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ABSTRAK

Nama : Widiastuti
Program Studi : S-1 Biologi Reguler
Judul Skripsi               : Pengukuran Laju Fiksasi Nitrogen Strain-Strain Nostoc

[Vaucher 1803] Bornet et Flahault 1886 dengan Metode
Acetylene Reduction Assay (ARA)

Telah dilakukan penelitian untuk mengetahui laju fiksasi nitrogen strain-strain
Nostoc [Vaucher 1803] Bornet et Flahault 1886.  Penelitian menggunakan 8 strain
Nostoc koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi,
FMIPA UI.  Penelitian menggunakan metode Acetylene Reduction Assay (ARA)
dengan 2 ulangan untuk setiap strain Nostoc.  Pengujian dilakukan pada strain
yang telah berumur 21 hari.  Biomassa berat basah strain Nostoc yang digunakan
adalah 0,1 gram.  Masing-masing strain diinkubasi selama 30, 60, dan 90 menit
dengan menambahkan 1 ml gas asetilen.  Hasil penelitian menunjukkan data yang
bervariasi untuk masing-masing strain Nostoc pada masing-masing waktu
inkubasi.  Sebanyak 6 strain Nostoc menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen
tertinggi pada waktu inkubasi 30 menit. Sebanyak 2 strain Nostoc menunjukkan
nilai laju fiksasi nitrogen tertinggi pada waktu inkubasi 60 menit. Strain Nostoc
BTM6-02 menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen yang paling tinggi yaitu 3892,5
µmol (dicapai pada inkubasi 60 menit).  Strain Nostoc CPG24 menunjukkan nilai
laju fiksasi nitrogen yang paling rendah, yaitu 292,44 µmol (dicapai pada inkubasi
90 menit).

Kata Kunci : ARA, asetilen, fiksasi nitrogen, Nostoc
xii + 68 halaman : 17 gambar, 6 tabel, 3 rumus, 21 lampiran
Bibliografi : 67 (1967--2010)
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ABSTRACT

Name : Widiastuti
Program Study : S-1 Department of Biology - Regular
Title : Nitrogen Fixation Rate Measurement of Nostoc strains

[Vaucher 1803] Bornet et Flahault 1886 with Acetylene
Reduction Assay (ARA) method

The research of nitrogen fixation rate of Nostoc [Vaucher 1803] Bornet et Flahault
1886 have been done.  Eight strains of Nostoc from Plant Taxonomy Culture
Collection, Department of Biology, Faculty of Mathematics & Natural Sciences,
University of Indonesia, were used.  The measurement of nitrogen fixation used
Acetylene Reduction Assay (ARA) method with 2 samples for each strain.
Experiments were conducted using strains at 21st day age.  Wet weight of each
strain was 0.1 gram.  Then, each Nostoc strain was incubated with addition of 1
ml acetylene for 30, 60, and 90 minutes.  The experiment result showed a different
value for each Nostoc strain in every incubation times.  Six Nostoc strains showed
the highest value of nitrogen fixation after incubated for 30 minutes.  Two Nostoc
strains showed the highest value of nitrogen fixation after incubated for 60
minutes.  Nitrogen fixation rate of BTM6-02 reached the highest value of 3892.5
µmol after incubated for 60 minutes.  Nitrogen fixation rate of CPG24 was the
lowest ones (292.44 µmol) after incubated for 90 minutes.

Key Words : ARA, acetylene, nitrogen fixation, Nostoc
xii + 68 pages : 17 pictures, 6 tables, 3 formulas, 21 appendixs
Bibliography : 67 (1967--2010)
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BAB 1
PENDAHULUAN

Cyanobacteria atau alga hijau biru (blue green algae) merupakan

mikroorganisme prokariotik yang dapat ditemukan pada hampir semua jenis

lingkungan (Boonkerd dkk. 2002: 673).  Cyanobacteria memiliki kemampuan

untuk tumbuh di habitat ekstrem dengan cahaya dan suhu tinggi, seperti gurun

pasir, sumber air panas, dan lahan persawahan saat kondisi kering setelah panen

(Adhikary & Pattanaik 2006: 434).  Ekosistem lahan persawahan menyediakan

lingkungan yang mendukung bagi pertumbuhan Cyanobacteria, baik dari segi

cahaya, air, pH, suhu, hingga kebutuhan nutrien. Hal tersebut menjadi salah satu

alasan melimpahnya Cyanobacteria pada lahan persawahan dibandingkan pada

dataran tinggi (Roger 1982: 99).

Peran penting Cyanobacteria dalam memenuhi kebutuhan nitrogen pada

lahan persawahan telah lama diketahui.  Penggunaan Cyanobacteria penambat

nitrogen sebagai agen penyubur alami (biofertilizer) pada lahan persawahan kini

makin sering dijumpai (Nilsson dkk. 2002: 517). Penelitian yang dilakukan di

beberapa negara seperti Chili (Pereira dkk. 2009), Nepal (Gurung & Prasad 2005),

Iran (Saadatnia & Riahi 2009), dan India (Banerjee dkk. 1997) menunjukkan

bahwa penambahan Cyanobacteria dapat meningkatkan pertumbuhan dan hasil

panen padi.

Potensi Cyanobacteria sebagai agen penyubur alami terutama didasarkan

pada kemampuan fiksasi nitrogen (Prosperi 2006: 459).  Selain itu, Cyanobacteria

juga menghasilkan zat kimia yang berperan dalam meningkatkan pertumbuhan

akar.  Penelitian menunjukkan bahwa Cyanobacteria juga mengeluarkan

polisakarida yang berperan meningkatkan perlekatan partikel tanah, menstimulasi

pertumbuhan mikroorganisme tanah yang bermanfaat, meningkatkan kandungan

air dalam tanah, serta meningkatkan kandungan zat organik pada tanah (Adhikary

& Pattanaik 2006: 439).

Besarnya peranan Cyanobacteria dalam memenuhi kebutuhan nitrogen

pada tanaman padi ditentukan oleh beberapa faktor, diantaranya laju fiksasi

nitrogen per unit area, turnover (perubahan) dari nitrogen yang telah ditambat, dan

1

Pengukuran laju..., Widiastuti, FMIPA UI, 2012



xv

Universitas Indonesia

besarnya nitrogen yang dilepaskan serta dapat digunakan oleh tanaman (Whitton

& Roger 1989: 2).  Sebagai langkah awal untuk mengetahui laju fiksasi nitrogen

per unit area, perlu diketahui terlebih dahulu laju fiksasi nitrogen dari tiap

mikroorganisme yang ada di area tersebut.

Fiksasi nitrogen adalah suatu proses reduksi nitrogen (N2) bebas di udara

menjadi amonia (NH3) oleh enzim nitrogenase.  Proses fiksasi nitrogen

menggunakan ATP (Adenosine Tri Phospate) sebagai sumber energi (Lee 2008:

49).  Fiksasi nitrogen merupakan salah satu proses metabolik yang memerlukan

energi dalam jumlah besar karena membutuhkan 16 ATP untuk tiap molekul N2

yang diikat (Fay 1992: 342). Cyanobacteria yang hidup bebas maupun

membentuk simbiosis dengan paku air Azolla, kemudian akan menguraikan

komponen nitrogen hasil penambatan tersebut (Prosperi 2006: 459).

Laju fiksasi nitrogen oleh organisme hidup dalam laboratorium dapat

ditentukan dengan beberapa cara diantaranya analisis Kjeldahl, pengukuran 15N

dengan spektrofotometri, pengukuran isotop 13N dengan radioaktif, dan ARA

(Acetylene Reduction Assay).  Dari beberapa metode di atas, analisis Kjeldahl

adalah metode yang telah banyak digunakan dan dapat dipercaya.  Meskipun

demikian, metode tersebut kurang sensitif dan memerlukan banyak waktu (Hardy

dkk. 1968: 1185).  Metode pengukuran fiksasi nitrogen yang mudah dan telah

banyak digunakan adalah metode ARA (Acetylene Reduction Assay).  Metode

ARA didasarkan pada fakta bahwa enzim nitrogenase juga mereduksi asetilen

menjadi etilen (Seitzinger & Garber 1987: 65).  Penggunaan metode ARA pada

penelitian-penelitian terdahulu mengindikasikan bahwa metode tersebut

merupakan salah satu metode pengukuran yang cepat dan sensitif (Roger &

Kulasooriya 1980: 39).

Beberapa penelitian terdahulu menggunakan metode ARA menunjukkan

adanya pengaruh waktu inkubasi terhadap laju reduksi asetilen menjadi etilen.

Penelitian pada Anabaena dan Nostoc membuktikan waktu 30 menit secara umum

cukup untuk menghasilkan sejumlah etilen yang kemudian dideteksi dengan

kromatografi gas (Hellebust & Craigie 1978: 371). Penelitian lain pada Anabaena

cylindrica, Anabaenopsis circularis, Rhodospirillum rubrum, dan Azotobacter

vinelandii menunjukkan bahwa waktu inkubasi yang terlalu lama (2-6 jam)

2
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menyebabkan peningkatan berlipat pada nilai ARA yang diperoleh.  Oleh karena

itu, dapat disimpulkan bahwa inkubasi dengan waktu yang terlalu lama dapat

mengacaukan nilai ARA yang diperoleh dalam pengukuran (Roger & Kulasooriya

1980:40).

Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi FMIPA UI,

memiliki delapan strain Nostoc yang diisolasi dari beberapa lahan pertanian di

wilayah Jawa Barat, Bali, dan Sulawesi Selatan. Strain Nostoc koleksi tersebut

dapat dimanfaatkan sebagai agen penyubur alami (biofertilizer), sehingga penting

untuk mengetahui terlebih dahulu laju fiksasi nitrogen dari tiap strain Nostoc yang

dimiliki.  Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui laju

fiksasi nitrogen 8 strain Nostoc koleksi tersebut.

Prapenelitian menggunakan strain Nostoc CPG24, BAD5, dan CPG8

dengan waktu inkubasi 30 dan 60 menit telah dilakukan.  Nilai ARA yang didapat

oleh 3 strain tersebut pada waktu inkubasi 30 menit masing-masing adalah 33,42;

122,39; dan 201µmol.  Adapun nilai ARA yang didapat pada inkubasi 60 menit

cenderung menurun.  Laju reduksi asetilen pada waktu inkubasi 60 menit untuk 3

strain Nostoc tersebut secara berurutan, yaitu 18,09; 95,70; dan 98,06 µmol.

Data prapenelitian tersebut secara umum membuktikan bahwa waktu

inkubasi 30 dan 60 menit cukup untuk strain Nostoc yang diujikan.  Data

prapenelitian juga menunjukkan bahwa nilai laju reduksi asetilen pada waktu

inkubasi 30 menit lebih tinggi dibandingkan inkubasi 60 menit.  Penelitian akan

dilakukan dengan menggunakan 3 waktu inkubasi, yaitu 30, 60, dan 90 menit.

Penambahan waktu inkubasi bertujuan mengetahui apakah nilai laju fiksasi

nitrogen pada waktu inkubasi 30 menit lebih tinggi dibandingkan nilai laju fiksasi

nitrogen pada waktu inkubasi 60 dan 90 menit.

Penelitian bertujuan untuk mengetahui laju fiksasi nitrogen dari 8 strain

Nostoc koleksi laboratorium Taksonomi Tumbuhan pada waktu inkubasi 30, 60,

dan 90 menit.  Hipotesis yang diajukan adalah laju fiksasi nitrogen untuk masing-

masing strain Nostoc pada waktu inkubasi 30 menit lebih tinggi dibandingkan

dengan waktu inkubasi 60 dan 90 menit.
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Sel Heterokis

Sel Vegetatif

Sel Akinet

BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nostoc sp.

