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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi substrat selulosa kasar brangkasan jagung dan
waktu sakarifikasi terbaik untuk menghasilkan kadar glukosa yang tinggi. Selulosa yang terkandung pada
brangkasan jagung memiliki potensi menjadi glukosa melalu proses sakarifikasi enzimatis menggunakan
enzim selulase. Produksi glukosa pada konsentrasi substrat dan waktu sakarifikasi yang berbeda
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) faktorial yang terdiri dari dua faktor. Faktor pertama
adalah konsentrasi substrat yang terdiri dari 4 taraf yaitu 2%, 3%, 4%, dan 5% (b/v). Faktor kedua adalah
waktu sakarifikasi yang terdiri dari 4 taraf yaitu 24 jam, 48 jam, 72 jam, dan 96 jam. Variabel yang diamati
meliputi kadar glukosa, residu selulosa, pH, dan total padatan terlarut. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pada konsentrasi substrat 5% dan waktu sakarifikasi 96 jam merupakan perlakuan terbaik untuk
menghasilkan kadar glukosa maksimum sebesar 0,3003 mg/mL, residu selulosa minimum setelah
sakarifikasi sebesar 17,75%, pH setelah sakarifikasi sebesar 6,1 dan total padatan terlarut tertinggi setelah
sakarifikasi sebesar 2,7°Brix.

Kata kunci : enzimatis, glukosa, sakarifikasi, selulosa kasar brangkasan jagung

ABSTRACT

The aim of this study is to determine the crude cellulose corn stover substrate concentration and
saccharification time to produce high glucose. Cellulose contained in the corn stover has potential converted
into glucose by enzymatic hydrolysis using cellulase enzymes. Glucose production in different substrate
concentrations and saccharification times uses a factorial randomized block design (RBD) consisting of two
factors. The first factor is the substrate concentration which consists of 4 levels, namely 2%, 3%, 4%, and
5% (w/v). The second factor is the saccharification time which consists of 4 levels, namely 24 hours, 48
hours, 72 hours, and 96 hours. The observed variables include glucose level, cellulose residue, pH, and total
dissolved solid. The results showed that 5% substrate concentration and 96 hours saccharification time was
the best treatment for producing the maximum glucose level was 0.3003 mg/mL, the minimum cellulose
residue after saccharification was 17.75%, pH after saccharification was 6.1, and the highest total dissolved
solid after saccharification was 2.7°Brix.

Keywords : crude cellulose corn stover, enzymatic, glucose, saccharification
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PENDAHULUAN

Biomassa lignoselulosa merupakan jenis
biomassa yang tersusun dari ikatan kompleks
lignin, selulosa, dan hemiselulosa (Beukes et al.,
2011). Indonesia merupakan salah satu negara
berkembang yang juga mempunyai ketersediaan
jumlah biomassa lignoselulosa yang sangat
melimpah yang berasal dari berbagai limbah
pertanian, limbah industri kertas, limbah hasil
hutan dan limbah perkebunan. Salah satu jenis
limbah biomassa yang jumlahnya sangat
melimpah di Indonesia adalah limbah pertanian
berupa brangkasan jagung (Romli et al., 2010).
Pemanfaatan brangkasan jagung masih sangat
terbatas dan seringkali hanya dibakar dan dibuang
sebagai limbah. Menurut Sarkar et al. (2012),
tanaman jagung mengandung selulosa sebesar
42,6%, hemiselulosa 21,3%, dan lignin 8,2%.
Sehingga potensi limbah brangkasan jagung yang
tinggi tersebut berpeluang sebagai alternatif
sumber selulosa untuk berbagai kebutuhan di
industri.

Sakarifikasi dapat dilakukan dengan dua
cara diantaranya secara kimiawi menggunakan
larutan asam dan enzimatis menggunakan enzim
dalam sakarifikasinya. Perlakuan sakarifikasi
enzimatis memiliki beberapa keunggulan dan
kekurangan. Menurut Taherzadeh et al. (2008),
pada sakarifikasi secara enzimatis tidak terjadinya
degradasi glukosa hasil sakarifikasi, memberikan
hasil yang lebih tinggi dan dapat dilakukan pada
suhu yang rendah, namun kekurangannya yaitu
harga enzim yang mahal sehingga membutuhkan
waktu produksi yang lebih lama. Sakarifikasi
secara kimiawi juga memiliki kelebihan yaitu
proses lebih mudah karena tidak dipengaruhi oleh
berbagai faktor, dan waktu yang lebih cepat,
namun kekurangannya yaitu biaya pemeliharaan
peralatan relatif tinggi karena terdapat bahan yang
menimbulkan korosif (Ega, 2002).

