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Alhamdulillah, puji syukur ke hadirat Allah SWT
atas segala limpahan rahmat dan karunia-Nya
sehingga buku ajar mengenai PRETREATMENT
MIKROALGA SEBAGAI BAHAN BAKU BIOFUEL ini
dapat diterbitkan. Materi pada buku ajar ini diambil
dari berbagai sumber baik buku maupun jurnal
penelitian terpercaya yang terkait dengan proses
pretreatment mikroalga. Penyusunan buku ajar ini
dimaksudkan untuk bahan ajar pada perkuliahan,
referensi pada penelitian, serta sebagai sumber
teori.

Buku ajar ini memuat informasi tentang berbagai
macam metode pretreatment mikroalga baik cara
fisika, kimia, dan termal agar diperoleh hasil
ekstraksi yang optimum, khususnya untuk
memperolen biomassa mikroalga berupa lipid,
protein, karbohidrat dan bahan bernilai tambah
lainya. Selain itu di dalam buku ajar ini juga berisi
uraian mengenai hidrolisis enzimatik karbohidrat
pada mikroalga menjadi bahan baku bioetanol.
Secara umum buku ajar ini dibagi menjadi tiga
bagian besar. Bagian pertama mengulas mengenai
biomassa mikroalga. Bagian kedua membahas
metode-metode pretreatment yang telah
dikembangkan selama beberapa dekade terakhir ini.
Dan bagian ketiga merupakan tahap lanjutan dari
proses prefreatment untuk menghasilkan bahan
baku utama bioetanol sebagai aplikasinya.

Akhirnya pada kesempatan ini, penulis
mengucapkan terima kasih kepada semua pihak



yang telah membantu hingga selesainya
penyusunan dan penerbitan buku ini. Kepada
pembaca buku ini, kami dengan senang hati
mengharapkan adanya kritk dan saran demi
perbaikan kualitas buku ajar ini. Semoga buku ajar
ini  dapat bermanfaat bagi pengembangan
pendidikan di Indonesia.

Yogyakarta, Januari 2020
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PENDAHULUAN

Penggunaan bahan bakar minyak bumi meningkat
pesat, mengakibatkan penurunan kuantitas sumber
bahan baku fosil. Disisi lain, bahan bakar fosil juga
menghasilkan gas CO, yang menyebabkan efek rumah
kaca (GHG). Kedua hal tersebut memicu dilakukannya
pengembangan berbagai macam sumber energi baru dan
terbarukan untuk memenuhi kebutuhan energi dunia
(Borines et al. dalam Lucio et al., 2018). Biofuel adalah
bahan bakar alternatif untuk mengurangi ketergantungan
terhadap bahan bakar fosil dimasa yang akan datang.
Produksi bioetanol dunia yang digunakan sebagai bahan
bakar di tahun 2018 mencapai lebih dari 100 juta m?
(Licht, 2018). Saat ini ada 2 jenis bahan bakar campuran
antara bensin-etanol yang telah digunakan pada
kendaraan bermotor di Amerika Serikat, yaitu E15 yang
didefinisikan oleh Environmental Protection Agency
(EPA) sebagai campuran bensin-etanol dengan
konsentrasi etanol sebesar 10,5 — 15% digunakan untuk
kendaraan konvensional yang dirakit mulai tahun 2001
hingga saat ini, dan E85 (atau flexible fuel) adalah
campuran bensin-etanol dengan konsentrasi etanol
sekitar 51 - 83%. Tujuan utama substitusi bahan bakar ini
yaitu untuk mendapatkan bahan bakar yang fleksibel

untuk kendaraan bermotor, menghemat biaya bahan
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bakar dan mengurangi emisi gas rumah kaca (GHG)
(RFA, 2015; DOE, 2016).

Langkah pertama untuk menemukan bahan baku
terbarukan (atau renewable raw materials) adalah
menentukan komposisi yang sesuai, terutama komposisi
karbohidratnya. Produksi bahan bakar dari biomassa
atau biofuel dikategorikan menjadi 3 generasi vyaitu,
generasi satu, dua dan tiga yang didasarkan pada
sumber bahan bakunya, secara berturut-turut tanaman
pangan (contohnya kedelai, jagung, padi, gandum,
kelapa sawit dll.), bahan berlignoselulosa (bongol jagung,
tandan kosong kelapa sawit, jerami padi, ampas tebu,
dll), dan alga. Dikarenakan generasi satu bersaing
dengan kebutuhan pangan, maka dilakukan
pengembangan menuju bioenergi dari sumber non-
pangan, salah satunya adalah alga yang menyimpan
karbohidrat dalam jumlah tinggi. Alga menyimpan
karbohidrat dalam bentuk cadangan makanan dan bahan
struktural, oleh karena itu alga memiliki potensi sebagai
bahan baku bioetanol yang berkelanjutan (Abdallah et al.,
2016).

Secara umum alga diklasifikasikan menjadi
mikroalga dan makroalga. Mikroalga adalah organisme
fotosintetik prokariotik atau eukariotik. Alga dapat hidup di
kondisi yang sulit dalam bentuk uniseluler maupun koloni

sederhana (Ozcimen dan Inan, 2015). Prokariotik



mikroalga dikenal sebagai cyanobacteria
(Cyanophyceae), dan eukariotik termasuk alga hijau
(Chlorophyta), diatom (Bacillariophyta) di antara
kelompok lainnya (Mata et al., 2010). Selain itu mikroalga
dapat memanfaatkan beberapa jalur metabolisme yaitu
fototropik, heterotropik, mikotropik dan fotoheterotropik
(Pacheco et al., 2015).
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BIOMASSA MIKROALGA

Mikroalga adalah organisme fotosintesis dengan
ukuran sel antara 2-200 ym dan kapasitas penangkapan
CO, yang tinggi. Mikroalga dapat tumbuh secara autotrof
maupun heterotrof dan mampu memproduksi sejumlah
besar biomassa yang mengandung minyak, protein dan
karbohidrat (komposisi tersebut tergantung dari spesies
dan kondisi pertumbuhan) (Alaswad et al., 2015; Baroukh
et al., 2015). Karena alga merupakan organisme yang
melakukan fotosintesis untuk memperoleh makanannya,
maka alga dapat memproduksi sejumlah besar minyak,
protein dan karbohidrat dalam waktu yang singkat.
Minyak merupakan komponen utama struktur internal
mikroalga, sedangkan karbohidrat dalam struktur alga
dapat digunakan untuk produksi etanol dengan berbagai
macam proses hidrolisis. Produksi bioetanol dari alga
memiliki beberapa keuntungan diantaranya, (1) tidak
bersaing dengan bahan pangan; (2) memiliki kandungan
karbohidrat cukup tinggi; (3) tidak memiliki lignin dan
memiliki kandungan hemiselulosa yang relatif rendah,
sehingga meningkatan yield hidrolisis dan fermentasi; (4)
mampu mengurangi kandungan CO, di atmosfer; (5)
dapat tumbuh dengan cepat diberbagai kondisi

lingkungan (misalnya, air tawar, air laut, air limbah); dan
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siklus produksi dan panen sel mikroalga sangat cepat (Li
et al., 2014).

Dinding sel mikroalga tersusun dari selulosa,
tetapi dapat mengandung pektin dan polisakarida sulfat.
Pati intraseluler ditemukan dalam plastida, berkisar dari
20 sampai 50 %. Sebagian besar lipid ditemukan
intraseluler dengan konsentrasi berkisar 20 sampai 60 %
(Ho et al., 2013b; Chen et al., 2014a). Komponen lain
seperti protein juga ditemukan dengan konsentrasi antara
20 sampai 50 %. Tabel 1 menunjukkan perbandingan

komposisi berbagai jenis mikroalga.

