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ABSTRAK

HIDROLISIS BIOMASSA MIKROALGA Porphyridium cruentum MENGGUNAKAN ASAM (H2SO4 dan
HNO3) DALAM PRODUKSI BIOETANOL. Porphyridium cruentum ada salah satu jenis mikroalga uniseluler
dari kelas Rhodophyceae yang memiliki karbohidrat. Kandungan karbohidratnya yang tinggi, sehingga
mikroalga ini berpotensi sebagai sumber bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui proses hidrolisis
biomasa P. cruentum menggunakan asam untuk menghasilkan bioetanol. Biomassa P. cruentum dihidrolisis
dengan menggunakan 2 jenis asam yaitu HNO3 dan H2SO4. Variasi konsentrasi asam yang digunakan adalah
1%; 2% dan 3%, pada suhu 100 oC selama 60 menit. Fermentasi dilakukan selama 5 hari dengan
menggunakan Saccharomyces cerevisiae. Analisis karbohidrat menggunakan metoda fenol sulfat, gula
pereduksi menggunakan metoda DNS, sedangkan analisis kadar etanol menggunakan High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Hasil dari studi ini, kandungan karbohidrat P. cruentum diperoleh sebesar
22,82%. Semakin tinggi konsentrasi asam yang digunakan, semakin tinggi pula kadar gula reduksi yang
diperoleh. Kadar etanol dari biomasa yang dihidrolisis menggunakan H2SO4 maksimum dicapai pada
konsentrasi 1% H2SO4 yaitu 34,5% dan dicapai pada hari ke-4, sedangkan biomassa yang dihidrolisis dengan
HNO3 maksimum dicapai pada konsentrasi 2% yaitu sebesar 14,83% pada hari ke-2. Penggunaan konsentrasi
asam yang rendah dapat mengurangi efek negatif terhadap lingkungan. Mikroalga P. cruentum yang
mengandung karbohidrat 22,82% dapat dijadikan sebagai salah satu bahan baku untuk menghasilkan bioetanol
yang berkelanjutan.

Kata kunci : Porphyridium cruentum, Hidrolisis asam, Etanol

ABSTRACT

HYDROLYSIS OF MICROALGAE Porphyridium cruentum USING H2SO4 AND HNO3 FOR BIOETHANOL
PRODUCTION. Porphyridium cruentum is a unicellular microalgae from the Rhodophyceae, which has a high
carbohydrate content (22% - 40%) and thus has the potential as a source of bioethanol. The aim of this study is
to characterize the hydrolysis process of P. cruentum using acid for bioethanol production. Biomass of P.
cruentum was hydrolyzed using 2 types of acids namely HNO3 and H2SO4. The acid concentrations were 1%; 2%
and 3%, at a temperature of 100 oC for 60 min. Fermentation was carried out for 5 days using Saccharomyces
cerevisiae. Carbohydrate was analyzed using phenol sulphate method, reducing sugar was analyzed using the
DNS method, while ethanol content was analyzed using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
results showed that the carbohydrate content was about 22.82%. The reduced sugar content obtained was
proportional to the acid concentration. Maximum ethanol of 34.5% was obtained on hydrolyzed medium with 1%
H2SO4 on the fourth day, and 1% HNO3 of 14.83% on the second day. The use of low acid concentrations can
reduce the negative effects on the environment. P. cruentum containing 22.82% carbohydrates could be used as
a potential raw materials to produce sustainable bioethanol.
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PENDAHULUAN

Mikroalga merupakan tumbuhan air
berukuran mikroskopik yang memiliki senyawa
bioaktif sehigga berpotensi besar untuk
dikembangkan menjadi sumber pakan, pangan,
farmasi, kesehatan dan sumber energi. Pada
saat ini, pemanfaatan mikroalga difokuskan
dalam bidang akuakultur sebagai pakan alami
untuk larva ikan dan udang pada kegiatan
budidaya. Seiring dengan berkembangnya ilmu
pengetahuan, penelitian-penelitian terbaru
mikroalga dapat juga digunakan sebagai salah
satu kandidat bahan baku penghasil biofuel dan
bioetanol (Brown 2002).

Penggunaan mikroalga untuk produksi
biofuel generasi ketiga memiliki banyak
keunggulan. Mikroalga memiliki kemampuan
tumbuh dengan cepat, tidak memerlukan area
yang luas untuk kegiatan produksi, kemampuan
tumbuh di bawah beberapa kondisi, termasuk di
air limbah; mengurangi kebutuhan akan air dan
input sumber daya lainnya; tidak memerlukan
lahan subur untuk proses budidayanya, tidak
berkompetisi dengan bahan pangan dan
mikroalga mengandung karbohidrat yang dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku bioetanol (de
Farias Silva dan Bertucco 2016; Widjaja 2009).

