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Abstrak  

Bioetanol sebagai renewable energy dapat diproduksi dari glukosa. Glukosa untuk bioetanol dapat diproduksi dari 

beberapa sumber, generasi pertama adalah dari bahan pangan berupa pati, gula tebu hanya saja menyebabkan 

kenaikan harga bahan mentah karena bersaing dengan produk pangan. Generasi kedua adalah dari biomassa 

lignoselulosa seperti serbuk gergaji, pupuk, rumput yang sulit untuk diproses karena kandungan lignin yang tinggi 

sehingga menyebabkan biaya proses yang tinggi. Alternatif sumber glukosa adalah dari mikroalga yang memiliki 

produktivitas biomassa yang tinggi dan kandungan selulosa yang potensial untuk dikonversi menjadi glukosa. 

Selulosa dalam biomassa dapat dikonversi menjadi glukosa dengan reaksi hidrolisis enzimatik menggunakan 

enzim cellulase. Penelitian ini bertujuan menentukan parameter-parameter optimal dalam mengkonversi selulosa 

menjadi glukosa, antara lain konsentrasi enzim, temperatur, dan waktu reaksi. Biomassa diperoleh dari kultivasi 

mikroalga Chlorella, sp. dalam media bernutrisi, dengan aliran gas karbon dioksida dan radiasi sinar UV. Reaksi 

hidrolisis dilakukan dengan variasi konsentrasi enzim cellulase 1,25 – 5 mg/ml, temperatur reaksi 40-70 C, dan 

waktu reaksi 8 – 60 jam. Uji kandungan glukosa dilakukan menggunakan reagen DNS dan pembacaan absorbansi 

oleh Spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi glukosa yang tertinggi sebesar 3,07 

g/L diperoleh pada reaksi hidrolisis dengan konsentrasi enzim cellulase 5 mg/ml, temperatur reaksi 55 C, dan 

waktu reaksi 58 jam. 

 

Kata Kunci: Chlorella sp., reaksi hidrolisis, enzim cellulase, glukosa 

 

Abstract 

Bioethanol, as a renewable energy source, can be produced from glucose. Glucose for bioethanol can be obtained 

from several sources. The first generation is derived from food sources such as starch and sugarcane, which can 

lead to an increase in raw material prices due to competition with food products. The second generation is derived 

from lignocellulosic biomass such as sawdust, manure, and grass, which are difficult to process due to their high 

lignin content, resulting in high processing costs. An alternative source of glucose is microalgae, which have high 

biomass productivity and potential cellulose content that can be converted into glucose. Cellulose in biomass can 

be converted into glucose through enzymatic hydrolysis using cellulase enzymes. This study aims to determine the 

optimal parameters for converting cellulose into glucose. The biomass was obtained from the cultivation of 

Chlorella sp. microalgae in nutrient media, with carbon dioxide gas flow and UV radiation. Hydrolysis reactions 

were performed with variations in cellulase enzyme concentration (1.25 - 5 mg/ml), reaction temperature (40 - 

70°C), and reaction time (8 - 60 hours). Glucose content was measured using DNS reagent and absorbance 

readings by UV-Vis Spectrophotometer. The results showed that the highest glucose concentration of 3.07 g/L 

was obtained in the hydrolysis reaction with a cellulase enzyme concentration of 5 mg/ml, reaction temperature 

of 55°C, and reaction time of 58 hours. 

Keywords: Chlorella sp., hydrolysis reaction, cellulase enzyme, glucose
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1.  PENDAHULUAN  

Biofuel yang umum digunakan adalah 

bioetanol dan biodiesel, terutama bioetanol yang 

dapat diproduksi dari suplai biomassa yang 

melimpah yang mengandung pati dan selulosa 

(Chandel, dkk., 2018). Berdasarkan sumbernya, 

bioetanol dikategorikan menjadi tiga tipe: generasi 

pertama adalah bioetanol dari pati atau gula tebu. 

Pada generasi ini, proses hidrolisis lebih sederhana 

tetapi harga bahan mentah lebih mahal, karena 

berkompetisi dengan suplai bahan pangan. Generasi 

kedua adalah bioetanol dari biomass lignoselulosa 

seperti: sisa panen, serbuk gergaji kayu, pupuk, dan 

rumput. Bioetanol tipe ini memiliki perolehan yang 

rendah karena kandungan lignin dalam biomassa 

sangat sulit untuk didegradasi maupun difermentasi 

(Nigam dan Singh, 2010). Hal ini menyebabkan 

bioetanol tipe ini memerlukan konsentrasi enzim 

yang tinggi dan berujung pada mahalnya biaya 

pemrosesan (Chandel, dkk. 2018). 