Tabel 1. Komposisi biokimia beberapa jenis mikroalga

Biomassa Karbohidrat Protein Lipid
Chlorella vulgaris 20,99 15,67 41,5
1
Spirulinna platensis 30,21 13,30 48,3
6
Chorella sorokiniana 35,67 9,90 18,8
1
Nannochloropsis oceania 22,70 24,80 19,1
0
Scenedesmus obliquus 13,41 4,66 30,3
8
Dunaliella tertiolecta 21,69 2,87 61,3
2
Dunaliella salina 32,00 57,00 9,00
Scenedesmus dimorphus 21-52 8-18 16-
40
Chlorococum humicola 32,50 - -
Chlamydomonas 22,60 64,70 12,6
reinhardtii 0
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Spirogyra sp. 33-64 6-20 11-

21
Porphyridium cruentum 40-57 28-39 9-14
Dunaliella salina 85,58 8,46 11,4
7

Konsentrasi senyawa  biokimia pada mikroalga
dipengaruhi oleh kondisi pertumbuhan dan media tumbuh

mikroalga.

Biomassa mikroalga seperti minyak, mineral,
karbohidrat dan protein dapat dimanfaatkan menjadi
bahan-bahan kimia, bahan bakar, pakan, biogas dan
produk bernilai tambah. Residu dari proses pengolahan
seperti gliserin dan digestate/sludge juga dapat diolah
menjadi produk bernilai tambah. Selain itu komponen
yang bernilai rendah dari fraksi protein dan karbohidrat
juga memiliki potensi sebagai daya untuk memproduksi
kombinasi panas dan daya (CPH) di kilang (Chew et al.,
2017). Gambar 1 menunjukkan beberapa produk turunan

hasil pengolahan biomassa mikroalga.
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Gambar 1. Biorefinery mikroalga (Gonzalez et al., 2015)

Produk bioteknologi berbasis biomassa mikroalga
telah banyak diproduksi secara global, baik dalam bentuk
bahan mentah maupun produk olahan. PT Evergen
Resources (PT ER) merupakan pabrik bioteknologi
berbasis mikroalga pertama di Indonesia yang
memproduksi antioksidan astaxanthin dari alga berjenis
Haematococcus pluvialis. Negara yang memiliki industri
bioteknologi berbasis mikroalga lainnya adalah Amerika
Serikat, Israel, Jepang dan beberapa negara Eropa (Adi
dan Syamsul, 2019). Gambar 2 menunjukkan peta
distribusi global perusahaan swasta yang memproduksi
makanan dan produk pakan komersial yang berasal dari

mikroalga. N menunjukkan jumlah perusahaan.
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Gambar 2. Distribusi global perusahaan swasta yang
memproduksi makanan dan produk pakan
komersial berbasis mikroalga (Vigani et al.,
2015).

Konstituen yang terkandung dalam mikroalga
seperti lipid, protein, karbohidrat dan sedikit lemak,
menyebabkan mikroalga menjadi bahan baku bioenergi
serbaguna untuk memproduksi biodiesel, bioetanol,
biogas, bio-hidrogen dan berbegai jenis bahan bakar
lainnya melalui metode termokimia dan biokimia.
Produksi bioenergi dari mikroalga untuk pembangunan
berkelanjutan yang fleksibel dibandingkan dengan
sumber daya alam lainnya secara teori ditunjukkan pada

gambar 3.
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Gambar 3. Pengembangan berbagai jenis bioenergi dari
mikroalga (Zhu et al., 2014).

Banyak sedikitnya konstituen pada mikroalga
salah satunya dipengaruhi oleh metode budidaya
mikrolaga yang digunakan. Budidaya mikroalga dapat
dilakukan dengan sistem terbuka (seperti kolam) dan
sistem tertutup (seperti fotobioreaktor). Kolam terbuka
merupakan sistem budidaya yang paling banyak
digunakan dalam industri, karena sistem terbuka memiliki
biaya investasi dan operasi yang rendah daripada sistem
lainnya karena. Namun, kondisi operasi yang sulit
dikontrol dan risiko kontaminasi oleh organisme lain
adalah kelemahan utama dari sistem terbuka. Selain
murah dan membutuhkan energi yang relatif rendah,
pembersihannya juga mudah. Meskipun sistem terbuka
memiliki biaya rendah dan pengoperasian yang mudah,
parameter seperti intensitas cahaya, suhu, pH, dan
konsentrasi oksigen terlarut tidak dapat dikontrol dengan
mudah. Spesies alga yang paling banyak diproduksi

dalam sistem terbuka adalah Spirulina, Chlorella dan
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Dunaliella (Costa dan Morais, 2014). Dibandingkan
dengan sistem terbuka, fotobioreaktor memiliki efisiensi
fotosintesis yang sangat tinggi, sehingga menghasilkan
biomassa yang tinggi. Meskipun harganya mabhal,
fotobioreaktor lebih disukai untuk budidaya mikroalga
tertentu. Hal ini dikarenakan, parameter utama yang
harus dikendalikan dalam budidaya mikroalga seperti
cahaya, pH, karbon dioksida dapat dicapai dan dikontrol,
serta rendahnya risiko kontaminasi pada sistem
fotobioreaktor. Selain itu, penguapan tidak terjadi pada
sistem tertutup sehingga memungkinkan mikroalga untuk
memproduksi bahan biokimia tertentu. Ada berbagai jenis
fotobioreaktor, namun sistem yang paling umum adalah
vertical dan horizontal tubular columns serta flat-type
(Yen et al., 2014). Budidaya mikroalga dengan sistem
terbuka dan tertutup yang telah beroperasi secara

komersial ditunjukkan oleh Gambar 4.
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Gambar 4. Sistem budidaya alga. (a) Sistem tertutup jenis
raceway pond system milik Cyanotech; (b) Sistem
tertutup jenis fotobioreaktor milik Algatech
(cyanotech.com, foodnewsinternational.com).

Budidaya mikroalga juga dikembangkan pada air
limbah, karena mikroalga berpotensi untuk
menghilangkan nitrogen, fisfor, karbon, dan residu
lainnya dari air limbah. Selain itu, air limbah menyediakan
nutrisi penting untuk pertumbuhan mikroalga, dapat
mengurangi biaya untuk budidaya, juga mengurangi
biaya terkait penambahan sumber karbon (Pawar, 2016;
Cai et al., 2013). Limbah yang digunakan antara lain air
limbah perkotaan, industri, pertanian dan limbah primer,
sekunder dari proses anaerob (Zhang et al., 2016; Cai et
al., 2013; Guldhe et al., 2017).

Pati
Pati merupakan salah satu polisakarida yang

keberadaannya cukup melimpah di alam. Sebagian besar
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pati terdapat dalam tumbuhan sebagai bahan utama

untuk menyimpan cadangan glukosa.

Pati adalah karbohidrat kompleks berwujud bubuk
putih, tidak berbau dan tidak larut dalam air. Pati
merupakan polisakarida yang terdiri dari dua jenis
polisakarida yaitu amilosa dan amilopektin. Umumnya
pati mengandung 20 - 30 % amilosa dan 70 - 80 %

amilopektin (Fessenden, 1982.

Amilosa merupakan D-Glukosa dengan ikatan a-(1,4)
glikosada (Gambar 5) yang berbentuk rantai lurus.
Amilosa dapat dihidrolisis dengan p-amilase menjadi unit-
unit glukosa dengan memutus ikatan a-(1,4) dari ujung

non pereduksi rantai amilosa menghasilkan maltosa.

