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ABSTRAK

Nama :  Maulida Oktaviani
Program Studi :  S-1 Biologi Reguler
Judul : Penggunaan Metode Freezing (-4° C) dengan Konsentrasi DMSO

5% untuk Preservasi Strain-strain Nostoc [Vaucher 1803] Bornet
et Flahault 1886

Penelitian tentang metode freezing (-4° C) dengan menggunakan freezer
lemari pendingin untuk preservasi 13 strain Nostoc [Vaucher 1803] Bornet et
Flahault 1886 telah dilakukan.  Penelitian bertujuan untuk mengetahui
kemampuan tumbuh dan respon tumbuh strain Nostoc setelah dipreservasi.  Strain
Nostoc yang diujikan berumur 15 hari dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen
(pH 7,2).  Preservasi koloni Nostoc menggunakan DMSO 5% selama 1 dan 7 hari.
Koloni Nostoc tanpa penambahan DMSO 5% digunakan sebagai kontrol.
Masing-masing perlakuan dan kontrol dilakukan dalam dua kali ulangan. Hasil
penelitian menunjukkan sebanyak 11 dari 13 strain (84,62%) dapat bertahan dan
berhasil tumbuh setelah preservasi. Sebelas strain Nostoc tersebut menunjukkan
respon tumbuh yang berbeda-beda. Metode freezing (-4° C) menggunakan freezer
lemari pendingin dapat digunakan sebagai metode preservasi strain Nostoc yang
sederhana dan mudah.

Kata kunci :  DMSO, freezing, Nostoc, preservasi, respon, tumbuh.
xiv + 79 halaman :  31 gambar
Daftar referensi :  81 (1956--2010)
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ABSTRACT

Name :  Maulida Oktaviani
Study Program :  S-1 Department of Biology-Regular
Judul : The Use of Freezing Method (-4° C) with 5% DMSO for

Preservation of Nostoc [Vaucher 1803] Bornet et
Flahault 1886 Strains

The use of freezing method (-4° C) by using freezer refrigerator for
preservation thirteen Nostoc [Vaucher 1803] Bornet et Flahault 1886 strains had
been studied.  The purpose of this study was to assess strains ability to grow and
grow response after being preserved. Nostoc strains cultured in BG11 N free agar
(pH 7,2) for 15 days were used.  The preservation used 5% DMSO for 1 and 7
days. Nostoc colonies without presence of 5% DMSO were used as a control.
Each test was carried out in duplicate. The results showed that 11 of 13 strains
(84,62%) were able to survive and grow after treatment. 11 Nostoc strains
showed different grow response. Freezing method (-4° C) by using freezer
refrigerator can be used as a simple and inexpensive preservation method for
Nostoc strains.

Key words :  DMSO, freezing, grow, Nostoc, preservation, response.
xiv + 79 pages : 31 pictures
Bibliography : 81 (1956--2010)
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BAB I
PENDAHULUAN

Nostoc merupakan Cyanobacteria yang memiliki banyak manfaat bagi

kehidupan manusia (Hoek dkk. 1995: 19 & 24; Sabarinathan & Ganesan 2008:

79).  Beberapa strain Nostoc [Vaucher] Bornet et Flahault dapat digunakan

sebagai bahan makanan karena mengandung komposisi protein yang tinggi dan

dapat dicerna dengan baik (Thajuddin & Subramanian 2005: 53).  Pemanfaatan

Nostoc di bidang pertanian juga telah dilakukan di India dengan menggunakan

Nostoc commune [Vaucher] Bornet et Flahault sebagai agen penyubur tanah

(biofertilizer) (Vaishampayan dkk. 2001: 457; Nilsson dkk. 2002: 518).

Pemanfaatan Nostoc di Indonesia telah diteliti oleh Simanungkalit (2001: 58)

yang menunjukkan bahwa Nostoc muscorum C. Agardh merupakan salah satu

mikroorganisme yang terkandung dalam pupuk hayati komersial Indonesia.

Berbagai macam manfaat yang dapat diperoleh dari Nostoc menuntut

adanya upaya konservasi. Konservasi merupakan usaha yang dilakukan manusia

dalam melindungi, memelihara, dan memanfaatkan sumberdaya alam secara

berkelanjutan untuk generasi manusia sekarang dan yang akan datang

(Krishnamurthy 2003: 106). Konservasi dibagi menjadi dua, yaitu konservasi in

situ dan ex situ.  Konservasi in situ merupakan usaha pemeliharaan spesies di

dalam habitat atau ekosistem aslinya, sedangkan konservasi ex situ meliputi

pemeliharaan spesies di luar habitat atau ekosistem aslinya.  Upaya yang umum

digunakan untuk konservasi alga secara ex situ adalah penyimpanan pada koleksi

biakan (culture collection), penyimpanan dalam bentuk spora, kista (cyst), DNA

atau pada kondisi artifisial khusus lainnya (Watanabe 2005: 422--423).

Preservasi mikroorganisme merupakan metode penyimpanan koleksi

mikroorganisme untuk menjaga agar biakan tetap hidup dan ciri-ciri genetiknya

tetap stabil.  Preservasi mikroorganisme dapat dilakukan dengan berbagai metode,

mulai dari metode subkultur berkala, penyimpanan dalam minyak mineral atau

parafin cair, pengeringan (drying), metode kering beku (freeze-drying),

pembekuan (freezing), dan kriopreservasi (Thakur 2009: 38).
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Salah satu teknik preservasi yang banyak diaplikasikan dalam preservasi

mikroalga adalah metode subkultur.  Metode subkultur umumnya digunakan

apabila jumlah kultur yang dipreservasi dalam skala kecil.  Walaupun demikian,

metode subkultur memiliki banyak kelemahan, di antaranya adalah rentan

terhadap kontaminasi mikroorganisme, membutuhkan banyak biaya, waktu, dan

tempat penyimpanan (Day & Brand 2005: 166).  Menurut Carr (lihat Whitton &

Potts 2000: 9), subkultur yang dilakukan berulang kali dan terus menerus dapat

mengakibatkan perubahan morfologi dan fisiologi mikroalga yang bersangkutan.

Perubahan tersebut dapat berupa perubahan struktur koloni, akinet, atau

perubahan kandungan eksopolisakarida.

Metode lain yang juga banyak diaplikasikan dalam preservasi mikroalga

adalah metode freezing (Day dkk. 1999: 129). Freezing merupakan metode

penyimpanan sel pada suhu rendah.  Prinsip metode freezing adalah menurunkan

suhu sampai cairan di dalam sel membeku sehingga metabolisme sel terhenti.

Suhu yang digunakan dalam freezing berkisar antara suhu 0° C pada freezer

konvensional hingga suhu -196° C pada nitrogen cair (kriopreservasi) (Leung &

Jamieson 1991: 252). Freezing memiliki banyak kelebihan dibandingkan dengan

metode preservasi lainnya.  Salah satu kelebihannya adalah kultur yang

dipreservasi dengan metode freezing memiliki resiko yang lebih kecil terhadap

terjadinya kontaminasi dan hilangnya stabilitas genetik (Day & Brand 2005: 166).

Penelitian tentang preservasi mikroalga menggunakan metode freezing

pertama kali dilakukan oleh Cohn tahun 1871, dengan melaporkan kemampuan

toleransi alga hijau Nitella terhadap suhu -20° C. Mori dkk. (2002: 50)

melaporkan bahwa 24 dari 28 strain (85,71 %) Cyanobacteria ordo Nostocales

berhasil dipreservasi dengan metode freezing menggunakan konsentrasi DMSO

3% pada suhu -196° C. Hasil penelitian Beaty & Parker (1992: 406)

menunjukkan bahwa 3 dari 4 strain (75%) Cyanobacteria ordo Nostocales berhasil

dipreservasi dengan metode freezing menggunakan DMSO 5% pada suhu

-196° C.

Walaupun memiliki banyak kelebihan, metode freezing juga memiliki

kelemahan.  Metode freezing membutuhkan peralatan dan biaya yang mahal,

seperti deep freezer dan liquid-nitrogen storage (Kirsop 1988: 90 & 96). Oleh
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karena itu, diperlukan alternatif teknik preservasi dengan metode freezing

menggunakan peralatan dan biaya yang lebih murah.  Penggunaan freezer lemari

pendingin kemungkinan dapat menjadi alternatif.  Akan tetapi, penelitian

mengenai penggunaan freezer lemari pendingin (-4° C) untuk preservasi alga

belum pernah dilaporkan.

Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi FMIPA UI

memiliki koleksi Cyanobacteria indigenos Indonesia yang berasal dari tanah

persawahan beberapa daerah di Indonesia, yaitu daerah Jawa, Bali, dan Sulawesi

Selatan.  Penelitian awal melalui karakterisasi morfologi dan molekuler

menggunakan data sekuen parsial gen 16SrRNA dengan panjang 700 pb

menunjukkan bahwa strain-strain Cyanobacteria tersebut merupakan genus Nostoc

(Hendrayanti, komunikasi pribadi). Strain-strain tersebut hingga saat ini

dipreservasi dengan metode subkultur.

Metode freezing (-4° C) telah berhasil digunakan untuk preservasi strain-

strain khamir koleksi University of Indonesia Culture Collection (UICC) selama 1

dan 14 hari (Nabilah 2010: 32). Namun demikian, metode freezing (-4° C) belum

pernah digunakan untuk preservasi strain-strain Nostoc koleksi Laboratorium

Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi, FMIPA UI.  Informasi mengenai

keberhasilan metode freezing dalam preservasi Nostoc di Indonesia sangat

terbatas. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui apakah

metode freezing dengan menggunakan freezer lemari pendingin (-4° C) dapat

digunakan untuk preservasi jangka panjang strain-strain Nostoc koleksi

Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi, FMIPA UI.

Penelitian preservasi alga dengan metode freezing telah dilakukan

sebelumnya dengan waktu penyimpanan yang bervariasi. Sebagai contoh, strain

Cyanobacteria koleksi Algal Culture Collection (ACC) MIRCEN, Thailand

dipreservasi selama 1 hari dan 18 bulan (Mahakhant dkk. 2008:1--2).  Penelitian

preservasi strain Nostoc koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan,

Departemen Biologi, FMIPA UI dilakukan selama 1 hari dan 7 hari, dengan

tujuan sebagai penelitian awal untuk mengetahui pengaruh lama waktu

penyimpanan terhadap pertumbuhan strain Nostoc setelah freezing.
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Salah satu faktor yang memengaruhi keberhasilan preservasi mikroalga

adalah jenis dan konsentrasi protektan.  Protektan adalah senyawa kimia yang

dapat melindungi sel dari pengaruh pembentukan kristal es intraseluler dan

ekstraseluler selama proses pembekuan (Liu 2009: 10). Konsentrasi protektan

yang umum digunakan untuk preservasi alga dengan metode freezing dengan

tingkat keberhasilan yang relatif tinggi adalah sebesar 5--10%.

Efektivitas metode freezing dievaluasi berdasarkan kemampuan tumbuh

strain Nostoc setelah preservasi.  Kemampuan tumbuh strain Nostoc hasil

preservasi ditandai dengan penambahan diameter koloni Nostoc setelah

ditumbuhkan dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen selama 15 hari. Respon

tumbuh strain Nostoc setelah preservasi dievaluasi secara kualitatif dengan

menghitung rasio rerata (Σ) penambahan diameter koloni Nostoc. Respon tumbuh

setiap strain Nostoc terhadap metode freezing juga dapat dievaluasi berdasarkan

pengamatan karakteristik morfologi koloni dan sel Nostoc sebelum dan setelah

preservasi.  Individu sel yang dapat bertahan terhadap pembekuan dan thawing

dapat diamati melalui pemeriksaan morfologi di bawah mikroskop cahaya dengan

perbesaran 400x (Crutchfield dkk. 1999: 50).

Strain Nostoc yang digunakan dalam penelitian sebanyak 13 strain, yaitu

strain Nostoc CPG24, CPR31, CIM7, CPG8, CIG10, BAD5, TAB7d, GIA13a,

GIA12-02, GIA12-03, TAK23, BTM6-01, dan BTM6-02.  Penelitian yang

dilakukan bertujuan untuk mengetahui kemampuan tumbuh dan respon tumbuh 13

strain Nostoc koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi,

FMIPA UI setelah dipreservasi dengan metode freezing (-4° C) dengan

menggunakan konsentrasi DMSO 5% selama 1 dan 7 hari.  Hipotesis penelitian

adalah strain-strain Nostoc mampu tumbuh setelah dipreservasi dengan

menggunakan metode freezing dan setiap strain Nostoc memiliki respon tumbuh

yang berbeda.  Hasil yang diharapkan dari penelitian, yaitu strain-strain Nostoc

mampu tumbuh setelah dipreservasi dengan metode freezing menggunakan

freezer lemari pendingin (-4 ° C). Strain-strain Nostoc tersebut juga diharapkan

tidak mengalami perubahan karakteristik morfologi koloni dan sel, sehingga dapat

dimanfaatkan secara berkelanjutan dalam berbagai bidang.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nostoc

Nostoc merupakan salah satu genus dari filum Cyanobacteria yang

digolongkan ke dalam kelas Cyanophyceae, ordo Nostocales, dan famili

Nostocaceae (Whitton 2002: 90). Nostoc berbentuk filamen lurus seperti untaian

rantai yang tersusun atas sel-sel vegetatif berbentuk bulat atau oval dengan ukuran

3--9 µm (Whitton 2002: 105--109). Satu filamen Nostoc terdiri atas satu trikom

yang diselubungi oleh selaput gelatin (Vashishta 1999: 38) (Gambar 2.1b). Satu

koloni Nostoc merupakan kumpulan beberapa trikom dengan panjang bervariasi

membentuk susunan seperti benang kusut dan dikelilingi oleh lapisan lendir.

Koloni Nostoc terlihat menyerupai jelly dengan warna hijau tua, hijau muda

hingga kecokelatan (Gambar 2.1a) (Vashishta 1999: 38; Potts 2000: 469--471).

Reproduksi Nostoc berlangsung dengan beberapa cara. Metode reproduksi

yang umum dilakukan adalah fragmentasi filamen.  Patahan dari fragmentasi

filamen disebut hormogonia.  Hormogonia yang terbentuk akan lepas dari massa

lendir yang melapisi koloni.  Kemudian, hormogonia akan membentuk selaput

gelatin untuk kemudian berkembang menjadi filamen baru (Vashishta 1999: 40).

Nostoc juga dapat bereproduksi melalui pembentukan sel akinet dan sel

heterokis.  Sel akinet dan sel heterokis merupakan diferensiasi dari sel vegetatif.

Baik sel akinet maupun sel heterokis pada Nostoc dapat bergerminasi lalu

berkembang menjadi trikom vegetatif dan membentuk filamen baru.  Selain sel

akinet dan sel heterokis, reproduksi Nostoc dapat berlangsung dengan

pembentukan endospora.  Namun, pembentukan endospora hanya ditemukan

beberapa jenis saja, seperti pada N. commune dan N. microscopicum (Vashista

1999: 39--40).
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Gambar  2.1. Morfologi Nostoc secara makroskopis dan
mikroskopis

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.]

Heterokis merupakan sel khusus yang berfungsi untuk fiksasi nitrogen

pada lingkungan aerobik (Gambar 2.1c). Sel heterokis memiliki enzim

nitrogenase yang akan mengikat nitrogen bebas (N2) dari udara. Senyawa

nitrogen kemudian akan direduksi menjadi amonia dan asam amino berupa

glutamin. Glutamin kemudian akan ditransportasikan ke dalam sel vegetatif

(Sze 1993: 24).

Heterokis dibedakan dari sel vegetatif, karena memiliki ukuran yang lebih

besar dan dinding sel yang lebih tebal. Dinding sel yang lebih tebal pada

heterokis membantu dalam mengurangi konsentrasi oksigen yang terlalu tinggi di

dalam sel (Graham & Wilcox 2000: 117--118).  Selain itu, sel heterokis memiliki

Keterangan :

a :  Koloni Nostoc (panah)
b :  Satu filamen Nostoc
c :  Sel heterokis pada Nostoc (panah)
d :  Sel vegetatif pada Nostoc (panah)
e :  Sel akinet pada Nostoc (panah)

Perbesaran 400x

c d e

a b
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plasma membran yang transparan dengan konten berwarna kekuningan pucat

sehingga tampak seperti sel kosong. Heterokis dapat terletak di antara sel

vegetatif (interkalar) maupun di ujung (terminal) filamen (Vashishta 1999: 20).

Heterokis dan sel vegetatif dihubungkan oleh polar nodul sehingga

memungkinkan terjadinya kerjasama metabolisme biokimia antara sel vegetatif

dan heterokis (Bold & Wynne 1985: 45).