Sakarifikasi menggunakan enzim selulase
dapat memutuskan rantai polimer selulosa
menjadi unit-unit monomer yang lebih sederhana
berupa glukosa, yang nantinya glukosa dapat
digunakan sebagai substrat dalam proses
fermentasi lebih lanjut dalam pembuatan
bioetanol. Pemutusan ikatan rantai polimer pada
selulosa terjadi akibat serangan dari komponen-
komponan  dari  enzim  selulase vyaitu
endoglukanase, eksoglukanase, dan s-glukosidase
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yang bekerja secara sinergis memecah selulosa
menjadi monomer glukosa (Lynd et al., 2002).

Selulosa terikat sangat kuat dengan
hemiselulosa dan dilindungi oleh struktur polimer
lignin, sehingga dibutuhkan suatu proses
perlakuan awal (pre-treatment). Proses pre-
treatment atau delignifikasi bertujuan untuk
merusak struktur kristal selulosa, menurunkan
kandungan hemiselulosa, lignin, dan
meningkatkan  porositas  bahan, sehingga
membuat selulosa dapat dengan mudah dikonversi
menjadi gula-gula sederhana melalui sakarifikasi
(Zhang et al., 2006). Menurut Gunam et al.
(2019), delignifikasi yang umum dilakukan
adalah dengan menggunakan larutan NaOH
dengan konsentrasi rendah. Larutan NaOH
dengan konsentrasi yang rendah mampu
mendegradasi lignin yang membungkus selulosa
dengan menyerang dan merusak struktur lignin
yang partikelnya tersusun secara acak dan tidak
teratur, melarutkan lignin, dan hemiselulosa serta
menyebabkan terjadinya pengembangan struktur
selulosa.

Secara  teoritis, faktor-faktor  yang
mempengaruhi sakarifikasi yaitu konsentrasi
substrat, konsentrasi enzim, suhu, pH, dan waktu
reaksi (Kaya et al., 2000). Pada penelitian
Alrumman  (2016), pengujian  pengaruh
konsentrasi substrat dilakukan produksi glukosa
melalui proses sakarifikasi dan diperoleh laju
peningkatan glukosa yang dihasilkan tertinggi
pada konsentrasi substrat 4% menggunakan
susbtrat limbah kurma. Ouyang et al. (2009)
mendapatkan glukosa yang dihasilkan tertinggi
pada konsentrasi substrat 3% menggunakan
substrat tongkol jagung. Sedangkan menurut
penelitian Yabefa et al. (2014) didapatkan kadar
glukosa yang dihasilkan tertinggi pada
konsentrasi substrat 2% menggunakan substrat
jeruk. Sedangkan pada penelitian Radhika et al.
(2006) pengujian penguruh waktu sakarifikasi
dalam produksi glukosa diperoleh laju
peningkatan glukosa yang dihasilkan tertinggi
pada waktu sakarifikasi 48 jam menggunakan
substrat sorgum. Sedangkan Saepulloh et al.
(2012) mendapatkan bahwa glukosa yang
dihasilkan tertinggi pada waktu sakarifikasi 72
jam.

Selain konsentrasi substrat dan lama waktu
sakarifikasi, faktor yang mempengaruhi kondisi
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proses sakarifikasi adalah suhu dan pH. Adrados
et al. (2005), Alrumman (2016), Ningsih (2017),
dan Gunam et al. (2019) melaporkan bahwa pada
pH 5.0 dan pada suhu 50°C merupakan kondisi
optimum kerja enzim selulase. Hal ini terjadi
karena pada suhu dan pH tersebut enzim selulase
dalam kondisi stabil dan lebih efektif.

Berdasarkan permasalahan di atas maka
perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
konsentrasi substrat selulosa kasar brangkasan
jagung dan waktu sakarifikasi terbaik dalam
menghasilkan glukosa yang nantinya dapat
dimanfaatkan menjadi etanol. Penelitian ini
bertujuan untuk menemukan perbandingan yang
tepat antara jumlah konsentrasi substrat selulosa
brangkasan jagung yang digunakan dan waktu
sakarifikasi dalam menghasilkan kadar glukosa
yang maksimum.

MATERI DAN METODE
Persiapan substrat brangkasan jagung

Bahan yang digunakan sebagai substrat
pada penelitian ini adalah brangkasan jagung
kering yang berumur 3 bulan menggunakan daun
dan batangnya yang sudah berwarna coklat tua.
Brangkasan jagung dikeringkan menggunakan
oven pada suhu pengeringan 60°C selama 4-8 jam
sampai kadar air 10% lalu digiling menggunakan
mesin penggiling hingga menjadi serbuk yang
lolos ayakan 60 mesh (Yulianti, L et al., 2019).
Selanjutnya,  serbuk  brangkasan  jagung
dimasukkan ke dalam wadah dan didelignifikasi
menggunakan larutan NaOH 4% dengan
perbandingan 1:10 dan direndam selama 8 jam
lamanya.  Setelah  dilakukan  penyaringan,
pencucian sampai netral, lalu dikeringkan dalam
oven 60°C sampai kadar 10% (Gunam et al., 2011;
Purba et al., 2019; Gunam et al., 2020; Gultom et
al., 2022).

