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ABSTRACT

The use of brown seaweed for the industry is mainly based on the chemical content contained in seaweed such as
alginate, jelly, and carrageenan. The main component of seaweed is carbohydrates. Hydrolysis is a process carried out to
make polysaccharide molecules into simple sugars such as glucose and galactose. This study aims to look at the effect of
enzyme concentration and incubation time on the hydrolysis of alginate waste substrates using cellulase enzymes. The
process of hydrolysis of alginate waste flour produces sugar content, which was previously carried out by ultrasonic
pretreatment. The hydrolysis process uses cellulase enzymes with various enzyme concentrations (8, 10, 12, 14 and 16 U/mg)
in a 7% substrate and variations in incubation time (84, 96 and 108 hours). Analysis of reducing sugar content using a UV -
Visible Spectrophotometer with a wavelength of 575 nm. The highest reducing sugar content was obtained at 96 hours with
an additional concentration of 12 U/mg enzyme (6.55%).

Keywords: Alginate waste; Hydrolysis; Reduction sugar; Cellulase enzyme, Spectrophotometer

1. PENDAHULUAN

Produksi biomassa lignoselulosa dari tanaman di dunia mencapai jumlah sekitar 200 x 10° ton per tahun.
Sebanyak 8-20 x 10° ton dari biomassa tersebut berpotensi untuk diolah lebih lanjut (Lin dan Tanaka, 2006 dalam
Amelia, A, 2012). Indonesia merupakan negara penghasil biomassa yang cukup melimpah, baik yang berasal dari
bahan kayu, jerami, rumput-rumputan, limbah pertanian, hutan, limbah industri (kayu, kertas) dan bahan berserat
lainnya, sehingga sangat memungkinkan untuk pemanfaatan biomassa lignoselulosa yang sampai saat ini belum
dikembangkan secara optimal (Octavia et al, 2011). Proses biokonversi polisakarida menjadi komponen gula
dinamakan sakarifikasi (Karmakar dan Ray, 2011). Glukosa merupakan produk utama dari pemecahan selulosa
(Kristensen, 2009).

Rumput laut merupakan salah satu jenis bahan yang memiliki kandungan selulosa yang tinggi.
Produktivitas rumput laut setiap tahunnya dapat menghasilkan 19.000 liter bioetanol per hektar. Produktivitas
tersebut lima kali lebih besar jika dibandingkan dengan jagung dan dua kali lebih besar dibandingkan dengan
tebu. Rumput laut hanya membutuhkan kurang dari 3% dari perairan pesisir dunia untuk menghasilkan rumput
laut yang cukup untuk menggantikan 60 miliar galon bahan bakar fosil (Sanglap, 2012 dalam Adini, S, dkk,
2015). Dalam pemanfaatan rumput laut coklat sebagai bahan baku, masalah utamanya adalah bahan baku ini tidak
dapat difermentasi langsung, tetapi harus dihidrolisis terlebih dahulu untuk mengubah pati menjadi gula reduksi.
Untuk tujuan tersebut, dewasa ini telah dikembangkan berbagai metode hidrolisis polisakarida, meliputi hidrolisis
asam (Zamora et al., 2010), dan enzimatis. Meskipun metode di atas mampu menghasilkan gula reduksi namun
gula reduksi yang dihasilkan belum optimal, sehingga diperlukan upaya pretreatment untuk meningkatkan
kemudahan pati untuk dihidrolisis.

Untuk itu, penelitian ini dilaksanaan menggunakan proses pretreatment metode ultrasonikasi. Liu et al.
(2010), menyatakan bahwa kavitasi (rongga) ultrasonik menghasilkan daya patah yang akan memecah dinding sel
secara mekanis dan meningkatkan transfer materi. Beberapa keunggulan pada penggunaan teknologi ultrasonik
dalam aplikasinya pada berbagai macam pati dan polisakarida adalah (Lida, 2002 dalam Adhiksana, A, dkk,
2017): 1) proses ultrasonik tidak membutuhkan penambahan bahan kimia dan bahan tambahan lain, 2) prosesnya
cepat dan mudah, yang berarti prosesnya tidak memerlukan biaya tinggi, 3) prosesnya tidak mengakibatkan
perubahan yang signifikan pada struktur kimia, partikel, dan senyawa-senyawa bahan yang digunakan. Setelah
dilakukan pretreatment metode ultrasonikasi, dilakukan proses hidrolisis untuk memperoleh kadar gula reduksi.
Setelah hidrolisis, kadar gula reduksi dalam filtrat ditentukan dengan metode UV-Vis menggunakan reagen
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dinitrosalisilat (DNS). Kadar gula reduksi dihitung berdasarkan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang
575 nm, dengan bantuan kurva standar yang dihasilkan dari pengukuran absorbansi larutan glukosa. Untuk
mengevaluasi kemungkinan pembentukan gula reduksi selama proses ultrasonikasi.