Akinet berasal dari diferensiasi sel vegetatif yang membesar dan dipenuhi

cadangan makanan (Gambar 2.1e). Selain sebagai struktur penyimpan nutrisi,

akinet juga diketahui berfungsi sebagai organ reproduktif (Vashishta 1999: 24).

Akinet umumnya terbentuk ketika kondisi lingkungan tidak menguntungkan.

Akinet dapat dibedakan dari sel vegetatif karena ukurannya yang lebih besar

(Bold & Wynne 1985: 44).  Selain itu, akinet memiliki dinding sel yang lebih

tebal karena mengandung glikolipid dan polisakarida (Fay dkk. 1984: 163).

Nostoc dapat ditemukan pada berbagai jenis habitat. Penyebaran Nostoc

luas, meliputi tanah dan perairan. Nostoc juga mampu beradaptasi dengan habitat

yang ekstrim, seperti pada habitat dengan suhu mencapai -60° C. Nostoc juga

diketahui memiliki kemampuan bertahan terhadap kondisi kekeringan (desikasi).

Sebagai contoh, spesimen herbarium Nostoc mampu ditumbuhkan kembali setelah

100 tahun dikoleksi (Graham & Wilcox 2000: 119--120).

Nostoc di Indonesia banyak ditemukan hidup pada areal persawahan.

Strain Nostoc tersebut pada umumnya berupa koloni yang kompak (firm),

berbentuk bulat, dan diselubungi oleh selaput lendir.  Warna koloni Nostoc

bervariasi, mulai dari hijau tua, cokelat hingga hitam. Filamen Nostoc berbentuk

lurus dan tidak bercabang. Sel heterokis pada Nostoc dapat ditemukan pada

bagian terminal (ujung) atau interkalar (tengah) filamen, sedangkan sel akinet

biasanya terletak pada bagian interkalar filamen.

2.2  Pertumbuhan Mikroorganisme

Pertumbuhan Nostoc, seperti pertumbuhan mikroalga pada umumnya,

didefinisikan sebagai pertumbuhan jumlah sel atau multiplikasi (Sarles dkk. 1956:

80).  Pertumbuhan tersebut dapat digambarkan dengan kurva pertumbuhan
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(Gambar 2.2). Kurva pertumbuhan terdiri dari beberapa fase, yaitu fase adaptasi

(lag phase), fase eksponensial (exponential phase), fase stasioner (stationary

phase) dan fase kematian (death phase) (Sarles dkk. 1956: 90; Gandjar dkk. 2006:

39).

Gambar 2.2 Kurva pertumbuhan mikroorganisme
[Sumber: modifikasi dari Pearson Education 2006: 21.]

Fase adaptasi merupakan fase penyesuaian sel-sel mikroalga dengan

lingkungan dan pembentukan enzim-enzim untuk mengurai substrat. Pada fase

adaptasi, pembelahan sel belum terjadi atau berlangsung sangat lambat (Gandjar

dkk. 2006: 39). Lama fase adaptasi tergantung pada umur kultur dan jumlah

inokulum yang dipakai (Fogg & Thake 1987: 12).  Fase adaptasi Nostoc sp. dalam

medium BG11 (pH 7,2) umumnya berlangsung ketika kultur berumur 0--10 hari

(Back & Liang 2008: 5).

Fase eksponensial merupakan faktor yang penting dalam pertumbuhan

mikroalga.  Fase eksponensial ditandai dengan perbanyakan jumlah sel yang

sangat banyak dan laju pertumbuhan sel yang tinggi (Madigan dkk. 1997: 154).

Menurut Back & Liang (2008:5), fase eksponensial pada Nostoc sp. umumnya

berlangsung ketika kultur berumur 10--15 hari.
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Fase stasioner berlangsung setelah fase eksponensial.  Fase stasioner

ditandai oleh populasi sel yang relatif tetap karena jumlah sel yang membelah dan

jumlah sel yang mati relatif seimbang. Hal tersebut disebabkan karena

konsentrasi nutrien di dalam medium pertumbuhan mulai berkurang karena

digunakan untuk pembelahan sel pada fase eksponensial (Madigan dkk. 2000:

150).  Fase stasioner akan terus berlangsung hingga nutrien dalam medium

pertumbuhan habis sehingga sel akan mengalami kematian dalam jumlah besar

dan memasuki fase kematian (Fogg & Thake 1987: 36--41).

2.3.  Preservasi

Preservasi mikroorganisme merupakan upaya penyimpanan biakan

mikroorganisme yang bertujuan untuk mempertahankan viabilitas dan kestabilan

fisiologi mikroorganisme dengan cara menurunkan kecepatan metabolisme

mikroorganisme selama proses preservasi berlangsung (Sly 1984: 34--35).

Pemilihan teknik preservasi tergantung pada beberapa hal, antara lain jenis dan

jumlah strain  yang akan dipreservasi, ketersediaan dana, dan peralatan yang

dimiliki oleh suatu koleksi kultur (Meza dkk. 2004: 36).  Pemilihan metode yang

digunakan untuk preservasi mikroorganisme juga sangat tergantung pada tujuan

preservasi dan karakter mikroorganisme (Nagai dkk. 2005: 19).

2.4 Metode Preservasi

Berdasarkan lama waktu penyimpanannya, metode preservasi

mikroorganisme dapat dibedakan menjadi dua macam, yaitu metode preservasi

jangka pendek dan jangka panjang.  Metode preservasi jangka pendek merupakan

metode yang memungkinkan mikroorganisme tetap tumbuh, atau dengan kata lain

metabolisme mikroorganisme tetap aktif.  Metode tersebut meliputi metode

subkultur atau transfer berkala dan penyimpanan dalam minyak mineral (mineral

oil storage).  Metode preservasi jangka panjang merupakan metode yang

menyebabkan metabolisme mikroorganisme menjadi tidak aktif.
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Metode preservasi jangka panjang terdiri dari pengeringan (drying), metode

kering beku (freeze drying) atau liofilisasi, freezing dan kriopreservasi (Thakur

2009: 38).

2.4.1 Metode Preservasi Jangka Pendek

2.4.1.1  Metode Subkultur

Metode subkultur merupakan metode peremajaan mikroorganisme yang

paling sering digunakan pada banyak koleksi kultur di dunia (Smith & Onions

1971: 1218).  Metode subkultur umum dilakukan apabila jumlah biakan

mikroorganisme yang harus diremajakan tidak terlalu banyak atau dalam skala

kecil (Day & Brand 2005: 166).  Prinsip utama metode subkultur adalah

memindahkan sel mikroorganisme dari biakan lama ke medium tumbuh yang baru

secara berkala sehingga dapat terus berkembang biak (Kirsop 1988: 77--78).

Keberhasilan metode subkultur dipengaruhi oleh periode antar interval transfer,

jenis medium pertumbuhan yang digunakan, dan suhu inkubasi yang sesuai

(Thakur 2009: 38).

Metode subkultur memiliki beberapa kelebihan dan kelemahan.

Kelebihannya, antara lain sederhana, mudah, tidak memerlukan peralatan khusus,

dan dapat digunakan secara luas bagi berbagai jenis mikroorganisme.  Kelemahan

metode subkultur, di antaranya rentan terhadap kontaminasi mikroorganisme lain,

membutuhkan banyak biaya, waktu, dan tempat apabila dikerjakan dalam skala

besar dan jangka waktu yang lama.  Kultur yang dipreservasi dengan metode

subkultur juga rentan terhadap resiko kehilangan stabilitas genetik (Mori dkk.

2002: 45; Day & Brand 2005: 166).

2.4.1.2 Metode Penyimpanan dalam Mineral Oil (Mineral Oil Storage)

Metode mineral oil storage merupakan metode sederhana untuk

memelihara biakan mikroorganisme.  Metode tersebut dilakukan dengan cara

menumbuhkan mikroorganisme dalam tabung agar miring kemudian ditutup
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dengan minyak mineral atau parafin cair steril.  Prinsip dasar metode mineral oil

storage adalah membatasi akses oksigen ke biakan sehingga dapat

meminimalisasi metabolisme dan pertumbuhan biakan (Donev 2001: 19; Thakur

2009: 39).

Keuntungan penggunaan metode mineral oil storage yaitu ekonomis,

mudah, dan tidak membutuhkan perlengkapan khusus yang mahal. Selain itu,

metode tersebut dapat diaplikasikan pada berbagai jenis mikroorganisme. Metode

mineral oil storage juga dapat mencegah kerusakan medium akibat terjadinya

dehidrasi.  Namun demikian, metode mineral oil storage memiliki banyak

kelemahan, yaitu rentan terhadap resiko kontaminasi mikroorganisme lain dan

perubahan stabilitas genetik (Donev 2001: 19).

2.4.2  Metode Preservasi Jangka Panjang

2.4.2.1  Metode Freeze-Drying (Liofilisasi)

Prinsip metode freeze drying adalah pengeringan suspensi sel dari fase cair

dengan cara sublimasi melalui proses pembekuan terlebih dahulu. Proses freeze-

drying dibagi ke dalam tiga tahap.  Tahap pertama, yaitu proses pembekuan.

Tahap kedua, yaitu proses pengeringan primer melalui proses sublimasi pada suhu

rendah, sehingga menyebabkan sebagian besar air tertarik dari suspensi beku sel.

Tahap ketiga, yaitu proses pengeringan sekunder pada suhu yang lebih tinggi

dengan tujuan mengeringkan sisa air (Matejtschuk 2007: 60).

Kelemahan metode freeze-drying adalah memerlukan peralatan yang

mahal, teknik pengerjaan yang kompleks dan waktu pengerjaan lama.  Selain itu,

metode freeze-drying tidak dapat digunakan untuk mempreservasi

mikroorganisme yang tidak tahan terhadap suhu rendah (Bjerketorp dkk. 2006: 2).

2.4.2.2  Metode Freezing dan Kriopreservasi

Freezing merupakan metode penyimpanan sel pada suhu rendah (Bozkurt

2005: 63). Suhu yang digunakan dalam freezing berkisar antara suhu 0° C pada

freezer konvensional hingga suhu -196° C pada nitrogen cair (kriopreservasi)
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(Leung & Jamieson 1991: 252).  Preservasi dengan metode freezing pertama kali

dilakukan oleh Polge dkk. (1949). Melalui metode ini, berbagai organisme dan sel

telah berhasil dipreservasi, di antaranya mikroorganisme, spermatozoa, oosit,

embrio, sel somatik hewan dan tumbuhan (Taylor & Fletcher 1999: 481).  Saks

(1978) menyatakan bahwa tujuan utama dari preservasi dengan metode freezing

adalah menyimpan organisme tanpa terjadi perubahan morfologi, fisiologis,

biokimia, dan properti genetik (Taylor & Fletcher 1999: 481).  Prinsip utama

freezing adalah mengatur perpindahan atau difusi air yang melewati membran sel

melalui proses dehidrasi dan rehidrasi.  Dehidrasi merupakan proses keluarnya air

dari dalam sel, sedangkan rehidrasi adalah proses masuknya air ke dalam sel

(Brockbank dkk. 2007: 1).

Simione (1998:1) menyatakan bahwa proses dehidrasi terjadi ketika

sampel dibekukan, sedangkan proses rehidrasi terjadi ketika sampel dicairkan

(thawing).  Ketika sampel dibekukan, air di dalam sel akan keluar disebabkan

lingkungan luar sel yang bersifat hipertonis akibat penambahan larutan protektan.

Air yang keluar tersebut selanjutnya akan berubah menjadi kristal es ekstraselular,

kemudian protektan masuk ke dalam sel dan menggantikan cairan intraselular

(Simione 1998:1).  Proses ketika sampel dicairkan (thawing) menyebabkan

terjadinya pencairan kristal es ekstraselular.  Lingkungan luar sel berubah menjadi

hipotonis sehingga air akan masuk kembali ke dalam sel dan menggantikan

protektan yang keluar dari dalam sel (Simione 1998: 1).

Proses freezing dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor (Day & Brand

2005: 171). Menurut Day & Brand (2005: 173), umur kultur merupakan salah

satu faktor yang memengaruhi keberhasilan proses freezing.  Kultur yang

umumnya digunakan dalam preservasi menggunakan metode freezing adalah

kultur yang berada pada akhir fase eksponensial atau awal fase stasioner.  Sel

yang tumbuh secara eksponensial secara umum lebih tahan terhadap pembekuan

dan memiliki viabilitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan sel yang berada

pada fase stasioner (Day & Brand 2005: 171 & 173).

Selain umur kultur, penggunaan protektan juga memengaruhi keberhasilan

preservasi dengan metode freezing.  Protektan adalah senyawa kimia yang dapat

melindungi sel dari pengaruh faktor perusak, terutama pembentukan kristal es
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intraseluler dan ekstraseluler, selama proses freezing (Doneva & Donev 2004: 22;

Liu 2009: 10).  Faktor lain yang dapat memengaruhi keberhasilan metode freezing

adalah pencairan (thawing). Thawing merupakan proses pencairan kembali sel

yang telah dibekukan. Proses thawing dapat dilakukan pada suhu ruangan (37° C)

atau pada suhu tertentu pada water bath (Simione 1998: 6).

2.5  Protektan

2.5.1  Pengertian, Jenis, dan Fungsi Protektan

Protektan merupakan senyawa kimia yang berfungsi mengurangi pengaruh

yang mematikan akibat proses freezing, baik yang berupa efek larutan (solution

effect) maupun pembentukan kristal es ekstraseluler atau intraseluler, sehingga

viabilitas sel dapat terjaga (Supriatna & Pasaribu 1992: 122).  Suatu senyawa

kimia dapat berfungsi sebagai protektan apabila memenuhi beberapa kriteria, di

antaranya dapat menjaga viabilitas, ciri morfologi, dan fisiologi sel selama

preservasi.  Selain itu, protektan harus memiliki sifat tidak beracun serta dapat

berikatan dengan air membentuk larutan koligatif (Doneva & Donev 2004: 22).

Berdasarkan perpaduan sifat fisika-kimia (besar molekul, polaritas, dan

koligatif) dan kemampuan menembus membran sel, protektan dibedakan atas

protektan intraseluler dan protektan ekstraseluler.  Protektan intraseluler, yaitu

protektan yang dapat menembus membran sel sehingga keadaan ekuilibrasi antara

cairan di luar sel dan cairan di dalam sel dapat tercapai (Day & Brand 2005: 173).

Ukuran molekul yang relatif kecil (≤ 340 dalton) dan daya larut tinggi dalam air

menyebabkan protektan intraseluler mampu menembus membran sel.  Menurut

Benson (lihat Day & Brand 2005: 173), protektan intraseluler juga berfungsi

meminimalisasi pembentukan radikal bebas.  Contoh protektan intraseluler, antara

lain dimetil sulfoksida (DMSO), gliserol, metanol, dan etilen glikol (Tambunan &

Mariska 2003: 14; Liu 2009: 12).

Protektan ekstraseluler adalah protektan yang sulit menembus membran

sel, karena memiliki ukuran molekul yang relatif besar (≥ 340 dalton) (Brockbank

dkk. 2007: 2). Beberapa contoh protektan ekstraseluler, antara lain polimer seperti
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gula, sukrosa, polivinilpirolidon (PVP), dekstran dan polietilen glikol (PEG)

(Tambunan & Mariska 2003: 14; Doneva & Donev 2004: 23; Day & Brand 2005:

174). Walaupun tidak dapat menembus sel, protektan ekstraseluler mampu

menstabilkan membran fosfolipid bilayer ketika sel terdehidrasi di bawah tekanan

dingin (Day & Brand 2005: 174).

Perlindungan sel dari efek pembentukan kristal es intraseluler dan

ekstraseluler selama proses pembekuan, dapat dilakukan melalui penggunaan

kombinasi protektan intraseluler dan ekstraseluler.  Protektan intraseluler berperan

dalam menggantikan cairan sel intraseluler ketika proses dehidrasi serta

melindungi membran sel dari bagian dalam dengan cara berikatan di bawah

kepala lipid (Simione 1998: 1). Sementara itu, protektan ekstraseluler berperan

melindungi membran sel dari bagian luar dengan cara berikatan di atas kepala

lipid.

Penggunaan konsentrasi protektan yang terlalu tinggi dapat memberikan

efek yang merugikan bagi sel.  Penggunaan protektan dalam konsentrasi tinggi

dapat menyebabkan terjadinya kerusakan sel, seperti denaturasi membran

fosfolipid.  Toksisitas protektan dapat diminimalisasi dengan menggunakan

protektan pada konsentrasi yang tepat (Tambunan & Mariska 2003: 15).

