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KATA PENGANTAR

Puji dan slukur penulis panjatkan kehadirat Allah yang Maha Kuasa,

karena atas rahmat dan karunia-Nya penuntun pratikum Teknologi Fermentasi ini

dapat diselesaikan.

Pratikum Teknologi Fermentasi ini merupakan bahagian dari mata kuliah

Teknologi Fermentasi yang diajarkan pada semester VI. Untuk dapat mengikuti

perkuliahan dan pratikum mahasiswa/i telah harus mengikuti mata kuliah

pendukung yang relevan seperti Mikrobiologi Umum, Mikrobiologi Pangan dan

lainnya.

Penunfun pratikum ini menitik beratkan pada proses fermentasi, termasuk

pembuatan produk fermentasi dan pengenalan fermentor. Topik-topik yang

berhubungan dengna prosedur aseptis di laboratotium, isolasi, inokulasi dan

pemeliharaan mikroba tidak dibahas dalam penuntun ini. Topik tersebut sudah

didapatkan mahasiswa pada mata kuliah pendukung yang relevan seperti

Milaobiologi Umum dan Mikrobiologi Pangan.

Proses-proses analisa dari produk fermentasi yang dicobakan dalam

penuntun pratikum ini juga dapat dilakukan oleh mahasiwa/i. Mahasiswa/i yang

mengikuti pratikum ini juga telah harus menyelesaikan mata kuliah Kimia Analitik

maupun Analisis Hasil Pertanian. Diharapakan penuntun pratikum Teknologi

Fermentasi ini dapat melengkapi dan membantu dalam materi yang diberikan

dalam kuliah.

Penuntun pratikum ini masih banyak kekurangannya. Oleh sebab itu,

masukan dan kritikan yang konstruktif diharapkan untuk kesempurnaan dan

kelengkapan dari penuntun pratikum ini.

Padang, Maret 2013

Tim Penyusun
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Tata Tertib Kerja Di Laboratorium Mikrobiologi

Pratikan diwajibkan mengenakan jas labororium yang bersih dan berwarna

terang (putih).

Sebelum dan sesudatr krrjq meja kerja dilap dengan desinfektan kemudian

dikeringkan dengan lap yang bersih.

Sebelum dan sesudah bekerja, tangan dicuci dengan sabun sampai bersih.

Kuku yang panjang harus mendapat perhatian khusus waktu membersihkan

tangan. Pekerjaan ini harus diulangi sebelum dan sesudatr kembali dari

kamar kecil.

Selama berada di laboratorium tidak diperkenankan merokok, makan dan

minum.

Semua mikroba yang terdapat di laboratorium harus diperlakukan sebagai

mikroba patogen, karena itu tangan harus dijauhkan dari mulut, hidung dan

mata.

Biakan mikroba yang tercecer harus segera dibersihkan dengan desinfektan

dan dibuang ke tempat sampah yang disediakan.

Membawa biakan ke luar dan ke dalam laboratorium harus seizin petgas

laboratorium.

8. Buanglah sampah-sampah yang tidak terkontaminasi di tempat yang

disediakan.

9. Bila anda terkontaminasi atau terluka hubungi asisten anda dan petugas

laboratorium.

10. Lup inikulasi dan jarum inokulasi harus disterilkan dengan cara memijarkan

seluruh panjang kawatnya sebelum dan sesudah setiap penggunaan.

1 1. Bila pipet yang sama perlu digunakan lebih dari satu kali, janganlah

langsung meletakannya di atas meja diantara penggun.uul tetapi letakkan

pada penyangga pipet yang telah disediakan.

12. Api pembakar bunsen harus dikecilkan atau dimatikan pada waktu tidak

digunakan.
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13. Sebelum meninggalkan laboratorium, hal-hal berikut hendaknya benar-

benar diperhatikan:

a. Biakan-biakan yang tidak diperlukan lagi, serta alat bekas pakai

harus diletakkan pada tempat yang disediakan.

b. Pipet diletakkan padatempat yang berisi desinfektan.

c. Cawan peti, labu, taburg reaksi dan lainlain yang telah dibersihkan

diletakkan pada tempat yang disediakan.

d. Alalt-alat lain dibersihkan dan diletakkkan pada tempat semula

14. Selesai melakukan pekerjaan dan sebelum meninggalkan ruangan

laboratorium, sambungan listrik ke alat-alat yang tidak digrmakan lagi,

aliran air (kran air), aliran gas, pembakar bunsen, serta lampu spritus harus

dimatikan.



