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Efek Variasi Pre-Treatment dan Konsentrasi Substrat Kulit Nanas
Madu (Ananas comosus L. Merr) serta Faktor Agitasi dalam
Produksi Enzim Selulase oleh Isolat Fungi Penicillium sp. B12B

Aretasani Rahim
16640034

ABSTRAK

Fungi Penicillium sp. B12B berpotensi sebagai agen biofactory dalam
memproduksi enzim selulase yang dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya
faktor pre-treatment substrat, kondisi lingkungan dan nutrisi. Kulit buah nanas
diharapkan dapat menjadi alternatif substrat sebagai sumber karbon dalam produksi
enzim selulase. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek variasi pre-
treatment terhadap substrat kulit buah nanas (4dnanas comosus L. Merr) dan faktor
agitasi, serta mengetahui konsentrasi optimum substrat kulit buah nanas dalam
produksi enzim selulase oleh isolat fungi Penicillium sp. B12B. Tahapan penelitian
ini meliputi pre-treatment substrat secara fisik dan kimiawi, uji substrat hasil pre-
treatment dan faktor agitasi yang dianalisis menggunakan ANOVA Two Way, serta
optimasi konsentrasi substrat kulit nanas madu produksi enzim selulase yang
dianalisis menggunakan Paired Simple T-Test. Hasil penelitian menunjukkan pre-
treatment kulit nanas secara fisik dan kimiawi serta faktor agitasi menghasilkan
perbedaan produksi enzim selulase oleh isolat fungi Penicillium sp. B12B, dengan
rentang aktivitas enzim tertinggi yaitu sebesar 0,009 U/mL pada waktu 48 ke 72
jam. Berdasarkan hasil analisis Paired Sample T-Test, aktivitas enzim pada
optimasi konsentrasi substrat memiliki nilai sig. (2-tailed) sebesar 0,006 < 0,05.
Dengan demikian terdapat pengaruh_variasi konsentrasi susbtrat terhadap hasil
aktivitas enzim selulase oleh fungi Penicillium sp. B12B.Konsentrasi substrat kulit
nanas madu yang optimum dalam produksi enzim selulase oleh fungi Penicillium
sp. B12B yaitu2,5% sebesar 0,161 U/mL.

Kata kunci @ Biefactory, kulit nanas madu (Ananas comosus L. Merr), optimasi
konsentrasi substrat



Variation Effects of Substrate Pre-treatment and Concentration of
Pineapple (4Ananas comosus L. Merr) Peel with Agitation Factors
on Cellulase Enzyme Production by Penicillium sp. B12B

Aretasani Rahim
16640034

ABSTRACT

Penicillium sp. B12B is a promising agent in cellulase enzyme production
that was affected by several factors, including substrate pre-treatment,
environmental conditions and nutrition. Pineapple peel is expected to be an
alternative substrate in the production of cellulase enzymes. This study aims to
determine the effect of pre-treatment variations on the pineapple peel substrate
(Ananas comosus L. Merr) and agitation factors, and the optimum concentration of
pineapple peel substrate in the production of cellulase by fungi isolate Penicillium
sp. B12B. The stages of this research include physical and chemical substrate pre-
treatment, pre-treatment substrate test and agitation factors that were analyzed by
Two Way ANOVA, and optimization of the substrate concentration of pineapple
peel in cellulase production that analyzed by Paired Simple T-Test. The results
showed that physical and chemical pineapple peel pre-treatment and agitation
factors have affected the production of cellulase by fungi Penicillium sp. B12B in
different level, with the highest range of enzyme activity was 0,009 U/mL at 48 to
72 hours. Enzyme activity in the optimization of substrate concentration has a sig.
value (2-tailed) of 0.006 < 0.05. Thus it was known that variations in susbtrat
concentration has affected cellulase enzyme activity by fungi Penicillium sp. B12B.
The optimum substrate concentration in cellulase enzymes production by fungi
Penicillium sp. B12B was 2.5% with 0,161 U/mL.