Uji  aktivitas endoglukanase (CMCase),
eksoglukanase (FPase), p-glukosidase (selobiase),
dan kadar protein

Enzim endoglukanase (CMSase) diuji
aktivitasnya menggunakan beberapa campuran
reaksi yang mengandung 1 mL enzim selulase
kasar, 1 mL larutan 1% carboxymethyl cellulose
(CMC) pada buffer sitrat (pH 4,8) diinkubasi pada
suhu 50°C selama 15 menit. Reaksi dihentikan
dengan menambahkan 3 mL asam dinitrosalisilat,
lalu dididihkan selama 5 menit (Dar et al., 2015).
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Kadar glukosa ditentukan berdasarkan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 540 nm dan
perhitungan berdasarkan kurva standar (Duza dan
Mastan 2013; Dar et al., 2015).

Enzim eksoglukanase (FPase) diuji
aktivitasnya menggunakan campuran reaksi yang
mengandung 1 mL enzim kasar dengan 2 buah
kertas Whattman No.1 berukuran 1x1.5 cm dan 1
mL buffer sitrat 50 mM (pH 5.0), kemudian
diinkubasi pada suhu 50°C selama 1 jam. Reaksi
dihentikan dengan menambahkan 3 mL asam
dinitrosalisilat, lalu dididihkan selama 5 menit
(Dar et al., 2015). Kadar glukosa ditentukan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 540 nm dan
perhitungan berdasarkan kurva standar (Duza dan
Mastan 2013; Dar et al., 2015).

Enzim p—glukosidase diuji aktivitasnya
menggunakan campuran reaksi yang mengandung
1 mL enzim selulase, 1 mL larutan selobiosa 1%
pada buffer sitrat (pH 5.4), kemudian diinkubasi
pada suhu 40°C selama 10 menit. Reaksi
dihentikan dengan menambahkan 2 mL asam
dinitrosalisilat (DNS) lalu divortex (Dar et al.,
2015). Kadar glukosa ditentukan nilai absorbansi
pada A 405 nm (Duza dan Mastan 2013).

Kadar protein total ditentukan
menggunakan metode Lowry. Larutan yang
dibutuhkan yaitu larutan A terdiri atas 2% NaCOs
dalam 0,1 N NaOH, larutan B terdiri atas 2%
natrium kalium tatrat dalam air distilat, larutan C
terdiri atas 1% CuSO4 dalam air distilat dan 1 N
reagen Folin-Ciocalteu. Larutan biuret yang
terdiri dari larutan A, B, dan C dibuat dengan
perbandingan 100:1:1. Sampel enzim kasar
sebanyak 0,15 mL ditaruh dalam tabung reaksi
lalu ditambahkan 3 mL larutan biuret, kemudian
diamkan selama 10 menit. Setelah 10 menit
ditambahkan larutan Folin-Ciocalteu sebanyak 0,3
mL, divorteks, dan didiamkan selama 30 menit.
Pembuatan larutan standar protein dari Bovine
Serum Albumin (BSA) dengan variasi konsentrasi
0-0,6 mg/mL dengan interval 0,05, dan buffer
sitrat fosfat pH 5 digunakan sebagai blanko.
Variasi konsentrasi BSA dilarutkan ke dalam
buffer sitrat fosfat sampai volumenya 0,5 mL lalu
ditambahkan larutan biuret 1 mL, divorteks, dan
didiamkan 10 menit, lalu ditambahkan larutan
Folin 0,1 mL, divorteks, dan didiamkan 30 menit.
Analisis kuantitatif dilakukan dengan
menggunakan instrument spektrofotometer UV
visible pada panjang gelombang 750 nm (Lowry
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etal., 1951).

Proses sakarifikasi

Perlakuan pendahuluan dimulai dengan
menimbang brangkasan jagung yang telah di
delignifikasi (selulosa kasar) dengan beberapa
konsentrasi masing-masing 2, 3, 4, dan 5%
dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer 250 mL
untuk disakarifikasi dengan enzim selulase
(Ouyang et al.,, 2009; Yabefa et al., 2014,
Alrumman, 2016). Sebelum disakarifikasi substrat
diberi buffer sitrat 0,05 M pH 5 sebanyak 100 mL
dan ditambahkan air destilata sampai volumenya
menjadi 200 mL, kemudian pH-nya diatur
menjadi 5 dengan cara menambahkan larutan Na-
Sitrat 0,1M (Gunam et al., 2019).

