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ABSTRACT

Protein is a nutritional component needed by humans for body health. One of the abundant sources of
protein in Indonesia 1s the algae Spirulina Sp. Extraction of algae proteins, difficult to carry out. This is
because proteins are stored in algae cells that have very hard walls. The conventional method that has been
carried out were time-energy consuming process. To overcome that, an alternative method proposed in this
study, is the ultrasonic-assisted extraction method. The purpose of this study was to define the optimum
condition of protein extraction from Spirulina Sp and determine the effect of extraction parameters on
yield. The dried and mashed Sprirulina Sp is fed into an extractor containing ethanol. Ultrasonic waves,
then flowed into the extractor via a probe. Once, the extraction time is achieved, the extract and residue
are separated by centrifugation at a speed of 10000 rpm at room temperature. Furthermore, the yield of
extract proteins is calculated by Lowry-Bradford analysis. The influence of process parameters such as
raw material-solvent ratio (0:1-0.5) g/mL, raw material particle size (600-800) mesh and extraction
time of 15-45 minutes) on yield will be observed in this study. Based on the results of the study, it can be
concluded that the highest yield of 80.87% is obtained under the condition of the raw material-solvent
ratio 0.2 g /mL, the particle size of the raw material 700 mesh and the extraction time of 30 minutes.
Meanwhile, the particle size is the most significant parameter.
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ABSTRAK

Protein merupakan komponen nutrist yang dibutuhkan oleh manusia untuk kesehatan tubuh. Salah satu
sumber protern yang melimpah di Indonesia adalah alga Spirulina Sp. Ekstrakst protein alga, sulit
dilakukan. Hal ini dikarenakan, protein tersimpan dalam sel-sel alga yang memailiki dinding yang sangat
keras. Metode konvensional yang selama ini dilakukan membutuhkan waktu yang sangat lama, dan energi
yang besar. Untuk mengatasi hal itu, sebuah metode alternatif yang diajukan dalam penelitian inz, adalah
metode ekstraksi ultrasonik. Tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kondisi optimum ekstraksi
protein dari Spirulina Sp dan mengetahui pengaruh parameter ekstraksi terhadap yield. Sprirulina Sp
yang tekah dikeringkan dan dihaluskan diumpankan ke dalam ekstraktor yang berisi etanol. Gelombang
ultrasonic, kemudian dialirkan ke dalam ekstraktor melalui probe. Setelah, eaktu ekstraksi tercapa,
ekstrak dan residu dipisahkan dengan cara sentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu kamar.
Selanjutnya, yield protein ekstrak dihitung dengan analisa Lowry-Bradford. Pengaruh parameter proses
seperti rasio bahan baku-pelarut (0:1-0.5) g/mL, ukuran partikel bahan baku (600-800) mesh dan waktu
ekstraksi 15-45 menait) terhadap yield akan diamati dalam penelitian ini. Berdasarkan hasil penelitian,
dapat disimpulkan bahwa yield tertinggi sebesar 80,87 % diperoleh pada kondisi rasio bahan baku-
pelarut 0.2 g/mL, ukuran partikel bahan baku 700 mesh dan waktu ekstraksi 30 menit. Sementara itu,
ukuran partikel merupakan parameter yang paling signifikan.

Keywords: Ekstrakst ultrasonik, Protein, Spirulina Sp
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PENDAHULUAN

Alga merupakan salah satu sumber nutrisi yang sangat bermanfaat bagi kesehatan manusia [ 1—-
57]. Beberapa alga disebutkan memiliki kandungan protein yang lebih besar jumlahnya
dibandingkan protein yang berasal dari sumber tradisional seperti daging, telur, susu, tanaman
Jjenis polong-polongan. Jenis alga seperti Spirulina Sp. memiliki kandungan protein yang sangat
besar yaitu 60-70%w/w sementara itu kandungan protein dari sumber tradisional sebesar (10-
30 %w/w) [6-87. Pada umumnya, protein dalam alga terdiri dari beberapa asam amino seperti
leusin, isoleusin, valin, lisin, penilalanin, tirosin, metionin, alanin, arginin, aspargin dan
glutamat. Protein Spirulina Sp sebagian besar tersusun dari asam amino aspargin, glutamat,
leusin dan valin. Protein dan asam-asam amino tersebut memiliki manfaat yang besar bagi
kesehatan manusia [7,9-127.