Keywords : Biofactory, honey pineapple peel (4Ananas comosus L. Merr),
optimization of substrate ¢oncentration
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BAB1
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Enzim merupakan protein yang berfungsi sebagai katalisator untuk
mempercepat reaksi kimia di dalam sistem biologi. Salah satu jenis enzim
yang berperan besar dalam kehidupan yaitu enzim selulase. Enzim ini
merupakan suatu sistem enzim yang terdiri atas tiga kelas utama yaitu
endoglukanase, selobiohidrolase/ eksoglukanase dan [(-glukosidase.
Aktivitas bersama yang dilaksanakan oleh ketiga kelas selulase diperlukan
untuk mengubah selulosa menjadi glukosa secara efisien. Sistem selulase
ini bekerja secara sinergis dan berurutan untuk mengurai selulosa menjadi
glukosa (Kricka ef al, 2014). Molekul selulosa merupakan salah satu
komponen pembangun tumbuhan yang tersusun dalam bentuk fibril yang
terdiri atas beberapa molekul yang dihubungkan oleh ikatan glikosidik
sehingga sulit diuraikan (Fitriani, 2003). Komponen tersebut dapat
diuraikan oleh aktivitas mikroorganisme untuk digunakan sebagai sumber
energi (Sukumaran er al., 2005).

Selulase merupakan enzim yang banyak diaplikasikan dalam dunia
industri. Menurut Sholihati et al. (2015), pada industri tekstil selulase
digunakan sebagai biopolishing kain untuk meningkatkan kelembutan dan
kecerahannya. Pada produksi bahan pakan ternak, aplikasi selulase berperan
dalam mempermudah adsorpsi pakan dalam pencernaan ternak. Selulase

juga digunakan dalam proses deinking berbagai jenis limbah kertas untuk

17
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mengurangi penggunakan alkali, meningkatkan kecerahan fiber dan
mempertahankan kekuatan kertas (Agustini ef al., 2017). Selain itu selulase
dapat dimanfaatkan dalam proses fermentasi biomassa yang mengandung
selulosa menjadi biofuel, seperti bioethanol (Mtui, 2009). Tingginya
kebutuhan produksi selulase mendorong dilakukannya penelitian tentang
formula terbaik untuk memproduksi enzim selulase.

Produksi selulase secara komersial biasanya didapat dari
makroorganisme serta mikroorganisme selulotik. Menurut Gupta et al.
(2012), enzim selulase dapat diisolasi dari tumbuhan, hewan, dan mikroba
seperti khamir, bakteri dan fungi selulolitik. Menurut Anbu et al. (2013),
keunggulan mikroba dalam produksi selulase diantaranya lebih mudah
dikultur, produksi enzim yang lebih mudah untuk ditingkatkan, biaya
produksi lebih ekonomis, waktu produksi yang relatif cepat dibandingkan
dengan makroorganisme, dan proses produksi tidak ditentukan oleh
perubahan musim.

Mikroba - selulolitik yang digunakan dalam memproduksi enzim
selulase bisa berupa bakteri atau fungi. Jenis bakteri mesofil selulolitik yang
umumnya digunakan tersebut yaitu berasal dari genus Clostridium, Bacillus
dan Zymomonas, sedangkan dari jenis bakteri hipertermofil diantaranya dari
genus Pyrococcus dan Thermotoga (Golan, 2011). Beberapa kelompok
fungi selulolitik yang umumnya digunakan sebagai agen biofactory ialah

dari jenis Pencillium, Aspergillus dan Trichoderma (Lynd et al., 2002).
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Bila dibandingkan dengan bakteri selulolitik, fungi selulolitik lebih
unggul digunakan sebagai agen biofactory karena beberapa kelebihan yang
dimilikinya. Keunggulan tersebut diantaranya adalah fungi merupakan
spesies yang mampu tumbuh di lingkungan yang sedikit nutrisi, kelembaban
rendah dengan penyebaran yang luas, spora yang dihasilkan melimpah
sehingga dapat menghasilkan enzim yang tinggi (Made et al., 2011). Salah
satu mikroba selulolitik yang potensial untuk dikembangkan sebagai agen
biofactory selulase adalah fungi saprofit selulolitik Penicillium sp. B12B
yang telah diisolasi oleh Pintari (2019) dari serasah daun Rhizopora
mucronata.