Substrat tersebut diberi enzim selulase
dengan konsentrasi sebesar 40% (Ouyang et al.,
2009). Sampel segera diinkubasi menggunakan
alat water bath shaker 150 rpm pada suhu 50°C.
Sampel dibiarkan lalu diambil pada jam ke 24, 48,
72, dan 96 (Saepulloh et al., 2012; Radhika et al.,
2016). Sampel hasil sakarifikasi ini disentrifugasi
pada 4000 rpm selama 10 menit.

Analisis kadar gula reduksi

Supernatan tersebut dianalisis kadar gula
reduksinya dengan menambahkan reagen DNS
(Dinitrosalicylic acid). Satu mililiter sampel
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 2 mL pereaksi DNS. Larutan
tersebut ditempatkan dalam air mendidih selama 5
menit. Larutan dibiarkan sampai dingin pada suhu
ruang. Absorbansi diukur pada panjang
gelombang A 540 nm (Alrumman, 2016). Jumlah
gula reduksi yang dihasilkan dihitung dengan
menggunakan kurva standar glukosa, dan
dinyatakan sebagai mg/mL.

Analisis residu selulosa

Satu gram sampel kering (berat a)
ditambahkan 150 mL H>0O dan di reflux pada suhu
100°C dengan waterbath selama 1 jam. Hasilnya
disaring dengan kertas saring, dimana residu yang
berada di kertas saring dicuci dengan air panas 300
mL. Kemudian residu dikeringkan dengan oven
pada suhu 60°C sampai beratnya konstan dan
ditimbang  (berat b). Residu kemudian
ditambahkan 150 mL H2SO4 1 N, kemudian di-
reflux kembali dengan waterbath selama 1 jam
pada suhu 100°C. Kemudian hasilnya disaring dan
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dicuci menggunakan air distilat, kemudian
residunya dikeringkan hingga beratnya konstan
(berat c).

Residu kering tersebut ditambahkan 10 mL
H.SO4 72% dan dibiarkan pada suhu kamar
selama 4 jam. Kemudian ditambahkan 150 mL
H2SO41 N dan di-reflux kembali pada suhu 100
°C dengan waterbath selama 1 jam. Kemudian
residu disaring dan dicuci dengan air distilat.
Residu kemudian dipanaskan dengan oven pada
suhu 60°C sampai beratnya konstan dan
ditimbang (berat d) dengan Metode Chesson
(Datta, 1981). Menghitung berat selulosanya
menggunakan rumus:

Berat c — Beratd

Selulosa (%) = Berat a

x 100%

Analisis pH

Pengukuran pH dilakukan dengan pH-
meter. Sebelum digunakan pH-meter dikalibrasi
terlebih dahulu ke dalam buffer pH 4 dan buffer
pH 7. Setelah dicuci dengan air destilat, elektroda
dimasukkan ke dalam sampel yang akan diukur
pH-nya. Nilai pH adalah nilai yang ditampilkan
setelah menunjukkan nilai konstan.

Analisis total padatan terlarut

Analisis total padatan terlarut diukur
menggunakan hand refraktometer. Pengujian total
kandungan padatan terlarut diawali dengan
kalibrasi hand-refractometer menggunakan air
distilat kemudian sampel diteteskan sebanyak 1-2
tetes pada prisma refraktometer pada suhu 25°C,
kemudian derajat Brix diukur. Derajat Brix yang
diukur menunjukkan kandungan padatan terlarut
dalam larutan (Ismawati et al., 2016).

Analisis data

Data obyektif yang diperoleh kemudian
dianalisis dengan Analysis of Variance (ANOVA)
dan apabila terdapat data yang berbeda nyata
terhadap parameter yang diamati, maka
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ)
menggunakan perangkat lunak Minitab. Perlakuan
terbaik ditentukan dengan perlakuan yang
menghasilkan kadar glukosa yang paling tinggi.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas enzim endoglukanase (CMCase),
eksoglukanase (FPase), dan g-glukosidase
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Hasil analisis aktivitas endoglukanase,
eksoglukanase, dan p-glukosidase pada ekstrak
kasar enzim selulase dari isolat B2S8 yang
digunakan dalam penelitian ini didapat dari hasil
penelitian sebelumnya dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan bahwa enzim selulase

