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ABSTRAK 

 Meningkatnya masalah energi global dan lingkungan merupakan alasan utama 

untuk mengembangkan teknik baru yang menghasilkan produk melalui metode hijau. 

Diantaranya asam laktat, sebagai satu produk yang paling diminati karena penerapannya 

yang luas. Selain itu, asam laktat memiliki potensi besar untuk bahan baku dalam produksi 

polimer poly lactic acid (PLA). Namun pada skala industri, PLA dengan bahan baku asam 

laktat dibandingkan dengan bahan baku petrokimia dianggap sebagai teknologi yang relatif 

belum matang, terutama karena tingginya biaya produksi asam laktat. Di Indonesia, potensi 

limbah pertanian sangat menjanjikan karena ketersediaannya yang melimpah. Pada 

penelitian ini digunakan limbah pertanian, yaitu ampas industri tepung aren yang 

ketersediaannya melimpah dan belum digunakan secara optimal.     

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh variasi mikroorganisme untuk 

meningkatkan produksi asam laktat dengan mengontrol kondisi pH dan suhu pada proses 

fermentasi. Limbah ampas aren mengandung 43,88% selulosa, 7,24% hemiselulosa, 

33,24% lignin, 1,01% Ash dan 2,73% Extractive. Kandungan lignin di Limbah ampas aren 

dapat menghambat produksi asam laktat. Maka dari itu harus dihilangkan dengan proses 

pretreatment untuk mendegradasi kandungan lignin. Proses pretreatment terdiri dari two-

stage pretreatment yaitu asam-organosolv. Pada tahap pretreatment asam menggunakan 

0,2M H2SO4 pada 120 oC selama 40 menit dan pada tahap pretreatment organosolv 

menggunakan etanol 30 %(v/v) dengan NaOH 3 %(v/v) sebagai katalis pada 107 oC selama 

33 menit dapat meningkatkan kandungan selulosa sebesar 56,33% dan penurunan 

kandungan lignin sebesar 27,09%. Dilanjutkan pada proses hidrolisis enzimatik. Langkah 

pertama dalam hidrolisa selulosa adalah meningkatkan kerja enzim menjadi substrat 

dengan adsorpsi. Fraksi terikat seperti endoglucanase dan exoglucanase mengubah selulosa 

menjadi selobiosa. Pada tahap inilah kerja enzim selulase dari Trichoderma reesei 

dibutuhkan. Kemudian, untuk fraksi yang tidak terikat seperti β-glukosidase mengubah 

selobiosa menjadi glukosa dengan enzim selulase dari Aspergillus niger. Penggunaan 

kombinasi enzim selulase murni dari Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma reesei (TR) 

diharapkan mampu meningkatkan hidrolitik enzim dan gula reduksi dengan variasi (0:1; 

1:0; 1:1; 1:2; 2:1) pada suhu 60 oC dan 125 rpm dengan incubator shaker selama 24 jam 

diperoleh hasil gula reduksi terbaik dari hasil hidrolisa pada variasi AN:TR dengan ratio 

1:2. Kemudian dilanjutkan dengan proses fermentasi asam laktat dilakukan pada suhu 37 
oC dan dilakukan kontrol pada pH 6 serta diinkubasi selama 48 jam dengan pengambilan 

sampel setiap 6 jam menggunakan variasi mikroorganisme single culture (Lactobacillus 

acidophilus (LA), Lactobacillus brevis (LB), Lactobacillus casei (LC), dan Lactobacillus 

rhamnosus (LR))  dan mikroorganisme mixed-culture ( L. acidophilus + L. brevis (LAB), 

L. casei + L. brevis (LCB), dan L. rhamnosus + L. brevis (LRB)) diperoleh konsentrasi 
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asam laktat sebesar 10, 422 g/L (LA); 15,444 g/L (LB); 11,093 g/L (LC); 15,493 g/L (LR); 

17,207 g/L (LAB); 11,708 g/L (LCB) dan 33,293 g/L (LRB). Konsentrasi asam laktat 

terbaik diperoleh dengan menggunakan mikroorganisme co-culture menggunakan 

Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis. Dengan % yield(p/s) gram konsentrasi 

asam laktat per gram ampas aren adalah 4,27 g/g (LA); 5,07 g/g (LB); 4,55 g/g (LC); 5,08 

g/g (LR); 5,65 g/g (LAB); 3,84 g/g (LCB) dan 6,83 g/g (LRB). Penggunaan 

mikroorganisme mixed-culture dalam produksi asam laktat dapat meningkatkan efisiensi 

konversi dari substrat. 

 

Kata kunci: asam laktat, bakteri asam laktat, enzim selulase, fermentasi, limbah ampas 

tepung aren, pretreatment asam-organosolv.  
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ABSTRACT 

 The increasing problems of global energy and the environment are the main 

reasons for developing products with new techniques through green methods. Lactic acid 

is one of the most popular products because of its wide application. In addition, lactic acid 

has a great potential for raw materials in the production of poly lactic acid (PLA) polymers. 

However, in industrial scale, PLA with lactic acid raw material compared to petrochemical 

raw material is considered a relatively immature technology, mainly because of the high 

cost of producing lactic acid. In Indonesia, Sugar palm trunk waste (SPTW) has potential 

as agricultural waste because of its abundant availability, but it is not used optimally. 

This study aims to determine the effect of various microorganisms on increasing 

lactic acid production by controlling pH and temperature conditions in the fermentation 

process. SPTW contains cellulose (43.88%), hemicellulose (7.24%), lignin (33.24%), ash 

(1.01%) and extractive (2.73%). The lignin content in SPTW can inhibit reducing sugar 

formation. Therefore, lignin has to be removed in the pretreatment process. The 

pretreatment process consists of two-stage pretreatment, namely acid-organosolv. At the 

acid pretreatment stage using 0.2M H2SO4 at 120 oC for 40 minutes and at the pretreatment 

stage organosolv using 30% ethanol (v/v) with 3% NaOH (v/v) as a catalyst at 107 oC for 

33 minutes can increase cellulose content by 56.33% and a decrease in lignin content by 

27.09%. Continued on the enzymatic hydrolysis process. The first step in cellulose 

hydrolysis is to increase the action of enzymes into substrates by adsorption. Bound 

fractions such as endoglucanase and exoglucanase converted cellulose to cellobiose. It was 

at this stage that the cellulase enzyme from Trichoderma reesei was needed. Then, for 

unbonded fractions like β-glucosidase converted cellobiose to glucose with the cellulase 

enzyme from Aspergillus niger. The use of a combination of pure cellulase enzymes from 

Aspergillus niger (AN) and Trichoderma reesei (TR) was expected to increase the enzymes 

hydrolysis and reducing sugars with variations (0:1; 1:0; 1:1; 1:2; 2:1) at temperatures 60oC 

and 125 rpm with a shaker incubator for 24 hours. The best reducing sugar results was 

obtained using variation of AN:TR (1:2). Then, proceed with the process of lactic acid 

fermentation. It was carried out at 37 °C and controlled at pH 6 and incubated for 48 hours 

by sampling every 6 hours using a variety of single culture microorganisms (Lactobacillus 

acidophilus (LA), Lactobacillus brevis (LB), Lactobacillus casei (LC), and Lactobacillus 

rhamnosus (LR)) and mixed-culture microorganisms (L. acidophilus + L. brevis (LAB), L. 

casei + L. brevis (LCB), and L. rhamnosus + L. brevis (LRB)) lactic acid concentration 

was obtained at 10.422 g/L (LA); 15.444 g/L (LB); 11.093 g/L (LC); 15.493 g / L (LR); 

17.207 g / L (LAB); 11.708 g / L (LCB) and 33.293 g / L (LRB). The best concentration 

of lactic acid was obtained by using co-culture microorganisms using Lactobacillus 

rhamnosus + Lactobacillus brevis. % yield (p/s) gram the concentration of lactic acid per 

gram of sugar palm pulp was 4.27 g/g (LA); 5.07 g/g (LB); 4.55 g/g (LC); 5.08 g/g (LR); 
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5.65 g/g (LAB); 3.84 g/g (LCB) and 6.83 g/g (LRB). The use of mixed-culture 

microorganisms in the production of lactic acid can increase the conversion efficiency of 

the substrate. 

 

Keywords: acid-organosolv pretreatment, cellulase enzyme, fermentation, lactic acid, 

lactic acid bacteria, sugar palm trunk waste 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1.Latar Belakang 

 Asam laktat memiliki banyak aplikasi dalam industri makanan, kimia, 

tekstil, farmasi, dan lainnya. Baru-baru ini, telah ada permintaan yang besar untuk 

asam laktat, karena dapat digunakan sebagai monomer untuk produksi polimer Poli 

Asam Laktat (PLA) yang dapat terbiodegradasi, dimana PLA merupakan alternatif 

polimer sintetik yang berasal dari sumber daya minyak bumi. Sementara hanya 

asam DL-laktat rasemik yang diproduksi melalui sintesis kimia, stereoisomer yang 

diinginkan yaitu asam L-atau D-laktat murni yang secara optik dapat diproduksi 

melalui produksi fermentasi sumber daya terbarukan dengan pemilihan 

mikroorganisme yang tepat untuk fermentasi asam laktat (Alves dkk., 2018) 

 Indonesia memiliki potensi limbah pertanian yang tinggi. Sehingga, 

pemanfaatan limbah ini dapat mengurangi kekhawatiran akan persaingan 

penggunaan bahan pangan untuk produksi asam laktat. Biomassa berlignoselulosa 

adalah bahan baku yang paling menjanjikan mengingat ketersediaan dan biaya 

rendah, tetapi produksi asam laktat sebagai bahan baku PLA secara komersial skala 

besar dari bahan berlignoselulosa masih belum diimplementasikan (Balat, 2011).  

 Limbah ampas industri tepung aren (Arenga pinnata) berasal dari 

tanaman yang mengandung pati dan gula yang berpotensi untuk produksi asam 

laktat. Sampai dengan saat ini penelitian mengenai produksi asam laktat dari limbah 

ampas industri tepung aren masih minim informasi sedangkan menurut penelitian 

yang dilakukan oleh Sanyang dkk. (2016), yield etanol dari pohon aren melebihi 

bahan baku lainnya yang sering digunakan hal tersebut menunjukkan tingginya 

kandungan selulosa pada ampas industri tepung aren. Sebuah studi melaporkan 

bahwa limbah padat pengolahan pohon aren sangat melimpah karena dari proses 

produksi tepung aren yang dihasilkan hanya 4%, dan 96% sisanya berupa limbah. 

Sedangkan Luas area tanaman aren di kabupaten Tasikmalaya adalah 2041,72 Ha 

dengan jumlah produksi 11398,70 Ton/Th (Tasikmalaya, 2015) dapat menjadi 

potensi bahan baku yang bisa dipertimbangkan. Komposisi yang terkandung dalam 
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limbah ampas aren adalah 43,88% selulosa, 7,24% hemiselulosa, 33,24% lignin, 

1,01% Ash dan 2,73% Extractive (Ilyas dkk., 2019) 

 Asam laktat (C3H6O3) diproduksi dari tiga kategori bahan baku pertanian, 

yaitu melalui gula sederhana, pati dan lignoselulosa. Sebagai bahan baku 

berlignoselulosa, limbah yang akan digunakan dalam penelitian ini, mengandung 

selulosa yang cukup tinggi dan terdapat lignin yang harus didelignifikasi terlebih 

dahulu agar mampu mengoptimalkan kerja enzim dalam mendegradasi selulosa. 

Pretreatment dilakukan secara dua tahap, pada tahap pertama secara kimiawi 

menggunakan metode asam dengan variabel tetap berupa 0,2 M H2SO4 dan pada 

tahap kedua pretreatment menggunakan organosolv pelarut organik (etanol) 

dengan penambahan NaOH sebagai katalis. Kemudian dilanjutkan pada proses 

hidrolisa enzimatik. Langkah pertama dalam hidrolisa selulosa adalah 

meningkatkan kerja enzim menjadi substrat dengan adsorpsi. Fraksi terikat seperti 

endoglucanase dan exoglucanase mengubah selulosa menjadi selobiosa. Pada tahap 

inilah kerja enzim selulase dari Trichoderma reesei dibutuhkan. Kemudian, untuk 

fraksi yang tidak terikat seperti β-glukosidase mengubah selobiosa menjadi glukosa 

dengan enzim selulase dari Aspergilus niger (Fenila and Yogendra, 2016). 

Penggunaan kombinasi enzim selulase murni dari  Aspergilus niger dan 

Trichoderma reesei diharapkan mampu meningkatkan hidrolitik enzim dan 

menghilangkan inhibitor seperti selobiosa, xylosa dan furfural dari proses 

pretreatment. Pemilihan mikroorganisme yang tepat untuk fermentasi asam laktat 

dapat menentukan yield yang diperoleh. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

casei dan Lactobacillus rhamnosus dipilih karena merupakan bakteri 

homofermentatif yang dapat mengkonsumsi glukosa menjadi asam laktat melalui 

Embden-Meyerhof Pathway (EMP) dan Lactobacillus brevis merupakan bakteri 

heterofermentatif yang dapat mengkonsumsi glukosa dalam jumlah terbatas dan 

xylosa menjadi asam laktat, asam asetat dan ethanol melalui phoketolase (PK) 

pathway yang menghasilkan asam laktat (Cui dkk., 2011). Selain itu, menurut 

Bushara dkk (2018) mixed atau co-culture mikroorganisme mampu meningkatkan 

yield dari asam laktat. Hal tersebut dapat menjadi peluang untuk meningkatkan 

produksi asam laktat. Penggunaan dua mikroorganisme tersebut dianggap sangat 

menjanjikan untuk efisiensi produksi substansi bermanfaat dan konversi cepat pada 
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substansi (Ismail dkk., 2018). Sedangkan disisi lain penelitian mengenai proses 

produksi asam laktat dengan bahan baku limbah ampas industri tepung aren masih 

minim informasi. Beberapa penelitian masih menggunakan bahan baku dari 

generasi pertama seperti yang dilakukan oleh Chaisu dkk (2014), melakukan 

penelitian dengan menggunakan molasses karena dianggap sebagai bahan baku 

yang memiliki potensi yang tinggi untuk dikembangkan sedangkan masih banyak 

bahan baku dari generasi kedua yang lebih potensial. Selain itu, kontrol kondisi pH 

juga menjadi fokus dalam proses fermentasi karena pH adalah salah satu faktor 

utama yang mempengaruhi produksi asam laktat melalui proses fermentasi karena 

aktivitas katalitik enzim dan aktivitas metabolisme mikroorganisme tergantung 

pada pH sel ekstra (Mussatto., 2008) 

 Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan dari penelitiaan ini adalah untuk 

melakukan investigasi pengaruh penggunaan kombinasi enzim selulase murni dari 

Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma reesei (TR) dengan variasi (0:1; 1:0; 1:1; 

1:2; 2:1) dan variasi mikroorganisme penggunaan single microorganisme 

(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, dan 

Lactobacillus rhamnosus) dan mixed culture (L. acidophilus+L. brevis; L. casei+L. 

brevis; L. rhamnosus+L. brevis) pada proses fermentasi untuk produksi asam laktat 

sebagai bahan baku poli asam laktat (PLA) dari limbah ampas industri tepung aren 

(Arenga pinnata) secara fermentasi. 

1.2.Rumusan Masalah 

Dari uraian latar belakang diatas, maka bisa dirumuskan permasalahan 

untuk penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Kandungan selulosa dan hemiselulosa limbah ampas industri tepung aren 

cukup tinggi, tetapi terdapat kandungan lignin sehingga perlu dilakukan 

pretreatment untuk mendegradasi kandungan lignin dan meningkatkan 

kandungan selulosa. 

2. Membandingkan yield asam laktat pada proses fermentasi dengan 

menggunakan single microorganisme (Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, dan Lactobacillus rhamnosus) 

dan mixed culture (L. acidophilus+L. brevis; L. casei+L. brevis; L. 

rhamnosus+L. brevis) 
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3. Mengetahui pengaruh variasi single mikroorganisme dan mixed culture 

mikroorganisme pada proses fermentasi 

 

1.3.Batasan Masalah 

Agar penelitian ini tidak menyimpang dari ketentuan yang digariskan maka 

diambil batasan dan asumsi sebagai berikut : 

1. Bahan baku yang digunakan adalah lignoselulosa dari limbah ampas industri 

tepung aren dari desa Cibalong, Kecamatan Tasikmalaya, Kabupaten 

Tasikmalaya. 

2. Pada tahap pertama pretreatment dilakukan secara kimiawi menggunakan 

metode asam dengan variabel tetap berupa 0,2 M H2SO4 dan pada tahap kedua 

pretreatment menggunakan organosolv pelarut organik (etanol). 

3. Tahap hidrolisa dilakukan secara enzimatik menggunakan kombinasi enzim 

selulase murni dari Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma reesei (TR) dengan 

variasi (0:1; 1:0; 1:1; 1:2; 2:1) 

4. Proses pembuatan asam laktat dengan fermentasi menggunakan single 

microorganisme (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

brevis, dan Lactobacillus rhamnosus) dan mixed culture (L. acidophilus+L. 

brevis; L. casei+L. brevis; L. rhamnosus+L. brevis) 

 

1.4.Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah yang disampaikan di atas, maka tujuan 

penelitian adalah : 

1. Mengetahui penurunan kadar lignin dari hasil pretreatment dengan 

menggunakan metode pretreatment asam-organosolv. 

2. Mengetahui kadar glukosa hasil hidrolisis secara enzimatik menggunakan 

kombinasi enzim selulase murni dari Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma 

reesei (TR) dengan variasi (0:1; 1:0; 1:1; 1:2; 2:1) 

3. Mengetahui pengaruh mikroorganisme terhadap hasil fermentasi asam laktat 

dari limbah ampas industri tepung aren dengan menggunakan single 

microorganisme (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
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brevis, dan Lactobacillus rhamnosus) dan mixed culture (L. acidophilus+L. 

brevis; L. casei+L. brevis; L. rhamnosus+L. brevis) 

 

1.5.Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah : 

1. Mengoptimalkan pemanfaatan limbah ampas industri tepung aren menjadi asam 

laktat sebagai bahan baku poly lactic acid. 

2. Memberikan informasi tentang pemanfaatan limbah ampas industri tepung aren 

yang ramah lingkungan dan memiliki kadar selulosa dan hemiselulosa yang 

cukup besar yang dapat diproduksi menjadi asam laktat. 

3. Mengetahui pengaruh variasi mikroorganisme pada proses produksi asam laktat 

I.6. Kebaharuan Penelitian 

Produksi asam laktat yang banyak ditemui menggunakan bahan baku 

molases atau generasi pertama berbahan baku bahan pangan mengandung zat pati 

atau glukosa. Sedangkan limbah pertanian di Indonesia banyak yang masih belum 

dimanfaatkan salah satunya limbah ampas industri tepung aren. Dimana, limbah 

tersebut selama ini hanya digunakan sebagai pupuk dan pakan ternak. Disamping 

itu, kandungan selulosa dan hemiselulosa pada limbah ampas industri tepung aren 

bernilai tinggi. Kebaharuan penelitian ini adalah penggunaan bahan baku dan 

kombinasi enzim selulase murni dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei 

untuk hidrolisis lignoselulosa menjadi gula reduksi. Kombinasi enzim selulase 

diharapkan mampu meningkatkan yield gula reduksi karena tidak hanya mampu 

mengubah selulosa menjadi glukosa akan tetapi mengubah selobiasa menjadi 

glukosa. Serta penggunaan mixed atau co-culture mikroorganisme homofermentatif 

dan heterofermentatif pada proses fermentasi diharapkan mampu meningkatkan 

yield asam laktat karena substrat yang berupa gula heksosa dan gula pentosa 

mampu dikonsumsi oleh mikroorganisme. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Asam Laktat 

  Asam laktat (C3H6O3) adalah cairan pekat tak berwarna, tak berbau, larut di 

dalam air dalam berbagai perbandingan, alkohol dan eter tetapi tidak larut dalam 

kloroform.Senyawa ini termasuk asam lemah dengan daya penguapan yang 

rendah.Asam ini memiliki sebuah atom asimetri.Di alam terdapat dalam bentuk D-

, L- dan DL-. Produk-produk komersial biasanya dalam bentuk DL- 

 

 

 

 

 

(a)                                            (b) 

Gambar 2.1. Struktur kimia (a) Asam laktat Levorotatory (D (-) Lactic Acid), 

(b) Asam laktat Dekstrorotary (L (+) Lactic Acid). 