Untuk mendapatkan protein dari alga, diperlukan metode ekstraksi yang efektif, dan tidak
merusak protein dan asam aminonya. Selama ini metode yang umum digunakan adalah ekstraksi
fisik dan ekstraksi kimia. Ekstraksi fisik dilakukan dengan cara memecah dinding sel alga
dengan menggunakan grinder atau ball-mill. Metode ini membutuhkan waktu yang sangat lama
dan energi (power) yang besar untuk memecah dinding sel. Sementara itu metode kimia,
menggunakan senyawa alkali dan asam serta membutuhkan suhu yang tinggi untuk memecah
dinding sel. Suhu yang tinggi dan senyawa kimia dapat merusak protein. Sementara itu, jenis
pelarut juga dapat mempengaruhi kualitas, bahkan dapat merusak protein. Beberapa pelarut
yang direkomendasikan oleh otoritas pangan EFSA di USA, Australia, Selandia Baru dan EFS
di Eropa untuk kebutuhan pangan adalah etanol. Etanol dipilih karena memiliki titik didih yang
rendah dan mudah dipisahkan dari produk dan dapat melarutkan protein [8,12—187.

Metode ekstraksi yang terbantukan gelombang utrasonik (u/trasound-assisted extraction/ UAE)
merupakan metode ekstraksi yang menerapkan teknologi ultrasonik [8,14,18-207. Metode ini
tidak kalah bersaing dengan teknologi ekstraksi maju lainnya seperti microwave assisted extraction
[19,21-237dan supercritical CO. extraction [(19,21,247]. Cara ekstraksi ini lebih cepat dan lebih
efisien karena proses ekstraksi dibantu oleh gelombang ultrasonik yang menghasilkan energi
besar yang dapat menumbuk dinding sel. Tumbukan menyebabkan terbukanya sel sehingga
memudahkan dan mempercepat proses difusi [14,18,25-317].

Beberapa penelitian yang telah dilakukan tentang ekstraksi protein dari beberapa jenis alga
termasuk Spirulina Sp dapat dilihat dalam tabel 1. Berdasarkan penelusuran pustaka, ekstraksi
protein dari Spirulina Sp dengan metode UAE belum pernah dilakukan.

Tabel 1. Beberapa penelitian tentang ekstraksi protein dari alga

No Metode Ekstraksi Jenis Alga Yield Ref.
Solvent extraction Chlorella sp Lutein 5,4 mg/g 1]
Enzimatis Palmaria sp 11,57 % [8]
Pulsed electric field Chlorella sp 18 % w/w released [32]

protein
Pressurized liquid Chlorella sp 52 %w/w protein [83]

5 Soaking-Ultrasonication- ~ Chlorella sp 72,4 % w/w protein  [12]
Enzymatic

6  Liquid biphasic flotation ~ Haematococcus 95,11 % w/w  [34]

Sp astasantin
(antioksidan)
7 Solvent extraction Haematococcus 6% w/w astasantin  [35]
Sp dari berat kering

8  Microwave-assisted Haematococcus 338 % astasantin [41]
liquid-solid extraction Sp

9 Supercritical extraction Haematococcus 95 5 %  w/w [40]

Sp astasantin
10 Solvent extraction Spirulina Sp 52,82 % w/w protein  [36]
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11 Deep  eutectic  solvent Spirulina Sp 85 ug/mL pikosianin [37]
extraction (antioksidan)
12 Pulsed electric field Spirulina Sp 90 % w/w Pikosianin 397
(antioksidan)
18 Enzyme-assisted Spirulina Sp n/a  protein dan [38]
extraction essential o1l
METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan baku utama berupa alga Spirulina Sp dan Chlorella Sp yang diperoleh dari Balai Besar
Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara. Etanol (food grade dengan kemurnian > 95%),
etanol absolut (kemurnian 99,9 %) sebagai pelarut untuk ekstraksi. Reagen Folin-Ciocalteu
untuk inkubasi protein. CaCOjs sebagai agen penetral. Na,HPO, untuk pembuatan larutan buffer.
HCI untuk analisis protein dan maserasi alga. NaOH untuk maserasi alga. HsBOs, KoSO,,
CuS0.45H:0, H2SO. untuk analisis kadar protein. Bovine serum albumim untuk pembuatan
kurva kalibrasi analisis. Leusin, isoleusin, valin, lisin, penilalanin, tirosin, metionin, alanin,
arginin, aspargin dan glutamat (PA) untuk analisis dan identifikasi asam amino.

Proses ekstraksi

Spirulina Sp yang telah dikeringkan dan dihaluskan pada ukuran tertentu, diumpankan ke dalam
kolom ekstraktor yang berisi etanol p.a. Selanjutnya, gelombang ultrasonik dialirkan ke dalam
kolom ekstraktor melalui probe. Setelah, waktu ekstraksi tercapai, ekstrak dan residu dipisahkan
dengan cara sentrifugasi. Ekstrak yang diperoleh, dianalisa untuk mengetahui kadar proteinnya.
Variabel proses

Variabel proses yang diamati dalam penelitian ini adalah rasio bahan baku-pelarut (0:1-0.5)
g/mL, ukuran partikel bahan baku (600-800) mesh dan waktu ekstraksi 15-45 menit.