Kandungan karbohidrat pada mikroalga
berbeda-beda, tergantung pada spesies dan
kondisi lingkungan hidupnya (G. Markou et al.
2013). Karbohidrat mikroalga terdapat pada
lapisan dinding sel dalam dan lapisan dinding sel
luar. Dinding sel luar mengandung polisakarida
seperti pektin dan alginat, sedangkan lapisan
dinding sel dalam sebagian besar mengandung
selulosa, hemiselulosa dan bahan lainnya. Oleh
karena itu, mikroalga dianggap sebagai bahan
baku untuk produksi bioetanol. Salah satu
mikroalga yang memiliki kandungan karbohidrat
yang cukup tinggi adalah P. cruentum. P.
cruentum memiliki kandungan kadar karbohidrat
22% - 40%. Oleh karena itu, P. cruentum
diharapkan dapat sebagai alternatif bahan baku
untuk produksi bioetanol (Kwangdinata, Raya,
dan Zakir 2014).

Proses produksi bioetanol dari biomassa
melalui beberapa tahapan yaitu preparasi bahan
baku, hidrolisis dan fermentasi. Ketiadaan lignin
dalam sel mikroalga menyebabkan preparasi
bahan dan proses hidrolisis menjadi lebih mudah
(Harun dan Danquah 2011; Assadad, Utomo,
dan Sari 2010). Beberapa metode hidrolisis telah
dikembangkan dan digunakan untuk hidrolisis
karbohidrat biomassa. Metode yang paling
umum untuk hidrolisis karbohidrat adalah
dengan menggunakan enzim. Namun, hidrolisis
dengan menggunakan asam atau basa kuat juga
dapat dilakukan (Tasić et al. 2009).
Keterbatasan penggunaan karbohidrat yang
bersumber dari mikroalga untuk produksi
bioetanol adalah ragi (yeast). Ragi hanya dapat

memfermentasi gula-gula sederhana, seperti
glukosa, fruktosa dan lain-lain, sehingga,
sebelum dimanfaatkan sebagai media
fermentasi, karbohidrat mikroalga (polimer gula)
pertama-tama harus dihidrolisis terlebih dahulu
agar menjadi gula sederhana (Talebnia,
Karakashev, dan Angelidaki 2010).

Dinding sel mikroalga tidak memiliki lignin
seperti biomassa lainnya (jerami, kayu, tanda
kosong kelapa sawit, dan rerumputan) (Ho et al.
2013; Assadad, Utomo, dan Sari 2010). Oleh
karena itu, proses hidrolisis biomassa dengan
menggunakan asam merupakan suatu hal yang
tepat (Assadad, Utomo, dan Sari 2010). Hasil
penelitian Monavari, Galbe, and Zacchi (2009),
hidrolisis dengan menggunakan asam
menghasilkan glukosa sekitar 94,2%. Setelah
proses hidrolisis selulosa atau karbohidrat
menjadi gula sederhana, tahap selanjutnya
adalah melakukan proses fermentasi.
Fermentasi ini dapat dilakukan dalam kondisi
anaerob atau tanpa oksigen.

Faktor-faktor yang mempengaruhi proses
fermentasi untuk menghasilkan etanol adalah
pH, suhu, dan jenis mikroba yang digunakan
(Dien, Cotta, dan Jeffries 2003). Umumnya,
untuk produksi bioetanol digunakan jenis
mikroba Saccharomyces cerevisiae karena
mikroba ini diketahui dapat mengkonversi
glukosa menjadi bioetanol dengan baik dan
tahan terhadap temperatur yang tinggi (Minarni,
Ismuyanto, dan Sutrisno 2013).

Berdasarkan latar belakang yang telah
dikemukakan, maka studi ini bertujuan untuk
mengkaji penggunaan biomassa mikroalga P.
cruentum yang dihidrolisis dengan 2 jenis asam
H2SO4 dan HNO3 yang selanjutnya digunakan
sebagai substrat untuk proses fermentasi
dengan menggunakan kapang Saccharomyces
cerevisiae. Etanol yang terbentuk diukur
kadarnya dengan menggunakan HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography).