Metoda biologi atau secara enzimatik memiliki keuntungan yaitu menghasilkan produk dengan kualitas
yang baik karena reaksi spesifik dari enzim-substrat. Struktur kristal dan porositas selulosa pun tidak mengalami
degradasi sehingga produk biokonversi yang dihasilkan berkualitas lebih baik (Thakur dan Nakagoshi, 2011).
Metode yang digunakan untuk menghidrolisis selulosa adalah dengan menggunakan enzim, contohnya
selulase(Galbe dan Zacchi, 2002). Menurut Thakur dan Nakagoshi (2011), terdapat beberapa faktor yang
mempengaruhi hasil dan laju hidrolisis enzim yaitu konsentrasi substrat, aktivitas selulase, dan kondisi reaksi
seperti pH dan temperatur.

2. METODE PENELITIAN
Desain Penelitian

Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini, yaitu metode ultrasonik. Metode ultrasonik
dilakukan untuk mengekstrak rumput laut coklat (Sargassum Sp.). Dari hasil ekstraksi, diperoleh limbah alginat
yang kemudian dikeringkan dan dihaluskan hingga menjadi bubuk limbah alginat. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh penambahan enzim dan waktu inkubasi pada proses hidrolisis. Hasil hidrolisis dilakukan
analisa kadar gula pereduksi yang terkandung dalam limbah alginat tersebut. Variabel penelitian untuk penelitian
ini disajikan sebagai berikut:

1) Variabel berubah: penambahan enzim selulase (8, 10, 12, 14 dan 16 U/mg), waktu inkubasi (84, 96 dan 108
jam).

2) Variabel tetap: untuk metode ultrasonik volume Na,CO; 2% (1:10 b/v), suhu ultrasonik 60°C dan waktu
ultrasonik 30 menit. Untuk analisa selulosa suhu waterbath 90°C dan waktu waterbath 1 jam, oven dengan
suhu 105°C. Untuk proses hidrolisis bubur rumput laut coklat 7%, volume reagent DNS 3 ml, panjang
gelombang spektrofotometer 575 nm.

Prosedur Kerja

Penelitian ini terdiri atas preparasi rumput laut coklat, ekstraksi rumput laut coklat menggunakan metode
ultrasonik, analisa kadar air bubuk limbah alginat dan analisa selulosa bubuk limbah alginat, hidrolisis bubuk
limbah alginat rumput laut coklat (Sargassum Sp.), dan analisa gula pereduksi hasil hidrolisis.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk melihat pengaruh variasi konsentrasi enzim dan waktu inkubasi pada saat
hidrolisis substrat limbah alginat untuk memperoleh hasil optimum dengan menggunakan enzim selulase. Enzim
selulase yang digunakan memiliki aktivitas spesifik 20.000 unit/g. Konsentrasi enzim dan substrat berpengaruh
terhadap produk yang dihasilkan.

Hasil Uji Kadar Air

Penelitian ini dilakukan analisa kadar air dari tepung limbah alginat yang diperoleh dari hasil ekstraksi
menggunakan gelombang ultrasonik. Rata-rata nilai kadar air alginat yang dihasilkan adalah 10,73%. Menurut
Yani (1988) dalam Mas’ud. F, dkk (2016), kadar susut pengeringan sebenarnya tidak dipengaruhi oleh proses
isolasi alginat, melainkan oleh kadar air yang terkandung selama penyimpanan. Diharapkan alginat yang
dihasilkan memiliki kadar susut pengeringan lebih rendah dari 15%. Kadar air menjadi salah satu persyaratan
mutu alginat, karena akan memengaruhi daya simpan produk. Dari hasil tersebut tampak bahwa kadar air yang
dihasilkan tidak berbeda dengan dengan kadar air bahan baku yang digunakan untuk produksi bioetanol yang
digunakan peneliti lain yaitu berkisar antara 7,04—11,16% (Subekti, 2006; Shofiyanto, 2008; Borines et al., 2013
dalam Sari, R.N, dkk, 2013). Kadar air tersebut dijaga agar tidak tinggi (maksimal 14-15%) karena menurut
Loebis (2008) kadar air bahan baku akan berpengaruh pada pertumbuhan kapang, aktivitas enzim, penurunan
porositas, dan laju difusi oksigen.
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Hasil Analisa Selulosa