Genus Nostoc merupakan Cyanobacteria penambat nitrogen yang

termasuk ke dalam famili Nostocaceae dan ordo Nostocales (Dembitsky &

Rezanka 2005: 363).  Sel Nostoc berbentuk bulat atau oval yang berderetan

sehingga membentuk filamen lurus tidak bercabang (Whitton 2000: 471).  Satu

filamen Nostoc terdiri atas satu trikom yang diselubungi oleh selaput gelatin.

Warna selaput gelatin Nostoc bervariasi dari hijau, hijau biru, coklat, coklat

kekuningan hingga hitam (Lund & Lund 1995: 237). Spesies Nostoc membentuk

koloni dengan karakteristik bentuk, ukuran, bau, tekstur, dan warna yang

bervariasi (Whitton 2000: 469).

Anggota dari Cyanobacteria ordo Nostocales, termasuk Nostoc, memiliki 3

tipe sel yang berbeda, yaitu sel vegetatif, sel akinet, dan sel heterokis (Kumar dkk.

2010: 1).  Masing-masing sel tersebut memiliki karakteristik morfologi dan fungsi

yang berbeda (Pandey & Trivedi 1977: 62).  Sel akinet dicirikan dengan ukuran

yang lebih besar dan memiliki dinding sel yang lebih tebal dibandingkan sel

vegetatif.  Sel akinet berperan melindungi sel Nostoc saat kondisi lingkungan

kurang baik, seperti kekeringan atau suhu yang tidak sesuai untuk pertumbuhan

(Vashishta 1999: 40).

Gambar 2.1.  Sel Vegetatif, Sel Akinet, dan Sel Heterokis pada strain Nostoc CPG24
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Sel heterokis terbentuk sebagai respon sel terhadap kekurangan nitrogen di

lingkungan (Dembitsky & Rezanka 2005: 363).  Keberadaan sel heterokis dalam

filamen merupakan penanda visual bahwa mikroorganisme tersebut memiliki

kemampuan untuk melakukan fiksasi nitrogen (Stewart 1980: 591).Fungsi utama

dari sel heterokis adalah mereduksi dinitrogen (N2) bebas dari udara menjadi

amonia (NH3), biasa disebut dengan fiksasi nitrogen (Kumar 1985: 27).

Beberapa ciri pembeda antara sel heterokis dengan sel vegetatif  yaitu sel

heterokis berukuran lebih besar dibandingkan sel vegetatif.  Sel vegetatif tidak

memiliki selubung sel, sedangkan sel heterokis memiliki selubung sel yang

terbentuk di luar dinding sel.  Selubung sel heterokis berperan membatasi

pemasukan oksigen, sehingga sel heterokis menyediakan lingkungan anaerob

yang dibutuhkan oleh Nostoc dalam proses fiksasi nitrogen (Graham & Wilcox

2000: 118).

Selubung sel heterokis tersusun atas tiga lapisan, yaitu lapisan luar, lapisan

tengah, dan lapisan dalam (Gambar 2.2).  Lapisan luar sel heterokis adalah lapisan

fibrous yang tersusun atas polisakarida (heterocyst envelope polysaccharides/

Hep).   Lapisan tengah adalah lapisan homogenous, terdiri atas oligosakarida dan

polisakarida.

Gambar 2.2. Struktur Selubung Sel Heterokis
[Sumber: Wolk 1973: 71.]

Keterangan:
F : Fibrous layer PI : Plasmalemma
H   : Homogenous layer PN : Polar nodule
L : Laminated layer PC : Pore channel
MP: Microplasmodesmata

5
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Lapisan dalam adalah lapisan berlamina (lamellated) yang tersusun atas

glikolipid dengan gula hidrofilik yang saling berikatan melalui ikatan glikosida.

Interaksi antar ikatan hidrofobik menghasilkan lapisan lemak monolayer dengan

permeabilitas yang rendah terhadap gas dan zat terlarut (Pandey & Trivedi 1977:

62--63; Maldener & Pastor 2010: 2).  Lapisan glikolipid berfungsi sebagai barrier

permeabilitas yang mencegah masuknya oksigen dan memungkinkan nitrogen

untuk dapat masuk ke dalam sel.  Adapun fungsi dari lapisan polisakarida adalah

untuk mencegah degradasi dari lapisan glikolipid (Pandey & Trivedi 1977: 62--

63).

Sel heterokis memiliki kandungan pigmen fikosianin dalam jumlah yang

lebih sedikit dibandingkan dengan sel vegetatif (Kumar 1985: 28).  Oleh karena

itu, apabila diamati di bawah mikroskop cahaya, sel heterokis nampak kosong

(Gambar 2.3) (Lee 2008: 47).

Skala garis 10mm

Gambar 2.3. Filamen Nostoc linckia
[Sumber: Modifikasi dari Lee 2008: 72.]

Sel heterokis memiliki polar nodul yang tidak dimiliki oleh sel vegetatif

(Darley 1982: 64).  Polar nodul berperan sebagai tempat pertukaran zat antara sel

vegetatif dengan sel heterokis (Vashishta 1999: 39).  Sel heterokis tidak

menambat karbondioksida (CO2) serta tidak menghasilkan oksigen (O2).  Sel

heterokis kehilangan kemampuan untuk menghasilkan oksigen, karena tidak

memiliki pigmen aksesori fotosistem II (Stewart 1980: 591).  Oleh karena itu, sel

heterokis bergantung pada masukan karbon hasil fotosintesis dari sel vegetatif

Sel Heterokis
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(Lee 2008: 47--49).  Letak sel heterokis dalam filamen dapat berada di terminal/

ujung (Gloeotrichia) atau interkalar/ditengah (Nostoc).  Sel heterokis yang berada

di terminal memiliki 1 polar nodul, sedangkan sel heterokis pada interkalar

memiliki 2 polar nodul (Vashishta 1999: 20--21).

Spesies Nostoc ditemukan dalam kisaran habitat yang luas, baik darat

maupun perairan (Whitton 2000: 466).  Meskipun demikian, Nostoc lebih banyak

ditemukan pada habitat darat, seperti tanah persawahan (Graham & Wilcox 2000:

128).  Tanah persawahan di Indonesia merupakan salah satu habitat yang baik

bagi pertumbuhan berbagai jenis mikroalga tanah, termasuk Nostoc.  Akan tetapi

penelitian tentang keragaman jenis dan pemanfaatan Nostoc di Indonesia belum

banyak dilakukan (Simanungkalit dkk. 2006 :115).

Penelitian pada tanah persawahan di daerah Yogyakarta oleh Jutono

(1973) menunjukkan bahwa kelimpahan anggota-anggota dari famili Nostocaceae

(7 genus dan 12 spesies) dan Oscillatoriaceae (8 genus dan 18 spesies) umumnya

lebih tinggi dibandingkan famili-famili lain (Simanungkalit dkk. 2006 :115).

Penelitian De (1939: 136) menunjukkan bahwa keberadaan Cyanobacteria pada

tanah persawahan memberi kontribusi penting dalam menjaga kesuburan tanah.

Peran penting Cyanobacteria tersebut berkaitan langsung dengan kemampuan

fiksasi nitrogen.  Oleh karena itu, banyak penelitian dilakukan untuk mengetahui

spesies Cyanobacteria yang memiliki kemampuan dalam proses fiksasi nitrogen

(Whitton & Roger 1989: 1).

Sumber nitrogen untuk pertumbuhan Nostoc dapat diperoleh dalam bentuk

ion nitrat (NO3
-), nitrit (NO2

-) atau amonium (NH4
+) (Whitton 2000: 176). Nostoc

akan lebih memilih menggunakan nitrogen dalam bentuk nitrat atau amonium

dibandingkan nitrit, karena nitrit menimbulkan efek toksik pada konsentrasi tinggi

(Morris 1974: 584). Apabila amonium tersedia di dalam medium, maka Nostoc

tidak akan menggunakan sumber nitrogen dalam bentuk lain.  Nitrogen anorganik

akan diasimilasi melalui beberapa tahap bergantung pada sumber N yang

digunakan.  Nitrat akan direduksi menjadi nitrit dengan adanya enzim nitrat

reduktase.  Kemudian nitrit direduksi kembali menjadi amonium oleh enzim nitrit

reduktase (Whitton 2000: 176).  Adapun asimilasi amonium dilakukan terutama

7
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melalui sistem enzim glutamin synthetase-glutamin synthase (GS_GOGAT)

(Whitton 2000: 176).

Berbeda dengan mikroalga eukariotik, Nostoc memiliki kemampuan untuk

menyimpan sejumlah nitrogen hasil penambatan.  Nitrogen disimpan dalam

komponen berupa cyanophycin dan phycocyanin.  Cyanophycin merupakan

kopolimer dari aspartat dan arginin dan memiliki fungsi tunggal, yaitu untuk

menyimpan nitrogen.  Sementara itu, phycocyanin merupakan komponen pigmen

utama dari antena penangkap cahaya.  Phycocyanin berperan sebagai cadangan

nitrogen hanya saat sel berada dalam keadaan kekurangan nitrogen.  Baik

cyanophycin maupun phycocyanin berada dalam konsentrasi rendah saat sel

Nostoc kekurangan nitrogen.  Cyanophycin akan mengalami degradasi terlebih

dahulu sebagai respon sel terhadap kekurangan nitrogen.  Sel Nostoc selanjutnya

akan mengalami perubahan warna akibat degradasi phycocyanin (Whitton 2000:

178).

2.2.  FIKSASI NITROGEN

Nitrogen memiliki banyak bentuk kimia, baik organik maupun anorganik.

Nitrogen organik berasosiasi dengan karbon, sedangkan nitrogen anorganik

berasosiasi dengan elemen lain selain karbon. Beberapa nitrogen anorganik

diantaranya, yaitu nitrat (NO3
-), nitrit (NO2

-), amonium (NH4
+), dan amonia (NH3)

(Barsanti & Gualtieri 2006: 164).

Nitrogen dapat ditemukan dalam 4 lapisan berbeda di bumi, yaitu

atmosfer, biosfer, hidrosfer, dan litosfer.  Lapisan atmosfer mengandung ± 80%

nitrogen (N2) (Hubbell & Kidder 2003: 1).  Nitrogen (N2) bebas di udara memiliki

ikatan rangkap 3, sehingga molekul tersebut bersifat sangat stabil.  Hanya

sejumlah kecil (5--8%) nitrogen yang dapat ditambat secara alami oleh alam

melalui temperatur dan tekanan tinggi saat terjadi petir (Barsanti & Gualtieri

2006: 164).

Pertumbuhan organisme bergantung pada ketersediaan nutrien.  Nitrogen

merupakan salah satu nutrien penting yang dibutuhkan dalam jumlah besar

sebagai penyusun dari peptida, protein enzim, klorofil, molekul transfer-energi

8
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N2 + 8 H+ + 8e- + 16 MgATP  2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi

(ATP, ADP), dan materi genetik (RNA, DNA) (Barsanti & Gualtieri 2006: 164).

Nitrogen harus direduksi terlebih dahulu menjadi amonia agar dapat digunakan

oleh organisme dalam proses metabolisme (Frank dkk. 2003: 157).

Fiksasi nitrogen (Gambar 2.4) merupakan suatu proses reduksi dinitrogen

(N2) menjadi amonia (NH3) yang dikatalis oleh enzim nitrogenase.  Fiksasi

nitrogen hanya dapat dilakukan oleh organisme prokariot, karena enzim

nitrogenase hanya dikode pada genome prokariot (Fay 1992: 342).  Fiksasi

nitrogen pada Nostoc terjadi pada sel khusus yang disebut heterokis (Kumar 1985:

27).

