. Secara lebih 
spesifik, Taufikurahman et al. (2025) melaporkan 

bahwa kultur campuran Chlorella vulgaris dan 
Nannochloropsis oculata pada limbah tahu dalam 
open raceway pond 55 L mampu menghasilkan 
laju pertumbuhan spesifik 0,66 hari⁻¹, perolehan 
biomassa 0,83 g/L, dan produktivitas biomassa 0,12 
g/L hari⁻¹ pada perlakuan terbaik. Namun, penelitian 
tersebut menggunakan limbah tahu dan berfokus 
pada produksi astaxanthin, bukan pada pemanfaatan 
limbah Anaerobically Digested Dairy Manure 
Wastewater (ADDMW) untuk produksi protein. 
Dengan demikian, kajian mengenai pemanfaatan 
ADDMW sebagai media tumbuh bagi Chlorella 
spp. dan Nannochloropsis spp., baik dalam kultur 
tunggal maupun kultur campuran, khususnya untuk 
mengevaluasi laju pertumbuhan, produksi biomassa, 
dan kandungan protein pada bioreaktor open raceway 
pond, masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini 
bertujuan untuk membandingkan pengaruh kultivasi 
Chlorella spp. dan Nannochloropsis spp. secara 
monokultur dan kultur campuran menggunakan 
media ADDMW terhadap laju pertumbuhan, produksi 
biomassa, dan kandungan protein mikroalga pada 
bioreaktor open raceway pond.

BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan. Bioreaktor yang digunakan pada 
eksperimen ini adalah Vertical Tubular Reactor (VTR) 
dan open raceway pond (ORP) dari akrilik. Bioreaktor 
VTR berkapasitas 25 L dengan dimensi 25 cm × 50 cm 
(diameter × tinggi) terdiri dari bagian penyimpanan 
lampu, ruang vakum, kompartemen kultur, sparger, 
serta ruang udara masuk (Gambar 1). Bioreaktor 
ORP dengan dimensi 23 cm × 34 cm × 60 cm (lebar 
× panjang × tinggi) memiliki kapasitas hingga 38 
L serta dilengkapi dengan agitator berupa paddle 
wheel dengan kecepatan putar 38 rpm (Gambar 2). 
Pencahayaan selama kultivasi menggunakan lampu 
LED dengan daya sebesar 8 watt dan aerasi udara 
diberikan melalui pompa dengan daya sebesar 10 watt 
dengan laju aerasi udara yang digunakan sebesar 3 
L menit-1. 

Alat lain yang digunakan adalah neraca analitik, 
hemasitometer, mikroskop binokuler, spektrofotometer 
UV-VIS, sentrifus, dan autoklaf yang merupakan 
fasilitas Sekolah Ilmu dan Teknologi Hayati (SITH) 
Institut Teknologi Bandung Kampus Jatinangor. 
Inokulum Chlorella spp. dan Nannochloropsis spp. 
diperoleh dari pembelian melalui e-commerce Sneaky 
pada platform Tokopedia. Limbah ADDMW diperoleh 
dari Kebun Pendidikan Haurgombong SITH, Institut 
Teknologi Bandung Kampus Jatinangor. Bahan kimia 
yang digunakan dalam penelitian ini seperti akuades 
steril, Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol 96%, 
asam fosfat 85%, bovine serum albumin (BSA), 



NaOH 0,5 N, etanol 70%, medium Walne, dan kertas 
saring Whatman No. 1 diperoleh dari gudang kimia 
SITH, Institut Teknologi Bandung.

Rancangan Penelitian. Rancangan penelitian 
ini menggunakan jenis kultivasi mikroalga sebagai 
perlakuan utama, yang terdiri atas tiga taraf perlakuan, 
yaitu kultur tunggal Chlorella spp., kultur tunggal 
Nannochloropsis spp., dan kultur campuran Chlorella 
spp. dengan Nannochloropsis spp. Setiap perlakuan 
dilakukan sebanyak dua ulangan pada tahap kultivasi 
menggunakan bioreaktor open raceway pond (ORP), 
sehingga terdapat enam unit percobaan pada tahap 

ORP, yang terdiri atas dua unit kultur tunggal Chlorella 
spp., dua unit kultur tunggal Nannochloropsis spp., 
dan dua unit kultur campuran. Setiap unit percobaan 
dikultivasi selama 7 hari di dalam bioreaktor ORP. 
Sampel dari setiap unit percobaan diambil selama 
periode kultivasi untuk dianalisis terhadap parameter 
pertumbuhan, produksi biomassa, dan kadar protein 
mikroalga.