Generasi ketiga adalah produksi etanol dari 

alga, yang diprediksi dapat mengatasi kekurangan 

pada generasi pertama dan kedua (Vasic, dkk., 

2021). Salah satu jenis mikroalga adalah Chlorella, 

sp. dengan kandungan pati dan glikogen yang tinggi, 

lebih dari 50 % berat kering dan mengandung 

selulosa (Arad dan Levy-Ontman, 2013). Selulosa 

dalam biomassa dapat dikonversi menjadi glukosa 

dengan reaksi hidrolisis enzimatik, dimana glukosa 

kemudian dapat digunakan untuk memproduksi 

etanol (Jugwanth, dkk., 2020). 

Beberapa faktor seperti jenis-jenis mikroalga 

yang luas, jumlah yang besar, kandungan 

karbohidrat dan pati, dinding sel yang tipis, dan laju 

fotosintesis yang tinggi telah meningkatkan 

observasi pemanfaatan biomassa alga untuk 

pembuatan etanol (Tsarpali, dkk., 2021). 

Informasi taksonomi menunjukkan terdapat 

300.000 jenis mikroalga, tetapi hanya sekitar 30.000 

jenis yang mampu beradaptasi dalam lingkungan 

yang ekstrim (kadar garam, temperatur, nutrisi, dan 

lain-lain (Low, dkk., 2014). 

Mikroalga yang paling banyak dikenal dan 

digunakan adalah Spirulina, kemudian Chlorella 

vulgaris, Dunaliella salina, dan Haematococcus 

pluvialis (Reshma, dkk., 2021). Biomass mikroalga 

dapat memproduksi rentang produk yang luas, 

meliputi klorofil, karotenoid, karbohidrat, lemak, 

protein, asam nukleat, dan nutraceutical (Mutanda, 

dkk., 2020). 

1.1 Kultivasi Mikroalga 

Mikroalga memiliki laju reproduksi yang 

sangat cepat, dapat melipatgandakan biomassa 

dalam waktu 24 jam, bahkan dalam fasa 

pertumbuhan eksponensial dapat berlipat ganda 

dalam 3,5 jam (Rubio, 2002). Chlorella, sp. adalah 

salah satu jenis alga hijau yang memiliki laju 

perkembangbiakkan yang cepat. Mikroalga dapat 

dikultivasi dalam media air tawar maupun air laut 

(Becker, 1994).  

Nutrisi yang diperlukan oleh mikroalga untuk 

pertumbuhan sama dengan tumbuhan lain, yaitu 

nitrogen dan fosforus dalam jumlah sekitar 10-20 % 

dari biomassa alga. Makronutrien yang lain adalah 

karbon, sulfur, kalium, dan magnesium. Unsur lain 

yang diperlukan dalam jumlah sedikit adalah besi 

dan mangan, dan unsur esensial lain yang diperlukan 

dalam jumlah sangat sedikit adalah cobalt, zinc, 

tembaga, boron, molybdenum (Nagao, dkk., 2019). 

EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) 

ditambahkan untuk meningkatkan kelarutan unsur-

unsur tersebut. Beberapa senyawa lain seperti 

vitamin, hormon, dan komponen organik 

ditambahkan sebagai faktor pemicu pertumbuhan.  

Media kultur untuk alga dapat dibuat secara 

sintetis, dari air yang ditambahkan mineral-mineral 

maupun buangan limbah cair (Becker, 1994). Pada 

umumnya, untuk mikroalga laut menggunakan air 

laut yang ditambahkan nitrat komersial dan fosfat 

dan beberapa nutrient mikro (Molina, dkk., 1999). 

Air laut merupakan pilihan media yang baik karena 

dapat meningkatkan output produk, misalnya 

meningkatkan kandungan lipid dan senyawa-

senyawa lain di dalam biomassa mikroalga 

(Chandrasekhar, dkk., 2022). Selain itu juga 

menurunkan biaya produksi apabila menggunakan 

air laut sesungguhnya.  

Alga mengkonversi air dan CO2 dari 

lingkungan menjadi biomassa melalui proses 

fotosintesis dengan menggunakan cahaya sebagai 

sumber energi dan CO2 sebagai sumber karbon 

(Bhattacharya dan Goswami, 2020). Mikroalga 

biasa dikembangkan di bak/kolam terbuka pada 

pengembangan skala besar karena biayanya murah, 

tetapi rentan terhadap kontaminasi. Sebagai 

alternatif dapat digunakan fotobioreaktor, yaitu 

reaktor yang disinari cahaya (Barten, dkk., 2021). 

Sumber cahaya dan intensitas cahaya memberikan 

dampak yang relevan terhadap laju fotosintesis dan 

laju pertumbuhan alga (Aravantinou dan Manariotis, 

2016). 

