Efek Variasi Konsentrasi NaOH pada Pemurnian Selulosa Cladophora sp.
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Abstrak

Cladophora sp., jenis alga hijau yang hidup pada lingkungan perairan (air laut dan air tawar) dan
permukaan tanah (bebatuan dan tanah lembab) memiliki potensi besar sebagai sumber selulosa. Selulosa
yang disintesis adalah selulosa berukuran nano (nanoselulosa), telah diekstraksi menggunakan metode
kimia seperti bleaching, hidrolisis alkali, dan hidrolisis asam. Karakteristik fisik selulosa dianalisis
menggunakan spektroskopi inframerah transformasi fourier (FTIR) untuk menentukan gugus fungsi,
difraksi sinar-x (XRD) untuk menentukan struktur, mikroskop elektron pemindaian (SEM) untuk
mengetahui morfologi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan bleaching, variasi konsentrasi
alkali, dan hidrolisis asam berhasil menghilangkan lignin, hemiselulosa, dan bagian amorf pada Cladophora
dan membentuk selulosa kristal yang dikonfirmasi oleh selulosa ukuran nano. Analisis XRD
mengungkapkan indeks kristal 94,0% dengan orientasi yang disukai pada bidang kisi Ia [110] dan Ip [200].
Morfologi permukaan bahan baku Cladophora berbentuk batang seperti yang ditunjukkan oleh SEM,
dengan diameter rata-rata 21,30 pum, sedangkan selulosa Cladophora mengacu pada nanofibril dengan
diameter rata-rata 30,63 nm.

Kata kunci : Cladophora, alga hijau air tawar, nanoselulosa, hidrolisis alkali

Abstract

Cladophora sp., a type of green algae that lives in aquatic environments (seawater and freshwater) and soil
surfaces (rocks and wetlands) has great potential as a source of cellulose. The synthesized cellulose is nano-
sized cellulose (nanocellulose), which has been extracted using chemical methods such as bleaching, alkali
hydrolysis, and acid hydrolysis. The physical properties of cellulose were analyzed using Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) to determine functional groups, x-ray diffraction (XRD) to determine the
structure, scanning electron microscopy (SEM) to determine morphology. The results showed that
bleaching treatment, alkali concentration variation, and acid hydrolysis successfully removed lignin,
hemicellulose, and amorphous parts of Cladophora and formed crystalline cellulose confirmed by nano-
sized cellulose. XRD analysis showed a crystal index of 94.0% with preferred orientation in the lattice fields
of Ia [110] and Ip [200]. The surface morphology of Cladophora raw material is rod-shaped as shown by
SEM, with an average diameter 21,30 um, whereas Cladophora celery refers to nanofibrils with an average
diameter 30,63 nm.
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1. Pendahuluan

Perkembangan nanosains dan nanoteknologi menjadikan sintesis dan modifikasi nanomaterial dengan struktur
dan fungsi yang lebih baik mengalami peningkatan pada hasil dan pengaplikasian yang potensial dibidang
nanomaterial [1]. Kemajuan ini sangat menjanjikan diberbagai sektor industri, seperti obat-obatan, elektronik,
biomaterial dan produksi energi [2][3]. Bidang biomaterial seperti sintesis selulosa juga mengalami
perkembangan. Sifatnya yang mudah terurai secara biologis, berkelanjutan, biokompatibel, dan ketersediaanya



melimpah, menjadikan selulosa sebagai bahan yang sangat istimewa dikalangan ilmuwan untuk dikembangkan
sebagai material maju. Sintesis biasanya dilakukan dengan teknik top-down yang memanfaatkan bahan baku mulai
dari tumbuhan tingkat tinggi [4][5], alga [6][7][8], bakteri [9][10][11], hewan laut dan limbah pertanian
[12][13][14][15]. Bahan baku dipreparasi membentuk pulp, diisolasi dan diekstraksi menjadi material selulosa
berskala nano. Hasil ekstraksi secara umum dikategorikan sebagai Cellulose Nanocrystals (CNC) atau Cellulose
Nanofibrils (CNF) tergantung dari metode ekstraksi yang digunakan [16]. CNC adalah partikel-partikel selulosa
menyerupai batang (rod-like) dengan ukuran salah satu dimensinya kurang dari 100 nm dan sifat kristal alamnya
tinggi [17][18][19][20]. CNF berbentuk serat-serat dengan diameter 20-60 nm dan panjang beberapa micron [21]
mengandung bagian kristal dan amorph.