I. KURVA PERTT'MBUHAN

@enentuan Laju Pertumbuhan Spesifik (p) Koefisien Yield (Yls) dan Yp/s)
pada Kultur Batch)

I.1 Pendahuluan

Pertumbuhan mikroorganisme dipengaruhi oleh adanya nutrisi dan faktor

lingkungan. Bahan nutrisi yang digunakan mikroorganisme biasanya berupa

senyawa sederhana yang tersedia secara langsung atau berasal dari senyawa yang

komplek yang kemudian dipecah oleh mikrorganisme menjadi senyawa yang

sederhana melalui proses enzimatik. Bahan nutrisi dalam media ini dapat berupa

cairan atau padatan setengah padat.

Pertumbuhan bakteri pada umumnya ditandai dengan empat fase yang

khas, yakni periode awal yang tampaknya tanpa pertumbuhan (fase lamban atau

lag phase) diikuti oleh suatu periode pertumbuhan yang cepat (fase log),

kemudian mendatar (fase statis atau stationari phase), dan akhimya diikuti oleh

suau penumnan polpulasi sel-sel hidup (fase kennatian atau penurunan). Di antara

setiap fase ini ada suatu periode peralihan yang menunjukkan lamanya waktu

sebelum semwr sel memasuki fase yang baru.

Pada kultur batch, bila suatu medium pertumbuhan diinokulasikan dengan

sel mikrobia maka terjadi perturnbuhan sel yang apabila digambarkan dengan

grafik hubungan antara kadar sel mikrobia, x (mg/l) lawan waktu inkubasi, t (iam)

menunjukkan pola yang tipikal dengan tahapan-tahapan (fase) seperti Gambar 1.

Perbanyakan sel mikrobia berlangsung dengan cara penggandaan, setiap

satu sel menjadi dua sel dalam statu periode waktu yang konstant yang disebut

waktu penggadaan atau 'doubling time" (td). Pada fase perrumbuhan logaritmik

(selanjutnya disebut fase log), kecepatan pertumbuhan sel dinyatakan secara

matematis sebagai berikut :

dx :px
dt

.(1 . 1)
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Gambar l. Kurva pertumbuhan populasi mikrobia

Ket: 1. Fase lag 4. Fase pertumbuhan diperlambat
2. Fase pertumbuhan dipercepat 5. Fase stationer
3. Fase eksponensial (fase logaritmitk) 6. Fase kematian

Integrasi Persamaan l.l menghasilkan persamaan berikut :

ln (xUxo): p t
atau,

ln xt : ln xo + p t .........( 1.2)
dimana:

xo : Kadar sel pada wakfu t:0, mg;/l
xt : Kadar sel pada waktu t, mg/l
tr : laju pertumbuhan spesifik, jam -l

t = waktu inkubasi,jam

Hubungan waktu penggandaan (td) dan laju pertumbuhan spesifik (p) dapat
ditulis,

ln (xt/xo) : lr t
ln(2ll) = lr td

P : 0.693/td ...(1.3)

Pada analisis kinetika pertumbuhan mikrobia selain parameter p di atas,

diperlukan parameter-parameter lain yang berhubungan dengan substrat yang

dikonsumsi dan produk yang dihasilkan berdasarkan reaksi stoikhiomeki yang

terjadi. Hubungan antara pertumbuhan sel mikrobia dan konsumsi substrat
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dinyatakan dengan Yx/s atau growth yeld yang secara matematis ditulis sebagai

berikut ini :

Yx/s : Ax/ As .....(1.4)

A x adalah kenaikan jumlah biomassa sebagai akibat digunakannya

substrat sebanyak As. Pada kebanyakan bakteri dan yeast yang ditumbuhkan pada

glukosa secara aerob mempunyai nilai Yx/s sebesar 0,4 - 0,6.

Pada pembentukan produk yang growth associated analogi dengan

Persamaan 1.4 Dapat dipakai untuk menyatakan hubungan antara banyaknya

produk yang dihasilkan dengan substrat yang dikonsumsi, Y p/s

Yp/s : Ap/ As .(1.5)

A p adalah kenaikan jurrlah produk yang terbentuk sebagai akibat digunakannya

substrat sebanyak As, dan Yp/s disebut koefisien hasil pembentukan produk.