Tahapan Penelitian. 
Kultivasi Mikroalga Kultivasi inokulum 

mikroalga dilakukan melalui tiga tahapan. Tahapan 
pertama yaitu kultivasi pada skala botol kultur 
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Gambar 1. (A) Bioreaktor vertical tubular reactor (B) Skema VTR

Gambar 2. (A) Mikroalga pada open raceway pond (B) Skema ORP



dengan menggunakan media Walne di dalam botol 
kaca dengan volume kerja 800 mL. Selanjutnya, 
kultur dipindahkan ke bioreaktor VTR dengan 
perbandingan volume inokulum:media = 1:7 (v/v) 
dengan volume kerja sebanyak 3,5 L. Kultur kemudian 
dilakukan proses aklimatisasi selama 7 hari dengan 
menggunakan limbah ADDMW yang telah disterilkan 
di autoklaf dengan rasio inokulum : larutan media 
= 1:1 (v/v), yang berarti volume kerja pada VTR 
bertambah menjadi 7 L. Media ADDMW steril yang 
digunakan telah diencerkan sebanyak 25 kali. 

Variasi yang diberikan adalah kultur tunggal dan 
kultur campuran. Setelah tahap aklimatisasi selesai, 
seluruh kultur dari VTR dipindahkan ke ORP dan 
ditambahkan media limbah ADDMW encer hingga 
volume total mencapai 35 L. Pada perlakuan kultur 
tunggal, ORP diisi dengan 7 L kultur hasil aklimatisasi 
dari VTR dan 28 L media ADDMW. Pada perlakuan 
kultur campuran, pencampuran dilakukan pada tahap 
ORP dengan komposisi 3,5 L kultur Chlorella spp. dari 
VTR dan 3,5 L kultur Nannochloropsis spp. dari VTR, 
sehingga total inokulum menjadi 7 L. Selanjutnya, 
ditambahkan 28 L media limbah ADDMW hingga 
volume akhir mencapai 35 L. Dengan demikian, 
rasio total inokulum campuran terhadap media pada 
tahap ORP adalah 1:4 (v/v), sedangkan rasio volume 
Chlorella spp. : Nannochloropsis spp. dalam inokulum 
campuran adalah 1:1 (v/v). Selama kultivasi pada 
VTR, kultur diberikan aerasi konstan, sedangkan 
aerasi pada ORP dihasilkan dari perputaran paddle 
wheel kolam. Pencahayaan yang digunakan adalah 
pemberian lampu white fluorescent selama 16 jam 
per hari.

Penentuan Jumlah Sel dan Perolehan Biomassa. 
Penentuan jumlah sel dilakukan menggunakan 
hemositometer dan mikroskop. Perolehan 
biomassa dilakukan dengan membandingkan bobot 
biomassa yang diperoleh dengan volume awal 
kultur. Produktivitas biomassa ditentukan dengan 
membandingkan kepadatan biomassa tertinggi dengan 
waktu ketika diperoleh kepadatan biomassa tertinggi. 

Penentuan Kadar Protein. Penentuan kadar 
protein pada sampel mikroalga dilakukan berdasarkan 
metode (Bradford 1976) menurut Kruger (Rashid 
et al. 2019). Sebanyak 100 mg Coomassie Blue 
G250 dilarutkan dalam 50 mL etanol 96%. Larutan 
kemudian dicampur dengan 100 mL asam fosfat 
85% dan dilarutkan dengan akuades hingga volume 
mencapai 1 L. Larutan kemudian disaring dengan 
menggunakan kertas saring Whatman No. 1. Filtrat 
yang dihasilkan digunakan sebagai reagen uji kadar 
protein.

Kadar protein sampel hasil ekstraksi ditentukan 
dengan cara mencampurkan 1 mL supernatan hasil 

ekstraksi dengan 5 mL reagen Bradford. Campuran 
kemudian ditentukan absorbansinya pada panjang 
gelombang 595 nm menggunakan spektrofotometer 
UV-VIS. Nilai absorbansi yang diperoleh dikonversi 
menjadi konsentrasi protein menggunakan persamaan 
kurva baku yang telah dibuat menggunakan larutan 
bovine serum albumin (BSA) pada rentang konsentrasi 
0-50 ppm. Berat protein yang diperoleh ditentukan 
dengan mengalikan konsentrasi protein terhadap 
volume supernatan. Kadar protein terhadap biomassa 
kering ditentukan dengan membandingkan massa 
protein terhadap massa kering biomassa mikroalga 
dalam satuan persen (%).