Jenis variabel dan kisarannya akan digunakan baik untuk bahan baku Spirulina Sp dan Chlorella
Sp.

Analisis protein

Analisis protein akan dilakukan dengan menggunakan metode Lowry dan Bradford. Kurva
kalibrasi disiapkan dengan manggunakan larutan bovine standard albumin pada kisaran
konsentrasi 0- 1500 pg/mL. Setelah itu, sampel ditambahkan 100 pL reagen Folin-Ciocalteu
lalu dinkubasi selama 30 menit. Proses kuantifikasi akan dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.

Analisis statistik

Analisis statistik dilakukan dengan bantuan software Design Expert 10. Metode yang
digunakan adalah response surface method dengan box-behnken design untuk tiga variabel proses
yaitu ukuran partikel, rasio bahan baku-pelarut, dan waktu ekstraksi. Sebanyak 17 eksperimen
akan dilakukan untuk analisis. Yield protein (Y}) sebagai fungsi variabel proses dapat dinyatakan
sebagai berikut.

3

3
Yp:bo+z bi Xi+ Z binin

3

i=1 i=1j=1
Variabel proses (ukuran partikel, rasio bahan baku-pelarut, dan waktu ekstraksi) diwakili oleh
indeks 1-8. Koefisien regresi diperoleh dengan analisis statistik dari data. Signifikansi faktor
ditentukan oleh p-value menggunakan ANOVA. Suatu faktor dianggap signifikan jika p-value di
bawah 0,05. Faktor yang tidak signifikan dihilangkan menggunakan eliminasi mundur
(backward elimination), selanjutnya faktor signifikan digunakan untuk memodelkan data.
Analisis varian akan dilakukan untuk mengetahui efek variable terhadap yield protein

HASIL DAN PEMAHASAN
Penelitian dilakukan dengan menggunakan metode ekstraksi yang terbantukan gelombang
ultrasonic (Ultrasound-Assisted Extraction/UAE). Variabel proses seperti rasio bahan baku-
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pelarut (0:1-0.5) g/mL, ukuran partikel bahan baku (600-800) mesh dan waktu ekstraksi 15-45
menit. akan diamati untuk diketahui pengaruhnya terhadap yield. Yield protein dihitung dengan
metode Lowry dan Bradford. Metode respon surface dengan box-behnken design digunakan untuk
analisis statistic.

Ekstraksi protein dari Sprirulina Sp

Proses ekstraksi dilakukan menggunakan sonikator dengan kondisi operasi sesuai dengan data
pada Tabel 1. Spirulina Sp yang melalui pre-treatment berupa pengecilan ukuran partikel
menggunakan blender dimasukkan dalam kolom ekstraktor yang telah berisi etanol. Kemudian
gelombang ultrasonik dialirkan ke dalam kolom. Setelah waktu ekstraksi tercapai, ekstrak
dipisahkan dari residu dengan sentrifugasi. Protein dihitung yieldnya dengan metode Lowry
dan Bradford. Tabel1 menunjukkan data aktual yzeld yang diperoleh dari ekstraksi setiap sampel
dimulai dari Sampel 1 hingga 17.

Tabel 1. Yield protein dari Spirulina Sp pada berbagai kondisi proses ekstraksi

Run Waktu, Ukuran partikel, Rasio Bahan Baku, Yield protein,
wt%
menit mesh g/mL
1 45 700 0.1 77.0570
2 30 700 0.2 80.6290
3 30 800 0.1 74.1121
4 30 600 0.1 77.4998
5 15 700 0.3 77.4313
6 30 700 0.2 80.5960
7 30 600 0.3 75.7638
8 30 700 0.2 80.5268
9 15 700 0.1 76.8260
10 45 700 0.3 77.7830
11 45 600 0.2 76.7948
12 30 700 0.2 80.8666
13 15 800 0.2 75.5584
14 30 800 0.3 76.7632
15 45 800 0.2 75.9637
16 15 600 0.2 75.8729
17 30 700 0.2 80.5275

Pada Tabel 1, dapat diketahui bahwa yield protein tertinggi yaitu 80,87 % yang dicapai pada
kondisi diperoleh pada kondisi rasio bahan baku-pelarut 0.2 g/mL, ukuran partikel bahan baku
700 mesh dan waktu ekstraksi 30 menit. Hasil ini lebih tinggi dari yang diperoleh oleh beberapa
penelitian sebelumnya seperti dalam Tabel 2.