I 2. Kurva pertumbuhan Loctobacillus plantarum/ Lactobacillus bulgaricus

1.2.1Metodologi

A. Bahan dan AIat

Mikroorganisme : Lactobacillus plantarum UA3 (Lactobacillus bulgaricus)

Medium : Medium MRS

Bahan dan Peralatan : 250 mL medium MRS dalam labu Erlenmeyer 500 mL,

kultur murni L. plantarumUA3 (L. bulgaricus), pipet ukur 1 mL steril,

pipet ukur 10 mL steril, spektrofotometri, pereaksi DNS (penentuan

glukosa), sentrifus, larutan NaOH 0.1N, larutan phenol, Buret,

Erlemeyer 100 mL dan lain-lain.

B. Cara Kerja

1. Percobaan dimulai dengan mensentrifugasi 200 mL kultur L. plantorum

(L. bulgaricus), yang berumur l8 jam. Suspensikan pelet yang diperoleh

dengan 100 mL larutan NaCl 0.85% (100 mL supensi sel L. plantarum (L.

bulgaricus), ini dipakai untuk satu golongan).

2. Inokulasikan 12 mL suspensi sel L. plantarum(L. bulgaricus), ke dalam

300 mL medium MRS. Goyang hingga homogen dan segera diambil
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sampel awal sebanyak 20 mL secara aseptis. selanjutrya kulttr
diinkubasikan pada suhu inkubasi 30 oC 

atau suhu ruang (tanpa digoyang).

sampel awal tersebut segera diukur pH dan absorbansinya pada panjang

gelombang 660 nrn, dan setelah itu sisa sampel disentrifugasi pada 3000 g

selama 15 menit. supernatan yang diperoleh dianalisa kandungan glukosa

dan asarn laktatrya Catat hasil pengukurannya.

catatan: apobila supernatan tidakbisa segera dianalisis, sampel disim-

pan dalamfreezer sampai saatruya dilakukan analisis.

Selanjutnya untuk setiap interval waktu tertentu diambil sampel berilutnya

(interval waktu sampling ditentukan berdasarkan kadar glukosa awal) dan

dilakukan pengukuran pH, absorbansi (660 nm), dan aoalisis kadar

glukosa dan asam laktat seperti butir 3. Jangan lupa menghomogenkan

kultur sebelum pengambilan sampel, dengan cara digoyang pelan-pelan-

C. Pengamatan :

l. Kadar biomassa dan glukosa dalam setiap sampel dihitung berdasarkan

kurva standar masing-masing dengan memperhatikan faktor pengecer€ul

yang biomassa dikerjakan. Kadar asam laktat dihitung menggunakan

rumus yang ada (Lampiran).

2. Buat kurva hubungan antara In (kadar biomassa) vs waktu. Berdasarkan

kurva tersebut tentukan laju pertumbuhan spesifrk (pr).

Buat juga kurva produksi biomassa, penggunaim substrat (glukosa) dan

produksi asam laktat dengan melakukan ploting kadar biomassa, kadar
glukosa, dan kadar asam laktat vs waktu.

Hitung doubling time (td) mikrobia tersebut.

I.2.3 Hasil dan Pembahasan

A. Hasil pengamatan

Hasil analisis sampling yang dilakukan ada waktu yang telah ditetapkan

sebagai berikut :

3.

4.

J.

4.

4
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No Waktu sampling
(am ke)

Absoranci
(kadar

biomassa)

Gula
pereduksi

(stL)
Asam laktat (%)

1. 0

) 0.5

J. 1

4. 1.5

5. J

6. 4.5

7. 6

8. 9

9. t2

10- 24

11. 26

Ruat kurva pertumbuhan mikobia yang digunak nL (L. pla*arum /L.
bulgaricus),

p td Yx/s Ypls

l

I



13. Kurra pertumbuhan Aspergillus niger (A. niger)

I.3.1 Metodologi

A. Bahan dan alat

Biakan mikroba yang digunakan adalah A. niger. Bahan baku tepung

sagu, tepung tapioka tepung gaplek (soluble strach). Bahan kimia yang

digunakan adalah PDA, Media Paszcynski et. al. (1982), kertas saring, reagen

asam dinitro salisilat (Dinitro salsilic acidlDNS), Phenol, HzSO+, NaOH, dan

HCI.