Nutrisi yang esensial (N, P, K) dan kondisi 

kultivasi seperti pH (6-8), temperatur (20-30 C), 

oksigen, suplai cahaya, CO2, merupakan hal yang 

dibutuhkan mikroalga seperti tumbuhan pada 

umumnya (Nagao, dkk., 2019). Mikroalga mampu 

menyerap gas CO2 secara efektif karena memiliki 

efektifitas fotosintesis yang lebih besar 20 % 

dibandingkan tanaman lain seperti minyak bunga 

matahari, minyak kedelai dan kanola (Xu, dkk., 

2021). Kandungan karbondioksida di udara sangat 

rendah (0,03 %) dan kelarutan di dalam air yang 

sangat rendah (1,45 g/L pada 25 C, 100 kPa) 

menyebabkan pembiakan alga pada salinitas yang 

rendah dan pH netral memerlukan suplai gas CO2 

tambahan untuk mempercepat laju pertumbuhan. 

Pengadukan yang intensif juga dapat meningkatkan 

penyerapan gas CO2 dari udara ke media kultivasi. 
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Pertumbuhan mikroalga memerlukan rentang 

pH yang optimal. pH Media kultivasi yang terlalu 

tinggi maupun terlalu rendah dapat menyebabkan 

laju pertumbuhan yang rendah dan fasa lag yang 

panjang (Kim, dkk., 2009). Chlorella vulgaris yang 

dikultivasi pada pH 7-9 memiliki laju pertumbuhan 

yang konstan dan mencapai pertumbuhan terbaik 

pada pH 7. Sementara Chlorella vulgaris yang 

dikultivasi pada pH 5 dan 10 tidak menunjukkan laju 

pertumbuhan yang baik, sebaliknya menunjukkan 

fasa lag yang panjang (Kim, dkk., 2009). Penelitian 

lain menunjukkan Chlorella vulgaris yang 

dikultivasi pada pH 7,5 menunjukkan konsentrasi 

alga dan klorofil yang lebih tinggi dari pH 9,5 karena 

pH 9,5 menurunkan pengikatan alga terhadap CO2 

bebas (Azov, Y., 1982).  

Jumlah energi cahaya yang diterima dan 

disimpan oleh sel mempengaruhi pengikatan CO2, 

produktivitas biomassa, dan pertumbuhan sel. 

Mikroalga yang dikultivasi dengan penyinaran 

cahaya yang terbatas akan memanfaatkan karbon 

untuk mensintesis asam amino dan komponen sel 

lainnya, sementara dalam penyinaran cahaya yang 

sampai jenuh, akan terjadi pembentukan gula dan 

pati (Zak, dkk., 2001). Sementara penyinaran cahaya 

yang berlebihan akan menyebabkan fotoinhibisi 

atau terhambatnya fotosintesis (Molina, dkk., 1999).  

Pada umumnya mikroalga mengandung 

protein (6-52 %), lemak (7-23 %), dan karbohidrat 

(5-23 %) tergantung species masing-masing 

(Brown, dkk.,1997). Karbohidrat terdapat dalam 

lebih dari setengah berat kering biomassa mikroalga 

dan sebagai struktur molekul biomassa pada 

umumnya (Arad dan Levy-Ontman, 2013). 

Karbohidrat tersebut tersimpan sebagai cadangan, 

sebagian besar dalam dinding sel sebagai selulosa, 

pektin, polisakarida. Sekalipun begitu kandungan 

pati dan selulosa juga dapat bervariasi tergantung 

jenis alga. Sebagian besar karbohidrat dari alga 

berada dalam bentuk pati dan selulosa yang sangat 

potensial untuk produksi bioetanol (Maia, dkk., 

2020). 

Kandungan selulosa di dalam alga air tawar 

(termasuk Chlorella, sp.) sekitar 7 % dengan 

kandungan lignin yang lebih rendah, yaitu 1,5 %. 

Sementara kandungan selulosa dalam alga air laut 

sekitar 6 % (Ververis, dkk., 2007). Kandungan 

selulosa di dalam rumput laut merah Gelidium 

amansii (makroalga) lebih tinggi, sekitar 15-25 % 

dalam bentuk fibrin (Yoon, dkk., 2010). Kandungan 

lignin yang rendah di dalam mikroalga dapat 

menyederhanakan proses hidrolisis dengan cara 

menghilangkan proses pretreatment untuk 

menghilangkan lignin. Lignin sangat sulit untuk 

didegradasi secara biologis dan tidak dapat 

difermentasi (Yoon, dkk., 2010). 