Selulosa merupakan biopolimer alam terbarukan yang jumlahnya melimpah di alam. Produksi selulosa makin
meningkat per tahunnya karena material berbasis selulosa sangat ramah lingkungan, biodegradable dan mampu
menggantikan penggunaan bahan baku minyak bumi yang semakin menipis dan tidak ramah lingkungan [22].
Cladophora sp. adalah bahan baku selulosa dari jenis alga yang konsen diteliti karena sifat kristalinitasnya
mencapai 95 % [23][24][25][26], luas permukaannya 94,7 m?/g, dan volume porinya 0,5540 cm®/g [24], diameter
lebarnya (10-30 nm) lebih besar dari kayu (5 nm) [27]. Meskipun dari spesies yang sama, tingkat kristalinitas
selulosa yang dihasilkan dapat berbeda [26]. Karakteristik unik ini menjadikan selulosa Cladophora sp. sebagai
absorber dan filter yang sangat baik untuk pemurnian air [27]dan udara [28], sebagai bahan paper komposit untuk
polimer konduktif [29] dan perangkat penyimpan energy [30]. Sintesis selulosa baik CNC maupun CNF dapat
dilakukan dengan salah satu metode top-down berikut, hidrolisis (kimia), mekanik dan hidrolisis enzimatik
(biologi) [31].

Skema hidrolisis mampu menghilangkan lignin, hemiselulosa, lilin dan minyak yang menutupi permukaan luar
dinding sel serat alam [32][33]. Hidrolisis (kimiawi) dengan kombinasi treatmen mikrofluidisasi atau ultrasound
adalah metode kimia yang umum dipakai untuk mengisolasi fase kristalin [8][34] dalam selulosa karena sederhana
dan konsumsi energinya rendah. Proses hidrolisis kimia bekerja dengan menghancurkan dan menghilangkan
komponen amorf dan menyisakan segmen kristalin [35]. Hal ini terjadi karena kontak serat dengan larutan
penghidrolisis (alkalin-asam) memungkinkan daerah amorf mudah diuraikan, dan karena kinetika hidrolisis di
daerah ini lebih cepat daripada di kristal, sehingga bahan yang terhidrolisis menjadi lebih permeabel [36].

Berdasarkan hal diatas, proses sintesis selulosa Cladophora sp. dilakukan dengan metode hidrolisis kimia,
dengan pretreatmen hidrolisis buffer asetat (bleaching) dan alkalin (lignifikasi) menggunakan sodium hidroksida
(NaOH) [8]. Sodium hidroksida mampu meningkatkan kemurnian a-selulosa dan menghilangkan sebagian lignin
dan hemiselulosa [37]. Pengendalian konsentrasi NaOH, temperatur dan waktu hidrolisis [38] sangat penting untuk
menghindari degradasi selulosa yang tidak diinginkan sehingga isolasi selulosa mikrokristal berlangsung
sempurna. Hidrolisis asam menggunakan hidroklorida (HCI) pada Cladophora sp. mempengaruhi sifat permukaan
selulosa nanokristal [8][33]. Selain bahan baku selulosa, variabel seperti konsentrasi asam, waktu dan temperatur
hidrolisis sangat berpengaruh pada ukuran dan morfologi selulosa nanokristal yang dihasilkan [34]. Dari
keseluruhan variabel, pengaruh variasi sodium hidroksida dikaji dalam artikel ini melalui gugus fungsi dan
morfologi selulosa Cladophora sp. yang dihasilkan. Pengujian karakteristik selulosa dilakukan dengan FTIR, XRD
dan SEM.