Nat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu: autoclve, water bath

shaker, neraca analitik, spektrofometer UV-VIS, tabung reaksi, vortek, pH

meter, inkubator, ovean, mikropipet, beberapa jenis alat gelas seperti Erlenmeyer,

gelas ukur, gelas pialq bunsen, jarum ose, spatula, pipet tetes, petridish, buret,

sentrifuse, labu takar, gelas ukur dan lain-lainya.

B. Cara kerja

Kultur A. niger sebelum dipergunakan disegarkan dalarn PDA. 3,7 gr PDA

dilarutkan dalam 100 ml aquacies, disterilkan. Media PDA dibuat miring pada

tabung reaksi, dan diinokulasi A.niger (ukuran 0.5 x 0.5 cm), diinkubasi

dalam inkubator pada suhu karnar (28-30"C) selama 4 hari.

Isolat A. niger yang diremajakan disuspensikan dalam media pertumbuhan

awal yang sesuai secara terpisah. Satu tabung agar miring A. niger (pekerjaan

No. 1) disuspensikan dengan 5 ml aquades steril. Digerus dan diaduk sehingga

miselium dan spora tersespensi secara sempurna.

Dalam 100 ml medium Paszcynski et. al. (1982) (soluble starchlpati sebagai

substrat) diinokulasikan 5 ml suspensi isolat A. niger, difermentasi selama 7

hari. Dilakukan pengamatan dan sampling setiap 24 jam (termasuk jam ke 12

hari ke ).

1.

2.

J.

I

C. Pengamatan



Kadar biomassa (metode Pond et al. 1990) dan glukosa dalam setiap

sampel dihitung berdasarkan kuma standar masing-masing dengan

memperhatikan faktor pengeceran yang biomassa dikerjakan. Kadar asam

laktat dihitung menggunakan rumus yang ada (Lampiran).

Buat kurva hubungan antara ln (kadar biomassa) vs waktu. Berdasarkan

kurva tersebut tentukan laju pertumbuhan spesifik (p).

Buat juga kurva produksi biomass4 penggunaan substrat (pati) dan

produksi glukosa dengan melakukan ploting kadar biomassa, kadar pati

dan glukosa (total gula)vs waktu.

Hitung doubling time (td) mikrobiatersebut

I.3.2 Hasil dan Pembahasan

A. tlasil pengamatan

Hasil analisis sampling yang dilakukan ada waktu yang telah

sebagai berikut:

- Buat kurva pertumbuhatA. niger

1.

2.

3.

4.

Waktu (hari) Jumlah
Biomassa

Glukosa / (Total
eula) (s1L)

Pati (g/L

0
0.5

1

2
a
J

4
5

6

9
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II. MIIII,TMAN PROBIOTIK

fl.l Pendahuluan

Susu fermentasi adalah produk yang dihasilkan melalui fermentasi bakteri

asam laktat Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus, dengan

atau tanpa penambahan batran lain yaag diizinkan.

Bakteri asam laktat termasuk bakteri yang menghasilkan sejumlah besar

asam laktat sebagai hasil akhir dari metabolisme gula (karbohidrat). Asam laktat

i'ang dihasilkan dengan cara tersebut akan menurunkan nilai pH dari lingkungan

pertumbuhannya dan menimbulkan rasa asam. Ini juga menghambat pertumbuhan

dari beberapa jenis mikroorganisme lain.

II.2 Metodologi

A. Bahan dan Alat

Bahan : Susu kedelai, susu skim, gula pasiq gum xanthan, starter kultur mumi

Lactob acillus bul garicus dan Strepto co c cus thermopilu.s.

AIat : Inkubato4 autoclave.Bunsen, jarum ose, pH meter, lemari pendingin,

timbangan analitik, alat gelas.

B. Cara Kerja

1. Pembuatan Media Agar Miring

- Larutkan PCA dalam 1000 ml aquades

- Didihkan sambil diaduk sampai larut seluruhnya

- Tuang 5 mL ke dalam tabung reaksi

- Sterilkan pada suhu l2L"C selama 15 menit

- Didinginkan dalam posisi miring

- Jika belum digunakan, simpan media pada lemari pendingin (suhu 4'C)

2, Pembuatan Starter

- Susu kedelai di tambahkan susu skim (b/v) 12 o , sukrosa (b/v) 5%, gum

xanthan (b/v) 0,1 o/o ke dalam 100 mL susu kedelai dan setelah itu

dilakukan pasteurisasi pada suhu 80"C selarra 15 menit.
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Susu kedelai yang telah matang dimasukan ke dalam botol kaca yang telah

disterilkan pada suhu 180 "C selama 60 menit, dan susu didinginkan

sampai suhu 37 "C.