Asam laktat dapat dihasilkan melalui proses fermentasi atau secara sintesis 

kimiawi. Reaksi dasar proses kimiawi adalah mengubah laktonitril (asetaldehid 

sianohidrin) menjadi asam laktat. Beberapa metode kimia yang memungkinkan 

sintesis asam laktat adalah degradasi gula dengan alkali seperti kapur atau NaOH, 

interaksi asetaldehid dan karbonmonoksida pada suhu dan tekanan yang dinaikkan, 

dan hidrolisa dari asam α-kloropropionat. 

Rumus molekul : C3H6O3 

Berat molekul  : 90,08 

Bentuk   : Cairan 

Warna   : Tidak berwarna hingga kuning muda 

pH   : 3,86 

Titik didih  : 122 oC 

s.g   : 1,249 

 



8 

 

2.2. Limbah Ampas Industri Tepung Aren (Arenga pinnata) 

  Bahan baku berlignoselulosa merupakan bahan baku terbarukan, murah dan 

ketersediaannya melimpah. Namun, bahan baku berlignoselulosa juga merupakan 

bahan baku keras/ memiliki struktur kompleks sehingga membutuhkan usaha 

intensif/ proses pretretment tambahan untuk pengolahannya.  

Pohon aren memiliki batang yang tinggi dan besar serta tidak bercabang 

yang dapat tumbuh dengan tinggi 20 meter dan berdiameter 65 cm. Tanaman ini 

dapat tumbuh di sepanjang Asia Selatan sampai Asia Tenggara seperti Taiwan 

sampai Filipina, Indonesia, Papua New Guinea, India Australia Selatan, Malaysia, 

Thailand, Burma dan Vietnam. Pohon aren merupakan salah satu jenis pohon 

serbaguna, dimana setiap bagian (akar, batang, serat, daun, getah dari bunga, buah 

dan lain-lain) dari pohon aren dapat digunakan untuk menghasilkan sedikitnya 60 

produk yang berbeda (Sanyang dkk., 2016).  

Tanaman  aren  tergolong  hasil  hutan  non  kayu  yang  dapat  dimanfaatkan 

sebagai  solusi  untuk  pemenuhan  kebutuhan  masyarakat  pedesaan  baik  secara 

ekologis,  sosial  budaya  dan  ekonomi.  Potensi  tersebut  merupakan  salah  satu 

sumber  daya  hutan  yang  banyak  memberikan  manfaat,  karena  hampir  semua 

bagian  dari  tanaman  aren  dapat  dimanfaatkan.  Bagian  bagian  yang  dapat 

dimanfaatkan  tersebut  antara  lain  ialah  ijuk,  buah,  daun,  nira  dan  batang  

yangmenghasilkan tepung. 

Kingdom   : Plantae 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas     : Liliopsida 

Ordo    : Aracales 

Famili    : Arecaceae 

Genus   : Arenga 

Spesies   : Arenga pinnata  

Di desa Cibalong, kecamatan Tasikmalaya, kabupaten Tasikmalaya 

terdapat industri tepung aren domestik yang menghasilkan limbah ampas (± 5 

kwintal per hari) dengan kadar BOD dan COD yang cukup tinggi dan dapat 

merusak kelestarian alam jika dibuang ke sungai. Limbah ampas industri aren 

diperoleh dari batang pohon aren dengan dihancurkan terlebih dahulu. Proses 
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pengolahan limbah ampas dari batang pohon aren dapat dilihat pada gambar di 

bawah ini :  

 

2.3. Lignoselulosa 

  Biomassa lignoselulosa merupakan salah satu contoh biomassa yang dapat 

dimanfaatkan karena ketersediannya di alam yang sangat besar dan terkandung 

dalam hampir semua tanaman sampai limbah padat kota. Penyusun utama biomassa 

lignoselulosa adalah selulosa, hemiselulosa dan lignin. Senyawa ini umumnya 

mengandung karbohidrat yang dapat difermentasi (selulosa dan hemiselulosa).  

  Perbedaan ketiga polimer ini adalah adanya ikatan satu sama lain dari ikatan 

hidrogen berikatan dengan ikatan silang kovalen yang membentuk senyawa 

kompleks lignoselulosa dan mengandung lebih dari 90% berat kering sel tanaman 

(Balat, 2011). Ketiga polimer ini berikatan sangat kuat sehingga perlu dipisahkan 

ikatannya sebelum dilakukan proses fermentasi. Hemiselulosa dan lignin 

membentuk beberapa pertahanan secara struktur disekitar selulosa sehingga harus 

dipisahkan sebelum selulosa dihidrolisa. Sehingga, proses pretreatment 

lignoselulosa sebelum proses hidrolisa enzim merupakan tahapan penting. 

(a)                                          (b)                                                 (c) 

(d)                                                                    (e) 

Gambar 2.2. Proses pengolahan limbah ampas industri tepung aren. (a) Memotong 

batang pohon aren; (b) Industri domestik pengolahan batang pohon aren berada di 

bantaran sungai; (c) Bagian dalam pohon batang aren; (d) pemotongan bagian dalam 

batang; (e) Timbunan limbah ampas aren di bantaran sungai yang akan digunakan 

dalam penelitian, diadopsi dari  (Sanyang dkk., 2016). 
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2.3.1. Selulosa 

  Selulosa adalah polisakarida (C6H12O5) dan hanya terdiri dari 

karbon (44,4%), hidrogen (6,2%) dan oksigen (49,3%) yang jika terdegradasi 

hanya menghasilkan glukosa (C6H12O6) (Sanyang dkk., 2016). Selulosa berupa 

polimer glukosa linier hidrofilik yang dihubungkan oleh ikatan glikosida (β-

1,4-glukosa) dan panjang molekulnya sekurang-kurangnya 5.000 nm. Berat 

molekul selulosa rata-rata sekitar 400.000 dan mikrofiber selulosa terdiri atas 

bagian amorf 15% yang mudah dihidrolisis dan bagian berkristal 85% yang 

tidak mudah dihidrolisis baik secara kimiawi maupun enzimatik (Noomrio, 

1996). Bagian kristalin selulosa tersusun rapi di sepanjang dinding sel primer 

dan lapisan tengah dinding sel sekunder dari serat. Biasanya, terdapat 30-100 

molekul selulosa di dalam formasi rantai yang luas dan hal ini memberikan 

kekuatan secara mekanik terhadap serat. Sehingga, selulosa sangat toleran 

terhadap degradasi dibandingkan terhadap glukosa dalam pati. 

 

 

Gambar 2.3.Struktur selulosa, diadopsi dari (Gurunathan dkk., 2015). 

 

2.3.2. Hemiselulosa 

  Hemiselulase adalah polimer kedua yang paling melimpah (dengan 

jumlah sebanyak sepertiga dari keseluruhan lignoselulosa) (Limayem and 

Ricke, 2012). Tidak seperti selulosa, hemiselulosa memiliki struktur yang 

amorf dan tidak teratur yangtersusun dari beberapa heteroplimer termasuk 

xylan, galactomannan, glucuronoxylan, arabinoxylan, glucomannan and 

xyloglucan. Hemiselulosa berbeda dalam komposisi juga. Hemiselulosa pada 

hardwood mengandung lebih banyak xylan. Sedangkan, hemiselulosa pada 

softwood mengandung lebih banyak glucommanans. Heteropolimer 

hemiselulosa tersusun dari 5- dan 6-karbon monosakarida yang berbeda, 

pentosa (xylose, arabinose), hexoses (mannose, glucose, galactose) dan gula 
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acetylated.Hemiselulosa tertanam di dinding sel tanaman untuk membentuk 

jaringan ikatan kompleks yang memberikan kekuatan struktural dengan 

menghubungkan serat selulosa kedalam mikrofibril dan ikatan silang dengan 

lignin (Droumaguet dkk., 2010) 

 

Gambar 2.4.Struktur hemiselulosa, diadopsi dari (Gurunathan dkk., 2015). 

2.3.3. Lignin 

  Lignin merupakan dimensi polimer ketiga dari phenylpropanoid. 

Lignin berfungsi sebagai pengikat seluler yang memberikan kekuatan tekan 

pada jaringan tanaman dan serat, memberikan kekakuan pada dinding sel serta 

resistensi terhadap serangga dan patogen. Ikatan oksidatif dari tiga 

phenylpropane yang berbeda membentuk blok monolignol: p-koimaril alkohol, 

koniferil alkohol dan sinapil alkohol sehingga terbentuk struktur lignin 

(Droumaguet dkk., 2010). Lignin memiliki bobot molekul mencapai 11.000 

yang terdapat pada 20-30% serat kayu. Tanaman- tanaman lebih tinggi dan 

pakis, paku mengandung banyak lignin. Sedangkan, tanaman-tanaman lebih 

rendah tidak banyak mengandung lignin, seperti rumput. 

 

Gambar 2.5.Struktur phenol dalam lignin, diadopsi dari (Gurunathan dkk., 

2015) 
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2.4. Pretreatment  

  Saat ini, pemilihan proses pengolahan biomassa lignoselulosa sangat 

dipertimbangkan agar prosedur pengolahannya layak ditinjau secara ekonomi. 

Untuk proses pretreatment sendiri dapat dilakukan dengan pemanasan, pemberian 

enzim atau penambahan asam-asam kuat untuk mendekomposisi 

lignoselulosa.Terdapat empat tahap dalam memproduksi asam laktat dari 

lignoselulase: pretreatment, hidrolisa, fermentasi dan destilasi.  

Gambar 2.6.Komponenutama dan struktur lignoselulosa. “GI” menunjukkan 

glucuronic acid dan “Fer” menunjukkan esterifikasi dengan feluric acid, diadopsi 

dari (Droumaguet dkk., 2010).                                              
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Gambar 2.7.Blok diagram produksi asam laktat dari biomassa 

lignoselulosa(Bushara dkk., 2018)  

  Proses pretreatment biomassa sendiri memiliki tujuan utama untuk 

memperoleh yield monosakarida yang baik, kehilangan dan peruraian karbohidrat 

seminimum mungkin, meminimalisir pembentukan bahan yang dapat mengganggu 

proses hidrolisa dan fermentasi serta tidak mahal (Balat, 2011).  

  Ada beberapa jenis metode pretreatment yang banyak dilakukan sekarang 

ini, yaitu dengan proses fisika (milling dan grinding), kimia-fisika (steam explosion, 

liquid hot water), kimia (alkali, pelarut asam, oxidizing agents dan pelarut organik) 

dan biologi. Pada dasarnya, metode yang digunakan dalam pretreatment biomassa 

dapat mempengaruhi kecepatan hidrolisis dan tingkat aktivitas enzim untuk 

mendapatkan yield ethanol yang maksimum secara teoritis. 

 

 



14 

 

2.4.1. Pretreatment Mekanik 

  Biomassa lignoselulosa dapat ditumbuk dengan mengkombinasikan 

pencacahan, grinding dan milling untuk mengurangi kristalinitas selulosa. 

Ukuran bahan biasanya 10-30 mm setelah pemecahan dan 0,2-2 mm setelah 

milling atau grinding. Vibratory ball mill telah ditemukan lebih efektif daripada 

ball mill biasanya dalam mengurangi kristalinitas selulosa dan dalam 

meningkatkan digestibilitas selulosa dan hemiselulosa menjadi glukan dan 

xylan; yang kemudian akan meningkatkan digestibilitas secara enzimatik 

dengan beban enzim lebih rendah (Balat, 2011). Kelarutan dan efisiensi 

fermentasi limbah lignoselulosa juga meningkat banyak melalui pretreatment 

mekanik-kimia-fisika, sehingga berlanjut dengan perolehan nilai tambah 

penggunaan limbah ini (Qi dkk., 2005).  

2.4.2. Pretreatment Asam-Organosolv 

  Diantara teknologi pretreatment, proses organosolv dianggap 

sebagai salah satu proses yang paling menjanjikan untuk generasi kedua etanol. 

Treatment dengan pelarut organik melibatkan penggunaan liquid organik 

(metanol, etanol, acetone, ethylene glycol atau triethylene glycol) dan air, 

dengan atau tanpa penambahan zat katalis (asam atau basa). Campuran ini 

sebagian menghirolissi ikatan lignin dan ikatan lignin-karbohidrat untuk 

menghasilkan residu padatan yang tersusun oleh selulosa dan beberapa 

hemiselulosa. 

  Pretreatment organosolv sangat efisien menghilangkan lignin dari 

bahan lignoselulosa tetapi sebagian besar hemiselulosa juga terlarut dalam 

proses ini. Karena itu, gabungan penggunaan proses organosolv dengan 

hidrolisis pelarut asam, untuk memisahkan hemiselulosa dan lignin dalam dua 

tahap fraksinasi akan berguna untuk menghasikan pulp yang kaya akan 

selulosa, menghindari kehilangan hemiselulosa. Proses organosolv juga 

mampu menghasilkan banyak lignin yang relatif murni dan kurang kental 

sehingga dapat larut banyak dalam pelarut organik. 

  Alkohol dengan titik didih rendah, seperti metanol dan etanol 

menjadi pelarut organik yang paling sesuai untuk digunakan dalam proses 

organosolv, karena biaya yang murah dan mudah merecovery lignin relatif 
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murni sebagai produk samping. Namun, pretreatment dengan etanol lebih aman 

karena etanol sedikit beracun daripada metanol. Selain itu, substrat yang diolah 

dengan proses organosolv etanol memiliki digestabilitas enzim yang tinggi 

daripada substrat yang ditreatment dengan proses alternatif lainnya. 

Penggunaan natrium hidroksida sebagai katalis selama pretreatment 

organosolv sangat meningkatkan selektivitas etanol dengan lignin dan 

meningkatkan kemampuan delignifikasi etanol (Mesa dkk., 2011).  

  Metode pretreatment menggunakan alkali dan asam untuk 

menyisihkan bahan-bahan penghambat dari hidrolisat diklarifikasikan sebagai 

metode kimia dan pertama kali disampaikan pada tahun 1945. Metodologi ini 

melibatkan kenaikan pH hidrolisat hingga pH hidrolisat hingga 9-10 dengan 

pemberian Ca(OH)2 dan kemudian menurunkannya hingga pH 5,5 dengan 

penambahan H2SO4. Metode ini efektif karena banyak bahan penghambat yang 

tidak stabil pada pH tinggi dan dengan demikian terjadi proses degadrasi oleh 

treatment alkali pada keadaan awal (Palmqvist dan Hahn-Hägerdal, 2000). 

Studi ini didukung oleh studi yang dilakukan oleh Mussatto (2004), dimana 

untuk menghasilkan xylitol, Mussatto menggunakan evaporasi, penyesuaian 

pH dan adsorpsi activated charcoal untuk mendetoxi hidrolisat hemiselulosa 

jerami padi. Evaporasi menghapus furfural dan beberapa asam asetat, 

sedangkan penyesuaian pH dan activated charcoal menghapus komponen non-

volatil (hydroxymethyl-furfural dan hasil degradasi lignin). Menurut penulis 

ini, penyesuaian pH dan activated charcoal menghasilkan detoxifikasi lebih 

baik ketika mereka digunakan dengan kombinasi. Umumnya, sebelum memilih 

metode detoxifikasi atau metode sejenisnya, perlu dilakukan identifikasi 

inhibitor utama yang muncul dalam hidrolisat. Hal ini membantu tidak hanya 

untuk menurunkan harga dan efisisensi metode detoxifikasi, tetapi juga untuk 

menentukan kondisi hidrolisis yang baik untuk meminimalisir pembentukan 

inhibitor. Karena detoxifikasi hidrolisat meningkatkan harga, maka harus 

menggunakan hidrolisat yang sangat menghambat dengan organisme yang 

sensitif (Mussatto dan Roberto, 2004). 

  Penyisihan pelarut-pelarut dari sistem diperlukan dalam proses 

ekstraksi dengan teknik-teknik pemisahan seperti evaporasi dan kondensasi 
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agar mengurangi kemungkinan pelarut dapat menghambat proses hidrolisis 

enzimatik dan mikroorganisme dalam fermentasi (Sun dan Cheng, 2002). 

 

2.5. Hidrolisa Enzimatik  (Enzim Selulase) 

  Setelah pretreatment, hidrolisis mengubah polimer karbohidrat menjadi 

gula-gula monomer. Pemilihan enzim memerlukan kecocokan teknologi 

pretreatment dan bahan baku yang digunakan, demikian juga dengan proses, 

misalnya, jika pretreatment asam encer yang digunakan, maka kandungan paling 

besar yang terdegradasi adalah hemiselulosa, sehingga hemiselulosa tidak perlu 

dihidrolisa menjadi xylosa. Tetapi, jika pretreatment alakali atau air panas 

digunakan, maka hemiselulosa masih memerlukan hidrolisis. 

  Selulase adalah sebuah grup enzim yang menghidrolisis selulosa secara 

sinergi (dapat dilihat pada gambar 2.8) yang melibatkan endoglukanase (EG, endo-

1,4-β-D-glucanases, atau EC 3.2.1.3.), exoglucanases atau cellobiohydrolases 

(CBH, 1,4-β-D-glucan cellobiohydrolases, atau EC 3.2.1.91.), dan β-glucosidases 

(BGL, cellobiases or EC 3.2.1.21). Dimana, ketiga grup tersebut memiliki peranan 

masing-masing yaitu sebagai berikut : 

1) Endo-β-1,4-glukanase, memecah ikatan-ikatan antara molekul-molekul gula 

yang berdekatan dalam rantai selulase, memecah rantai yang panjang menjadi 

lebih pendek. Endoglukanase beraksi sangat acak sepanjang rantai selulase, 

walaupun enzim ini lebih baik bekerja pada daerah amorf, dimana rantai-

rantainya kurang berkristal.  

2) Selobiohidrolase (Exo-β-1,4-glukanase), menyerang rantai selulosa dari ujung 

rantai. Aksi dalam proses ini melepaskan selobiosa. Atau menghidrolisis ikatan 

1,4-glycocidyl menjadi bentuk cellobiose. 

3) β-glukosidase, memecah rantai glukosa yang pendek, seperti selobiosa, untuk 

melepaskan glukosa. Sehingga β-glukosidasepunya peranan penting karena 

enzim beraksi terhadap selobiosa yang dapat menghambat aksi selulase. 
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Gambar 2.8.Mode aksi enzim selulase, diadopsi dari (Balat, 2011). 