No Metode Ekstraksi Jenis Alga Yield Ref.
Solvent extraction Spirulina Sp 52,82 % w/w protein  [59]

2 Deep eutectic solvent Spirulina Sp 85 ug/mL pikosianin  [60]
extraction (antioksidan)

3 Pulsed electric field Spirulina Sp 90 % w/w Pikosianin  [627]

(antioksidan)

4 Enzyme-assisted Spirulina Sp n/a protein dan [61]

extraction essential o1l
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5 Ultrasound-assisted Spirulina Sp 80,87 % Penelitian
extraction ini

Analisis Varian
Untuk mengetahui pengaruh variabel ekstraksi maka data penelitian diuji dengan Analysis of
Variance (ANOVA) menggunakan Design Expert 11. Tabel 3 menunjukkan hasil analisis varian.

Tabel 3. Analisis varian ekstraksi protein dari Spirulina Sp
Sum of ’ Mean F-

-value
Squares Square value P
Model 73.17 9 8.13 157.08 < 0.0001  signifikan
A-Waktu 0.456 1 0.456 8.81 0.0209
B-Ukuran partikel 1.56 1 1.56 30.16  0.0009
C-Rasio Bahan Baku 0.6308 1 0.6308  12.19  0.0101
AB 0.0667 1 0.0667 1.29 0.2936
AC 0.0036 1 0.0036 0.0704 0.7984
BC 4.81 1 4.81 92.98 < 0.0001
A* 11.76 1 11.76 227.19 < 0.0001
B? 35.67 1 35.67 689.27 < 0.0001
c 11.94 1 11.94 230.67 < 0.0001
Residual 0.3623 7 0.0518
. tidak
Lack of Fit 0.284 3 0.0947  4.84 0.081 O
signifikan

Berdasarkan Tabel 3, juga dapat dinyatakan bahwa model yang terbentuk signifikan dan lack of
fit tidak signifikan. Hal ini memberikan indikasi bahwa model dapat digunakan untuk
memperlajari pengaruh variabel terhadap yield. Tabel 3 juga memberikan informasi bahwa
ukuran partikel merupakan vaiabel yang paling signifikan dibandingkan dengan waktu ekstraksi
dan rasio bahan-pelarut. Hal ini ditunjukkan oleh nilai p-value yang lebih kecil dibandingkan
dengan p-value variabel lainnya, Sementara itu, terbentuk kesesuaian antara data percobaan
dengan data yang diperoleh dari model yang terbentuk. Hal ini ditunjukkan oleh parity plot
seperti dalam Gambar 1.
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Gambar 1. Parity plot

Pengaruh Variabel Ekstraksi Terhadap Yield

Pengaruh variabel ekstraksi terhadap yield dapat diamati dalam Gambar 2. Variabel terpenting
dalam ekstraksi menggunakan metode UAE antara lain ukuran partikel, rasio bahan/pelarut,
dan waktu ekstraksi.
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Gambar 3. Pengaruh variabel proses terhadap yield protein
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Peningkatan waktu ekstraksi dapat mengakibatkan terjadinya kontak antara bahan baku dengan
pelarut menjadi lebih lama. Semakin lama ekstraksi terjadi maka semakin banyak pula senyawa
yang terekstrak. Semakin lama waktu ektraksi maka semakin besar rendemen yang didapatkan.
Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa penambahan energi pada UAE mampu
memberikan peningkatan yield [29,30,437].

Sementara itu, semakin besar ukuran partikel bahan baku dalam mesh, maka semakin cepat
proses ekstraksi dan semakin besar yield ekstraksi. Semakin besar ukuran dalam mesh, maka
semakin besar luas area kontak antara pelarut dan bahan baku, akibatnya proses difusi akan
semakin cepat. Hal ini sesuai dengan Prasedya dkk yang menyatakan ukuran partikel memegang
peranan yang sangat penting dala, proses ekstraksi. Akan tetapi, semakin besar ukuran partikel
dalam mesh, juga bisa nenurunkan yield, karena terjadinya agregasi dalam proses yang dapat
mengakibatkan kecepatan difusi menurun [427.

Rasio bahan dan pelarut merupakan salah satu faktor yang berpengaruh dalam proses ekstraksi
zat bioaktif. Rasio yang tinggi juga berpengaruh pada peningkatan bidang kontak antara bahan
dan pelarut yang dapat meningkatkan yield. Hal ini sesuai dengan Kumar dkk yang menyatakan
bahwa semakin tinggi nilai rasio, maka yield akan semakin besar [437.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa kondisi optimum ekstraksi protein dari
Spirulina Sp dicapai pada kondisi rasio bahan baku-pelarut 0.2 g/mlL, ukuran partikel bahan
baku 700 mesh dan waktu ekstraksi 30 menit, yang memberikan nilai yield tertinggi 80,87 %.
Penelitian ini juga menunjukkan bahwa ukuran partikel merupakan variabel yang berpengaruh
secara signifikan dibandingkan dengan waktu ekstraksi dan rasio bahan terhadap pelarut.
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