2. Material dan Metode
2.1 Material

Cladophora sp. yang berasal dari rawa adalah jenis terbaik sebagai bahan baku selulosa [26]. Sampel
dibersihkan dari kotoran dan hewan-hewan kecil yang menempel dengan mencucinya pada air yang mengalir,
selanjutnya sampel dikeringkan. Bahan-bahan kimia yang digunakan untuk sintesis selulosa adalah NaClO.,
NaOH, HCI, asam asetat glasial yang semuanya dibeli dari Sigma Aldrich (Merck). Sebelum digunakan,
Cladophora sp. dicuci, dikeringkan, dan diblender. Proses isolasi dan ekstraksi secara umum menggunakan
prosedur [26]. Cladophora sp. (3 g) dibleaching dengan larutan campuran buffer sodium acetat (30 mL, pH 4-5)
dengan NaClO, (1.2 g) selama 3 jam dalam water bath (60 °C). Bagian padat dipisahkan dan dicuci dengan
deionized water hingga netral (pH ~7) menggunakan sentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 20 menit.
Setelah itu padatan dicampur dengan NaOH (36 mL; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8M) dan dipanaskan dalam water bath
(60 °C) semalaman. Padatan kemudian dicuci dengan DI water untuk menghilangkan sisa alkalin menggunakan
sentrifuge, selanjutnya dikeringkan. Setelah pengeringan, sampel dicampur dengan HCI 5% (18 mL) kemudian
dipanaskan (~90 °C) hingga mendidih lalu didinginkan semalaman pada temperatur ruang. Sampel ditambahkan
aquabides untuk dinetralisasi (pH ~7) dari pengaruh HCI dibantu alat sentrifus untuk mendapatkan selulosa
terlarut. Bagian padatan dipisahkan (selulosa), dikeringkan (freeze drying) dan dilakukan pengayakan dengan
mesh 200 untuk memperoleh serbuk selulosa,

2.2 Metode Karakterisasi



Karakteristik kimia dan fisika selulosa Cladophora sp. diuji melalui serapan spektrum infra red pada Fourrier
Transform InfraRed (FTIR) dan intensitas puncak difraksi X-ray. Komponen biomassa atau gugus fungsi dapat
ditentukan secara non-desruktif melalui penyerapan spektrum mid-IR, pada saat bahan diuji menggunakan FTIR
(penelitian ini menggunakan mesin Cary 630 merk Agilent). Data direkam dalam range 650-4000 cm™ untuk 32
kali scan. Karakterisasi struktur kimia dengan FTIR mengidentifikasi gugus fungsional dan intensitas pita serapan
infrared dalam sampel. Pengukuran difraksi sinar X (XRD) pada sampel dilakukan untuk mengetahui phasa
krsitalin, dimana pengukuran dilaksanakan oleh tool XRD type PANanalytical: X’Pert Pro diffraction analyzer.
Intensitas radiasi yang ditembakkan adalah Cu K-alpha (k = 1.540598 A° ) pada 40 kV dan 30 mA dengan
jangkauan sudut 26 dari 5° sampai 90°. Dari data difraktogram XRD ini dapat diketahui indeks kristalinitas
selulosa Cladophora sp. melalui metode empirik berbantuan persamaan Segal crystallinity index (CI) seperti
persamaan (1) berikut,

Cl = max—lmin 5 1004, 1)
dengan Imax merupakan puncak intensitas tertinggi pada sudut 26 disekitar 22.8°, dan Imin adalah intensitas
minimum pada sudut 26 disekitar 18° yang berlaku untuk selulosa. Puncak intensitas tertinggi berhubungan dengan
puncak kristalin, sedangkan puncak intensitas minimum merupakan intensitas hamburan yang dianggap puncak
amorph. Dari data difraktogram XRD dapat dihitung ukuran kristal menggunakan persamaan Scherrer,
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dengan t adalah lebar/panjang dalam A, K adalah factor koreksi bentuk (0,9), A adalah panjang gelombang radiasi
(1.540598 A), B adalah FWHM dari puncak difraksi tertinggi (rad), dan 6 adalah setengah dari sudut tertinggi
puncak-puncak dalam jangkauan 26.

