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ABSTRAK

Biosugar merupakan salah satu sumber nutrisi untuk fermentasi. Gracilaria sp. diketahui sebagai 
biomassa dengan kandungan polisakarida yang tinggi sehingga berpotensi untuk menghasilkan biosugar. 
Biosugar dapat diperoleh dari proses hidrolisis dengan katalisator asam, salah satunya asam sitrat. 
Penelitian ini ditujukan untuk mengidentifikasi kondisi optimum dari konsentrasi asam sitrat dan durasi 
hidrolisis dalam proses produksi biosugar dari Gracilaria sp. yang dihidrolisis menggunakan asam sitrat. 
Pendekatan dalam penelitian ini menggunakan Response Surface Methodology (RSM) dengan model 
Box Behken. Variabel yang diuji yaitu waktu hidrolisis (10-20 menit), konsentrasi asam sitrat (0,05-1 N), 
dan massa Gracilaria sp. yang digunakan (1-3 g). Respon hidrolisis yang diamati meliputi kadar gula 
reduksi dan pH, sedangkan evaluasi bahan baku meliputi kandungan proksimat, komponen fitokimia 
dan pengamatan mikroskopik. Model yang direkomendasikan dalam RSM adalah model 2FI (Two-Factor 
Interaction) dengan hasil optimal yang direkomendasikan dengan menggunakan konsentrasi asam sitrat 
0,584 N, jumlah substrat 3,0 g dan waktu hidrolisis 20 menit. Validasi model menggunakan pengujian 
triplikat pada kondisi hidrolisis optimum yang direkomendasikan, menunjukkan hasil kadar gula reduksi 
sebesar 16,34 mg/mL dan pH hidrolisat sebesar 1,96. Hasil uji proksimat menunjukkan Gracilaria sp. 
mengandung karbohidrat sebesar 42,01-71,87 %, protein 3,26-6,03%, lemak 0,13-0,19%, kadar abu 4,66-
35,15% dan kadar air 17,25-19,45%. Komponen fitokimia yang terdeteksi pada Gracilaria sp. sebelum 
hidrolisis meliputi alkaloid, tanin, flavonoid, saponin, fenolik, steroid dan terpenoid, sedangkan setelah 
proses hidrolisis terdeteksi alkaloid, saponin, steroid dan terpenoid. Model matematis pada respon kadar 
gula reduksi telah valid, namun perlu dievaluasi lebih lanjut untuk mendapatkan nilai pH yang memenuhi 
kriteria.
KATA KUNCI: hidrolisis, asam sitrat, biosugar, rumput laut merah

ABSTRACT
Biosugar is a potential nutritional source for fermentation process. Gracilaria sp. is known for its high 

polysaccharide content, making it promising biomass for biosugar production. Biosugar can be obtained 
from the hydrolysis process using acid catalysts, one of which is citric acid. The study aimed to optimize the 
concentration of citric acid and hydrolysis duration for biosugar production from Gracilaria sp. using citric 
acid as the hydrolizing agent. The experimental design was based on Response Surface Methodology 
(RSM) with Box Behken model. The independent variables examined were hydrolysis time (10 and 20 
minutes), citric acid concentration (0.05 to 1 N), and the biomass of Gracilaria sp. used (1 to 3 g). The 
responses observed were reducing sugar concentration and pH of the hydrolysate, while the raw material 
was evaluated through proximate analysis, phytochemical screening and microscopic observations. The 
recommended model from RSM was the 2FI (Two-Factor Interaction) model, with optimal achieved at 
0.584 N citric acid, 3.0 g of substrate and a hydrolysis time of 20 minutes. Model validation through triplicate 
testing under optimal hydrolysis conditions, yielded a reducing sugar concentration of 16.34 mg/mL and 
a hydrolysate pH of 1.96. The proximate analysis revealed that Gracilaria sp. contained carbohydrate 
ranging from 42.01-71.87%, protein 3.26-6.03%, fat 0.13-0.19%, ash 4.66-35.15% and moisture content 
17.25-19.45%. Phytochemical screening detected alkaloids, tannins, flavonoids, saponins, phenolics, 
steroids and terpenoids in the raw biomass, whereas only alkaloids, saponins, steroids and terpenoids 
remained after hydrolysis. The mathematical model for reducing sugar concentration was validated, but 
further optimization is needed to achieve desirable pH levels.
KEYWORDS: hydrolysis, citric acid, biosugar, red seaweeed
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PENDAHULUAN 

Rumput laut (seaweed) merupakan salah 
satu biomassa dari laut yang dikenal karena 
kandungan karbohidratnya yang tinggi (Prita et al., 
2021). Indonesia termasuk dalam negara dengan 
produktivitas rumput laut yang tinggi di dunia, 
dengan komoditas ekspor utama didominasi oleh 
kelompok agarofit jenis Gracilaria sp., Gelidium sp. 
dan Gelidiela sp. (Zaenab et al., 2020), kelompok 
karaginofit jenis Eucheuma sp., serta kelompok 
alginofit jenis Sargassum sp., Laminaria sp., 
Asscophyllium sp. dan Macrocystys sp. Gracilaria 
verrucosa merupakan salah satu contoh spesies 
dari genus Gracilariaceae yang mudah ditemukan 
karena bersifat euryhaline, yakni mudah tumbuh 
pada rentang salinitas yang luas (Waluyo et 
al., 2019). G. verrucosa memiliki kandungan 
karbohidrat lebih dari 60% (Fadhlullah et al., 2022) 
dan rendemen agar sekitar 46% (Waluyo et al., 
2019). 