BAHAN DAN METODE

Bahan
Mikroalga merah Porphyridium cruentum

dan Saccharomyces cerevisiae merupakan
kultur koleksi Laboratorium Mikroalga Air Tawar
Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI Cibinong.
Media pertumbuhan mikroalga P. cruentum
menggunakan media Johnson yang terdiri dari
(g/L): 0,5 MgSO4.7H2O; 1,5 MgCl2; 0,2 CaCl2;
0,5 KNO3; 0,035 KH2PO4; 0,045 NaHCO3; 27
NaCl7; Larutan Mikronutrien (1 ml/L); dan
Larutan Fe-EDTA (1 ml/L). Media pertumbuhan
S. cerevisiae menggunakan media: PDA
(Potato Dextrose Agar) 3,9 (g/ml); yeast extract
0,3%; dan pepton 0,5%. Pereaksi analisis
karbohidrat dan gula pereduksi: fenol 5%;
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H2SO4 pekat; pereaksi DNS (NaOH;
KNaC4H4O6; Na2S2O5; DNS); dan Glukosa.

Alat
Peralatan yang digunakan dalam

penelitian ini yaitu spektrofotometer UV-VIS
(Hitachi U-3900H), sentrifuse (Hitachi CT6EL),
Botol kultur (Schoot-duran), mikroskop (Nikon-
Japan), Autoklaf (TOMY ES-315), mikropipet
ukuran 1000 µl dan 5000 µl (Gilson), laminar air
flow (Esco Class II BSC), magnetic stirrer
(Thermolyne), oven tipe T 6200 (Haraeus
Instrument), High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Shimadzu LC 20A.

Metode
Kultivasi P. cruentum.

P. cruentum dikultivasi dalam media
Johnson pada botol kaca berkapasitas 2000 ml
dengan intensitas cahaya 3000 lux
menggunakan lampu neon 40 watt dan sistem
aerasi secara terus menerus menggunakan
blower. Kepadatan sel P. cruentum diukur
menggunakan metode Turbidimetri dengan
mengukur nilai Optical Density (OD) pada
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 680 nm. Setelah mencapai fase
logaritmik, kultur dipanen dengan cara
disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm
selama 10 menit. Selanjutnya, biomassa
dikeringkan pada oven dengan suhu 50 oC.

Penentuan Kadar Karbohirdat (Gula Total)
Biomasa P. cruentum (Dubois et al. 1956)

Analisis karbohidrat dengan
menggunakan metoda Fenol-sulfuric acid.
Sebanyak 10 mg biomassa kering P. cruentum
ditambah 0,5 ml fenol 5% dan 2,5 ml H2SO4
pekat lalu dikocok dan diinkubasi dalam
keadaan gelap selama 30 menit. Pengukuran
sampel dilakukan secara triplo dan diukur
absorbannya pada spektrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 490 nm. Kadar
karbohidrat dihitung dengan memplotkan nilai
absorban yang diperoleh pada standar baku
glukosa yang telah dibuat.

Analisis Gula Reduksi
Pengukuran gula reduksi menggunakan

metoda 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS).
Sebanyak 1 ml sampel ditambah 1 ml reagen
DNS, kemudian dicampur dan dipanaskan pada
suhu 100 oC selama 10 menit. Pengukuran gula
reduksi dilakukan dengan spektrofotometer
UV-Vis dengan panjang gelombang 540 nm.
Penentuan kadar gula reduksi berdasarkan
kurva standar glukosa.

Hidrolisis Biomassa P .cruentum
Hidrolisis biomassa P. cruentum

menggunakan 2 jenis asam yaitu H2SO4 dan
HNO3 dengan konsentrasi masing-masing 1%;

2%; 3%. Sebanyak ± 5 gram biomassa P.
crunetum dihidrolis pada suhu 100 oC selama
60 menit. Setelah itu, hidrolisat disentrifus
selama 10 menit dengan kecepatan 6000 rpm.
Biomassa (endapan) dibuang sedangkan
supernatan (hidrolisat) diambil dan dipisahkan.

Pembuatan Media Inokulum S. cerevisiae
Pembuatan media inokulum dengan

komposisi (g/L): pepton 0,7 g dan ekstrak yeast
0,36 g. Media disterilkan, didinginkan lalu
ditambahkan stok kultur murni S. cerevisiae
dengan perbandingan 1:5. Kemudian dikocok
dengan shaker selama 48 jam pada suhu
ruang. Setelah 48 jam, media inokulum
digunakan untuk fermentasi.