1.2 Reaksi Hidrolisis oleh Enzim Cellulase 

Biomassa dari agrikultur pada umumnya 

diproses awal dengan bantuan enzim, ragi, asam, 

maupun basa untuk mengkonversi pati menjadi 

glukosa (Chandrasekhar, dkk., 2022). Hidrolisis 

enzimatik memiliki beberapa keunggulan 

dibandingkan hidrolisis oleh asam dalam hal: 

perolehan glukosa lebih tinggi dan hidrolisis dapat 

dilakukan pada temperatur rendah. Hal ini tidak 

menyebabkan korosi pada peralatan reaksi sehingga 

biaya utilitas jauh lebih rendah dibandingkan 

hidrolisis dalam kondisi asam atau basa (Taherzadeh 

dan Karini, 2008).  

Enzim cellulase dapat dihasilkan dari bakteri 

dan jamur untuk melakukan hidrolisis material 

lignoselulosa. Tetapi bakteri anaerob memerlukan 

kondisi pertumbuhan anaerob dan laju pertumbuhan 

yang rendah sehingga riset untuk produksi cellulase 

komersial menggunakan jamur (Duff and Murray, 

1996). Beberapa jamur yang memproduksi enzim 

cellulase antara lain: Sclerotium rolfsii, P. 

chrysosporium, spesies Aspergillus, Schizophyllum, 

Penicillium, dan Trichoderma. Trichoderma sp 

adalah jenis yang paling banyak dipelajari untuk 

menghasilkan enzim cellulase (Duff dan Murray, 

1996). Enzim cellulase mentah dapat diperoleh dari 

jamur genus Trichoderma yang mampu 

mendegradasi dinding sel tumbuhan (Rosyida, dkk., 

2015). 

Penelitian yang dilakukan oleh Puspawati, dkk. 

(2015) melakukan reaksi hidrolisis glukosa oleh 

enzim cellulase dari Trichoderma sp pada 

temperatur 40-50 C, pada biomassa rumput laut 10 

gram dan konsentrasi enzim cellulase 1–2,73  mg/ml 

selama 24 jam menunjukkan hasil yang terbaik pada 

konsentrasi 1 mg/ml, 50 C selama 12 jam. Hal ini 

disebabkan mold dari jenis Trichoderma sp tidak 

dapat tahan pada temperatur yang terlalu tinggi.  

Konsentrasi enzim cellulase dapat 

ditingkatkan untuk menaikkan laju reaksi dan 

meningkatkan perolehan glukosa, tetapi akan 

meningkatkan biaya proses secara signifikan karena 

harga enzim cellulase yang mahal (Liu, dkk. 2019). 

Pada konsentrasi substrat yang rendah, laju dan 

perolehan reaksi hidrolisis akan meningkat seiring 

dengan kenaikan konsentrasi substrat (Cheung and 

Anderson, 1997). Tetapi pada konsentrasi substrat 

yang tinggi dapat terjadi inhibisi oleh substrat yang 

menurunkan laju reaksi hidrolisis, dan besarnya 

inhibisi dipengaruhi oleh rasio antara substrat dan 

enzim (Penner and Liaw, 1994).  

Substrat, aktivitas enzim cellulase, kondisi 

reaksi (temperatur, pH, dan parameter lain) 

mempengaruhi hasil reaksi hidrolisis selulosa. 

Karena itu penelitian ini bertujuan menentukan 

kondisi proses yang optimal, antara lain temperatur, 

waktu reaksi, dan konsentrasi enzim untuk 

menghasilkan perolehan glukosa tertinggi. 
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2.  METODOLOGI PENELITIAN 

2.1. Media Kultivasi 

Mikroalga Chlorella, sp. dikultivasi pada 

media cair selama 7 hari kemudian diperbarui setiap 

minggu. Media cair yang digunakan adalah media 

Walne. Media yang digunakan ditampilkan dalam 

Tabel 1 sampai Tabel 4. 

Tabel 1. Komposisi media kultivasi chlorella, sp. 

Komposisi 

Jumlah 

(ml) 

Larutan Nutrien 1 

Larutan Vitamin 0,1 

Larutan Urea 1 

Air laut steril 1000 

Buffer KH2PO4 dan K2HPO4 0.1 M, 

pH 8.0 5 

Tabel 2. Komposisi larutan nutrien (volume 

satu liter) 

Senyawa  Jumlah (g) 

FeCl3.6H2O 1,3 

MnCl2.4H2O/MnSO4.5H2O 0,36 

H3BO3 33,6 

EDTA 45 

NaH2PO4 20 

Larutan TMS 1 ml* 

Tabel 3. Komposisi trace metal solution (tms) 

volume seratur mililiter 

Senyawa Jumlah (g) 

ZnCl2 2,1 

CoCL2.6H2O 2 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,9 

CuSO4.5H2O 2 

Tabel 4. Komposisi larutan vitamin (volume 

seratus mililiter) 

Senyawa Jumlah (mg) 

Cyanocobalamin 10 

Thiamine 10 

Biotin 200 

 

Larutan Urea dibuat dari 100 gram urea yang 

dilarutkan dalam satu liter air demineralisasi. Air 

untuk pembuatan stock solutions (larutan TMS, 

larutan nutrient, larutan urea, larutan vitamin) harus 

diproses terlebih dahulu. Sebanyak 20 liter air hasil 

reverse osmosis ditambahkan 0,4 ml NaOCl, 

kemudian diaduk selama 12 jam, setelah itu 

ditambahkan 0,4 gram Na2S2O3 dan diaduk selama 

5-10 menit.  