kasar dari isolat bakteri B2S8 yang dihasilkan
memiliki rata-rata aktivitas sebesar 0,0714 1U/mL.
Aktivitas enzim selulase menggunakan substrat
CMC merupakan aktivitas enzim endo-f-
glukanase  dengan  menghidrolisis  ikatan
glukosidik $-1,4 secara acak terutama pada daerah
amorf serat selulosa dan tidak menyerang
selobiosa tetapi mendegradasi selulosa dan
selodekstrin yang telah disubstitusi seperti CMC
yang akan membentuk selo-oligosakarida.
Aktivitas enzim selulase pada substrat Filter
Paper (Whattman No.1) merupakan aktivitas
enzim ekso-f-glukanase dengan menghidrolisis
ikatan glukosidik p-1,4 dan menyerang ujung
rantai selulosa non pereduksi, dan membebaskan
selobiosa tetapi tidak menyerang selulosa yang
disubstitusi seperti kertas saring yang akan
membentuk selobiosa. Aktivitas enzim selulase
pada substrat selobiosa merupakan aktivitas enzim
fS-glukosidase yang akan menghidrolisis ikatan
glukosidik p-1,4 dan akan memotong molekul-
molekul selobiosa yang terbentuk menjadi
glukosa.
Tabel 1. Nilai rata-rata hasil analisis aktivitas
endoglukanase, eksoglukanase, dan S-glukosidase,
protein terlarut, aktivitas spesifik endoglukanase,
eksoglukanase, dan s-glukosidase

Parameter yang uji Hasil pengujian

Aktivitas enzim
(IU/mL)

Endoglukanase 0.07147 + 0.00150
Eksoglukanase 0.01628 + 0.00037
S-glukosidase 0.01479 + 0.00038
'(fﬁ‘gf‘r;ﬂ"te'” terlarut 0.39574 + 0.00318
Aktivitas spesifik enzim
(IU/mL)

0.18059 + 0.00232
0.04114 +0.00128
0.03738 + 0.00126

Endoglukanase
Eksoglukanase
S-glukosidase

Kadar protein terlarut
Hasil analisis kadar protein terlarut pada
ekstrak kasar enzim selulase dari bakteri isolat
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B2S8 vyang diperoleh dari hasil penelitian
sebelumnya dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan bahwa jenis media ketiga
produksi enzim selulase dengan konsentrasi terbaik 8%
dengan penambahan konsentrasi inokulum bakteri
isolat B2S8 5% dan diinkubasi selama 96 jam yang
didapat dari peneliti sebelumnya menghasilkan rata-
rata kadar protein sebesar 0,3957 mg/mL. Pada
penelitian ini, kadar protein terlarut dalam enzim
selulase kasar diasumsikan sebagai protein enzim
selulase. Bakteri selulolitik memanfaatkan kabohidrat
yang terlarut sebagai sumber nutrisi untuk
pertumbuhannya, sehingga bakteri selulolitik akan
berkembang lebih banyak selama masa inkubasi
(Rastogi et al., 2009). Protein terlarut dalam filtrat
enzim dipengaruhi ada-tidaknya inhibitor enzim di
dalam media produksi enzim. Apabila kadar
protein tinggi, tetapi aktivitas spesifik rendah,
maka ini menunjukkan selain adanya protein lain,
konsentrasi zat yang menghambat atau
menurunkan laju reaksi dalam media produksi
enzim tinggi.

Aktivitas spesifik enzim endoglukanase
(CMCase), eksoglukanase (FPase), dan p-
glukosidase

Hasil analisis aktivitas spesifik
endoglukanase, eksoglukanase dan S-glukosidase
pada ekstrak kasar enzim selulase dari isolat B2S8
yang digunakan dalam penelitian ini didapat dari
hasil penelitian sebelumnya dapat dilihat pada
Tabel 1. Tabel 1 menunjukkan bahwa hasil nilai
rata-rata aktivitas spesifik endoglukanase pada
enzim selulase kasar dari isolat bakteri B2S8 yang
dihasilkan memiliki aktivitas spesifik sebesar
0,1805 IU/mL, aktivitas spesifik eksoglukanase
sebesar 0,0411 IU/mL, dan aktivitas spesifik /-
glukosidase sebesar 0,03737 IU/mL. Aktivitas
spesifik enzim menunjukkan kemurnian suatu
enzim, hal ini disebabkan karena hilangnya
protein non-enzim (Humbird et al., 2011).
Aktivitas  spesifik enzim dapat dihitung
berdasarkan nilai aktivitas enzim yang telah
diperoleh, kemudian dibagi dengan kandungan
protein (Ngangi et al., 2013). Peningkatan
aktivitas spesifik sesuai dengan peningkatan
aktivitas enzim, apabila semakin tinggi aktivitas
enzim maka akan semangkin tinggi tingkat
kemurnian enzim tersebut. Namun, semakin
rendah nilai aktivitas enzim tersebut maka
semakin banyak protein lain yang turut diproduksi
oleh mikroorganisme selama masa
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pertumbuhannya (Rohmah et al., 2019).

Kadar glukosa

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan konsentrasi substrat brangkasan jagung
dan lama waktu sakarifikasi antar perlakuan
berpengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap kadar
glukosa yang dihasilkan. Nilai rerata kadar
glukosa dapat dilihat pada Tabel 2.