Amilopektin seperti amilosa mempunyai ikatan a-(1,4)

pada rantai lurus serta ikatan B-(1,6) pada titik

percabangannya. Ikatan percabangan tersebut berjumlah
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Gambar 5. Struktur (a) amilosa, (b) glukosa, (c) amilopektin
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PRETREATMENT BIOMASSA
MIKROALGA

Tahapan utama pada proses biorefinery dari
biomassa mikroalaga adalah pretreatment bahan baku.
Pretreatment bertujuan untuk memperoleh senyawa
intraseluler seperti karbohidrat, protein, lipid dan senyawa
tambahan lainnya seperti oligosakarida rantai pendek,
anti oksidan serta pigmen dengan cara memecah dinding
sel dan memodifikasi struktur karbohidrat intraseluler
(Harun et al., 2014; Demuez et al., 2015).

Karbohidrat pada mikroalga ditemukan di dinding
sel dalam bentuk selulosa dan dalam plastid yang
berbentuk pati, utamanya sebagai gula cadangan.
Kandungan gula pada beberapa mikroalga menjadi
pertimbangan khusus untuk memproduksi bioetanol.
Gambar 6 menunjukkan letak pati dalam sel mikroalga.
Dinding sel mikroalga terdiri dari selulosa, pektin (asam
poligalakturonat), dan polisakarida sulfat, yang dapat
diimpregnasi dengan zat anorganik seperti Kalsium
karbonat, silika, dan magnesium (Castrillon et al., 2013;
Chen et al., 2013). Dinding sel mikroalga terdiri dari dua
lapisan, yaitu eksternal dan internal (Gambar 7). Dinding
sel eksternal dibentuk oleh matriks polisakarida seperti
pektin, agar, alginat, dan polimer algaenan; sedangkan

dinding sel internal terdiri dari pektin, fucans,
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hemiselulosa, dan glikoprotein dalam matriks mikrofibril
selulosa, dan ditemukan juga fukosa, xilosa, ramnosa,

arabinosa, dan galaktosa (Scholz et al., 2014).

Gambar 6. Visualisasi letak pati pada mikroalga (Lucio et al.,
2018)

Pectin, Agar, Alginate or
algaonan pelyimers

Internal cell
wall

Gambar 7. Komposisi dinding sel mikroalga (Lucio et al., 2018)

Produksi bioenergi dari mikroalga yang berbeda
akan memerlukan pretreatment yang berbeda pula, hal

ini dikarenakan komposisi dinding sel mikroalga berbeda
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untuk setiap jenisnya. Beberapa mikroalga memiliki
dinding sel dengan struktur yang lunak ataupun rigid
(kaku) sehingga lebih sulit untuk dihancurkan. Dinding
sel yang bersifat rigid atau kaku dapat menghambat
ekstraksi lipid untuk produksi biofuel, oleh karena itu
perlu dilakukan pretreatment untuk menghilangkan
gangguan produksi yang diakibatkan oleh sifat dinding
sel mikroalga. Di sisi lain tujuan akhir proses yaitu produk
biofuel yang diinginkan, dalam hal ini bioetanol, biogas,
biohidrogen menjadi pertimbangan khusus dalam
pemilihan metode pretreatment. Sebagai contohnya
produksi bioetanol, memerlukan gula sebagai bahan
bakunya, dimana gula dihasilkan dari degradasi selulosa,
sehingga hidrolisis secara kimia ataupun enzimatik
merupakan pilihan yang tepat. Metode pretreatment pada
mikroalga diklasifikasikan menjadi: mekanik (high-
pressure homogenizer dan bead mills), fisika (ultrasonik
dan microwave), panas/termal (autoclave dan steam
explotion), kimia (katalis dan enzim), dan kombinasi
beberapa metode. Klasifikasi tersebut secara jelas dapat
dilihat pada Gambar 8 (Onumaegbu et al., 2018).
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Pre-treatment methods for biofuel
production

Mechanical Physical ‘ Thermal Chemical Combined techniques

L Ultrasonic/

Microwave Autoclave Catalysis microwave/autoclave
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High Pressure
homgenizer

Bead mills Ultrasound Steam explosion Enzymes

Gambar 8. Klasifikasi pretreatment sel mikroalga

Metode Kimia

Katalis. Katalis yang dimaksud adalah senyawa
asam atau basa yang dikombinasikan dengan
pemanasan pada suhu sedang (120 hingga 150 °C).
Senyawa asam yang umum digunakan adalah Asam
sulfat, Asam klorida, Asam fosfat dan Asam nitrat,
sedangkan senyawa basa yang umum digunakan adalah
Natrium hidroksida, Kalium hidroksida, Amonia, dan
Natrium karbonat. Senyawa-senyawa tersebut digunakan
untuk mengkatalisis reaksi hidrolisis selulosa dan pati
menjadi gula. Parameter utama yang mempengaruhi
reaksi hidrolisis dengan menggunakan Kkatalis asam
maupun basa adalah pH, konsentrasi katalis, suhu dan
waktu hidrolisis. Tabel 2 berisi hasil penelitian yang telah
dilakukan dengan menggunakan katalis asam ataupun

basa untuk memproduksi etanol.
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Tabel 2. Penelitian tentang pembuatan etanol dengan katalis

asam dan basa

Jenis Katalis Kondisi Yield gula
Operasi (% massa
kering
biomassa)
Chlamydomona 3% H2S04 110 °C, 30 58
s reinhardtii menit
UTEX 90 *
Chlorococcum 0,75% NaOH 120 °C, 30 35
infusionum ** menit

*Nguyen et al., 2009; **Harun et al., 2011
Kelemahan metode Kkatalis asam-basa ini adalah
konsumsi bahan yang sangat besar, mahalnya biaya
konstruksi alat yang anti-korosi, perlu menetralkan
campuran asam/basa yang dilarukan secara homogen
dalam suspense mikroalga karena tidak dapat dipisahkan
setelah digunakan. Keunggulannya adalah mudah
dioperasikan dan menghasilkan yield hidrolisis yang
tinggi (Yoo, Park dan Yang, 2015).

Enzimatik. Enzim digunakan untuk menghidrolisis
dinding sel mikroalga, melepaskan komponen intraseluler
(seperti lipid) ke dalam bulk media, sehingga
memudahkan proses recovery. Keuntungan utama dari
hidrolisis enzimatis adalah reaksinya spesifik, tidak
membutuhkan kondisi khusus (seperti suhu tinggi dan
tekanan tinggi) dan mudah di scale up ke skala industri.
Kelemahan utamanya adalah pada segi biaya,
penggunaan enzim memerlukan biaya yang cukup tinggi
(Gunerken et al., 2015). Hidrolisis enzimatik dilakukan

dengan menggunakan berbagai enzim seperti selulase,
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amilase dan amiloglukosidase yang dapat menghidrolisis
dinding sel polisakarida. Penggunaan proteinase juga
telah dilakukan dan mampu menghidrolisis glikoprotein
yang ada di dalam dinding sel beberapa jenis mikroalga
(Gunerken et al., 2015; Pirwitz et al., 2016), sehingga
lebih efisien untuk memecah sel dan mengekstrak
senyawa yang diinginkan. Liang et al., (2012)
menggunakan campuran proteinase netral dan basa
untuk mendorong terjadinya degradasi sel. Untuk
mengkonversi polimer yang ada di dinding sel mikroalga,
endo — B — (1,4) — D — glukanase diperlukan untuk
memecah matriks selulosa dan cellulosic linkages,
sedangkan exo — B - (1,4) - D - glukanase
menghidrolisis selulosa menjadi oligosakarida yang lebih
kecil, dan B-glukosidase memecah ikatan glikosidik
menjadi glukosa dan maltosa. Skema hidrolisis sel
mikroalga dengan menggunakan enzim diilustrasikan

pada Gambar 9.
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Zheng et al (2016) bahwa

penggunaan campuran selulosa dengan beberapa jenis

melaporkan

polimer dapat meningkatkan efek hidrolisis enzim dengan
melindungi strukturnya sehingga dapat memperpanjang
masa hidupnya tanpa terjadi perubahan. Dinding sel
mikroalga dapat bersifat permeabel atau tidak tergantung
dari jenis mikroalganya. Enzim spesifik tidak sering
diperlukan untuk memecah dinding sel karena enzim ini
dapat mencapai karbohidrat intraseluler. Berbagai enzim
yang dapat digunakan dalam proses degradasi dinding

sel mikroalga dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Beberapa enzim yang dapat digunakan untuk

memecah dinding sel mikroalga

Microalgae Enzymes vSc* References

Cellulase
(0.122
FPU/mg);
Pectinase (240
IU/mg protein);
Amylase (16
FAU/mL);
B-glucosidase
(10 U/mL);
Xylanase (100
U/mL);
Chitinase (0.2
U/mL);
Lysozyme
(4000 U/mL);
Sulfatase (50
U/mL);
suhu50°C
pH 4.8