	Kandungan karbohidrat pada Gracilaria sp. 
sebagian besar merupakan polisakarida kompleks 
seperti selulosa, hemiselulosa, serta hidrokoloid 
yang sulit untuk dicerna oleh manusia (Sasadara 
et al., 2022; Albuquerque et al., 2021). Selain itu, 
Gracilaria sp. juga memiliki kandungan senyawa 
fitokimia yang diketahui bermanfaat bagi kesehatan 
seperti saponin, steroid, fenol hidrokuinon, flavonoid, 
tanin, dan alkaloid (Luringunusa et al., 2023; Insani 
et al., 2022). Kandungan polisakarida yang tinggi 
berpotensi untuk produksi biosugar, yaitu bentuk 
sakarida yang lebih sederhana dan dapat dicerna 
seperti disakarida dan monosakarida. Biosugar 
dapat bermanfaat sebagai substrat yang kaya 
nutrisi untuk produk fermentasi seperti bioethanol 
(Albuquerque et al., 2021) atau diproses lebih lanjut 
menjadi gula cair seperti sirup glukosa atau fruktosa. 
Proses perebusan sederhana Gracilaria sp. dapat 
meningkatkan kadar glukosa dan menurunkan 
kadar serat pangan tidak larut (Sasadara et al., 
2022). 

	Biosugar dari biomassa rumput laut dapat 
dihasilkan melalui berbagai metode, salah satunya 
adalah proses hidrolisis dengan menggunakan 
katalis asam, baik asam anorganik maupun asam 
organik. Hidrolisis menggunakan katalisator asam 
biasanya dijumpai pada pembuatan gula invert 
(Suwarno et al., 2015), dekstrin (Yusra et al., 
2020) oligosakarida dan sakarida sederhana lain 
(Sasongko et al., 2019). Secara umum, jenis asam 
organik yang banyak dipakai oleh industri makanan 
dan minuman adalah asam sitrat dan asam tartrat. 
Keuntungan penggunaan asam sitrat adalah 
ekonomis dan relatif lebih aman digunakan karena 

asam sitrat termasuk kategori Generally Recognized 
as Safe (GRAS) oleh Food and Drug Administration 
(FDA) (Firdaus & Azara, 2022; Salsabila & Meylani, 
2024). Pada hidrolisis rumput laut, penggunaan 
katalisator asam pada hidrolisis juga bertujuan untuk 
memecah struktur kaku dari bahan lignoselulosa 
(Tassakka et al., 2021). Meskipun demikian, 
penggunaan konsentrasi asam dan lama waktu 
pemanasan merupakan hal yang penting pada 
hidrolisis asam, sehingga perlu dilakukan optimasi 
untuk menghasilkan kadar gula yang optimal. Lama 
waktu pemanasan meningkatkan jumlah molekul 
asam yang bereaksi dengan molekul karbohidrat 
sehingga dapat meningkatkan kadar gula yang 
terbentuk (Artati et al., 2012). Penggunaan 
konsentrasi asam yang tinggi atau berlebihan 
dapat menyebabkan penurunan kadar gula reduksi 
yang disebabkan oleh kelebihan jumlah katalis 
asam selama proses hidrolisis (Fajri et al., 2023). 
Kelebihan jumlah katalis asam dapat menyebabkan 
nilai pH larutan hidrolisis menjadi rendah. Pada 
pembuatan produk gula seperti sirup glukosa, 
fruktosa, dan gula semut, nilai pH larutan gula 
yang rendah menyebabkan gula sulit mengental 
atau mengkristal dan menyebabkan mutu produk 
yang dihasilkan menjadi rendah (Wilberta et al., 
2021), oleh karena itu nilai derajat pH pada hasil 
hidrolisis perlu diperhatikan sebelum biosugar yang 
dihasilkan dapat diolah lebih lanjut. 

	Metode RSM dapat digunakan untuk optimasi 
kondisi hidrolisis menggunakan katalisator asam. 
Metode RSM merupakan kumpulan metode 
statistika yang melibatkan beberapa faktor dalam 
mempengaruhi respon yang ditetapkan. Prediksi 
matematis pada metode RSM memungkinkan 
menggunakan jumlah percobaan yang relatif 
rendah sehingga meningkatkan efisiensi penelitian, 
sekaligus dapat menjelaskan kondisi proses kimia 
atau biokimia yang optimal (Nurmiah et al., 2013). 
Penggunaan asam organik sebagai katalisator 
untuk hidrolisis polisakarida pada rumput laut 
(biomassa) menjadi biosugar, terutama asam sitrat, 
belum banyak dilakukan. Penelitian ini bertujuan 
untuk menentukan kondisi hidrolisis Gracilaria 
sp. yang optimal untuk menghasilkan biosugar 
dengan asam sitrat sebagai katalis. Respon pada 
model RSM yang ditetapkan meliputi kadar gula 
reduksi dan derajat keasaman (pH) biosugar. 
Kandungan proksimat bahan baku yang dievaluasi 
pada kondisi sebelum dan sesudah pre-treatment 
berupa pencucian dan penjemuran, sedangkan 
skrining fitokimia secara kualitatif dan pengamatan 
mikroskopik dilakukan pada kondisi sebelum dan 
sesudah proses hidrolisis. 
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BAHAN DAN METODE 