Produksi selulase oleh fungi selulolitik dipengaruhi oleh faktor
nutrisi, salah satunya sumber karbon (C). Menurut Sandika ef al. (2017),
sumber karbon dibutuhkan untuk aktivitas mikroorganisme dalam
mempertahankan hidupnya dengan melakukan mekanisme biosintesis, yang
berfungsi sebagai penyimpanan (storage) dan kerangka pembangun sel
(structural). Sumber karbon ini bisa didapatkan dari bahan alternatif berupa
sampah organik. Penggunaan sampah organik dilakukan untuk mengurangi
permasalahan lingkungan. Sampah yang tidak terpakai, tentu membutuhkan
waktu untuk terurai menjadi bagian-bagian kecil. Volume sampah setiap
harinya bertambah, sehingga apabila usaha dalam pemanfaatan sampah
kurang maka sampah akan menumpuk dan tidak dapat tertampung lagi.

Perlu dilakukan upaya dalam memanfaatkan sampah menjadi sesuatu yang
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bernilai, khususnya pemanfaatan sampah organik yang masih memiliki
kandungan gizi untuk digunakan.

Alfiah dan Kuswytasari (2012) menyatakan bahwa produksi enzim
selulase oleh Penicillium sp. menggunakan beberapa media alternatif
tongkol jagung, bagase tebu, jerami padi dan eceng gondok dengan yang
diinkubasi pada suhu 30°C, 35°C dan 40°C dengan pH 6,0 dan 8,0
menunjukan bahwa media dari limbah tongkol jagung dengan perlakuan pH
6 pada suhu 35°C mempunyai aktivitas enzim paling tinggi yaitu sebesar
0,595 U/mL. Selain itu Purkan et al. (2015) melakukan produksi enzim
selulase dari Aspergillus niger menggunakan substrat organik sekam padi
dan ampas tebu sebagai induser dengan variasi kadar sebesar 0; 0,5; 1,0;
1,5;2,0; 2,5 dan 3,0% (b/v). Kultur diinkubasi dalam incubator shaker pada
suhu ruang dengan agitasi 150 rpm. Hasil penelitian menunjukan bahwa
konsentrasi optimal induser sebesar 2,5%. Karakteristik enzim selulase dari
Aspergillus niger yang diinduksi oleh sekam padi berlangsung optimal pada
pH 4'suhu 50°C dengan aktivitas enzim sebesar 0,709 U/mL.

Kulit nanas madu (Ananas comosus L. Merr) merupakan salah satu
opsi sampah organik yang perlu dimanfaatkan. Selama ini bagian nanas
yang seringkali dimanfaatkan adalah buahnya, sedangkan bagian lainnya
hanya menjadi produk sisa sampah organik yang kurang dimanfaatkan dan
hanya dibuang begitu saja. Menurut Sandika et al. (2017), kulit nanas
merupakan hasil limbah yang menempati porsi paling tinggi yaitu sebesar

30-42%, sedangkan bagian batang 2-5% dan bagian mahkota 2-4%. Padahal
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kulit nanas memiliki kandungan sumber karbon yang cukup tinggi untuk
nutrisi pertumbuhan fungi. Andaka (2010) menyatakan bahwa kulit buah
nanas madu mengandung 17,53% karbohidrat; 4,41% protein; 13,65% gula
reduksi; 18,72% kadar air dan 20,87% serat kasar.

Pasaribu et al. (2013) telah melakukan penelitian mengenai produksi
enzim selulase dari fungi selulolitik Aspergillus niger menggunakan sumber
karbon berupa kulit nanas. Variabel konsentrasi substrat yang digunakan
yaitu 0,5; 1; 1,5 dan 2 g/ml dan waktu inkubasi 2, 3, 4, 5 dan 6 hari. Hasil
penelitian menunjukan bahwa aktivitas enzim selulase tertinggi diperoleh
pada variabel konsentrasi substrat 1 g/ml dan waktu fermentasi 4 hari
sebanyak 3,57 g/L.