Semua stock solutions kecuali larutan vitamin 

disterilisasi pada 121 °C, 1,2 kg/cm2 selama 20 

menit kemudian didinginkan sampai temperatur 

ruang.  

Vitamin tidak disterilisasi karena temperatur 

yang sangat tinggi dapat mendegradasi senyawa 

organik dalam larutan vitamin. Karena itu larutan 

vitamin disaring menggunakan pori 20 mikron di 

dalam ruang steril untuk menghilangkan 

kontaminan. Larutan nutrien dan TMS disimpan 

pada temperatur ruang, sementara larutan vitamin 

dan larutan urea disimpan pada suhu 4 C. 

Air laut buatan dibuat dengan menambahkan 

33,3 gram garam laut ke dalam satu liter air 

demineralisasi (RO). Kemudian difiltrasi secara 

vakum lalu disterilisasi pada 121 °C, 1,2 kg/cm2 

selama 20 menit, kemudian didinginkan sampai 

temperatur ruang.  

Buffer pH 8,0 disiapkan dengan mencampur 

K2HPO4 and KH2PO4 (masing-masing 0,1 M) 

dengan rasio volume 8:1. Buffer ditambahkan di 

awal pembuatan media untuk menjaga pH di rentang 

7,5–8,0. Di tengah-tengah proses kultivasi apabila 

pH turun sampai di bawah 7,5, Larutan NaOH 0,1 M 

ditambahkan sebanyak 0,5 – 1 ml. Semua larutan 

tersebut (NaOH, KH2PO4, and K2HPO4) juga 

disterilisasi pada 121 °C, 1,2 kg/cm2 selama 20 

menit dan didinginkan sampai temperatur ruang. 

 

2.2. Kultivasi Mikroalga Chlorella, sp 

Mikroalga yang digunakan pada penelitian ini 

diperoleh dari kultivasi beberapa batch. Kultivasi 

dilakukan pada bioreaktor berukuran 1 – 2,5 L 

dimana mikroalga Chlorella, sp. dengan kandungan 

20 % volume dimasukkan ke dalam media kultur 

yang telah disterilisasi. Selama kultivasi, reaktor 

disuplai oleh aliran gas CO2, dengan laju alir 1 

L/menit per 1 liter larutan, dan intensitas cahaya 

sebesar 100-250 mol/m2.s. Intensitas tersebut 

diperoleh dari 2 buah lampu neon dengan daya 

masing-masing 18 W dipasang menghadap reaktor 

(gambar peralatan kultivasi mikroalga ditunjukkan 

pada Gambar 1). Reaktor kemudian diaduk secara 

kontinyu pada kecepatan 120-300 rpm untuk 

menghasilkan homogenasi udara di dalam reaktor. 

Temperatur dalam reaktor dipertahankan pada 25 

C. Larutan NaOH ditambahkan secara berkala 

setiap 24 jam untuk menjaga kestabilan pH pada 

rentang 7,5 - 8, dengan penambahan NaOH sebesar 

0,5 – 1 ml. Kultivasi dilakukan selama 13 – 25 hari. 

Proses prekultivasi dilakukan mendahului 

kultivasi mikroalga, dengan menambahkan 20-30 % 

volume Chlorella, sp. ke dalam larutan media 1 liter. 

Proses memasukkan mikroalga ke dalam media 

kultur dilakukan dalam kondisi steril (di sterile 

chamber), kemudian diperbarui setiap 7 hari dengan 

cara memindahkan 20-30 % volume prekultivasi ke 

dalam media kultur yang baru. 
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Gambar 1. Peralatan kultivasi mikroalga 

 

2.3. Reaksi Hidrolisis Selulosa oleh Enzim 

Cellulase 

Reaksi hidrolisis dilakukan dengan 

mereaksikan Chlorella. sp. dengan enzim cellulase 

dari Trichoderma longibrachiatum (Sigma) pada pH 

6,0 pada beberapa variasi suhu (50 – 70 C) dan 

waktu (8 - 72 jam). Biomass mikroalga disiapkan 

dari 5 ml konsentrat yang disentrifugasi pada 10.000 

rpm selama 10 menit. Larutan buffer fosfat pH 6,0 

dibuat dengan mencampur 0,1 M K2HPO4 dan 0,1 M 

KH2PO4 dengan rasio volume 2:25. 