Gambar 2.4.  Reaksi fiksasi nitrogen
[Sumber: Barney dkk. 2007: 6785.]

Amonia (NH3) hasil fiksasi nitrogen akan bergabung dengan 2-oxoglutarat

(hasil siklus Asam sitrat) dan membentuk glutamat.  Proses perubahan tersebut

dilakukan dengan bantuan enzim glutamate dehidrogenase.  Penambahan

amonium kedua pada glutamat akan menghasilkan glutamin.  Molekul glutamin

inilah yang kemudian ditransfer dari sel heterokis ke sel vegetatif yang berada di

sebelah sel heterokis (Sah 2008: 32) (Gambar 2.5).

Cyanobacteria adalah mikroorganisme prokariot yang memperoleh energi

melalui proses fotosintesis.  Reaksi fotosintesis pada Cyanobacteria terjadi

melalui fotosistem yang sama seperti pada tumbuhan tingkat tinggi.

Cyanobacteria merupakan satu-satunya mikroorganisme yang mampu melakukan

fotosintesis (yang melibatkan oksigen) sekaligus fiksasi nitrogen (Thiel 2004: 73).

Fotosintesis meliputi proses yang terjadi pada 2 fotosistem berbeda, yaitu

fotosistem I dan fotosistem II.  Kedua fotosistem tersebut terhubung dalam suatu

untaian dan berinteraksi melalui rantai transpor elektron (Fay 1992: 341).

Sebagian besar Cyanobacteria memiliki kemampuan untuk melakukan fotosintesis

pada kondisi aerob maupun anaerob.  Ketika kondisi aerob, elektron yang

dibutuhkan fotosistem I berasal dari fotosistem II.  Ketika kondisi anaerob dengan

keberadaan sulfur, maka elektron didapat dari reduksi sulfur (Lee 2008: 43--44).

9
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Gambar 2.5.  Reaksi Kimia Perubahan Molekul Amonium menjadi Glutamin

[Sumber: Lee 2008:49.]

Reaksi fotosintesis pada sebagian besar Cyanobacteria terinduksi oleh

konsentrasi oksigen yang rendah.  Fenomena tersebut menggambarkan adaptasi

Cyanobacteria terhadap ketiadaan oksigen di atmosfer pada era Precambrian (Lee

2008: 44).  Cyanobacteria diduga merupakan organisme fotosintetik pertama yang

melibatkan oksigen dan berperan dalam mengubah atmosfer bumi dari keadaaan

tanpa oksigen menjadi kondisi atmosfer yang sekarang (Boonkerd dkk. 2002:

673).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa mungkin terdapat hubungan

antara frekuensi sel heterokis dengan aktivitas enzim nitrogenase pada strain

Cyanobacteria aerob (Stewart 1980: 591).  Meskipun demikian, hubungan yang

terbentuk sangat bervariasi tergantung pada keadaan metabolisme strain (Stewart

1980: 591).

Penelitian Moghadam & Nowruzi (2008: 147--151) pada strain Nostoc

ellipsosporum dan Nostoc muscorum menunjukkan bahwa mungkin terdapat

hubungan antara ukuran sel heterokis dengan laju fiksasi nitrogen.  Hasil

penelitian menunjukkan bahwa N. ellipsosporum memiliki ukuran sel heterokis

yang lebih besar dan laju fiksasi nitrogen yang lebih tinggi dibandingkan N.

muscorum. Meskipun demikian, perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk

10
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memastikan bahwa memang terdapat hubungan antara ukuran sel heterokis dalam

filamen dengan laju fiksasi nitrogen (Moghadam & Nowruzi 2008: 150).

Fiksasi nitrogen bergantung pada fotosintesis dalam menyediakan ATP

sebagai sumber energi dan komponen karbon sebagai donor elektron.  Durasi dan

laju fiksasi nitrogen bergantung pada kondisi yang memengaruhi keseimbangan

karbon, seperti kelembapan, suhu, dan intensitas cahaya.  Sel Nostoc aktif secara

fisiologis hanya dalam keadaan lembap.  Tingkat kelembapan yang diperlukan sel

Nostoc dalam proses inisiasi dan optimalisasi fiksasi nitrogen bervariasi untuk

setiap spesies dan habitat.  Sebagian besar Cyanobacteria dapat melakukan fiksasi

nitrogen pada suhu antara (-5)--30° C.  Suhu optimum fiksasi nitrogen pada

Nostoc adalah 28° C, sedangkan suhu minimum berkisar antara (-7,6)--0° C pada

Nostoc yang hidup bebas maupun berasosiasi dengan lichen (Belnap 2001: 247)

Fiksasi nitrogen dikatalis oleh enzim nitrogenase yang terdapat di dalam

sel heterokis.  Enzim nitrogenase adalah kompleks enzim yang berfungsi

mengkatalis reduksi dinitrogen bebas di udara menjadi amonia dalam proses

fiksasi nitrogen (Barney dkk. 2007: 6784).  Enzim nitrogenase mampu mengikat

dan mereduksi substrat lain selain dinitrogen (N2) bebas di udara, diantaranya

asetilen (C2H2) (Hellebust & Craigie 1978: 364).

Enzim nitrogenase sangat sensitif terhadap oksigen.  Enzim nitrogenase

akan dengan cepat mengalami inaktivasi yang bersifat permanen ketika terpapar

oleh oksigen.  Penelitian terhadap semua mikroorganisme penambat nitrogen

menunjukkan terdapat kesamaan karakteristik biokimia dan sifat sensitif enzim

nitrogenase terhadap oksigen (Fay 1992: 341).

Nostoc tidak membentuk sel heterokis maupun enzim nitrogenase apabila

ditumbuhkan pada medium dengan kandungan nitrogen (Stewart 1980: 591).

Keberadaan sumber nitrogen, seperti amonium atau nitrat, akan menghambat

diferensiasi sel heterokis (Kumar dkk. 2010: 5).  Penelitian Kumar dkk. (2010: 2)

pada Anabaena PCC 7120 yang ditumbuhkan pada medium yang mengandung

amonium atau nitrat menunjukkan bahwa spesies tersebut tumbuh membentuk

filamen panjang berupa ratusan sel vegetatif tanpa adanya sel heterokis.  Apabila

Anabaena ditumbuhkan pada medium tanpa nitrogen, akan terbentuk satu sel

heterokis pada setiap 10--20 sel vegetatif sepanjang filamen.
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Struktur enzim nitrogenase pada Nostoc sama dengan struktur enzim

nitrogenase pada bakteri.  Enzim nitrogenase tersusun atas 2 komponen, yaitu

dinitrogenase reductase (protein besi) dan dinitrogenase (protein molybdenum-

besi) yang dikode oleh operon nif HDK (Lee 2008: 49).  Dinitrogenase reductase

berbentuk dimer tersusun atas 2 subunit identik dengan gugus (4Fe-4S) tunggal

dan memiliki berat molekul sebesar 64 kDa.  Adapun dinitrogenase berbentuk

tetramer dengan 2 pasang subunit yang berbeda, terdiri dari 4 gugus (4Fe-4S) dan

2 molekul kofaktor Mo-Fe (Frank dkk. 2003: 158).  Mo-Fe kofaktor merupakan

komponen penting dari dinitrogenase, tersusun atas 8 atom Fe dan 6 atom S per

atom Mo.  Berat molekul dari dinitrogenase adalah sebesar 245 kDa (Bohme

1998: 347).

2.3.  Metode Pengukuran Laju Fiksasi Nitrogen

Pengukuran aktivitas enzim nitrogenase atau laju fiksasi nitrogen dapat

dilakukan secara langsung maupun tidak langsung.  Pengukuran langsung

diantaranya dengan mengukur peningkatan kandungan nitrogen total dalam suatu

sistem menggunakan analisis Kjeldahl dan dengan mengukur perubahan

komposisi dari isotop nitrogen (15N2 atau 13N2). Pengukuran laju fiksasi nitrogen

secara tidak langsung adalah dengan metode acetylene reduction assay (ARA)

(Hardy dkk. 1968: 1186).

2.3.1.  Analisis Kjeldahl

Analisis kjeldahl merupakan salah satu teknik pengukuran laju fiksasi

nitrogen yang pertama berkembang dan digunakan untuk menentukan kandungan

total nitrogen dalam suatu sistem (Stewart 1980: 606).  Pinsip dasar dalam analisis

kjeldahl adalah mengukur kandungan amonium dalam sampel dengan distilasi

alkalin (Venkataraman 1981: 13).  Metode kjeldahl mulai ditinggalkan karena

beberapa alasan.  Beberapa kelemahan analisis kjeldahl diantaranya memerlukan

banyak waktu dalam proses analisis dan memerlukan sampel dalam jumlah besar

untuk menghasilkan data yang baik (George & Delfino 1982: 1324).  Sebagai
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contoh, penelitian dengan 10 perlakuan membutuhkan 2.650 analisis kjeldahl

untuk mendapatkan data yang akurat (Roger & Kulasooriya 1980: 38).

2.3.2. Analisis isotop 15N2 dengan spektrofotometri

Analisis isotop 15N2 dengan spektrofotometri dahulu telah banyak

dilakukan untuk pengukuran laju fiksai nitrogen in situ karena lebih sensitif

dibandingkan pengukuran nitrogen dengan analisis Kjeldahl (Hellebust & Craigie

1978: 366). Pengujian dengan isotop 15N2 melibatkan 3 prosedur analisis, yaitu

konversi isotop nitrogen dalam sampel menjadi amonium, konversi amonium

menjadi nitrogen melalui oksidasi dengan penambahan alkaline sodium

hypobromida, dan perhitungan komposisi isotop nitrogen dengan spektrometer

(Venkataraman 1981: 13).  Kerumitan proses analisis dan tingginya biaya menjadi

salah satu kendala yang membatasi meluasnya penggunaan metode analisis isotop
15N2 dengan spektrofotometri (Hardy dkk. 1968: 1186).

2.3.3. Acetylene Reduction Assay (ARA)

Pengukuran dengan reduksi asetilen didasarkan pada kemampuan enzim

nitrogenase untuk mereduksi beberapa komponen dengan ikatan rangkap 3 selain

dinitrogen, yaitu asetilen (Reporter 1985: 159).  Gas etilen yang terbentuk sebagai

hasil reduksi asetilen dapat dideteksi dengan kromatografi gas.  Pembentukan gas

etilen dari asetilen merupakan suatu proses yang bersifat spesifik, karena tidak ada

sistem biologi lain yang melakukan reaksi tersebut (Gambar 2.6) (Postgate 1982:

41).

Gambar 2.6.  Reaksi Reduksi Asetilen Menjadi Etilen
[Sumber: Feng 2005: 1.]
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contoh, penelitian dengan 10 perlakuan membutuhkan 2.650 analisis kjeldahl
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Prinsip dari metode ARA adalah memisahkan gas etilen dengan

kromatografi, kemudian mengukur konsentrasi gas etilen tersebut dengan ionisasi

api hidrogen (Hellebust & Craigie 1978: 369).  Gas asetilen dan etilen dapat

menembus membran sel heterokis, sehingga aktivitas enzim nitrogenase dapat

diukur secara in vivo maupun in vitro dengan metode ARA (Halbleib & Ludden

2000: 1081).  Metode ARA dipilih karena telah banyak digunakan dalam

penelitian-penelitian terdahulu serta merupakan prosedur pengujian yang relatif

lebih mudah dan murah dibandingkan analisis dengan spektrofotometri

(Marschener 1995: 204).