Karbohidrat dan serat kasar merupakan sumber karbon yang baik
bagi pertumbuhan mikroorganisme dalam mensintesis selulase (Sumarlin et
al., 2013). Komposisi glukosa dalam media digunakan sebagai pemacu
pertumbuhan sel di fase awal. Setelah glukosa habis maka mikroba akan
memanfaatkan sumber karbon selulosa dengan mensintesis enzim selulase
(Meryandini et ‘al., 2010). Milala er al. (2005) dan Lynd et al. (2002)
menyebutkan bahwa fungi akan menghasilkan selulase jika ditumbuhkan
pada medium yang mengandung selulosa. Pada konsentrasi substrat yang
makin tinggi maka sisi aktif enzim akan semakin banyak mengikat substrat
sehingga produk glukosa yang dihasilkan juga semakin banyak, begitu pula
sebaliknya. Namun penambahan konsentrasi lebih lanjut melebihi batas

optimum hanya akan meningkatkan sedikit aktivitas ekstrak kasar enzim.
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Hal tersebut dikarenakan hampir semua enzim telah membentuk kompleks
enzim-substrat, sehingga tidak terdapat lagi sisi aktif enzim yang bebas
(Sastri et al., 2015).

Hambatan yang mungkin muncul ketika melakukan optimasi dengan
menggunakan substrat alami ialah komponen lignoselulosa di dalam limbah
karbon. Kandungan lignin yang tinggi pada bahan baku substrat berperan
sebagai pelindung selulosa. Kandungan ini sangat sulit untuk
dibiotransformasi, baik dengan mikroba maupun enzim sehinga
memerlukan proses pre-treatment untuk mempercepat laju hidrolisis
substrat lignoselulosa. Penurunan kadar lignoselulosa ini dapat dilakukan
melalui proses pre-treatment dengan berbagai metode fisik, kimiawi,
fisikokimia atau biologi.

Menurut Mtui (2009) dalam meningkatkan laju hidrolisis dengan
enzim perlu dilakukan perlakuan awal/ pre-treatment secara fisik untuk
memperkecil ukuran partikel substrat lignoselulosa. Ukuran partikel
menentukan besarnya ruang antar bahan (porositas). Permukaan area yang
lebih luas akan- meningkatkan ‘kontak antara mikreba- dengan bahan
sehingga proses hidrolisis akan berjalan lebih cepat. Selain itu perlu diberi
perlakuan delignifikasi secara kimiawi untuk mengurangi atau
menghilangkan hambatan tersebut, salahsatunya perlakuan dengan alkali.

Selain jenis, konsentrasi, dan perlakuan terhadap substrat, produksi
enzim selulase oleh fungi selulolitik dipengaruhi oleh faktor lain seperti

agitasi. Agitasi berperan penting dalam pertumbuhan fungi yaitu dalam
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meningkatkan transfer massa nutrisi serta oksigen antara sel dan substrat

yang digunakan (Tomasini & Hugo 2019). Dengan demikian, pengadukan

(agitasi) akan mempengaruhi aktivitas mikroba dalam memproduksi enzim.

Produksi enzim selulase oleh fungi selulolitik dipengaruhi oleh
beberapa faktor, yaitu faktor pre-treatment, kondisi lingkungan dan nutrisi.

Selain meningkatnya permintaan produksi enzim selulase, tingginya limbah

organik menjadi permasalahan. Dengan demikian, faktor-faktor tersebut

harus diperhatikan agar pertumbuhan fungi selulolitik mendapatkan hasil
yang optimum. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang efek
variasi pre-treatment substrat dan faktor agitasi serta penentuan konsentrasi
optimum substrat kulit nanas madu (Ananas comosus L. Merr) dalam
mempoduksi enzim selulase oleh isolat fungi Penicillium sp. B12B.
B. Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang diajukan pada penelitian ini adalah sebagai
berikut:

1. Bagaimana efek variasi pre-freatment terhadap substrat kulit buah nanas
madu (Ananas comosus L. Merr) dan faktor agitasi-dalam produksi
enzim selulase oleh isolat fungi Penicillium sp. B12B?

2. Berapa konsentrasi optimum substrat kulit buah nanas madu (4nanas
comosus L. Merr) dalam produksi enzim selulase oleh isolat fungi

Penicillium sp. B12B?
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C. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka penelitian ini bertujuan

untuk

1. Mengetahui efek variasi pre-treatment terhadap substrat kulit buah
nanas (4Ananas comosus L. Merr) dan faktor agitasi dalam produksi
enzim selulase oleh fungi Penicillium sp. B12B

2. Mengetahui konsentrasi optimum substrat kulit buah nanas (Ananas
comosus L. Merr) dalam produksi enzim selulase oleh isolat fungi
Penicillium sp. B12B

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi alternatif strategis dalam
pemanfaatan kulit buah nanas sebagai bahan baku produksi enzim sehingga
dapat menurunkan biaya produksi dalam proses produksi industri selulase

serta berperan dalam penurunan volume limbah pertanian.



BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:

1. Pre-treatment kulit buah nanas (4dnanas comosus L. Merr) secara fisik
dan kimiawi serta faktor agitasi memberikan hasil produksi enzim
selulase oleh isolat fungi Penicillium sp. B12B yang berbeda, dengan
rentang aktivitas enzim yang paling tinggi yaitu pada waktu 48 ke 72 jam
sebesar 0,009 U/mL.

2. Konsentrasi optimum substrat kulit buah nanas (Ananas comosus L.
Merr) dalam produksi enzim selulase oleh isolat fungi Penicillium sp.

B12B adalah 2,5% dengan rentang aktivitas enzim sebesar 0,161 U/mL.

B. Saran

Perlu dilakukannya pengambilan sampel secara berkala apabila belum
mengetahui fase pertumbuhan fungi secara pasti dalam memproduksi enzim
selulase dengan media yang akan diuji. Apabila tidak ingin melakukan
pengambian sampel secara berkala, maka perlu "dilakukan pre-treatment
secara fisik dengan memperkecil ukuran partikel substrat serta mengurangi
kadar lignin di dalam substrat berlignoselulosa dengan metode kimiawi
ataupun biologi. Namun penggunaan cara kimiawi tidak disarankan karena
akan menambah volume limbah kimia yang sangat banyak, sehingga lebih

baik menggunakan metode biologi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kurva standar glukosa

Tabel 5. Hasil pengukuran absorbansi kurva standar glukosa

Konsentrasi glukosa Absorbansi
1 mg/ml 0,284
2 mg/ml 0,780
3 mg/ml 1,137
4 mg/ml 1,580
5 mg/ml 2,259

Kurva Standar Glukosa

2,500
y=0,475x-0,2171

2,000 R?=0,9875
2 1,500 /‘/
1]
2
o
2 /

1,000
< /

0,500

/
0,000
0 1 2 3 4 5

Konsentrasi'glukosa/(mg/ml)

Gambar 5. Kurva standar glukosa
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Lampiran 2. Perhitungan konsentrasi glukosa uji hasil pre-treatment substrat
dan faktor agitasi

Nilai absorbansi yang didapatkan dari pengukuran sampel menggunakan
spektrofotometer, kemudian diplotkan pada kurva standar untuk mengetahui
konsentrasi produk glukosa pada sampel.

Berdasarkan kurva standar didapatkan persamaan regresi linier:
y=0,475x-0,2171

dengan absorbansi (y) dan konsentrasi glukosa (x) yang merupakan variabel yang
dicari.

Tabel 6. Hasil pengukuran absorbansi uji hasil pre-treatment substrat dan
faktor agitasi

Absorbansi
No. Perlakuan , - S . .
24jam 48jam 72jam 96jam 120 jam
1. AS 4,000 0,810 0,849 0,115 0,014
2. Al 3,995 4,000 2,193 0,178 0,092
3. BS 0,203 0,328 0,236  -0,004 -0,012
4. BI 0,393 0,540 0,561 0,090 -0,008

1. Serbuk A yang diinkubasi dalam incubator shaker [AS]

a. 24jam
y =0,475x-0,2171
4,000 =0,475x-0,2171
X =4,000+0,2171
0,475
X = 8,878
b. 48 jam
y =0,475x- 0,2171
0,810-=10,475x - 0,2171
X =0,810 +0,2171
0,475
X =2,161
c. 72 jam
y =0475x-0,2171
0,849 =0,475x-0,2171
X =0,849 +0,2171
0,475
X =2,243
d. 96 jam
y =0,475x - 0,2171

0,115 =0,475x-0,2171



c.

X =0,115+0,2171
0,475

X =0,699

120 jam

y =0475x-0,2171

0,014 =0475x-0,2171

X =0,014+0.2171
0,475

X =0,485

2. Serbuk A yang diinkubasi dalam incubator [Al]

a.