Fermentasi
Supernatan hasil hidrolisis (hidrolisat)

Keasamannya diatur pada pH 4-5 dengan
penambahan NaOH 10%. Setelah itu, hidrolisat
ditambahkan nutrisi. yang terdiri dari (g/L):
NH4SO4 2; K2HPO4 1; KH2PO4 1; ZnSO4 0,2;
MgSO4 0,2; dan Yeast extract 2. Kemudian,
hidrolisat disteril menggunakan autoklaf pada
suhu 121 oC selama 15 menit.

Sebanyak 10% S. cerevisiae
ditambahkan ke dalam masing-masing 100 ml
hidrolisat yang sudah steril. Setelah itu,
dilakukan inkubasi selama 5 hari pada suhu
ruang dan dikocok menggunakan shaker.

Analisis Bioetanol Menggunakan HPLC
Instrumen yang digunakan adalah

Shimadzu SPD-20A, kolom C18 (Brige) ukuran
4,6 mm x 150 mm dengan fase gerak asetonitril.
Langkah kerja yang dilakukan meliputi :
a. Larutan standar etanol dengan konsentrasi

48%, 24%, dan 12% digunakan sebagai
pembanding sampel uji pada HPLC.

b. Sampel yang akan diuji disaring
menggunakan syringe filter 0,45 µm lalu
dimasukkan ke dalam Vidal HPLC kemudian
disonifikasi selama 10 menit. Asetonitril dan
akuades disaring dengan menggunakan
syringe filter 0,45 µm, kemudian disonifikasi
selama 10 menit.

c. Uji Linieritas
1. Diambil larutan standar etanol 48%, 24%,

dan 12% yang sudah dibuat sebelumnya.
2. Masukkan ke dalam injektor, lalu

dijalankan alat KCKT, dicatat luas puncak
yang muncul.

3. Hitung regresi linier dari larutan standar
etanol tersebut, untuk menghitung
kandungan etanol yang terdapat pada
sampel uji.

d. Penetapan kadar bioetanol dari Mikroalga P.
cruentum dihitung dengan menggunakan
persamaan garis yang menggambarkan
hubungan antara konsentrasi larutan baku
etanol dengan luas puncak.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan Mikroalga P. cruentum
Pertumbuhan dan perkembangan sel

mikroalga P. cruentum diamati setiap hari hingga
mencapai fase logaritmik. Sel P. cruentum
berbentuk uniselluler dan mengeluarkan
senyawa mucilago (polisakarida sulfat) ke dalam
medium. Senyawa ini dapat mengikat satu sel
dengan sel lainnya, sehingga bila dilihat di
bawah mikroskop selnya terlihat berkoloni. Oleh
karena itu, pengamatan kepadatan sel dilakukan
dengan metoda Turbidimetri pada panjang
gelombang 680 nm. Hasil pengukuran
kepadatan sel P. cruentum dapat dilihat pada
Gambar 1.

Pertumbuhan mikroorganisme lebih
ditunjukkan oleh adanya peningkatan jumlah
mikroorganisme dan bukan peningkatan ukuran
sel individu (Pratiwi 2008). Pertumbuhan P.
cruentum dalam media Johnson ditandai dengan
adanya perubahan warna dan peningkatan nilai
optical dencity 680 nm.

Berdasarkan hasil pengamatan selama 13
hari masa kultivasi terlihat bahwa pertambahan
jumlah sel P. cruentum terlihat terus meningkat
seiring bertambahnya waktu kultivasi, hal ini
ditandai dengan meningkatnya nilai serapan
yang didapat (Gambar 1). Setelah 24 jam masa
kultivasi kepadatan sel P. cruentum terus
meningkat hingga hari ke-10 dan pada saat itu
sel P. cruentum memasuki fase logaritmik
dengan nilai serapan sebesar 2,882 pada
panjang gelombang 680 nm. Pada hari ke-10,
pertumbuhan sel mulai melambat, pada sat ini
sel mengalami fase stasioner. Pada fase ini
terjadi keseimbangan antara jumlah sel yang
mati dan yang hidup, karena adanya
keterbatasan nutrisi dan cahaya yang masuk ke
dalam kultur (self shading) (Becker 1994).

Pemanenan biomassa P. cruentum
dilakukan pada saat sel mengalami fase
logaritmik akhir yaitu hari ke-9. Hal ini karena,
pada saat itu produksi karbohidrat yang
merupakan metabolit primer dan digunakan
bahan baku untuk produksi bioetanol mencapai
produksi yang optimal.