72 jam

Chlorella 79 %

. Kim et al. (2014)
vulgaris

Chlorella Glucanase (0.3 86 - 96 Mahdy et al.

vulgaris
Chlamydomona

mL/g biomass); %

Protease (0.2

(2014)
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s reinhardtii mL/g biomass);
suhu 50 °C
pH 4.5
5jam

Cellulase 1.5L

(60 uL/3 g

biomasa);

Novozyme 188 Hernandez et al.
(30uL/3g 100 % (2015)
biomasa);

Suhu 55 °C

pH 4.5

72 jam

Chlorella
sorokiniana

0.4 mL enzim /
Dunaliella g biomasa;
tertiolecta Suhu 55 °C
pH 5.5

80.9% Leeetal. (2013)

120 KNU/g
(300 AGU/mL);
Chlamydomona  Suhu 50 - 65
s reinhardtii °C
pH45-55
10 — 60 menit

56% Choi et al. (2010)

* g .
Saccharification rate

Metode Termal

Heat explosion. Heat explosion atau ledakan
panas digunakan untuk memecah sel mikroga agar
diperolah efisien ekstraksi biomassa yang tinggi. Agar
degradasi konstituen dalam biomassa tidak tejadi maka
metode ini harus dilakukan pada suhu rendah. Suhu yang
digunakan pada heat explosion berkisar antara 160 °
hinggan 260 °C, dengan menjaga tekanan konstan
antara 1,03 hingga 3,45 MPa. Salah satu hasil penelitian
menunjukkan bahwa pretreatment Nannochloropsis
gaditana dengan metode steam explosion dapat

menaikkan efisiensi ektraksi lipid dengan pelarut n-
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heksan dari 0,3 — 3,6% pada suhu 120°C dan tekanan 2
bar menjadi 8,8% pada suhu 150 °C dengan tekanan 10
bar. Secara berturut-turut diperoleh lipid sebesar 21,4%
dan 22%. Nilai ini lebih tinggi jika dibandingkan dengan
ekstraksi tanpa pretreatment yaitu 19,6%. Hasil penelitian
ini juga menunjukkan bahwa peningkatan tekanan akan
menaikkan kelarutan biomassa. (Velasquez et al., 2003;
Cheng et al., 2011; Nurra et al., 2014; Lorente et al.,
2015; Onumaegbu et al., 2018). Rangkaian alat steam
explosion pada mikroalga dapat digambarkan seperti

pada Gambar 10.
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Gambar 10. Skema instalasi sebelum dan sesudah
pretreatment pada metode steam explosion
(Cheng et al., 2015).

Adapun mekanisme kerja steam explosion yakni
dengan cara mengalirkan uap bertekanan 1,0 hingga 2,1
MPa selama 1 hingga 20 menit yang bertujuan untuk
memanaskan biomassa mikroalga basah, kemudian
aliran dihentikan dengan cara menutup kran (valve).
Selanjutnya piston dilepaskan sehingga menyebabkan
ledakan dalam waktu 0,1 detik dan produk pretreatment

ditampung pada collection vessel. Proses ini
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menyebabkan pecahnya dinding sel mikroalga yang

ditunjukkan oleh Gambar 11.

N
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TEM image of original
microalgal cell

SEM image of original SEM image of exploded
microalgal cell microalgal cell
Sebelum Sesudah

Gambar 11. Penampakan sel sebelum dan sesudah steam
explosion pretreatment (Cheng et al., 2015)

Hasil SEM pada Gambar 11 menunjukkan bahwa sel
mikroalga sebelum proses steam explosion
memperlihatkan  struktur  berbentuk bola dengan
permukaan yang halus, namun setelah proses
pretreatment struktur sel mikroalga yang awalnya
berbentuk bola menjadi hancur dan tidak ada sel
terintegrasi lagi. Hal serupa juga terjadi pada
pengamatan hasil dengan menggunakan TEM. Sebelum

pretreatment sel mikroalga tampak padat dan terisi
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dengan sitoplasma, namun setelah pretreatment muncul
daerah terang pada sel mikroalga. Daerah gelap tersebut
menunjukkan senyawa dengan nomor atom yang tinggi,
sedangkan daerah yang terang menunjukkan ruang
tanpa sampel, hal ini artinya telah terjadi pelepasan
sitoplasma dari sel mikroalga akibat proses steam

explosion.

Jadi secara keseluruhan dapat dinyatakan bahwa
metode steam explosion dapat menghancurkan struktur
sel mikroalga, sehingga mengakibatkan sitoplasma
keluar dari sel (Cheng et al., 2015). Faktor-faktor yang
mempengaruhi keberhasilan steam explosion adalah
suhu, tekanan, konsentrasi sel dan jenis mikroalga.
Kelebihan metode ini adalah tidak menghasilkan limbah
berbahaya, konsumsi energy yang relative rendah, biaya
perawatan dan potensi terjadinya korosi juga rendah.
Kelemahannya adalah metode ini spesifik untuk jenis
mikroalga tertentu dan masih dalam skala laboratorium
(Al hattab dan Ghaly, 2015).

Autoclave. Autoclave merupakan metode termal
yang beroperasi pada suhu 121°C dan tekanan 15 Ibs.
Tekanan gas panas selama proses menyebabkan sel
mikroba pecah, sehingga meningkatkan pelepasan lipid
intaseluler. Efisiensi metode autoclave tergantung pada
lama pemrosesan dan jenis mikroalga yang diberi

pretreatment karena perbedaan jenis dinding selnya.
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Gambar 12 memperlihatkan perbedaan kenampakan sel
setelah dan sebelum pretreatment, gambar (b)

menunjukkan terjadinya pemecahan sel mikroalga akibat

pretreatment.

Gambar 12. Visualisasi optik tanpa (a) dan dengan autoclave
(b)(Silva dan Managhello, 2018).

Hasil penelitian pada Nannochloropsis oculate
menunjukkan bahwa pretreatment menggunakan metode
autoclave pada suhu 121 °C dengan tekanan 15 Ibs dan
interval waktu 10, 20 dan 30 menit, menunjukkan
perolehan lipid tertinggi sebesar 29,34% dengan waktu
pretreatment selama 30 menit (Surendhiran and Vijay,
2014).

Kelebihan dari metode ini adalah ektraksi lipid
lebih mudah karena menghasilkan tingkat penetrasi yang
tinggi sehingga mudah memecah membran ektraseluler.
Pengoperasian dengan waktu durasi yang singkat dan
suhu yang tinggi dapat mengurangi degadrasi produk
bahan yang diinginkan. Namun metode ini juga memiliki
kelemahan vyaitu, sulit untuk di scale up, durasi waktu
operasi yang cukup lama, dan apabila digunakan dalam
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skala besar akan membutuhkan konsumsi energi yang
tinggi (King, 2014; Luo, Xiao, Luo, 2010).