24 jam

y =0,475x - 0,2171

3,995 =0475x-0,2171

X =3.995+0.2171
0,475

X = 8,868

48 jam

y =0475x-0,2171

4,000 =0,475x-0,2171

X =4,000+0.2171
0,475

X = 8,878

72 jam

y =0,475x-0,2171

2,193 =0,475x-0,2171

X =2.193+0.2171
0,475

X =5,073

96 jam

y =10,475x - 0,2171

0,178 , =0,475x-0,2171

X =0,17840.2171
0,475

X =0,832

120 jam

y =0475x-0,2171

0,092 =0,475x-0,2171

X =0,092+0,2171
0,475

X =0,650
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3. Serbuk B yang diinkubasi dalam incubator shaker [BS]

24 jam

y =0475x-0,2171

0,203 =0,475x-0,2171

X =0,203 +0,2171
0,475

X =0,884

. 48 jam

y =0,475x - 0,2171

0,328 =0,475x-0,2171

X =0,328 +0,2171
0,475

X =1,147

72 jam

y =0,475x-0,2171

0,236 =0,475x-0,2171

X =0,236 +0,2171
0,475

X =0,953

. 96 jam

y =0,475x - 0,2171

-0,004 =0,475x-0,2171

X =-0,004 +0,2171
0,475

X =0,449

120 jam

y =0,475x-0,2171

-0,012 =0475x-0,2171

X =-0,012 +0,2171
0475

X =0,433

Serbuk B yang diinkubasi dalam incubator [BI]

24 jam

y =0,475x-0,2171
0,393 =0,475x-0,2171
X =0,393 +0,2171

0,475
X =1,283
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. 48 jam

y =0,475x - 0,2171

0,540 =0,475x-0,2171

X =0,540+0,2171
0,475

X =1,594

72 jam

y =0,475x-0,2171

0,561 =0,475x-0,2171

X =0,561+0.2171
0,475

X =1,638

. 96 jam

y =0,475x - 0,2171

0,090 =0,475x-0,2171

X =0,090+0.2171
0,475

X =0,645

120 jam

y =0,475x-0,2171

-0,008 =0,475x-0,2171

X =-0,008 +0,2171
0,475

X =0,440
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Lampiran 3. Perhitungan aktivitas enzim uji hasil pre-treatment substrat dan
faktor agitasi

Konsentrasi glukosa yang diperoleh kemudian dihitung menggunakan rumus

untuk mengetahui aktivitas enzimnya.

AE — C H
~ BMglukosaxt *E

Keterangan:

AE : Aktivitas enzim (U/ml)

: Konsentrasi glukosa

: Waktu inkubasi (menit)

: Berat molekul glukosa (180 mg/mmol)
: Volume total enzim substrat (ml)

: Volume enzim (ml)

mmwW e~ O
<

1. Serbuk A diinkubasi dalam incubator shaker [AS]

a. 24 jam
8,878 mg/ml 50 ml
AE = X
180 mg/mmol x5 0,5 ml
B 8,878 ml o
~ 900 mmol X m
AE = 0,986
b. 48 jam
2,161 mg/ml 50 ml
AE = X
180 mg/mmolx5 0,5 ml
£ 2,161 ml X1
~ 900 mmol X m
AE = 0,240

c. 72 jam
2,243 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 x 0,5 ml

B 2,243 ml 100 ml
" 900 mmol X m



AE = 0,249
d. 96 jam

0,699 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

B 0,699 ml 100 ml
" 900 mmol X m

AE =0,078
e. 120jam

_ 0,485 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 / 0,5 ml

. 0,485 ml Roa
"~ 900 mmol il P
AE = 0,054

2. Serbuk A yang diinkubasi dalam incubator [Al]

a. 24 jam
8,868 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 g 0,5 ml
B 8,868 ml il
~ 900 mmol i
AE =10,985
b. 48 jam
W/ 8878 mg/ml 50 ml
- 7180'mg/mmol x 5 7 0,5 ml
B 8,878 ml 100 ml
= 900mmol ©
AE = 0,986
c. 72 jam

_ 5,073 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml
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E 5,073 ml 100 ml
" 900 mmol X m
AE = 0,564

d. 96 jam

_ 0,832mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

B 0,832 ml v
"~ 900 mmol i 4

AE = 0,092
e. 120jam

0,650 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 i 0,5 ml
_0,650ml 100 ml
~ 900.mmol- - m
AE = 0,072