Enzim cellulase ditambahkan ke dalam 2 ml 

larutan buffer fosfat, diaduk sampai homogen, 

kemudian dicampur dengan mikroalga di dalam 

tabung reaksi dalam kondisi tertutup. Reaksi 

hidrolisis dilakukan pada waterbath dengan 

kecepatan putaran 200 rpm. Hasil reaksi kemudian 

disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 

menit untuk memisahkan alga dari cairan, kemudian 

lapisan atas (cairan) dipisahkan dan dilakukan 

analisa kandungan glukosa menggunakan reagen 

DNS. 

Jumlah enzim cellulase divariasikan dari 2,5 – 

10 mg dalam 2 ml larutan buffer fosfat pH 6,0, 

sehingga rentang konsentrasi enzim menjadi 1,25 – 

5 mg/ml. 

 

2.4. Metode Analisa 

Analisa yang dilakukan dalam penelitian ini 

adalah konsentrasi glukosa hasil reaksi hidrolisis. 

Konsentrasi glukosa yang dihasilkan dianalisa 

menggunakan metode DNS (Miller, 1959). Kurva 

kalibrasi larutan standar glukosa dibuat pada 

konsentrasi 1 sampai 10 g/L glukosa dengan 

menggunakan glukosa anhidrat yang dilarutkan 

dalam air demin. Sebanyak 0,3 ml reagen DNS 

ditambahkan ke dalam 0,1 ml larutan glukosa di 

dalam tabung reaksi, kemudian dipanaskan selama 5 

menit pada suhu air mendidih (menggunakan 

waterbath), kemudian didinginkan seketika dengan 

mengalirkan air keran sampai mencapai temperatur 

ruang.  Kemudian 18 ml air demin ditambahkan ke 

larutan yang telah dingin. Pendinginan sampai suhu 

ruang sangat penting karena akan mempengaruhi 

pembacaan absorbansi. Absorbansi larutan diukur 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 500 nm.  

Prosedur yang sama digunakan untuk blanko 

berupa air demin untuk mendapatkan pengukuran 

absorbansi pada titik nol. Dari kurva kalibrasi akan 

diperoleh korelasi antara konsentrasi glukosa 

(ordinat) terhadap absorbansi (absis). Korelasi 

tersebut kemudian digunakan untuk mengukur 

konsentrasi glukosa pada sampel hasil reaksi. 

Pengukuran sampel hasil reaksi dilakukan dengan 

metode yang sama dengan larutan standar. Reagen 

DNS yang digunakan ditunjukkan pada Tabel 5. 

 

Tabel 5. Komposisi reagen DNS 

Komposisi Konsentrasi % (b/v) 

Asam Dinitrosalisilat 1 

NaOH 1 

Rochelle salt 20 

Fenol 0,2 

Sodium sulfat 0,05 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Perolehan reaksi hidrolisis dipengaruhi oleh 

konsentrasi enzim, temperatur reaksi, dan waktu 

reaksi. Pada awalnya reaksi hidrolisis dilakukan 

dengan menggunakan 15 mg/ml enzim cellulase (30 

mg enzim dalam 2 ml larutan buffer pH 6,0) selama 

8 jam, pada temperatur 60 C dan 70 C. Hasil 

penelitian ditunjukkan pada Tabel 6. 

 

Tabel 6. Perbandingan reaksi hidrolisis pada 

temperatur 60 C dan 70 C 

T(°C) Glukosa (g/L) 

60 6,18 

70 3,29 

 

Hasil penelitian menunjukkan glukosa yang 

dihasilkan lebih tinggi pada temperatur 60 C (Tabel 

6). Hal ini disebabkan mold dari jenis Trichoderma 

sp tidak dapat tahan pada temperatur yang terlalu 

tinggi sehingga aktivitas hidrolisis menurun pada 

suhu 70 C, ditunjukkan dengan konsentrasi glukosa 

yang menurun (Puspawati, dkk., 2015). Pada 

umumnya semakin tinggi temperatur, reaksi akan 

semakin cepat, tetapi temperatur yang terlalu tinggi 

dapat menyebab enzim cellulase terdenaturasi 

sehingga laju reaksi hidrolisis menurun (Han, dkk. 

2012). Selain itu, reaksi hidrolisis sendiri bersifat 

eksotermik, yang dapat menyebabkan kenaikan 

temperatur reaksi hidrolisis. Hasil ini menjadi acuan 

untuk variasi berikutnya, dimana reaksi dilakukan 

pada temperatur di bawah 60 C.  