  Ada berbagai faktor yang mempengaruhi hidrolisis enzimatik selulase, yaitu 

substrat, aktivitas selulase, kondisi reaksi (suhu, pH, dan parameter lainnya) dan 

hasil inhibisi yang kuat. Untuk meningkatkan yield dan kecematan hidrolisa 

enzimatik, penelitian difokuskan pada optimalisasi proses hidrolisis dan 

meningkatkan aktivitas selulase. Kecepatan hidrolisis enzimatik bergantung pada 

struktur molekul selulosa, kristalinitas selulosa, luas permukaan serat selulosa, 

derajat swelling serat selulosa, derajat polimerisasi serta lignin dan bahan lainnya. 

Salah satu keterbatasan dalam penggunaan selulase adalah adanya penurunan 

kecepatan karena penghambatan produk akhir (selobisa dan glukosa). Simultan 

Sakarifikasi dan Fermentasi mengatasi masalah ini dengan menghidrolisa selulase 

dan memfermentasi hasil hidrolisa pada waktu yang bersamaan (Balat, 2011). 

2.6. Fermentasi Asam Laktat 

Fermentasi adalah proses produksi energi dalam sel dalam keadaan 

anaerobik (tanpa oksigen). Secara umum, fermentasi adalah salah satu bentuk 

respirasi anaerobik, akan tetapi terdapat definisi yang lebih jelas yang 

mendefinisikan fermentasi sebagai respirasi dalam lingkungan anaerobik dengan 

tanpa elektron eksternal.  

Bioindustri sekarang memanfaatkan mikroorganisme yang mempunyai 

konsentrasi dominan pada sistem single mikroorganisme. Banyak subtansi yang 

bermanfaat seperti asam amino, nucleotides, antiotik dan enzim yang diproduksi 
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secara sukses dengan menggunakan kekuatan penuh satu mikroorganisme. Di sisi 

lain, diantara proses komersial, pembuatan bir alkohol, pengolahan air limbah 

biologi (activated sludge, fermentasi metana dan lainnya) dan manufaktur susu dan 

produksi fermentasi secara konvensional (miso, soy sauce dan pickles) 

membutuhkan mutiple spesies mikrobial. Penggunaan dua mikroorganisme 

tersebut dianggap sangat menjanjikan untuk efisiensi produksi substansi 

bermanfaat dan konversi cepat pada substansi (Ismail dkk., 2018). 

Bakteri asam laktat adalah bakteri gram-positif, tidak membentuk spora dan 

aerotoleran yang memproduksi asam laktat sebagai produk utama fermentasi. 

Bakteri asam laktat termasuk dalam ordo Lactobacillales yang terdiri dari 6 famili 

dan 36 genus, seperti Lactobacullus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc, 

Streptococcus dan Lactococcus (Juturu dan Wu, 2015). Pada umumnya BAL 

mampu beradaptasi pada kondisi asam dan rentang suhu tinggi (Abdel Rahman 

dkk., 2013). Genus Lactococcusumumnya memiliki ukuran 0.5-1.5 mikro m, 

bersifat mesofilik dan mampu menghasilkan L(+) asam laktat dengan proses 

homofermentatif terhadap heksosa. Namun bakteri ini jarang digunakan dalam 

produksi asam laktat dikarenakan memiliki persyaratan yang kompleks untuk 

pertumbuhannya (Lahtinen dkk., 2012). Sementara genus bakteri asam laktat lain 

seperti Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus sedikit sekali 

dikembangkan dalam produksi asam laktat dikarenakan beberapa alasan seperti 

belum lama ditemukan, hanya terdiri dari beberapa species, seringkali 

membingungkan secara taksonomis dengan genus lain dan/atau memiliki habitat 

yang sangat spesifik yang jarang dieksplorasi (Lahtinen dkk., 2012) 

Jalur metabolisme yang digunakan dalam produksi asam laktat adalah 

Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway, penthose phosphate (PP) pathway dan 

phospoketolase (PK) pathway. Beberapa BAL memiliki hanya satu atau lebih jalur 

metabolime asam laktat. Konversi yield serta energi yang dihasilkan akan berbeda 

bergantung dari jenis strain dan kondisi pertumbuhan yang digunakan (Eiteman dan 

Ramalingam, 2015). Berdasarkan hal tersebut BAL dapat diklasifikan menjadi 3 

kategori yaitu BAL homolaktis, heterolaktis obligat dan heterolaktis fakultatif 

(Cubascano dkk, 2018). 
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Gambar 2.9.  Rute Metabolisme Fermentasi Asam Laktat 

BAL heterlaktis obligat mampu melakukan metabolism heksosa dan pentose 

melalui PK pathway. Bakteri ini menghasilkan L-asam laktat dan D-asam laktat 

sekaligus produk samping asam asetat dan ethanol (Cui dkk., 2011). Contoh BAL 

yang termasuk dalam kategori ini adalah Lactobacillus bifermentus, L. 

sanfransciscensis dan L. brevis (Pruckler dkk., 2015). Maksimum yield teoritis 

yang didapatkan sebesar 1 mol asam laktat/mol glukosa (Cubascano dkk, 2018). 

Sementara BAL heterolaktis fakultatif mampu mealkukan metabolism heksosa 

melalui EMP (glycolyticpathway) dan pentose melalui PK pathway sehingga asam 

asetat atau ethanol hanya akan dihasilkan ketika glukosa telah sepenuhnya 

terkonsumsi. Contoh BAL yang termasuk dalam kategori ini adalah Lactobacillus 

pentosus dan L. plantarum (Zhu dkk., 2007). Maksimum yield teoritis yang 

didapatkan sebesar 1 dan 2 mol asam laktat dari pentose dan heksosa (Cubascano 

dkk, 2018) 
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BAL homolaktis mampu mengkonversi hexose menjadi pyruvate melalui EMP 

pathway (dalam kondisi anaerob) dan PP pathway (dalam kondisi aerob) kemudian 

merubahnya menjadi asam laktat menggunakan enzyme lactate dehydrogenase 

(Bhagavan dan Ha, 2015). Terdapat 2 jenis enzyme lactate dehydrogenase yaitu L-

lactate dehydrogenase yang menghasilkan L(+)-asam laktat dan D-lactate 

dehydrogenase yang menghasilkan D(-)-asam lakat. Jenis BAL homolaktif yang 

menghasilkan L-asam laktat diantaranya adalah Lactobacillus casei, L. paracasei, 

L. rhamnosus. Sementara contoh BAL homolaktif yang menghasilkan D-asam 

laktat adalah L. delbrueckii dan yang menghasilkan L-asam laktat sekaligus D-asam 

laktat adalah L. acidophilus (Wang dkk., 2007). Sehingga hanya BAL homolaktis 

yang mampu menghasilkan asam laktat dengan isomer murni. Maksimum yield 

teoritis yang didapatkan sebesar 2 mol asam laktat/mol glukosa (Cubascano dkk, 

2018). 

2.7.Mikroorganisme 

2.7.1 Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus acidophilus merupakan bakteri gram positif berbentuk kokus 

atau batang, bersifat non motil dan non spora yang memproduksi asam laktat 

sebagai produk utama dari metabolisme fermentasi dan menggunakan laktosa 

sebagai sumber karbon utama dalam memproduksi energi. L. acidophilus dapat 

tumbuh baik dengan oksigen ataupun tanpa oksigen, dan bakteri ini dapat hidup 

pada lingkungan yang sangat asam sekalipun, seperti ada pH 4-5 atau dibawahnya 

dan bakteri ini merupakan bakteri homofermentatif yaitu bakteri yang 

memproduksi asam laktat sebagai satu – satunya produk akhir (Sandine., 1979). 

Gambar 2.10 Lactobacillus acidophilus 
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2.7.2 Lactobacillus brevis 

  Lactobacillus brevis adalah spesies bakteri asam laktat gram positif 

berbentuk batang yang heterofermentif, menghasilkan CO2 dan asam laktat selama 

fermentasi. Ada sekitar 16 spesies berbeda dalam kelompok L. brevis. Ini dapat 

ditemukan di banyak lingkungan yang berbeda, seperti makanan yang difermentasi, 

dan sebagai mikrobiota normal. L.brevis ditemukan dalam makanan seperti asinan 

kubis dan acar. Ini juga salah satu penyebab paling umum kerusakan bir. Tertelan 

telah terbukti meningkatkan fungsi kekebalan tubuh manusia, dan telah dipatenkan 

beberapa kali. Mikrobiota usus L.brevis normal ditemukan di usus manusia, vagina 

dan tinja. 

  L. brevis adalah salah satu spesies Lactobacillus utama yang ditemukan 

dalam butir tibicos, digunakan untuk membuat kefir, dan telah diidentifikasi 

sebagai spesies yang bertanggung jawab untuk produksi polisakarida (dekstran) 

yang membentuk biji-bijian. Metabolit utama L. brevis termasuk asam laktat dan 

etanol. Strain dari L. brevis dan L. hilgardii telah ditemukan untuk menghasilkan 

amine tyramine dan phenylethylamine. Umumnya  untuk memproduksi asam laktat, 

suhu optimum yang digunakan berkisar 30 oC–47 oC, dengan pH optimumnya 

antara 5,0-7,0 (Kavitake dkk., 2018). 

2.7.3 Lactobacillus casei 

  Lactobacillus casei merupakan bakteri gram positif yang fakultatif yang 

digunakan untuk proses produksi  asam  laktat.  Strain  yang  memberikan  hasil 

konsentrasi  asam  laktat  tinggi  biasanya  juga  menunjukkan produktivitas  yang  

tinggi,  seperti  pada  Lactobacillus casei  yang merupakan  strain  yang  paling  

efisien.  Umumnya  untuk memproduksi asam laktat, suhu optimum yang 

digunakan berkisar 30 oC–47 oC, dengan pH optimumnya antara 5,0-7,0 (Bushara 

dkk., 2018). 

Kingdom : Bacteria  

Divisi : Firmicutes  

Kelas : Bacili  

Famili : Lactobacillaceae  

Genus : Lactobacillus  

Spesies : L. casei 
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Gambar 2.11. Lactobacillus casei 

Salah satu keuntungan menggunakan Lactobacillus casei untuk produksi 

asam laktat dibandingkan dengan bakteri asam laktat lainnya karena memiliki 

metabolism homofermentatif, dengan produktifitas tertinggi dan mampu 

menghasilkan isomer murni L(+)-asam laktat (Buyukkileci, 2004) 

2.7.4 Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus rhamnosus adalah bakteri gram positif anaerobik fakultatif 

atau mikroaerofilik, bersifat non motil dan non spora. Bakteri ini termasuk dalam 

organisme mesofilik dengan suhu optimum berkisar antara 30-40 oC (Valik, 2018). 

pH awal optimum untuk pertumbuhannya berkisar antara 4,5 – 6,5. L. rhamnousus 

dapat tumbuh sebagai batang tunggal atau dalam bentuk rantai pendek. Dimensi 

selnya berukuran lebar 0,8 – 1,0 µm dan panjang 2,0 – 4,0 µm (Wood, 1995). 

Kingdom : Bacteria  

Divisi : Firmicutes  

Kelas : Bacili  

Famili : Lactobacillaceae  

Genus : Lactobacillus  

Spesies : L. Rhamnosus 

Lactobacillus rhamnosus memiliki keuntungan untuk digunakan 

dibandingkan dengan bakteri asam laktat lainnya karena memiliki metabolism 

homofermentatif, dengan produktifitas tertinggi dan mampu menghasilkan isomer 

murni L(+)-asam laktat (Coelho, 2010). 

2.8  Posisi Penelitian 

 Perkembangan teknologi produksi asam laktat generasi kedua dari biomassa 

lignoselulosa dapat mengurangi kompetisi antara penggunaan lahan untuk pangan 

dan produksi energi. Disamping itu, bahan baku yang digunakan melimpah dan lebih 

murah. Pengubahan lignoselulosa menjadi asam laktat melibatkan pretreatment 

untuk mendegradasi lignin dan expose dinding sel tanaman polisakarida, sakarifikasi 
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dengan enzim selulase dan fermentasi gula dengan yeast atau mikroorganisme. 

Strategi pengembangan pretreatment telah banyak dilakukan seperti pretreatment 

fisik, kimia, biologi dan kimia fisika (steam explosion, liquid hot water, amonia fiber 

expansion dan CO2 explosion). Setelah pretreatment, pelepasan selosa dan 

hemiselulosa dihidrolisis menjadi gula-gula monomer menggunakan asam atau 

enzim. Gula-gula yang dihasilkan dilanjutkan dengan proses fermentasi menjadi 

asam laktat. 

Tabel 2.1. Penelitian terdahulu mengenai efisiensi produksi asam laktat 

Referensi Penelitian Hasil 

Studi perbandingan 

produksi gula 

reduksi dari limbah 

kulit kopi (Coffee 

Robusta L.) dan 

limbah ampas 

industri tepung aren 

(Arenga Pinnata) 

(Lini., 2018) 

 

Mengetahui kondisi optimal 

pretreatment (seperti suhu, 

waktu pretreatment dan 

konsentrasi etanol) untuk 

meminimalisir kandungan 

inhibitor dan memaksimalkan 

degradasi hemiselulosa 

dengan pretreatment asam 

dan mengetahui kadar gula 

reduksi tertinggi dari hasil 

hidrolisis enzimatik 

menggunakan campuran 

enzim selulase - selobiose 

murni dan campuran enzim 

selulase dan xylanase murni 

serta pengaruhnya terhadap 

penambahan surfaktan Tween 

80 pada proses hidrolisis 

enzimatik. 

Dari hasil analisa kadar 

lignoselulosa menunjukkan 

bahwa kandungan selulosa dan 

hemiselulosa pada limbah KK 

33,242% dan 16,490 %. 

Sedangkan pada limbah AA 

sebesar 26,738 % dan 20,387 %. 

Pada limbah KK memiliki 

inhibitor enzimatikberupa 

6,820% lignindan 

0,020%polyphenol. Sedangkan 

pada limbah AA hanya terdapat 

inhibitor enzimatikberupa lignin 

sebesar 24,739%. Setelah 

dilakukan optimasi pada tahap 

kedua pretreatment, kandungan 

lignin mampu diturunkanhingga 

14,89 %w/w pada limbah KK 

dan 71,13 %w/w pada limbah 

AA. Penurunan lignin yang 

lebih besar pada limbah AA 

disebabkan karena struktur serat 

limbah KK yang lebih keras 

daripada limbah AA setelah 

dilakukan pretreatment secara 

fisik. Hal ini mengakibatkan, 

peningkatan kadar selulosa pada 

AA lebih tinggi (sebesar 

63,891%) daripada KK (sebesar 

50,330%). 

An approach to 

optimization of 

enzymatic 

hydrolysis from 

sugarcane bagasse 

Mengetahui pengaruh dari 

variabel operasi yang berbeda 

pada pretreatmen (tipe 

katalis, konsentrasi dan waktu 

pretreatment) dan variabel 

Variabel operasi yang paling 

berpengaruh terhadap 

konsentrasi glukosa adalah 

konsentrasi substrat, 

penambahan Tween 20 dan 
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Referensi Penelitian Hasil 

based 

on organosolv 

pretreatment(Mesa 

dkk., 2010). 

operasi pada tahap hidrolisa 

enzimatik (konsentrasi 

substrat, kandungan selulase, 

penambahan xylanase dan 

Tween 20 serta perbandingan 

selulase/β-glukosida) 

menggunakan Plackett-

Burmann design dan faktorial 

design 24-1. 

xylanase serta tipe dan 

konsentrasi katalis. Konsentrasi 

glukosa terbaik diperoleh ketika 

bahan dipretreatment dengan 

1,25% (w/w) H2SO4 selama 60 

min dan kemudian dihidrolisis 

menggunakan 10% (w/v) 

konsentrasi substrat dalam 

reaktor dengan xylanase (300 

UI/g) dan Tween 20 (2,5% 

w/w). Fermentasi broth 

diperoleh dalam kondisi 

optimum oleh S.cerivisiae 

setelah 24 jam. Pretreatment 

organosolv ampas tebu dalam 

kondisi lunak, dan selanjutnya 

hidrolisis enzimatik pada 

bahan yang telah dipretreatment 

dengan sistem selulolitik yang 

dilengkapi dengan xilanase dan 

Tween 20, sehingga 

mendapatkan 

hidrolisat kaya glukosa yang 

dapat difermentasi secara efisien 

menjadi etanol oleh S.cerivisiae. 

Challenges  and  

opportunities  in  

lactic  acid  

bioprocess  

design—From 

economic  to  

production  aspects 

(Alves dkk., 2018) 

Melakukan analisis dari 

berbagai penelitian terdahulu 

mengenai tantangan dan 

peluang yang dapat dilakukan 

dalam proses produksi asam 

laktat. Serta membandingkan 

dengan berbagai penelitian 

bakteri – bakteri yang dapat 

digunakan untuk 

memproduksi asam laktat 

dengan substrat yang 

bervariasi. 

Beberapa mikroorganisme yang 

digunakan, substrat dan yield 

yang dihasilkan. Pada L. 

plantarumdengan substrat dari 

wood pulp menghasilkan yield 

sebesar 0,875 (g/g) sedangkan 

pada mikroorganisme L. 

delbrueckiidengan substrat 

berupa selulosa menghasilkan 

yield sebesar 0,990 (g/g) 

Fermentation of 

lignocellulosic 

hydrolysates. II: 

inhibitors and 

mechanisms of 

inhibition(Hahn-

Hägerdal, 2000). 

Membahas tentang generasi 

Inhibitor yang muncul selama 

degradasi bahan 

lignoselulosa, dan pada hasil 

fermentasi serta 

produktivitas. Dan juga 

meninjau mekanisme dan 

interaksi senyawa inhibitor 

yang ada dalam hidrolisis. 

Selama hidrolisis bahan 

lignoselulosa, berbagai senyawa 

yang menghambat 

mikroorganisme terbentuk atau 

dilepaskan. Berdasarkan asal 

usulnya inhibitor biasanya 

dibagi dalam tiga kelompok 

utama: asam lemah, turunan 

furan, dan Senyawa fenolik. 
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Referensi Penelitian Hasil 

Senyawa ini membatasi 

pemanfaatan hidrolisat untuk 

produksi asam laktat dengan 

fermentasi. Jika inhibitornya 

Diidentifikasi dan mekanisme 

penghambatan dijelaskan, 

fermentasi dapat ditingkatkan 

dengan mengembangkan 

detoksifikasi. Metode memilih 

mikroorganisme yang 

disesuaikan, atau 

mengoptimalkan strategi 

fermentasi. 

The effect of 

organosolv 

pretreatment 

variables on 

enzymatic 

hydrolysis of 

sugarcane 

bagasse(Mesa dkk., 

2011). 

Mengetahui pengaruh kondisi 

operasi yang berbeda (waktu 

pretreatment, suhu dan 

konsentrasi etanol) dari 

ampas gula tebu yang telah 

dipretreatment dengan pelarut 

asam dan kemudian 

dimasukkan ke proses 

organosolv etanol dengan 

NaOH terhadap yield glukosa 

yang maksimal dalam tahap 

hidrolisis enzimatik. 

Kondisi operasi pretreatment 

yang berbeda  menghasilkan 

variasi komposisi kimia residu 

padat dan juga dalam recovery 

glukosa oleh hidrolisis 

enzimatik. Semua variabel yang 

diteliti menunjukkan pengaruh 

yang signifikan (p <0,05) 

terhadap proses. Kondisi 

pretreatment organosolv 

optimum terdiri dari 30% (v / v) 

etanol pada 195 ◦C, selama 60 

menit. Hidrolisis enzimatik dari 

residu kemudian diperoleh 

menghasilkan 18,1 g / L 

glukosa, koresponden dengan 

hasil 29,1 g glukosa / 100 g 

ampas tebu. Peningkatan proses 

ini, dengan melakukan 

pretreatment asam dalam reaktor 

semi-pilot 10-l yang diberi uap 

langsung, berhasil dilakukan dan 

diperoleh hasil glukosa yang 

serupa dengan yang ditemukan 

pada saat pretreatment asam 

dalam autoklaf. 