Hydrothermal. Hydrothermal juga merupakan
metode termal untuk memecah dinding sel dan membuat
gelatin pati intaseluler. Suhu operasinya berkisar antara
60 — 180 °C dengan waktu reaksi di bawah 60 menit.
Pada metode ini digunakan larutan asam, basa maupun
air yang berfungsi sebagai katalis (Chen et al.,, 2013;
Ruiz et al.,, 2013a and 2015). Asam yang digunakan
umumnya Asam sulfat dan Asam klorida dengan
konsentrasi 1 — 10%, sedangkan basa yang digunakan
umumnya Natrium hidroksida. Dar dan Phutela (2019)
melakukan hydrothermal pretreatment pada Spirulina
subsalsa untuk meningkatkan produksi biogas, setelah
pretreatment pengamatan menggunakan SEM
menunjukkan perbedaan yang signifikan, dimana terjadi
depigmentasi dan agregasi sel mikroalga, akibat
lepasnya konstituen seluler. Hal ini merupakan indikasi

terjadinya kerusakan dinding sel (Gambar 13).
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Gambar 13. Hasil SEM Spirulina subsalsa (a) keadaan awal;
(b) 100°C, 30 menit; (c) 120°C, 30 menit (Dar dan Phutela,
2019).

Keunggulan metode ini adalah waktu reaksi yang
relatif lebih singkat. Kelemahannya adalah memerlukan
proses netralisasi sesaat setelah pretreatment, karena
senyawa asam maupun basa dapat menjadi inhibitor bagi
mikroorganisme saat proses fermentasi. Selain itu
memerlukan desain alat yang mahal (anti-korosi) dan
menimbulkan limbah, sehingga dianggap kurang ramah
lingkungan (Lucio et al., 2018). Penggunaan air sebagai
katalis memberikan manfaat yang sangat besar karena
tidak menimbulkan limbah beracun, tidak perlu
menetralkan sampel setelah pretreatment, sehingga
dianggap sebagai proses yang ramah lingkungan (Hu et
al., 2011).

Freezing. Mekanisme dari metode freezing
adalah pembekuan secara lambat yang dilakukan pada
suhu 10 °c di bawah titik beku air. Hal ini dilakukan untuk
membentuk kristal es yang dapat memecah dinding sel
secara mekanik (Yang et al., 2015). Senyawa intraseluler
seperti karbohidrat, lipid, protein, dan pigmen akan
dilepaskan ke media (misalnya air) selama proses

pencairan, sedangkan senyawa membran sel dan
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senyawa organik yang terlarut dalam air juga dapat
diekstrak (Carbonel et al., 2006; Ando et al., 2016).
Pretreatment ini dapat dilakukan secara berulang, yaitu
proses pembekuan dan pencairan terjadi berulangan
untuk meningkatkan pemecahan sel sehingga dapat
meningkatkan ekstrak karbohidrat atau senyawa lainnya.
Meskipun pretreatment ini hanya digunakan untuk
perusakan sel, tetapi penelitian terbaru telah
mengaplikasikan metode ini untuk biomasa
berlignoselulosa (yang lebih sulit untuk dipretreatment
dibandingkan dengan biomasa mikroalga). Smichi et al.,
2016 melakukan penelitian menggunakan 5 gram J.
maritimus yang telah dihaluskan dimasukkan ke dalam
freezer konvensional selama 24 jam pada suhu -20 °C
kemudian dimasukkan ke dalam water bath pada suhu
100 °C selama 15 menit. Sampel selanjutnya disaring
untuk memisahkan padatan dengan cairan lalu di
keringkan pada suhu 50 °C selama 48 jam. Residu yang
sudah dikeringkan dapat dilanjutkan ke langkah
berikutnya yaitu hidrolisis enzimatis. Dari hasil penelitian
tersebut dapat dibuktikan bahwa metode pretreatment ini
efisien untuk memecah sel biomasa, namun pretreatment
ini tidak mampu mendegradasi senyawa apapun.
Kelemahan utama dari metode pretreatment freezing ini
adalah waktu yang dibutuhkan untuk satu kali siklus yaitu

selama 24 jam.
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Yu, 2017 juga melakukan penelitian dengan metode
freezing-thawing untuk mengekstrak C-Phycocyanin dari
Spirulina platensis. Gambar 14 menunjukkan hasil SEM
sampel sebelum dan sesudah pretreatmen dengan

metode freezing-thawing.

Gambar 14. Hasil SEM (a) sebelum pretreatmen(b) setelah

pretreatmen dengan metode freezing-thawing

Metode Fisika

Microwave. Microwave pretreatment
memanfaatkan gelombang mikro yang terdiri dari
gelombang elektromagnetik dengan frekuensi 0,3 — 300
GHz untuk memecah dinding sel mikroalga. Peningkatan
suhu yang disebabkan oleh gelombang elektromagnetik
akan meningkatkan energi kinetik selama disintegrasi sel

mikroalga, kemudian akan mempolarisasi molekul mikro,
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menyebabkan terjadinya sedikit variasi dalam struktur
protein. Parameter pada metode ini adalah pengadukan
microwave, waktu dan daya (Gunerken et al., 2015).
Osilasi cepat, medan listrik dan dielektrik bahan polar
dalam metode oven microwave menginduksi panas oleh
gaya gesek struktur molekul selama pemecahan
biomassa. Gambar 15 menunjukkan bagaimana
pemecahan sel akibat energi gelombang mikro dan
Gambar 16 menunjukkan hasil citra mikroalga
menggunakan SEM. Osilasi cepat, medan listrik bahan
polar dan dielektrik dalam metode oven microwave
menginduksi panas oleh gaya gesek struktur molekul

selama pemecahan biomassa (Pan et al., 2002).
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Gambar 15. Iradiasi microwave selama proses pretreatment
mikroalga (Muley dan Boldor 2013).
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Gambar 16. Microwave pretreatment terhadap mikroalga (Kkiri :
sebelum dan kanan: setelah pretreatment) (Al
hattab dan Ghaly, 2015).

Jika dibandingkan dengan metode konduksi,
selama proses pretreatment, pada metode oven
microwave energi bersirkulasi ke dalam bahan secara
seragam, sehingga memberikan lebih banyak panas ke
semua bagian biomassa (Passof et al., 2014). Selama
iradiasi oven, ikatan tidak terbentuk ataupun rusak, tetapi
energi ditransfer dengan cepat ke sampel biomassa
untuk meningkatkan efisiensi pemecahan sel. Ling et al.,
(2016) menyatakan bahwa sifat dielektrik gelombang
mikro dari bahan memainkan peran utama, yang sangat
tergantung pada suhu, frekuensi, katalis dan waktu
selama proses iradiasi oven. Ali dan Watson (2016)
menggunakan pretreatment microwave untuk
mengekstraksi N. oculata dan pada kondisi operasi 943
W selama 5 menit diperoleh kerusakan dinding sel
sebanyak 70%.

Kelebihan metode ini adalah cocok digunakan

untuk skala besar, sederhana, tingkat ekstraksi yang
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cepat, tingkat pemanasan yang tinggi, biaya operasi
rendah, bersifat ramah lingkungan, dan membutuhkan
sedikit pelarut. Kekurangannya adalah suhu tinggi dapat
mendegradasi lipid dan memerlukan waktu pendinginan
yang lama untuk menghindari kehilangan lipid (Al hattab
dan Ghaly, 2015).