Jumlah enzim cellulase kemudian divariasikan 

antara 1,25 – 5 mg/ml (2,5 – 10 mg enzim cellulase 

dalam 2 ml larutan buffer fosfat). Dengan penurunan 

jumlah enzim, secara teoritis glukosa yang 
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dihasilkan akan berkurang. Sebagai 

konsekuensinya, waktu reaksi dinaikkan sampai 24 

jam untuk meningkatkan produk glukosa. Hasil dari 

variasi tersebut ditunjukkan pada Tabel 7. 

 

Tabel 7. Perolehan glukosa pada variasi 

konsentrasi enzim cellulase 

Cellulase 

(mg/ml) 

Waktu 

reaksi 

(jam) 

Glukosa 

(g/L) 

Glukosa 

(g/g alga) 

1,25 12 1,08 0,1 

1,25 16 1,08 0,1 

2,5 8 1,65 0,15 

2,5 12 1,71 0,16 

2,5 16 1,58 0,14 

5 12 2,19 0,2 

5 16 2,34 0,21 

5 24 2,69 0,25 

 

Hasil penelitian menunjukkan semakin tinggi 

konsentrasi enzim, perolehan glukosa semakin 

tinggi, karena aktivitas hidrolisis semakin tinggi. 

Pada konsentrasi enzim 1,25 mg/ml tidak terjadi 

perubahan glukosa baik pada reaksi 12 jam maupun 

16 jam, sama-sama menghasilkan glukosa sebesar 

1,08 g/L. Hal ini menunjukkan konsentrasi enzim 

pada jumlah tersebut tidak mencukupi untuk 

melakukan reaksi hidrolisis.  

Pada konsentrasi enzim 2,5 mg/ml, konsentrasi 

glukosa hanya naik sedikit dari 1,65 g/L menjadi 

1,71 g/L Ketika waktu reaksi dinaikkan dari 12 ke 

16 jam, dan bahkan konsentrasi glukosa turun 

menjadi 1,58 g/L setelah 16 jam reaksi. Hal ini juga 

menunjukkan konsentrasi enzim masih belum 

mencukupi untuk mengkonversi selulosa menjadi 

glukosa.  

Pada konsentrasi enzim yang lebih tinggi, yaitu 

5 mg/ml, konsentrasi glukosa yang dihasilkan 

menunjukkan tren kenaikan yang konsisten bahkan 

masih meningkat setelah 24 jam reaksi. Hal ini 

menunjukkan bahwa konsentrasi tersebut 

merupakan konsentrasi yang terbaik dari rentang 

1,25 – 5 mg/ml untuk mengkatalisis reaksi hidrolisis 

sehingga perolehan produk terus meningkat selama 

24 jam reaksi.  

Dari perbandingan hasil pada Tabel 6 dan 7 

dapat dilihat, dengan menggunakan 15 mg/ml enzim 

cellulase, glukosa yang dihasilkan cukup tinggi 

yaitu sebesar 6,18 g/L, sementara pada konsentrasi 

enzim 5 mg/ml hanya sebesar 2,69 g/L. Tetapi 

apabila mempertimbangkan skala industri, 

konsumsi enzim yang terlalu tinggi dapat menaikkan 

biaya produksi secara signifikan, sehingga 

dipikirkan untuk mengurangi jumlah enzim 

cellulase.  

Karena itu variasi berikutnya kemudian 

dieksplorasi lebih lanjut untuk konsentrasi enzim 5 

mg/ml dengan waktu reaksi 24 – 72 jam, pada 

beberapa variasi temperatur: 50 C, 55 C, 60 C. 

Hasil ditunjukkan pada Tabel 8. 

 

Tabel 8. Perolehan glukosa pada konsentrasi enzim 

cellulase 5 mg/ml 

Waktu 

Reaksi (jam) 

Glukosa (g/L) 

50 °C 55 °C 60 °C 

24 1,83 1,97 1,27 

36 1,91 - 1,31 

48 - 2,91 1,47 

54 2,3 2,06 - 

56 - 2,58 - 

58 - 3,07 - 

60 2,12 2,36 1,33 

72 2,15  - -  

 

Pada reaksi dengan temperatur 60 C, 

konsentrasi glukosa masih meningkat selama 24 

sampai 48 jam reaksi kemudian menurun pada jam 

ke-60. Hal ini menunjukkan bahwa pada temperatur 

tersebut reaksi hidrolisis tidak dapat dilakukan untuk 

waktu reaksi yang lama karena temperatur yang 

tinggi menghambat aktivitas enzim cellulase 

(Puspawati, dkk., 2015). Pada temperatur 50 C, 

dilakukan reaksi dengan durasi antara 48–60 jam, 

hasil terbaik diperoleh setelah 54 jam reaksi dengan 

perolehan glukosa sebesar 2,3 g/L. 