Proses ekstraksi protein dilakukan dengan metode 
Rausch (1981). Tahap pertama yaitu sebanyak 3 mL 
NaOH 0,5 N dimasukkan ke dalam tabung falcon 
yang sudah berisi biomassa 12 mL. Sampel tersebut 
didiamkan dalam water bath bersuhu 80°C selama 
10 menit untuk waktu ekstraksi. Sampel kemudian 
didinginkan pada suhu ruang dengan mengalirkan 
air dingin. Sampel yang sudah diekstraksi kemudian 
di sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 
10 menit. Supernatan dipisahkan pada tabung reaksi, 
kemudian padatan yang terbentuk diekstraksi ulang 
dengan prosedur serupa sebanyak 1 kali.

Analisis Data. 
Laju Pertumbuhan Spesifik. Laju pertumbuhan 

spesifik menunjukkan kecepatan pertambahan jumlah 
sel mikroalga selama fase pertumbuhan tertentu, 
terutama pada fase eksponensial. Parameter ini 
dihitung berdasarkan perubahan jumlah sel dari waktu 
awal ke waktu akhir.

µ =
In (Nt) - In (N0)

tt - t0

μ: laju pertumbuhan spesifik mikroalga (hari⁻¹)
Nₜ: jumlah sel mikroalga pada waktu akhir 
pengamatan (sel/mL)
N₀: jumlah sel mikroalga pada waktu awal 
pengamatan (sel/mL)
tₜ: waktu akhir pengamatan (hari)
t₀: waktu awal pengamatan (hari)
ln: logaritma natural
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Konsentrasi Biomassa. Konsentrasi biomassa 
menunjukkan jumlah biomassa kering mikroalga yang 
dihasilkan dalam volume kultur tertentu. Parameter 
ini digunakan untuk menggambarkan kemampuan 
mikroalga dalam mengakumulasi massa sel selama 
kultivasi. Konsentrasi biomassa dinyatakan dalam 
satuan gram per liter (g.L⁻¹).



Jumlah sel pada kultivasi kultur tunggal Chlorella 
spp. meningkat secara bertahap sejak hari ke-0 hingga 
hari ke-4. Peningkatan yang cukup tajam terjadi 
antara hari ke-1 hingga hari ke-2, kemudian terus 
meningkat hingga mencapai nilai tertinggi pada hari 
ke-4. Setelah itu, jumlah sel mengalami penurunan 
pada hari ke-5 hingga hari ke-7. 

Jumlah sel pada kultur tunggal Nannochloropsis 
spp. menunjukkan peningkatan sejak awal pengamatan 
hingga hari ke-3. Nilai jumlah sel relatif tinggi 
dipertahankan hingga hari ke-4, kemudian mengalami 
penurunan secara bertahap pada hari-hari berikutnya. 
Penurunan terlihat lebih jelas setelah mencapai hari 
ke-4 dan berlanjut hingga hari ke-7. 

Jumlah sel pada kultur campuran Chlorella spp. 
dan Nannochloropsis spp. lebih rendah dibandingkan 
dengan perlakuan lainnya hingga hari ke-2. 
Peningkatan jumlah sel mulai terlihat pada hari ke-2 
dan meningkat secara tajam pada hari ke-3. Setelah 
itu, jumlah sel terus meningkat hingga mencapai 
nilai tertinggi pada hari ke-6, selanjutnya jumlah sel 
mengalami penurunan pada hari ke-7.

Perbandingan hasil pengamatan dari beberapa 
parameter pertumbuhan mikroalga disajikan pada 
Tabel 1. Berdasarkan data tersebut, terlihat bahwa 
nilai parameter pertumbuhan pada kultur campuran 
umumnya lebih tinggi dibandingkan dengan masing-
masing kultur tunggalnya.

Kadar Protein pada Mikroalga. Kadar protein 
pada mikroalga untuk setiap perlakuan kultivasi 
dapat dilihat pada Tabel 2. Kadar protein pada 
penelitian ini dihitung pada kultivasi hari ke-3. Kadar 
protein pada kultur mikroalga campuran lebih tinggi 
dibandingkan dengan kultur tunggal Chlorella spp., 
Nannochloropsis spp., walaupun tidak berbeda secara 
signifikan (p>0,05).