Ultrasonic pretreatment. Ultrasonic pretreatment
atau proses ultrasonik menggunakan gelombang suara
yang merambat ke dalam media cair dan menciptakan
area tekanan balik yang tinggi atau kompresi (tergantung
pada frekuensi yang diterapkan) dan siklus bertekanan
rendah atau penjernihan, di mana perubahan tekanan ini
menciptakan kavitasi yang mendorong pembentukan
gelembung di media elastis (Cervantes-Cisneros et al.,
2015). Saat gelembung mencapai volume maksimum,
dimana gelembung tidak dapat menyerap energi lagi,
maka akan melepaskan sejumlah besar energi yang
menyebabkan runtuhnya gelembung dengan kekerasan
yang menghasilkan gelombang kejut dan daerah dengan
suhu dan tekanan yang sangat tinggi. Fenomena ini
disebut kavitasi. Proses kavitasi sangat efektif untuk
perpindahan panas dan massa, menciptakan titik panas
yang dapat menyebabkan percepatan reaktivitas kimia
dalam medium (Pico, 2013). Proses ultrasonik dapat
membantu memecahkan dinding sel mikroalga karena

ketika gelembung runtuh pada permukaan benda padat,
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tekanan dan suhu yang meningkat akan menciptakan
mikrojet yang memungkinkan pelarut menembus ke
dalam bahan mentah dan memecah dinding sel (Luo et
al.,, 2014), peristiwa ini diilustrasikan seperti pada
Gambar 17.
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Gambar 17. Skema pemecahan sel oleh energi ultrasonic
(ASA, 2013)

Metode ultrasonik dipengaruhi oleh viskositas,
suhu media cair, waktu proses dan frekuensi. Ultra-
kavitasi jauh lebih intens pada frekuensi rendah (sekitar
18 — 40 kHz) daripada frekuensi tinggi (Sekitar 400 — 800
kHz) (Wahidin et al.,, 2014). Rangkaian alat teknik
ultrasonik untuk menghasilkan kavitasi dalam cairan
ditunjukkan oleh Gambar 18.
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Digital control unit

Gambar 18. Rangkaian alat ultrasonic pretreatment

Kelebihan metode ultrasonik yaitu mengurangi
waktu  ekstraksi, membutuhkan sedikit pelarut,
menghasilkan yield yang lebih besar karena penetrasi
selnya mudah, mikroalga tidak perlu dalam kondisi
kering, komponen intraseluler mudah dikeluarkan dari sel
menuju bulk pelarut, dan dapat dioperasikan pada suhu
rendah. Kelemahannya adalah membutuhkan daya yang
tinggi, sulit untuk di scale up, penggunaan intensitas yang
tinggi dapat menghasilkan tekanan dan panas sehingga
merusak sel, dan tidak cocok untuk spesier mikroalga
diatomic dengan lapisan seluler yang tebal (Chemat et
al., 2011; Wang & Weller, 2006; Natarajan et al., 2014;
Joyce et al., 2013).

Pulse electric field pretreatment (PEF). PEF

adalah suatu teknik sederhana untuk memecah sel
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mikroalga menggunakan listrik. Metode ini merupakan
metode non-termal dengan durasi waktu yang singkat
mulai dari nanodetik hingga milidetik, tetapi
menggunakan amplitudo yang besar mulai dari 100 — 300
V cm-1 hingga 300 kV cm-1. Metode ini dapat bekerja
pada konsentrasi sel yang rendah maupun tinggi dalam
cairan, oleh karena itu metode ini dapat digunakan
langsung dengan kultur mikroalga. Selama pretreatment
terjadi efek elektroporasi atau elektropermeasi, yaitu
pembukaan atau perbesaran pori-pori membrane sel
dengan menggunakan kejutan listrik, sehingga dapat
meningkatkan permeabilitas membrane sel. Elektropolasi
akan terjadi setelah melampaui nilai ambang batas
tertentu (antara 0,5 sampai 1,5 V) (Goettel et al., 2013;
Vorobiev dan Lebovka, 2015). Saat elektroporasi terjadi,
permeabilitas membran sel meningkat. Sebagian besar
selaput sel bermuatan negatif dan dibentuk oleh ion dan
protein yang berbeda. Di sini potensial transmembran
terbentuk akibat gradien ionik internal dan eksternal, dan
ketika medan listrik eksternal berada di atas nilai
potensial terjadi, polaritas seluler akan diinduksi,
sehingga menciptakan pemisahan muatan dan
menghasilkan momen dipol yang sejajar dengan bidang
eksternal (Sheng et al., 2011; Zbinden et al., 2013).
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Gambar 19. Rangkaian alat PEF (Han et al., 2018)

Beberapa kelebihan metode PEF yaitu dioperasikan pada
suhu ruang, waktu pretreatmen relative singkat, konsumsi

energi rendah, dan ramah lingkungan.

Metode Mekanik

Metode mekanik konvensional merupakan metode
yang paling banyak digunakan di industri karena
menawarkan hasil yang menguntungkan pada skala
besar serta recovery produk yang tinggi. Metode yang
paling banyak digunakan diantaranya adalah high-
pressure homogenization, hydrodynamic cavitation, bead
milling dan ball milling. Prinsip kerja metode high-
pressure homogenization adalah sel ditempatkan dalam
suspensi kemudian dipindahkan menggunakan pompa ke
lubang dengan katup yang dirancang khusus untuk
menahan tekanan. Selanjutnya, laju aliran meningkat
dengan cepat dan tekanan cairan berkurang saat keluar

dari sistem. Secara keseluruhan mekanisme perusakan
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sel dengan high-pressure homogenization adalah fluid
shear, turbulensi, perubahan kecepatan yang mendadak,
dan kavitasi. (Spiden et al., 2013; Yap et al., 2015; Xie et
al., 2016).

Metode hydrodynamic cavitation mempunyai prinsip
kerja dengan melewatkan cairan atau slurry ke dalam
rongga transversal yang besar kemudian diarahkan ke
rongga yang sangat kecil yang disebut katup throttle yang
menyebabkan pendesakan material suspensi. Proses ini
menghasilkan penurunan tekanan ketika cairan atau
slurry jatuh di bawah tekanan uap membentuk
gelembung mikro yang akan pecah ketika tekanan
kembali di atas tekanan wuap normal. Pecahnya
gelembung mikro ini menghasilkan gelombang kejut
sehingga meningkatkan tekanan dan suhu yang pada

akhirnya dapat memecah sel (Lee dan Han, 2015).
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Gambpar 2. Skema Hyarodynamic Cavitation

Dalam bidang bioteknologi, metode bead mill dan

ball mill ini sudah digunakan untuk memecah sel
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beberapa mikrooganisme (Gambar 21) dan dipengaruhi
oleh beberapa parameter seperti laju unpan dari suspensi
sel, kecepatan agitasi, design agitator, diameter dan
ukuran bola, serta design ruang penggilingan. Selain
konsentrasi biomasa, densitas suspensi, dan morfologi
mikroorganisme juga perlu dipertimbangkan interaksi alat
dengan biomassa yang berasal dari mikroorganisme
yang berbeda. (Montalescot et al., 2015; Postma et al.,
2015).

Gambar 21. Chlorella sp. sebelum (kanan) dan sesudah (Kkiri)
pretreatment (Doucha dan L'vansky’, 2008).