Fermenting saudi 

waste dates by 

using Lactobacillus 

casei (ATCC 393), 

Acidophillus (CICC 

6088) and the 

mixed-culture 

Mengetahui pengaruh single 

mikroorganisme dan mixed 

culture terhadap produksi 

asam laktat dengan 

menggunakan 

mikroorganisme 

Penelitian ini dimaksudkan 

untuk menggunakan kurma 

yang terbuang untuk 

menghasilkan asam laktat 

dengan kultur tunggal 

Lactobacillus casei (ATCC 

393), Lactobacillus acidophilus 



26 

 

Referensi Penelitian Hasil 

bacteria to produce 

lactic acid (Bushara 

dkk., 2018) 

homofermentatif yaitu L. 

casei dan L. acidophilus. 

(CICC 6088) dan kultur 

campuran melalui fermentasi 

batch. Hasil investigasi 

menunjukkan 

bahwa konsentrasi asam laktat 

tertinggi adalah 87 g/L 

diarsipkan oleh ATCC 393, 

sedangkan CICC 6088 dan 

kultur campuran menghasilkan 

84 g/L sebagai konsentrasi 

tertinggi. Kesimpulan 

kesimpulan dari penelitian ini 

adalah budaya tunggal 

ATCC 393 telah mencapai 

konsentrasi asam laktat optimal 

(yaitu 87 g/L) selama 48 jam 

dengan konsentrasi gula awal 90 

g/L sehubungan dengan 

konsentrasi asam laktat dan 

konsumsi gula. Oleh karena itu, 

berdasarkan temuan penelitian, 

perlu dicatat bahwa kurma yang 

terbuang dapat menjadi substrat 

yang menarik untuk produksi 

asam laktat melalui fermentasi. 
Optimization Lactic 

Acid Production from 

Molasses Renewable 

Raw Material 

through Response 

Surface Methodology 

with Lactobacillus 

CaseiM-15 (Chaisu 

dkk., 2014) 

Untuk mengoptimalkan 

media fermentasi dan kondisi 

untuk mendapatkan produksi 

asam laktat maksimum dan 

Unit Pembentuk Koloni (log 

CFU / mL) melalui 

metodologi permukaan 

respon (RSM) 

Hasil optimasi dari RSM dan 

CCD menggambarkan produksi 

asam laktat maksimum 

(38,33%) dan log CFU / mL 

maksimum (8,30) oleh 

Lactobacillus caseiM-15 berada 

di bawah 3,82% molase dan 

8,02% level inokulum dalam 24 

jam pada 37 ° C. Oleh karena 

itu, kondisi optimal oleh RSM 

dan CCD ini dapat disesuaikan 

untuk meningkatkan persentase 

produksi asam laktat (g / L) dan 

mencatat CFU / mL dari produk 

samping tebu. 

Effects of medium 

supplementationand 

pH control on lactic 

acid production 

Mengetahui pengaruh kontrol 

pH dan suplementasi nutrisi 

dari hidrolisat terhadap 

kinerja fermentasi. Dengan 

substrat yang digunakan 

adalah gandum menjadi asam 

Produksi asam laktat oleh L. 

delbrueckii UFV H2B20 

dipengaruhi olehsuplementasi 

nutrisi dan juga oleh kontrol pH 

fermentasi. Kinerja biokonversi 

terbaik dicapai pada hidrolisat 
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Referensi Penelitian Hasil 

from brewer’s spent 

grain 

(Mussatto dkk., 

2008) 

laktat oleh Lactibacillus 

delbrueckii 

yang ditambah dengan 

komponen MRS, dan pH 

terkendali pada 6,0. Dalam 

kondisi ini, nilai YP/S dan QP 

masing-masing 0,99 g / g dan 

0,59 g / lh, diperoleh setelah 

fermentasi 60 jam, dengan 

produktivitas maksimum 0,82 g 

/ lh dalam 12 jam awal proses 

(koresponden dengan YP/S 

sebesar 0,95 g / g). Hasil ini 

menunjukkan bahwa nutrisi 

yang ditambahkan efisien untuk 

produksi asam laktat oleh L. 

delbrueckii UFV H2B20, tetapi, 

sebagai sumber bahan kimia 

komoditas, komponen MRS 

tidak hemat biaya. Dengan 

demikian, upaya penelitian di 

masa depan harus difokuskan 

pada pencarian sumber nutrisi 

baru yang efektif dan murah 

yang memungkinkan 

pencapaian konversi substrat 

tinggi dan hasil tinggi. 
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BAB 3 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh mikroorganisme dalam 

produksi asam laktat sebagai bahan baku poly lactic acid dari limbah ampas industri 

tepung aren dengan memanfaatkan komponen selulosanya dan menghilangkan 

kandungan lignin menggunakan proses pretreatment asam-organosolv dilanjutkan 

dengan hidrolisa enzimatik dengan kombinasi enzim murni dari Aspergillus niger 

dan Trichoderma reesei kemudian dilanjutkan pada proses fermentasi dengan 

variasi mikroorganisme. 

3.1 Bahan yang Digunakan 

  Dalam penelitian ini, bahan baku yang digunakan adalah limbah ampas 

industri tepung aren yang didapat dari desa Cibalong, Kecamatan Tasikmalaya, 

Kabupaten Tasikmalaya. Adapun komposisi kimia daribahan baku, yaitu sebagai 

berikut: 

Tabel 3.1. Komposisi Kimia Bahan Baku 

Komponen (%) 

Limbah Ampas Industri 

Tepung Aren 

(Ilyas dkk., 2019) 

Selulosa 43,88 

Hemiselulosa 7,24 

Lignin 33,24 

Kandungan air 11,9 

Ash 1,01 

ekstraktif 2,73 
 

Bahan-bahan lain yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah : 

1. Lactobacillus acidophilus 

2. Lactobacillus brevis 

3. Lactobacillus casei 

4. Lactobacillus rhamnosus 

5. NaOH 

6. Ethanol 

7. H2SO4 

8. Yeast Ekstrak 

9. (NH4)2SO4 

10. KH2PO4 

11. MgSO4.7H2O 

12. Dinitrosalicylic acid (DNS) 

13. Sodium potassium tartrate  

14. Sodium metabisulfit   

15. Potato dextrose agar (PDA)  

16. CMC (carboxymetil cellulose) 

17. Aquadest 

18. Enzim Selulase 
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3.2 Variabel Penelitian 

Pada eksperimen ini direncanakan menggunakan dua jenis variabel yaitu 

sebagai berikut : 

a. Kombinasi Enzim selulase murni dari Aspergillus niger (AN) dan 

Trichoderma reesei (TR) pada proses hidrolisa : 

- Rasio AN:TR (0:1) 

- Rasio AN:TR (1:0) 

- Rasio AN:TR (1:1) 

- Rasio AN:TR (1:2) 

- Rasio AN:TR (2:1) 

b. Variasi mikroorganisme pada proses fermentasi : 

Single Mikrorganisme : 

- Lactobacillus acidophilus 

- Lactobacillus brevis 

- Lactobacillus casei 

- Lactobacillus rhamnosus 

Mixed culture mikroorganisme : 

- Lactobacillus acidophilus + L. brevis 

- Lactobacillus casei + L. brevis 

- Lactobacillus rhamnosus + L. brevis 

 

3.3 Kondisi Operasi Penelitian  

➢ Proses Pretreatment Mekanik 

Tekanan   : 1 atm 

Ukuran partikel substrat : 120 mesh 

➢ Proses Pretreatment Kimiawi 

- Pretreatment Asam 

Temperatur operasi  : 120°C 

Waktu Operasi  : 40 Menit 

- Pretreatment Organosolv 

Temperatur operasi  : 107°C 

Waktu Operasi  : 33 Menit 

➢ Proses Hidrolisis enzimatik 

Jenis enzim   : Enzim selulase murni 

Temperatur operasi  : 60°C 

Kecepatan inkubator shaker : 125 rpm 

Waktu operasi   : 24 jam 

Substrat   : Ampas aren 

Ukuran partikel substrat : 120 mesh 

Volume cairan   : 150 ml 
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➢ Fermentasi 

Jenis mikroorganisme    : L. acidophilus; L. brevis; L. casei; L.  rhamnosus 

Temperatur operasi  : 37 °C 

Kecepatan inkubator shaker : 125 rpm 

Waktu operasi   : 48 jam 

 

3.4 Alat yang digunakan 

Alat – alat yang akan digunakan pada penelitian ini adalah : 

1. Tabung reaksi 

2. Spektrofotometer 

3. Inkubator shaker 

4. Autoclave  

5. Centrifuge 

6. Hot plate & stirrer 

7. Erlenmeyer 

8. Beaker glass 

9. Gelas ukur 

10. Cawan  

11. Kaca arloji 

12. Spatula 

13. Kawat ose 

14. Pipet ukur 

15. Vortex 

16. Oilbath 

17. Oven 

18. Alat Screening 120 Mesh 

19. Waterbath 

20. Mikroskop 

21. Laminar flow 

22. Corong kaca 

23. Neraca Analitik 

24. Magnetik Stirer 

25. Mikropipet 

 

3.5 Metode Penelitian 

Penelitian ini di bagi dalam 3 tahap : 

1. Tahap pre-treatment bahan baku dengan pretreatment asam-organosolv 

2. Tahap hidrolisis selulosa pada bahan baku menjadi glukosa oleh campuran 

enzim murni selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei 

3. Tahap fermentasi hidrolisat bahan baku menjadi asam laktat oleh single 

mikroorganisme Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus dan mixed culture 

mikroorganisme L. acidophilus + L. brevis, L. casei + L. brevis, L. 

rhamnosus + L. brevis. 

Tahap 1: Pre-treatment biomassa 

A. Tahap pre-treatment bahan baku secara mekanik 

Bahan baku dikeringkan dengan bantuan sinar matahari, kemudian dipotong 

sehingga ukurannya 1 cm, selanjutnya digiling dengan mesin penggiling dan dioven 
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pada suhu 105°C selama 4 jam lalu diayak dengan menggunakan screener hingga 

berukuran 120 mesh. 

B. Tahap pre-treatment ampas aren secara kimiawi 

Tahap pertama pretreatment (menggunakan pelarut asam)  

100 gram bahan baku dan asam sulfat encer dimasukkan kedalam erlenmeyer 

250 ml (0.2 M H2SO4 dalam perbandingan solid:liquid 1:5 w/w) kemudian di 

autoklaf pada suhu 120 oC selama 40 min, selanjutnya residu padatan dipisahkan 

dengan filtrasi dan dicuci dengan air sampai pH netral dan dikeringkan pada 40oC 

untuk menghilangkan sekitar 5% kadar air. 

Tahap kedua pretreatment (menggunakan pelarut organik)(Lini dkk., 2018) 

10 gram bahan baku yang telah di pretreatment pada tahap pertama 

dimasukkan kedalam proses organosolv dengan perbandingan bahan baku dalam 

etanol dan larutan NaOH dengan perbandingan solid:liquid 1:7 w:w, Pretreatment 

tahap kedua dilakukan pada suhu 107oC selama 33 menit dan konsentrasi etanol 

30%(v/v) dengan penambahan larutan NaOH 3% (w/w) sebagai katalis, proses ini 

dilakukan menggunakan autoclave. Kemudian residu padatan yang diperoleh 

dipisahkan dengan filtrasi, dan dicuci dengan aquadest sampai pH netral dan 

dikeringkan dengan oven pada suhu 40 oC (Mesa dkk., 2011). Kemudian 

menghitung kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin menggunakan metode 

TAPPI dan DE  

 

C. Prosedur analisa kadar lignin dengan TAPPI Test Method T222 

1. Prosedur pembuatan larutan H2SO4 72% 

Aquadest ditambahkan sedikit kedalam labu ukur 100 ml. Kemudian H2SO4 

98% sebanyak 66,5 ml ditambahkan kedalam labu ukur dan aquadest juga 

ditambahkan hingga mencapai batas pada labu ukur 100 ml. Selanjutnya larutan 

asam didinginkan dalam lemari es atau di bawah air keran hingga mencapai suhu 

10 – 15 oC sebelum digunakan. 

2. Prosedur Analisa Lignin (TAPPI Test Method T222) 

1 gram sampel kering ditimbang dan ditempatkan pada beaker glass, 

kemudian ditambahkan 20 ml H2SO4 72% yang telah didinginkan pada sampel 

secara bertahap sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan batang kaca. Selama 
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proses ini, beaker glass diletakkan dalam air dengan suhu 2oC. Setelah sampel 

terdispersi merata, beaker glass ditutup dan disimpan dalam water bath pada suhu 

20oC selama 2 jam. Kemudian bahan diaduk merata dan dipindahkan ke dalam 

labu leher 2. Selanjutnya aquadest ditambahkan hingga konsentrasi asam sulfat 

dalam labu leher 2 mencapai 3% (sekitar 360 ml). Larutan kemudian didihkan 

selama 4 jam dengan mempertahankan konsistensi volume menggunakan 

kondensor refluks. Kemudian sampel yang telah didihkan selama 4 jam 

didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit dan dipisahkan antara spesimen 

padat (lignin) dan cair menggunakan filtrasi. Lalu sedimen lignin dicuci dengan 

air panas pada suhu 50o C, 5% sodium bikarbonat dan aquadest hingga mencapai 

pH 7. Selanjutnya lignin yang telah dicuci dan dikeringkan menggunakan oven 

pada suhu 105oC. 

AIL = 100% (P - Pt)/Ps 

Dimana AIL (Acid Insoluble Lignin) adalah berat kandungan lignin dalam sampel, 

P adalah berat kering sampel + kertas saring, Pt adalah berat kertas saring dan Ps 

adalah berat sampel biomass awal. 

3. Prosedur Analisa Holoselulosa (Selulosa dan Hemiselulosa) (Loelovich, 

2012) 

Langkah pertama memasukkan 0,5 gram sampel dan 40 ml aquades ke labu 

100 ml. Selanjutnya menambahkan 0,5 gram sodium klorida (NaClO2) dan 1 ml 

asam asetat ke labu. Labu yang dicover petridish kemudian dipanaskan dalam 

waterbath dengan suhu 90oC dalam waktu 45 menit dengan stirring. Pemanasan 

dihentikan sementara untuk menambahkan 0,5 gram sodium klorida dan 1 ml 

buffer asetat ke labu. Kemudian melanjutkan treatmen pemanasan selama 45 

menit. Larutan yang selesai dipanaskan didingikan pada suhu ruang selama 30 

menit. Selanjutnya dilakukanproses pemisahan antara endapan holoselulose dan 

liquid dengan filtrasi, sedimen dicuci dengan akuades hingga pH 7 lalu 

dikeringkan pada suhu 105oC 

HC = 100% (P - Pt)/Ps 

Dimana HC (Holocellulose) adalah berat kandungan holoselulosa 

(kandungan selulosa sekaligus kandungan hemiselulosa), P adalah berat kering 
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sampel + kertas saring; Pt adalah berat kertas saring; dan Ps adalah berat sampel 

biomass awal 

4. Prosedur Analisa Selulosa (Loelovich, 2012) 

Hasil dari holoselulose dihidrolisa menggunakan asam hidroklorida encer 

untuk menghilangkan hemiselulose. Sampel holoselulosa kering ditambahkan 

dengan 45 ml dari 2% berat HCL dalam labu leher tiga 500 ml. Kemudian sampel 

dihidrolisis dengan asam encer pada suhu 100oC selama 2 jam menggunakan 

kondensor reflux. Selanjutnya sampel didinginkan pada suhu ruang selama 30 

menit. Larutan yang telah digin dipisahkan antara endapan dengan cairan 

menggunakan filtrasi, sedimen yang telah dipisah dicuci dengan akuades hingga 

pH 7 kemudian dikeringkan pada suhu 105oC 

C = 100% (P - Pt)/Ps 

H= HC – C 

Dimana C (Cellulose) adalah kandungan selulosa pada sampel, HC 

(Hemicellulose) adalah kandungan hemiselulosa pada sampel, P adalah berat 

kering sampel + kertas saring; Pt adalah berat kertas saring; dan Ps adalah berat 

sampel biomass awal 

Tahap 2: Hidrolisis Enzimatik oleh enzim selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma reesei 

A. Pembuatan Larutan Buffer Sitrat pH 5,5 

Sodium sitrat 20,67 gram dan 6,7 gram asam sitrat ditimbang kemudian 

dimasukkan labu ukur 1000 ml dan ditambahkan aquadest hingga volume tepat 

dibatas labu ukur. Selanjutnya pH diukur dengan menggunakan pH meter dan 

mengatur pH hingga tepat 5,6 dengan menggunakan asam sitrat dan NaOH 

B. Pembuatan Enzim Selulase Murni dari Aspergillus niger dan Trichoderma 

reesei 

1 gram enzim selulase murni dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei 

masing-masing ditimbang dan dimasukkan dalam masing-masing labu ukur 100 ml, 

kemudian buffer sitrat pH 5,5 ditambahkan hingga volume tepat 100 ml dan 

menghomogenkan hingga padatan enzim dipastikan larut sempurna. 
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C. Tahap Pengujian 

1. Pembuatan larutan DNS (Asam Dinitrosalisilat) (Widjaja dkk, 2009) 

16 gram NaOH ditimbang dan dilarutkan menggunakan aquadest sampai 

volume 200 ml (larutan a). Kemudian 30 gram sodium potassium tartrate dan 8 

gram sodium metabisulfit ditimbang dan dilarutkan dengan aquadest sampai 

volume 500 ml (larutan b). Selanjutnya 10 gram DNS dilarutkan dengan larutan a 

dan larutan b kemudian ditambahkan aquadest sampai volumenya tepat 1000 ml 

dan diaduk sampai benar-benar terlarut sempurna. 

2. Pembuatan Larutan CMC (Carboxymetil Cellulose) (Widjaja, 2009) 

2 gram CMC ditimbang dan ditambahkan 200 ml buffer sitrat pH 5,5. 

Kemudian diaduk dengan menggunakan stirrer selama 16 jam. 

D. Melakukan Uji Aktifitas Enzim Selulase 

1. Pembuatan kurva standard glukosa untuk mengukur keaktifan enzim 

selulase (Widjaja dkk, 2009) 

0,367 gram glukosa ditimbangkan dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml. 

Kemudian buffer sitrat 0,1 M pH 5,5 ditambahkan sampai volume 100 ml. 

Selanjutnya 6 tabung reaksi masing-masing diisi dengan larutan induk glukosa 

berturut-turut sebanyak 0 ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml dan 5 ml. Selanjutnya masing-

masing tabung reaksi ditambahkan buffer sitrat 0,1 M pH 5,5 berturut-turut 

sebanyak 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml dan 0 ml, sehingga diperoleh 6 macam 

konsentrasi larutan standar glukosa. Kemudian 0,2 ml diambil dari tiap konsentrasi 

larutan standar glukosa dan ditambahkan 1,8 ml CMC (carboxymetil cellulose) ke 

dalam tabung reaksi.Selanjutnya masing-masing ditambahkan larutan 3 ml DNS 

(dinitrosalicylic acid) dan divortex hingga homogen lalu dipanaskan pada air 

mendidih selama 10 menit dan didinginkan pada air es selama 15 menit. Kemudian 

absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 

nm. Kurva kalibrasi larutan standar glukosa dibuat dengan cara plot konsentrasi 

glukosa terhadap absorbansi. 