PEMBAHASAN 

Pertumbuhan Sel dan Biomassa Mikroalga. 
Pola pertumbuhan yang ditunjukkan pada masing-
masing perlakuan mengindikasikan adanya perbedaan 
karakter pertumbuhan antarspesies mikroalga yang 
diamati. Perbedaan ini terlihat dari waktu pencapaian 
fase pertumbuhan maksimum serta laju peningkatan 
jumlah sel pada setiap perlakuan. Pola pertumbuhan 
yang terjadi pada kultur tunggal Chlorella spp. sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Purkan et 
al. (2019): fase eksponensial dari Chlorella spp. 
dimulai dari hari ke-1 dan dapat bertahan hingga 
hari ke-6 dengan menggunakan medium BG-11 
yang memiliki kandungan nitrogen lebih banyak 
dibandingkan dengan media ADDMW. Kultur tunggal 
Chlorella spp. yang dikultivasi pada media ADDMW 
menunjukkan nilai laju pertumbuhan spesifik dan laju 

X =
mβ - mα

V

Px =
Xt - X0

tt - t0

X: konsentrasi biomassa mikroalga (g.L⁻¹)
mᵦ: massa wadah atau tabung berisi biomassa kering 
(g)
mₐ: massa wadah atau tabung kosong (g)
V: volume sampel kultur yang digunakan (L)

Pₓ: laju pertambahan biomassa atau produktivitas 
biomassa (g.L⁻¹.hari⁻¹)
Xₜ: konsentrasi biomassa pada waktu akhir 
pengamatan (g.L⁻¹)
X₀: konsentrasi biomassa pada waktu awal 
pengamatan (g.L⁻¹)
tₜ: waktu akhir pengamatan (hari)
t₀: waktu awal pengamatan (hari)
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Laju Pertambahan Biomassa. Laju pertambahan 
biomassa menunjukkan kecepatan peningkatan 
konsentrasi biomassa mikroalga per satuan waktu. 
Parameter ini menggambarkan produktivitas kultur 
dalam menghasilkan biomassa selama periode 
kultivasi. Laju pertambahan biomassa dinyatakan 
dalam satuan (g.L⁻¹.hari⁻¹).

Analisis Statistik. Parameter-parameter yang 
diukur pada penelitian ini dianalisis menggunakan 
analisis variansi satu arah (one-way ANOVA) dan 
diikuti oleh uji jarak berganda Duncan (Duncan’s 
multiple range test) untuk menentukan apakah terdapat 
perbedaan signifikan antara nilai-nilai parameter 
pada tiap perlakuan. Parameter dianggap memiliki 
perbedaan signifikan apabila nilai p<0,05.

HASIL

Pertumbuhan Sel dan Biomassa Mikroalga. 
Pada penelitian ini, terdapat tiga perlakuan kultivasi 
mikroalga, yakni kultivasi kultur tunggal Chlorella 
spp., kultur tunggal Nannochloropsis spp., dan kultur 
campuran antara Chlorella spp. dan Nannochloropsis 
spp. dengan rasio perbandingan 1:1 (v/v). Pertumbuhan 
sel mikroalga tersebut dianalisis berdasarkan jumlah 
selnya. Kurva pertumbuhan mikroalga selama 7 hari 
pada setiap variasi perlakuan kultivasi dapat dilihat 
pada Gambar 3.

Fase hidup dari setiap perlakuan kultivasi pada 
fase lag, fase eksponensial, fase stasioner, maupun 
fase kematian terdapat perbedaan pola (Gambar 3). 



Gambar 3. Kurva pertumbuhan kultivasi kultur tunggal Chlorella spp., kultur tunggal Nannochloropsis spp., dan kultur campuran 
Chlorella spp. dan Nannochloropsis spp.

Kultur mikroalga

Chlorella spp.
Nannochloropsis spp.
Chlorella spp. dan
Nannochloropsis spp.

Media

ADDMW
ADDMW
ADDMW

Laju pertumbuhan 
spesifik (hari-1)

0,78±0,11a

0,74±0,53a

1,47±1,21b

Biomassa 
(g.L-1)

0,34±0,02A

0,53±0,32A

0,95±0,15B

Laju pertumbuhan 
biomassa (g.L-1 

hari-1)

0,14±0,05α

0,11±0,06α

0,28±0,06β

Referensi

Penelitian ini
Penelitian ini

Penelitian ini

Tabel 1. Parameter pertumbuhan mikroalga

Data dianalisis menggunakan one-way ANOVA yang dilanjutkan dengan Duncan’s Multiple Range Test. Huruf yang sama pada 
angka dalam kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi 5% (p < 0,05)

Spesies

Chlorella spp.
Nannochloropsis spp.
Chlorella spp. dan
Nannochloropsis spp.