Setelah suhu 37 'C, inokulasi masing-masing kultur mu-rni Lactobacillus

bulgaricus don Streptococcus thermophilus pada susu kedelai yang

berbeda sebanyak 2 Yo, tutnp wadah dengan almunium foil yang telah

disemprotkan dengan alkohol kemudian wadah ditutup lagi menggunakan

penutup botol.

Inkubasi starter pada suhu 37 "C selama 24 jam.

Pembuatan Produk

Tmbahkan susu skim S/v) l2Yo, sukrosa 5Y, @/v), gum xanthan (b/v) 0,1

g ke dalam 100 mL susu kedelai.

Campuran dipanaskan pada suhu 800C selama 5 menit kemudian

didinginkan hingga suhu 370C.

Selanjutnya susu kedelai sebanyak 100 mL difermentasi di dalam botol

kaca yang telah disterilisasi kering pada suhu 180"C selama 60 menit

dengan menambahkan starter sebanyak 2 Yo.

Botol ditutup rapat dan difermentasi pada suhu 370C selama 24 jam.

Fermentasi dihentikan dengan meletakan produk minuman fermentasi susu

kedelai pada suhu tC di dalam lemari pendingin.

Pengamatan

Amati Organoletik (warna arom4 penampakan), Viskositas, Derajat

Keasaman, Bakteri Asam laktat awal dan Akhir.

II.3 Hasil dan Pembahasan

A. Hasil Pratikum

Pengamatan Hasil Pengamatan

Warna
Aroma
Penampakan
Viskositas (dPa)

Deraiat Keasaman
Bakteri Asam Laktat Awal
Bakteri Asam Laktat Akhir

3.

C.

13
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III. ETAITOL

IfLl Pendahuluan

Etanol adalah nama kimia dari alkohol dengan nrmus kimia C2H5OH yang

banyak digunakan dalam industri kimia, kosmetika, industri minuman, dan

sebagai bahan pelarut. Berbagai bahan dapat digunakan dalam pembuatan alkohol

secara fennentasi, dan secara umum dibagi menjadi tiga yaitu bahan seperti gulq

tetes atau cairan buatr-buahan, bahan pati dan bahan selulosa. Gula umumnya

dapat dimanfaatkan langsung sebagai sumber karborU sedangkan pati dan selulosa

harus dihidrolisis terlebih dahulu meqladi gula.

Beberapa jenis khamir yang dipakai dalam fermentasi etanol, dan yang

sering digunakan adalah khamir Saccharomyces cereviceoe yar ellipsoides, karena

mampu menghasilkan etanol dalm jumlah yang tinggi pada media yang sesuai

dengan pertumbuhannya. Khamir lain yang dipakai adalah Shizosaccharomyces

sp, Saccharomyces uvorum, Khyveromyces sp.

Tipe dan cirri suatu industri alkohol sangat dipengaruhi pertumbuhan

mikroorganisme yang dipakai dalam fermentasinya. Mikroorganisme yang terpilih

harus mampu menghasilkan etanol yang tinggi, toleran kadar etanol dalam

substrat yang tinggi, mampu hidup pada suhu yang relatif tinggi dan tetap stabil

pada pH rendatr selama fermentasi.

Etanol dalam fermentasi diproduksi oleh khamir melalui metabolisme

glukosa menurut jalw Embden Meyerhoff-Parnas. Secara teoritis setiap molekul

gula akan diubah menjadi 2 molekul ethanol dan 2 molekul CO2 seperti

persulmaan berikut :

CellrzOo 2CzHsOH +2COz

III.2 Metodologi

A. Bahan dan Alat

Bahan : Larutan gula dari ampas sagu (air kelapa dan jambu air), PDA, PDB

(Potato Dextrose Broth). CIH+)zSO+. (Nru)3PO+. pupuk NPK, pupuk

E



.{lat

ZA khamir Saccharomyces cerevicea var ellipsoids dan

Shizosaccharomyces sp

: Oven vakum, autoclave, pH meter, blender, alat-alat gelas, oven,

inkubator, timbangan analitik, fermentor

Cara Kerja

1. Persiapan Bahan Baku

Siapkan ampas sagq kemudian keringkan dengan pengering matahari atau

oven bersuhu 55'C sampai ampas sagu dapat digiling.