Bahan 

Bahan baku utama  yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah rumput laut Gracilaria sp. yang 
diperoleh dari wilayah pesisir utara Kecamatan 
Tirtajaya Kabupaten Karawang Provinsi Jawa 
Barat. Bahan kimia yang digunakan meliputi asam 
sitrat (food grade) produksi dari PT Gunacipta 
Multirasa Tangerang, glukosa (Sigma Aldrich), 
reagen Bennedict, natrium bikarbonat, CaO, H2SO4, 
FeCl3 (Merck), NaCl, HCl, amil alkohol, serbuk 
magnesium. Peralatan yang digunakan antara lain 
spektrofotometer UV-Vis (Biochrom, Germany), 
pH meter (Hanna Instrument, Italia), mikroskop 
binokuler (Celestron Labs CB2000CF), hot plate 
stirrer, corong Buchner, termometer, waterbath, 
erlenmeyer dan alat gelas lainnya.   

Metode

Penyiapan bahan baku

Rumput laut Gracilaria sp. diperoleh dari 
pembudidaya dalam keadaan kering kemudian 
dilakukan proses sortir berdasarkan warna dan 
kotoran yang terlihat secara visual. Tahap awal 
preparasi dilakukan dengan membersihkan rumput 
laut dari pengotor fisik kemudian dicuci dengan air 
yang mengalir hingga bersih. Selanjutnya, dilakukan 
proses perendaman dengan larutan kapur (CaO 
jenuh) selama kurang lebih 12 jam hingga aroma 
khas berkurang, kemudian dikeringkan hingga 
berubah warna menjadi putih atau hijau transparan 
(Sasadara et al., 2022). 

Proses hidrolisis dengan katalisator asam 
sitrat

Hidrolisis asam encer (sakarifikasi) dilakukan 
dengan katalisator asam sitrat yang ditambahkan 
pada serbuk kering Gracilaria sp. Prosedur hidrolisis 
mengacu pada Kim et al. (2015) dengan modifikasi 
jenis asam dan konsentrasi asam. Hidrolisis 
dilakukan diatas hot plate dengan menggunakan 
tabung Erlenmeyer 250 mL (volume kerja 100 
mL). Kondisi hidrolisis asam meliputi waktu reaksi 
10 hingga 20 menit pada suhu 100 o C, dengan 
konsentrasi asam dan jumlah rumput laut sesuai 
dengan desain aktual pada model Box Behken, 
disertai dengan pengadukan konstan. Setelah 
reaksi hidrolisis selesai, residu disaring, kemudian 
filtrat disentrifugasi pada 1.000 rpm selama 10 
menit. Filtrat cair hidrolisat dikumpulkan untuk tahap 

pengujian selanjutnya, sedangkan residu hidrolisis 
berupa ampas fragmen rumput laut Gracilaria sp. 
diamati secara mikroskopik mengacu pada Riswanti 
et al. (2013). Residu hidrolisis yang diamati meliputi 
residu hidrolisis yakni Run 2 dan Run 9 (Tabel 1) 
pada waktu reaksi 10 menit dan 20 menit dengan 
konsentrasi asam dan jumlah rumput laut yang 
sama.  

Proksimat 

Pengujian proksimat yang dilakukan mencakup 
penentuan kadar abu, kadar air, kadar lemak, kadar 
protein serta kadar karbohidrat dengan mengacu 
pada AOAC (1990). Penetapan kadar karbohidrat 
dihitung menggunakan metode by difference 
dengan rumus sebagai berikut:
Karbohidrat (%) = 100% - (% protein + % lemak + % 

abu + % air)

Kadar gula pereduksi

Penentuan kadar gula pereduksi dilakukan 
menggunakan metode Benedict yang dianalisis 
menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Standar 
yang digunakan sebagai pembanding gula pereduksi 
adalah glukosa. Sampel hidrolisat dan larutan 
standar glukosa (dengan konsentrasi 100; 200; 
300; 400; dan 500 ppm) direaksikan dengan reagen 
Benedict dengan rasio 1:10. Campuran  kemudian 
dipanaskan pada penangas air (waterbath) pada 
suhu 80 oC selama 30 menit. Setelah pemanasan 
selesai, larutan didinginkan hingga mencapai suhu 
kamar, kemudian dihomogenkan. Pengukuran 
absorbansi dibaca menggunakan spektrofotometer 
UV-Vis pada panjang gelombang 550 nm (Mansuit 
et al., 2015).

pH

Pengukuran pH pada sampel hidrolisat 
menggunakan pH meter yang sudah dikalibrasi 
sebelum digunakan. Kalibrasi alat dilakukan dengan 
menggunakan larutan buffer pH 4 dan pH 7, yang 
sesuai kisaran pH hidrolisat. Proses pengukuran 
nilai pH sampel, dilakukan dengan mencelupkan 
elektroda pH meter dalam 10 mL sampel, dan nilai 
pH ditampilkan secara langsung oleh alat. 

Uji fitokimia

Uji fitokimia dalam penelitian ini meliputi 
uji kandungan flavonoid, tannin, dan steroid/
triterpenoid secara kualitatif menggunakan pereaksi 
kimia mengacu pada Balamurugan et al., (2019). 
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Uji flavonoid 

Sampel ditambah serbuk Mg dan amil alkohol 
kemudian dicampur hingga homogen. Campuran 
direaksikan dengan HCl 2 N secara hati-hati 
melalui dinding tabung. Sampel yang mengandung 
flavonoid akan membentuk warna jingga hingga 
merah pada lapisan amil alkohol .