Selulosa merupakan substansi organik yang paling melimpah di alam. Selulosa mendominasi karbohidrat
yang berasal dari tumbuh-tumbuhan hampir mencapai 50% karena selulosa merupakan bagian yang terpenting
dari dinding sel tumbuh-tumbuhan. Selulosa ditemukan dalam tanaman yang dikenal sebagai microfibril dengan
diameter 2-20 nm dam panjang 100-40000 nm (Wiratmaja, I Gede, dkk, 2011). Penelitian ini dianalisa pula kadar
selulosa yang terkandung pada tepung limbah alginat yang telah diekstraksi menggunakan metode ultrasonik.
Tepung limbah alginat yang telah diekstraksi memiliki rata-rata kadar selulosa yaitu 12,95%. Berdasarkan
penelitian (Horn, 2000; Harvey, 2008; Siddhanta et al., 2011; Santi et al., 2012; Borines et al., 2013 dalam Sari,
R.N, dkk, 2013), kadar selulosa yang dihasilkan tidak berbeda dengan kadar selulosa bahan baku yang digunakan
untuk produksi bioetanol dalam penelitian-penelitian sebelumnya yaitu 3,5— 25,50%. Kadar selulosa yang
dihasilkan juga tidak jauh beda dengan selulosa dari penelitian Sari (2010), dimana dinyatakan bahwa rumput laut
coklat jenis Sargassum sp. yang telah dibuat menjadi tepung memiliki kadar selulosa sebesar 15,80 + 0,79% .
Kadar selulosa ini dapat mempengaruhi potensi bahan baku yang digunakan untuk memproduksi bioetanol. Kadar
selulosa yang tinggi menunjukkan bahwa bahan tersebut mempunyai potensi untuk diolah lebih lanjut menjadi
gula. Kadar selulosa yang lebih rendah juga dapat menggambarkan besarnya kandungan senyawa lain yang dapat
menghambat proses depolimerisasi dan dekristalisasi selulosa. Hal ini dapat mengakibatkan enzim yang
digunakan dalam proses hidrolisis akan kesulitan dalam mengakses selulosa dan mengubah selulosa menjadi
glukosa.
Hidrolisis Tepung Limbah Alginat

Tahapan ini dilakukan proses hidrolisis dengan memvariasikan jumlah penambahan enzim selulase dan
waktu inkubasi. Hasil dari penelitian yang telah dilakukan, dilakukan analisa untuk memperoleh kurva standar.
Kurva standar dihitung pada konsentrasi 200, 400, 600, 800, dan 1000 ppm. Kurva dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kurva standar

Hasil hidrolisis yang diperoleh setelah pengujian menggunakan alat spektrofotometer dihitung
konsentrasi (ppm) sampel menggunakan persamaan yang diperoleh dari kurva standar pada Gambar 1. hal ini
dapat dilihat pada Tabel 1, Tabel 2, Tabel 3. Persamaan yang diperoleh pada kurva standar yaitu y = 0.0006x +
0.007

Tabel 1. Hidrolisis dengan variasi waktu 84 jam

Penambahan Enzim Absorbansi Konsentrasi
(ppm)
8 U/mg 0,265 430
10 U/mg 0,274 445
12 U/mg 0,363 593,33
14 U/mg 0,334 545
16 U/mg 0,284 461,67

Hasil hidrolisis berdasarkan Tabel 1. di atas, diperoleh hasil tertinggi pada 12 U (0,363). Dapat dilihat
mulai dari penambahan enzim 8 U hingga 12 U, absorbansi mengalami peningkatan. Namun peningkatan terhenti
di 12 U, absorbansi kembali mengalami penurunan pada 14 U dan 16 U. Semakin tinggi konsentrasi enzim maka
substrat yang berikatan dengan lokasi aktif enzim akan semakin banyak sehingga jumlah produk yang dihasilkan
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akan semakin banyak (Mauliana, 2015 dalam Zelvi. M, dkk, 2017). Namun jika konsentrasi enzim berlebih, dapat
mengakibatkan penurunan hasil yang diperoleh. Setelah titik optimum, hasil yang diperoleh mengalami
penurunan. Hal ini karena reaksi pada awal meningkat hingga mencapai maksimum dan akhirnya mengalami
penurunan.