Penelitian Hellebust & Craigie (1978: 371) pada sampel Cyanobacteria

membuktikan bahwa waktu inkubasi 30 menit secara umum cukup untuk

pengujian dengan metode ARA.  Sebagai contoh, spesies Anabaena dan Nostoc

dapat menghasilkan 0,5--5 nmol C2H4 min-1 mg-1 protein atau 15--150 nmol C2H4

per botol uji dalam 30 menit.  Penelitian Matsuguchi dkk. (1977: 333)

menyimpulkan bahwa waktu inkubasi yang lebih pendek menghasilkan data yang

lebih baik, karena waktu inkubasi yang terlalu lama (lebih dari 3 jam) dapat

memengaruhi pertumbuhan bakteri penambat nitrogen.  Selain itu, etilen yang

dihasilkan dapat terurai kembali jika inkubasi dilakukan terlalu lama.

Waktu inkubasi dihitung setelah penambahan 1 ml (10%) gas asetilen pada

tabung reaksi 10 ml (tabung inkubasi) (Prosperi 2006: 463).  Penggunaan 10%

asetilen untuk inkubasi telah banyak digunakan dalam penelitian ARA terdahulu,

diantaranya penelitian Pereira dkk. (2009: 138) pada Cyanobacteria dan Hardy

dkk. (1968)  pada bakteri Azotobacter dan Clostridium.

Secara teori, reduksi 3 mol asetilen menjadi etilen setara dengan transfer 1

mol nitrogen menjadi ammonia.  Rasio 3:1 telah secara luas digunakan untuk

mengartikan kecepatan reduksi asetilen dalam suatu area atau volume berdasarkan

kecepatan fiksasi nitrogen (Reporter 1985: 161; Seitzinger & Garber 1987: 66).

Faktor konversi sebesar 3 didasarkan pada fakta bahwa reaksi reduksi asetilen

menjadi etilen membutuhkan 2 elektron, sedangkan reduksi nitrogen menjadi

amonia membutuhkan 6 elektron (Jensen & Cox 1983: 1331).
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2.4.  Kromatografi Gas

Kromatografi adalah salah satu metode yang dapat digunakan untuk

memisahkan dan menganalisis komponen dalam suatu campuran. Berdasarkan

jenis fase diam yang digunakan, kromatografi gas terbagi menjadi 2, yaitu

kromatografi gas padat dan kromatografi gas cair (Mc Nair & Bonelli 1968: 1--2).

Prinsip kerja kromatografi gas didasarkan pada perbedaan daya tarik atau interaksi

antara zat yang ada di dalam komponen dengan fase bergerak dan fase diam yang

digunakan dalam sistem kromatografi (Mc Nair & Miller 1998: 3).

Perbedaan interaksi tersebut menyebabkan perbedaan laju untuk masing-

masing zat. Laju didefinisikan sebagai waktu yang dibutuhkan bagi sejumlah

materi untuk melewati jarak tertentu (Parker 1997: 158).  Masing-masing zat yang

telah terpisah akan mencapai bagian akhir kolom kromatografi pada waktu yang

berbeda. Waktu retensi (retention time) didefinisikan sebagai banyaknya waktu

yang dibutuhkan oleh suatu komponen untuk melewati kolom.  Waktu retensi

untuk zat tertentu yang belum diketahui jenisnya diukur dengan cara

membandingkan kromatogram sampel dengan kromatogram standar berupa zat

yang telah diketahui (Wade 1997: 2).

Zat yang telah terpisah akan menghasilkan sinyal-sinyal elektrik tertentu

untuk kemudian ditangkap oleh detektor (Wade 1997: 2).  Laju dan konsentrasi

masing-masing zat yang terekam oleh detektor akan dicetak dalam bentuk

kromatogram. Kromatogram adalah rekaman tertulis yang diperoleh dari analisis

kromatografi.  Kromatogram menggambarkan suatu kurva hubungan antara waktu

retensi dengan konsentrasi masing-masing zat yang telah terpisah (Mc Nair &

Bonelli 1968: 3).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1.  Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan dan Balai

Besar Penelitian dan Pengembangan Pascapanen Pertanian.  Perbanyakan

biomassa, pengamatan makroskopis dan mikroskopis dari 8 strain Nostoc

dilakukan di ruang kultur Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen

Biologi, FMIPA UI, Depok.  Pengukuran laju fiksasi nitrogen dengan metode

ARA (Acetylene Reduction Assay) dilakukan di Balai Besar Penelitian dan

Pengembangan Pascapanen Pertanian, Cimanggu, Bogor.  Penelitian dilakukan

selama 6 bulan, mulai dari bulan Juni hingga November 2010.

3.2. Alat dan Bahan

3.2.1.  Alat

Peralatan yang digunakan selama penelitian terdiri atas peralatan gelas dan

peralatan nongelas.  Alat-alat gelas yang digunakan adalah labu erlenmeyer

volume 500 ml dan 1000 ml [Schott Duran], cawan petri [Iwaki], tabung reaksi 10

ml [Iwaki], gelas ukur, corong, pipet pasteur, pipet volumetrik, gelas objek, dan

kaca penutup.  Peralatan nongelas yang digunakan dalam penelitian yaitu

magnetic stirrer, spatula, timbangan analitik [Precisa], autoklaf [Hirayama HA

240 MIV], oven [Heraeus Instruments], spatula, transfer box, jarum tanam tajam,

jarum tanam bulat, baki [Lion Star], mikroskop [Nicon & Olympus], termometer

[Corona], hygrometer [Corona], luxmeter, gas chromatography [Hitachi 263-50],

kromatopak [Shimadzu C-R6A], syringe 5 ml [Terumo], sumbat karet [Venoject

Tube Terumo Europe NV], tas es (ice bag) [Wall’s], kamera [Sony & Fuji Film],

buku catatan, spidol [Snowman], marker, dan jas laboratorium.
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3.2.2.  Bahan

3.2.2.1.  Mikroorganisme

Strain Nostoc yang digunakan pada penelitian merupakan koleksi kultur

alga Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi FMIPA UI,

Depok. Strain-strain Nostoc tersebut berasal dari beberapa tanah persawahan

daerah di Indonesia, yaitu BAD5, CIM7, CPG8, dan CPG24 dari Jawa Barat,

TAB7, GIA12-02, GIA13a dari Bali, dan BTM6-02 dari Sulawesi Selatan.

3.2.2.2. Bahan Kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan untuk membuat medium BG11 padat

bebas unsur nitrogen 2% adalah K2HPO4.3H2O, MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, asam

sitrat, ferric ammonium sitrat, EDTA, Na2CO3, H3BO3, MnCl2.4H2O,

ZnSO4.7H2O, NaMoO4.2H2O, CuSO4.5H2O, Co(NO3)2.6H2O (Tabel 3.1).  Bahan

kimia lain yang menunjang penelitian diantaranya agar, akuades, alkohol 70%,

larutan NaOH 1 M, gas asetilen (pure grade), gas etilen 80 ppm, dan pembakar

spiritus.

3.2.2.3. Bahan Habis Pakai

Bahan habis pakai yang diperlukan dalam penelitian adalah aluminium foil

[Klin Park], label tempel [Tom & Jerry], korek api, parafilm [Novix II], kertas

indikator pH dengan skala 5,2--7,2 [Merck], tisu, plastik buah, dan es batu.

3.3.  Cara Kerja

Skema kerja penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1.
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3.3.1.  Sterilisasi Alat dan Bahan

Seluruh peralatan gelas yang digunakan dalam penelitian dicuci,

dikeringkan dan dibungkus dengan kertas pembungkus.  Khusus untuk pipet

pasteur dan pipet volumetrik, bagian pangkal ditutup dengan kapas terlebih dahulu

sebelum dibungkus.  Adapun untuk labu erlenmeyer dan gelas ukur, bagian mulut

dibungkus dengan kertas aluminium foil lalu dibungkus dengan kertas

pembungkus.  Sterilisasi kering dilakukan dengan menggunakan oven pada suhu

110° C selama 2 jam.

3.3.2.  Pembuatan Medium Padat BG 11 Bebas Unsur Nitrogen

Pembuatan 1 liter medium padat BG 11 bebas unsur nitrogen dilakukan

dengan cara memasukkan sejumlah zat kimia yang telah ditimbang (Tabel 3.1) ke

dalam sejumlah aquades saring sambil diaduk agar homogen (Kim & Lee 2005:

241).

Tabel 3.1.  Komposisi medium BG 11 N free per liter

[Sumber: Kim & Lee 2005: 241.]

pH medium di ukur hingga 7,2 dengan menggunakan kertas indikator pH skala

5,2--7,4.  Jika pH medium masih dibawah 7,2 ditambahkan larutan NaOH 1 M

Zat kimia Komposisi
(g)

K2HPO4 0,040
MgSO4 0,075
CaCl2 0,036
Asam sitrat 0,006
Ferric Ammonium Sitrat 0,006
EDTA 0,001
Na2CO3 0,020
Larutan A5 (dalam 100 ml terdiri dari:) 1 ml
H3BO3
MnCl2
ZnSO4
NaMoO4
CuSO4
Co(NO3)2

0,286
0,181
0,022
0,039
0,0079
0.00494

Akuades
*Agar (medium agar) 20
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hingga mencapai pH 7,2.  Sebanyak 20 gram bubuk bacto agar (Watanabe 2005:

19) ditambahkan ke dalam medium sambil terus diaduk dan dipanaskan hingga

mendidih. Setelah semua bahan kimia dilarutkan ke dalam sejumlah akuades,

volume akuades ditambahkan hingga volume akhir 1L. Medium kemudian

disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121° C selama 15 menit.  Medium yang

telah steril didinginkan hingga mencapai suhu 50--60° C.  Sebanyak 20 ml

medium dituang ke dalam cawan petri steril secara aseptis dan medium dibiarkan

mengeras (Hoshaw & Rosowski 1979: 58).  Cawan yang telah berisi medium

dibalik dan disterilisasi dengan UV selama ±10 menit. Cawan petri yang telah

berisi medium dapat digunakan apabila sudah dingin (Gambar 3.1).

Gambar 3.1. Skema kerja pembuatan medium BG 11 padat bebas unsur nitrogen
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3.3.3.  Pemurnian strain, Pembuatan Stock Culture dan Working Culture

Pemurnian strain dilakukan dengan metode streak dan tanam (Hoshaw &

Rosowski 1979: 58--59). Pemurnian dengan metode tanam dilakukan dengan

mengambil koloni yang ada dalam medium padat menggunakan jarum tanam

tajam lalu dipindahkan pada permukaan medium padat baru. Sebanyak 10 koloni

dengan diameter ±1--1,5 mm ditanam pada 1 cawan petri.  Selain itu, strain juga

dimurnikan dengan metode streak atau gores (1 koloni untuk 1 cawan petri).

Sebelum digunakan, jarum tanam bulat dan jarum tanam tajam dibakar terlebih

dahulu dan didinginkan sebelum menyentuh strain.

Pembuatan stock culture dilakukan dengan metode streak.  Strain diamati

dengan mikroskop binokuler lalu pilih satu koloni yang bebas dari kontaminan

untuk disubkultur.  Kontaminan yang sering ditemukan berupa bakteri dan jamur.

Strain yang terkontaminasi oleh bakteri dibedakan dengan adanya bintik-bintik

berwarna putih atau pink di sekitar koloni.  Sedangkan pertumbuhan jamur dalam

cawan petri ditandai dengan adanya struktur hifa.  Satu koloni dari masing-masing

strain digores pada satu cawan petri.  Bagian tepi cawan petri ditutup dengan

parafilm lalu bagian atas cawan diberi label dengan spidol sebagai stock culture.