Uji steroid/triterpenoid 

Sampel ditambah asam asetat anhidrat 
kemudian direaksikan dengan H2SO4 pekat secara 
hati-hati melalui dinding cawan porselen. Sampel 
yang mengandung steroid akan terbentuk warna 
hijau, sedangkan triterpenoid akan membentuk 
warna merah. 

Uji tannin

Sampel direaksikan dengan larutan NaCl 10% 
dan larutan gelatin 0,5%. Sampel yang mengandung 
tannin akan membentuk endapan putih. 

Uji saponin

Sampel ditambahkan akuadest panas kemudian 
dikocok secara vertikal selama 10 detik. Adanya 
kandungan saponin ditunjukkan oleh terbentuknya 
buih yang bertahan selama 10 menit (Ih et al., 2018).

Uji fenolik 

Sampel direaksikan dengan FeCl3 5%. 
Sampel yang mengandung senyawa fenolik akan 
membentuk warna biru kehitaman (Lisi, 2017).

Uji alkaloid

Reaksi dragendorff : Sampel ditambah dengan 
H2SO4 2N membentuk endapan merah bata 
menunjukkan adanya alkaloid (Marjoni, 2016).

Analisis data

Variabel bebas yang ditetapkan pada penelitian 
ini meliputi konsentrasi asam sitrat, jumlah Gracilaria 
sp, dan lama waktu hidrolisis, sedangkan variabel 
terikat meliputi kadar gula reduksi dan pH. Data 
yang dikumpulkan dan dianalisis menggunakan 
software Design Expert versi 13 dengan model Box 
Behken. Model statistik menggunakan model yang 
disarankan oleh RSM yaitu 2 Factor Interaction (2FI). 
Kriteria optimasi yang ditetapkan meliputi kadar 
gula pereduksi maksimal dan nilai pH maksimal (pH 
tertinggi).

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Gracilaria sp. dikenal sebagai bahan baku 
ekstraksi agar, yang merupakan fitokoloid khas yang 
banyak ditemukan di spesies ganggang merah, 
memiliki beragam bentuk pertumbuhan seperti 
ragam bentuk thallus, sebagian besar berbentuk 
silindris hingga pipih lebar (Torres et al., 2019). 
Gracilaria sp. diketahui memiliki dinding sel yang 
kaku berbasis selulosa dan terdiri dari berbagai 
polisakarida kompleks yang dapat dipecah menjadi 
gula yang lebih sederhana yang dapat dikonversi 
lebih lanjut menjadi etanol melalui fermentasi 
(Kumar et al., 2013). Penelitian yang dilakukan 
oleh Sa’diyah dan Anugerah (2018) menunjukkan 
bahwa Gracilaria sp. memiliki kandungan selulosa 
tertinggi sebesar 19,7%. Tingginya kandungan 
selulosa ini mengindikasikan potensi Gracilaria sp 
sebagai bahan baku untuk menghasilkan bioetanol 
melalui proses hidrolisis. Meskipun demikian, 
kadar selulosa pada rumput laut dapat bervariasi 
tergantung pada jenisnya, perlakuan pascapanen, 
teknik budidaya, serta daerah budidaya.

Proksimat

Rumput laut Gracilaria sp. yang diperoleh 
dari pembudidaya rumput laut dalam keadaan 
kering dan masih tinggi pengotor. Proses pre-
treatment yang dilakukan berupa pencucian 
berulang dan penjemuran hingga kering. Hal 
ini terbukti mampu meningkatkan rendemen 
karbohidrat sekaligus menurunkan kadar pengotor 
(impurities) sebagaimana ditunjukkan dalam Tabel 
1. Hal ini mengindikasikan tingginya pengotor yang 
terdapat pada bahan baku. Tingginya pengotor 
juga dilaporkan pada penelitian (Waluyo et al., 
2019), bahwa kandungan zat pengotor (impurities) 
yang terdapat di Kecamatan Tirtajaya Kabupaten 
Karawang relatif tinggi yakni sebesar 8,44%. 
Material pengotor seperti sedimen dari tambak/
areal budidaya yang melekat pada rumput laut dapat 
terhitung sebagai kadar abu. Selain itu, perlakuan 
penjemuran dapat menyebabkan perubahan warna 
Gracilaria sp. dari semula berwarna merah keunguan 
menjadi kekuningan atau pucat (Gambar 1)

Perlakuan pre-treatment pada Gracilaria sp. 
merupakan proses pendahuluan yang penting 
untuk mendapatkan nilai karbohidrat yang tinggi, 
karena karbohidrat merupakan substrat yang akan 
dihidrolisis menjadi biosugar. Komponen proksimat 
lain yang meningkat adalah kadar protein dan kadar 
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lemak (Tabel 1). Kadar protein pada Gracilaria sp 
mengalami peningkatan setelah melalui proses pre-
treatment, yaitu sebesar 2,77%. Kadar lemak pada 
Gracilaria sp. relatif rendah yaitu kurang dari 0,2% 
baik sebelum maupun setelah melalui pre-treatment. 
Hasill ini sejalan dengan penelitian Setiawati (2022) 
dimana kadar protein dan lemak rata-rata pada 
G. verrucosa sebesar 8,27% dan 0,42% secara 
berturut-turut, setelah melewati proses pencucian 
dan penjemuran. Kadar air pada kedua kelompok 
baik bahan baku maupun kelompok pre-treatment 
cukup tinggi. Persyaratan kadar air menurut SNI 
2690:2015 tentang rumput laut kering adalah 
maksimal 12%. Meskipun demikian, kadar air tidak 
mempengaruhi kualitas rumput laut (Waluyo et al., 
2019), namun dapat mengurangi jumlah rendemen 
nilai karbohidrat yang diperoleh dari metode by 
difference. Terjadinya peningkatan kadar karbohidrat 
(by difference), protein dan lemak sejalan dengan 
menurunnya kadar air dan kadar abu. Oleh karena 
itu, untuk memaksimalkan rendemen karbohidrat, 
nilai kadar air dan kadar abu perlu dikendalikan 
hingga memenuhi syarat SNI. 