Tabel 2. Hidrolisis dengan variasi waktu 96 jam

Penambahan Enzim Absorbansi Konsentrasi
(ppm)
8 U/mg 0,258 418,33
10 U/mg 0,256 415
12 U/mg 0,557 916,67
14 U/mg 0,236 381,67
16 U/mg 0,253 410

Berdasarkan Tabel 2. di atas, dilihat pula hasil tertinggi yang diperoleh yaitu pada 12 U (0,557). Pada
waktu inkubasi 96 jam ini, berbeda dengan waktu inkubasi 84 jam. Pada waktu inkubasi 96 jam, terjadi
ketidakstabilan hasil yang diperoleh. Dimana pada 8 U dan 10 U mengalami penurunan dan di 12 U mengalami
peningkatan, kemudian pada 14 U mengalami penurunan kembali dan pada 16 U mengalami peningkatan. Hal ini
disebabkan semakin tinggi konsentrasi enzim yang diberikan maka sisi aktif enzim yang berkontak dengan
substrat juga semakin banyak, sehingga semakin banyak pula selulosa yang dihidrolisis menjadi glukosa, akan
tetapi kandungan glukosa yang terlalu banyak menyebabkan inhibisi produk glukosa karena glukosa tersebut akan
menempel pada sisi aktif enzim sehingga luas permukaan enzim yang kontak dengan substrat menjadi lebih
sedikit (Arif A.B, dkk, 2016).

Tabel 3. Hidrolisis dengan variasi waktu 108 jam

Penambahan Enzim Absorbansi Konsentrasi (ppm)
8 U/mg 0,207 333,33
10 U/mg 0,260 421,67
12 U/mg 0,258 418,33
14 U/mg 0,259 420
16 U/mg 0,294 478,33

Berdasarkan Tabel 3. di atas, dilihat pula hasil tertinggi diperoleh pada 16 U (0,294). Pada waktu
inkubasi 108 jam ini, sangat berbeda dengan waktu inkubasi 84 dan 96 jam. Dimana pada waktu inkubasi 84 dan
96 jam diperoleh hasil tertinggi pada 12 U, sedangkan pada waktu inkubasi 108 jam ini diperoleh hasil tertinggi
pada 16 U. Hal ini disebabkan oleh waktu hidrolisis yang terlalu lama, maka akan mengakibatkan gula reduksi
terdegradasi, sehingga menyebabkan konsentrasi gula reduksi menurun dalam proses hidrolisis (Idral et al., 2012
dalam Zelvi. M, dkk, 2017).

Berdasarkan ketiga tabel di atas, dapat dilihat bahwa absorbansi dan konsentrasi (ppm) tertinggi
dihasilkan pada 12 U dengan waktu inkubasi 96 jam. Dari ketiga tabel diatas terlihat penambahan waktu inkubasi
mengakibatkan penurunan hasil yang diperoleh, hal ini disebabkan karena kemungkinan gula yang dihasilkan bisa
berubah menjadi produk lain dikarenakan enzim selulase yang digunakan dalam proses hidrolisis belum murni,
sehingga dapat terjadi reaksi lain yang tidak diketahui.

Setelah hidrolisis, kemudian dilakukan analisa kadar gula reduksi menggunakan metode DNS.
Konsentrasi yang diperoleh, kemudian diubah ke persen dan dikalikan dengan factor pengenceran agar diperoleh
% gula reduksi. Kadar gula reduksi yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Kadar gula reduksi dengan variasi waktu inkubasi

Penambahan Kadar Gula Reduksi (%)
Enzim Selulase 84 Jam 96 Jam 108 Jam
8 U/mg 3,07 2,99 2,38
10 U/mg 3,18 2,96 3,01
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12 U/mg 4,24 6,55 2,99
14 U/mg 3,89 2,73 3,00
16 U/mg 3,30 2,93 342

Berdasarkan Tabel 4. dapat dilihat bahwa kadar gula yang dihasilkan paling tinggi yaitu pada 12 U dengan waktu
inkubasi 96 jam. Hubungan antara absorbansi dengan kadar gula reduksi (%) berbanding lurus. Semakin tinggi
absorbansi yang diperoleh, maka gula reduksi yang dihasilkan juga akan tinggi. Hasil dari penelitian ini diperoleh
waktu inkubasi pada proses hidrolisis dan kadar gula reduksi optimum yaitu 12 U penambahan enzim selulase
pada waktu inkubasi 96 jam, dihasilkan kadar gula reduksi 6,55 %.

4. KESIMPULAN

Kadar gula tertinggi diperoleh pada jumlah penambahan enzim 12 U/mg. Semakin tinggi konsentrasi
enzim yang diberikan maka sisi aktif enzim yang berkontak dengan substrat juga semakin banyak, sehingga
semakin banyak pula selulosa yang dihidrolisis menjadi glukosa, akan tetapi kandungan glukosa yang terlalu
banyak menyebabkan inhibisi produk glukosa karena glukosa tersebut akan menempel pada sisi aktif enzim
sehingga luas permukaan enzim yang kontak dengan substrat menjadi lebih sedikit. Waktu hidrolisis tertinggi
diperoleh pada waktu 96 jam. Waktu hidrolisis yang terlalu lama akan mengakibatkan gula reduksi terdegradasi,
sehingga menyebabkan konsentrasi gula reduksi menurun dalam proses hidrolisis.
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