2.5.2  Dimetil Sulfoksida (DMSO) sebagai Protektan

Dimetil sulfoksida (DMSO) merupakan senyawa kimia dengan rumus

bangun (CH3)2SO (Gambar 2.3). DMSO pertama kali berhasil disintesis oleh ahli

kimia Rusia bernama Alexander Saytzeff pada tahun 1867.  Berat molekul DMSO

sebesar 78,13 g/mol, serta memiliki titik beku pada suhu antara 18°--18,55° C dan

titik didih pada suhu 189° C.  DMSO berbentuk larutan tidak berwarna yang

memiliki sifat aprotik dipolar, yaitu dapat melarutkan senyawa polar dan

nonpolar. Selain itu, dimetil sulfoksida juga memiliki sifat ampifilik (memiliki

sifat hidrofilik dan hidrofobik) (Gaylord Chemical Company 2007: 2). Sifat

ampifilik yang dimiliki DMSO mendukung kemampuan DMSO dalam menembus

membran sel sehingga dapat melakukan penetrasi ke dalam sel (Sum & Pablo

2003: 3636).
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Gambar 2.3.  Struktur kimia DMSO
[Sumber: Gurtovenko & Anwar 2007: 10453]

Dimetil sulfoksida merupakan protektan yang umum digunakan dalam

penelitian preservasi mikroalga dengan metode freezing (Crutchfield dkk. 1999:

43).  Keberadaan DMSO di dalam sel akan melindungi kandungan sel dari kristal-

kristal es intraseluler dan dari pengaruh perubahan konsentrasi larutan akibat

dehidrasi sel selama proses freezing.  Selain itu, DMSO yang berada di dalam sel

dapat mencegah presipitasi dari larutan seperti protein dan garam (Supriatna &

Pasaribu 1992: 124--125). Adam dkk. (lihat Day & Brand 2005: 173) melaporkan

bahwa DMSO dapat melindungi enzim selama proses freezing berlangsung.

Konsentrasi DMSO yang umum digunakan dalam penelitian preservasi

mikroalga pada Culture Collection of Algae at University of Texas-Austin (UTEX)

berkisar antara 5--8 % (v/v).  Nilai konsentrasi tersebut berdasarkan pada

efektifitas dan toksisitas DMSO.  Konsentrasi DMSO kurang dari 2% tidak efektif

dalam mempreservasi mikrolaga, sedangkan apabila konsentrasi DMSO lebih dari

12% akan menyebabkan toksik bagi mikroalga (Day & Brand 2005: 174).

Berdasarkan Adam dkk. (lihat Day & Brand 2005: 173), konsentrasi DMSO yang

terlalu tinggi dapat mendenaturasi enzim pada suhu ruang dan menyebabkan

ketidakstabilan protein.
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2.6  Mekanisme Respon Cyanobacteria terhadap Cold Stress

Cyanobacteria, termasuk Nostoc, mampu beradaptasi dengan lingkungan

dan habitat yang memiliki suhu rendah (Graham & Wilcox 2000: 119). Salah satu

jenis Nostoc, yaitu Nostoc commune, dapat ditemukan hampir di semua habitat

Antartika yang memiliki suhu di bawah -20° C (Lin dkk. 2004: 57). Jenis Nostoc

lainnya, seperti Nostoc flagelliforme ditemukan dapat menolerir tekanan

kekeringan dan suhu rendah (drought and cold stress) pada daerah arid dan

semiarid di Cina (Wang dkk. 2000: 1264). Kemampuan recovery dari freezing

dan adaptasi terhadap dehidrasi, rehidrasi, dan siklus freeze-thaw yang penuh

tekanan juga menjadikan Cyanobacteria sebagai organisme dominan pada habitat

terestrial kutub (Šabacká & Elster 2006: 31).

Nostoc dan Cyanobacteria lainnya dapat beradaptasi terhadap cold stress

melalui beberapa cara. Koloni Nostoc terdiri dari sejumlah filamen yang

diselubungi oleh massa selaput gelatin/selubung lendir (mucilage) (Vashishta

1999: 38). Lapisan lendir merupakan perlindungan (barrier) pertama bagi Nostoc

terhadap kondisi yang tidak menguntungkan (Huang dkk. 2004: 1186). Lapisan

lendir tersebut mengandung polisakarida yang berperan dalam melindungi dinding

dan membran sel Nostoc terhadap dehidrasi dan rehidrasi akibat kekeringan dan

perubahan suhu (Hill dkk. 1997: 238; Potts 1999: 319--320). Menurut Tamaru

dkk. (2005) polisakarida ekstraselular yang dihasilkan Nostoc juga berperan

penting dalam regulasi aktivitas fotosintesis selama terjadi penurunan suhu

(Yoshida & Sakamoto 2009: 135).

Nostoc juga diketahui dapat menyintesis senyawa protektan alami yang

dapat mengurangi titik beku pada cairan intraseluler akibat penurunan suhu.

Menurut Yoshida & Sakamoto (2009: 142), Nostoc punctiforme dapat

menghasilkan trehalosa sebagai respon terhadap dehidrasi sel yang diakibatkan

oleh kekeringan dan perubahan suhu.  Trehalosa merupakan disakarida yang

terdiri dari dua molekul glukosa.  Trehalosa diketahui dapat berperan sebagai

senyawa osmoprotektif pada Cyanobacteria terestrial.  Guo dkk. (2000: 168)

melaporkan bahwa trehalosa berfungsi menggantikan molekul air yang hilang

selama proses dehidrasi. Selain itu, trehalosa juga berperan menstabilisasi
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membran sel dan mencegah denaturasi protein ketika molekul air keluar dari sel

akibat proses dehidrasi.

Pada tingkat molekuler, Cyanobacteria memiliki mekanisme tertentu

dalam merespon cold shock yang diakibatkan oleh penurunan suhu. Grauman &

Marahiel (lihat Los & Murata 1999: 221) menyatakan bahwa kejutan dingin (cold

shock) dapat terjadi sebagai respon mikroorganisme terhadap perubahan suhu

selama mengalami freezing. Cyanobacteria memiliki gen yang dapat teraktivasi

apabila terpapar oleh cold shock, contohnya gen des pada Synechocystis sp.  Sato

(1994) melaporkan bahwa gen des pada Synechocystis sp. dapat terinduksi oleh

cold stress sehingga meregulasi proses transkripsi dan translasi enzim dan protein

spesifik (Los & Murata 1999: 221).  Protein spesifik yang dihasilkan kemudian

berperan dalam menstabilisasi membran sel Cyanobacteria sehingga mampu

beradaptasi terhadap proses dehidrasi dan rehidrasi sel selama freezing (Hoiczyk

& Hansel 2000: 1197).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Lokasi dan Waktu

Penelitian dilakukan di Ruang Kultur Alga, Laboratorium Taksonomi

Tumbuhan, Departemen Biologi, FMIPA UI, Depok.  Penelitian berlangsung

selama 5 bulan dari bulan Oktober 2010 hingga Februari 2011.

3.2  Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan selama penelitian meliputi peralatan gelas dan

peralatan nongelas.  Peralatan tersebut, antara lain jarum tanam bulat (ose), jarum

tanam tajam, cawan petri, pembakar spiritus, tabung Erlenmeyer 100 ml [Iwaki],

tabung Erlenmeyer 500 ml [Iwaki], pipet tetes, pipet volumetrik, pipet tips

[Axygen], mikropipet [Bio Rad & Capp], gelas ukur, vorteks [Thermolyne Tipe

Maxi Mix II], digital kaliper [Tekimen], gelas beaker [Pyrex], cryotube [Iwaki],

storage box [Iwaki], freezer lemari pendingin [SANYO], autoklaf besar

[Hirayama HL 36 AE], autoklaf kecil [Hirayama], mikroskop cahaya [Olympus],

mikroskop binokuler [Carton], oven [Heraeus Instruments], timbangan analitik

[Shimadzu Libror AEL-200], stirer & hot plate magnetic stirer, mesin

sentrifugasi kecil [Chibitan II Millipore], termometer, labu Buchner [Iwaki],

kompor listrik, water bath, pensil, buku catatan, penggaris dan kamera digital

[SONY].
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3.2.2  Bahan

3.2.2.1 Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan adalah 13 strain Nostoc koleksi kultur

alga (Alga Culture Collection) Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen

Biologi, FMIPA UI, yang berasal dari Jawa Barat, Bali, dan Sulawesi Selatan.

Strain-strain Nostoc tersebut, yaitu CPG8, CPG24, CPR31, BAD5, CIG10, CIM7,

TAB7d, GIA12-02, GIA12-03, GIA13a, BTM6-01, BTM6-02, dan TAK23 (Tabel

3.1).

Tabel 3.1  Daftar 13 strain Nostoc koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan
yang digunakan pada penelitian

No Genus Kode Strain Asal
1 Nostoc CPG8 Tanah persawahan, Ciptagelar, Jawa Barat
2 Nostoc CPG24 Tanah persawahan, Ciptagelar, Jawa Barat
3 Nostoc CPR31 Tanah persawahan, Ciptarasa, Jawa Barat
4 Nostoc BAD5 Tanah persawahan, Baduy, Jawa Barat
5 Nostoc CIG10 Tahah persawahan, Cigombong, Jawa Barat
6 Nostoc CIM7 Tanah persawahan, Cimelati, Jawa Barat
7 Nostoc TAB7d Tanah persawahan, Tabanan. Bali
8 Nostoc GIA12-02 Tanah persawahan, Gianyar, Bali
9 Nostoc GIA12-03 Tanah persawahan, Gianyar, Bali
10 Nostoc GIA13a Tanah persawahan, Gianyar, Bali
11 Nostoc BTM6-01 Tanah persawahan, Bantimurung, Sulawesi Selatan
12 Nostoc BTM6-02 Tanah persawahan, Bantimurung, Sulawesi Selatan
13 Nostoc TAK23 Tanah persawahan, Takallar, Sulawesi Selatan

3.2.2.2  Medium

Medium yang digunakan dalam penelitian terdiri atas medium Blue Green

11 (BG11) bebas unsur nitrogen (N), baik cair maupun padat.  Medium cair BG11

bebas unsur nitrogen digunakan sebagai pelarut bagi larutan DMSO, sedangkan

medium padat BG11 bebas unsur nitrogen digunakan untuk pembuatan stock

culture, pembuatan working culture, dan media pertumbuhan Cyanobacteria

setelah dipreservasi dengan metode freezing.
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3.2.2.3  Bahan Kimia

Bahan-bahan kimia dari Merck yang digunakan dalam pembuatan medium

adalah K2HPO4.3H2O, MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, asam sitrat, ferri amonium

sitrat, EDTA, NaCO3, H3BO3, MnCl2.4H2O, ZnSO4.7H2O, NaMoO4.2H2O,

CuSO4.5H2O, Co(NO3)2.6H2O, dan Na2EDTA.  Bahan kimia lain yang digunakan

dalam penelitian adalah agar, DMSO 100% [Merck], alkohol 70% teknis, spiritus

teknis, dan akuades.

3.2.2.4  Bahan Habis Pakai

Bahan habis pakai yang digunakan, antara lain kapas, kertas pH 5,2--7,2

[Merck], label tempel, parafilm [Novix-II], membran filter 0,45 µm [Millipore],

alumunium foil [Bagus], masker wajah [General Care], dan tisu.

3.3 Cara Kerja

Skema kerja penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.3.1  Sterilisasi Alat dan Bahan

DMSO 100% yang akan digunakan disterilisasi terlebih dahulu dengan

menggunakan membran filter 0,45 µm.  Peralatan gelas yang akan digunakan

seperti cawan petri, labu Erlenmeyer, pipet tetes, pipet volumetrik, gelas ukur, dan

beaker glass serta peralatan non gelas seperti cryotube dan storage box,

disterilisasi terlebih dahulu sebelum digunakan.  Cawan petri, pipet tetes, dan

pipet volumetrik dibungkus dengan menggunakan kertas pembungkus.  Mulut

labu Erlenmeyer, gelas ukur, dan beaker glass ditutup rapat dengan menggunakan

kertas aluminimum foil, lalu dilapisi dengan kertas pembungkus.  Peralatan gelas

tersebut kemudian disterilisasi dengan menggunakan oven pada suhu 110° C

selama 2 jam. Cryotube dimasukkan ke dalam storage box. Storage box

kemudian dimasukkan ke dalam plastik tahan panas dan ditutup rapat. Peralatan
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tersebut kemudian disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C

dan tekanan 2 atm selama 15 menit (Gambar 3.1).

Gambar 3.1  Skema kerja sterilisasi alat dan bahan

3.3.2  Pembuatan Medium

3.3.2.1  Medium BG11 Bebas Unsur Nitrogen

Medium cair BG11 bebas unsur nitrogen (N) dibuat dari sejumlah bahan

kimia tanpa unsur nitrogen dan larutan stok berdasarkan modifikasi Kim & Lee

(2005: 241) (Tabel 3.2).  Sebanyak 0,04 g K2HPO4.3H2O; 0,075 g MgSO4.7H2O;

0,036 g CaCl2.2H2O; 0,006 g citric acid; 0,006 ferric ammonium citrate; 0,001 g

Na2EDTA-Mg; 0,02 g Na2CO3; dan 1 ml larutan trace metal mix (A5 solution)

Peralatan gelas dibungkus
dengan kertas pembungkus

Sterilisasi dalam oven,
110° C, 2 jam

Storage box berisi
cryotube dilapisi

plastik tahan panas

Sterilisasi dalam autoklaf
121° C, 2atm, 15 menit

Sterilisasi dengan
membran filter

0,45µm

DMSO 100%
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dilarutkan dalam sejumlah akuades.  Setelah semua bahan kimia dilarutkan dalam

sejumlah akuades, volume akuades ditambahkan hingga mencapai volume akhir

1.000 ml.  Derajat keasaman medium kemudian diukur dengan menggunakan

kertas indikator pH dengan skala 5,2--7,4.  Larutan NaOH 1 M ditambahkan ke

dalam medium hingga pH medium mencapai 7,2.  Medium kemudian diaduk

dengan magnetic stirer hingga homogen.  Medium yang telah homogen

disterilkan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C dan tekanan 2 atm

selama 15 menit.

Tabel 3.2 Komposisi medium BG11 bebas unsur nitrogen
per liter berdasarkan Kim & Lee (2005: 241)

Zat kimia Komposisi (gr)
K2HPO4 0,040
MgSO4 0,075
CaCl2 0,036
Asam sitrat 0,006
Ferric Ammonium Sitrat 0,006
EDTA 0,001
Na2CO3 0,020
H3BO3 2,860
MnCl2 1,810
ZnSO4 0,222
NaMoO4 0,390
CuSO4 0,079
Co(NO3)2 49,400
Akuades
*Agar (medium agar) 20,000

Medium padat BG11 bebas unsur nitrogen dibuat dengan cara

menambahkan 20 g bubuk bacto agar (Watanabe 2005: 19) ke dalam medium cair

BG11 bebas unsur nitrogen. Sebelum ditambahkan agar, medium cair BG11

bebas unsur nitrogen dipanaskan terlebih dahulu.  Medium kemudian diaduk

dengan magnetic strirrer hingga homogen dan ditunggu hingga sedikit mendidih.

Medium yang telah homogen disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada

suhu 121° C dan tekanan 2 atm selama 15 menit.  Medium agar BG11 bebas

unsur nitrogen yang telah steril didinginkan hingga mencapai suhu 50--60° C.
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Sebanyak 20 ml medium BG11 bebas unsur nitrogen yang telah steril kemudian

dituang secara aseptis ke dalam cawan Petri steril dan medium dibiarkan

mengeras (Hoshaw & Rosowski 1979: 58).  Setelah mengeras, cawan Petri yang

telah berisi medium agar dibalik dan medium dapat digunakan apabila sudah

dingin (Gambar 3.2).

Gambar 3.2 Skema kerja pembuatan medium BG11 bebas unsur nitrogen

3.3.2.2  Protektan untuk Metode Freezing

Protektan yang digunakan pada penelitian adalah dimetil sulfoksida

(DMSO) dengan konsentrasi sebesar 5%.  Sebanyak 95 ml medium cair BG11

bebas unsur nitrogen yang telah steril dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer.

Sebanyak 5 ml larutan DMSO 100% yang telah steril kemudian ditambahkan ke

Bahan kimia
dalam resep

Ditimbang Dilarutkan
ke dalam
sejumlah
akuades
lakuades

Medium cair
BG11 bebas

unsur N

Ditambahkan
20 gr bubuk
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pH dicek

Medium
padat BG11
bebas unsur

N

Dituangkan ke
dalam cawan

petri, diamkan
hingga

mengeras

Akuades
ditambahkan
hingga1000

ml

Sterilisasi
dalam
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15 menit
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dalam labu Erlenmeyer sehingga volume total larutan mencapai 100 ml. Medium

kemudian diaduk dengan magnetic stirer hingga homogen (Gambar 3.3).