Pembuatan working culture juga dilakukan dengan metode gores.  Masing-masing

strain disubkultur ke dalam 4 cawan petri dan dilabel sebagai working culture.

Cawan petri berisi strain Nostoc, baik stock maupun working culture, diinkubasi

di ruang kultur alga pada suhu 23±2° C dan penyinaran sebesar 3000 lux (600

µmol/m2/s) dengan fotoperiodisitas 14T/10G (Gambar 3.2).

3.3.4.  Pengamatan Makroskopis dan Mikroskopis

Strain Nostoc yang telah berumur 21 hari diamati secara makroskopis dan

mikroskopis.  Karakter morfologi yang diamati secara makroskopis disesuaikan

dengan Yuliana (2009: 24), yaitu meliputi warna koloni, bentuk koloni, tekstur

permukaan koloni dan pola pertumbuhan koloni.  Pengamatan mikroskopis

meliputi pengukuran jumlah sel vegetatif  dalam filamen, panjang dan lebar sel
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vegetatif, jumlah sel heterokis dalam filamen, letak sel heterokis dalam filamen

serta panjang dan lebar sel heterokis.

Gambar 3.2.  Skema kerja pembuatan stock dan working culture
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Tiga filamen strain Cyanobacteria yang terpisah dan tidak bertumbuk diamati dan

diukur dengan mikrometer.  Hasil pengamatan dicatat dalam tabel pengamatan.

3.3.5. Acetylene Reduction Assay (ARA)

3.3.5.1.  Persiapan Alat

Kromatografi gas yang digunakan adalah merk Hitachi model 263-50

(Gambar 3.3) dengan detektor pengion nyala atau FID (Flame Ionization

Detector).  Alat kromatografi gas dikondisikan terlebih dahulu selama ±3 jam

sebelum penyuntikan sampel.  Kromatografi gas diatur sesuai literatur (Hawkes

2001: 1), yaitu suhu injektor sebesar 40° C, suhu kolom 35° C, dan suhu detektor

200° C.  Gas pembawa berikut kecepatan aliran gas yang digunakan adalah

nitrogen (40 psi), hidrogen (1,5 kgf/cm2), dan udara (0,5 kgf/cm2).

Gambar 3.3. Kromatografi gas Hitachi 263-50
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ditimbang hingga mencapai biomassa sebesar 0,1 gram. Masing-masing strain

yang telah ditimbang lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi 10 ml (tabung

inkubasi).  Tabung tersebut kemudian ditutup dengan sumbat karet dan diberi

label.  Selanjutnya, sebanyak 1 ml (10% (v/v)) gas asetilen dimasukkan ke dalam

tabung dengan menggunakan syringe.  Bagian tutup tabung dilapisi dengan
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parafilm segera setelah penambahan gas asetilen.  Tabung kemudian diinkubasi

dengan pencahayaan ruang selama 30, 60, dan 90 menit.

Gambar 3.4.  Skema Kerja Persiapan Sampel

3.3.5.3.  Pengambilan udara untuk pengukuran kadar etilen

Sebanyak 1 ml udara yang terdapat di dalam tabung inkubasi diambil

dengan syringe ukuran 5 ml yang telah diisi dengan air terlebih dahulu.  Air dalam

syringe berfungsi menjaga agar udara yang berada dalam syringe tidak keluar

sebelum disuntikkan ke dalam kromatografi gas.  Sebelumnya, dilakukan

homogenisasi sampel dengan pengocokan manual (dengan tangan) selama ±30

detik.  Udara di dalam syringe disuntikkan ke dalam injektor lalu segera tekan

tombol start pada printer kromatografi gas agar zat yang terdeteksi dapat tercetak

pada kromatogram.

Inkubasi selama 30,
60, dan 90 menit

Working culture Penimbangan Penyimpanan strain ke dalam tabung
reaksi 10ml (tabung inkubasi)

Pengambilan 1 ml gas asetilen
dari tabung penyimpanan

Penambahan 1 ml
gas asetilen ke
dalam tabung

inkubasi

23

Pengukuran laju..., Widiastuti, FMIPA UI, 2012



xxxvii

Universitas Indonesia

Pengambilan 1
ml udara dari
dalam tabung

inkubasi

Penyuntikan 1ml udara
ke dalam injection port
pada alat kromatografi

gas

Penekanan tombol start
pada printer

kromatografi gas

Gambar 3.5. Skema Kerja Pengambilan Udara untuk Pengukuran Etilen

3.4.  Penyusunan, Pengolahan, dan Analisis Data

Data yang diperoleh disusun dalam bentuk tabel dan gambar.  Analisis

data dilakukan secara kuantitatif meliputi perhitungan laju reduksi asetilen

menjadi etilen dan konversi hasil perhitungan laju reduksi asetilen menjadi laju

fiksasi nitrogen, melalui rumus berikut:

Laju Reduksi Asetilen menjadi Etilen (µmol ml-1 g-1) =

×
( ) (3.1)

[Hawkes 2001: 3.]

Laju Fiksasi Nitrogen (µmol ml-1 g-1) =

Laju reduksi asetilen menjadi etilen (µmol ml-1 g-1) x 3 (3.2)

24

Pengukuran laju..., Widiastuti, FMIPA UI, 2012



xxxviii

Universitas Indonesia

BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Pengamatan Morfologi Makroskopis dan Mikroskopis

Cyanobacteria ordo Nostocales yang digunakan dalam penelitian merupakan

koleksi Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Departemen Biologi FMIPA UI.

Cyanobacteria koleksi tersebut diisolasi dari beberapa lahan persawahan di

wilayah Jawa Barat, Bali, dan Sulawesi Selatan. Cyanobacteria ordo Nostocales

yang digunakan berjumlah 8 strain, yaitu BAD5, CIM7, CPG8, CPG24, GIA12-

02, GIA13a, TAB7d, dan BTM6-02. Hasil karakterisasi molekuler melalui data

sekuen parsial gen 16S rRNA dengan panjang 700 pb menunjukkan bahwa 8

strain yang digunakan dalam penelitian merupakan genus Nostoc (Hendrayanti,

komunikasi pribadi).

Pengamatan morfologi makroskopis dan mikroskopis dilakukan pada strain

Nostoc berumur 21 hari dalam medium BG 11 padat bebas unsur nitrogen yang

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

µmol/m2/s).  Hasil prapenelitian menunjukkan strain Nostoc berumur 21 hari

telah memiliki biomassa yang cukup untuk pengujian.

Hasil pengamatan menunjukkan 8 strain Nostoc tersebut memiliki karakter

morfologi makroskopis maupun mikroskopis yang bervariasi.  Perbedaan

karakteristik makroskopis tersebut menjadi salah satu alasan pemilihan strain.

Selain itu, strain-strain Nostoc yang diujikan menunjukkan pertumbuhan yang

baik dan bebas dari kontaminasi.  Pertumbuhan yang baik dicirikan dengan

adanya pertambahan berat biomassa dan diameter koloni seiring dengan

pertambahan umur strain Nostoc. Menurut Timotius (1982: 120) arti

pertumbuhan dari segi populasi dapat ditunjukkan dengan adanya penambahan

jumlah atau massa sel yang tumbuh.

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi makroskopis, masing-masing

strain Nostoc tampak tergabung dalam koloni yang kompak (firm) dan diselubungi

oleh selaput lendir.  Data pengamatan makroskopis yang meliputi warna koloni,

tekstur permukaan, dan profil koloni dapat dilihat pada Tabel 4.1.  Panduan warna
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Castell-Polychromos No.9216 (Lampiran 2) digunakan sebagai panduan dalam

menentukan warna koloni strain Nostoc.

Tabel 4.1. Hasil Pengamatan Morfologi Makroskopis 8 Strain Nostoc Umur 21
hari dalam Medium BG 11 Bebas Unsur Nitrogen pada Suhu 23º C

Delapan strain Nostoc yang digunakan dalam penelitian memperlihatkan 2

jenis warna koloni, yaitu hijau rumput dan hijau zaitun (Gambar 4.1). Strain

Nostoc CIM7 dan CPG24 menunjukkan warna koloni hijau rumput.  Enam strain

Nostoc yang lain, yaitu CPG8, BAD5, GIA12-02, GIA13a, BTM6-02 dan TAB7d

memiliki warna koloni hijau zaitun.

Variasi juga terlihat pada hasil pengamatan tekstur permukaan koloni strain

Nostoc. Tekstur permukaan mengilap ditunjukkan oleh strain Nostoc CPG24,

CIM7, TAB7d, dan GIA13a.  Tekstur permukaan kasar dan bergranul ditunjukkan

oleh strain Nostoc CPG8, BAD5, GIA12-02, dan BTM6-02.  Hasil pengamatan

profil koloni memperlihatkan 2 pola, yaitu menyebar dan menggunung.  Strain

Nostoc CPG24 dan CIM7 menunjukkan profil koloni menyebar.  Keenam strain

Nostoc yang lain, yaitu CPG8, BAD5, GIA12-02, GIA13a, BTM6-02 dan TAB7d,

menunjukkan profil koloni menggunung.

Karakter morfologi makroskopis strain-strain Nostoc tersebut, secara umum

sesuai dengan deskripsi dalam penelitian Yuliana (2009: 41--59), kecuali strain

Nostoc GIA13a dan TAB7d.  Karakter morfologi makroskopis 2 strain tersebut

sedikit berbeda dengan karakter morfologi makroskopis strain Nostoc GIA13a dan

TAB7d yang digunakan dalam penelitian Yuliana (2009: 41--59).  Tekstur

permukaan strain Nostoc GIA13a dan TAB7d yang digunakan dalam penelitian

adalah mengilap, sedangkan tekstur permukaan strain Nostoc GIA13a dan TAB7d

dalam penelitian Yuliana (2009: 41--59) adalah kasar dan bergranul.  Proses

No Kode Strain Warna Koloni Tektur Permukaan Profil Koloni
1 CIM7 Hijau rumput Mengilap Menyebar
2 CPG24 Hijau rumput Mengilap Menyebar
3 CPG8 Hijau zaitun Kasar, bergranul Menggunung
4 BAD5 Hijau zaitun Kasar, bergranul Menggunung
5 GIA12-02 Hijau zaitun Kasar, bergranul Menggunung
6 GIA13a Hijau zaitun Mengilap Menggunung
7 TAB7d Hijau zaitun Mengilap Menggunung
8 BTM6-02 Hijau zaitun Kasar, bergranul Menggunung
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subkultur yang berulang kali dan terus menerus diduga menjadi penyebab

perubahan karakter morfologi makroskopis strain Nostoc GIA13a dan TAB7d.

Carr (lihat Whitton & Potts 2000: 9) melaporkan bahwa proses subkultur yang

dilakukan berulang kali dan terus menerus dapat mengakibatkan perubahan

karakter morfologi dari organisme yang bersangkutan.

Gambar 4.1.  Morfologi Makroskopis strain Nostoc CIM7 dan BTM6-02
[Dokumentasi pribadi, 2011.]

Pengamatan morfologi mikroskopis yang dilakukan meliputi jumlah, letak,

dan ukuran sel heterokis serta ukuran sel vegetatif. Pengamatan morfologi

mikroskopis strain-strain Nostoc dilakukan pada setiap 3 filamen per satuan

bidang pandang mikroskop. Pengamatan dilakukan pada 10 bidang pandang yang

berbeda dengan perbesaran 400x.  Sehingga, diperoleh data dari 30 filamen untuk

setiap strain Nostoc yang diujikan.  Data hasil pengamatan karakter morfologi

strain Nostoc secara mikroskopis tertulis dalam Tabel 4.2.