2. Prosedur Pembutaan Larutan Blanko 

Larutan buffer sitrat pH 5,5 dimasukkan sebanyak 2 ml kedalam tabung reaksi 

dan ditambahkan 3 ml DNS (dinitrosalicylic acid) kedalam tabung reaksi. 
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Kemudian dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit dan didinginkan pada 

air es selama 15 menit.  

3. Prosedur Uji Aktifitas Enzim Selulase sebelum dikoreksi (Widjaja, 2009) : 

0,2 ml enzim selulase dimasukkan kedalam masing-masing tabung reaksi. 

Kemudian ditambahkan 1,8 ml larutan CMC (carboxymetil cellulose) ke dalam 

masing-masing tabung reaksi berisi enzim selulase dan diinkubasi pada suhu 35 oC 

selama 10 menit. Selanjutnya 3 ml DNS (dinitrosalicylic acid) ditambahkan ke 

dalam masing-masing tabung reaksi dan dihomogenkan dengan menggunakan 

vortex. Kemudian campuran tersebut dipanaskan pada air mendidih 100 oC selama 

10 menit dan didinginkan pada air es selama 15 menit. Selanjutnya ansorbansi 

diukur pada panjang gelombang 540 nm. 

4. Prosedur Uji Aktifitas Enzim Selulase untuk larutan koreksi (Widjaja, 

2009) : 

0,2 ml enzim selulase dimasukkan kedalam masing-masing tabung reaksi dan 

diinkubasi pada suhu 35°C selama 10 menit. Kemudian ditambahkan 3 ml DNS 

(dinitrosalicylic acid) ke dalam  masing-masing tabung reaksi dan dihomogenkan 

dengan menggunakan vortex. Selanjutnya masing-masing tabung reaksi yang berisi 

larutan dipanaskan pada air mendidih 100°C selama 2 menit dan ditambahkan 1,8 

ml larutan CMC (carboxymetil cellulose) ke dalam masing-masing tabung reaksi 

berisi enzim selulase. Kemudian dipanaskan pada air mendidih selama 10 menit 

lalu didinginkan pada air es selama 15 menit. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang 540 nm kemudian dihitung dengan rumus sebagai berikut : 

Perhitungan absorbansi (A) = Absorbansi (sebelum) – Absorbansi (sesudah) 

E. Prosedur Hidrolisis Bahan Baku Menggunakan Enzim Selulase Murni 

(Anwar, 2010) 

1 gram bahan baku (120 mesh) yang sudah di pretreatment asam-organosolv 

ditimbang dan dimasukkan ke Erlenmeyer. Kemudian dicampurkan enzim selulase 

murni yang sudah diketahui aktifitasnya sesuai dengan rasio pada variasi kombinasi 

enzim selulase yang telah ditentukan selanjutnya ditambahkan buffer sitrat 0,1 M 

pH 5,5 sebanyak 20 ml dan diinkubasi ke dalam incubator shaker dengan 125 rpm 

pada suhu 60 oC selama 24 jam. Kemudian konsentrasi glukosa dalam hidrolisat 

dianalisa dengan metode DNS tiap 4 jam. 
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F. Pembuatan Kurva Standar Glukosa untuk Analisa Gula Reduksi dengan 

Metode DNS (Widjaja dkk., 2009) 

0,367 gram glukosa ditimbangkan dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml. 

Kemudian aquadest ditambahkan sampai volume 100 ml. Selanjutnya 6 tabung 

reaksi masing-masing diisi dengan larutan induk glukosa berturut-turut sebanyak 0 

ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml dan 5 ml. Selanjutnya masing-masing tabung reaksi 

ditambahkan aquadest berturut-turut sebanyak 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml dan 0 

ml, sehingga diperoleh 6 macam konsentrasi larutan standar glukosa. Kemudian 0,2 

ml diambil dari tiap konsentrasi larutan standar glukosa dan ditambahkan aquadest 

ke dalam tabung reaksi.Selanjutnya masing-masing ditambahkan larutan 3 ml DNS 

(dinitrosalicylic acid) dan divortex hingga homogen lalu dipanaskan pada air 

mendidih selama 10 menit dan didinginkan pada air es selama 15 menit. Kemudian 

absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 

nm. Kurva kalibrasi larutan standar glukosa dibuat dengan cara plot konsentrasi 

glukosa terhadap absorbansi. 

G. Prosedur Analisa Konsentrasi Gula Reduksi (Miller, 1959) 

2 ml sampel yang sedang dihidrolisis diambil dan dimasukkan di microtube 

untuk disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm agar terpisah 

dari endapan. Kemudian 0,2 ml larutan diambil dan ditambahkan 1,8 ml aquadest 

ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya ditambahkan 3 ml larutan DNS dan 

dihomogenkan dengan vortex biar tercampur merata. Kemudian dipanaskan dengan 

air mendidih selama 10 menit dan didinginkan dengan air es selama 15 menit. 

Absorbansi diukur menggunakan spectrofotometer dengan panjang gelombang 540 

nm. 

Tahap 3 : Fermentasi hidrolisat ampas aren (gula reduksi)  menjadi asam 

laktat oleh Mikroorganisme: 

A. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri  

2,6 gram MRS broth ditimbang dan ditambahkan dengan air panas hingga 

mencapai volume 50 ml. Kemudian medium disterilisasi sebelum digunakan 

dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 oC selama 15 menit. Kemudian satu 

loop penuh ose biakan bakteri (sesuai dengan variabel mikroorganisme yang 

digunakan) yang sudah diinokulasikan pada agar miring dimasukkan kedalam 
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medium yang telah steril. Kemudian medium starter yang telah berisi 

mikroorganisme diinkubasi pada suhu 37oC. Sampel diambil setiap 4 jam sekali 

untuk dihitung jumlah sel dan dibuat kurva pertumbuhannya. 

B. Analisa Sel (Caprette, 2007) 

Menurut Caprette (2007) metode menghitung jumlah sel menggunakan suatu 

alat yang disebut dengan counting chamber (ruang hitung). Alat ini dapat 

digunakan untuk menghitung jumlah sel per unit volume. Tipe counting chamber 

yang paling banyak digunakan adalah haemocytometer. 

 

Gambar 3.1. Haemacytometer Neubauer 

Langkah-langkah yang dilakukan untuk analisa jumlah sel bakteri adalah 

diencerkannya 1 ml sampel dengan aquadest hingga pengenceran 5 – 10 kali atau 

lebih dan sampel diteteskan ke permukaan counting chamber hingga dapat 

menutupi seluruh permukaannya.Kemudian haemacytometer diletakkan di bawah 

lensa mikroskop untuk dihitung jumlah selnya. Pengamatan dilakukan di 

mikroskop dengan perbesaran 400 X. 

C. Pembuatan Starter (Panesar, 2010) : 

MRS broth digunakan sebagai medium starter dengan volume sebesar 50 

ml. 2,6 gram MRS broth ditimbang dan ditambahkan dengan air panas hingga 

mencapai volume 50 ml. Kemudian medium disterilisasi sebelum digunakan 

dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 oC selama 15 menit. Kemudian satu 

loop penuh ose biakan bakteri (sesuai dengan variabel mikroorganisme yang 

digunakan) yang sudah diinokulasikan pada agar miring dimasukkan kedalam 

medium yang telah steril. Kemudian medium starter yang telah berisi 

mikroorganisme diinkubasi ke dalam inkubator dengan waktu sesuai dengan fase 

logaritmik untuk masing-masing mikrorganisme pada suhu 37oC. 
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D. Fermentasi Asam Laktat 

Larutan hidrolisat dipisahkan antara supernatant dengan padatannya dengan 

menggunakan centrifuge pada 10000 rpm selama 10 menit pada suhu 4oC. 

Selanjutnya ditambahkan nutrisi berupa ammonium sulfat sebanyak 10 g/l dan 

ekstrak yeast sebanyak 2,5 g/l. Garam MnSO4.H2O yang digunakan sebanyak 0.05 

g/l, garam MgSO4.7H2O yang digunakan sebanyak 0.2 g/l dan garam KH2PO4 yang 

digunakan sebanyak 0.5 g/l. Kemudian pH diatur sebesar 6 menggunakan asam 

sitrat 1,5 M dan NaOH 4 M sebagai adjust pH. 2 g/L CaCO3 ditambahkan sebagai 

neutralizing agent untuk membantu mempertahankan pH selama proses fermentasi. 

Kemudian Erlenmeyer disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121oC selama 

15 menit. Selanjutnya setelah proses sterilisasi, Erlenmeyer berisi media fermentasi 

selanjutnya didinginkan pada suhu ruang. Kemudian ditambahkan starter bakteri 

dengan waktu inkubasi sesuai fase log pada kurva pertumbuhan masing-masing 

bakteri sebanyak 10% dari volume media fermentasi (Coelho dkk, 2010). 

Selanjutnya erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil karena proses fermentasi 

berlangsung secara anaerob. Proses fermentasi kemudian dilakukan menggunakan 

incubator shaker dengan kecepatan 125 rpm selama 48 jam pada suhu 37 oC. 

Sampel diambil pada setiap 6 jam untuk dianalisa penurunan konsentrasi gula 

reduksi dan optical density. Dan melakukan analisa menggunakan HPLC pada 

sampel di jam ke 48. 

3.6.Set Up Peralatan Penelitian 

A. Pretreatment 

 

Gambar 3.2. Set-up Peralatan Pretreatment 
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B. Hidrolisa dan Fermentasi 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3. Set-up Peralatan Hidrolisis dan Fermentasi 

3.7.Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

Pre-treatment secara mekanik dan kimiawi 

menggunakan Asam-Organosolv dengan 

katalis NaOH 

Hidrolisa Enzimatik menggunakan enzim 

selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma reesei 

Fermentasi asam laktat dengan menggunakan 

Single Mikroorganisme dan  mixed culture 

(L. acidophilus, L. casei, L. brevis, L. 

rhamnosus) 

- Analisa TGA (Thermal Gravity Analysis) 

menentukan karakterisasi 

- Analisa XRD menentukan crystallinity 

index dan sifat amorf 

- Analisa TAPPI dan DE menetukan 

kandungan selulosa, hemiselulosa, lignin 

dan air 

- Analisa aktifitas enzim metode DNS 

(Miller, 1969) 

- Analisa gula reduksi metode DNS 

(Miller,1968) menetukan yield gula 

reduksi 

- Analisa HPLC (High Pressure Liquid 

Chromatograph) menentukkan komponen 

dan kandungan gula reduksi 

- Analisa HPLC (High Pressure Liquid 

Chromatograph) menentukkan komponen 

dan kandungan  Asam Laktat 
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3.8. Jadwal Penelitian 
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BAB 4 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

1.1 Proses Pretreatment 

Proses pretreatment bahan baku pada penelitian ini dilakukan dengan dua cara, 

yaitu secara fisika dan kimiawi. Tujuan dari pretreatment adalah membuka struktur 

lignoselulosa agar selulosa atau hemiselulosa lebih mudah untuk didegradasi oleh 

enzim.   

4.1.1. Pretreatment  Fisika 

Pada proses pretreatment secara fisika, bahan baku  dikeringkan di bawah sinar 

matahari. Hal ini bertujuan untuk menghindari terjadinya pembusukan pada bahan 

baku, sehingga bahan baku menjadi tahan dalam jangka waktu yang lama. 

Selanjutnya bahan baku yang sudah dijemur, digiling dengan mesin grinder dan 

dihaluskan dengan blender. Langkah terakhir pada proses pretreatment fisika ini 

adalah bahan baku diayak sampai diperoleh ukuran sebesar 120 mesh. Proses 

pengayakan bahan baku hingga ukuran 120 mesh ini bertujuan untuk memperluas 

permukaan partikel persatuan massa sehingga memungkinkan kontak antara enzim 

dengan bahan baku menjadi lebih mudah dan semakin banyak pula ikatan pada 

selulosa yang dapat dipotong oleh enzim. Hal ini didukung studi oleh (Caminal 

dkk., 2014) bahwa dengan ukuran jerami gandum 120 mesh mampu meningkatkan 

kecepatan hidrolisa enzimatik 4,7 kali daripada menggunakan jerami gandum tanpa 

penggilingan. Sedangkan untuk ukuran jerami gandum yang lebih kecil daripada 

160 mesh tidak menunjukkan peningkatan yang signifikan terhadap hidrolisa 

enzimatik. 

4.1.2. Pretreatment Kimiawi (Asam-Organosolv) 

Pada percobaan ini pretreatment kimiawi dilakukan secara dua tahap yaitu 

dengan menggunakan pelarut asam dan pelarut organosolv. Dimana pretreatment  

memiliki tujuan untuk meningkatkan aksestabilitas fraksi selulosa oleh enzim 

selulase. Disamping itu, pretreatment secara kimiawi diharapkan mampu 

memproduksi substrat yang kaya akan selulosa (Andrić dkk., 2010), melarutkan 

lignin yang akan menjadi inhibitor pada metabolisme mikroorganisme dan 
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meningkatkan konversi menjadi gula reduksi dengan menurunkan kadar 

hemiselulosa secara efisien (Mesa dkk., 2016). Serta menghilangkan komponen 

phenolic terlarut yang mampu menghambat aktivitas enzim selulase (Sun dkk., 

2015). Menurut studi yang telah dilakukan oleh lini dkk (2018) dari hasil analisa 

kadar lignoselulosa menunjukkan bahwa kandungan selulosa dan hemiselulosa 

pada limbah industri ampas aren sebesar 26,738 % dan 20,387 %. Pada limbah 

industri ampas aren terdapat inhibitor enzimatik berupa lignin sebesar 24,739 %. 

Setelah dilakukan optimasi pada tahap kedua pretreatment, kandungan lignin 

mampu diturunkan hingga 71,13 %w/w. Penghilangan lignin ini meningkat 

dibandingkan dengan setelah  pretreatment asam, yang hanya mencapai persen 

removal lignin sebesar 28,79 %w/w. Sehingga dengan menggunakan pretreatment 

dua tahap menjadi lebih efektif untuk digunakan. 

Pada tahap pertama pretreatment menggunakan pelarut asam, yaitu H2SO4 

dengan konsentrasi 0,2 M pada suhu 120 oC  selama 40 menit dengan autoklaf. 

Penggunaan pelarut asam bertujuan untuk meningkatkan efisiensi proses 

organosolv dengan cara menekan terbentuknya furfural yang disebabkan oleh 

degradasi hemiselulosa. Selulosa merupakan kristalin yang lebih tahan terhadap 

asam daripada hemiselulosa. Sedangkan hemiselulosa memiliki struktur amorf 

yang acak dengan komposisi kimia yang kompleks dan dengan mudah terhidrolisasi 

menjadi gula.  

Pretreatment tahap kedua dilakukan menggunakan pelarut organik (etanol) 

pada konsentrasi ethanol sebesar 30% v/v dengan suhu pretreatment 107 oC selama 

33 menit (Lini dkk., 2018). 10 gram ampas aren yang telah melalui pretreatment 

asam ditambahkan dengan NaOH 3% (w/w) dan etanol 30% dengan perbandingan 

rasio 1:1:6 (w:w) (Mesa dkk., 2011). Penggunaan etanol sebagai pelarut organik 

dalam proses pretreatment tahap kedua dikarenakan etanol merupakan pelarut 

terbarukan yang mampu menghasilkan padatan recovery yang lebih tinggi, 

melindungi fraksi selulosik, meningkatkan porositas bahan padat residu dan 

recovery fraksi lignin berkualitas tinggi dengan potensi penggunaannya di beberapa 

aplikasi industri (Wildschut dkk., 2013). Penambahan larutan NaOH 3% (serat 

kering) mampu meningkatkan yield glukosa setelah hidrolisa enzimatik, sama 

halnya dengan studi yang dilakukan oleh (Zhao dkk., 2009) menunjukkan yield 
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glukosa yang meningkat 30,4% setelah hidrolisa enzimatik pada konsentrasi NaOH 

3% w/w. 

Komposisi kimia dari bahan baku dilakukan dengan mengacu pada metode 

gravimetri oleh analisa TAPPI untuk menentukkan kadar lignin dan analisa DE 

(Designer Energy Method) untuk menentukkan kadar selulosa dan hemiselulosa 

(Ioelovich, 2015). Kandungan limbah amapas aren berukuran 120 mesh sebelum 

dipretreatment dengan massa awal 100 gram kemudian diambil sampel sesuai 

dengan ketentuan pada analisa TAPPI dan DE. Berikut merupakan komposisi kimia 

pada limbah ampas aren sebelum dilakukan pretreatment dan setelah dilakukan 

pretreatment asam-organosolv. 

Tabel 4.1. Perbandingan komposisi kimia limbah ampas industri tepung aren 

unpretreatment dan setelah pretreatment 

Komposisi (%) 
Unpretreatment 

ampas aren 

Setelah pretreatment  

asam-organosolv 

Selulosa 40,10 62,69 

Hemiselulosa 16,50 10,44 

Lignin 27,24 19,86 

Lain-lain 16,17 5,78 

Dari Tabel 4.1. terlihat bahwa kadar lignin limbah ampas industri tepung 

aren mampu dihilangkan sebesar 27,09 % (w/w) setelah pretreatment asam-

organosolv. Penurunan lignin pada limbah ampas aren cukup besar disebabkan 

karena struktur serat limbah ampas aren yang lunaksecara fisik. Pada studi lain yang 

dilakukan oleh (Mesa dkk., 2011) persen removal lignin dengan suhu pretreatment 

organosolv yang berbeda yaitu 185°C terhadap ampas gula tebu yaitu sebesar 

17,1% (w/w). Sedangkan pada studi yang dilakukan oleh (Brodeur dkk., 2016) 

terhadap bahan baku yang sama dengan menggunakan 0,5 % (w/w) pelarut asam 

fosfor pada tahap pertama kemudian dilanjutkan dengan menggunakan pelarut 

organik berupa 50% w/w N-methyl morpholine N-oxide (NMMO) mampu 

menghilangkan lignin sebesar 11,42%. Serta pada studi oleh (Sheng dkk., 2011) 

terhadap bahan baku tandan kosong kelapa sawit dengan menggunakan 1,63 % 
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asam sulfat dan pelarut organik etanol 65 % pada 160°C selama 78 menit mampu 

menghilangkan lignin sebesar 80,99 % (w/w).  

Dari Tabel 4.1 terlihat juga peningkatan kadar selulosa, dimana persentase 

peningkatan kadar selulosa pada ampas aren sebesar 56,33%. Hal yang sama juga 

ditunjukan oleh studi yang dilakukan Lini dkk., (2018) bahwa dengan bahan baku 

yang dgunakan sama yaitu limbah ampas aren dan dilakukan pretreatment asam-

organosolv mampu meningkatkan kada selulosa sebesar 63,891%. 

4.1.3.   Thermal Gravimetric Analysis (TGA) 

Thermal Gravimetric Analysis (TGA) merupakan analisa yang digunakan 

untuk menentukan komposisi moisture, selulosa, hemiselulosa, lignin dan abu 

dalam bahan baku. Analisa ini dilakukan menggunakan Perkin Elmer Diamond 

TG/DTA thermal analyzer dengan laju pemanasan dan pendinginan 10 oC/menit 

dalam aliran kontinyu gas nitrogen sebesar 150 mL/menit.  