Medium

ADDMW
ADDMW
ADDMW

Reaktor

ORP
ORP
ORP

Kadar protein (%) 
terhadap bobot 

kering

40,42a

40,11a

56,25a

Referensi

Penelitian ini
Penelitian ini

Penelitian ini

Tabel 2. Kadar protein pada hari ke-3 dari berbagai kultivasi mikroalga

Data dianalisis menggunakan one-way ANOVA yang dilanjutkan dengan Duncan’s Multiple Range Test. Huruf yang sama pada 
angka dalam kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi 5% (p < 0,05).
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pertambahan biomassa yang lebih tinggi dibandingkan 
hasil Sofiyah et al. (2021) pada Chlorella spp. yang 
dikultivasi menggunakan medium BG-11. Hasil 
ini menunjukkan bahwa media ADDMW mampu 
mendukung pertumbuhan Chlorella spp. dengan 
baik, meskipun ADDMW merupakan media berbasis 
limbah. Kemampuan tersebut diduga berkaitan dengan 
kandungan nitrogen dan fosfor dalam ADDMW yang 
dapat dimanfaatkan mikroalga sebagai sumber nutrien 
utama untuk pembelahan sel, sintesis klorofil, dan 
pembentukan biomassa.

Pada perlakuan Nannochloropsis spp., peningkatan 
jumlah sel terjadi pada fase awal hingga pertengahan 

kultivasi sebelum mengalami penurunan pada fase 
akhir. Pola ini sama dengan penelitian yang dilakukan 
oleh Metsoviti et al. (2019) bahwa pertumbuhan 
Nannochloropsis spp. dalam sistem open raceway 
pond dipengaruhi oleh kondisi kultivasi yang diberikan. 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa media 
ADDMW masih mampu mendukung pembentukan 
biomassa dan pertumbuhan kultur, meskipun nilai 
konsentrasi biomassa dan laju pertambahan biomassa 
yang diperoleh lebih rendah dibandingkan hasil 
Metsoviti et al. (2019) pada medium Bold Basal 
Medium yang merupakan medium sintetik dengan 
komposisi nutrien yang lebih terkontrol, sedangkan 



ADDMW memiliki komposisi yang lebih kompleks 
karena berasal dari limbah hasil digesti anaerobik.

Selanjutnya, perlakuan kultur campuran 
memperoleh hasil pertumbuhan yang paling tinggi 
dibandingkan dengan kedua perlakuan kultur tunggal 
dari masing-masing kulturnya (Tabel 1). Hasil ini 
menjelaskan bahwa perlakuan kultur campuran dapat 
meningkatkan pertumbuhan mikroalga bahkan pada 
media limbah. Hal ini selaras dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Militao et al. (2019) yang menunjukkan 
bahwa mikroalga dengan perlakuan kultur campuran 
memiliki komposisi biokimia dengan tingkat stabilitas 
yang tinggi sehingga mampu tumbuh dengan baik pada 
bioreaktor open raceway pond. Menurut Rashid et 
al. (2019), alasan utama perlakuan kultur campuran 
mampu meningkatkan produktivitas biomassa adalah 
karena adanya kapitalisasi gas buang yang baik serta 
penggunaan kembali karbon organik pada sistem 
kultivasi. Selain itu, kultur campuran mikroalga 
memungkinkan adanya toleransi berbeda pada 
masing-masing spesies yang digunakan, sehingga 
dapat mempertahankan kultur dalam keadaan yang 
tidak diinginkan, misalnya pH dan suhu yang ekstrem, 
kontaminan, dan invasi mikroalga atau bakteri asing 
(Padmaperuma et al. 2018).

 Produksi Protein oleh Mikroalga. Kadar 
protein pada kultur tunggal Chlorella spp. lebih 
rendah daripada hasil yang didapatkan oleh Phukan 
et al. (2011) (Tabel 1). Hal ini dapat terjadi karena 
terdapat perbedaan kondisi kultivasi yaitu media 
kultivasi yang digunakan. Penelitian Phukan et al. 
(2011) menggunakan media kultivasi yang lebih sesuai 
yaitu medium BG-11, yang berarti bahwa kultivasi 
bisa dilakukan tanpa perlu ada proses aklimatisasi, 
seperti yang dilakukan pada penelitian ini, yakni 
dengan menggunakan limbah ADDMW. Selanjutnya, 
kadar protein pada kultur tunggal Nannochloropsis 
spp. sama dengan penelitian Andres et al. (1992) yaitu 
sekitar 40% dari berat biomassanya.