Morfologi permukaan sampel Cladophora sp. dianalisis menggunakan Scanning Electron Microscopy, SEM-
EDX ZEISS EVO MA 10, Germany. Citra sampel dari SEM-EDX diambil pada beberapa nilai perbesaran.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1. Karakterisasi FTIR selulosa Cladophora dengan variasi NaOH

Pengukuran serapan infra merah bahan dilakukan dalam jangkauan panjang gelombang 650-4000 cm™ dimana
pada spektrum ini terjadi transisi antara keadaan energi vibrasi dan rotasi substrat molekul [41][42]. Karakteristik
struktur kimia dan gugus fungsional selulosa dapat diidentifikasi dalam range tersebut berdasarkan puncak-puncak
pita penyerapan gelombang infra merah. Gambar 1 menunjukkan Karakteristik gugus fungsional selulosa
Cladophora sp. dari beberapa variasi konsentrasi sodium hidroksida saat proses delignifikasi dengan konsentrasi
HCI tetap.
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Gambar 1. Spektrum FTIR selulosa Cladophora dengan konsentrasi NaOH,
(a) material alami; (b) 0,4 M; (c) 0,5 M; (d) 0,6 M; (e) 0,7 M; (f) 0,8 M



Keberadaan stretching dan vibration dari gugus fungsional OH suatu selulosa menjadi acuan informasi terkait
perubahan kimia pada bahan. Keberadaan polimer selulosa, lignin, dan hemiselulosa terdeteksi melalui pola FTIR
yang khas. Pola FTIR (Gambar 1) menunjukkan perubahan kimia akibat proses ekstraksi material alami
Cladophora sp. menjadi selulosa Cladophora. Range puncak 3400-3280 cm™ (3331 cm™) ditujukan pada regangan
ikatan -OH, -CH dan serapan air. Puncak 3331 cm™ merupakan karakteristik getaran vibrasi gugus hidroksil dalam
polisakarida. Sangat sulit untuk menghilangkan air dari selulosa karena adanya interaksi selulosa dengan air akibat
ikatan inter- dan intra-molekular dalam selulosa [43], sehingga pita-pita ini tetap ada setelah treatment hidrolisis
alkali dan asam pada setiap konsentrasi NaOH yang diberikan. Namun pada Gambar 1.c penyerapan gelombang
infra merah adalah tertinggi, yang berarti pengurangan air terjadi cukup signifikan. Puncak serapan pada pita 2929
dan 1640 cm™ merupakan akibat dari peregangan gugus O-H dan gugus C-H dalam molekul air. Terlihat pada
Gambar 1.c, interaksi (vibrasi) molekul air dalam selulosa Cladophora menyebabkan peningkatan intensitas
puncak (2929 cm™), sementara pada puncak 1640 cm™ terjadi destruksi intensitas puncak yang menandai adanya
proses degradasi struktur polimer lignin [44]. Pengaruh hidrolisis alkali pada daerah pita ini berhasil mereduksi
lignin, tetapi tidak berpengaruh untuk variasi konsentrasi lainnya (Gambar 1.a; b; d; e; f).

Puncak bilangan gelombang 1543 cm™ pada semua pola FTIR diatributkan ke peregangan aromatik dari lignin
[45], namun pada Gambar 1.c peregangan ini menyebabkan puncak pita hilang yang berarti terjadi penghapusan
lignin, sedangkan pada konsentrasi lainnya (Gambar 1.d; e; f) degradasi lignin tidak sepenuhnya terjadi. Puncak
1230 cm* (Gambar 1.a) berhubungan dengan peregangan C-O dari gugus aryl dalam lignin. Terlihat dari Gambar
1.a, intensitas puncak tinggi, tapi setelah ditreatmen NaOH dan HCI, range intensitas puncak 1230 — 1364 cm
menurun yang mengindikasikan terjadinya penghapusan hemiselulosa dan lignin setelah proses treatmen ini [46].
Range pita sekitar 1420 — 1430 cm™ dikaitkan dengan bagian struktur kristal dalam selulosa, sedangkan pita pada
894 cm! ditujukan ke bagian amorp [43] [47]. Terlihat pada Gambar 1.c, intensitas puncak lebih tajam dari yang
lainnya, menunjukkan struktur kristal yang terbentuk lebih baik dari Gambar 1.b, d, e, f. Pita-pita yang dihasilkan
oleh pola-pola FTIR ini hadir untuk mengkonfirmasi identitas selulosa yang diekstraksi dari Cladophora sp. pada
beberapa variasi konsentrasi NaOH.