Gambar 1. Kurva Pertumbuhan P. cruentum

Kandungan Karbohidrat (Gula Total) P.
cruentum

Metoda yang digunakan untuk kadar
karbohidrat biomassa P. cruentum dilakukan
dengan metode fenol-sulfat (Dubois et al. 1956),
metode ini juga disebut dengan metode TS
(Total Sugar), yaitu dengan cara penambahan
fenol 5% dan asam sulfat (H2SO4) pekat. Fenol
digunakan untuk mendeteksi gula sederhana
dan dengan asam sulfat (H2SO4) pekat akan
menghasilkan warna jingga kekuningan.
Penentuan kadar karbohidrat (gula total) P.
cruentum didasarkan pada regresi linier baku
standar glukosa (Gambar 2).

Berdasarkan hasil pengukuran serapan
baku standar glukosa yang telah diperoleh dapat
dihitung persamaan regeresinya, yaitu y =
0,0102x + 0,0624 dengan nilai r2 = 0,9830.
Kadar karbohidrat dari biomassa P. cruentum
yang dikultivasi dalam medium Johnson dan
dipanen setelah 9 hari masa kultivasi sebesar
22,82%. Menurut Borowitzka and Borowitzka
(1988), kadar karbohidrat P. cruentum berkisar
22% - 40%, sedangkan menurut Milano et al.
(2016), karbohidrat yang terkandung dalam sel
P. cruentum sebesar 40% - 57%. Perbedaan
kadar karbohidrat ini dimungkinkan faktor nutrisi
dan kondisi lingkungan saat kultivasi. Hal ini
sesuai dengan pendapat Becker (1994) yang
mengemukaan bahwa ketersediaan unsur
nitrogen dan fosfor sebagai salah satu unsur
nutrisi, suhu, intensitas cahaya, pH medium,
suplai CO2 dapat mempengaruhi kualitas nutrisi
dalam biomassa mikroalga.

Kandungan karbohidrat (gula total) pada
mikroalga berbeda-beda, tergantung pada
spesies dan kondisi lingkungan hidupnya.
Karbohidrat pada mikroalga terletak pada
dinding sel dalam bentuk selulosa dan di plastid
dalam bentuk pati sebagai cadangan utama gula
(Velazquez-Lucio et al. 2018). Sekitar 4% - 7%
dalam bentuk selulosa dan sekitar 51% - 60%
dalam bentuk gula netral non selulosa (Widjaja
2009). Menurut Chen et al. (2013), dinding sel
mikroalga terdiri dari polisakarida tertentu,
seperti selulosa, pektin, agar, dan alginat, yang
isinya berbeda diantara spesies.

Gambar 2. Kurva Baku Standar Glukosa dengan
Metode Fenol-Sulfat
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Simon-Bercovitch, Bar-Zvi, dan Arad (1999)
mengemukakan dinding sel mikroalga merah
Porphyridium sp. terdiri dari polisakarida amorf
kompleks (6-7 × 106 Da). Polisakarida terdiri
dari xilosa, glukosa, dan galaktosa sebagai gula
utama, serta beberapa gula kecil, protein, sulfat,
dan asam glukuronat.

Hidrolisis
Proses hidrolisis pada studi ini

menggunakan asam anorganik H2SO4 dan
HNO3 dengan variasi konsentrasi (1%, 2%, 3%).
S. cerevisiae yang digunakan pada studi ini
hanya mampu memanfaatkan gula-gula
sederhana (monosakarida) sebagai media
pertumbuhannya, sehingga sebelum digunakan
sebagai media fermentasi, karbohidrat dalam
biomassa mikroalga (polimer gula) harus
dihidrolisis terlebih dahulu agar menjadi gula
sederhana (Talebnia, Karakashev, and
Angelidaki 2010).

Penggunaan variasi asam yang rendah
bertujuan untuk menghindari efek negatif yang
ditimbulkan terhadap lingkungan. Proses
hidrolisis dalam penelitian dilakukan pada suhu
100 oC selama 60 menit, suhu yang lebih tinggi
akan mempermudah dekomposisi gula
sederhana (Osvaldo, Panca, dan Faizal 2012).
Hasil proses hidrolisis biomassa menggunakan
H2SO4 dan HNO3 dapat dilihat pada Gambar 3.

Berdasarkan studi ini, terlihat perbedaan
warna antara biomasa yang dihidrolisis
menggunakan H2SO4 dan HNO3. Biomasa yang
dihidrolisis dengan menggunakan H2SO4 sampel
berubah menjadi warna coklat kehitaman, hal ini
dikarenakan H2SO4 sebagai agen dehidrasi
dapat menyerap kandungan air (H dan O) dalam
suatu bahan yang mengandung karbohidrat,
maka penambahan H2SO4 pekat akan
menyebabkan karbohidrat terdehidrasi
(Judoamidjojo, Sa’id, dan Hartoto 1989).
Sedangkan hasil hidrolisis dengan
menggunakan HNO3 sampel berubah menjadi
warna kekuningan dan keruh serta biomassa
mengambang naik ke atas permukaan, hal ini
dimungkinkan pada saat di dalam air, HNO3
terdisosiasi menjadi ion-ionnya, yaitu ion nitrat
dan ion hidronium sehingga membentuk warna
kuning hingga jingga (Dogra 1990).