`

Gambar 3.3 Skema kerja pembuatan protektan

3.3.3  Pemurnian Strain dan Perbanyakan Jumlah Koloni

Pemurnian strain Nostoc dilakukan secara aseptis dengan metode streak

berdasarkan Hoshaw & Rosowski (1979: 58--59).  Jarum tanam bulat (ose)

dibakar terlebih dahulu dan didinginkan sebelum menyentuh biakan. Koloni

Nostoc diambil dengan menggunakan jarum tanam bulat, kemudian digoreskan

pada medium padat BG11 bebas unsur nitrogen. Biakan diinkubasi selama 15

hari pada suhu 23±2° C.  Sel-sel Nostoc akan tumbuh di sepanjang goresan dan

tumbuh menjadi koloni tunggal Nostoc.  Setelah selesai, cawan petri kemudian

ditutup dan sekeliling cawan petri diisolasi menggunakan parafilm.  Nama strain

Nostoc dan tanggal pemurnian koloni ditulis pada tutup cawan petri dengan

menggunakan spidol.

Perbanyakan jumlah koloni dilakukan dengan cara menginokulasikan 13

strain Nostoc yang sudah murni ke 13 cawan petri yang berbeda (satu koloni

Nostoc untuk satu cawan petri).  Tujuan perbanyakan jumlah koloni adalah

mendapatkan jumlah koloni Nostoc yang cukup untuk digunakan pada saat

pengambilan data. Koloni Nostoc yang tumbuh pada cawan Petri dijadikan

sebagai stock dan working culture (Gambar 3.4). Seluruh cawan petri berisi koloni

strain Nostoc tersebut kemudian diinkubasi selama 15 hari pada rak kultur di

5 ml DMSO
100 % yang
telah steril

Ditambahkan ke dalam
95 ml medium cair BG11

bebas unsur N steril

Diaduk
hingga

homogen

100 ml
DMSO

5%
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Ruang Kultur Alga, Departemen Biologi, FMIPA UI.  Suhu inkubasi yang

digunakan adalah 23±2° C.  Pencahayaan berasal dari lampu neon dengan

intensitas cahaya 3000 luks (600 µmol/m2/s). Faktor lingkungan ruang kultur alga

diukur dan diamati selama penelitian.

Gambar 3.4 Skema kerja pembuatan stock culture dan working culture

3.3.4  Pengamatan Morfologi Strain Nostoc secara Makroskopis dan Mikroskopis

Koloni Nostoc yang ditumbuhkan dalam medium agar BG11 bebas unsur

nitrogen dan telah berumur 15 hari diamati.  Karakter morfologi koloni Nostoc

yang diamati, antara lain warna koloni, bentuk koloni, tekstur permukaan koloni,

pola pertumbuhan koloni, dan adanya selaput lendir.  Setiap strain difoto dan

dicatat karakter morfologinya (Gambar 3.5).

Pengamatan karakter morfologi sel Nostoc dilakukan dengan mengamati

sel vegetatif, sel heterokis, dan sel akinet.  Koloni Nostoc yang tumbuh pada

medium agar BG11 bebas unsur nitrogen dicutik dengan tusuk gigi bersih, dan

diletakkan di atas gelas objek (object glass).  Sebanyak 1--2 tetes akuades

diteteskan pada gelas objek.  Koloni tersebut kemudian diurai dengan

Biakan
Nostoc yang
telah murni

Streak pada
permukaan

medium agar

Stock culture

Working culture

Inkubasi 15 hari
pada 23±2°C
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menggunakan tusuk gigi hingga koloni Nostoc terurai. Preparat kemudian ditutup

dengan gelas penutup (cover glass).  Filamen Nostoc kemudian diamati. Sel

vegetatif, sel heterokis, dan sel akinet diukur dengan menggunakan mikrometer.

Pengamatan dilakukan pada setiap 10 filamen Nostoc.  Pengamatan mikroskopis

Nostoc dilakukan pada perbesaran 400x menggunakan mikroskop cahaya.

Filamen Nostoc yang terlihat difoto dan dicatat karakter morfologinya (Gambar

3.6).

Gambar 3.5  Skema kerja pengamatan morfologi makroskopis Nostoc

Gambar 3.6  Skema kerja pengamatan morfologi mikroskopis Nostoc

Karakter morfologi
makroskopis diamati

Difoto dan Dicatat
dalam tabel
pengamatan

Kultur berusia
15 hari

disiapkan

Kultur berusia
15 hari

disiapkan
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Penggunaan metode ..., Maulida Oktaviani, FMIPA UI, 2011

 
 
 
 
 
 
 

     



27

Universitas Indonesia

3.3.5  Persiapan Suspensi Sel Nostoc

Strain Nostoc yang digunakan untuk suspensi sel adalah strain yang

berumur 15 hari dengan kisaran diameter koloni antara 1,1--1,2 mm. Strain

Nostoc masing-masing diambil sebanyak lima (5) koloni dengan menggunakan

jarum tanam bulat (ose).  Koloni Nostoc kemudian dimasukkan ke dalam cryotube

steril berukuran 2 ml yang telah diberi label.

Sebanyak 0,5 ml medium protektan dimasukkan ke dalam cryotube,

kemudian dihomogenisasi dengan vorteks. Cryotube yang telah berisi suspensi

sel dan protektan ditutup dan dilapisi dengan parafilm.  Kontrol dibuat dengan

langkah yang sama tanpa penambahan protektan (Gambar 3.7).  Semua langkah-

langkah di atas dilakukan secara aseptis.

Gambar 3.7  Skema kerja pembuatan suspensi sel Nostoc

Working culture
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3.3.6  Ekuilibrasi

Proses ekuilibrasi dilakukan berdasarkan Mori dkk. (2002: 49), dengan

cara menyimpan cryotube berisi suspensi sel pada suhu ruang selama 15 menit

(Gambar 3.8).  Tujuan ekuilibrasi adalah meningkatkan konsentrasi protektan

sampai memiliki konsentrasi optimum sehingga dapat melindungi sel dari tahap

pembekuan (Supriatna & Pasaribu 1992: 138).

Gambar 3.8  Skema kerja ekuilibrasi suspensi sel Nostoc

3.3.7  Pembekuan (Freezing)

Sebelum disimpan dalam freezer lemari pendingin, storage box yang telah

berisi cryotube, ditutup dan sekeliling storage box diisolasi dengan menggunakan

parafilm. Storage box kemudian disimpan pada freezer lemari pendingin (suhu

-4° C) selama satu dan tujuh hari (Gambar 3.9).

Gambar 3.9  Skema kerja proses freezing
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3.3.8  Pencairan (Thawing)

Pencairan dilakukan berdasarkan Kuzmina (2004: 3), dengan merendam

cryotube ke dalam water bath (suhu 37° C) selama 5 menit atau hingga kristal es

terakhir mencair.  Seluruh permukaan cryotube kemudian dibersihkan dengan

menggunakan alkohol 70% untuk meminimalisasi terjadinya kontaminasi

(Simione 1998: 6) (Gambar 3.10).

Gambar 3.10  Skema kerja proses thawing

3.3.9  Pengamatan Morfologi Sel Nostoc secara Mikroskopis setelah Thawing

Pengamatan strain Nostoc setelah thawing dilakukan untuk mengetahui

apakah terjadi kerusakan pada sel Nostoc akibat proses freezing atau tidak.  Satu

koloni Nostoc pada cryotube yang telah dithawing, dicutik dengan menggunakan

tusuk gigi, dan diletakkan di atas gelas objek (object glass).  Sebanyak 1--2 tetes

akuades diteteskan pada gelas objek.  Koloni tersebut kemudian diurai dengan

menggunakan tusuk gigi hingga koloni Nostoc terurai.  Preparat kemudian ditutup

dengan gelas penutup (cover glass).  Pengamatan dilakukan pada setiap 10

filamen Nostoc.  Pengamatan mikroskopis dilakukan pada perbesaran 400x

menggunakan mikroskop cahaya.  Filamen Nostoc yang terlihat diamati, dicatat

karakter morfologinya, dan difoto untuk kemudian dibandingkan dengan strain

Nostoc sebelum mengalami proses freezing (Gambar 3.11).
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Gambar 3.11  Skema kerja pengamatan morfologi mikroskopis sel Nostoc setelah
thawing

3.3.10  Penyucian Suspensi Sel setelah Thawing

Penyucian suspensi sel bertujuan untuk menghilangkan residu DMSO dan

meminimalisasi resiko paparan DMSO terhadap sel (Simione 1998: 6). Cryotube

yang berisi suspensi sel disentrifugasi dengan mesin sentrifugasi pada kecepatan

10.000 rpm selama 10 menit.  Supernatan hasil sentrifugasi kemudian dibuang

dengan pipet. Sebanyak 0,5 ml medium BG11 bebas unsur nitrogen (N)

ditambahkan ke dalam tabung yang berisi pelet. Tabung tersebut lalu

disentrifugasi kembali. Supernatan hasil sentrifugasi kemudian dibuang.

Pekerjaan tersebut diulangi sebanyak dua kali (Gambar 3.12).
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Residu DMSO

Koloni Nostoc

BG11 bebas
unsur N

Gambar 3.12  Skema kerja penyucian suspensi sel Nostoc setelah thawing

3.3.11  Evaluasi Pertumbuhan Koloni Nostoc setelah Satu Hari Preservasi (H1)

dan Tujuh Hari Preservasi (H7).

Evaluasi pertumbuhan strain Nostoc pasca preservasi dilakukan dengan

menghitung rerata (Σ) penambahan diameter koloni Nostoc setelah ditumbuhkan.

Koloni Nostoc yang telah dicuci, diambil dari cryotube dengan menggunakan

jarum tanam tajam steril kemudian ditanam pada cawan petri berisi medium padat

BG11 bebas unsur Nitrogen.  Pada setiap cawan petri ditanam masing-masing tiga

(3) koloni Nostoc.  Setelah itu, cawan petri ditutup dan pada tutup dituliskan nama

strain dan tanggal penanaman strain dengan menggunakan spidol.  Sekeliling

cawan petri kemudian diisolasi dengan parafilm. Diameter awal koloni sebelum

inkubasi (H0) diukur dengan menggunakan digital kaliper dan dicatat.  Cawan

petri kemudian diinkubasi selama 15 hari pada suhu 23±2° C.  Pengambilan data

dilakukan setiap tiga hari sekali (t0, t3, t6, t9, t12, t15) selama 15 hari inkubasi

(Gambar 3.13).  Pada setiap pengambilan data dilakukan dua kali ulangan untuk
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setiap strain.  Pertumbuhan Nostoc ditandakan dengan ukuran diameter koloni

yang semakin bertambah.

Gambar 3. 13.  Skema kerja evaluasi pertumbuhan koloni Nostoc

3.4 Penyusunan, Pengolahan, dan Analisis Data

Penelitian bersifat noneksperimental dan deskriptif. Data yang diperoleh

disusun dalam bentuk tabel, kurva dan dilengkapi dengan foto. Data yang

diperoleh meliputi data kualitatif dan kuantitatif.  Data kualitatif meliputi

pengamatan morfologi Nostoc secara makroskopis dan mikroskopis sebelum

preservasi, pengamatan morfologi Nostoc secara makroskopis dan

mikroskopis setelah preservasi dengan konsentrasi DMSO 5%, serta pengamatan

morfologi Nostoc secara makroskopis dan mikroskopis setelah preservasi tanpa

menggunakan protektan (kontrol).
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Data kuantitatif meliputi pengukuran rerata (Σ) diameter koloni Nostoc

umur 15 hari (normal), pengukuran rerata (Σ) diameter koloni Nostoc setelah 1

hari preservasi (H1) dengan konsentrasi DMSO 5% dan tanpa protektan (kontrol),

pengukuran rerata (Σ) diameter koloni Nostoc setelah 7 hari preservasi (H7)

dengan konsentrasi DMSO 5% dan tanpa protektan (kontrol), penghitungan rasio

rerata (Σ) penambahan diameter koloni sebelum dan setelah preservasi, dan

pengukuran jumlah sel heterokis Nostoc sebelum dan setelah preservasi.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Pengamatan Morfologi Makroskopis dan Mikroskopis 13 Strain Nostoc

Strain Nostoc yang digunakan dalam penelitian berjumlah 13 strain

koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi, FMIPA UI,

yang diisolasi dari tanah persawahan beberapa daerah di Indonesia, yaitu daerah

Jawa, Bali, dan Sulawesi Selatan. Pengamatan morfologi makroskopis dan

mikroskopis 13 strain Nostoc dilakukan untuk mencocokkan karakter strain yang

digunakan dalam penelitian dengan karakter pada Whitton (2002) dan Yuliana

(2010).  Pengamatan morfologi makroskopis dan mikroskopis dilakukan pada

biakan Nostoc berumur 15 hari dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen yang

diinkubasi pada suhu 23±2° C dengan intensitas cahaya 3000 luks (600

µmol/m2/s).  Kultur Nostoc diinkubasi pada suhu 23±2° C karena suhu 23±2° C

masih termasuk dalam kisaran suhu optimum bagi pertumbuhan Nostoc.  Menurut

Fogg & Thake (1987:23), suhu optimum bagi pertumbuhan mikroalga umumnya

berkisar pada 15--25° C, bergantung pada jenis mikroalga.

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi makroskopis, 13 strain Nostoc

menunjukkan keanekaragaman warna, tekstur, bentuk, dan profil koloni (Gambar

4.1 dan Tabel 4.1).  Ketiga belas strain tersebut masing-masing tampak tergabung

dalam koloni yang kompak (firm) dan diselubungi oleh selaput lendir.  Warna

koloni hijau rumput hingga hijau zaitun (Standar warna Castell-Polychromos No.

9216).  Bentuk koloni bulat. Strain-strain Nostoc juga menunjukkan dua profil

koloni yang berbeda, yaitu profil koloni menyebar dan menggunung. Strain

Nostoc yang memiliki profil koloni menyebar adalah strain Nostoc CPG24,

CPR31, CIG10, CIM7, GIA12-03, BTM6-01, dan TAK23, sedangkan strain

Nostoc yang memiliki profil koloni menggunung adalah strain Nostoc CPG8,

BAD5, TAB7d, GIA12-02, GIA13a, dan BTM6-02. Tekstur permukaan koloni

13 strain Nostoc juga menunjukkan keanekaragaman. Strain Nostoc CPG8,

BAD5, GIA12-02, dan BTM6-02 memiliki tekstur permukaan koloni kasar dan

bergranul. Strain Nostoc CIG10 dan CIM7 memiliki tekstur permukaan koloni
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licin dan mengilap. Strain Nostoc CPG24, CPR31, GIA12-03, GIA13a, TAB7d,

BTM6-01, dan TAK23 memiliki tekstur permukaan koloni licin.

Gambar 4.1.  Morfologi makroskopis koloni 13 strain Nostoc umur 15 hari
dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen pada suhu 23±2° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.]
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Tabel 4.1 Hasil pengamatan morfologi makroskopis koloni 13 strain Nostoc
umur 15 hari dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen pada suhu 23±2° C

No Kode
Strain

Warna
Koloni

Bentuk
Koloni

Tekstur
Permukaan

Koloni

Profil Koloni

1 CPG24 Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

2 CPR31 Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

3 CIM7 Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

4 CPG8 Hijau zaitun Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

5 BAD5 Hijau zaitun Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

6 CIG10 Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

7 GIA13a Hijau zaitun Bulat Licin Menggunung
8 TAB7d Hijau zaitun Bulat Licin Menggunung
9 GIA12-02 Hijau zaitun Bulat Kasar &

Bergranul
Menggunung

10 GIA12-03 Hijau zaitun Bulat Licin Menyebar
11 TAK23 Hijau

rumput
Bulat Licin Menyebar

12 BTM6-01 Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

13 BTM6-02 Hijau zaitun Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

Karakter morfologi makroskopis 13 strain Nostoc tersebut, secara umum

sesuai dengan karakter genus Nostoc dalam monograf Phylum Cyanophyta

(Cyanobacteria) oleh Whitton (2002) dan Yuliana (2010), kecuali strain Nostoc

GIA13a dan TAB7d. Karakter morfologi makroskopis strain Nostoc GIA13a dan

TAB7d sedikit menunjukkan perbedaan dengan karakter morfologi makroskopis

strain Nostoc GIA13a dan TAB7d dalam deskripsi Yuliana (2010).  Strain Nostoc

GIA13a dan TAB7d yang digunakan dalam penelitian memiliki tekstur

permukaan koloni licin, sedangkan Yuliana (2010: 41--59) melaporkan bahwa

karakter tekstur permukaan strain Nostoc GIA13a dan TAB7d adalah kasar dan

bergranul. Perubahan karakter morfologi kedua strain tersebut diduga akibat

proses subkultur yang telah dilakukan berulang kali dan terus menerus. Carr

(lihat Whitton & Potts 2000: 9) mengemukakan bahwa subkultur yang dilakukan

berulang kali dan terus menerus dapat mengakibatkan perubahan morfologi dari

organisme yang bersangkutan.
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Keterangan:
(a) CPG24 (j) GIA12-03
(b) CPR31 (k) TAK23
(c) CIM7 (l) BTM6-01
(d) CPG8 (m) BTM6-02
(e) BAD5
(f) CIG10 : Sel heterokis
(g) GIA13a : Sel vegetatif
(h) TAB7d          Skala okuler 2,5µm
(i) GIA12-02      Perbesaran 400x

e

h

Pengamatan morfologi mikroskopis strain Nostoc dilakukan pada setiap 3

filamen per satuan bidang pandang mikroskop dengan perbesaran 400x.