Optimasi Kondisi Hidrolisis dengan RSM

Pada proses hidrolisis dengan katalisator asam 
atau sakarifikasi, terdapat berbagai faktor yang 
dapat mempengaruhi hasil hidrolisis. Percobaan 
hidrolisis dalam penelitian ini menggunakan 
kombinasi 3 (tiga) variabel, yaitu jumlah substrat 
(Gracilaria sp.), konsentrasi asam sitrat, dan lama 
waktu hidrolisis. Berdasarkan kombinasi faktor-
faktor tersebut, dihasilkan 13 kali percobaan (run), 
kemudian ditentukan nilai pH dan kadar gula 
reduksinya. Hasil pengukuran nilai pH dan gula 
pereduksi dari masing-masing percobaan disajikan 
pada Tabel 2. 

Pengaruh kondisi optimasi terhadap kadar 
gula reduksi biosugar

Optimasi kondisi hidrolisis yang melibatkan tiga 
faktor dianalisis dengan menggunakan metode Box 
Behken. Model analisis yang disarankan oleh RSM 
adalah 2FI. Keterlibatan faktor konsentrasi asam 
sitrat, waktu hidrolisis dan jumlah substrat terhadap 
kadar gula reduksi dengan kriteria maksimal, 

Gambar 1. Kenampakan Gracilaria sp. (a) setelah pencucian dan penjemuran (b) serbuk Gracilaria sp.
Figure 1. Appearance of Gracilaria sp. (a) after washing and drying (b) Gracilaria sp. powder

Tabel 1. Kandungan Proksimat pada bahan baku Gracilaria sp. 
Table 1. Proximat content of Gracilaria sp. (raw material)

Keterangan/Note: (*) melalui perbedaan/by difference

a b

Parameter/Parameter
Gracilaria sp./Gracilaria sp.

Sebelum diproses/ Setelah diproses/
Before pre-treatment After pre-treatment

Kadar abu/ash (%) 35.15±2.35 4.66±0.29
Kadar lemak/crude fat (%) 0.13±0.01 0.19±0.02
Kadar protein/proteins (%) 3.26±0.62 6.03±0.17
Kadar air/moisture (%) 19.45±1.34 17.25±0.51
Kadar karbohidrat/ carbohydrate (%)* 42.01±3.07 71.87±0.40
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Tabel 2. 	Hasil pengamatan nilai pH dan kadar gula reduksi biosugar menggunakan rancangan model Box 
Behken

Table 2. Result of pH value and reduction sugar content using actual design of Box Behken modelling

disajikan dalam persamaan model matematis 
berikut:
Kadar gula reduksi = 13,064 – 4,719X – 11,079Y – 0,608Z 

+ 2,753 XY + 0.364 XZ + 0.715 YZ
Keterangan:	
X = Konsentrasi subsrat
Y = Konsentrasi asam
Z = Waktu hidrolisis

Keakuratan model matematis pada kadar gula 
pereduksi dan nilai pH ditunjukkan melalui nilai R2 
pada Tabel 3 dan Tabel 4 secara berurutan. Nilai 
koefisien determinasi pada produksi gula reduksi 
adalah 0,9782 yang menunjukkan bahwa 97,82% 
dari total variasi rendemen gula reduksi telah 
terwakili dalam model. Berdasarkan kriteria pH 
dan gula reduksi maksimal, terdapat 35 titik solusi 
yang ditemukan. Solusi dengan nilai desirabilty 
tertinggi sebesar 0,743 direkomendasikan dengan 
menggunakan jumlah Gracilaria sp. sebanyak 3 g, 
konsentrasi asam sitrat sebesar 0,584 N dan waktu 
hidrolisis selama 20 menit. 

Validasi terhadap model matematis dilakukan 
dengan uji eksperimental pada titik solusi terbaik 
yang disarankan secara triplikat. Hasil penguji-
an menunjukkan nilai rata-rata kadar gula reduksi 
sebesar 16,34±0,79 mg/mL dengan nilai p-value 
pada faktor X,Y dan Z sebesar 0,0002; 0,0001; dan 
0,0001 secara berturut-turut. Nilai p-value pada ke-

tiga faktor kurang dari 0,05 menunjukkan bahwa 
model matematis tersebut telah sesuai. 