Keterangan:
a. CIM7
b. BTM6-02

a

b
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Tabel 4.2.  Hasil Pengamatan Morfologi Mikroskopis 8 Strain Nostoc Umur 21
hari dalam Medium BG 11 Bebas Unsur Nitrogen pada Suhu 23º C

No Kode Strain Sel vegetatif Sel Heterokis
Panjang

(µm)
Lebar
(µm)

Panjang
(µm)

Lebar
(µm)

Jumlah (per
30 filamen)

1 CIM7 2,5-3,75 1,25-2,5 5-6,25 3,75 33
2 CPG24 2,5-5 2,5-3,75 3,75-7,5 2,5-5 79
3 CPG8 2,5-6,25 2,5-5 5-6,25 3,75-6,25 40
4 BAD5 3,75-6,25 3,75-5 5-7,5 5 44
5 GIA12-02 3,75-6,25 2,5-3,75 10-12,5 3,75-6,25 32
6 GIA13a 3,75-5 2,5 5-6,25 3,75-5 36
7 TAB7d 3,75-5 2,5-3,75 5-7,5 5-6,25 44
8 BTM6-02 3,75-7,5 2,5-5 5-10 3,75-6,25 34

Hasil pengamatan mikroskopis memperlihatkan perbedaan ukuran antara sel

vegetatif dengan sel heterokis pada tiap strain Nostoc (Gambar 4.2).  Hasil

tersebut sesuai dengan literatur yang menyatakan bahwa sel heterokis memiliki

ukuran yang lebih besar dibandingkan sel vegetatif (Graham & Wilcox 2000:

118).

Ukuran sel heterokis maupun sel vegetatif pada tiap strain Nostoc cukup

bervariasi.  Sebagai contoh, ukuran sel heterokis Nostoc carneum berkisar antara

5,5--6,5 µm.  Sedangkan ukuran sel vegetatif Nostoc carneum berkisar antara 3--4

µm (Whitton 2000: 105).  Pereira dkk. (2005: 30) melaporkan bahwa ukuran sel

heterokis pada Nostoc ellipsosporum adalah 5,6--6,4 x 7,2--10 µm dengan ukuran

sel vegetatif sebesar 5,6--6,4 µm.

Perbedaan ukuran sel vegetatif dengan sel heterokis pada penelitian

terutama ditunjukkan oleh strain Nostoc GIA12-02, CIM7, BTM6-02, GIA13a,

dan TAB7d.  Ukuran sel heterokis pada strain Nostoc GIA12-02 merupakan

ukuran paling besar jika dibandingkan dengan 7 strain Nostoc lain.  Beberapa sel

heterokis yang teramati pada strain Nostoc GIA12-02 bahkan memiliki ukuran

dua kali lebih besar dibandingkan sel vegetatif.  Panjang sel heterokis pada strain

Nostoc GIA12-02 berkisar antara 10--12,5 µm dengan lebar 3,75--6,25 µm.
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Gambar 4.2.  Morfologi Mikroskopis 8 strain Nostoc umur 21 hari dalam medium
BG 11 padat bebas unsur nitrogen

[Dokumentasi pribadi, 2011.]

Ukuran panjang sel vegetatif dari strain Nostoc GIA12-02 adalah 3,75--6,25

µm dengan lebar 2,5--3,75 µm.  Strain Nostoc BTM6-02 juga memiliki ukuran sel

heterokis yang cukup besar, yakni panjang 5--10 µm dan lebar 3,75--6,25 µm.  Sel

vegetatif strain Nostoc BTM6-02 memiliki ukuran panjang 3,75--7,5 µm dan lebar

2,5--5 µm.

Hasil pengamatan menunjukkan strain Nostoc CPG24 memiliki jumlah sel

heterokis terbanyak, yaitu 79 sel heterokis.  Ditemukan rata-rata sebanyak 2--3 sel

heterokis pada setiap filamen.  Tujuh strain lain menunjukkan jumlah sel heterokis

Keterangan:
(a) CIM7
(b) CPG24
(c) CPG8
(d) BAD5
(e) GIA12-02
(f) GIA13a
(g) TAB7d
(h) BTM6-02

: Sel vegetatif
: Sel Heterokis

Skala Okuler : 0,25 µm
Perbesaran 400x

a b c

d e f

g h
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yang berbeda-beda.  Jumlah sel heterokis yang ditemukan dalam 30 filamen untuk

setiap strain Nostoc berkisar antara 32--44 buah. Strain Nostoc GIA12-02

memiliki jumlah sel heterokis terkecil yaitu 32 buah, sedangkan pada strain

Nostoc BAD5 dan TAB7d ditemukan sel heterokis sebanyak 44 buah. Hasil

pengamatan pada 4 strain Nostoc lain, yaitu CIM7, BTM6-02, GIA13a, dan CPG8

memperlihatkan jumlah sel heterokis yang relatif sama, yaitu 33, 34, 36, dan 40

buah.

Jumlah sel heterokis dalam tiap filamen diduga menjadi salah satu faktor

yang memengaruhi nilai laju reduksi asetilen pada suatu strain.  Selain itu, ukuran

sel heterokis yang relatif besar pada 8 strain Nostoc diduga juga menjadi salah

satu faktor yang memengaruhi laju reduksi asetilen menjadi etilen.

4.2.  Hasil Pengukuran Laju Reduksi Asetilen dengan Metode ARA

Berat biomassa basah strain Nostoc yang digunakan dalam pengukuran

ARA adalah 0,1 gram (Tabel 4.3). Tabel 4.3 menunjukkan rerata nilai laju

reduksi asetilen menjadi etilen tanpa penambahan asetilen dan dengan

penambahan asetilen ke dalam tabung inkubasi.  Konsentrasi etilen yang terukur

pada tabung tanpa penambahan asetilen menunjukkan nilai yang lebih rendah

dibandingkan dengan konsentrasi etilen yang terukur pada tabung dengan

penambahan asetilen.

Konsentrasi etilen yang terukur pada tabung tanpa penambahan asetilen

berkisar antara 0--0,42 µmol.  Konsentrasi etilen terendah ditunjukkan oleh strain

Nostoc CIM7, sedangkan konsentrasi etilen tertinggi ditunjukkan oleh strain

Nostoc BAD5.  Tabung inkubasi berisi strain Nostoc CIM7 bahkan menunjukkan

tidak ada etilen yang terdeteksi.  Hardy dkk. (1968: 1188) melaporkan bahwa

pengujian ARA dengan kromatografi gas dapat mendeteksi sampel hingga

konsentrasi 0,001 µmol.  Konsentrasi etilen pada tabung inkubasi berisi strain

Nostoc CIM7 diduga kurang dari 0,001 µmol, sehingga tidak dapat dideteksi

dengan kromatografi gas.
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Tabel 4.3.  Hasil Pengukuran Laju Reduksi Asetilen menjadi Etilen
dengan Metode ARA

Pengukuran konsentrasi etilen pada tabung inkubasi berisi sampel tanpa

penambahan asetilen dilakukan guna memastikan bahwa tidak ada etilen dalam

tabung sebelum waktu inkubasi.  Konsentrasi etilen pada tabung inkubasi tanpa

penambahan asetilen dapat digunakan sebagai pembanding terhadap nilai laju

reduksi asetilen menjadi etilen pada pada tabung setelah 3 waktu inkubasi.  Nilai

laju reduksi asetilen menjadi etilen yang terukur pada waktu inkubasi 30, 60

maupun 90 menit tidak dipengaruhi oleh konsentrasi etilen pada tabung tanpa

penambahan asetilen.  Hasil tersebut membuktikan bahwa terjadi reaksi reduksi

asetilen menjadi etilen setelah penambahan gas asetilen pada tabung inkubasi.

Berdasarkan hasil penelitian, laju reduksi asetilen pada tabung dengan

penambahan asetilen yang diinkubasi pada 3 waktu berbeda memperlihatkan nilai

yang bervariasi.  Rerata nilai laju reduksi asetilen menjadi etilen dengan

penambahan asetilen pada waktu inkubasi 30, 60, dan 90 menit dapat dilihat pada

Tabel 4.3.  Nilai laju reduksi asetilen yang terukur pada 3 waktu inkubasi berkisar

antara 97,48--1297,50 µmol.  Berdasarkan nilai tersebut, 8 strain Nostoc

dikelompokkan menjadi 3 kelompok data.

Kelompok data pertama (Tabel 4.3 & Gambar 4.3) terdiri atas data dengan

nilai laju reduksi asetilen berkisar antara 90--200 µmol. Kelompok data kedua

(Tabel 4.3 & Gambar 4.4) terdiri atas data dengan nilai laju reduksi asetilen antara

340--450 µmol. Adapun kelompok data ketiga (Tabel 4.3 & Gambar 4.5) terdiri

No Kode
Strain

Biomassa
(gram)

Laju reduksi asetilen menjadi etilen (µmol.ml-1g-1)
pada waktu inkubasi

Tanpa
penambahan

asetilen

Dengan penambahan asetilen

30 menit 30 menit 60 menit 90 menit
1 CPG24 0,1 0,25 113.62 110.14 97.48
2 TAB7d 0,1 0,33 156.89 120.13 103.10
3 GIA13a 0,1 0,16 192.84 122.58 106.20
4 BAD5 0,1 0,42 374.15 390.43 341.41
5 CPG8 0,1 0,19 426.76 408.49 391.34
6 CIM7 0,1 0 957.35 930.25 868.78
7 BTM6-02 0,1 0,07 1059.13 1297.50 1208.08
8 GIA12-02 0,1 0,10 1289.97 729.74 1108
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atas data dengan nilai laju reduksi asetilen yang tinggi, yaitu antara 720--1300

µmol.

Gambar 4.3. Laju Reduksi Asetilen strain Nostoc CPG24, TAB7d, dan GIA13a

Gambar 4.4. Laju Reduksi Asetilen strain Nostoc BAD5 dan CPG8

Tiga strain Nostoc yang termasuk dalam kelompok data pertama adalah

CPG24, TAB7d, dan GIA13a. Ketiga strain pada kelompok data pertama

memperlihatkan pola reduksi asetilen yang sama, yaitu nilai tertinggi diperoleh

pada inkubasi 30 menit dan terus menurun pada waktu inkubasi 60 dan 90 menit.

Nilai laju reduksi asetilen strain Nostoc CPG24, TAB7d, dan GIA13a pada

inkubasi 30 menit secara berurutan adalah 113,62; 156,89; dan 192,84 µmol.

Nilai laju reduksi asetilen pada waktu inkubasi 60 menit untuk masing-masing

0
25
50
75

100
125
150
175
200
225

30 menit 60 menit 90 menitLa
ju

 r
ed

uk
si

 a
se

til
en

 m
en

ja
di

et
ile

n 
(µ

m
ol

.m
l-1

g-1
)

Waktu Inkubasi

CPG24

TAB7d

GIA13a

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450

30 menit 60 menit 90 menit

La
ju

 r
ed

uk
si

 a
se

til
en

 m
en

ja
di

et
ile

n 
(µ

m
ol

.m
l-1

g-1
)

Waktu Inkubasi

BAD5

CPG8

32

Pengukuran laju..., Widiastuti, FMIPA UI, 2012



xlvi

Universitas Indonesia

strain tersebut adalah 110,14; 120,13; dan 122,58 µmol.  Adapun nilai laju reduksi

asetilen pada waktu inkubasi 90 menit untuk masing-masing strain Nostoc

tersebut adalah 97,48; 103,10; dan 106,20 µmol.