Pengamatan dilakukan minimal pada 10 lapang pandangan yang berbeda untuk

setiap strain yang diamati, sehingga total jumlah filamen yang diamati sebanyak

30 filamen.  Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa semua strain

berbentuk filamen lurus, tidak bercabang, serta diselubungi oleh selaput lendir.

Strain-strain Nostoc tersebut memiliki bentuk dan ukuran sel heterokis, sel

vegetatif dan sel akinet yang bervariasi (Gambar 4.2 dan Tabel 4.2). Sel heterokis

umumnya berbentuk bulat dan oval, serta terletak di bagian terminal atau

interkalar filamen.  Ukuran sel heterokis memiliki kisaran panjang 2--7,5 µm dan

lebar 1,5--5 µm. Ragam bentuk sel vegetatif ketiga belas strain Nostoc adalah

oval, bulat, silindris, dan persegi.  Sel vegetatif memiliki kisaran panjang 1--10

µm dan lebar 1--7,5 µm.  Sel akinet memiliki bentuk bulat, oval, hingga silindris.

Sel akinet memiliki kisaran panjang 5--8,25 µm dan lebar 3,75--7,5 µm.

Gambar 4.2.  Morfologi mikroskopis 13 strain Nostoc umur 15 hari dalam
medium BG11 bebas unsur nitrogen pada suhu 23±2° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].
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Tabel 4.2. Hasil pengamatan morfologi mikroskopis 13 strain Nostoc umur 15 hari dalam medium BG11 bebas unsur nitrogen pada
suhu 23±2° C

Kode Strain Sel Heterokis Sel Vegetatif Sel akinet
Bentuk Letak Ukuran (µm) Bentuk Ukuran (µm) Bentuk Ukuran (µm)

p l p l p l

CPG24 B--O terminal--interkalar 2,5--3,75 2,5 S--B 2,5--6,25 2,5--5 B--O 6,25--10 5--7,5
CPR31 O terminal 2,5--3,75 2,5--3,75 O--S 2,5--5 2,5--5 B--O 5--6,25 3,75--5
CIM7 B--O terminal--interkalar 2--3 1,5--2 B--O 1--2 1--1,5 - - -
CPG8 B--O terminal--interkalar 2,5--6,25 2,5--5 O--P 5--7,5 5--7,5 - - -
BAD5 B--O terminal--interkalar 2,5--6,25 2,5--5 S 5--6,25 2,5--5 - - -

CIG10 O terminal--interkalar 2,5--5 2,5--5 S--B 5--7,5 3,75--5 - - -

GIA13A B--O terminal--interkalar 5--7,5 2,5--5 O--P 7,5--10 5--7,5 - - -
TAB7d O terminal--interkalar 3,5--5 2,5--5 B--O 7,5--10 6,25--7,5 - - -

GIA12-02 B--O terminal--interkalar 3,75--7,5 2,5--5 O--P 7,5--11,25 5--7,5 - - -

GIA12-03 B--O terminal--interkalar 2,5--5 2,5--3,75 B--S 5--8,75 5--6,25 - - -

TAK23 B--O terminal--interkalar 2,5--3,75 2,5--5 B--S 5 2,5--3,75 B 5--6,25 5

BTM6-01 B--O terminal--interkalar; 2,5--5 2,5--3,75 B--S 5--7,5 5 - - -

BTM6-02 B--O terminal--interkalar 2,5--6,25 2,5--5 B--S 7,5--10 6,25--7,5 - - -

Keterangan:

B : Bulat p :  panjang
O:  Oval l :  lebar
S :  Silindris - : tidak ditemukan
P :  Persegi

U
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Karakter-karakter mikroskopis strain Nostoc yang digunakan dalam

penelitian secara umum sesuai dengan karakter genus Nostoc dalam monograf

Phylum Cyanophyta (Cyanobacteria) oleh Whitton (2002) dan Yuliana

(2010), kecuali strain Nostoc BAD5 dan CIG10. Karakter morfologi mikroskopis

strain Nostoc BAD5 dan CIG10 yang digunakan dalam penelitian sedikit

menunjukkan perbedaan dengan karakter morfologi mikroskopis strain Nostoc

BAD5 dan CIG10 dalam deskripsi Yuliana (2010:46&48). Strain Nostoc BAD5

dan CIG10 yang digunakan dalam penelitian memiliki heterokis yang terletak

pada bagian terminal dan interkalar filamen, sedangkan Yuliana melaporkan

bahwa heterokis pada strain Nostoc BAD5 dan CIG10 terletak pada bagian

terminal filamen.

Berdasarkan hasil karakterisasi molekuler melalui data sekuen parsial gen

16SrRNA dengan panjang 385--510 pb, dua belas strain yang digunakan dalam

penelitian terdiri dari genus Nostoc, Anabaena, Calothrix, dan Tolypothrix. Satu

strain lainnya, yaitu strain CIM7 belum dapat diidentifikasi melalui sekuen parsial

gen 16S rRNA (Yuliana 2009: 91).  Namun demikian, hasil tersebut berbeda

dengan hasil karakterisasi molekuler data sekuen parsial gen 16SrRNA dengan

panjang 700 pb, yang menunjukkan bahwa ketiga belas strain yang digunakan

dalam penelitian merupakan genus Nostoc (Hendrayanti, komunikasi pribadi).

4.2  Pertumbuhan Strain-strain Nostoc

4.2.1  Pertumbuhan Strain-strain Nostoc Umur 15 Hari (Normal)

Strain-strain Nostoc ditumbuhkan dalam medium agar BG11 bebas unsur

nitrogen untuk diinkubasi selama 15 hari pada suhu 23±2° C. Koloni Nostoc yang

berukuran 1,1--1,2 mm kemudian ditanam dengan metode tanam untuk dihitung

rerata (Σ) penambahan diameternya selama 15 hari (Tabel 4.3). Hal tersebut

dilakukan untuk mendapatkan kurva pertumbuhan strain Nostoc umur 15 hari

(normal) sebagai pembanding bagi kurva pertumbuhan strain Nostoc hasil

preservasi dengan metode freezing.
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Tabel 4.3.  Hasil pengukuran rerata (Σ) penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc umur 15 hari (normal)

Lama
Preservasi

Umur
koloni

Σ Diameter Strain (mm)
CPG24 CPR31 CIM7 TAK23 CPG8 BAD5 GIA13A TAB7d GIA12-

02
GIA12-

03
CIG10 BTM6-

01
BTM6-

02

H1

t0 1,19 1,20 1,14 1,20 1,17 1,18 1,17 1,20 1,20 1,12 1,16 1,17 1,18

t3 1,38 1,39 1,37 1,36 1,45 1,61 1,73 2,13 1,35 1,20 1,92 1,23 1,85

t6 1,62 1,53 1,60 1,48 1,56 1,90 2,44 2,64 1,37 1,20 2,16 1,25 2,35

t9 4,17 3,18 1,93 2,26 1,56 2,20 3,14 3,06 1,59 1,37 2,51 1,38 2,71

t12 5,53 4,01 2,17 4,75 1,57 2,39 3,45 3,54 1,56 1,67 3,89 1,37 3,05

t15 6,16 6,36 7,53 6,89 1,96 3,08 3,69 3,98 1,95 2,17 4,24 1,89 3,65

Keterangan:

t0 = hari ke-0 (ketika koloni ditanam)
t3 = hari ke-3
t6 = hari ke-6
t12 = hari ke-12
t15 = hari ke-15
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Berdasarkan data yang diperoleh, rerata diameter koloni 13 strain Nostoc

terus bertambah dari t1 hingga t15 (Tabel 4.3).  Rerata diameter koloni akhir (t15)

yang terbesar ditunjukkan oleh strain Nostoc CIM7 dengan rerata diameter koloni

sebesar 7,53 mm, sedangkan rerata diameter koloni akhir (t15) yang terkecil

ditunjukkan oleh strain Nostoc BTM6-01 dengan rerata diameter koloni sebesar

1,89 mm.

Rerata penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc umur 15 hari dapat

digambarkan dalam bentuk kurva pertumbuhan. Gambar 4.3 menyajikan kurva

frerata penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc umur 15 hari (normal).

Gambar 4.3  Kurva rerata penambahan diameter koloni Nostoc
umur 15 hari (normal)

Berdasarkan kurva, terlihat bahwa strain Nostoc CPG24, TAK23, dan

CPR31 telah mengalami fase eksponensial pada hari ke-6 (t6).  Strain Nostoc

CIG10 telah mengalami fase eksponensial pada hari ke-9 (t9), sedangkan strain

Nostoc CIM7 telah mengalami fase eksponensial pada hari ke-12 (t12). Strain

Nostoc lainnya, seperti TAB7d, GIA12-03, BAD5, CPG8, BTM6-01, BTM6-02,
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GIA12-02, dan GIA12-03, memasuki fase eksponensial setelah hari ke-12 (t12).

Hal tersebut terlihat dari kurva strain-strain Nostoc tersebut yang baru mengalami

peningkatan setelah t12. Fogg (dkk. 1973:139) menyatakan bahwa pada

umumnya, Nostoc akan memasuki fase log pada usia biakan 4--7 hari. Back &

Liang (2008:5) melaporkan bahwa Nostoc sp. Strain ATCC 53789 berada pada

fase eksponensial ketika kultur berusia 10--15 hari.

4.2.2  Pertumbuhan Strain-strain Nostoc setelah Dipreservasi dengan Metode

Freezing (-4° C) selama 1 Hari (H1) dan 7 Hari (H7)

Metode freezing dilakukan menggunakan freezer lemari pendingin dengan

suhu preservasi -4° C selama 1 (H1) dan 7 (H7) hari.  Strain-strain Nostoc yang

digunakan dalam preservasi dengan metode freezing merupakan strain Nostoc

yang telah ditumbuhkan dalam medium agar BG11 bebas unsur nitrogen dan

diinkubasikan selama 15 hari pada suhu 23±2° C. Strain-strain Nostoc tersebut

telah berada pada fase log atau fase eksponensial. Menurut Day & Brand

(2005:173), kultur alga yang umumnya digunakan dalam preservasi menggunakan

metode freezing adalah kultur yang berada pada akhir fase eksponensial atau awal

fase stasioner.  Sel alga yang tumbuh secara eksponensial pada umumnya lebih

tahan terhadap pembekuan dan memiliki viabilitas yang lebih tinggi dibandingkan

dengan sel yang berada pada fase stasioner.

Kemampuan tumbuh 13 strain Nostoc setelah freezing ditandai dengan

penambahan diameter koloni Nostoc setelah ditumbuhkan dalam medium BG11

bebas unsur nitrogen dan diinkubasi selama 15 hari pada suhu 23±2° C.

Berdasarkan hasil penelitian, terdapat perbedaan penambahan diameter koloni

pada setiap strain Nostoc, baik strain yang dipreservasi selama 1 hari (H1)

maupun 7 hari (H7).  Tabel 4.4 menyajikan hasil pengukuran rerata (Σ)

penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc umur 15 hari hasil preservasi pada

H1 dan H7 setelah ditumbuhkan pada medium BG11 bebas unsur nitrogen pada

23±2° C.
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Tabel 4.4.  Hasil pengukuran rerata (Σ) penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc setelah dipreservasi dengan metode freezing (-4° C)
dengan konsentrasi DMSO 5% (perlakuan) selama 1 hari (H1) dan 7 hari (H7)

Lama
Preservasi

Umur
koloni

Σ Diameter Strain (mm)
CPG24 CPR31 CIM7 TAK23 CPG8 BAD5 GIA13A TAB7d GIA12-

02
GIA12-

03
CIG10 BTM6-

01
BTM6-

02

H1

t0 1,24 1,42 1,52 1,27 1,33 1,66 1,83 1,39 1,22 1,27 1,55 1,30 1,62

t3 1,53 1,26 1,35 1,50 1,46 1,61 1,64 0,68 1,38 1,33 4,57 1,38 1,73

t6 2,58 1,52 1,83 1,58 2,26 2,07 2,01 0 1,55 1,32 5,30 1,33 1,37

t9 4,52 1,67 2,32 2,99 2,26 2,20 1,76 0 1,78 1,68 6,76 1,08 1,65

t12 6,46 2,16 2,62 5,85 2,26 2,84 0 0 1,78 1,98 6,96 1,08 1,77

t15 6,49 5,66 10,44 7,75 2,87 4,13 0 0 2,21 3,80 7,50 1,40 1,76

H7

t0 1,56 1,38 1,74 1,27 1,71 1,64 1,75 1,74 1,60 1,21 1,49 1,39 1,66

t3 1,28 1,11 1,45 1,41 1,88 1,71 0,89 0 1,88 1,31 2,44 1,46 1,77

t6 1,47 1,38 1,14 1,69 1,82 1,77 0 0 1,95 1,36 3,21 1,56 1,83

t9 3,08 1,47 1,28 1,98 1,89 1,90 0 0 2,16 1,54 4,09 1,63 1,72

t12 4,49 1,93 1,51 3,45 1,86 1,98 0 0 2,22 1,76 5,91 1,78 1,70

t15 5,30 5,71 2,42 3,50 1,89 2,71 0 0 2,69 3,59 6,26 1,81 2,35

Keterangan:

t0 = hari ke-0 (ketika koloni ditanam)
t3 = hari ke-3
t6 = hari ke-6
t12 = hari ke-12
t15 = hari ke-15
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Berdasarkan hasil penelitian, sebanyak 11 (84,62 %) dari 13 strain Nostoc,

yaitu strain Nostoc CIG10, CPR31, CPG24, GIA12-03,TAK23, BAD5, GIA12-

02, CIM7, BTM6-02, CPG8, dan BTM6-01, berhasil tumbuh setelah dipreservasi

pada H1 dan H7. Pertumbuhan tersebut diketahui dari rerata diameter koloni

strain-strain tersebut yang bertambah dari t0 hingga t15. Hasil yang berbeda

ditunjukkan oleh 2 strain Nostoc, yaitu strain Nostoc GIA13a dan TAB7d. Strain

Nostoc GIA13a dan TAB7d tidak menunjukkan pertumbuhan bahkan mengalami

kematian setelah dipreservasi pada H1 dan H7 . Hal tersebut diketahui dari rerata

diameter koloni strain tersebut yang terus menurun hingga mencapai 0 mm pada

t15 (Tabel 4.4).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat variasi hasil rerata diameter

awal (t0) 13 koloni hasil preservasi pada H1 dan H7. Hasil tersebut menandakan

terdapat penambahan diameter koloni sebelum freezing dengan setelah thawing.

Penambahan diameter koloni tersebut mungkin disebabkan oleh perbedaan

kondisi fisiologis pada setiap koloni masing-masing strain.  Perbedaan kondisi

fisiologis masing-masing strain memungkinkan terjadinya perbedaan dalam

merespon tekanan osmotik yang terjadi selama proses freezing dan thawing.

Rerata diameter akhir 11 koloni hasil preservasi pada H1 dan H7 yang

berhasil tumbuh bervariasi antara 1,40--10,44 mm.  Hasil preservasi pada H1

menunjukkan bahwa rerata diameter koloni terbesar ditunjukkan oleh strain

Nostoc CIM7, yaitu sebesar 10,44 mm, sedangkan rerata diameter koloni terkecil

ditunjukkan oleh strain Nostoc BTM6-01 dengan diameter koloni sebesar 1,40

mm. Hasil preservasi pada H7 menunjukkan bahwa strain yang memiliki rerata

diameter koloni akhir terbesar adalah strain Nostoc CIG10, yaitu sebesar 6,26

mm, sedangkan strain yang memiliki diameter akhir koloni terkecil yaitu strain

Nostoc BTM6-01 dengan rerata diameter sebesar 1,81 mm.