Tabel 4.2. Range suhu untuk penentuan komposisi kimia dengan TGA (Wijaya 

dkk., 2017) 

Komponen Range Suhu (oC) 

Moisture 0 – 200 

Hemiselulosa 200 – 300 

Selulosa 300 – 360 

Lignin 360 – 500 

Abu >500 

Penentuan komposisi ini dapat dilakukan dengan menganalisa stabilitas 

termal dari material yang akan dianalisa. Analisa ini akan menghasilkan kurva TGA 

dimana menunjukkan penurunan persen massa material terhadap suhu pemanasan. 

Komposisi senyawa ditentukan berdasarkan range suhu sesuai dengan Tabel 4.2.  

Gambar 4.1. TGA Penurunan Massa Substrat Terhadap Suhu 
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Gambar 4.2. DTG Penurunan Massa per Waktu Terhadap Suhu 

Berdasarkan Gambar 4.1. dan Gambar 4.2, terlihat penurunan massa 

untuk substrat ampas aren yang belum dilakukan pretreatment ditunjukkan dari 

kurva TGA dan DTG, dimana terjadi kehilangan massa material seiring 

meningkatnya suhu pemanasan. Kehilangan massa karena penguapan kandungan 

moisture dapat dilihat dari suhu 25-200 C, sedangkan untuk selulosa pada suhu 

300-360C. Dari kurva TGA dan DTG ampas aren terlihat banyak tahapan 

kehilangan massa yang terjadi karena komposisi ampas aren yang lebih beragam 

dengan nilai yang cukup berimbang antar komponen. Sehingga diperoleh hasil 

dibawah ini dengan pembacaan sesuai dengan range su hu pada Tabel 4.2. : 

Tabel 4.3. Komposisi kimia hasil analisa TGA pada unpretreatment ampas aren 

Komposisi Kadar (%) 

moisture 11,67 

Selulosa 42,72 

Hemiselulosa 18,97 

Lignin 16,10 

Ash 10,54 

 

4.1.4. Analisa XRD 

Selulosa merupakan biopolimer kompleks yang terdiri dari selulosa amorf 

dan selulosa kristal. Dimana, enzim lebih cepat mencerna selulosa amorf yang 

mudah, sebelum enzim menjadi lebih lambat ketika mencerna selulosa kristal yang 

lebih sulit (Park dkk., 2010). CrI merupakan salah satu parameter penting yang 

mendiskripsikan kandungan kristalin selulosa per kandungan sampel selulosa 
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(Barlianti dkk., 2015). Kristalin selulosa memiliki keterbatasan aksestabilitas 

terhadap air dan larutan kimia. Penghancuran secara kimiawi terjadi pada fase 

amorf dan permukaan kristalin. Komposisi kristalin selulosa dan amorf selulosa 

harus diketahui untuk memformulasikan campuran enzim untuk proses hidrolisa 

selulosa. Analisa X-Ray Diffraction ini dilakukan pada ampas aren sebelum dan 

sesudah pretreatment dengan bantuan PANalytical X-pert Pro Diffractometer 

(Teknik Material-ITS). Scope scan diatur pada 2θ = 5° - 50°. Berikut hasil analisa 

X-Ray Diffraction untuk kedua variabel pretreatment: 

 

Gambar 4.3. Hasil analisa X-Ray Diffraction limbah ampas aren sebelum dan 

sesudah pretreatment 

Dari Gambar 4.3. terlihat bahwa hasil analisa pada limbah ampas aren 

sebelum dan setelah pretreatment menunjukkan I002 adalah fraksi kristalin selulosa 

pada intensitas puncak difraksi maksimum 2θ= 22,5o merupakan bentuk selulosa 

yang paling banyak ditemui di alam menurut (Karapatsia dkk., 2017) dan Iam adalah 

fraksi amorf selulosa pada intensitas puncak difraksi minimum 2θ= 18,7o (Yoshida 

dkk., 2014). Untuk mengetahui struktur kristalin selulosa dalam bahan baku, 

dilakukan perhitungan nilai kritalin indeks dengan menggunakan metode XRD peak 

height yang banyak digunakan pada penelitian sebelumnya (Park dkk., 2010). 

Persamaan yang digunakan adalah sebagai berikut:  

CrI= (I002-Iam)/I002 x 100% 
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Berdasarkan Gambar 4.3, nilai CrI dapat ditampilkan dalam tabel berikut: 

Tabel 4.4. Crystallinity Index (CrI) pada bahan baku limbah ampas aren sebelum 

dan sesudah pretreatment  

Variabel I002 Iam CrI(%) 

Unpretreatment 376 335 10,90 

Pretreatment asam-organosolv 376 188 50,00 

Pada bahan baku ampas aren setelah dilakukan pretreatment asam-organosolv, 

nilai CrI mengalami kenaikan dari 10,90 % menjadi 50,0 % menunjukkan hilangnya 

senyawa amorf dari sampel, dan struktur selulosa telah dibuka juga dapat 

disebabkan oleh penghilangan ekstraktif air dan hemiselulosa yang tersisa dalam 

kristalin selulosa selama proses pretreatment asam (Timung dkk., 2016).  

Jika dibandingkan dengan studi yang dilakukan oleh (Mesa dkk., 2016), 

dimana untuk kondisi optimum pretreatment organosolv pada ampas tebu yaitu 

menggunakan 30% konsentrasi etanol, selama 60 menit dan suhu operasi 

menggunakan reaktor semi pilot yaitu 195oC. Studi lain oleh (Sheng dkk., 2011) 

kondisi optimum pada pretreateatment organosolv tandan kosong kelapa sawit 

dengan menggunakan pelarut organik etanol 65% dan asam sulfat 1,63% sebagai 

katalis adalah 160 oC dan selama 78 menit. Sedangkan pada penelitian ini 

menggunakan autoclave dengan suhu maksimal 127 oC sehingga dapat 

meminimalkan biaya energi. 

4.2. Proses Hidrolisa 

4.2.1. Pembuatan Larutan Enzim  

 Enzim yang digunakan dalam penelitian ini adalah enzim selulase murni 

dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei. Untuk mendapatkan aktifitas enzim 

selulase perlu dipersiapkan kurva standar glukosa. Dari absorbansi yang didapatkan 

kemudian dibuat kurva kalibrasi antara absorbansi dengan konsentrasi glukosa, 

sehingga didapatkan kurva standar glukosa untuk menguji keaktifan enzim selulase. 

Hasilnya ditunjukkan pada Tabel 4.5 
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Tabel 4.5. Perhitungan kurva standar glukosa (dengan CMC) untuk menguji 

keaktifan enzim selulase 

Lar. Glukosa  Buffer  Diambil CMC  
V 

total  

Konsentrasi 

Absorbansi (μmol/ml) 

0,02 M (ml) (ml)  (ml) (ml) (ml) di tabung di kuvet 

5 0 0,2 1,8 5 20,389 0,816 0,511 

4 1 0,2 1,8 5 16,311 0,652 0,416 

3 2 0,2 1,8 5 12,233 0,489 0,335 

2 3 0,2 1,8 5 8,156 0,326 0,226 

1 4 0,2 1,8 5 4,078 0,163 0,080 

0 5 0,2 1,8 5 0,000 0,000 0,000 
1)Konsentrasi larutan glukosa dan buffer sitrat 

2)Konsentrasi larutan setelah penambahan CMC dan DNS 

Gambar 4.4. Kurva standar glukosa (dengan CMC) untuk menguji keaktifan 

enzim selulase 

Dari kurva standar glukosa yang telah didapat langkah selanjutnya adalah 

menguji keaktifan enzim. Keaktifan enzim diuji dengan metode DNS dan 

pengukuran absorbansi dengan panjang gelombang 540 nm. Pada Gambar 4.4 

dapat dilihat bahwa kurva diatas diperoleh dari larutan glukosa yang dicampur 

dengan Carboxymetil Cellulose (CMC). CMC digunakan karena CMC dapat 

dihidrolisis oleh enzim selulase sehingga dihasilkan glukosa. Dari hal tersebut, 

dapat diketahui bagaimana dan berapa aktivitas enzim tersebut. Panjang gelombang 

yang digunakan untuk mengukur absorbansi dari enzim selulase adalah 540 nm. 

Karena pada  tersebut, reaksi gula reduksi dengan reagen Dinitrosalicylic Acid 

(DNS) akan menghasilkan warna merah atau jingga setelah dipanaskan dan 

didinginkan sehingga dapat terbaca absorbansinya oleh gelombang 540 nm.  

y = 1,5424x + 0,0049
R² = 0,9923

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600

ko
n

se
n

tr
as

i g
lu

ko
sa

 d
al

am
 

ku
ve

t 
(µ

 m
o

l/
m

l)

Absorbansi



51 

 

Satu Unit (1U) aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah enzim yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan satu µmol gula reduksi per menit.  Hasil 

pengukuran aktivitas enzim selulase murni dari Aspergillus niger dan Trichoderma 

reesei ditunjukkan pada tabel dibawah ini:  

Tabel 4.6. Pengukuran aktivitas enzim selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma reesei 

Enzim 
Absorbansi(A) 

Aktivitas 

(U/ml enzim) 

(A1) (A2) (A1-A2)  

Selulase Aspergillus niger 1,568 0,881 0,687 1,063 

Selulase Trichoderma reesei 0,803 0,039 0,764 1,182 

Keterangan : A1 : Absorbansi larutan sebelum koreksi 

   A2 : Absorbansi larutan setelah koreksi 

Aktivitas enzim = (A1-A2) x slope kurva standar gula reduksi 

Dari hasil perhitungan aktivitas enzim tersebut, kemudian dilakukan 

perhitungan untuk kebutuhan campuran enzim selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma reesei. Konsentrasi enzim yang digunakan dalam hidrolisis adalah 

1,063 U enzim selulase dari Aspergillus niger/ 1 gr enzim dan 1,182 U enzim 

selulase dari Trichoderma reesei/ 1 gr enzim yang dilarutkan masing-masing dalam 

100 ml larutan buffer sitrat pH 5,5.  Kemudian melakukan proses hidrolisa dengan 

Unit yang berbeda – beda (13,29 U; 18,6 U; 20,73 U dan 26,58 U) pada jumlah 

substrat yang sama untuk mengetahui jumlah unit yang sesuai dan kebutuhan enzim 

yang ditambahkan, sehingga: 

Tabel 4.7. Data analisa hidrolisis konsentrasi gula reduksi pada limbah ampas aren 

oleh enzim selulase dari Trichoderma reesei 

Waktu 

Kosentrasi Gula Reduksi (g/L) 

13,29 U 18,6 U 20,73 U 26,58 U 

0 0 0 0 0 

2 2,456 4,072 3,134 3,307 

4 4,430 5,343 5,232 5,035 

8 4,183 6,232 5,380 5,072 

12 3,764 6,182 5,923 5,898 

16 3,961 6,639 5,380 5,898 

20 3,751 6,664 5,639 5,602 

24 4,615 7,046 6,010 5,467 
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Gambar 4.5. Kurva perbandingan konsentrasi gula reduksi dengan berbagai 

variasi Unit pada enzim selulase dari Trichoderma reesei  

Dari Gambar 4.5. dapat dilihat bahwa konsentrasi gula reduksi pada enzim 

selulase dari Trichoderma reesei dengan berbagai variasi Unit enzim diperoleh 

konsentrasi gula reduksi paling besar pada 18,6 U sebesar 7,046 g/L sedangkan 

untuk konsentrasi gula reduksi pada 13,2 U; 20,73 U dan 26,58 U memiliki nilai 

masing – masing adalah 4,615 g/L; 6,009 g/L dan 5,466 g/L. Sehingga dapat 

disimpulkan bahwa Unit enzim selulase untuk 1 gr substrat ampas aren adalah 18,6 

U dan dapat dihitung kebutuhan enzim campuran untuk berbagai kombinasi enzim 

selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei dengan berbagai rasio 

seperti pada Tabel 4.8 dibawah ini: 

Tabel 4.8. Kebutuhan enzim selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma 

reesei pada proses hidrolisa 

Rasio AN:TR 
Kebutuhan enzim selulase 

dari Aspergillus niger (ml) 

Kebutuhan enzim selulase 

dari Trichoderma reesei (ml) 

0:1 0 17,5 

1:0 15,74 0 

1:1 7,87 8,75 

1:2 5,3 11,7 

2:1 10,5 5,8 
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4.2.2. Hidrolisis Ampas Aren dengan Kombinasi Enzim Selulase Murni 

dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei 

Dalam hidrolisis ampas aren ini yang perlu dipersiapkan pertama kali yaitu 

kurva standar glukosa yang berfungsi untuk menguji konsentrasi glukosa pada saat 

proses hidrolisis berlangsung. Dalam pembuatan kurva ini, tidak digunakan 

Carboxymetil Cellulose (CMC), tetapi hanya menggunakan aquades. Hal ini 

dikarenakan CMC hanya diperlukan untuk mengetahui aktivitas enzim. 

Tabel 4.9. Perhitungan kurva standar glukosa untuk menguji konsentrasi gula 

reduksi  

Lar. Glukosa  Aquadest Diambil Aquadest  V total  Konsentrasi  
Absorbansi 

0,02 M (ml) (ml)  (ml) (ml) (ml) (g/L) 

5 0 0,2 1,8 5 3,670 0,291 

4 1 0,2 1,8 5 2,936 0,223 

3 2 0,2 1,8 5 2,202 0,152 

2 3 0,2 1,8 5 1,468 0,096 

1 4 0,2 1,8 5 0,734 0,039 

0 5 0,2 1,8 5 0,000 0,000 

  

Gambar 4.6. Kurva standar glukosa untuk menguji  konsentrasi gula reduksi  

Kondisi operasi dari proses hidrolisis adalah pada temperatur 60 oC dan pH 

5,5, selama 48 jam. Suhu 60oC dijaga konstan dengan menggunakan incubator 

shaker 125 rpm. Kondisi operasi ini ditetapkan berdasarkan penelitian yang telah 

y = 12,343x + 0,1852
R² = 0,9916

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

3,000

3,500

4,000

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

K
o

n
se

n
tr

as
i L

ar
u

ta
n

 G
lu

ko
sa

 (
gr

/L
)

Absorbansi



54 

 

dilakukan sebelumnya bahwa aktivitas enzim akan optimum pada suhu tinggi 

dengan pH rendah. 

Analisa konsentrasi glukosa dalam hidrolisat dengan metode DNS 

dilakukan pada setiap sampel pada setiap selang waktu tertentu. Sampel diambil 

dengan pipet tetes, dimasukkan kedalam tube disentrifugasi selama 10 menit 

dengan kecepatan sebesar 10.000 rpm dengan suhu 4 oC pada alat centrifuge. Hal 

ini bertujuan untuk memisahkan antara padatan dan cairan pada hidrolisat, karena 

dibutuhkan hasil sentrifugasi (liquid) yang akan dianalisa dengan metode DNS. 0,2 

ml larutan setiap sampel hasil sentrifugasi (liquid) ditambah 1,8 ml aquadest dan 

DNS sebanyak 3 ml, lalu di vortex supaya larutan menjadi homogen. Selanjutnya, 

larutan tersebut dipanaskan di air mendidih selama 10 menit, selanjutnya 

didinginkan di air es selama 10 menit, dan selanjutnya didiamkan dalam air bersuhu 

kamar selama 10 menit. Pada penelitian ini telah dilakukan proses hidrolisis dengan 

berbagai variasi campuran enzim selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma 

reesei, untuk membandingkan pengaruh berbagai variasi campuran enzim selulase 

dengan variasi AN:TR (0:1; 1:0; 1:1; 1:2; 2:1). Dikarenakan Endo-1,4-β-D-

glukanase, exo-1,4-β-D-glukanase, dan 1,4-β-D-glukosidase bertindak secara 

sinergis untuk mengubah selulosa menjadi gula. Enzim ini termasuk dalam 

kelompok hidrolase yang dikenal sebagai selulase. Komposisi enzim dalam selulase 

beragam berdasarkan pada mikroorganisme yang memproduksinya. Trichoderma 

reesei menghasilkan lebih banyak endo-1,4-β-D-glukanase, exo-1,4-β-Dglucanase 

selain 1,4-β-D-glukosidase (Stockto dkk., 1991), sementara Aspergillus niger 

dikenal karena kemampuannya untuk menghasilkan β-glukosidase dengan hasil 

yang jauh lebih tinggi daripada spesies Trichoderma (Juhász dkk., 2003). Sehingga 

kombinasi kedua jenis selulase secara signifikan akan meningkatkan hasil gula 

pereduksi. 
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Tabel 4.10. Data analisa gula reduksi hidrolisis limbah ampas industri tepung aren 

oleh kombinasi enzim selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma 

reesei 

Waktu 

Kosentrasi Gula Reduksi (g/L) 

Unit Enzim = 18,6 U 

AN:TR 

(0:1) 

AN:TR  

(1:0) 

AN:TR 

(1:1) 

AN:TR  

(1:2) 

AN:TR 

(2:1) 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

2 4,072 2,295 2,604 4,220 3,566 

4 5,343 3,875 4,233 5,109 4,282 

8 6,232 3,912 4,208 6,639 4,171 

12 7,046 4,294 4,714 5,997 4,307 

16 6,639 4,294 5,738 6,404 5,207 

20 6,664 4,282 5,133 7,231 4,652 

24 6,182 4,060 5,294 7,367 3,986 

 

Gambar 4.7. Kurva perbandingan konsentrasi gula reduksi hidrolisis pada 

berbagai kombinasi enzim selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei 

Dari Gambar 4.7 terlihat bahwa nilai konsentrasi gula reduksi cenderung 

mengalami peningkatan selama waktu hidrolisis. Pada hidrolisa ampas aren 

menggunakan campuran enzim selulase Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma 

reesei (TR) dengan perbandingan AN: TR (1:2) memiliki nilai konsentrasi gula 

reduksi paling besar yaitu 7,367 g/L dibandingkan dengan enzim selulase dari 

Aspergillus niger dan Trichoderma reesei tanpa kombinasi masing – masing adalah 

4,060 g/L (81,45%) dan 6,182 g/L(19,17%). Pada kombinasi AN:TR (1:2) 

diperoleh hasil yang lebih tinggi dikarenakan Endo-1,4-β-D-glukanase, exo-1,4-β-

D-glukanase, dan 1,4-β-D-glukosidase bertindak secara sinergis untuk mengubah 

selulosa menjadi gula (Stockto dkk., 1991). Hal ini sesuai dengan studi yang telah 
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dilakukan oleh Hamzah dkk., (2019) bahwa gula reduksi yang diperoleh dari 

immobilized Aspergillus niger dan Trichoderma reesei tanpa campuran 

menghasilkan gula reduksi yang lebih rendah dibandingkan dengan melakukan 

kombinasi dari keduanya. AN:TR dengan rasio 1:2 adalah kombinasi terbaik 

dengan gula reduksi yang diperoleh sebesar 1,02 g/L. Hal tersebut membuktikan 

bahwa sinergis dari kedua enzim selulase dapat meningkatkan produksi gula 

reduksi.  