Reaksi hidrolisis pada temperatur 55 C 

menghasilkan perolehan glukosa yang tertinggi 

dibandingkan pada temperatur 50 C dan 60 C. 

Hasil tersebut dijabarkan secara terperinci pada 

Tabel 9.  

 

Tabel 9. Perolehan glukosa pada konsentrasi enzim 

5 mg/ml dan temperatur reaksi 55 C 

Waktu 

reaksi (jam) 
Glukosa (g/L) 

Glukosa 

per massa 

alga (g/g) 

24 1,97 0,16 

48 2,91 0,23 

56 2,58 0,21 

58 3,07 0,25 

60 2,36 0,19 

 

Konsentrasi glukosa meningkat seiring 

naiknya waktu reaksi, dimana hasil maksimal 

ditunjukkan pada waktu reaksi 58 jam, kemudian 

menurun setelah 60 jam. Hal ini dapat disebabkan 

oleh 2 hal. Pertama, konsentrasi glukosa hasil reaksi 

setelah 60 jam menghambat aktivitas enzim 

sehingga menurunkan perolehan glukosa. Kedua, 

konsentrasi substrat sangat rendah setelah 60 jam, 

sehingga glukosa hasil hidrolisis dikonsumsi oleh 

enzim cellulase sebagai sumber karbon. Hal yang 

sama ditunjukkan oleh hasil penelitian Ashriyani 

(2009). Ashriyani (2009) yang mempelajari 

pembuatan bioetanol dari hidrolisis rumput laut 
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Eucheuma cottonii menggunakan enzim cellulase, 

menunjukkan trend perolehan yang sama. Proses 

hidrolisis menghasilkan glukosa terus meningkat 

sampai 48 jam kemudian menurun. 

Konsentrasi glukosa yang tertinggi pada reaksi 

hidrolisis dengan temperatur 55 C diperoleh setelah 

58 jam reaksi hidrolisis, yaitu 3,07 g/L, dengan rasio 

glukosa/alga sebesar 0,25.  

Penelitian serupa dilakukan oleh Puspawati 

dkk (2015), dimana reaksi hidrolisis glukosa oleh 

enzim cellulase dari Trichoderma sp pada biomassa 

rumput laut 10 g dan konsentrasi enzim cellulase 1–

2,73 mg/ml memberikan hasil yang maksimal pada 

temperatur 50 C pada pH 5 selama 12 jam.  

Penelitian lain yang melakukan reaksi hidrolisis 

pada batang gandum dengan enzim cellulase dari 

Penicillium waksmanii memperoleh hasil glukosa 

tertinggi pada kondisi temperatur 55 C, pH 5,0 

selama waktu reaksi 30 jam (Han, dkk., 2012). 

Temperatur optimal untuk reaksi hidrolisis dengan 

enzim cellulase dapat berbeda-beda bergantung 

pada sumber enzim cellulase tersebut. 

Gambar 2 dan 3 menunjukkan kondisi 

mikroalga sebelum dan sesudah dilakukan reaksi 

hidrolisis. 

 

 
Gambar 2. Kondisi mikroalga sebelum reaksi 

hidrolisis 

 

 

 
Gambar 3. Kondisi mikroalga setelah reaksi 

hidrolisis 

 

Hasil penelitian menunjukkan semakin tinggi 

konsentrasi enzim, semakin tinggi perolehan 

glukosa. Pada skala industri, semakin tinggi 

konsentrasi enzim cellulase akan menyebabkan 

kenaikan biaya operasional yang juga semakin 

tinggi, sehingga perlu ditentukan optimasi rasio 

antara jumlah enzim dengan biomassa (mikroalga) 

yang terendah yang mampu menghasilkan produk 

reaksi yang tertinggi.  

 

4.  KESIMPULAN 

Mikroalga dengan kandungan selulosa di 

dalamnya merupakan sumber yang potensial untuk 

menghasilkan glukosa. Selulosa dalam biomassa 

dapat dikonversi menjadi glukosa dengan reaksi 

hidrolisis enzimatik, dimana glukosa kemudian 

dapat digunakan untuk memproduksi etanol. Reaksi 

hidrolisis dalam penelitian ini dilakukan pada 5 ml 

konsentrat biomassa Chlorella, sp. dengan variasi-

variasi konsentrasi enzim cellulase 1,25 – 5 mg/ml, 

temperatur reaksi 40-70 C, dan waktu reaksi 8 – 60 

jam.  

Reaksi hidrolisis terbaik yang menghasilkan 

konsentrasi glukosa yang tertinggi sebesar 3,07 g/L 

diperoleh pada konsentrasi enzim cellulase 5 mg/ml, 

temperatur reaksi 55 C, dan waktu reaksi 58 jam.  
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