Timotius (1982: 120) menyatakan bahwa arti pertumbuhan dapat ditinjau

dari dua segi, yaitu dari segi sel secara individu dan dari segi populasi.

Pertumbuhan sel ditunjukkan dengan adanya pembelahan sel dan penambahan

ukuran sel, sedangkan pertumbuhan populasi dapat diketahui dari adanya

penambahan jumlah atau massa sel yang tumbuh.  Bertambahnya diameter koloni

strain Nostoc setelah ditumbuhkan kembali menunjukkan bahwa telah terjadi
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pertumbuhan pada koloni Nostoc.  Pertumbuhan yang dimaksud adalah

penambahan jumlah sel dalam tiap koloni.

Pertumbuhan strain Nostoc setelah preservasi juga dapat disajikan dalam

bentuk kurva pertumbuhan. Gambar 4.4 menyajikan kurva rerata penambahan

diameter koloni 13 strain Nostoc hasil preservasi selama 1 hari dan 7 hari.

Gambar 4.4 Kurva rerata penambahan diameter koloni 13 strain Nostoc hasil
preservasi pada H1 (atas) dan H7 (bawah)

Waktu (hari)

Waktu (hari)
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Berdasarkan kurva, dapat dilihat pertumbuhan strain Nostoc hasil

preservasi pada H1 lebih cepat daripada pertumbuhan strain Nostoc hasil

preservasi pada H7. Beberapa strain Nostoc hasil preservasi pada H1 umumnya

hanya mengalami fase adaptasi selama 3--6 hari, yaitu dari t0 hingga t3 atau t6.

Hal berbeda ditunjukkan oleh strain Nostoc hasil preservasi pada H7 yang

memperlihatkan fase adaptasi lebih lama, yaitu dari t0 hingga t6 atau t9. Salah satu

strain Nostoc, yaitu strain Nostoc CIG10 bahkan tidak memperlihatkan fase

adaptasi, baik pada H1 maupun H7.  Fase adaptasi strain Nostoc CIG10 diduga

berlangsung kurang dari 3 hari karena telah terjadi peningkatan grafik yang cukup

tinggi dari t0 hingga t3.

Menurut Gandjar dkk. (2006: 39), fase lag/fase adaptasi merupakan fase

penyesuaian sel-sel dengan lingkungan dan pembentukan enzim-enzim untuk

mengurai substrat.  Fogg & Thake (1987:13) melaporkan bahwa lama fase

adaptasi mikroalga bergantung pada umur kultur, jumlah inokulum, jenis medium,

serta faktor fisiologis masing-masing jenis mikroalga dalam memanfaatkan

nutrien dalam medium.  Perbedaan lama fase adaptasi pada strain Nostoc hasil

preservasi pada H1 dan H7 dapat disebabkan oleh dua faktor, yaitu perbedaan

jumlah inokulum dan faktor fisiologis Nostoc dalam memanfaatkan nutrien dalam

medium.

Faktor pertama adalah perbedaan jumlah inokulum.  Jumlah inokulum

yang berbeda ditandai oleh perbedaan diameter awal koloni masing-masing strain

pada t0.  Perbedaan diameter awal koloni mengindikasikan bahwa terdapat

perbedaan jumlah sel pada tiap koloni ketika ditanam.  Li & Gao (2004:10)

melaporkan bahwa diameter koloni yang berbeda pada strain Nostoc sphaeroides

berpengaruh pada laju metabolisme strain tersebut setelah preservasi.

Faktor kedua adalah perbedaan kondisi fisiologis, kimiawi, dan

metabolisme masing-masing strain.  Strain Nostoc yang dipreservasi pada H7,

lebih lama berada pada suhu rendah (-4° C) daripada strain Nostoc yang

dipreservasi pada H1. Menurut Kvíderová (2004: 9), suhu rendah dapat

menyebabkan penurunan laju metabolisme sel. Hal tersebut diduga memengaruhi

kemampuan strain Nostoc dalam memanfaatkan nutrien dan beradaptasi kembali

dengan medium pertumbuhan yang baru setelah ditumbuhkan.
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Beberapa strain Nostoc hasil preservasi pada H1 telah mengalami fase

eksponensial pada t3 atau t6. Hal tersebut berbeda dengan strain Nostoc hasil

preservasi pada H7 yang rata-rata mengalami fase eksponensial pada t6 atau t9

(Gambar 4.3). Menurut Fogg & Thake (1987: 13&30), pada fase eksponensial,

jumlah sel meningkat dengan cepat karena sel-sel membelah dengan kecepatan

maksimal.  Apabila waktu inkubasi diperpanjang menjadi 21 hari (t21) atau 28 hari

(t28), maka akan terlihat bahwa kesebelas strain Nostoc yang mampu tumbuh

setelah dipreservasi dengan metode freezing pada H1 dan H7, masih terus tumbuh

hingga mencapai stasioner.

Apabila dibandingkan dengan pertumbuhan strain-strain Nostoc umur 15

hari (normal), terlihat bahwa kurva pertumbuhan strain-strain Nostoc hasil

preservasi/perlakuan (Gambar 4.4) memiliki pola yang tidak jauh berbeda dengan

kurva pertumbuhan strain-strain Nostoc normal (Gambar 4.3). Strain Nostoc

CPG24 dan TAK23, baik perlakuan maupun normal, terlihat mengalami fase

eksponensial pada hari ke-6 (t6). Demikian pula pada strain Nostoc CIM7, yang

mengalami fase eksponensial pada hari ke-12 (t12). Strain-strain Nostoc lainnya,

seperti strain Nostoc GIA12-03, BAD5, CPG8, BTM6-01, BTM6-02, GIA12-02,

dan GIA12-03, baik perlakuan maupun normal, juga memiliki pola yang serupa

dan terlihat baru memasuki fase eksponensial setelah hari ke-12 (t12).

Pola kurva yang sedikit berbeda antara strain Nostoc perlakuan dan

normal, ditunjukkan oleh strain Nostoc TAB7d, GIA13a, CIG10, dan CPR31.

Strain Nostoc TAB7d dan GIA13a perlakuan memang mengalami kematian

setelah preservasi sehingga kurva mengalami penurunan drastis setelah beberapa

hari beradaptasi (Gambar 4.4).  Hal tersebut berbeda dengan kurva pertumbuhan

strain Nostoc TAB7d dan GIA13a normal yang tampak masih terus meningkat

hingga hari ke-15 (Gambar 4.3).

Kurva strain Nostoc CIG10 perlakuan langsung meningkat dari t0 hingga t3

(Gambar 4.4), sedangkan kurva strain Nostoc CIG10 normal baru meningkat

secara signifikan pada t9 (Gambar 4.3). Hal tersebut menunjukkan bahwa fase

eksponensial strain Nostoc CIG10 perlakuan berlangsung jauh lebih cepat

daripada fase eksponensial strain Nostoc CIG10 normal. Penyimpanan pada suhu

rendah (-4° C) diduga justru merangsang pertumbuhan strain Nostoc CIG10
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menjadi lebih cepat. Hal yang berbeda ditunjukkan oleh strain Nostoc CPR31.

Penyimpanan pada suhu rendah (-4° C) tampaknya justru memperlambat

pertumbuhan strain Nostoc CPR31. Hal tersebut terlihat pada kurva strain Nostoc

CPR31 perlakuan yang baru mengalami peningkatan atau eksponensial pada t12

(Gambar 4.4), sedangkan kurva strain Nostoc CPR31 normal telah mengalami

peningkatan atau eksponensial pada t6 (Gambar 4.3).

Strain-strain Nostoc yang digunakan dalam penelitian memiliki dua tipe

profil koloni, yaitu profil koloni menyebar dan profil koloni menggunung.

Perbedaan pola kurva pertumbuhan masing-masing strain Nostoc diduga pula

disebabkan oleh perbedaan profil koloni masing-masing strain Nostoc. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa strain Nostoc dengan profil koloni menyebar

memiliki diameter akhir koloni yang lebih besar pada t15 daripada strain Nostoc

yang memiliki profil koloni menggunung, baik yang dipreservasi pada H1 maupun

H7 (Tabel 4.4). Strain Nostoc dengan profil koloni menyebar yang dipreservasi

pada H1 memiliki diameter akhir koloni berkisar antara 1,40--10,44 mm,

sedangkan strain Nostoc dengan profil koloni menggunung yang dipreservasi pada

H1 memiliki diameter akhir koloni yang hanya mencapai kisaran 0--4,13 mm.

Demikian juga strain Nostoc dengan profil koloni menyebar yang dipreservasi

pada H7, memiliki diameter akhir koloni antara 1,81--6,26, sedangkan strain

Nostoc dengan profil koloni menggunung yang dipreservasi pada H7 hanya

memiliki diameter akhir koloni yang berkisar antara 0--2,71 mm.

Perbedaan profil koloni dapat menyebabkan perbedaan kecepatan tumbuh

tiap koloni yang berbeda pula.  Kecepatan tumbuh tiap koloni strain Nostoc telah

berhasil diketahui dengan membagi rerata penambahan diameter koloni strain

Nostoc dari t0 hingga t15 dengan jumlah hari ditumbuhkan (15 hari) (Tabel 4.5).
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Tabel 4.5 Perbandingan kecepatan tumbuh 13 strain Nostoc setelah dipreservasi
pada H1 dan H7

Kode
strain
Nostoc

Profil koloni Preservasi pada H1 Preservasi pada H7
Σ Diameter koloni

(mm)
Kecepatan
Tumbuh

(mm/hari)

Σ Diameter
koloni (mm)

Kecepatan
Tumbuh

(mm/hari)T0 T15 T0 T15
CPG24 Menyebar 1,24 6,49 0,35 1,56 5,30 0,25
CPR31 Menyebar 1,42 5,66 0,28 1,38 5,71 0,29
CIM7 Menyebar 1,52 10,44 0,59 1,74 2,42 0,05

TAK23 Menyebar 1,27 7,75 0,43 1,27 3,50 0,15
GIA12-03 Menyebar 1,27 3,80 0,17 1,21 3,59 0,16

CIG10 Menyebar 1,55 7,50 0,39 1,49 6,26 0,32
BTM6-01 Menyebar 1,30 1,40 0,01 1,39 1,81 0,03

CPG8 Menggunung 1,33 2,87 0,10 1,71 1,89 0,01
BAD5 Menggunung 1,66 4,13 0,17 1,64 2,71 0,07

GIA13A Menggunung 1,83 0 -0,12 1,75 0 -0,12
TAB7d Menggunung 1,39 0 -0,09 1,74 0 -0,12

GIA12-02 Menggunung 1,27 3,80 0,07 1,60 2,69 0,07
BTM6-02 Menggunung 1,62 1,76 0,01 1,66 2,35 0,05

Berdasarkan Tabel 4.5 terlihat bahwa hampir semua strain Nostoc dengan

profil koloni menyebar memiliki kecepatan tumbuh yang lebih cepat daripada

strain Nostoc dengan profil koloni menggunung, baik pada H1 maupun H7.

Kecepatan tumbuh strain Nostoc dengan profil koloni menyebar setelah preservasi

pada H1 berkisar antara 0,01--0,59 mm/hari, sedangkan kecepatan tumbuh strain

Nostoc dengan profil koloni menggunung setelah preservasi pada H1 hanya

berkisar antara -0,12--0,17 mm/hari.  Hal yang sama ditunjukkan oleh strain

Nostoc yang dipreservasi pada H7.  Kecepatan tumbuh strain Nostoc dengan profil

koloni menyebar setelah preservasi pada H7 berkisar antara 0,03--0,32 mm/hari,

sedangkan kecepatan tumbuh strain Nostoc dengan profil koloni menggunung

setelah preservasi pada H7 hanya berkisar antara -0,12--0,07 mm/hari.

Strain Nostoc yang memiki profil koloni menyebar pada umumnya

memiliki kecepatan tumbuh yang lebih cepat dibandingkan strain Nostoc yang

memiliki profil koloni menggunung.  Hal tersebut disebabkan karena strain

Nostoc dengan profil koloni menyebar memiliki perbandingan luas permukaan

dan volume yang lebih besar dibandingkan dengan strain Nostoc dengan profil

koloni menggunung. Menurut Chang (1980),  perbandingan antara luas

permukaan dan volume sel yang besar pada koloni Nostoc dengan profil koloni
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menyebar memungkinkan lebih banyak sel melakukan kontak langsung dengan

medium sehingga memudahkan penyerapan nutrien langsung dari medium

(Li & Gao 2004: 13).

Kemungkinan lain yang dapat memengaruhi pertumbuhan strain Nostoc

setelah preservasi adalah faktor genetik.  Brock & Madigan (1991: 313)

menyatakan bahwa karakteristik genetik merupakan salah satu faktor yang

memengaruhi kecepatan pertumbuhan mikroorganisme.  Karakteristik genetik

yang berbeda antara strain Nostoc menyebabkan laju pemanfaatan nutrien pada

medium pertumbuhan yang juga berbeda, sehingga memengaruhi kecepatan

tumbuh masing-masing strain Nostoc setelah preservasi.

4.3 Respon Tumbuh Strain-strain Nostoc setelah Dipreservasi dengan
Metode Freezing (-4° C) pada H1 dan H7 Menggunakan DMSO 5%
(Perlakuan)

Respon tumbuh strain Nostoc terhadap freezing juga dapat dievaluasi

secara kuantitatif dengan rasio rerata (Σ) penambahan diameter koloni masing-

masing strain Nostoc sebelum dan setelah preservasi.  Penghitungan rasio Σ

penambahan diameter koloni telah berhasil dilakukan terhadap 11 strain Nostoc

yang berhasil dipreservasi dari total 13 strain yang ada (Tabel 4.6).

Tabel 4.6  Rasio Σ penambahan diameter koloni 11 strain Nostoc setelah
dipreservasi dengan metode freezing (-4° C) pada H1 dan H7 menggunakan

DMSO 5% (perlakuan)

Kode
Strain

Σ Diameter Koloni (mm)
H1 H7

T0 T15 Rasio Σ
penambahan

diameter koloni

T0 T15 Rasio Σ
penambahan

diameter koloni
CPG24 1,24 6,49 4,23 1,56 5,30 2,40
CPR31 1,42 5,66 2,99 1,38 5,71 3,14
CIM7 1,52 10,44 5,87 1,74 2,42 0,39

TAK23 1,27 7,75 5,10 1,27 3,50 1,76
CPG8 1,33 2,87 1,16 1,71 1,89 0,11
BAD5 1,66 4,13 1,49 1,64 2,71 0,65

GIA12-02 1,22 2,21 0,81 1,60 2,69 0,68
GIA12-03 1,27 3,80 1,99 1,21 3,59 1,97

CIG10 1,55 7,50 3,84 1,49 6,26 3,20
BTM6-01 1,30 1,40 0,08 1,39 1,81 0,30
BTM6-02 1,62 1,76 0,09 1,66 2,35 0,42
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Berdasarkan Tabel 4.6, seluruh strain Nostoc memiliki respon tumbuh

yang berbeda-beda pada H1 dan H7. Rasio Σ penambahan diameter koloni sebelas

strain Nostoc berkisar antara 0,08--5,87.  Sebanyak 2 strain Nostoc perlakuan

yang dipreservasi pada H1 memiliki rasio Σ penambahan diameter koloni di atas 5,

yaitu strain Nostoc CIM7 dengan rasio sebesar 5,87 dan strain Nostoc TAK23

dengan rasio sebesar 5,10. Strain yang memiliki rasio Σ penambahan diameter

koloni pada kisaran 1--5 pada H1, yaitu strain Nostoc CPG8, BAD5, GIA12-03,

CPR31, CIG10, dan CPG24.  Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc

tersebut masing-masing sebesar 1,16, 1,49, 1,99, 2,99, 3,84, dan 4,23. Sementara

itu, strain Nostoc yang memiliki rasio Σ penambahan diameter koloni di bawah 1

pada H1 adalah strain Nostoc BTM6-01, BTM6-02, dan GIA12-02, dengan rasio

masing-masing strain sebesar 0,08, 0,09, dan 0,81.