Pada penelitian ini proses hidrolisa enzimatik menggunakan kombinasi 

enzim selulase dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei dengan rasio 1:2 

diperoleh data sebagai berikut : 

Tabel 4.11.  Data analisa gula reduksi hidrolisis limbah ampas industri tepung 

aren oleh kombinasi enzim selulase dengan rasio AN:TR (1:2) 

Waktu 

Konsentrasi Gula Reduksi (g/L) 

Run 1 Run 2 Rata-rata 

0 1,147 0,765 0,956 

2 3,159 3,171 3,165 

4 4,121 3,850 3,986 

8 3,628 4,010 3,819 

12 3,727 4,319 4,023 

16 4,553 4,911 4,732 

20 4,788 5,035 4,911 

24 5,689 5,195 5,442 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8. Kurva konsentrasi gula reduksi hidrolisis kombinasi enzim selulase 

dengan rasio AN:TR (1:2) selama 24 jam 
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Dari Gambar 4.8 terlihat bahwa nilai konsentrasi gula reduksi mengalami 

peningkatan selama waktu hidrolisis. Pada hidrolisa ampas aren menggunakan 

campuran enzim selulase Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma reesei (TR) 

dengan perbandingan AN: TR (1:2) memiliki nilai konsentrasi gula reduksi paling 

besar pada jam ke 24 yaitu 5,442  g/L.  

Analisa High Performance Liquid Chromatography (HPLC) untuk 

menentukan kandungan dan konsentrasi gula reduksi dengan kolom Rezex ROA-

Organic Acid H+ (300x7.8 mm) menggunakan Refractive Index (RI) detektor, 

mobile phase 0,005 H2SO4 dengan flowrate 0,6 mL/min dan Suhu 60oC (Teknik 

Kimia-ITB).  Berdasarkan hasil analisa HPLC yang telah dilakukan kandungan gula 

reduksi yang terdapat dalam hidrolisat adalah glukosa dan hasil analisa HPLC 

membuktikan bahwa proses hidrolisa dengan menggunakan kombinasi enzim 

selulase dengan rasio AN:TR (1:2) menghasilkan konsentrasi glukosa sebesar 16,95 

g/L sedangkan hidrolisa dengan menggunakan enzim selulase dari Trichoderma 

reesei tanpa kombinasi menghasilkan konsentrasi glukosa sebesar 14,57 g/L.  

 

4.3.  Proses Fermentasi 

4.3.1. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri 

Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini: Lactobacillus 

acidophilus Bio 248, Lactobacillus brevis Bio 296, Lactobacillus casei Bio 1011 

dan Lactobacillus rhamnosus Bio 2406 diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, 

Jurusan Biologi, Universitas Airlangga Surabaya.  

Pada proses fermentasi asam laktat fase pertumbuhan bakteri digunakan 

untuk menentukan waktu inkubasi selama pembuatan starter. Dimana akan 

diketahui fase log untuk masing-masing bakteri yang digunakan. Pertumbuhan 

bakteri diamati dengan melakukan analisa perhitungan jumlah sel per waktu 

inkubasi dengan metode yang digunakan adalah metode menghitung jumlah sel 

dengan counting chamber (ruang hitung). Alat ini dapat digunakan untuk 

menghitung jumlah sel per unit volume. Tipe counting chamber yang paling banyak 

digunakan adalah haemocytometer (Caprette, 2007). Pertumbuhan bakteri 

mengalami peningkatan dengan meningkatnya nilai jumlah bakteri yang tumbuh.  
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Gambar 4.9. Kurva pertumbuhan bakteri single microorganism dalam media 

MRS Broth 

Dari Gambar 4.9. dapat dilihat pertumbuhan bakteri Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, dan Lactobacillus 

rhamnosus selama 48 jam inkubasi pada suhu 37oC. Kurva pertumbuhan terdiri dari 

fase lag, fase log, fase stasioner dan fase death (kematian). Pada fase lag bakteri 

melakukan proses adaptasi terhadap kondisi lingkungannya seperti: pH, suhu, 

nutrisi dan faktor lainnya, pada fase ini peningkatan jumlah sel bakteri berlangsung 

lambat. Fase selanjutnya adalah fase log (eksponensial), pertumbuhan bakteri 

berlangsung sangat cepat, pada fase ini suatu jenis mikroba memperbanyak diri 

dengan cara membelah diri menjadi dua, kemudian masing-masing membelah lagi 

menjadi dua sehingga pada setiap generasi jumlahnya menjadi dua kali populasi 

sebelumnya. Fase ketiga adalah fase stasioner, pada fase ini tidak terjadi 

penambahan jumlah bakteri dikarenakan jumlah sel yang tumbuh sama dengan 

jumlah sel yang mati karena cadangan makanan sudah mulai menipis dan pada fase 

ini bakteri akan menghasilkan metabolit sekunder sebagai pertahanan diri terhadap 

lingkungannya dan mikroorganisme lain. Dan fase yang terakhir adalah fase death 

(kematian), dimana jumlah kematian akhirnya melebihi jumlah sel yang baru 

terbentuk, dan populasi memasuki fase kematian atau fase penurunan logaritmik. 
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Fase ini berlanjut sampai populasi berkurang hingga menuju kematian seluruhnya 

(Tortora dkk., 2010). Fase log Lactobacillus acidophilus mulai pada jam ke- 12 

sampai jam ke- 20, untuk Lactobacillus brevis mulai pada jam ke- 20 sampai jam 

ke- 28, Lactobacillus casei mulai pada jam ke- 8 sampai jam ke- 24 dan 

Lactobacillus rhamnosus mulai pada jam ke- 8 sampai jam ke- 16. Hal tersebut juga 

sesuai dengan beberapa studi yang telah dilakukan panesar dkk., (2010) dengan 

bakteri yang digunakan adalah Lactobacillus casei dengan awal fase log pada jam 

ke- 24. Sedangkan untuk fase log bakteri Lactobacillus brevis dan Lactobacillus 

rhamnosus mendekati dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Cui dkk., 

(2011). Menurut Bushara dkk., (2018) menyebutkan bahwa fase log untuk 

Lactobacillus acidophilus mulai pada jam ke- 20 sampai jam ke-24. Dapat dilihat 

pada tabel di bawah ini : 

Tabel 4.12.  Data fase log pada single mikroorganisme dan berdasarkan pada 

literatur 

Mikroorganisme Fase Log (Jam Ke-)  Referensi 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus brevis  

Lactobacillus casei  

Lactobacillus rhamnosus  

12 - 20 

20 - 28 

8 - 24 

8 - 16 

Jam ke 20 – 24 (Bushara dkk., 2018) 

Jam ke 24 (Cui dkk., 2011) 

Jam ke 24 (Panesar dkk., 2010) 

Jam ke 16 (Cui dkk., 2011) 

 

Pada kurva pertumbuhan co-culture mikroorganisme menggunakan metode 

yang sama, medium yang digunakan adalah MRS broth yang dilakukan sterilisasi 

menggunakan autoclave pada suhu 121 oC selama 15 menit. Kemudian setelah suhu 

medium mencapai suhu ruang, melakukan inokulasi mikroorganisme sesuai 

variabel kombinasi dengan perbandingan masing-masing mikroorganisme 1:1. 

Setelah diinokulasi bakteri kemudian melakukan inkubasi selama 48 jam pada suhu 

37 oC dan melakukan pengambilan sampel setiap 4 jam untuk menghitung 

pertumbuhan bakteri. 
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Gambar 4.10. Kurva pertumbuhan bakteri mixed-culture microorganism dalam 

media MRS Broth 

Dari Gambar 4.10. menunjukkan kurva pertumbuhan bakteri co-culture 

microorganism dalam media MRS broth. Setelah dilakukan inkubasi selama 48 jam 

dapat diketahui fase log dari campuran Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus 

brevis mulai pada jam ke-  12 sampai jam ke- 24, untuk fase log Lactobacillus 

casei+ Lactobacillus brevis mulai pada jam ke- 8 sampai jam ke-24  dan untuk fase 

log Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis mulai pada jam ke- 8 sampai 

jam ke- 20. Setelah mengetahui masing-masing fase log baik single 

mikroorganisme maupun co-culture kemudian dapat dilanjutkan ke proses 

selanjutnya yaitu pembuatan starter untuk fermentasi asam laktat. 

 

4.3.2. Pengaruh Mikroorganisme terhadap Konsentrasi Asam Laktat pada 

Proses Fermentasi. 

Proses produksi asam laktat dapat dilakukan dengan 2 rute yaitu secara 

sintesis yang menghasilkan campuran rasemat asam D/L-laktat dan secara 

fermentasi (Ismail dkk., 2018). Rute produksi fermentasi dapat memberikan 

beberapa keuntungan, seperti pemanfaatan energi terbarukan yang murah sebagai 

substrat, jumlah konsumsi energi yang lebih rendah dan suhu produksi. Selain itu, 

produksi asam D-atauL-laktat yang murni secara optik dengan memilih 
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mikroorganisme yang tepat sebagai penghasil asam laktat dapat dianggap sebagai 

keuntungan lebih lanjut. Hingga kini, hampir semua asam laktat yang digunakan di 

seluruh dunia diperoleh melalui rute produksi fermentasi (AbdelRahman dkk., 

2013).  

Sebelum dilakukan proses fermentasi perlu dilakukan terlebih dahulu 

pembuatan starter yang bertujuan untuk mengupayakan penyesuaian atau adaptasi 

diri mikroorganisme terhadap lingkungan baru. Pembuatan starter adalah proses 

untuk mengadaptasikan mikroba yang terbentuk dengan bahan organik yang akan 

diolah (Ananda & Hartati, 2017). Pembuatan starter menggunakan medium MRS 

broth yang telah diinokulasikan dengan bakteri dan diinkubasi selama fase log dari 

masing-masing variabel. Kemudian substrat yang digunakan pada proses 

fermentasi adalah hidrolisat dari ampas aren yang telah dilakukan hidrolisis dan 

dipisahkan dari endapannya. Kemudian ditambahkan suplementasi nutrisi berupa 

ammonium sulfat sebanyak 10 g/l dan ekstrak yeast sebanyak 2,5 g/l. Perbandingan 

1:4 antara ekstrak yeast dan ammonium sulfat digunakan pada studi ini karena 

menurut studi yang dilakukan oleh Nancib (2001), perbandingan tersebut 

memberikan performa yang hampir sama dengan penggunaan ekstrak yeast 20g/l. 

Hal ini mampu menurunkan biaya penggunaan sumber nitrogen sebesar 80% 

(Nancib, 2001). 

Garam MnSO4.H2O yang digunakan sebanyak 0,05 g/l, garam MgSO4.7H2O 

yang digunakan sebanyak 0,2 g/l dan garam KH2PO4 yang digunakan sebanyak 0,5 

g/l. Ion-ion pada garam merupakan konstituen enzim laktat dihidrogenase yang 

berfungsi untuk mengkatalisis konversi piruvat menjadi laktat pada akhir proses 

glikolisis (Buyukkileci dan Harsa, 2004). Kemudian pH diatur sesuai dengan 

variabel menggunakan asam sitrat 1,5 M dan NaOH 4 M. CaCO3 sebanyak 2 g/L 

ditambahkan sebagai neutralizing agent untuk membantu mempertahankan pH 

selama proses fermentasi. Neutralizing agent CaCO3 dipilih karena berbentuk 

padatan sehingga lebih mempermudah proses pemisahan asam laktat di akhir proses 

fermentasi. Lalu erlenmeyer yang telah berisi media fermentasi disterilkan 

menggunakan autoclave pada suhu 121oC selama 15 menit. starter ditambahkan 

pada media fermentasi sebesar 10% volume media fermentasi (Coelho dkk, 2010).  
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Terdapat dua jenis metabolisme fermentasi asam laktat, yaitu fermentasi 

homolaktis dan heterolaktis. Fermentasi homolaktis mampu murni menghasilkan 

asam laktat dari glukosa melalui EMP/glycolytic pathway dalam keadaan anaerob 

dan PP pathway dalam keadaan aerob (Bhagavan, 2015). Sementara fermentasi 

heterolaktis selain menghasilkan asam laktat juga menghasilkan ethanol dan asam 

asetat melalui PK pathway. Pemilihan pathway ini dapat dilakukan salah satunya 

dengan memilih jenis bakteri yang sesuai (Cubascano dkk, 2018). Bakteri 

homolaktis hanya mampu menggunakan gula reduksi jenis glukosa untuk 

menghasilkan murni asam laktat. Sementara bakteri heterolaktis menggunakan gula 

reduksi jenis glukosa untuk menghasilkan asam laktat dan gula reduksi jenis xylosa 

dan arabinosa untuk menghasilkan ethanol dan asam asetat (Cubascano dkk, 2018). 

Pada proses fermentasi ini menggunakan bakteri single microorganisme 

(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, dan 

Lactobacillus rhamnosus) dan co-culture (L. acidophilus+L. brevis; L. casei+L. 

brevis; L. rhamnosus+L. brevis). Dipilih bakteri homofermentatif karena 

merupakan bakteri asam laktat homolaktis yang mampu menghasilkan asam laktat 

murni melalui EMP pathway dalam kondisi anaerob dengan konversi maksimal 

asam laktat sebesar 2 mol dari 1 mol glukosa (Cubascano dkk, 2018).  

Persamaan reaksi fermentasi yang terjadi melalui EMP pathway adalah 

sebagai berikut : 

Glucose + 2 Pi + 2 ADP → 2 LA + 2 ATP + 2 H2O 

Sedangkan reaksi yang terjadi selama proses fermentasi dengan penambahan 

CaCO3 sebagai neutralizing agent adalah sebagai berikut: 

 

 

 

 

Berdasarkan persamaan diatas dapat diketahui reaksi yang terjadi selama 

proses fermentasi berlangsung. C6H12O6 (Glukosa) sebagai substrat diubah menjadi 

asam laktat dengan bantuan mikroorganisme. Dimana pada saat fermentasi 

ditambahkan CaCO3 yang berfungsi sebagai neutralizing agent yang akan mengikat 
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produk asam laktat yang menyebabkan pH semakin turun. Kemudian ditambahkan 

H2SO4 untuk memperoleh asam laktat dan kalsium sulfat.  

Fermentasi dilakukan selama 48 jam pada suhu 37 oC dan pH 6. Berdasarkan 

studi yang dilakukan oleh panesar dkk., (2010) menyatakan bahwa suhu operasi 

37°C merupakan suhu optimum untuk produksi asam lakta t menggunakan kultur 

Lactobacillus. Penelitian sebelumnya oleh Buyukkileci (2004) juga menyatakan 

bahwa pada suhu di bawah 30°C dan di atas 40°C memiliki kecepatan pembentukan 

produk yang cukup lambat. pH 5,5-6,5 merupakan pH optimum untuk fermentasi 

asam laktat dengan kultur Lactobacillus. CaCO3 sebanyak 2 g/L ditambahkan 

sebagai neutralizing agent untuk membantu mempertahankan pH selama proses 

fermentasi. Konsentrasi ion hidrogen medium memiliki pengaruh maksimum 

terhadap pertumbuhan mikroba. PH mempengaruhi setidaknya dua aspek sel 

mikroba, yaitu berfungsi enzim dan transportasi nutrisi ke dalam sel. Ini membatasi 

sintesis enzim metabolik yang bertanggung jawab untuk sintesis protoplasma baru. 

Nilai pH juga mempengaruhi sintesis RNA dan protein. Karena mikroorganisme 

tumbuh pada pH optimalnya, mungkin ada fase lag yang meningkat (Panesar dkk., 

2010). Berdasarkan pengamatan selama proses fermentasi berlangsung diperoleh 

data pH sesuai pada grafik di bawah ini : 

Gambar 4.11. Pengamatan pH selama proses fermentasi 

Dari Gambar 4.11. dapat dilihat pH selama proses fermentasi berlangsung. Pada 

saat terjadinya pembentukan asam laktat pH akan cenderung turun. Kontrol pH 

dilakukan dengan menambahkan 4 M NaOH untuk menaikkan pH dan 
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menambahkan 4 M Asam sitrat untuk menurunkan pH sesuai dengan pH kontrol 

yaitu pH 6. Selama proses fermentasi dilakukan analisa DNS untuk menguji 

penurunan gula reduksi dengan pengambilan sampel setiap 6 jam sekali. Dan tren 

penurunan dapat dilihat pada Gambar 4.12 dibawah ini: 

Gambar 4.12. Penurunan kosentrasi gula reduksi pada proses fermentasi selama 

48 jam dengan variasi mikroorganisme (LA-LB-LAB) 

Dari Gambar 4.12. dapat dilihat bahwa penurunan konsentrasi gula reduksi 

selama proses fermentasi berlangsung dan konsentrasi pada jam ke 48 adalah 

Lactobacillus acidophilus (1,086 g/L), Lactobacillus brevis (1,067 g/L) dan 

campuran Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus brevis (0,457 g/L) 

menunjukkan bahwa adanya aktivitas mikroorganisme di medium fermentasi pada 

proses fermentasi yang membentuk produk berupa asam laktat. Dari grafik terlihat 

bahwa penurunan gula reduksi yang lebih drastis dialami oleh medium fermentasi 

dengan mikroorganisme Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus brevis.  

Gambar 4.13. Penurunan kosentrasi gula reduksi pada proses fermentasi selama 

48 jam dengan variasi mikroorganisme (LC-LB-LCB) 
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Dari Gambar 4.13. dapat dilihat bahwa penurunan konsentrasi gula reduksi selama 

proses fermentasi berlangsung dan konsentrasi pada jam ke 48 adalah Lactobacillus 

casei (0,747 g/L), Lactobacillus brevis (1,06731 g/L) dan campuran Lactobacillus 

casei+ Lactobacillus brevis (0,53669 g/L) menunjukkan bahwa adanya aktivitas 

mikroorganisme di medium fermentasi pada proses fermentasi yang membentuk 

produk berupa asam laktat. Dari grafik terlihat bahwa penurunan gula reduksi yang 

lebih drastis dialami oleh medium fermentasi dengan mikroorganisme casei + 

Lactobacillus brevis. 

Gambar 4.14. Penurunan kosentrasi gula reduksi pada proses fermentasi selama 

48 jam dengan variasi mikroorganisme (LR-LB-LRB) 

Dari Gambar 4.14. dapat dilihat bahwa penurunan konsentrasi gula reduksi 

selama proses fermentasi berlangsung dan konsentrasi pada jam ke 48 adalah 

Lactobacillus rhamnosus (0,765 g/L), Lactobacillus brevis (1,067 g/L) dan 

campuran Lactobacillus rhamnosus+ Lactobacillus brevis (0,617 g/L) 

menunjukkan bahwa adanya aktivitas mikroorganisme di medium fermentasi pada 

proses fermentasi yang membentuk produk berupa asam laktat. Dari grafik terlihat 

bahwa penurunan gula reduksi yang lebih drastis dialami oleh medium fermentasi 

dengan mikroorganisme Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis. 

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa dalam proses fermentasi 

dengan menggunakan mixed culture pada jam ke 48 diperoleh sisa konsentrasi gula 

reduksi yang paling kecil apabila dibandingkan dengan menggunakan single 

mikroorganisme. Pada campuran mikroorganisme dapat mengkonversi gula reduksi 

dari substrat lebih efisien apabila dibandingkan dengan menggunakan single 

mikroorganisme (Cui dkk., 2011). Dengan adanya penurunan konsentrasi gula 
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reduksi pada substrat menandakan bahwa mikroorganisme yang digunakan pada 

proses fermentasi mengkonsumsi glukosa yang ada untuk diubah menjadi produk 

yang diinginkan yaitu asam laktat.  

Analisa High Performance Liquid Chromatography (HPLC) untuk 

menentukan kandungan dalam broth fermentasi dan konsentrasi asam laktat dengan 

kolom Aqueous C18 5-μm, (250x4.6-mm) (PerkinElmer Brownlee) menggunakan 

UV detektor, mobile phase A (10-mM KH2PO4) pH 2,4 dengan Asam fosfat, mobile 

phase B (Acetonitrile) dengan flowrate 1,5 mL/min dan Suhu 30oC (Teknik Kimia-

UWM). Diperoleh konsentrasi asam laktat pada sampel dengan analisa HPLC. 