3.2. Karakterisasi XRD

Gambar 2 menunjukkan difraktogram sampel Cladophora.sp yang diperoleh dari diffractometer X-ray. Pola
spektrum dihasilkan oleh diffraction analyzer XRD menggunakan step size 0.017, dari sumber radiasi X-rays: Cu-
Ka dengan panjang gelombang 1.540598 A. Analisis terhadap data difraktogram ini dapat memberikan informasi
kristalinitas sampel berdasarkan persamaan (1).
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Gambar 2. Difraktogram XRD selulosa Cladophora dengan konsentrasi
NaOH: (a) 0 M; (b) 0,4 M; (c) 0,5 M; (d) 0,6 M; (e) 0,7 M dan (f) 0,8 M

Tidak seperti hemiselulosa dan lignin, selulosa memiliki struktur kristalin di alam yang dibentuk oleh ikatan
hydrogen dan gaya-gaya Van der Waals antar molekul. Difraktogram hasil karakterisasi XRD (Gambar 2.b, c, d,
e, f) memberikan informasi struktur kristal selulosa dari Cladophora sp. dengan sebagian besar adalah selulosa |



(selulosa kristal) [25], sedangkan untuk Cladophora alami (Gambar 2.a) struktur kristal tidak diperlihatkan oleh
puncak-puncak khas krsitalin. Selulosa I terdiri atas Ia (triclinic structure) dan If (monoclinic structure) dimana
struktur Ia biasanya didominasi polymorph dari sumber alga. Pola XRD untuk berbagai tahap ekstraksi selulosa
dari Cladophora sp. dalam Gambar 2.b,c,d,e,f menunjukkan puncak-puncak karakteristik selulosa I, ditandai dari
semua pola mengarah pada karakteristik puncak difraksi 260 = 14.6" (1-10), 16.7° (110), 22.8" (200), 34.2° (004),
yang mengkonfirmasi bahwa kisi kristal tipe | dari selulosa alam (native cellulose) tetap bertahan setelah
ditreatmen hidrolisis alkali-asam [48][49]. Puncak pada 20 = 22.8" dihubungkan ke struktur kristalin dari selulosa
I untuk semua sampel, sementara background amorp dikarakterisasi oleh intensitas 20 disekitar nilai 18" [47].
Berdasarkan pola XRD yang diperoleh, semuanya menunjukkan selulosa I, namun pola dengan variasi NaOH 0,5
M menunjukkan sebagian besar terdiri dari selulosa | ditunjukkan oleh puncak-puncak intensitas yang lebih tinggi
dari lainnya [8][50].

Dari persamaan (1), nilai persen indeks kristalinitas Cladophora alami dan Cladophora yang ditreatmen
hidrolisis alkali-asam diperoleh sebesar 58.8, dan 94.0% (sampel a dan ¢ dalam Gambar 2). Peningkatan index
kristalinitas ini menunjukkan keberhasilan tahapan penghapusan hemiselulosa dan lignin pada variasi NaOH 0,5
M. NaOH berfungsi untuk melarutkan lignin dan merusak struktur selulosa dengan melonggarkan serat-serat
selulosa sehingga mudah untuk dihidrolisis asam. Meningkatkan konsentrasi NaOH mampu meningkatkan
kandungan selulosa Ia karena makin banyak hemiselulosa dan lignin yang dipecah [38], sebaliknya untuk indeks
kristalinitas tidak dipengaruhi oleh bertambahnya konsentrasi NaOH. Nilai indeks kristalinitas untuk gambar 2.c
yang diperoleh sesuai dengan fraksinasi selulosa dengan indeks kristalinitas minimal 91,5%. Ciri khas dalam pola
XRD dari selulosa yang sangat kristalin dinyatakan oleh puncak-puncak sempit berpusat pada nilai 20 dari 14.6°
dan 16.8°, yang menunjukkan orientasi uniplanar spesifik dari Cladophora selulosa [48][24][51]. Puncak-1 pada
26=14.6" berhubungan dengan bidang kisi lo. [100] dan I [1-10], puncak-2 pada 26=16.8" dihubungkan ke bidang
la [010] dan 1B [110], dan puncak-3 pada 26=22.8" diperuntukkan pada bidang la [110] dan 1B [200].