Giling ampas sagu menggunakan blender sampai menjadi tepung dengan

ukuran 80 mesh.

Untuk air kelapa dilalarkan pemekatan sampai kadar gula l0%.

2. Pembuatan Sirup Glukosa

Sirup glukosa dapat dibuat dengan metode hidrolisis asam atau

enzimatis (ampas sagu), pemekaan (air kelapa dan juice jambu air)

(telah disiapkan sebelumnya).

3. Persiapan Media

a. Agar miring

- Larutkan sejumlah PDA sambil dipanaskan.

- Tuangkan dalam tabung kemudian sterilisasi pada suhu lzl"C
selama 30 menit.

- Dinginkan sambil dimiringkan sehingga diperoleh agar miring

PDA.

b. Media Inokulum

- Larutkan sejumlah PDB sambil dipanaskna

- Tuangkan dalam labu erlemeyer kemudian sterilisasi pada suhu

121"C selama 30 menit.

- Dinginkan hingga mencapai suhu kamar.

c. Medium Fermentasi

- Siapkan 200 ml sirup glukosa dalam fermentor

- Tambahkan 0,08 g pupuk NPK dan 0,3 g pupukZA

- Atur pH hingga pH mencapai 4,8 menggunakan Ca(OH)2

B.

16
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C.

- Dinginkan hingga mencapai suhu kamar.

4. Proses Produksi

a. Peremajaan Kultur

Biarkan masing-masing kultur pada agar miring PDA.

Inkubasi selama 48 jam, pada kondisi aerobik dan suhu kamar.

b. Pembuatan Inokulum

Biakan media inokulum (PDB) dengan menginokulasikan kultur hasil

biakan pada PDA sebanyak 1-2 ose.

Inkubasikan pada suhu kamar selama 24 jam, dan kondisi aerobik.

5. f,'ermentasi

Inokulasikan sebanyak l0 %(v/v) ke dalam media fermentasi

Fermentasi berlansung anaerobik, karena itu pasangkan pipa plastik pada

labu erlemeyer yang ujungnya dibenamkan ke dalam air.

Lakukan fermentasi selama 3-7 hari hingga siap panen. Sampling setiap 24

jam unfuk mengukur kandungan gula sisa, etanol dan COz.

Tahapan proses produksi selengkapnya dilihat pada Lampiran 3.

Pengamatan

Amati kandungan etanol, kandungan asam, pH akhir, dan kandungan gula

sisa. Lakukan juga pasteurisasi kultur pada suhu 65 "C selama 30 meni!

sehingga mikroorganisme menjadi inaktif.

III.3 Hasil dan Pembahasan

.{. Hasil Pratikum

Buat Kurva Hubungan Kadar Gula Sisa dengan Etanol

Pengamatan Kandungan

Kadar Etanol
Kadar Asam
pH Akhir
Kadar Gula Sisa
Kadar COz
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IV. ASAM SITRAT

f\',1 Pendahuluan

Asam sitrat (asam beta-dehidroksitrikarbalitat, asam dua hidroksi-1,2,3,

propan trikarboksilat) adalah asam organik yang merupakan produk metabolit

primer yang diproduksi dalam siklus Krebs.

Dalam industri pmgm, asam sitrat berfungsi sebagai bahan pemacu rasa,

pemberi rasa asam, antioksidan, dan pengemulsi. Asam sitrat banyak digunakan

dalam industri pangan karena mempunyai kelarutan yang tinggi, rasa asam yang

nenyegarkan, dan sifat tosiksitas yang rendah.

Pembuatan asam sitrat secara komersial kini masih didominasi oleh

.lspergillus niger, dengan keuntungan mudah penangananya, bahan baku yang

nurah dapat digunakan, hasil yang diperoleh tinggi dan konsistensi sehingga

:roses produksi lebih ekonomis.

f\-.2 Metodologi

A. Bahan dan AIat

Bahan : Tetes tebu (konsentrasi berbeda masing-masing kelompak), Aspergillus

niger, KHzPO+. MgSO+.7HzA, FeClt.PDA, tlzs04 25 %

.{Iat : Inkubator suhu ruang, inkubator bergoyang, autoclave, sentrifuse, oven,

pH meter, lemari pendingin, timbangan analitik, alat gelas.