(A) (B)

Gambar 3. Hasil hidrolisis biomassa P. cruentum
menggunakan (A) H2SO4 dan (B) HNO3

Kadar Gula Reduksi Biomassa P.cruentum
yang dihidrolisis dengan H2SO4 dan HNO3

Proses hidrolisis pada studi ini
menggunakan 2 jenis asam dengan berbagai
konsentrasi. Penggunaan asam karena sel
mikroalga tidak memiliki lignin sehingga
penggunaan asam merupakan suatu hal yang
tepat untuk hidrolisis biomassa mikroalga
(Assadad, Utomo, dan Sari 2010). Hasil
penelitian yang dilakukan oleh Girio et al. (2010),
menunjukkan bahwa penggunaan asam dapat
menghasilkan glukosa sekitar 70% - 95%. (de
Farias Silva dan Bertucco 2016) menyatakan
bahwa hidrolisis biomasa mikroalga dengan
menggunakan asam H2SO4 lebih efisien
dibandingkan menggunakan enzim (amilase dan
selulase).

Ketersedian gula reduksi dalam medium
fermentasi merupakan salah satu unsur penting
bagi pertumbuhan S. cerevisiae sebagai sumber
karbon untuk menghasilkan bioetanol. Pada
studi ini, penentuan gula reduksi dengan
menggunakan metoda DNS. DNS merupakan
senyawa somatis yang akan bereaksi dengan
gula reduksi maupun komponen pereduksi
lainnya untuk membentuk 3-amino-5-
nitrosalicylic acid. Bila terdapat gula reduksi
pada sampel, maka larutan DNS yang awalnya
berwarna kuning akan bereaksi dengan gula
reduksi sehingga menimbulkan warna jingga
kemerahan yang dapat diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer UV pada panjang
gelombang 540 nm. Penentuan kadar gula
reduksi dihitung berdasarkan hasil persamaan
regresi linier kurva baku glukosa y = 0,0037x +
0,0877 dengan nilai r2= 0,98701 (Gambar 4).

Kadar gula reduksi yang diperoleh pada
studi ini menunjukkan bahwa, semakin tinggi
konsentrasi asam yang digunakan, semakin
tinggi pula kadar gula reduksinya (Gambar 5).
Hal ini sesuai dengan studi Fontana et al.
(2001), yang menyatakan bahwa semakin tinggi
kekuatan asam, semakin tinggi glukosa yang
dihasilkan.

Gambar 4.  Kurva baku standar glukosa untuk
penentuan gula pereduksi
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Kadar gula reduksi dari biomasa yang
dihidrolisis dengan HNO3 lebih tinggi, jika
dibandingkan dengan menggunakan H2SO4.
Pada medium yang dihidrolisis dengan
konsentrasi 3% HNO3 diperoleh kadar gula
pereduksi sebesar 747,15 ppm, sedangkan pada
medium yang dihidrolisis dengan 3% H2SO4
sebesar 717,45 ppm (Gambar 5). Hasil ini
sesuai dengan yang dilakukan oleh Giorgos et
al. (2013), bahwa gula reduksi dari biomasa
Arthospira platensis yang dihidrolisis dengan
HNO3 lebih tinggi daripada dengan H2SO4 dan
HCl.

Pertumbuhan Sel S. cerevisiae Selama
Fermentasi

Fermentasi merupakan proses
pengubahan glukosa menjadi bioetanol melalui
jalur metabolismenya yang berlangsung secara
anaerob. Pada penelitian ini fermentasi
menggunakan S. cerevisiae, karena ragi ini
mampu memfermentasi berbagai jenis gula
dalam memproduksi etanol, dibandingkan
dengan mikroorganisme lain. Pola pertumbuhan
S. cerevisiae selama 5 hari, proses fermentasi
dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 5.  Kadar gula reduksi biomasa P. cruentum
yang dihidrolisis dengan H2SO4 dan
HNO3
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Gambar 6. Grafik Jumlah Sel S. cerevisiae selama 5
hari fermentasi

Pada semua medium fermentasi, glukosa
dikonsumsi hampir setengahnya setelah 24 jam.
Hal ini secara visual terlihat kekeruhan warna
kultur meningkat. Kekeruhan ini dimungkinkan
sebagai akibat dari perubahan fisiologis dalam
sel dan/atau asimilasi substrat sekunder
(sukrosa, fruktosa, dan lain-lain) (Scholz, Riley,
dan Cuello 2013).