Tabel 4.13.  Data analisa konsentrasi asam laktat berdasarkan HPLC 

Variabel Mikroorganisme 

Konsentrasi 

Asam Laktat 

(g/L) 

% 

Yield 

(g/g) 

Lactobacillus acidophilus (LA) 

Lactobacillus brevis (LB) 

Lactobacillus casei (LC) 

Lactobacillus rhamnosus (LR) 

Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus brevis (LAB) 

Lactobacillus casei + Lactobacillus brevis (LCB) 

Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis (LRB) 

10,422 

15,444 

11,093 

15,493 

17,207 

11,708 

33,293 

4,27 

5,07 

4,55 

5,08 

5,65 

3,84 

6,83 

Dari Tabel 4.13  dapat terlihat bahwa konsentrasi asam laktat hasil analisa 

HPLC menunjukkan hasil terbaik dari variable mikroorganisme adalah pada mixed 

culture L. rhamnosus + L. brevis dengan konsentrasi asam laktat yang diperoleh 

sebesar 33,293 g/L dengan % yield konsentrasi asam laktat per gram ampas aren 

sebesar 6,83 (g/g). Hal tersebut sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Cui 

dkk (2011) bahwa produksi asam laktat dari tongkol jagung dengan menggunakan 

mixed culture L. rhamnosus + L. brevis dan membandingkannya dengan single 

culture diperoleh yield terbaik dengan menggunakan mixed culture L. rhamnosus + 

L. brevis.  
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Gambar 4.15. Perbandingan % Yield (g/g) terhadap berbagai variabel 

mikroorganisme 

Berdasarkan Gambar 4.15. dapat dilihat perbandingan antara % Yield 

dengan berbagai variabel mikroorganisme diperoleh hasil terbaik menggunakan 

campuran L. rhamnosus + L. brevis dengan yield sebesar 0,93 g/g. Melalui EMP 

pathway dalam kondisi anaerob dengan konversi maksimal asam laktat sebesar 2 

mol dari 1 mol glukosa (Cubascano dkk, 2018). Hal tersebut sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Cui dkk (2011) bahwa produksi asam laktat dari 

tongkol jagung dengan menggunakan mixed culture L. rhamnosus + L. brevis dan 

membandingkannya dengan single culture diperoleh yield terbaik dengan 

menggunakan mixed culture dengan yield asam laktat sebesar 0,7 g/g. Penggunaan 

campuran mikroorganisme terbukti efektif di beberapa fermentasi (John dkk., 

2007). Kultur campuran atau co-culture dari mikroorganisme penghasil asam laktat 

dapat meningkatkan efisiensi konversi substrat. Nancib dkk., (2009) 

membandingkan produksi asam laktat dari jus kurma dengan kultur tunggal dan 

campuran Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis. Konsentrasi asam laktat 60,3 

g/L dan efisiensi pemanfaatan glukosa 96% dicapai dengan kultur campuran L. 

casei dan L. lactis setelah inkubasi 19 jam, sedangkan konsentrasi asam laktat 53 

dan 42 g / L, dan pemanfaatan glukosa efisiensi masing-masing 82,2% dan 93,8% 

diperoleh dengan kultur tunggal L. casei dan L. lactis. Menurut Wang dkk., (2014) 

untuk meningkatkan yield dari asam laktat dapat melakukan kultur campuran pada 

4,27
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mikroorganisme yang berbeda, dan menariknya dengan menggunakan co-culture 

dari strain LAB homofermentatif dan heterofermentatif dapat memanfaatkan gula 

heksosa dan pentosa secara maksimal (Cubascano dkk., 2018) 
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BAB 5  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

1. Pada proses pretreatment asam – organosolv dapat meningkatkan kandungan 

selulosa sebesar 56,33% dan penurunan kandungan lignin sebesar 27,09% dari 

bahan baku ampas aren awal sebelum pretreatment 

2. Pada hasil analisa XRD menunjukkan tren yang naik dari 10,90 % menjadi 

50,00 % . Hal ini mengindikasikan bahwa kristal selulosa dalam ampas aren 

tinggi sehingga memiliki potensi yang besar untuk diubah menjadi gula reduksi.  

3. Pada Proses hidrolisa dengan menggunakan kombinasi enzim selulase murni 

dari Aspergillus niger (AN) dan Trichoderma reesei (TR) dengan variasi (0:1; 

1:0; 1:1; 1:2; 2:1) pada suhu 60 oC dan 125 rpm dengan incubator shaker selama 

24 jam diperoleh hasil gula reduksi terbaik dari hasil hidrolisa pada variasi 

AN:TR dengan ratio 1:2 sebesar 7.367 g/L dibandingkan dengan enzim selulase 

dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei tanpa kombinasi masing – 

masing adalah 4,060 g/L (81,45 %) dan 6,182 g/L (19,17 %). 

4. Pada proses fermentasi pemilihan mikroorganisme yang digunakan 

berpengaruh terhadap asam laktat yang dihasilkan. Yield asam laktat tertinggi 

sebesar 0,93 g/g diperoleh dengan menggunakan mixed culture L. rhamnosus + 

L. brevis.  

 

5.2. Saran 

1. Proses hidrolisa dengan kombinasi enzim selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma reesei dapat dikembangkan dengan menambahkan surfaktan agar 

lebih meningkatkan gula reduksi yang dihasilkan. 

2. Konsentrasi asam laktat selama proses fermentasi dapat dilakukan untuk 

mengetahui tren pembentukan asam laktat. Sehingga dapat dibandingkan dengan 

kurva pertumbuhan mikroorganisme selama proses fermentasi. 

3. Peralatan fermentasi yang dilengkapi oleh sampling point agar kondisi 

fermentasi dapat terjadi benar-benar secara an-aerob. 
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 A1   

LAMPIRAN 

 

 

A1. PERHITUNGAN Pretreatment (Analisa TAPPI dan DE) 

A1.1 Perhitungan Kadar Lignin, Selulosa dan Hemiselulosa Limbah Ampas 

Aren Sebelum Pre-treatment 

1. Perhitungan Kadar Lignin 

Kadar Lignin   = 100% x (P – Pt)/Ps 

= 100% x (1,7669 – 1,4879)/1,0451 

= 26,69% 

2. Perhitungan Kadar Selulosa 

Kadar holoselulosa (HC) = 100% x (P – Pt)/Ps 

     = 100% x (1,3644 – 1,0951)/0,5138 

     = 52,42% 

Kadar selulosa (C)  = HC x (P – Pt)/Ps 

     = 52,42% x (1,2204 – 1,0477)/0,2426 

     = 37,31% 

3. Perhitungan Kadar Hemiselulosa 

Kadar hemiselulosa (H) = HC – C 

     = 52,42% - 37,31% 

     = 15,11% 

A1.2 Perhitungan Kadar Lignin, Selulosa dan Hemiselulosa Limbah Ampas 

Aren Setelah Pre-treatment 

1. Perhitungan Kadar Lignin 

 Kadar Lignin   = 100% x (P – Pt)/Ps 

   = 100% x (1,6805 – 1,4770)/1,0044 

   = 20,26% 

2. Perhitungan Kadar Selulosa 

Kadar holoselulosa (HC) = 100% x (P – Pt)/Ps 

     = 100% x (1,4261 – 1,0579)/0,5036 

     = 73,11% 

Kadar selulosa (C)  = HC x (P – Pt)/Ps 

     = 73,11% x (1,3326 – 1,0579)/0,3267 

     = 61,48% 

3. Perhitungan Kadar Hemiselulosa 

Kadar hemiselulosa  = HC – C 

     = 73,11% - 61,48% 

     = 11,63% 



 A2   

 

 

Komposisi (%) 
Sebelum Pretreatment (100 gram) Sesudah Pretreatment (53,95 gram) 

1 2 3 Rata-rata 1 2 3 Rata-rata 

Lignin 26,69 25,50 29,52 27,24 20,26 19,90 19,43 19,86 

Selulosa 37,31 40,33 42,65 40,10 61,48 62,35 64,23 62,69 

Hemiselulosa 15,11 17,14 17,24 16,50 11,63 9,14 10,56 10,44 

Other 20,89 17,03 10,59 16,17 6,63 8,61 5,78 7,01 

 

A2. Hidrolisa Enzimatis 

A2.1 Perhitungan Aktifitas Enzim Selulase dengan CMC 

Lar. Glukosa  Buffer  Diambil CMC  
V 

total  

Konsentrasi 

Absorbansi (μmol/ml) 

0,02 M (ml) (ml)  (ml) (ml) (ml) di tabung di kuvet 

5 0 0,2 1,8 5 20,389 0,816 0,511 

4 1 0,2 1,8 5 16,311 0,652 
0,416 

3 2 0,2 1,8 5 12,233 0,489 
0,335 

2 3 0,2 1,8 5 8,156 0,326 
0,226 

1 4 0,2 1,8 5 4,078 0,163 
0,080 

0 5 0,2 1,8 5 0,000 0,000 
0,000 

1)Konsentrasi larutan glukosa dan buffer sitrat 
2)Konsentrasi larutan setelah penambahan CMC dan DNS 

 

Absorbansi yang didapatkan kemudian di plot ke dalam kurva Absorbansi vs. 

Konsentrasi gula reduksi dengan CMC pada excel. Dari hasil regresi, didapatkan 

persamaan  

𝑦 = 1,5424𝑥 + 0,0049 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 = 1,5424(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖) + 0,0049 
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Unit Aktivitas enzim (UI) didefinisikan sebagai jumlah enzim yang diperlukan 

untuk menghasilkan μmol gula reduksi/menit. Hasil pengukuran aktivitas enzim 

selulase murni dari Aspergillus niger dan Trichoderma reesei ditunjukkan pada 

Tabel di bawah ini 

Enzim 
Absorbansi(A) 

Aktivitas 

(U/ml enzim) 

(A1) (A2) (A1-A2)  

Selulase Aspergillus niger 1,568 0,881 0,687 1,063 

Selulase Trichoderma reesei 0,803 0,039 0,764 1,182 

Keterangan : A1 : Absorbansi larutan sebelum koreksi 

   A2 : Absorbansi larutan setelah koreksi 

Aktivitas enzim = (A1-A2) x slope kurva standar gula reduksi 

Dari data absorbansi yang didapat, aktifitas enzim dihitung dengan cara berikut 

Aktifitas enzim =
(𝐴1−𝐴2)𝑥 slope kurva x V sampel (5 ml)

waktu inkubasi (10 menit)x volume enzim (0.2 ml)
 

= 1,063 U/ml 

Kebutuhan enzim = 18.6 U/gram sampel 

Volume enzim yang dibutuhkan = 
𝐾𝑒𝑏𝑢𝑡𝑢ℎ𝑎𝑛 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑓𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚
 

   = 18.6 / 1,0623 

  = 15,74 ml / gram sampel 

 

 

 

 

y = 1,5424x + 0,0049
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A2.2 Perhitungan Konsentrasi Gula Reduksi Dalam Sampel 

Kurva standar glukosa digunakan untuk menentukan konsentrasi gula reduksi 

dalam sampel. Pengenceran glukosa pada 5 konsentrasi yang berbeda dihitung dan 

diuji dengan DNS untuk mencari absorbansinya  

 

Lar. Glukosa  Aquadest Diambil Aquadest  V total  Konsentrasi  
Absorbansi 

0,02 M (ml) (ml)  (ml) (ml) (ml) (g/L) 

5 0 0,2 1,8 5 3,670 0,291 

4 1 0,2 1,8 5 2,936 0,223 

3 2 0,2 1,8 5 2,202 0,152 

2 3 0,2 1,8 5 1,468 0,096 

1 4 0,2 1,8 5 0,734 0,039 

0 5 0,2 1,8 5 0,000 0,000 

 

Dimana [C] adalah konsentrasi larutan glukosa dan buffer setelah ditambahkan 

dengan aquades dan DNS. Hasil kurva standar dapat dilihat pada gambar berikut 

 

Absorbansi yang didapatkan kemudian di plot ke dalam kurva Absorbansi vs. 

Konsentrasi gula reduksi dengan CMC pada excel. Dari hasil regresi, didapatkan 

persamaan  

𝑦 = 12,343𝑥 + 0,1852 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 = 12,343(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖) + 0,1352 

 

 

 

y = 12,343x + 0,1852
R² = 0,9916
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Dengan demikian dapat dihitung konsentrasi gula reduksi dalam sampel hasil 

hidrolisa 

Waktu 

Kosentrasi Gula Reduksi (g/L) 

Unit Enzim = 18,6 U 

AN:TR 

(0:1) 

AN:TR  

(1:0) 

AN:TR 

(1:1) 

AN:TR  

(1:2) 

AN:TR 

(2:1) 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

2 4,072 2,295 2,604 4,220 3,566 

4 5,343 3,875 4,233 5,109 4,282 

8 6,232 3,912 4,208 6,639 4,171 

12 7,046 4,294 4,714 5,997 4,307 

16 6,639 4,294 5,738 6,404 5,207 

20 6,664 4,282 5,133 7,231 4,652 

24 6,182 4,060 5,294 7,367 3,986 

A2.3 Hasil Konsentrasi Gula Reduksi dengan Analisa HPLC 

Kurva standar yang dibuat adalah glukosa, fruktosa dan xylosa digunakan 

untuk menentukan konsentrasi yang terdapat dalam sampel hidrolisat. Pada kurva 

standar dibuat pada berbagai konsentrasi untuk diperoleh persamaan sesuai dengan 

kurva berikut ini : 

 

Dari grafik di atas diperoleh persamaan : 

𝑦 = 118.682,21𝑥 

y = 118.682,21x
R² = 0,99
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Kemudian dari hasil analisa HPLC akan diperoleh luas area yang akan 

dimasukkan dalam persamaan di atas sehingga diperoleh konsentrasi glukosa 

dalam sampel. 

𝑦 = 118.682,21𝑥 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎 = 𝐿𝑢𝑎𝑠 𝐴𝑟𝑒𝑎/118.682,21 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎 = 2012099/118.682,21 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎 = 16,95 𝑔/𝐿 

A3. Fermentasi Asam Laktat 

A3.1 Perhitungan Konsentrasi Asam Laktat 

Analisa HPLC digunakan untuk menentukan kandungan zat dalam sampel 

dan konsentrasi asam laktat. Kurva standar yang dibuat adalah asam laktat dan 

asam asetat. Dari kurva standar yang telah dibuat diperoleh suatu persamaan yang 

akan digunakan untuk menentukan konsentrasi asam laktat dalam broth 

fermentasi. berikut merupakan kurva standar dari asam laktat : 

 

 

𝑦 = 1253𝑥 − 128205 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 = (𝐿𝑢𝑎𝑠 𝐴𝑟𝑒𝑎 + 128205 )/1253 

Contoh perhitungan konsentrasi asam laktat pada proses fermentasi dengan 

menggunakan bakteri Lactobacillus acidophilus : 

𝑦 = 1253𝑥 − 128205 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 = (𝐿𝑢𝑎𝑠 𝐴𝑟𝑒𝑎 + 128205 )/1253 

y = 1253x - 128205
R² = 0,9903
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𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 = (12540571 + 128205 )/1253 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 = 10110,75 𝑝𝑝𝑚 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 = 10,442 𝑔/𝐿 

Untuk hasil perhitungan konsentrasi asam laktat pada berbagai mikroorganisme 

dapat dilihat pada tabel dibawah ini : 

Variabel Mikroorganisme 

Konsentrasi 

Asam Laktat 

(g/L) 

Lactobacillus acidophilus (LA) 

Lactobacillus brevis (LB) 

Lactobacillus casei (LC) 

Lactobacillus rhamnosus (LR) 

Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus brevis (LAB) 

Lactobacillus casei + Lactobacillus brevis (LCB) 

Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis (LRB) 

10,422 

15,444 

11,093 

15,493 

17,207 

11,708 

33,293 

 

A3.2 Perhitungan Yield Asam Laktat 

Yield asam laktat yang dihasilkan dari fermentasi dapat dihitung dari rumus berikut: 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 (𝑔)
 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑏𝑎𝑘𝑢 (𝑔)
 

Yield dihitung berdasarkan massa asam laktat terbesar yang dihasilkan pada 

fermentasi. Berikut adalah yield asam laktat yang dihasilkan dari fermentasi dengan 

bantuan mikroorganisme Lactobacillus acidophilus 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛

=  
𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 (

𝑔
𝐿

) 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑖 (𝑚𝑙)

1000
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖

=  
𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 (

𝑔
𝐿) 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑠𝑎 (𝑚𝑙)

1000
 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 (𝑔)
 

Contoh perhitungan yield asam laktat dari gula reduksi pada bakteri L.acidophilus 
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𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 =  
4,396

𝑔

𝐿
 𝑥 47

1000
 = 0,207 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 =  
10,442 

𝑔
𝐿  𝑥 100 𝑚𝑙 

1000
= 1,0442 𝑔  

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 =  
17,904 

𝑔
𝐿  𝑥 100 𝑚𝑙 

1000
= 1,7904 𝑔  

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 =  
1,0422

1,7904 
 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 =  0,582 
𝑔 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡

𝑔 𝑔𝑢𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖
 

Sementara yield massa asam laktat dari bahan baku dihitung dari massa bahan baku 

yang digunakan. 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑝/𝑠 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑦𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑠𝑎 (𝑔)
 

  

Contoh perhitungan yield asam laktat dari bahan baku pada bakteri L. acidophilus 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑝/𝑠 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑠𝑎𝑚 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 𝑦𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑠𝑎 (𝑔)
 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑝/𝑠 =  
1,0442 𝑔

2,5 𝑔
 

𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 𝑝/𝑠 =  4,27 𝑔/𝑔s 

Untuk data hasil perhitungan yield pada variabel lainnya dalat dilihat pada tabel di 

bawah ini : 

Variabel Mikroorganisme 

% 

Yieldp/s 

(g/g) 

% 

Yield 

(g/g) 

Lactobacillus acidophilus (LA) 

Lactobacillus brevis (LB) 

Lactobacillus casei (LC) 

Lactobacillus rhamnosus (LR) 

Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus brevis (LAB) 

Lactobacillus casei + Lactobacillus brevis (LCB) 

Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus brevis (LRB) 

4,27 

5,07 

4,55 

5,08 

5,65 

3,84 

6,83 

0,58 

0,69 

0,62 

0,69 

0,77 

0,53 

0,93 
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Kromatogram hasil analisa HPLC 

1. Hasil analisa gula reduksi pada sampel hidrolisa AN:TR (0:1) 

 

 Name Retention Time Area % Area 

1 Glukosa 11,130 1728699 91.41 

2  13,407 85241 4.51 

3  14,782 23545 1.25 

4  17,118 38519 2.04 

5  18,945 15136 0.80 

 

2. Hasil analisa gula reduksi pada sampel hidrolisa AN:TR (1:2) 

 

 Name Retention Time Area % Area 

1 Glukosa 11,108 2012099 89.37 

2  13,388 177994 7.91 

3  14,728 15844 0.70 

4  17,062 38927 1.73 

5  18,847 6485 0.29 
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3. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan L. 

acidophilus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan L. brevis 
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5. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan L. casei 

 

6. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan L. 

rhamnosus  
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7. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan LAB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan LCB 
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9. Hasil analisa asam laktat pada sampel fermentasi dengan LRB 
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