Secara keseluruhan, terlepas dari efektifitas
pretreatmen ini untuk memecah sel biomasa mikroalga,
kelemahan utama dari metode mekanik ini adalah
metode ini tidak secara langsung mempengaruhi struktur
karbohidrat intraseluler sehingga diperlukan langkah
lanjutan untuk memodifikasi struktur pati. Selain itu
metode ini juga memerlukan energi yang tinggi, oleh
karena itu diperlukan kombinasi metode mekanik ini

dengan metode lain.
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HIDROLISIS KARBOHIDRAT
SECARA ENZIMATIS

Hidrolisis merupakan salah satu tahapan dalam
pembuatan bioetanol berbahan baku mikroalga. Hidrolisis
ini bertujuan untuk memecah pati menjadi monosakarida
(glukosa) yang kemudian akan difermentasi menjadi
bioetanol. Pada umumnya proses hidrolisis dibagi

menjadi dua yaitu : hidrolisis asam dan hidrolisis enzim.

Enzim adalah suatu protein yang berperan sebagai
katalis yang mampu meningkatkan hasil produk lebih
tinggi, dapat bekerja pada pH relatif netral, suhu rendah
serta bersifat selektif dan spesifik terhadap substrat
tertentu (Noraini et al, 2014). Enzim mempunyai

beberapa karakteristis yaitu :

1. Enzim berasal dari protein yang dihasilkan oleh
sel hidup

2. Aktivitas enzim spesifik terhadap substrat tertentu
Penggunaanya dalam jumlah yang sedikit
Struktur enzim tidak berubah baik sebelum dan
sesudah reaksi karena enzim hanya berperan
sebagai biokatalisator

5. Enzim mempunyai bagian aktif yang disebut sisi
aktif
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Pada proses hidrolisis enzimatis, enzim berperan
sebagai fasilitator pembelahan dalam molekul dengan

penambahan unsur air.

Hidrolisis enzimatis berbeda dengan hidrolisis kimia
maupun fisik dalam hal pemutusan rantai polimer
karbohidrat. Hodrolisis enzimatis dapat memutus rantai
polimer secara spesifik pada percabangan tertentu
seperti yang terlihat pada Gambar 22 sedangkan

hidrolisis kimia maupun fisik akan memutus rantai secara

anals
b

[ =] o d=d + 16 [seeesss o

hydrolysis a,1-6 hydrolysis isoamylase/
\\‘ — amylopullulanase
SO0
/ ghuean branching
o, 1-6 transferase enzyme
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glucoamylase/ o d-4 heydrolysis

a-glucosidase _

o, I-4 transferase

cyclodextrin
= \, glycosyliransferase
f=amylase/ o0 @0 O
maltogenic amylase % amylomaltase

a-amylase

Gambar 22. Meckanisme pemutusan ikatan oleh

enzim (Van Der Maarel dkk., 2002)

Pati dapat dipecah menjadi unit yang lebih

sederhana yaitu dengan memotong ikatan glikosidiknya.

47



Salah satu enzim yang dapat memotong ikatan tersebut

adalah enzim a-amilase.

Enzim a-amilase termasuk endo enzim yaitu enzim
yang dapat memutus ikatan a-(1,4) baik yang terdapat
dalam amilosa maupun amilopektin. Enzim a-amilase
memotong ikatan rantai di bagian tengah. Hidrolisis
dengan enzim a-amilase akan menyebabkan amilosa
terurai menjadi saltosa dan maltotriosa. Selanjutnya,
maltotriosa akan terurai menjadi maltosa dan glukosa
(Walker dan Whelan dalam Fogarty, 1983).

Mekanisme kerja enzim a-amilase terjadi melalui dua
tahap yaitu (Winarno, 1986) :

1. Degradasi amilosa menjadi maltosa dan
maltotriosa yang terjadi secara acak dan cepat
serta diikuti dengan menurunnya viskositas
dengan cepat.

2. Pembentukan glukosa dan maltosa yang terjadi

secara teratur dan lambat.

Aktivitas enzim a-amilase dipengaruhi oleh beberapa

faktor penting yaitu (Fogarty, 1983) :

1. pH: optimum antara 4,5 - 6,5
2. Suhu : optimum antara 40 — 60 °C

Konversi Pati Menjadi Gula
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Hidrolisis enzimatis pati merupakan reaksi yang
kompleks karena melibatkan aktivitas beberapa enzim
seperti a-amilase, isoamilase, pullulanase, 3-amilase dan
glukoamilase. Enzim isoamilase dan pullulanase
mengubah amilopectin  menjadi amilose dengan
pembelahan cabang a-(1,6) glikosida. Enzim a-amilase
menghidrolisis amilosa dan amilopektin dengan memutus
ikatan a-(1,4) glikosida secara acak menghasilkan
glukosa, maltosa dan maltodekstrin yang terdiri dari 10 —
20 unit glukosa. Enzim B-amilase menghidrolisa amilosa
dari ujung yang tidak mereduksi menghasilkan maltosa
(disakarida) yang selanjutnya di pecah dengan enzim
glukoamilase menjadi glukosa seperti yang terlihat pada
Gambar 23 (Abdallah et al, 2016)

Pada skala industri, hidrolisis enzimatis pati
dilakukan pada suhu tinggi dan dibagi menjadi 3 tahap :
gelatinisasi pati, liquefaction, dan saccharification.
Gelatinisasi pati dan liquefaction terlibat dalam
pemutusan granula pati menjadi suspensi gelatin pada
suhu 105 °C diikuti dengan konversi gelatin menjadi
oligosakarida pada suhu 95 °C, secara berurutan
menggunakan a-amilase yang tahan panas. Sakarifikasi
adalah proses konversi dari oligosakarida menjadi
glukosa primer bersama dengan beberapa disakarida
lainnya seperti maltosa dan isomaltosa pada konsentrasi

yang sangat rendah. Pada proses ini glukoamilase dan
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isoamilase ditambahkan untuk menghidrolisis ikatan o-
(1,4) seperti menghidrolisa ikatan a-(1,6) glikosida pada
suhu 65 °C (Kearsley and Dziedzic, 1995; Kulp and
Ponte, 2000; Ratnayake and Jackson, 2009).

|
L. H odbecscscscssee
Disacchardes, & .
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Gambar 23. Skema hidrolisis enzimatis pada pati

Hidrolisis Enzimatik Karbohidrat di dalam

Mikroalga
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Produksi bioetanol dari biomasa mikroalga terdiri dari tiga
tahap yaitu : pretreatmen, sakarifikasi, dan fermentasi.
Salah satu keuntungan penggunaan biomasa mikroalga
adalah dalam beberapa metode pretreatmen, proses
sakarifikasi dapat diikuti dengan pretreatmen tanpa harus
menggunakan peralatan yang berbeda. Hidrolisis
enzimatis (sakarifikasi) adalah salah satu langkah
terpenting untuk mendapatkan gula esensial seperti
glukosa dan mannosa yang selanjutnya difermentasi
untuk menghasilkan bioetanol (Harun and Danquah,
2011; Milano et al., 2016). Salah satu enzim yang
digunakan adalah endo-amilase yang menyerang ikatan
0-(1,4) glikosidik dari pati. Kemudian enzim
amiloglukosidase menghidrolisis ikatan a-(1,6) glikosidik
sehingga diperoleh glukosa dan gula lainnya seperti
maltosa (Chen et al., 2013; Ometto et al., 2014;
Hernandez et al., 2015). Enzim lainnya seperti selulase
dan hemiselulsae juga dapat digunakan untuk
memperoleh gula sederhana dari dinding sel dan
polisakarida intraseluler (selulosa, hemiselulosa, dll)
Mahdy et al. (2015)

Hidrolisis enzimatis gula dalam biomasa mikroalga
memberikan banyak keuntungan dibandingkan hidrolisis
kimiawi dengan asam maupun basa. Hidrolisis enzimatis
tidak memerlukan peralatan yang mahal karena proses

hidrolisis dilakukan pada kondisi operasi yang rendah.
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Selain itu juga tidak menghasilkan degradasi produk atau
senyawa toksik (yang berpotensi mempengaruhu proses

fermentasi dan produksi bioetanol).
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METODE PENENTUAN PATI DAN
KARBOHIDRAT TOTAL

Metode Penentuan Pati Dan Karbohidrat Total

Pati merupakan polisakarida yang terdapat dalam
biomasa mikroalga yang dapat menjadi sumber bioetanol
generasi ketiga. Oleh karena itu, kita perlu mengetahui
bagaimana metode penentuan kuantitatif pati serta

karbohidrat total yang ada di dalam biomasa mikroalga.