B. Cara Kerja

1. Pemurnian Tetes Tebu

- Encerkan tetes tebu sampai pengenceran 10 x.

- Endapkan selama satu malam.

- Pisahkan kotoran dengan penyaringan.

- Ukurlah kadar gula total dalam tetes tebu.

2. Pembuatan Media

a. Media Agar Miring

- Larutakan 39 g PDA dalam 1000 ml aquades

I

19



Didihkan sambil diaduk sampai larut selunrhnya.

Tuang 5 mL ke dalam tabung reaksi.

Sterilkan pada suhu lzl"C selama l5 menit.

Didinginkan dalam posisi miring.

Jika belum digunakan, simpan media pada lemari pendingin (suhu 4'C).

b. Media Fermentasi

Siapkan media fermentasi dengan komposisi terlihat pada Tabel l.
Larutkan dalam air hingga larut sempurna

Tuangkan dalam labu Erlemeyer atau fermentor

Dinginkan sampai suhu kamar

Tabel 1. Komposisi Media untuk Produksi Asam Sitrat

Komponen Jumlah

Tetes tebu

KHzPOa

MgSO+ THzO

oiH4)2c03

FeCl:

14,zyo

0,014ya

0,1yo

a,2yo

0,5 rhgAiter media

3. Proses Produksi

Inokulasikan kultur murni Aspergillus niger pada media agar miring

Goreskan secara zig-zagpada permukaan agar miring

Inkubasi selama 3 hari pada suhu 28-30'C

Buatlah suspensi spora dengan mencampurkan spora dengan air suling

steril.

Inokulasi suspensi spora sebanyak 4% (v/v) dari volume media (stater)

Inokulasi pada suhu 28-30"C sampai terbentuk miselia yang penuh spora

kultur starter siap digunakan.

Inokulasikan kultur @%)ke dalam media produksi (250 mL).

Inkubasi pada suhu 28-30"C dan dengan kecepatan agitasi 150 rpm selama

6 hari (dalam Erlemeyer 500 mL)

I
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5.

4, Pemanenan

- Masukan larutan hasil fermentasi ke dalam tangki pengendapan untuk

memisahkan miselia.

- Jika miselia tidak mengendap, maka pisahkan penyaringan hingga

diperoleh kultur bebas media.

- Tambahkan larutan kapur sehingga pH menjadi netral, lakukan

pengukuran dengan pH meter.

- Panaskan larutan di atas penanggas air pada suhu 60'C selama 10 menit,

sambil diaduk-aduk.

Saring larutan dengan penyaring vakum.

Residu adalah kalsium sitrat.

Pemurnian

Masukan Ca-Sitrat ke dalam gelas piala.

Tambahkan larutan HzSO+ 25 Yo secaraberlebih.

Panaskan di atas penaggas air pada suhu 55-60'C.

Pisahkan endapan CaSO+ yang terbentuk dari larutan yang mengandung

asam sitrat.

- TambahkaaZYo (b/v) arang aktif ke dalam larutan yang mengandung asam

sitrat.

- Saring dengan penyaring vacuum, sehingga diperoleh larutan jemih.

- Pekatkan dan kristalkan larutan yang terjadi.

- Pisahkan kristal dengan menggunakan sentrifus kemudian keringkan

dengan ovenvacuum.

- Tahap proses pemumian dan pemanenan selanjutnya lihat pada Lampiran.

C. Pengamatan

Amati kadar asam sitrat, rendemen asam sitrat, kadar gula dan derajat

keasamaan.

IV.3 Hasil dan Pembahasan

A. Ilasil Pratikum

I
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V. PIGMEN ANGKAK

\-.1 Pendahuluan

Ada 2 (dua) macam pewarna yang biasa digunakan yaitu pewama alami
::a pewarna sintetis (buatan). Dalam pengggun uumya pewama sintetis lebih
::.rrkai karena memberikan warna yang indah, kestabilan yang tinggi, praktis

'--.a mudah diperoleh- Namun beberapa pewarna buatan menimbulkan efek
r-::sinogenik, sedangkan pewarna alami umumnya tidak.

Ada tiga macam sumber pigmen yang alami yaitu: hewan, fumbuhan dan
:=:-\roorganisme. salah satu sumber pigmen mikroorganisme adalah Monascus
:'/?pureus. Angkak adalah pigmen hasil fermentasi dari Monascus purpureus.