Respon tumbuh strain Nostoc setelah preservasi selama 7 hari (H7)

dihitung dengan tujuan mengetahui pengaruh lama waktu penyimpanan terhadap

strain Nostoc yang dipreservasi.  Berdasarkan perhitungan, sebanyak 8 strain

Nostoc perlakuan yang dipreservasi pada H7 memiliki respon tumbuh yang lebih

lambat daripada strain Nostoc perlakuan yang dipreservasi pada H1.  Tidak ada

satu pun strain Nostoc yang mencapai rasio Σ penambahan diameter koloni di atas

5 setelah dipreservasi pada H7.  Respon tumbuh tercepat strain Nostoc hasil

preservasi pada H7 ditunjukkan oleh strain Nostoc CIG10 dengan rasio Σ

penambahan diameter koloni sebesar 3,20.  Rasio Σ penambahan diameter koloni

antara 1--3 ditunjukkan oleh strain Nostoc TAK23, GIA12-03, dan CPG24,

dengan rasio masing-masing strain sebesar 1,76, 1,97, dan 2,40.  Sementara itu,

rasio Σ penambahan diameter koloni di bawah 1 ditunjukkan oleh strain Nostoc

CPG8, BTM6-01, CIM7, BTM6-02, BAD5, dan GIA12-02, dengan rasio masing-

masing strain sebesar 0,11, 0,30, 0,39, 0,42, 0,65, dan 0,68.

Strain-strain Nostoc yang dipreservasi pada H7 memiliki rasio Σ

penambahan diameter koloni antara 0,11--3,20. Walaupun berhasil tumbuh,

namun strain-strain Nostoc tersebut mengalami respon tumbuh yang lebih lambat

dibandingkan dengan strain Nostoc yang dipreservasi pada H1. Bahkan, terdapat

beberapa strain Nostoc pada H7, seperti strain Nostoc CIM7 dan TAK23, yang

memiliki rasio Σ penambahan diameter koloni yang jauh lebih kecil daripada H1.
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Rasio Σ penambahan diameter koloni CIM7 menurun cukup signifikan dari 5,87

pada H1 menjadi hanya 0,39 pada H7.  Begitu pula dengan rasio Σ penambahan

diameter koloni strain Nostoc TAK23 yang menurun dari 5,10 pada H1 menjadi

hanya 1,76 pada H7. Rasio Σ penambahan diameter koloni yang lebih rendah

memberikan asumsi bahwa beberapa strain Nostoc yang digunakan dalam

penelitian mampu bertahan terhadap freezing (-4° C), akan tetapi kemampuan

tumbuhnya menjadi lebih lambat apabila dipreservasi dalam jangka waktu yang

lama.  Hasil tersebut diharapkan dapat menjadi acuan mengenai lama waktu

preservasi yang sesuai bagi strain Nostoc.

Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc yang bervariasi, baik

pada H1 maupun H7, menunjukkan bahwa setiap strain Nostoc memiliki respon

tumbuh yang berbeda terhadap freezing.  Respon tumbuh masing-masing strain

yang berbeda terhadap freezing diduga disebabkan oleh perbedaan komposisi dan

ketebalan lapisan lendir (mucilaginous) pada setiap strain Nostoc.

Gambar 4.5.  Struktur lapisan lendir (mucilagenous) Cyanobacteria
[Sumber: modifikasi dari Sharma 1992: 92.]

Gambar 4.5 menunjukkan struktur lapisan lendir (mucilagenous)

Cyanobacteria.  Lapisan lendir pada Cyanobacteria merupakan komponen penting

yang dapat melindungi sel dari proses dehidrasi selama freezing (Huang dkk.

Lapisan
lendir

Dinding
sel

Membran
sitoplasma
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2004: 1186). Strain Nostoc yang memiliki lapisan lendir yang lebih tebal diduga

akan mengalami lebih sedikit kerusakan dibandingkan dengan strain Nostoc yang

memiliki lapisan lendir yang lebih tipis.  Strain yang hanya sedikit mengalami

kerusakan sel cenderung memiliki kemampuan bertahan (survival) yang lebih

baik terhadap freezing.

4.4  Respon Tumbuh Strain-strain Nostoc setelah Dipreservasi dengan
Metode Freezing (-4° C) pada H1 dan H7 Tanpa Menggunakan DMSO
5% (Kontrol)

Penghitungan rasio Σ penambahan diameter koloni juga dilakukan

terhadap 11 strain Nostoc yang berhasil tumbuh setelah dipreservasi dengan

metode freezing (-4° C) pada H1 dan H7 tanpa menggunakan DMSO 5% (kontrol).

Penghitungan tersebut dilakukan untuk mengetahui pengaruh penggunaan

protektan, dalam penelitian ini adalah DMSO, terhadap respon tumbuh strain

Nostoc yang dipreservasi.

Rasio Σ penambahan diameter koloni srain Nostoc kontrol yang

dipreservasi pada H1, berkisar antara 0,02--4,58.  Rasio penambahan diameter

koloni terbesar pada H1 ditunjukkan oleh strain Nostoc CIM7 dengan rasio sebesar

4,58.  Rasio Σ penambahan diameter koloni terkecil ditunjukkan oleh strain

Nostoc BTM6-02 dengan rasio sebesar 0,02.

Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc kontrol pada H7

berkisar antara 0,00--2,62.  Rasio Σ penambahan diameter koloni terbesar

ditunjukkan oleh strain Nostoc CPG24 dengan rasio sebesar 2,62, sedangkan rasio

Σ penambahan diameter koloni terkecil ditunjukkan oleh strain Nostoc TAK23

dan BTM6-01 dengan rasio sebesar 0,00.  Tabel 4.7 menyajikan hasil

penghitungan rasio Σ penambahan diameter koloni 11 strain Nostoc kontrol yang

dipreservasi dengan metode freezing (-4° C) pada H1 dan H7.
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Tabel 4.7.  Rasio Σ penambahan diameter koloni 11 strain Nostoc setelah
dipreservasi dengan metode freezing (-4° C) pada H1 dan H7 tanpa menggunakan

DMSO 5% (kontrol)

Kode
Strain

Σ Diameter Koloni (mm)
H1 H7

T0 T15 Rasio Σ
penambahan

diameter koloni

T0 T15 Rasio Σ
penambahan

diameter koloni
CPG24 1,07 5,33 3,98 1,23 4,45 2,62
CPR31 1,29 5,86 3,52 1,46 4,93 2,34
CIM7 1,41 7,86 4,58 1,91 2,39 0,25

TAK23 1,27 3,82 2,01 1,68 0,84 0,00
CPG8 1,31 2,28 0,74 1,37 1,51 0,10
BAD5 1,45 2,20 0,52 1,50 2,01 0,34

GIA12-02 1,37 1,74 0,27 1,68 1,90 0.13
GIA12-03 1,10 1,44 0,31 1,25 1,44 0,15

CIG10 1,54 5,61 2,64 1,39 4,81 2,46
BTM6-01 1,28 1,71 0,32 1,31 0,59 0,00
BTM6-02 1,63 1,67 0,02 1,61 1,73 0,08

Berdasarkan Tabel 4.7, sebanyak 9 strain dari total 11 strain Nostoc

kontrol yang dipreservasi pada H1 memiliki rasio Σ penambahan diameter koloni

yang lebih kecil daripada strain Nostoc perlakuan yang dipreservasi pada H1

(Tabel 4.6).  Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc kontrol yang

lebih kecil daripada perlakuan tidak hanya terdapat pada H1, melainkan juga pada

H7.  Sebanyak 10 strain Nostoc kontrol yang dipreservasi pada H7 menunjukkan

rasio Σ penambahan diameter koloni yang lebih kecil dibandingkan dengan H1.

Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc kontrol yang lebih

kecil dibandingkan perlakuan, mengindikasikan bahwa terdapat pengaruh

protektan dalam preservasi strain Nostoc dengan menggunakan metode freezing.

Penggunaan protektan penting dalam menjaga ketahanan strain Nostoc selama

preservasi.  Hal tersebut berkaitan dengan kemampuan protektan dalam

memberikan perlindungan bagi sel terhadap adanya kemungkinan kerusakan

selama proses pembekuan (cryoinjury) (Doneva & Donev 2004: 22). Protektan

dapat menurunkan titik beku air sehingga dapat mencegah pembentukan kristal es

ekstraseluler yang terlalu cepat (Leung 1991: 242). Selain itu, protektan dapat

menstabilisasi membran bilayer dan menjaga integritas membran selama proses

freezing, sehingga viabilitas strain tetap tinggi (Storey & Storey 2005: 22)
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(Gambar 4.6). Silva dkk. (2007: 241) melaporkan bahwa Tolypothrix tenuis yang

dipreservasi dengan metode freezing pada -20° C selama 3 bulan dengan

menggunakan metanol memiliki viabilitas yang lebih tinggi sebesar 59,24%

dibandingkan dengan kontrol yang hanya memiliki viabilitas sebesar 40,76%.

Keterangan:

:  protektan

Gambar 4.6.  Respon sel dengan dan tanpa penambahan protektan terhadap
freezing

[Sumber: modifikasi dari Storey & Storey 2005: 22.]

Ketahanan sel selama freezing erat kaitannya dengan kondisi membran sel

selama proses freezing berlangsung. Membran sel harus dilindungi dari berbagai

stress mekanik yang dapat menyebabkan kerusakan sel. Penambahan protektan

penting untuk menjaga ketahanan strain Nostoc selama preservasi, karena

protektan dapat melindungi membran sel dari kerusakan akibat freezing. Janz &

Maclean (lihat Rao dkk. 1977: 8) menyatakan bahwa rusaknya permeabilitas

membran sel merupakan faktor utama penyebab rendahnya viabilitas sel.

DMSO selain dapat melakukan penetrasi ke dalam sel, juga dapat

membuat membran sel menjadi lebih padat dan stabil sehingga dapat

meningkatkan permeabilitas membran.  Mekanisme perlindungan DMSO

terhadap membran sel adalah dengan membentuk ikatan hidrogen dengan gugus

air masuk

air keluar tidak terlindungi

mitokondria

Inti
Sel

terlindungi
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fosfat pada membran fosfolipid sehingga stabilitas membran terjaga.

Permeabilitas membran yang lebih baik akibat penambahan DMSO dapat

menjaga suatu sel dari kematian atau tetap hidup (viable).  Selain itu, DMSO juga

berperan dalam meregulasi tekanan osmotik sel selama freezing karena DMSO

berada di bawah lipid headgroups sehingga sel terhindar dari kerusakan selama

proses freezing berlangsung (Notman dkk. 2006: 13982).

Strain Nostoc CPR31 dan BTM6-01 kontrol pada H1 (Tabel 4.7) memiliki

rasio penambahan Σ diameter koloni yang lebih besar daripada strain Nostoc

CPR31 dan BTM6-01 perlakuan pada H1 (Tabel 4.6). Rasio Σ penambahan

diameter koloni strain Nostoc CPR31 kontrol sebesar 3,52, sedangkan rasio Σ

penambahan strain strain Nostoc CPR31 perlakuan hanya sebesar 2,99.  Demikian

juga dengan strain Nostoc BTM6-01 kontrol yang memiliki rasio Σ penambahan

diameter koloni sebesar 0,32 dibandingkan dengan rasio Σ penambahan diameter

koloni strain Nostoc BTM6-01 perlakuan yang hanya sebesar 0,08.

Rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc kontrol yang lebih

besar daripada perlakuan, tidak hanya diperlihatkan oleh strain pada H1 melainkan

juga pada H7. Hasil penghitungan diameter koloni strain Nostoc setelah

dipreservasi pada H7 menunjukkan bahwa strain Nostoc CPG24 kontrol memiliki

rasio Σ penambahan diameter koloni yang lebih besar daripada strain Nostoc

CPG24 perlakuan.  Hal tersebut diketahui berdasarkan rasio Σ penambahan

diameter koloni strain Nostoc CPG24 kontrol sebesar 2,62 dibandingkan dengan

rasio Σ penambahan diameter koloni strain Nostoc CPG24 perlakuan yang hanya

sebesar 2,40.

Rasio Σ penambahan diameter koloni beberapa strain Nostoc kontrol yang

lebih tinggi daripada perlakuan memberikan asumsi bahwa terdapat kemungkinan

strain Nostoc dapat bertahan terhadap freezing tanpa penambahan protektan.

Beberapa strain alga seperti Chlorella protothecoides Shihira et Kraus dan

Chlorella vulgaris dapat bertahan terhadap pembekuan langsung dalam nitrogen

cair tanpa menggunakan protektan (McLellan 1991: 202; Day & Brand 2005:

170).  Toleransi terhadap freezing tanpa penambahan protektan mungkin saja

terjadi mengingat Nostoc memiliki beberapa mekanisme dalam menolerir cold

shock akibat proses freezing (Zakhia dkk. 2005: 129). Selain itu, terdapat asumsi
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lain bahwa strain Nostoc CPR31, BTM6-01, dan CPG24 sangat sensitif terhadap

penambahan protektan DMSO. Konsentrasi DMSO sebesar 5% mungkin

berakibat toksik sehingga menimbulkan efek yang merugikan bagi ketiga strain

tersebut. Adam dkk. (lihat Day & Brand 2005: 173) menyatakan bahwa

konsentrasi DMSO yang terlalu tinggi dapat mendenaturasi membran sel dan

menyebabkan ketidakstabilan protein, sehingga menyebabkan terjadinya

kerusakan sel.

4.5  Efek Freezing terhadap Strain Nostoc

4.5.1 Kerusakan Sel Pasca Thawing

Walaupun beberapa strain Nostoc memperlihatkan kemampuan bertahan

terhadap suhu rendah, kerusakan sel merupakan salah satu akibat yang sangat

mungkin terjadi akibat proses freezing. Storey & Storey (2005: 3) melaporkan

bahwa pembentukan kristal es pada cairan intraselular dapat menyebabkan

kerusakan langsung pada sel dan jaringan. Proses freezing memungkinkan

tergantinya air ekstraselular oleh kristal es sehingga konsentrasi cairan

ekstraselular meningkat (hipertonis).  Pollari (2008: 19) menyatakan bahwa

peningkatan konsentrasi cairan ekstraselular menyebabkan keluarnya cairan

intraselular melalui membran sel akibat perbedaan gradien osmotik antara

lingkungan ekstraselular yang hipertonis dengan lingkungan dalam sel yang

hipotonis.  Peristiwa ini yang disebut sebagai dehidrasi sel.

Dehidrasi dapat menyebabkan terlalu banyak cairan intraselular yang

meninggalkan sel sehingga berdampak pada perubahan volume sel di bawah

ambang batas volume sel minimum.  Hal tersebut berdampak pada besarnya

tekanan terhadap membran sel dan membran organel sehingga fungsi membran

terganggu. Towill (lihat Tambunan & Mariska 2003: 14) menyatakan bahwa sel

yang terdehidrasi terlalu kuat dapat mengalami lisis.

Pengamatan mikroskopis setelah thawing menunjukkan bahwa beberapa

sel Nostoc yang dipreservasi tanpa protektan (kontrol) mengalami kerusakan yang

lebih besar daripada sel Nostoc yang dipreservasi dengan DMSO.  Kerusakan
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tersebut terlihat berupa reduksi ukuran sel atau terputusnya filamen Nostoc.

Gambar 4.7 menyajikan perbandingan pengamatan morfologi mikroskopis antara

sel Nostoc kontrol dan umur 15 hari (normal).

Gambar 4.7.  Perbandingan pengamatan mikroskopis pada sel Nostoc perlakuan
setelah thawing dan sel Nostoc umur 15 hari (normal)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].

Kerusakan sel akibat freezing dan thawing terlihat jelas pada strain Nostoc

TAB7d dan GIA13a, baik kontrol maupun perlakuan. Kerusakan sel tersebut

diduga menjadi penyebab kematian setelah preservasi.  Pengamatan pasca

thawing memunjukkan bahwa filamen strain Nostoc TAB7d dan GIA13a tampak

terputus dan beberapa sel vegetatif tampak mengalami penambahan volume sel

sehingga menyebabkan lisis (Gambar 4.8).  Supriatna & Pasaribu (1992: 133)

menyatakan proses thawing pada suhu cukup tinggi dapat menimbulkan

terjadinya kejutan osmotik (osmotic shock) sehingga mengakibatkan pengaruh

yang mematikan terhadap sel.  Kejutan osmotik disebabkan aliran air yang berasal

dari proses pencairan mengalir cepat ke dalam sel akibat konsentrasi intraseluler

yang tinggi, sehingga sel menggembung dan akhirnya pecah karena tekanan

intraseluler yang besar.

Keterangan:

(a1) :  Sel Nostoc CPR31 perlakuan
(a2) :  Sel Nostoc CPR31 normal
(b1) : Sel Nostoc CPG8 perlakuan
(b2) :  Sel Nostoc CPG8 normal
(c1) :  Sel Nostoc BTM6-01 perlakuan
(c2) :  Sel Nostoc BTM6-01 normal

:  Sel  vegetatif
:  Sel heterokis

Skala okuler 2,5µm
Perbesaran 400x

a2a1

c1

b1 b2

c2

a2
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Gambar 4.8  Kerusakan sel pasca thawing pada strain Nostoc TAB7d dan GIA13a
yang dipreservasi pada H1

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].