Berdasarkan data yang diperoleh dari Tabel
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2 bahwa nilai rata-rata kadar glukosa dari variasi
konsentrasi substrat dan lama waktu sakarifikasi
menunjukkan perbedaan yang nyata dimana kadar
glukosa maksimum diperoleh sebesar 0,3003
mg/mL dari variasi konsentrasi substrat 5% dan
lama waktu sakarifikasi 96 jam sedangkan pada
konsentrasi substrat brangkasan jagung 2% dengan
lama waktu sakarifikasi 24 jam menghasilkan nilai
rata-rata kadar glukosa terendah yaitu 0,0601
mg/mL.

Tabel 2. Nilai rata-rata kadar glukosa yang dihasilkan dari sakarifikasi selulosa kasar brangkasan jagung
(mg/mL)

Konsentrasi Lama Sakarifikasi (jam)

Substrat (%) 24 48 72 96
2 0,0601 +0,0002p 0,0736 +£0,0002n  0,0879 +0,0002 1  0,1156 + 0,0004 j
3 0,0696 +0,0004 0  0,1215+0,0004i 0,1731+0,0002 f  0,2384 +0,0004 d
4 0,0841 +£0,0002 m 0,1396 +0,0004 h  0,2038 £0,0002e  0,2791 +0,0004 b
5 0,0975+0,0004 k 0,1679 +0,0002g 0,2427 +0,0002c  0,3003 + 0,0004 a

Keterangan: notasi berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan perbedaan yang nyata pada taraf

kesalahan 5% (p<0,05).

Berdasarkan data yang diperoleh dari Tabel
2 bahwa nilai rata-rata kadar glukosa dari variasi
konsentrasi substrat dan lama waktu sakarifikasi
menunjukkan perbedaan yang nyata. Kadar
glukosa maksimum diperoleh sebesar 0,3003
mg/mL dari variasi konsentrasi substrat 5% dan
lama waktu sakarifikasi 96 jam, sedangkan pada
konsentrasi substrat brangkasan jagung 2% dengan
lama waktu sakarifikasi 24 jam menghasilkan rata-
rata kadar glukosa terendah yaitu 0,0601 mg/mL.
Adapun penelitian Alrumman (2016) menyatakan
bahwa kadar glukosa yang dihasilkan
menggunakan limbah kurma sebagai substratnya
pada konsentrasi 4% menghasilkan kadar glukosa
tertinggi sebesar 0,02460 mg/mL. Peneliti lainnya
juga melakukan pengujian pengaruh waktu
sakarifikasi dalam produksi glukosa dan diperoleh
laju peningkatan glukosa yang dihasilkan tertinggi
pada lama waktu sakarifikasi selama 48 jam

menggunakan substrat sorgum (Radhika et al.,
2016). Sedangkan Saepulloh et al. (2017)
mendapatkan bahwa glukosa yang dihasilkan
tertinggi pada lama waktu sakarifikasi selama 72
jam. Peningkatan konsentrasi glukosa yang tinggi
dihasilkan pada konsentrasi substrat 5% dengan
waktu sakarifikasi selama 96 jam menunjukkan
bahwa terjadinya interaksi antara enzim selulase
dengan substrat yang tinggi. Interaksi antara enzim
selulase dengan substrat selulosa akan membentuk
kompleks enzim-substrat yang menghasilkan
glukosa sebagai produk.

Residu selulosa

Hasil analisis residu selulosa setelah perlakuan
sakarifikasi ~ substrat ~ brangkasan  jagung
menggunakan enzim selulase dalam menghasilkan
glukosa sebagai produk akhirnya dapat dilihat
pada Tabel 3.

Tabel 3. Nilai rata-rata residu selulosa setelah proses sakarifikasi brangkasan jagung

Konsentrasi Lama Sakarifikasi (jam)

Substrat (%) 24 48 72 96
2 28,31+0,0035a 24,30+ 0,0070 e 20,70 £ 0,0070 i 18,33 £ 0,0070 m
3 28,03+0,0035b 24,06 +0,0070 f 20,45 £ 0,0035 j 18,16 + 0,0070 n
4 27,72+0,0070c 23,89 +0,0035¢g 20,24 £ 0,0070 k 17,97 + 0,0070 o
5 27,40+ 0,0070d 23,65+ 0,0035 h 20,06 + 0,0035 | 17,75 £ 0,0070 p