Hal tersebut menunjukkan bahwa lama waktu 
hidrolisis, konsentrasi asam sitrat dan jumlah 
rumput laut yang digunakan berpengaruh terhadap 
jumlah gula pereduksi yang dihasilkan. Penelitian 
Sasadara et al. (2022) menyatakan bahwa proses 
perebusan pada Gracilaria sp. dapat meningkatkan 
kadar glukosa secara signifikan dan menurunkan 
kadar serat total. Semakin lama waktu perebusan 
dapat meningkatkan reaksi hidrolisis. Panas 
pada perebusan mampu memecah karbohidrat 
menjadi gula yang lebih sederhana. Kandungan 
gula pereduksi meningkat seiring dengan naiknya 
konsentrasi katalis asam dan lamanya waktu 
perlakuan panas. Peningkatan konsentrasi larutan 
asam yang digunakan, maka akan mempercepat 
pemutusan ikatan antara molekul karbohidrat 
atau polisakarida dengan air, sehingga dapat 
mempercepat pembentukan molekul sakarida yang 
sederhana (Fajri et al., 2023).

Data yang disajikan pada Tabel 3 merupakan 
hasil dari respon kadar gula reduksi terhadap faktor 
hidrolisis, dapat dilihat bahwa nilai F-value dari 
model penelitian yang direkomendasikan adalah 
44,80 yang menunjukkan bahwa model tersebut 
signifikan. Hal ini didukung dengan nilai P-value 
sebesar 0,0001, yang menunjukkan probabilitas 
sebesar 0,01% bahwa nilai F-value tersebut muncul 

Run

Jumlah Gracilaria 
sp./Amount of 
Glacilaria sp. 

(g)

Konsentrasi asam/ 
Acid concentration  

(N)

Waktu hidrolisis/ 
Hydrolysis time 
(menit/minutes)

pH  
(unit)

Kadar gula reduksi/ 
Reduction sugar 

content 
(mg/mL)

1 3 0.525 10 2.07 6.3
2 1 0.525 10 2.1 4.75
3 3 1 15 1.89 14.14
4 1 0.05 15 2.86 5.31
5 1 1 15 1.91 7.97
6 2 0.05 10 2.7 4.8
7 2 1 10 1.66 5.91
8 3 0.525 20 2.02 15.31
9 1 0.525 20 2.98 6.48

10 2 1 20 1.6 13.85
11 2 0.05 20 2.68 5.95
12 3 0.05 15 3.06 6.25
13 2 0.525 15 2.03 8.75
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diakibatkan karena adanya noise. Nilai P-value 
yang lebih kecil dari 0.05 maka menunjukkan 
bahwa model dinyatakan signifikan. Nilai R2 sebesar 
0,9782 berada dalam rentang yang wajar dengan 
perbedaan antara predicted R2 dan adjusted R2 
kurang dari 0,2.

Temuan dalam penelitian ini sejalan dengan 
hasil studi yang dilakukan oleh Artati et al. (2012), 
yang melaporkan bahwa peningkatan asam yang 
dipakai pada proses hidrolisis berbading linier 

dengan peningkatan glukosa yang dihasilkan. 
Kecepatan reaksi pada hidrolisis asam tergantung 
pada jumlah H+ pada asam. Ion H+ akan berikatan 
dengan ion OH- pada air untuk membentuk gula 
pereduksi. Pada kelompok gula reduksi tertinggi 
(Tabel 2), selain penggunaan konsentrasi asam 
tinggi (1N) hidrolisis juga didukung dengan lama 
waktu hidrolisis yang lebih lama (20 menit) sehingga 
kadar gula pereduksi semakin meningkat secara 
signifikan. Data Gambar 2 dan 3 menunjukkan 

Tabel 3. Hasil ANOVA pada kadar gula pereduksi biosugar
Table 3. ANOVA results on the test of reducing sugar content of biosugar

Externally Studentized Residuals

N
or

m
al

 %
 P

ro
ba

bi
lit

y

Normal Plot of Residuals

-3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 2.00 3.00

1

5

10

20

30

50

70

80

90

95

99

kadar gula reduksi

Color points by value of
viskositas:
2.86 43.68

Gambar 2. Plot normal sisa dan grafik permukaan 3D korelasi antara konsentrasi asam, jumlah substrat, 
waktu hidrolisis dan kadar gula pereduksi 

Figure 2. 	 Normal plot of residual and 3D surface graph of correlation between acid concentration, sub-
strate amount, hydrolysis time and reducing sugar content

Sumber/Source
Jumlah 

Kuadrat/Sum 
of Squares

df
Rata-rata 

Kuadrat/Mean 
Square

Nilai F/ 
F-value

Nilai p/ 
p-value

Keterangan/
Note R²

Model 166.83 6 27.80 44.80 0.0001
signifikan/ 
significant

0.9782
A-kons substrat/A – sub-
strate concentration 38.24 1 38.24 61.61 0.0002

B-kons asam/B – acid 
concentration 47.82 1 47.82 77.06 0.0001

C-waktu/C – time 49.15 1 49.15 79.20 0.0001
Residual 3.72 6 0.6206

Total Cor/Cor Total 170.55 12
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Tabel 4. Hasil ANOVA pada nilai pH biosugar
Table 4. ANOVA results on the pH value test of biosugar

optimalisasi kondisi hidrolisis dalam bentuk 3D. 
Warna merah menunjukkan tingkat gula reduksi dan 
pH yang paling optimal (nilai desirability tinggi). 