Kelompok data kedua terdiri atas 2 strain Nostoc, yaitu BAD5 dan CPG8.

Kelompok data kedua menunjukkan 2 pola reduksi asetilen.  Pola pertama

ditunjukkan oleh strain Nostoc CPG8, yaitu nilai tertinggi pada waktu inkubasi 30

menit dan terus menurun untuk waktu inkubasi 60 dan 90 menit.  Pola strain

Nostoc CPG8 tersebut sama dengan pola dari 3 strain Nostoc pada kelompok data

pertama. Pola kedua ditunjukkan oleh strain Nostoc BAD5, yaitu nilai tertinggi

diperoleh pada inkubasi 60 menit dan nilai terendah diperoleh pada inkubasi 90

menit.

Nilai laju reduksi asetilen strain Nostoc BAD5 dan CPG8 pada waktu

inkubasi 30 menit adalah sebesar 374,15 dan 426,76 µmol.  Nilai laju reduksi

asetilen kedua strain Nostoc tersebut pada waktu inkubasi 60 menit secara

berurutan adalah 390,43 dan 408,49 µmol. Nilai laju reduksi asetilen untuk

masing-masing strain Nostoc tersebut pada waktu inkubasi 90 menit adalah

341,41 dan 391,34 µmol.

Gambar 4.5. Laju Reduksi Asetilen strain Nostoc CIM7, BTM6-02,
dan GIA12-02
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Kelompok data ketiga terdiri atas 3 strain Nostoc, yaitu CIM7, BTM6-02,

dan GIA12-02. Kelompok data ketiga menunjukkan 3 pola laju reduksi asetilen

yang berbeda. Strain Nostoc CIM7 menunjukkan pola reduksi asetilen yang sama

dengan 3 strain pada kelompok data pertama. Strain Nostoc BTM6-02

menunjukkan laju reduksi asetilen tertinggi pada waktu inkubasi 60 menit dan

nilai terendah pada inkubasi 30 menit.  Pola reduksi asetilen pada strain Nostoc

BTM6-02 selanjutnya disebut pola ketiga.  Adapun pola reduksi keempat

ditunjukkan oleh strain Nostoc GIA12-02.  Hasil ARA tertinggi pada strain

GIA12-02 didapat pada waktu inkubasi 30 menit dengan nilai terendah pada

waktu inkubasi 60 menit.

Rerata laju reduksi asetilen menjadi etilen tertinggi pada waktu inkubasi 30

menit didapat oleh strain Nostoc GIA12-02 dengan nilai sebesar 1289,97 µmol.

Urutan kedua tertinggi ditempati oleh strain Nostoc BTM6-02 dengan rerata nilai

sebesar 1059,13 µmol.  Strain Nostoc CIM7 dengan nilai laju reduksi asetilen

sebesar 957,35 µmol berada pada urutan ketiga tertinggi. Nilai laju reduksi

asetilen strain Nostoc GIA12-02, CIM7, dan BTM6-02 pada waktu inkubasi 60

menit masing-masing adalah sebesar 729,74; 930,25; dan 1297,50 µmol. Nilai

laju reduksi asetilen strain Nostoc CIM7, GIA12-02, dan BTM6-02 pada waktu

inkubasi 90 menit secara berurutan adalah 868,78; 1108; dan 1208,08 µmol.

Hasil pengukuran ARA pada waktu inkubasi 60 dan 90 menit secara umum

menunjukkan nilai laju reduksi asetilen menjadi etilen yang lebih rendah

dibandingkan pada waktu inkubasi 30 menit. Persentase penurunan nilai yang

terjadi pada 7 strain Nostoc cukup bervariasi (Tabel 4.4).  Persentase penurunan

nilai ARA untuk waktu inkubasi 30 ke 60 menit berkisar antara 2,83% hingga

43,43%.  Strain Nostoc CIM7 memperlihatkan persentase penurunan nilai terkecil

yaitu 2,83% (27,10 µmol).  Sebaliknya, strain Nostoc GIA12-02 memperlihatkan

persentase penurunan nilai terbesar yaitu 43,43% (560,23 µmol).

Data persentase penurunan nilai ARA untuk waktu inkubasi 30 ke 90 menit

secara umum memperlihatkan nilai yang lebih besar dibandingkan data persentase

penurunan nilai ARA untuk waktu inkubasi 30 ke 60 menit.  Persentase

penurunan nilai ARA untuk inkubasi 30 ke 90 menit berbeda-beda pada 7 strain

Nostoc yang diujikan (Gambar 4.6).  Persentase penurunan berkisar antara 8,30%
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hingga 44,93%.  Strain Nostoc CPG8, BAD5 dan CIM7 mengalami penurunan

nilai dibawah 10%, yaitu masing-masing sebesar 8,30; 8,75; dan 9,25%.  Strain

Nostoc GIA12-02 dan CPG24 mengalami penurunan sebesar 14,11 dan 14,20%.

Sedangkan 2 strain Nostoc lain, yaitu TAB7d dan GIA13a mengalami penurunan

yang paling tinggi yaitu 34,28 dan 44,93%.

Tabel 4.4.  Persentase Penurunan Nilai Laju Reduksi Asetilen menjadi Etilen
dengan Metode ARA

No Kode
Strain

Penurunan Nilai Laju Reduksi Asetilen
Dari 30 ke 60 menit Dari 30 ke 90 menit

Selisih Penurunan
(µmol)

Persentase
(%)

Selisih Penurunan
(µmol)

Persentase
(%)

1 CPG24 3,48 3,06 16,14 14,20
2 TAB7d 36,76 23,43 53,79 34,28
3 GIA13a 70,26 36,43 86,64 44,93
4 BAD5 -* -* 32,74 8,75
5 CPG8 18,27 4,28 35,42 8,30
6 CIM7 27,10 2,83 88,57 9,25
7 GIA12-02 560,23 43,43 181,97 14,11

Ket : * : mengalami kenaikan

Persentase penurunan nilai ARA secara umum dapat digunakan untuk

menggambarkan stabilitas laju reduksi asetilen pada strain Nostoc yang diujikan.

Lima strain Nostoc dengan persentase penurunan yang rendah (<15%) diduga

memiliki laju reduksi asetilen yang lebih stabil dibandingkan dengan 2 strain

Nostoc lain.  Strain Nostoc CIM7 dan GIA12-02 menunjukkan nilai laju reduksi

asetilen yang tinggi dengan persentase penurunan kurang dari 15%, sehingga 2

strain tersebut diduga lebih unggul dibandingkan strain Nostoc lain yang diujikan.

Meskipun demikian, perlu ditekankan kembali bahwa hasil tersebut berlaku dalam

sebuah sistem tertutup (dalam tabung).  Penelitian yang dilakukan pada sebuah

sistem terbuka (di lapangan) mungkin mendapatkan hasil yang berbeda.

Penelitian yang dilakukan dalam sebuah sistem terbuka melibatkan

beberapa faktor, diantaranya faktor biotik dan abiotik.  Kompetisi yang terjadi

antara sampel penelitian dengan kedua faktor tersebut mungkin dapat

menyebabkan perbedaan pada hasil penelitian.  Sebagai contoh, telah dilakukan

penelitian untuk mengetahui pengaruh pemberian strain Nostoc TAB7d, BAD5,
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GIA13a, CPG24, CIM7, dan CPG8 pada tanaman padi varietas Ciherang

(Septiani 2011: 38--41; Amanina 2011: 60).  Penelitian dilakukan dalam pot

berdiameter 25cm yang disimpan dalam rumah kaca selama 4 bulan.

Gambar 4.6.  Diagram Batang Persentase Penurunan Nilai ARA
dari inkubasi 30 ke 90 menit pada 7 strain Nostoc

Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa penambahan strain Nostoc

TAB7d, BAD5, dan GIA13a berpengaruh meningkatkan panjang akar dan jumlah

buah isi, serta menurunkan jumlah buah kosong.  Pemberian strain Nostoc

GIA13a memberi pengaruh paling baik dibandingkan pemberian strain Nostoc

BAD5 dan TAB7d (Septiani 2011: 38--41).  Penelitian Amanina (2011: 60)

membuktikan bahwa pemberian strain Nostoc CPG24 dan CIM7 berpengaruh

meningkatkan tinggi tanaman.  Pemberian strain Nostoc CPG24 dan CPG8

berpengaruh menurunkan jumlah buah kosong.  Penelitian Amanina

menyimpulkan bahwa strain Nostoc CPG24 lebih potensial dibandingkan strain

Nostoc CPG8 dan CIM7.

Hasil penelitian Septiani dan Amanina secara umum menggambarkan

bahwa strain Nostoc GIA13a dan CPG24 memiliki kemampuan adaptasi yang

lebih baik dibandingkan 4 strain Nostoc lain yang digunakan dalam penelitian.

Kemampuan adaptasi strain Nostoc GIA13a dan CPG24 menyebabkan strain

Nostoc tersebut mampu melakukan laju fiksasi nitrogen dengan optimal, sehingga
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menunjukkan pengaruh pada pertumbuhan tanaman padi.  Empat strain Nostoc

lain diduga tidak mampu beradaptasi dengan baik di lingkungan rumah kaca,

sehingga laju fiksasi nitrogen pada keempat strain Nostoc tersebut menjadi lebih

rendah.

Laju reduksi asetilen menjadi etilen mencapai nilai tertinggi pada waktu

inkubasi yang berbeda untuk tiap spesies yang diujikan.  Penelitian Hardy dkk.

(1968: 1189) pada Azotobacter menunjukkan kurva hubungan antara laju reduksi

asetilen dan waktu inkubasi membentuk garis linier selama 45 menit, kemudian

perlahan menurun hingga akhirnya berhenti ketika ATP sebagai sumber energi

sudah tidak tersedia.  Penelitian laju reduksi asetilen pada bintil akar kacang-

kacangan mencapai nilai tertinggi pada inkubasi 60 menit, kemudian mengalami

penurunan (Hardy dkk. 1968: 1198).

Adapun hasil penelitian ini menunjukkan 6 strain Nostoc memiliki laju

reduksi asetilen tertinggi pada inkubasi 30 menit.  Hasil penelitian ini

menggambarkan bahwa produk hasil fiksasi berupa amonia akan diperoleh dalam

jumlah maksimum ketika dipanen setelah waktu inkubasi 30 menit, karena ketika

diinkubasi pada waktu yang lebih lama akan terjadi penurunan laju fiksasi

nitrogen.

4.3. Konversi Hasil Laju Reduksi Asetilen menjadi Laju Fiksasi Nitrogen

Hasil pengukuran laju reduksi asetilen menjadi etilen dengan metode ARA

harus dikonversi terlebih dahulu sehingga dapat dinyatakan sebagai laju fiksasi

nitrogen.  Reduksi 3 mol asetilen menjadi etilen setara dengan transfer 1 mol

nitrogen menjadi amonia (Reporter 1985: 161).  Oleh karena itu, nilai laju reduksi

asetilen menjadi etilen yang diperoleh dalam penelitian dikonversi menjadi nilai

laju fiksasi nitrogen melalui rumus 3.2.