Keterangan: notasi berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan perbedaan yang nyata pada

taraf kesalahan 5% (p<0,05).
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Berdasarkan data yang diperoleh dari
Tabel 3 bahwa rata-rata residu selulosa dari
variasi konsentrasi substrat dan lama waktu
sakarifikasi menunjukkan perbedaan yang
nyata. Kadar residu selulosa tertinggi sebesar
28,31% dari konsentrasi substrat brangkasan
jagung 2% dengan lama waktu sakarifikasi 24
sedangkan  pada  konsentrasi  substrat
brangkasan jagung 5% dengan lama waktu
sakarifikasi 96 jam menghasilkan nilai rata-
tata kadar residu selulosa terendah sebesar
17.75%. Hal ini menunjukkan bahwa kadar
selulosa cenderung masih tinggi dan belum
terkonversi semuanya menjadi gula-gula
sederhana berupa glukosa. Kadar selulosa
yang masih tergolong tinggi ini disebabkan
oleh rendahnya ketiga aktivitas enzim yang
didapat yaitu endoglukanase, eksoglukanase,
dan p-glukosidase. Rendahnya aktivitas enzim
membuat selulosa yang terkandung pada
substrat tidak sepenuhnya dikonversi menjadi
glukosa.

Hal ini juga didukung oleh lama waktu
sakarifikasi yang masih kurang lama sehingga
waktu yang dibutuhkan ketiga aktivitas enzim

tersebut tidak berjalan maksimal. Maka
dengan penambahan lama waktu sakarifikasi
yang lebih lama akan mengakibatkan residu
selulosa yang didapatkan akan semakin rendah
dan kadar glukosa yang didapatkan juga akan
semakin tinggi. Menurut Taherzadeh et al.
(2007) menyatakan bahwa proses sakarifikasi
pada suhu yang tinggi dapat membantu
melepaskan lignin dan hemiselulosa, serta
dapat juga memecah lignin menjadi partikel
yang lebih kecil. Sebab semakin banyak kadar
selulosa yang terhidrolisis oleh enzim maka
semakin banyak kadar glukosa yang
dihasilkan.

Nilai pH

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan konsentrasi substrat brangkasan
jagung dan lama waktu sakarifikasi antar
perlakuan berpengaruh sangat nyata (p<0,01)
terhadap nilai pH yang didapatkan dalam
menghasilkan kadar glukosa. Nilai rata-rata
pH terhadap kadar glukosa dapat dilihat pada
Tabel 4.

Tabel 4. Nilai rata-rata pH pada proses sakarifikasi selulosa kasar brangkasan jagung

Konsentrasi Lama Sakarifikasi (jam)

Substrat (%) 24 48 72 96
2 5,4+0,1414 h 5,5+0,1414 gh 5,5+0,1414 gh 5,6 £0,0707 g
3 5,6 £0,1414 fg 5,7 +£0,1414 ef 5,8 +0,0707 de 5,8 £ 0,1414 cde
4 5,7 £0,1414 ef 5,8 £0,1414 cde 5,9+ 0,1414 be 5,9+ 0,0707 cd
5 5,9+0,1414 bc 5,9 +0,0707 cd 6,0 £0,1414 ab 6,1+0,1414 a

Keterangan: notasi berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan perbedaan yang nyata

pada taraf kesalahan 5% (p<0,05).

Berdasarkan data yang diperoleh pada
Tabel 4 menunjukkan bahwa nilai rata-rata pH
tertinggi sebesar 6,1 dari variasi konsentrasi
substrat 5% dan lama waktu sakarifikasi 96
jam yang tidak berbeda nyata dengan variasi
konsentrasi substrat 5% dan lama waktu
sakarifikasi 72 jam. Sedangkan rata-rata pH
terendah sebesar 5,4 dari variasi konsentrasi
substrat 2% dan lama waktu sakarifikasi 24
jam yang tidak berbeda nyata dengan variasi
konsentrasi substrat 2% dan lama waktu
sakarifikasi 48 jam, serta variasi konsentrasi
substrat 2% dan lama waktu sakarifikasi 72

jam. Dapat dilihat bahwa dari pH 5 sampai pH
6 konsentrasi glukosa semakin naik yaitu dari
yang terendah sebesar 0,0601 mg/mL hingga
yang paling tertinggi sebesar 0,3003 mg/mL.
Putri et al. (2015) menyatakan bahwa
konsentrasi glukosa tertinggi pada pH 6
sebesar 5,35 mg/mL. Kemudian pada saat pH
hidrolisis berada pada pH 7 konsentrasi
glukosa yang didapatkan menurun menjadi
3,13 mg/mL.

Peneliti menyimpulkan bahwa sesudah
pH 6 mengalami penurunan dikarenakan
enzim selulase yang bekerja pada pH yang
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sudah mencapai pH optimum akan mengalami
perubahan struktur atau muatan asam amino
yang merupakan sisi aktif yang berfungsi
dalam pengikatan substrat. Menurut Sutarno et
al. (2012) bahwa jika enzim selulase sudah
mencapai pH optimum akan mengakibatkan
terganggunya interaksi antara sisi aktif enzim
selulase dengan substrat selulosa sehingga
konsentrasi selulosa yang dihasilkan menjadi
rendah. Pada umumnya enzim aktif pada
rentang pH yang sempit. Aktivitas kerja enzim
selulase biasanya terjadi pada pH 4,5-55

(Taherzadeh et al., 2007).