3. Serbuk B yang diinkubasi dalam incubator shaker [BS]

a. 24 jam
0,884 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

- 0,884 ml i
7 900 mmol b m
AE = 0,098
b. 48 jam
1,147 mg/ml 50 ml
AE = X
180 mg/mmol x5 0,5 ml
1,147 ml 100 ml
~ 900 mmol X m
AE =0,127

c. 72 jam
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0,953 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 x 0,5 ml
B 0,953 ml 100 ml
= 900mmol © 0
AE =0,106
d. 96 jam
0,449 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x5 . 0,5 ml
0,449 ml M-
~ 900 mmol " m
AE = 0,050
e. 120jam
0,433 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x5 . 0,5 ml
. 0,433 ml .
~ 900 mmol © '
AE = 0,048

4. Serbuk B yang diinkubasi dalam incubator [BI]
a. 24 jam
1,283 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 A 0,5 ml
] | 1,283 ml LoV
~ 900 mmol X m
AE =0,143
b. 48 jam
_ 1,594 mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml
B 1,594 ml 100 ml
~ 900 mmol X m

AE =0,177
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C.

72 jam
1,638 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

B 1,638 ml 100 ml
" 900 mmol X m

AE =0,182
96 jam

_ 0,645mg/ml 50 ml
~ 180 mg/mmol x 5 & 0,5 ml

0,645 ml

- 900 mmol x 804

AE =0,072
120 jam

0,440 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 % 0,5 ml

0,440 ml

- 900 mmol x 10080

AE = 0,049
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Lampiran 4. Output hasil analisis pada pengujian variasi pre-treatment
substrat dan faktor agitasi

Nilai signifikasi yang didapatkan dari pengujian normalitas sebelum
dilanjutkan dengan menggunakan Analysis of Varians (ANOVA) dua arah (Two

Way) pada IBM SPSS Statistics 24.

Tests of Normality

[almogaroyv-Smimay? Shapiro-wWilk
Sarhuk Statistic ilf Sig. Statistic if Sin.
Hasil SerbukA 281 7 102 776 7 023
Serbuk B 60 10 200 904 10 240

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Gambar 6. Hasil uji normalitas data aktivitas enzim pada serbuk A dan B

Tests of Normality

l<olmagory-Smirmay® Shapiro-Wilk
Inkubasi Statistic df Sig. Statistic ilf Sid.
Hasil  Inkubator 3dd 8 008 [GBE 8 ooz
Inkubator shalker 225 G 200 a1 ! 027

* This is a'lower boundof the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Gambar 7. Hasil uji normalitas data aktivitas enzim pada incubator dan incubator
shaker
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Lampiran 5. Perhitungan konsentrasi glukosa optimasi konsentrasi substrat
kulit nanas madu

Nilai absorbansi yang didapatkan dari pengukuran sampel menggunakan
spektrofotometer, kemudian diplotkan pada kurva standar untuk mengetahui
konsentrasi produk glukosa pada sampel.

Berdasarkan kurva standar didapatkan persamaan regresi linier:
y =0,475x - 0,2171

dengan absorbansi (y) dan konsentrasi glukosa (x) yang merupakan variabel yang
dicari.

Tabel 7. Hasil pengukuran absorbansi optimasi konsentrasi substrat kulit nanas
madu pada suhu 35°C yang diinkubasi selama 4 hari

Konsentrasi substrat (b/v) Absorbansi
Sebelum Inkubasi Sesudah Inkubasi
Kontrol (Larutan Nutrisi) 0,136 0,136
2,0% 1,372 0,385
2,5% 1,867 1,179
3,0% 2,107 0,748
1. Kontrol
a. Sebelum inkubasi
y =0,475x-0,2171
0,136 =0,475x-0,2171
X =0,136+0,2171
0,475
X =0,743
b. ' Sesudah fermentasi
y =10,475x -0,2171
0,136 = 0,475x~0,2171
X =0,136+0.2171
0,475
X =0,743

2. Konsentrasi 2,0%
a. Sebelum inkubasi

y =0,475x - 0,2171

1,372 =0,475x - 0,2171

X — 1,372+ 02171
0,475

X =3,345



b. Setelah inkubasi

y =0,475x - 0,2171

0,385 =0,475x-0,2171

X =0,385+0,2171
0,475

X =1,267

3. Konsentrasi 2,5%
a. Sebelum inkubasi

y =0,475x - 0,2171
1,867 =0,475x-0,2171
X =1,867+0.2171
0,475
X =4,388
b. Setelah inkubasi
y =0,475x - 0,2171
1,179 =0,475x-0,2171
X =1,179+0,2171
0,475
X =2,939