Pada Gambar 6, tampak pertumbuhan sel
S.cerevisiae pada hidrolisat menggunakan
HNO3 lebih rendah dibandingkan H2SO4.
Kepadatan sel tertinggi pada medium yang
dihidrolisis HNO3 ditunjukkan pada medium 1%
HNO3 yaitu 3,38.106 sel/ml yang terjadi pada hari
ke-2, sedangkan yang dihidrolisis dengan H2SO4
ditunjukkan pada medium 2% H2SO4 yaitu
4,41.106 sel/ml yang terjadi pada hari ke-4.

Kadar Gula Reduksi Selama Fermentasi
Kadar gula reduksi dapat dijadikan indikator

yang menunjukkan berjalannya proses
fermentasi. Pada Gambar 5 terlihat, selama
proses fermentasi terjadi penurunan kadar gula
pereduksi dalam substrat, hal ini karena gula
reduksi digunakan oleh kapang S. cerevisiae
sebagai sumber karbon untuk membentuk
energi selama pertumbuhannya (Gambar 7).

Berdasarkan hasil pengamatan pada
Gambar 7, terlihat kadar gula reduksi mengalami
penurunan seiring dengan bertambahnya waktu
fermentasi. Penurunan kadar gula reduksi diikuti
oleh peningkatan jumlah sel S. cerevisiae yang
menandakan adanya aktivitas S. cerevisiae
memanfaatkan gula sebagai sumber energi.
Penurunan kadar gula reduksi terbesar dapat
dilihat pada sampel hidrosilat yang dihidrolisis
menggunakan H2SO4 1% dan HNO3 1%.

Kadar Karbohidrat Selama Proses
Fermentasi

Kadar karbohidrat selama proses
fermentasi dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 7. Kadar gula reduksi substrat fermentasi
yang dihidrolisis dengan asam HNO3 dan
H2SO4 selama 5 hari masa fermentasi
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Berdasarkan studi ini, setelah dilakukan
fermentasi selama 5 hari, ternyata kandungan
karbohidrat (total gula) masih terdapat pada
semua medium fermentasi, hingga hari ke lima
kandungan karbohidrat yang masih terdapat
pada medium fermentasi sekitar 125-146 ppm
(H2SO4) dan 125-140 ppm (HNO3). Hal ini
menunjukkan bahwa karbohidrat yang
terkandung dalam biomassa P. cruentum tidak
dapat terurai sempurna menjadi monosakarida.
Hal ini menyebabkan terhambatnya proses
fermentasi dalam pembentukan etanol.
Diketahui bahwa S. cerevisiae, hanya dapat
memanfaatkan gula-gula sederhana
(monosakarida).

Berdasarkan studi ini, agar fermentasi
berjalan optimal, maka harus dilakukan
penelitian lebih lanjut tentang proses hidrolisis
dari biomasa P. cruentum. Kemungkinan yang
dapat dilakukan adalah sakarifikasi dengan
menggunakan enzim atau kombinasi antara
hidrolisis dengan asam dilanjutkan sakarifikasi
dengan enzim. Sebagai pertimbangan menurut
(Alvira et al. 2010), mengemukakan sampai saat
ini komposisi dan karakterisasi secara terperinci
karbohidrat dari beberapa spesies mikroalga
belum banyak yang diketahui (Alvira et al. 2010).
Komposisi dinding sel mikroalga tidak jelas dan
dinding sel karbohidrat berbeda dari tanaman,
sehingga penggunaan enzim dalam proses
sakarifikasi perlu dilakukan pengujian. Untuk
memverifikasi degradasi enzimatik pada dinding
sel mikroalga, berbagai jenis enzim yang dapat
digunakan adalah pektinase, selulase, amilase,
xilanase, b-glukosidase, lisozim, sulfatase,
kitinase, dan pektoliase (Gerken, Donohoe, dan
Knoshaug 2013).