Hasil penelitian menunjukkan walaupun protektan telah digunakan dalam

preservasi, strain Nostoc TAB7d dan GIA13a perlakuan tetap mengalami

kematian setelah freezing.  Terdapat dua kemungkinan penyebab kematian strain

Nostoc TAB7d dan GIA13a.  Kemungkinan pertama, strain Nostoc TAB7d dan

GIA13a mungkin saja memiliki lapisan lendir yang jauh lebih tipis dibandingkan

dengan strain Nostoc lainnya. Apabila lapisan lendir terlalu tipis, maka DMSO

lebih mudah masuk ke dalam sel dan sel akan terlalu lama terpapar oleh DMSO

sehingga DMSO menjadi toksik bagi sel itu sendiri. Selain itu, lapisan lendir

yang tipis tersebut juga diduga tidak mampu melindungi sel dari kerusakan

mekanik akibat freezing, seperti yang terlihat pada strain Nostoc TAB7d dan

GIA13a kontrol.

Kemungkinan kedua yang turut memengaruhi kegagalan preservasi strain

adalah waktu ekuilibrasi. Waktu ekuilibrasi yang diduga terlalu lama

Keterangan:

a1 : Strain Nostoc TAB7d perlakuan :  Sel heterokis
a2 :  Strain Nostoc TAB7d kontrol :  Sel vegetatif
b1 :  Strain Nostoc GIA13a perlakuan Skala okuler 2,5µm
b2 :  Strain Nostoc GIA13a kontrol Perbesaran 400x

25µm 25µm

a1

b1

a2

b2
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dibandingkan dengan kecepatan DMSO berpenetrasi ke dalam sel, dapat

menyebabkan sel terlalu lama terpapar oleh DMSO sehingga berakibat toksik.

Adam dkk. (lihat Day & Brand 2005: 173) menyatakan bahwa paparan DMSO

yang terlalu lama terhadap sel dapat menyebabkan denaturasi enzim dan

menyebabkan ketidakstabilan protein. Supriatna & Pasaribu (1992: 138)

melaporkan bahwa ekuilibrasi yang optimum amat penting untuk memperoleh

daya proteksi yang maksimum terhadap sel.

4.5.2  Morfologi Strain Nostoc Hasil Preservasi setelah Ditumbuhkan dalam

Medium BG11 Bebas Unsur Nitrogen

Penggunaan metode freezing pada strain-strain Nostoc juga dievaluasi

melalui pengamatan morfologi strain-strain Nostoc hasil preservasi. Strain-strain

Nostoc hasil preservasi ditumbuhkan pada medium BG11 bebas unsur nitrogen

dan diinkubasi selama 15 hari pada suhu 23±2° C. Crutchfield dkk. (1999: 50)

menyatakan bahwa respon tumbuh setiap strain terhadap metode freezing dapat

dievaluasi berdasarkan pengamatan karakteristik morfologi makroskopis dan

mikroskopis sebelum dan setelah preservasi.  Pengamatan morfologi strain Nostoc

hasil preservasi dilakukan terhadap semua strain Nostoc perlakuan dan kontrol

yang berhasil tumbuh setelah dipreservasi pada H1 dan H7.

Tabel 4.8 dan Gambar 4.9--4.12 menyajikan hasil pengamatan morfologi

makroskopis strain Nostoc hasil preservasi pada H1 dan H7. Berdasarkan hasil

pengamatan, diperoleh hasil bahwa 11 strain Nostoc hasil preservasi pada H1 dan

H7 baik perlakuan maupun kontrol menunjukkan morfologi makroskopis dan

mikroskopis yang tidak berbeda dengan morfologi makroskopis dan mikroskopis

strain Nostoc sebelum preservasi (Gambar 4.1--4.2 dan Tabel 4.1--4.2).
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Tabel 4.8.  Morfologi makroskopis 11 strain Nostoc setelah dipreservasi dengan
Metode Freezing (-4° C) pada H1 dan H7

No Kode
Strain

Perlakuan Warna
Koloni

Bentuk
Koloni

Tekstur
Permukaan

Koloni

Profil Koloni

1 CPG24 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

2 CPR31 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

3 CIM7 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

4 CIG10 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin &
Mengilap

Menyebar

5 GIA12-03 DMSO 5% Hijau
zaitun

Bulat Licin Menyebar

Kontrol Hijau
zaitun

Bulat Licin Menyebar

6 TAK23 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

7 BTM6-01 DMSO 5% Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

Kontrol Hijau
rumput

Bulat Licin Menyebar

8 CPG8 DMSO 5% Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

Kontrol Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

9 BAD5 DMSO 5% Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

Kontrol Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

10 GIA12-02 DMSO 5% Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

Kontrol Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

11 BTM6-02 DMSO 5% Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung

Kontrol Hijau
zaitun

Bulat Kasar &
Bergranul

Menggunung
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Gambar 4.9. Morfologi strain Nostoc dengan profil koloni menyebar hasil
preservasi pada H1 dengan metode freezing (-4° C)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].

Gambar 4.10. Morfologi strain Nostoc dengan profil koloni menggunung hasil
preservasi pada H1 dengan metode freezing (-4° C)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].
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Gambar 4.11. Morfologi strain Nostoc dengan profil koloni menyebar hasil
preservasi pada H7 dengan metode freezing (-4° C)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].

Gambar 4.12. Morfologi strain Nostoc dengan profil koloni menggunung hasil
preservasi pada H7 dengan metode freezing (-4° C)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.].
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Pengamatan mikroskopis 11 strain Nostoc memperlihatkan bahwa

morfologi sel Nostoc pada t15 setelah preservasi dengan metode freezing sama

dengan morfologi sel Nostoc umur 15 hari sebelum preservasi dengan metode

freezing (Tabel 4.2 & Gambar 4.2). Kesebelas strain Nostoc memiliki sel

heterokis berbentuk bulat dan oval, serta terletak di bagian terminal dan interkalar

filamen. Ukuran sel heterokis memiliki kisaran panjang 2--7,5 µm dan lebar 1,5--

5 µm.  Bentuk sel vegetatif kesebelas strain Nostoc umunya oval, bulat, silindris,

dan persegi.  Sel vegetatif memiliki kisaran panjang 1--10 µm dan lebar 1--7,5

µm.  Sel akinet memiliki bentuk bulat, oval, hingga silindris, dengan kisaran

panjang 5--8,25 µm dan lebar 3,75--7,5 µm.

Akinet tidak hanya ditemukan pada 3 strain Nostoc (CPG24, CPR31,

TAK23) seperti pada pengamatan morfologi sebelum freezing, namun juga

ditemukan pada 3 strain Nostoc lainnya yaitu strain CIG10, BTM6-01, dan

GIA12-03 (Gambar 4.13).  Akinet ditemukan baik pada strain Nostoc yang

dipreservasi pada H1 maupun H7.

Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa sel vegetatif strain

Nostoc CIG10 pada t15 setelah freezing banyak yang berdiferensiasi menjadi

akinet.  Akinet merupakan struktur dorman yang terbentuk ketika sel Nostoc

berada pada kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan (Fay 1984: 163).

Ketika dipreservasi dengan metode freezing, strain Nostoc disimpan pada suhu

lebih rendah (-4° C) dibandingkan suhu inkubasi normal (23±2° C).  Selanjutnya,

strain Nostoc ditumbuhkan kembali dan diinkubasi pada temperatur yang lebih

tinggi, yaitu 23±2° C (suhu ruang kultur).  Fluktuasi penurunan dan kenaikan

temperatur inkubasi dapat menyebabkan kondisi yang tidak menguntungkan bagi

strain Nostoc sehingga diduga memicu pembentukan akinet.
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Gambar 4.13.  Akinet pada beberapa strain Nostoc umur 15 hari setelah preservasi
dengan metode freezing (-4° C)

[Sumber: Dokumentasi pribadi, 2011.]

Selain akinet, jumlah heterokis juga merupakan salah satu indikator respon

tumbuh sel Nostoc terhadap tekanan freezing.  Menurut Zaponeva dkk. (2008:

335), suhu merupakan salah satu faktor yang memengaruhi pembentukan sel

heterokis pada suatu strain Cyanobacteria.  Oleh karena itu, penghitungan jumlah

sel heterokis pada kultur Nostoc berumur 15 hari setelah preservasi dengan

metode freezing dilakukan untuk mengetahui respon tumbuh strain Nostoc

terhadap perubahan suhu selama preservasi.

Jumlah sel heterokis setiap strain dihitung pada setiap 3 filamen per satuan

bidang pandangan mikroskop dengan perbesaran 400x.  Penghitungan jumlah sel

tersebut dilakukan minimal pada 10 lapang pandangan yang berbeda untuk setiap

strain yang diamati, sehingga total jumlah filamen yang diamati adalah sebanyak

30 filamen.  Berdasarkan hasil penghitungan, diketahui bahwa jumlah heterokis

pada strain Nostoc yang dipreservasi dengan metode freezing selama 1 dan 7 hari

umumnya lebih sedikit jika dibandingkan dengan strain Nostoc berumur 15 hari

sebelum preservasi. Perbandingan jumlah sel heterokis pada 8 strain Nostoc

sebelum dan setelah preservasi dapat dilihat pada Gambar 4.14.
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Gambar 4.14.  Perbandingan jumlah heterokis 8 strain Nostoc umur 15 hari
sebelum dan setelah preservasi dengan metode freezing (-4° C) pada H1 dan H7

Berdasarkan gambar 4.14, dapat dilihat bahwa jumlah heterokis pada

strain Nostoc CPR31, CPG8, BAD5, CIG10, GIA12-02, dan BTM6-02 setelah

freezing jauh lebih sedikit daripada sebelum freezing. Perbedaan jumlah sel

heterokis antara strain sebelum dan setelah freezing paling jelas terlihat pada

strain Nostoc BAD5.  Jumlah sel heterokis strain Nostoc BAD5 sebelum freezing

mencapai 46 sel, sedangkan jumlah sel heterokis pada strain setelah freezing pada

H1 hanya sebanyak 19 sel dan sebanyak 9 sel pada strain setelah freezing pada H7.

Jumlah sel heterokis pada strain Nostoc GIA12-03 sebelum freezing sama

banyaknya dengan jumlah heterokis pada strain Nostoc GIA12-03 setelah freezing

pada H1 yaitu sebanyak 26 sel, namun jumlahnya lebih sedikit pada strain Nostoc

GIA12-03 setelah freezing pada H7 yaitu sebesar 22 sel filamen.

Berdasarkan hasil di atas, sebanyak 7 dari 11 strain Nostoc memiliki

jumlah sel heterokis setelah freezing yang lebih sedikit dibandingkan sebelum

freezing.  Hal ini memberikan asumsi bahwa penurunan suhu selama proses
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freezing memengaruhi jumlah heterokis pada Cyanobacteria. Penurunan suhu dari

suhu inkubasi (23±2° C) menjadi -4° C selama freezing diduga memperlambat

pembentukan heterokis ketika strain Nostoc ditumbuhkan kembali. Penurunan

jumlah sel heterokis juga dilaporkan pernah terjadi pada Cyanobacteria ordo

Nostocales lainnya. Menurut laporan Zaponeva dkk. (2008: 133), jumlah sel

heterokis pada strain Anabaena ANAPL-NECH00 dan Anabaena ANASPI-

VRB00 menurun sebesar 3% ketika suhu inkubasi diturunkan dari 21° C menjadi

1,5° C.  Penurunan jumlah heterokis juga terjadi pada strain Tolypothrix

LUKESOVA 4195 yang menunjukkan penurunan sebesar 1% ketika mengalami

penurunan suhu inkubasi dari 11° C menjadi 7° C.

Pembentukan heterokis pada Nostoc juga erat kaitannya dengan sintesis

enzim nitrogenase.  Heterokis merupakan struktur khusus yang terbentuk untuk

melindungi enzim nitrogenase dari pengaruh oksigen yang dapat menghambat

aktivitas fiksasi nitrogen.  Temperatur rendah diduga memengaruhi sintesis enzim

nitrogenase.  Haystead dkk. (lihat Dubois & Kapustka 1987: 773) melaporkan

bahwa aktivitas enzim nitrogenase pada ekstrak Anabaena cylindrica menurun

secara signifikan sebesar 61,87% ketika temperatur inkubasi menurun dari 20° C

menjadi 0° C.  Hasil penelitian Dua & Buring (lihat Dubois & Kapustka 1987:

773) menyatakan bahwa terjadi inaktivasi 85% aktifitas enzim nitrogenase ketika

Clostridium sp. diinkubasi pada 0° C.  Zumpf & Mortenson (lihat Dubois &

Kapustka 1987: 773) melaporkan bahwa temperatur rendah dapat menyebabkan

perubahan struktural protein sehingga dapat menurunkan aktivitas enzim.  Jumlah

heterokis yang sedikit diduga berkaitan dengan rendahnya sintesis enzim

nitrogenase akibat freezing.

Sesuai dengan fungsinya sebagai struktur pelindung enzim nitrogenase

dari penghambatan O2, heterokis didukung oleh struktur selubung (envelope)

multikomponen yang berperan sebagai barrier bagi difusi O2 (Gambar 4.15).

Selubung tersebut terdiri atas empat lapisan berlamina yang mengandung

glikolipid (LI, LII, LIII, LIV) dan polisakarida homogen (Wolk 1973: 70--71).
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Keterangan:
F : Fibrous layer Pl  : Plasmalemma
H : Homogeneous layer PN: Polarnodule
L : Laminated layer PC: Pore channel
MP : Microplasmodesmata LN: Laminated layer

Gambar 4.15. Struktur selubung sel heterokis
[Sumber: Wolk 1973: 71]

Pembentukan selubung tebal heterokis tersebut merupakan proses yang

“mahal“ secara metabolisme, karena memerlukan jumlah energi (ATP) yang

cukup banyak (Kangatharalingam dkk. 1992: 2677). Sedikitnya jumlah heterokis

pasca freezing diduga disebabkan strain-strain Nostoc tersebut belum mencapai

pemulihan optimal (optimum recovery) setelah ditumbuhkan kembali, sehingga

proses metabolisme belum dapat berlangsung secara optimal. Energi (ATP) yang

dihasilkan selama proses metabolisme pasca recovery tersebut kemungkinan lebih

dimanfaatkan untuk pertumbuhan sel vegetatif strain Nostoc sehingga

pembentukan sel heterokis tidak berlangsung optimal.
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BAB 5 
KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1.  Kesimpulan 

 
1. Sebanyak 11 dari 13 strain Nostoc (84,62%), yaitu strain Nostoc CIG10, 

CPR31, CPG24, GIA12-03, TAK23, BAD5, GIA12-02, CIM7, BTM6-02, 

CPG8, dan BTM6-01, berhasil tumbuh setelah dipreservasi selama 1 hari (H1) 

dan 7 hari (H7) menggunakan metode freezing (-4° C) dengan konsentrasi 

DMSO 5%. 

2. Sebanyak 2 strain dari 13 strain Nostoc (15,38%), yaitu strain Nostoc GIA13a 

dan TAB7d tidak berhasil tumbuh setelah dipreservasi selama 1 hari (H1) dan 

7 hari (H7) menggunakan metode freezing (-4° C) dengan konsentrasi DMSO 

5%. 

3. Metode freezing (-4° C) dengan menggunakan freezer lemari pendingin dapat 

digunakan sebagai alternatif metode preservasi strain Nostoc yang sederhana 

dan mudah. 

4. 11 Strain Nostoc menunjukkan respon tumbuh yang berbeda-beda setelah 

dipreservasi dengan metode freezing (-4° C). 

 
5.2.  Saran 

  

 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan memperpanjang waktu 

pengamatan (1 atau 2 bulan) strain Nostoc setelah preservasi dengan metode 

freezing (-4° C) untuk mengetahui laju pertumbuhan strain Nostoc. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1.  Skema alur kerja penelitian 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Medium 

Pembekuan (freezing) 

Persiapan suspensi sel 

Pencairan (Thawing) 

Pengamatan morfologi strain Nostoc secara makroskopis dan mikroskopis 

Sterilisasi alat dan bahan 

Pengamatan morfologi strain Nostoc secara mikroskopis setelah 
pencairan (thawing) 

 

 Ekuilibrasi 15 menit pada suhu ruang 

Penyucian sel setelah thawing 

Evaluasi pertumbuhan strain Nostoc setelah ditumbuhkan kembali 

Penanaman kembali koloni Nostoc yang telah dipreservasi, pada medium 
padat BG11 bebas unsur Nitrogen (N) dengan metode tanam 
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Lampiran 2.  Panduan Warna Castell-Polychromos No. 9216 
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