4. Konsentrasi 3,0%
a. Sebelum inkubasi

y =0,475x - 0,2171

2,107 =0,475x-0,2171

X =Sk 0.2 1 7
0,475

X =4,892

b. Setelah inkubasi

y =10,475x- 02171

0,748._.=0,475x -0,2171

X =0,748 +.0,2171
0,475

X =2,032
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Lampiran 6. Perhitungan aktivitas enzim optimasi konsentrasi substrat kulit
nanas madu

Konsentrasi glukosa yang diperoleh kemudian dihitung menggunakan rumus

untuk mengetahui aktivitas enzimnya.

AE — C H
~ BMglukosaxt *E

Keterangan:

AE : Aktivitas enzim (U/mL)

: Konsentrasi glukosa

: Waktu inkubasi

: Berat molekul glukosa (180 mg/mmol)
: Volume total enzim substrat (ml)

: Volume enzim (ml)

mmwW e~ O
<

1. Kontrol

a. Sebelum inkubasi
0,743 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 i 0,5 ml

. 0,473 ml 0L
B TR

AE = 0,083

b.. Sesudah inkubasi
0,743 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

£ 0,473 ml 100 ml
= 900mmol - ™
AE = 0,083

2. Konsentrasi 2,0%

a. Sebelum inkubasi
3,345 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

AE



£ 3,345 ml 100 ml
" 900 mmol X m
AE =0,372

b. Sesudah inkubasi
1,267 mg/ml 50 ml

AE =
180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml
B 1,267 ml -
~ 900 mmol = '
AE =0,141

3. Konsentrasi 2,5%

a. Sebelum inkubasi
4,388 mg/ml 50 ml

- 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

£ 4,388 ml <00 ufl
" 900 mmol X R
AE = 0,488

b. Sesudah inkubasi
2,939 mg/ml 50 ml

180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

3 2,939 ml 1o &
"7 900 mmol X m
AE = 0,327

4. Konsentrasi 3,0%
a. Sebelum inkubasi
AE 4,892 mg/ml 50 ml

~ 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

4,892 ml

E= — =
900 mmol * 100 m!
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AE = 0,544

Sesudah inkubasi

2,032 mg/ml 50 ml
AE g/

- 180 mg/mmol x 5 X 0,5 ml

o_20%2ml o
= 900mmol 0™

AE = 0,226
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Lampiran 7. Output hasil analisis pada pengujian optimasi konsentrasi
substrat kulit nanas madu

Nilai signifikasi P>0,05 yang didapatkan dari pengujian normalitas sebelum

dilanjutkan dengan menggunakan analisis Paired Sample T-Test pada IBM SPSS

Statistics 24.
Tests of Normality
Kalmagaray-Smirnoy Shapiro-wWilk
Statistic df Sig. Statistic af S,
sehelum 237 3 ,ZIIII:IT 854 g 03
sesudah 208 g .ZIIII:I' 500 g 2580

* This is a lower bound afthe true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Gambar 8. Hasil uji normalitas data aktivitas enzim optimasi konsentrasi substrat
kulit nanas sebelum dan sesudah inkubasi

Nilai signifikasi P<0,05 yang didapatkan dari analisis Paired Sample T-Test

pada IBM SPSS Statistics 24.

Paired Samples Statistics

Iean 14 St Desdation St Error iean
Pair 1 sebelum A7138 g 91730 67784
sesudah ,19385 g 111870 1395582

Paired Samples Correlations

I Correlation Sig.

Pair 1 sebelum & sesudah g 763 02a

Paired Samples Test

Paired Differences

95% Confidence Interval of the
Difference

Mean Std. Deviation  Std. Error Mear Lower Upper t df Sig. (2-tailed)

Pair 1 sebelum - sesudah 77800 128707 045805 069885 285102 3,901 7 008

Gambar 9. Hasil analisis Paired Sample T-Test data aktivitas enzim optimasi
konsentrasi substrat kulit nanas sebelum dan sesudah inkubasi
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