Pengaruh kondisi optimasi terhadap pH 
biosugar

Proses hidrolisis dengan asam sitrat dapat 
mempengaruhi hasil pH hidrolisis. Keterlibatan 
faktor konsentrasi asam sitrat, waktu hidrolisis dan 
jumlah substrat terhadap nilai pH dengan kriteria 
maksimal, disajikan dalam persamaan model 
matematis berikut:
pH = 2,27 - 0,1013X - 0,53Y + 0,0938Z

Keterangan:	
X = Konsentrasi subsrat
Y = Konsentrasi asam
Z = Waktu hidrolisis

Data Tabel 4 menunjukkan hasil respon pH 
terhadap kombinasi faktor hidrolisis. Dapat dilihat 
bahwa nilai F-value dari model penelitian yang 
direkomendasikan adalah 10,09 menunjukkan 
bahwa model tersebut signifikan. Terdapat 
kemungkinan 0,31% bahwa nilai F-value tersebut 
disebabkan karena adanya noise. Nilai P-value 
yang lebih kecil dari 0.0500 menunjukkan bahwa 
model yang digunakan bersifat signifikan. 

Pada hasil validasi nilai pH diperoleh nilai rata-
rata pengukuran pH sebesar 1,97±0,28 dengan 
nilai P-value pada faktor X,Y dan Z sebesar 0,3357; 
0,0005; dan 0,3709 secara berturut-turut. Nilai 
P-value lebih besar dari 0,05 pada faktor X dan 
Z menunjukkan bahwa model matematis belum 
sesuai. Oleh karena itu, perlu dilakukan evaluasi 
terhadap model dan eksperimen lebih lannjut terkait 
respon pH sesuai dengan kriteria.  

Gambar 3. 	Plot normal residual dan grafik permukaan 3D dari korelasi antara konsentrasi asam, jumlah 
substrat dan nilai pH

Figure 3. 		 Normal Plot of Residuals and 3D surface graph of correlation between acid concentration, 
substrate amount and pH value

Sumber/Source

Jumlah 
Kuadrat/
Sum of 

Squares

df

Rata-rata 
Kuadrat/

Mean 
Square

Nilai F/ 
F-value

Nilai p/ 
p-value

Keterangan/
Note R²

Model 2.40 3 0.7998 10.09 0.0031
signifikan/
significant

0.7708
A-jumlah rumput laut/A 
– seaweed quantity 0.0820 1 0.0820 1.03 0.3357

B-kons asam/B – acid 
concentration 2.25 1 2.25 28.34 0.0005

C-waktu/ C – time 0.0703 1 0.0703 0.8868 0.3709
Residual 0.7136 9 0.0793
Total Cor/Cor Total 3.11 12
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 Asam sitrat berfungsi sebagai katalisator yang 
mampu memecah polisakarida menjadi molekul gula 
sederhana seperti oligosakarida dan monosakarida 
(Zaenab, 2020). Hal ini menununjukan bahwa 
semakin lama durasi hidrolisis, maka semakin 
besar peluang konversi polisakarida menjadi gula 
sederhana, sehingga nilai pH akan meningkat. 
Penelitian lain yakni penelitian Suwarno et al. 
(2015) menunjukkan bahwa  kondisi optimum 
proses hidrolisis gula inversi yang menggunakan 
asam organik berlangsung pada pH 2,0. Penelitian 
tersebut juga menyatakan bahwa jenis asam tidak 
berpengaruh terhadap laju reaksi pada pH yang 
sama, baik asam organik maupun asam anorganik. 
Konsentrasi asam berkaitan dengan nilai pH 
larutan. Konsentrasi asam berpengaruh langsung 
pada nilai pH, dimana semakin rendah  pH larutan 
maka semakin besar konstanta laju reaksi. Hal ini 
akan mempercepat proses reaksi hidrolisis dan 
meningkatkan produksi biosugar (Suwarno et al., 
2015; Legahati, 2020).

Berdasarkan persamaan model yang telah 
diperoleh, untuk menghasilkan kadar gula 
reduksi dan rentang pH maksimal sesuai dengan 
kriteria penelitian, maka kondisi hidrolisis yang 
disarankan adalah pada konsentrasi asam 0,584 
N dengan jumlah substrat 3 g dan waktu hidrolisis 
20 menit. Hasil validasi pada masing-masing 
respon menunjukkan bahwa kondisi hidrolisis yang 
disarankan sudah sesuai untuk memperoleh kadar 
gula reduksi yang optimal, namun perlu dievaluasi 
lebih lanjut untuk mendapatkan nilai pH yang sesuai 
dengan kriteria. 

 Komponen Fitokimia

Selain diketahui sebagai sumber polisakarida 
(agar) yang tinggi, Gracilaria sp. juga mengandung 
senyawa fitokimia. Gracilaria sp. mengandung 

flavonoid, alkaloid, saponin, tannin, dan 
memproduksi polyunsaturated fatty acids (PUFA) 
(Susanto et al., 2021; Rusli et al., 2016). Senyawa 
fitokimia pada penelitian ini dideteksi secara 
kualitatif menggunakan pereaksi kimia, dengan hasil 
yang tercantum pada Tabel 5. Kandungan fitokimia 
yang terdeteksi pada Gracilaria sp. dapat bervariasi 
sesuai dengan pelarut (solvent) yang digunakan 
pada saat ekstraksi untuk pengujian. Penelitian 
Rusli et al. (2016) menunjukkan Gracilaria sp. yang 
diekstraksi menggunakan pelarut metanol memiliki 
komponen fitokimia yang lebih banyak dibandingkan 
menggunakan pelarut etanol dan aseton. Hal ini 
disebabkan derajat kepolaran pelarut berpengaruh 
terhadap jenis kepolaran senyawa yang ditarik. 
Pada penelitian ini digunakan air sebagai pelarut 
untuk uji fitokimia, dimana air diketahui sebagai 
pelarut universal yang dapat menarik berbagai jenis 
senyawa fitokimia (Matoke et al., 2024).