Nilai laju fiksasi nitrogen untuk masing-masing strain Nostoc tercantum

pada Tabel 4.5.  Sesuai dengan hasil pengukuran ARA, laju fiksasi nitrogen hasil

konversi menunjukkan nilai tertinggi pada inkubasi 30 menit untuk masing-

masing strain Nostoc yang diujikan.  Meskipun demikian, terdapat pengecualian

untuk strain Nostoc BAD5 dan BTM6-02.  Kedua strain Nostoc tersebut

menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen tertinggi pada inkubasi 60 menit.
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Tabel 4.5.  Laju Fiksasi Nitrogen Hasil Konversi

Nilai laju fiksasi nitrogen yang diperoleh masing-masing strain Nostoc

pada 3 waktu inkubasi berkisar antara 292,44 hingga 3892,50 µmol.  Penelitian

Gao (1998: 45) pada Nostoc flagelliforme di Cina menunjukkan nilai laju fiksasi

nitrogen sebesar 1000--3000 µmol N2 per gram berat kering per jam.  Penelitian

pada Nostoc commune dari Artic Tundra menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen

sebesar 220--23.700 µmol C2H4 cm-2 h-1 (Liengen & Olsen 1997: 470).  Nilai laju

fiksasi nitrogen yang diperoleh dalam penelitian ini secara umum sesuai dengan

beberapa penelitian terdahulu.

Delapan strain yang diuji menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen yang

berbeda.  Beberapa faktor yang dapat memengaruhi pertumbuhan strain Nostoc

adalah medium, suhu, dan intensitas cahaya (Becker 1994: 9). Strain-strain

Nostoc yang digunakan dalam penelitian ditumbuhkan pada medium BG 11 padat

bebas unsur nitrogen. Strain Nostoc ditumbuhkan dalam cawan petri dan

diinkubasi dalam ruang kultur pada suhu 23±2º C dan intensitas cahaya sebesar

±3000 luks selama 21 hari.  Faktor-faktor yang memengaruhi pertumbuhan strain

Nostoc telah dikondisikan sama.  Dengan demikian, perbedaan nilai laju fiksasi

nitrogen pada masing-masing strain Nostoc bukan disebabkan oleh perbedaan

pertumbuhan strain.

Hasil pengamatan mikroskopik menempatkan strain Nostoc CPG24 sebagai

strain dengan jumlah sel heterokis terbanyak.  Meskipun demikian, strain Nostoc

CPG24 menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen yang terendah pada 3 waktu

inkubasi yang digunakan.  Strain Nostoc BAD5 dan TAB7d memiliki jumlah sel

heterokis yang sama, tetapi menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen yang berbeda.

No Kode Strain Laju Fiksasi Nitrogen (µmol.ml-1g-1)
pada Waktu Inkubasi

30 menit 60 menit 90 menit
1 CPG24 340,86 330,42 292,44
2 TAB7d 470,67 360,39 309,30
3 GIA13a 578,52 367,74 318,60
4 BAD5 1122,45 1171,29 1024,23
5 CPG8 1280,28 1225,47 1174,02
6 CIM7 2872,05 2790,75 2606,34
7 BTM6-02 3177,39 3892,50 3624,24
8 GIA12-02 3869,91 2189,22 3324
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Nilai laju fiksasi nitrogen tertinggi untuk strain Nostoc BAD5 adalah 1171,29

µmol, sedangkan nilai laju fiksasi nitrogen tertinggi untuk strain Nostoc TAB7d

adalah 470,67 µmol.  Strain Nostoc GIA12-02 dengan jumlah sel heterokis

terkecil (32 buah) menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen yang tinggi, yaitu

3869,91 µmol.  Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa jumlah sel

heterokis pada masing-masing filamen strain Nostoc tidak memengaruhi laju

fiksasi nitrogen pada strain Nostoc yang diteliti.

Hasil pengamatan mikroskopik menunjukkan bahwa ukuran sel heterokis

lebih besar dibandingkan dengan ukuran sel vegetatif pada masing-masing strain

Nostoc yang diteliti.  Ukuran sel heterokis strain Nostoc GIA12-02 dan BTM6-02

lebih besar dibandingkan 6 strain Nostoc yang lain.  Nilai laju fiksasi nitrogen

kedua strain Nostoc tersebut juga lebih besar dibandingkan 6 strain yang lain.

Ukuran sel heterokis pada strain Nostoc CIM7 dan CPG8 relatif sama,

bahkan pada beberapa filamen strain Nostoc CPG8 ditemukan sel heterokis

dengan ukuran lebih besar.  Nilai laju fiksasi nitrogen pada strain Nostoc CIM7

lebih tinggi dibandingkan laju fiksasi nitrogen strain Nostoc CPG8.  Nilai laju

fiksasi nitrogen strain Nostoc CIM7 dua kali lipat lebih besar dibandingkan nilai

laju fiksasi nitrogen strain Nostoc CPG8 untuk masing-masing waktu inkubasi.

Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan bahwa ukuran sel heterokis

pada masing-masing strain Nostoc yang diteliti tidak memengaruhi nilai laju

fiksasi nitrogen yang diperoleh.

Fiksasi nitrogen bergantung pada fotosintesis dalam menyediakan ATP

sebagai sumber energi dan komponen karbon sebagai donor elektron.  Oleh

karena itu, durasi dan laju fiksasi nitrogen bergantung pada kondisi yang

memengaruhi fotosintesis dan ketersediaan karbon dalam sel, seperti kelembapan,

suhu, dan intensitas cahaya (Belnap 2001: 243).

Barsanti & Gualtieri (2006: 165) melaporkan bahwa laju fiksasi nitrogen

oleh mikroorganisme penambat nitrogen bergantung pada ketersediaan ATP dan

aktivitas enzim nitrogenase.  Penelitian lain oleh Hardy dkk. (1968: 1189) pada

Azotobacter mengungkapkan hubungan antara laju reduksi asetilen dengan

konsentrasi enzim nitrogenase.  Penelitian tersebut menunjukkan terdapat

hubungan linier antara laju reduksi asetilen dengan konsentrasi enzim nitrogenase
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pada spesies yang diujikan.  Berdasarkan penelitian tersebut, ada kemungkinan

perbedaan laju fiksasi nitrogen masing-masing strain Nostoc yang diujikan pada

penelitian ini dipengaruhi oleh konsentrasi enzim nitrogenase.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1.  Strain Nostoc yang diujikan menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen bervariasi.

2.  Enam strain Nostoc (75%) yaitu, CPG24, TAB7d, GIA13a, CPG8, CIM7, dan

GIA12-02 menunjukkan nilai laju fiksasi nitrogen tertinggi pada waktu

inkubasi 30 menit.

5.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan memperbanyak ulangan untuk
masing-masing strain Nostoc yang diujikan.
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Sterilisasi Alat dan bahan

Pemurnian strain, Pembuatan stock dan working culture

Perbanyakan biomassa strain

Pembuatan medium

Lampiran 1.  Skema Kerja Penelitian

Penimbangan strain

Penambahan 1 ml gas asetilen ke dalam tabung reaksi 10 ml berisi strain

Inkubasi strain selama 30, 60, dan 90 menit

Pengambilan 1 ml gas dalam tabung dengan syringe 5ml

Penyuntikan gas dalam syringe ke dalam gas chromatography

Analisis Data

Sterilisasi Alat dan Bahan
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Lampiran 2.  Panduan Warna Castell-Polychromos No.9216
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Lampiran 3

Cara Pembacaan Kromatogram dan Hasil Rekapitulasi Kromatogram

Luas puncak standar yang digunakan: 10.831

Luas puncak standar yang digunakan: 673.196

No Isolat Ulangan Biomassa
(gram)

Luas puncak pada waktu
inkubasi

30
menit

60
menit

90
menit

1 TAB7 1 0, 1087 69.992 42.873 30.615
2 2 0,1053 57.446 54.371 52.652
3 GIA13a 1 0,0745 51.096 27.045 26.009
4 2 0,0743 57.674 42.078 33.887
5 GIA12.02 1 0,0689 263.025 91.339 160.895
6 2 0,0699 416.789 294.069 423.980
7 BTM6.02 1 0,1042 164.426 293.909 258.897
8 2 0,1023 660.044 717.798 682.821

No Isolat Ulangan Biomassa
(gram)

Luas puncak pada waktu inkubasi
30 menit 60 menit 90 menit

1 CPG24 1 0,0558 15.496.460 14.924.273 13.632.827
2 2 0,0561 14.457.366 14.111.468 12.063.231
3 CIM7 1 0,0578 12.552.468 12.019.480 11.638.772
4 2 0,0553 12.938.444 12.741.948 11.504.641
5 CPG8 1 0,1064 10.291.104 10.177.342 9.714.709
6 2 0,1035 10.803.810 10.023.021 9.636.616
7 BAD5 1 0,1084 9.158.667 9.152.678 7.920.006
8 2 0,1087 9.980.871 10.821.107 9.546.295

Nomor  puncak Waktu retensi Luas puncak
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Lampiran 4

Kromatogram Gas Etilen Sebagai Standar

Standar gas etilen

Standar gas etilen
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Lampiran 4

Kromatogram Gas Etilen Sebagai Standar

Standar gas etilen

Standar gas etilen

51lxiv
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Lampiran 4

Kromatogram Gas Etilen Sebagai Standar

Standar gas etilen

Standar gas etilen
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Lampiran 5

Kromatogram strain Nostoc TAB7d

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 6

Kromatogram strain Nostoc TAB7d

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 90 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc Tab7d
inkubasi 90 menit

Ulangan 1
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Lampiran 7

Kromatogram strain Nostoc GIA13a

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 8

Kromatogram strain Nostoc GIA13a

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 90 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc GIA13a
inkubasi 60 menit

Ulangan 2
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Lampiran 9

Kromatogram strain Nostoc GIA12-02

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 10

Kromatogram strain Nostoc GIA12-02

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc GIA12-02
inkubasi 90 menit

Ulangan 2
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Lampiran 11

Kromatogram strain Nostoc BTM6-02

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 60 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 30 menit

Ulangan 2
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Lampiran 12

Kromatogram strain Nostoc BTM6-02

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc BTM6-02
inkubasi 90 menit

Ulangan 2
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Lampiran 13

Kromatogram strain Nostoc CPG24

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 14

Kromatogram strain Nostoc CPG24

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc CPG24
inkubasi 90 menit

Ulangan 2
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Lampiran 15

Kromatogram strain Nostoc CIM7

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 16

Kromatogram strain Nostoc CIM7

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 90 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CIM7
inkubasi 90 menit

Ulangan 1
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Lampiran 17

Kromatogram strain Nostoc CPG8

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 18

Kromatogram strain Nostoc CPG8

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc CPG8
inkubasi 90 menit

Ulangan 2
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Lampiran 19

Kromatogram strain Nostoc BAD5

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 30 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 30 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 60 menit

Ulangan 1
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Lampiran 20

Kromatogram strain Nostoc BAD5

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 60 menit

Ulangan 2

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 90 menit

Ulangan 1

Strain Nostoc BAD5
inkubasi 90 menit

Ulangan 2

67

Pengukuran laju..., Widiastuti, FMIPA UI, 2012



lxxxi

Universitas Indonesia

Lampiran 21

Contoh Perhitungan Nilai Laju Reduksi Asetilen menjadi Etilen

Luas puncak standar yang digunakan: 10.831

Ulangan 1 (U1):

×
( ) =

.. ×
,

= 169,86 (
µ. )

Ulangan 2 (U2):

×
( ) =

.. ×
,

= 143,91 (
µ. )

Rerata Nilai Laju Reduksi Asetilen menjadi Etilen :

= (U1 + U2) : 2 = (169,86 + 143,91) : 2 = 156,89 (
µ. )

No Isolat Ulangan Biomassa
(gram)

Luas puncak pada waktu
inkubasi

30
menit

60
menit

90
menit

1 TAB7 1 0, 1087 69.992 42.873 30.615
2 2 0,1053 57.446 54.371 52.652
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