Total padatan terlarut

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan konsentrasi substrat brangkasan
jagung dan lama waktu sakarifikasi antar
perlakuan berpengaruh sangat nyata (p<0,01)
terhadap nilai total padatan terlarut yang
didapatkan. Nilai rata-rata total padatan
terlarut terhadap kadar glukosa yang
dihasilkan pada proses sakarifikasi enzimatis
dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Nilai rata-rata total padatan terlarut pada proses sakarifikasi selulosa kasar brangkasan

jagung
Konsentrasi Lama Sakarifikasi (jam)
Substrat (%) 24 48 72 96
2 1,7 £0,1414 fg 1,6 £ 0,0000 g 1,7 +£0,1414 fg 1.9 +£0,1414 ef
3 1,7 £0,1414 fg 1,9 £ 0,1414 ef 2,1+0,1414 de 2,1+0,1414 de
4 2,1+0,1414 de 2,1+0,1414 de 2,3+0,1414 bed 2,5+0,0707 ab
5 2,2 +0,0000 cd 2,4 +0,0000 bc 2,5+0,1414 ab 2,7+£0,1414 a

Keterangan: notasi berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan perbedaan yang nyata

pada taraf kesalahan 5% (p<0,05).

Berdasarkan data yang diperoleh pada Tabel 5
menunjukkan bahwa nilai rata-rata total
padatan terlarut tertinggi sebesar 2,7°Brix dari
variasi konsentrasi substrat 5% dan lama
waktu sakarifikasi 96 jam yang tidak berbeda
nyata dengan variasi konsentrasi substrat 5%
dan lama waktu sakarifikasi 72 jam, serta
variasi konsentrasi substrat 4% dengan lama
waktu sakarifikasi 96 jam. Sedangkan nilai
rara-rata total padatan terlarut terendah sebesar
1,6°Brix dari variasi konsetrasi substrat 2%
dan lama waktu sakarifikasi 48 jam yang tidak
berbeda nyata dengan variasi konsentrasi
substrat 2% dan lama waktu sakarifikasi 24
jam variasi konsentrasi substrat 2% dengan
lama waktu sakarifikasi 72 jam, serta variasi
konsentrasi substrat 3% dan lama waktu
sakarifikasi 24 jam. Peningkatan total padatan
terlarut yang sangat signifikan seiring
meningkatnya konsentrasi substrat brangkasan
jagung yang ditambahkan.

Total padatan terlarut merupakan jumlah
selulosa yang berhasil diubah menjadi glukosa
dan berupa selulosa yang tidak tersakarifikasi

selama proses inkubasi (Trisnaputri et al.,
2018). Peningkatan total padatan terlarut juga
meningkat seiring meningkatnya lama waktu
sakarifikasi yang dibutuhkan. Tabel 5
menunjukkan bahwa total padatan meningkat
dari waktu sakarifikasi 24 jam hingga 96 jam.
Menurut Buckle et al. (2007) bahwa semakin
tinggi kadar glukosa yang didapatkan pada
akhir proses hidrolisis maka total padatan
terlarut yang didapatkan juga akan semakin
besar. loelovich et al. (2011) menyatakan
bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim yang
ditambahkan dalam proses sakarifikasi, maka
padatan terlarut yang didapatkan juga semakin
bertambah. Hal itu disebabkan karena semakin
besar peluang enzim untuk mengikat dan
mengubah kandungan selulosa dalam substrat
menjadi molekul-molekul sederhana berupa
glukosa. Komponen yang terukur sebagai total
padatan terlarut dapat berupa asam organik,
sukrosa, gula reduksi, dan juga protein yang
sangat berpengaruh terhadap nilai °Brix
(Andriani et al., 2015).
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KESIMPULAN

Perlakuan konsentrasi substrat brangkasan
jagung dan lama waktu sakarifikasi pada
produksi glukosa sebagai produk akhirnya
berpengaruh sangat nyata pada taraf kesalahan
5% dan 1% terhadap kadar glukosa, residu
selulosa, nilai pH, dan total padatan terlarut
yang dihasilkan. Pada perlakuan konsentrasi
substrat selulosa kasar brangkasan jagung 5%
dan lama waktu sakarifikasi 96 jam merupakan
perlakuan terbaik untuk menghasilkan kadar
glukosa maksimum sebesar 0,3003 mg/mL,
menghasilkan ~ kadar  padatan  terlarut
maksimum sebesar 2,7°Brix, sisa selulosa
17,75% dan dengan nilai pH sebesar 6,1.
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