Kadar protein pada kultur campuran memiliki nilai 
paling tinggi dibandingkan dengan variasi perlakuan 
kultur tunggal lainnya. Hal ini sesuai dengan penelitian 
yang dilakukan oleh Annisa et al. (2022) bahwa 
kultur campuran mikroalga akan memiliki kestabilan 
kultur yang lebih baik dibandingkan dengan kultur 
tunggalnya. Pada penelitian lain juga dijelaskan 
bahwa kultivasi mikroalga kultur campuran mampu 
menghasilkan protein yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan kultivasi kultur tunggal (Militao et al. 2019).

Ketersediaan nitrogen dalam medium kultivasi 
berperan penting dalam pertumbuhan mikroalga 
dan pembentukan biomolekul berbasis nitrogen, 
termasuk protein. Nitrogen merupakan komponen 
utama asam amino, protein, klorofil, dan asam 
nukleat, sehingga ketersediaannya dapat memengaruhi 

pertumbuhan sel dan komposisi biokimia biomassa. 
Makareviciene et al. (2011) melaporkan bahwa sumber 
dan konsentrasi nitrogen memengaruhi produktivitas 
biomassa Chlorella spp. dan Scenedesmus spp., 
sedangkan Metsoviti et al. (2019) menunjukkan 
bahwa kandungan nutrisi mikroalga dipengaruhi 
oleh spesies dan kondisi kultivasi. Namun, pengaruh 
nitrogen terhadap kadar protein tidak selalu bersifat 
linier karena juga dipengaruhi oleh bentuk nitrogen, 
rasio nutrien, fase pertumbuhan, dan kondisi 
kultivasi. Pada kondisi nitrogen terbatas, mikroalga 
dapat mengalami penurunan kandungan protein dan 
mengalihkan metabolisme ke akumulasi lipid atau 
karbohidrat (Hulatt et al. 2017). Dengan demikian, 
kadar protein yang lebih tinggi pada penelitian dapat 
dikaitkan dengan ketersediaan nitrogen pada media 
ADDMW, tetapi tetap perlu dipahami sebagai hasil 
dari kombinasi faktor nutrien dan kondisi kultivasi, 
bukan hanya dari akibat ketersediaan kadar nitrogen 
pada medium kultivasi.

Pembentukan protein termasuk ke dalam growth-
related product yang memiliki makna bahwa 
produksi protein berlangsung secara bersamaan 
dengan pembentukan biomassanya (de Carvalho et 
al. 2019). Hal ini dibuktikan dengan tingginya nilai 
perolehan serta produktivitas biomassa mikroalga 
kultur campuran dibandingkan dengan kultur tunggal. 
Begitu juga dengan nilai kadar protein kultur campuran 
lebih tinggi dibandingkan dengan kultur tunggalnya.

Kesimpulannya, penelitian ini menunjukkan 
kultur campuran mikroalga Chlorella spp. dan 
Nannochloropsis spp. menghasilkan nilai laju 
pertumbuhan spesifik, perolehan biomassa, serta 
produktivitas biomassa yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan kultur tunggal masing-masing spesies. Nilai 
laju pertumbuhan spesifik, perolehan biomassa, dan 
produktivitas biomassa tertinggi dihasilkan pada variasi 
kultur campuran yaitu sebesar 1,47 hari-1, 0,95 g.L-1, 
dan 0,28 g.L-1 hari-1 secara berurutan. Kadar protein 
tertinggi juga diperoleh pada kultur campuran yaitu 
sebesar 56,25% dari berat keringnya. 

Oleh karena itu, strategi pengembangbiakan 
mikroalga dengan menggunakan teknik kultur 
campuran antara Chlorella spp. dan Nannochloropsis 
spp. ini dinilai mampu memaksimalkan potensi 
mikroalga dalam proses pertumbuhan serta produksi 
metabolitnya. Potensi pengembangan melalui 
kombinasi mikroalga spesies lain dapat dilakukan 
untuk meningkatkan pertumbuhan biomassa. 
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