Kadar Etanol Menggunakan Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Tahap awal analisis ini dengan
pembuatan larutan standar etanol menggunakan
konsentrasi 48%, 24%, dan 12% yang bertujuan
untuk pembanding sampel pada uji KCKT.
Pengukuran standar baku etanol juga bertujuan
untuk mengetahui waktu retensi kadar etanol.
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Gambar 8. Grafik Kadar Karbohidrat Selama
Proses Fermentasi

Hasil pengukuran larutan standar baku etanol
dapat dilihat pada Gambar 9. Hasil perhitungan
persamaan regresi kurva menggunakan 3
larutan baku dengan konsentrasi berbeda lalu
dibuat kurva kalibrasi dengan konsentrasi (%)
sebagai sumbu X dan luas area sebagai sumbu
Y, diperoleh persamaan garis y = 60.85931 +
2.46767x, dengan koefisien relasi (r) sebesar
0,99906.

Berdasarkan persamaan regresi yang
telah dibuat, pada Gambar 10 terlihat kadar
etanol tertinggi dicapai pada medium fermentasi
H2SO4 1% yang terjadi pada hari ke-4 yaitu
34,58%, sedangkan pada biomassa yang
dihidrolisis dengan HNO3 2% optimum dicapai
pada hari ke-2 yaitu sebesar 14,83%.

Pada studi ini, ternyata peningkatan dan
penurunan kadar etanol dipengaruhi oleh
pertumbuhan S. cerevisiae serta kadar gula
pereduksi yang terkandung pada medium
fermentasi. Hal tersebut menunjukan bahwa
pada hari kedua merupakan fase peningkatan
pertumbuhan sel S. cerevisiae yang disebut
dengan fase log, dimana fase ini menghasilkan
metabolit primer. Metabolit primer S. cerevisiae
diantaranya etanol, aseton, asam laktat dan
butanol.

Nilai pH Selama Fermentasi
Besarnya kadar etanol yang dihasilkan

dari proses fermentasi tidak dapat ditentukan

Gambar 9. Kurva larutan standar etanol

Gambar 10.  Kadar etanol selama  5 hari
fermentasi
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hanya berdasarkan konsentrasi gula yang
dihasilkan tetapi dapat dipengaruhi juga oleh
banyak faktor, diantaranya yaitu suhu, waktu
fermentasi, penambahan nutrisi dan pH.

Selama berlangsungnya proses
fermentasi, pH media cenderung mengalami
perubahan, hingga menjadi lebih asam yaitu 3,2-
3,5 pada hari ke-5 fermentasi (Gambar 11). Nilai
pH optimum pada studi ini adalah pH 4,2 untuk
fermentasi dengan menggunakan 1% H2SO4
yang terjadi pada hari ke-4 dan pH 4,5 untuk
fermentasi menggunakan 1% HNO3. Menurut
(Zamora 2009), perubahan pH disebabkan oleh
adanya asam-asam organik seperti asam laktat,
asam asetat dan asam piruvat yang terbentuk
selama proses fermentasi, sedangkan asam-
asam lainnya seperti asam butirat hanya sedikit
berpengaruh dalam penurunan pH (Mohd-Zaki
et al. 2016). Menurut (Judoamidjojo, Sa’id, dan
Hartoto 1989), kecenderungan media fermentasi
semakin asam disebabkan amonia yang
digunakan sel khamir sebagai sumber nitrogen
diubah menjadi NH4

+. Molekul NH4
+ akan

menggabungkan diri ke dalam sel sebagai R-
NH3. Dalam proses ini H+ ditinggalkan dalam
media, sehingga semakin lama waktu fermentasi
semakin rendah pH media.

Tingkat keasaman medium semakin
menurun menyebakan proses fermentasi mulai
berjalan kurang efektif yang dapat
mempengaruhi pembentukkan hasil samping,
seperti asam asetat. Beberapa pendapat hasil
studi dilaporkan bahwa pH optimum S.
cerevisiae untuk produksi bioetanol dengan
dengan menggunakan bahan molase yaitu pH
5,3 (Hoda et al. 2010) dan menurut Mukhtar et
al. (2010) pH optimum khamir pH 4,6 sampai
dengan pH 4,8.

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

5

H2SO4 1% H2SO4 2% H2SO4 3% HNO3 1% HNO3 2% HNO3 3%

pH

hari fermentasi

H1 H2 H3 H4 H5

Gambar 11. pH medium selama proses
fermentasi

KESIMPULAN

Proses hidrolisis menggunakan 1% H2SO4
dapat dijadikan salah satu alternatif degradasi
karbohidrat biomassa P. cruentum. Mikroalga P.
cruentum yang mengandung karbohidrat 22,82%
dapat dijadikan sebagai salah satu bahan baku
untuk menghasilkan bioetanol yang
berkelanjutan.
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