Metode Penentuan Pati

Ada beberapa pendekatan untuk penentuan pati dalam

mikroalga yaitu :

1.  Metode perchloric acid
Tahap pertama metode ini adalah mengekstrak
senyawa-senyawa pengganggu (pigments, soluble
sugars, dan lipids) dengan aseton atau etanol.
Kemudian pati yang terdapat dalam mikroalga
diekstrak dan dilarutkan dengan perchloric acid.
Pada tahap akhir, gula total dianalisa dengan metode
colorimetric Anthrone (Rose et al., 1991; Branyikova
et al., 2011) Anthrone (9,10-dihydro-9-
oxsanthracene) merupakan hasil reduksi

anthraquinone. Anthrone bereaksi secara spesifik
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dengan karbohidrat dalam asam kuat menghasilkan
warna biru kehijauan yang khas.

2. Metode hydrochloric acid
Seperti pada metode perchloric acid, tahap awal
dilakukan dengan mengekstrak senyawa
pengganggu dengan aseton kemudian diikuti dengan
ekstraksi ethanolic untuk memastikan semua
senyawa pengganggu sudah hilang. Selanjutnya pati
diekstrak dengan hydrochloric acid kemudian gula
total ditentukan dengan metode Anthrone (Meyer et
al., 1988)

3. Metode enzymatic
Penentuan dengan metode ini didasarkan pada
degradasi enzimatik pati menjadi glukosa dengan
enzim a-amilase dan amiloglukosidase yang
dilakukan melalui uji pati total. Seperti dua metode
sebelumnya, untuk  mengekstraksi  senyawa
penggangu, biomasa ditumbuk lalu diinkubasi dalam
water bath diikuti penambahan a-amilase pada pH 7
kemudian ditambahkan amyloglukosidase pH 4,5
selanjutnya ditambahkan reagen GOPOD (Glukosa
oksida, peroksida, dan 4-aminoantipirin sebagai
sampel lalu diinkubasi. Absorbansi sampel diukur
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
510 nm.

Tabel 4 menunjukkan perbandingan penentuan pati dan

karbohidrat total beserta keuntungan dan kerugiannya.
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Tabel 4 Perbandingan metode penentuan pati dengan
karbohidrat total (Velazquez et al, 2018)

Metode .
Metode Reagen Perhitungan Keuntungan Kerugian
5-10mg -
Perchlo sample
. . Ethanol -
ric acid o Anthrone reagen
80% (viv) bersifat korosi
HCIO4 35% spesifitasnya
(v/v) kebutuhan - r(gndah y
sampel .
sedikit kemungkinan
terjadi human
5-10mg murah error
sample tinqai
ggl
Hydroc Acetone
hloric Ethanol Anthrone gangguan
acid 80% (v/v)
HCI 1.1 %
(v/v)
5mg
sample o
Ethanol S%ismitasny
80% (V/V) 99 mahal
metodenya
Enzym a-amylase . memrlukan
: Absorbance  stabil
atic Amylogluco kontrol terhadap
) rendah
sidase reagen
terhadap
Glucose anaquan
oxidase/per 9angg
oxidase
Reagen bersifat
10 mg kebutuhan korosif dan
sample Anthrone sampel beracun
Kimia Diluted Phenol- P tingkat
. sedikit
HCIO4 / Sulfuric gangguannya
murah S
HCI tinggi
spesifitas rendah
Fisika 10 mg Anthrone kebutuhan Reagen bersifat
sample Phenol- sampel korosif dan
H20 10 mL Sulfuric sedikit beracun
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Mortar / biayanya tingkat

Ultrasound tidak terlalu  gangguannya

10 min mahal tinggi

or spesifitas rendah
Freezing/th kemungkianan
awing 12 h terjadi human
error

300 mg

sample Mahal

H2S04 kebutuhan memerlukan
72% (vIv) sampel peralatan khusus
Column 87 S dibutuhkan

H sedikit tindakan
HPLC HPLC spesifitas

RI detector tingai peencegahan

H2S04 99 karena

ramah

0.025 lingkunaan menggunakan
M/0.005 M gkung reagen yang
0.6 mL/min korosif
flow; 50 °C

Metode Penentuan Karbohidrat Total

Terdapat tiga metode penentuan karbohidrat total yaitu

secara kimia, fisika, dan HPLC.

1. Metode kimia untuk menentukan karbohidrat total
sama dengan metode kimia dalam penentuan pati.

2. Metode fisika dapat dilakukan grinding dengan
mortar atau ultrasonik probe (pretreatmen sampel

kira-kira 10 menit). Hasil ekstrak dengan cara kimia
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maupun fisika kemudian ditentukan total karbohidrat
secara kuantitatif menggunakan metode phenol-
sulfuric (Dubois et al., 1956) atau metode Anthrone
(Dreywood, 1946).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Sampel biomasa mikroalga terlebih  dahulu
dihidrolisis dengan asam. H,SO, 72% b/b
ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi
biomasa kering, kemudian campuran dibiarkan
selama 1 jam pada suhu 30 °C. Sampel kemudian
diencerkan menjadi 4 % dengan air suling lalu
diautoklaf pada suhu 121 °C selama 1 jam. Setelah
itu, fraksi cair dipisahkan untuk dianalisa dengan
HPLC menggunakan kolom jenis Bio-Rad HPX-87H
atau Agilent MetaCarb 87H. Fase gerak yang
digunakan adalah H2SO, 0,025 M atau 0,005 M
dengan kecepatan aliran 0,5 — 0,6 mL/menit dan
suhu kolom 50 °C. Beberapa senyawa yang dapat
diukur dengan metode ini adalah glukosa, xilosa,
selobiosa, arabinosa serta produk samping seperti
oksalat, format, asetat, butirat, suksinat dan asam

levulinat (Juarez et al., 2016)
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Bahan bakar berbahan baku mikroalga memiliki potensi
yang menjanjikan sebagai pengganti bahan bakar fosil,
karena sifatnya yang berkelanjutan dan ramah
lingkungan. Untuk meningkatkan produksi bahan bakar
berbasis mikroalga perlu diupayakan proses pretreatment
yang dapat dilakukakan dengan berbagai metode,
diantaranya metode kimia, thermal, fisika dan mekanik.
Tujuan dari pretreatment ini adalah untuk mendisrupsi
dinding sel mikroalga.

Pada produksi bioetanol dari mikroalga dilakukan
menggunakan metode hidrolisis, baik dengan asam
ataupun enzim. Hidrolisis asam memiliki keuntungan
murah dari segi bahan baku, mudah prosesnya, namun
membutuhkan alat yang anti korosi dan perlu proses
netralisasi. Sedangkan enzim mahal dari segi bahan
baku, namun kondisi operasi sedang, tidak membutuhkan
konstruksi alat berbahan khusus, dan tidak menghasilkan
limbah. Karbohidrat merupakan sumber utama bioetanol,
sehingga kandungannya dalam suatu bahan perlu diukur.
Beberapa metode yang digunakan untuk menentukan
kuantitatif pati adalah perchloric acid, hydrochloric acid,
dan enzymatic, sedangkan penentuan karbohidrat total
diantaranya adalah metode kimia, fisika dan HPLC ]
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