Ukuran kristal dihitung menggunakan persamaan (2) berdasarkan nilai panjang gelombang, FWHM dan 6 yang
diperoleh dari hasil uji XRD pada sampel. Dari hasil perhitungan diperoleh ukuran kristal 24.22, dan 31.54 nm
untuk masing-masing sampel a, dan ¢ (Gambar 2). Dari data ini terlihat bahwa treatment hidrolisis alkali-asam
telah berhasil menghilangkan bagian amorp dalam selulosa terlihat dari meningkatnya indeks kristalin selulosa.
Selama proses hidrolisis asam, ion hidronium menembus daerah amorf dan mempercepat pembelahan hidrolitik
ikatan glikosida, dan melepaskan kristal-kristal individual. Selain itu, pertumbuhan ukuran kristal sampel di setiap
tahap treatmen dikaitkan dengan perakitan sendiri monokristal untuk membentuk selulosa kristal berukuran nano
[47]. Penyusunan ulang selulosa Cladophora setelah treatment hidrolisis menghasilkan pengemasan yang sangat
teratur dan makin meningkatkan interaksi hidrogen antar rantai selulosa Cladophora yang menciptakan struktur
kristal dengan intensitas peak yang tinggi. Fenomena ini menghasilkan puncak difraksi yang lebih tajam pada pola
XRD (Gambar 2).

3.3. Karakterisasi SEM

Secara umum morfologi struktur permukaan dari sampel Cladophora (Gambar 3) menunjukkan perbedaan
pada ukuran dan bentuk fisik. Distribusi diameter Cladophora alami adalah 21,34 um (Gambar 3a), sedangkan
selulosa Cladophora berskala nano dengan distribusi diameter rata-rata 30,63 nhm dan panjang rata-rata 333,78 nm
Perbedaan ini terjadi karena penghilangan sebagian komponen Cladophora alami setelah treatment bleaching-
alkali-asam untuk membentuk karakteristik serat yang mulai membentuk benang-benang yang terjalin satu sama
lain seperti struktur sarang/jaringan (Gambar 3b). Treatment hidrolisis HCI memperjelas struktur nanofibril,
seperti yang diperlihatkan citra SEM dengan perbesaran lebih tinggi. Morfologi yang terbentuk bersesuaian dengan
penelitian tentang struktur selulosa Cladophora [8][24].
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Gambar 3. Morfologi sellosa bladophora menggunakan SEM, (a)
Cladophora alami, (b) Selulosa Cladophora



Ukuran dominan selulosa Cladophora secara umum kurang dari 500 nm dalam panjang, dan sekitar 10 hingga
30 nm dalam lebar/diameter sehingga dapat dikategorikan sebagai selulosa nanokristal. Mengkombinasikan hasil
dari pattern XRD dan citra SEM membuktikan keberhasilan proses hidrolisis asam (HCI) pada selulosa mikro.
Proton asam telah menginvasi dan menghilangkan daerah amorf dalam struktur selulosa dan mempertahankan
struktur kristalnya. Hal ini menyebabkan indeks kristalin selulosa Cladophora menjadi lebih tinggi, dan panjang
selulosa Cladophora menjadi lebih pendek.

4. Kesimpulan

Cladophora.sp telah disintesis menggunakan hidrolisis alkali-asam dan menghasilkan struktur nanoselulosa
dari ganggang hijau air tawar. Perubahan komposisi kimia di setiap langkah hidrolisis alkali pada Cladophora
alami diamati menggunakan FTIR, dan menunjukkan konsentrasi NaOH 0,5M adalah yang terbaik untuk
memperoleh selulosa murni dengan terhapusnya kandungan lignin dan hemiselulosa. Selulosa Cladophora sangat
kristal (94,0% indeks kristalinitas) berdasarkan perhitungan empirik berdasarkan data pola XRD. Citra SEM telah
menunjukkan jaringan nanofibrils seperti sarang (web) yang diameternya adalah 30,63 nm.
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