Pada Tabel 5 terdapat perbedaan komponen 
fitokimia pada rumput laut dengan hasil hidrolisis 
dengan asam sitrat 0,05 N dan 1 N. Penurunan 
komponen yang terdeteksi diduga terkait dengan 
suhu hidrolisis dan konsentrasi asam sitrat yang 
digunakan. Panas yang tinggi dapat merusak 
senyawa fitokimia yang tidak stabil (thermolabil) 
seperti fenol-fenolik, flavonoid (Amanto et al., 2020) 
dan tanin (Handayani et al., 2018). Perbedaan 
komponen yang terdeteksi juga diduga disebabkan 
karena rendahnya konsentrasi kandungan yang 
terdapat dalam larutan hidrolisat Gracilaria sp. 
sehingga sulit untuk dideteksi menggunakan uji 
kualitatif dengan pereaksi.

Pengamatan Mikroskopik Residu Hidrolisis

Pengamatan mikroskopik thallus Gracilaria 
sp. sebelum dihidrolisis pada perbesaran 100x 
menunjukkan kondisi penampakan sel korteks 

Tabel 5. Komponen fitokimia pada Gracilaria sp. 
Table 5. Phytocemical compound of Gracilaria sp.

Keterangan/Note: (A) Rumput laut/seaweed; (B) Hidrolisis asam sitrat 0,05 N/hydrolysis by acid citric 0,05N; (C) 
Hidrolisis asam sitrat 1 N/ hydrolysis by acid citric 1N; (+) terdeteksi/detected; (-) tidak terdeteksi/not 
detected 

Senyawa/ 
Bioactive compounds A B C

Flavonoid/Flavonids + - -
Alkaloid/Alkaloids + + +
Fenolik/Phenolics + - -
Tanin/Tanin + - -
Saponin/Saponin + + -
Steroid-Triterpenoid/Steroids-Triterpenoids + + -
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masih teratur dan bentuknya dapat diamati dengan 
jelas serta sel epidermis terlihat tebal (Gambar 4). 
Setelah dihidrolisis selama 10 menit, pengamatan 
100x pada residu/ampas hidrolisis dengan asam 
sitrat 1N, terlihat fragmentasi pada thallus namun 
pada beberapa fragmen tersebut sel epidermis 
masih terlihat tebal. Pada hidrolisis selama 20 menit, 
fragmen residu rata-rata berukuran lebih kecil dan 
tipis. Pada perbesaran 1000x, lapisan epidermis 
pada sebagian besar fragmen tidak nampak. 

Menurut Riswanti et al. (2013) kandungan agar 
dapat diamati dari diameter epidermisnya. Semakin 
tebal diameter epidermis berkorelasi positif dengan 
banyaknya kandungan agar. Kehadiran asam 
pada proses hidrolisis asam mampu merusak 
epidermis thallus Gracilaria sp..  Asam sitrat 
dengan konsentrasi tinggi dapat bersifat korosif 
sehingga mampu melunakkan dan menghancurkan 
sel epidermis thallus Gracilaria sp. Selain itu, 
hancurnya dinding sel rumput laut selama  proses 
pemasakan dengan air dapat mengakibatkan 
perpindahan komponen polisakarida    sehingga 
banyak komponen karbohidrat yang larut  ke  
dalam  pelarut yang digunakan (Tama et al., 2012). 
Peningkatan jumlah karbohidrat yang larut dapat 
meningkatkan kadar gula reduksi disebabkan oleh 
semakin banyak karbohidrat yang dihidrolisis oleh 
asam sitrat. Komposisi struktural Gracilaria sp. yang 
rendah lignin dan hemiselulosa memungkinkan 
untuk hidrolisis menggunakan asam organik seperti 
asam sitrat atau asam lain yang konsentrasinya 
relatif rendah (Albuquerque et al., 2021). 

KESIMPULAN 

Gracilaria sp. telah dikenal sebagai sumber 
polisakarida yang dapat dikonversi menjadi gula 
pereduksi, yang diketahui memiliki manfaat yang 
luas sebagai substrat fermentasi yang penting. 
Faktor waktu hidrolisis, konsentrasi asam sitrat dan 

jumlah rumput laut yang digunakan berkorelasi 
positif secara signifikan terhadap peningkatan 
kadar gula reduksi yang dihasilkan. Berdasarkan 
hasil yang diperoleh, untuk menghasilkan biosugar 
yang optimal, dapat dilakukan proses pre-treatment 
dahulu terhadap bahan baku Gracilaria sp. dari 
petani/pembudidaya. Hasil pemodelan RSM 
terhadap kadar gula reduksi dan pH biosugar 
menunjukkan kondisi optimum pada konsentrasi 
asam 0,584 N dengan jumlah rumput laut sebanyak 
3 g dan waktu hidrolisis selama 20 menit. Penelitian 
ini telah menunjukkan potensi produksi gula reduksi 
dari Gracilaria sp., namun perlu ditingkatkan lebih 
lanjut dengan faktor dan parameter yang lebih luas.
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