Ada 6 macart pigmen yang dihasitkan oLeh mil<roorganisme tersebut yaitu
*-;noskorubin (merah). rubropuktarin (merah), monaskloflavin (kuning),
:':zka-/lavin (kuning), rubropunktomin (ungga) dan monaskorubramin (unggu).
l::nen utama yang dihasilkan adalah monaskorubramin dan monaskloflavin.

Pigmen angkak mempunyai sifat kelarutan tinggi, warna yang stabil,
: u'iah dicerna dan todak bersifat karsinogenik. Pigmen angkak dapat diproduksi
-...1ra fermentasi padat dan cair, tetapi yang umumnya digunakan fermentasi
:::at. Berbagai bahan bisa digunakan sebagai substrat misalnya beras, jagung,

'-::3rong, tepung tapioka, gaplek, ubi, sagu, terigu, kentang, campuran ongok dan
.-::pas tahu.

\ r \Ietodologi

A. Bahan dan Alat

Bahan : Onggok, beras, tepung gaplek, tepung kedelai, garam fisiologis,

methanol, sitrat, kapang Monascus purpureus

: lnkubator, autoclave, timbangan analitik, alat_alat gelas.rlgt
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E. Cara Kerja

1. Persiapan Kultur

Siapkan biakan murni Monoscus purpureus.

Siapkan agar miring PDA.

Iriokulasikan biakan murni Monascus purpureus ke agar miring.

Inliubasi pada suhu 27-32"C.

Biarkan siap pakai setelah berumur minimal25 hari.

Laliukan askospora maupun konidia yang ada pada permukaan agar

dengan menggunakan lup inokulasi.

Tambahkan pada masing-masing tabung 10 mL larutan garam fisiologis.

Saring suspense yang dihasilkan secara aseptis dengan kertas Whatman

\o,1.

Encerkan suspense kultur sampai dengan volume 25 mL.

2. Persiapan Bahan

a. Penebuatan Larutan penyangga Sulfat (pH 5.8)

Larutan A:21 g CeHsOz. 7 HzO dalam i liter air

Larutan B :29,41 g CoHsOrNa3- 2 H 20 dalam 1 liter air.

Campurkan 11,8 ml larutan A ke dalam 38,2 larutan B.

Kocok dan encerkan hingga voleme 100 mL

b. Persiapan Substrat

Keringkan onggok (beras, tepung gaplek).

Tumbuk dan ayak untuk memisahkan partikel yang besar.

Tentukan kadar karbohidrat awalnya.

Siapkan substrat yang mempunyai perbandingan karbohidrat onggok

(beras, tepung gaplek) dibandingkan jumlah tepung kedeln2 :2.

Basahi substrat dengan larutan sitrat hingga tercapai kadar ai 55a/o.

Siapkan substrat masing-masing 50 g ke dalam labu Erlemeyer.

Sterilkan pada suhu 121 "C selama 30 menit, kemudian dinginkan.

3. Produksi

Inokulasikan 10 mL suspense askospora ke dalam labu

Inkubasi pada suhu 27-32"C

{mati kultur setiap 2han sambil dikocok
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- Fermentasi dihentikan sampai terbentuk warna

C. Pengamatan

Lakukan pengukuran kerapatan optik (OD) warna merah

,::larut&o pigmen, kadar gula pereduksi dan rendemen angkak.

\-. 3 Hasil dan Pembahasan

r- Ilasil pratikum

B. Pembahasan

dan kuning

No Pengamatan Kandungan (hasil)

1. Kerapatan optik

Merah

Kuning

2. Kelarutanpigmen

3. Gula pereduksi

4. Rendemen angkak



YI. FERMENTOR

ll.1 Pendahuluan

wadah untuk berlangsungnya proses-proses fermentasi dikenal dengan
:;-nentor Perkembangan dari fermentor 6dalah wadah yang dikenal dengan
:ioreallor atau reaktor bologis. Bioreaktor dapat dikatakan merupakan pusat

=tiap proses biologis yang diinginkan, karena di dalam bioreaktor tersebut dapat
::ruat kondisi lingkungan yang sesuai sehingga proses biorogis dapat berrangsung
:engan baik.

Berbagai jenis dan rugam dari boreaktor telah dibuat dan diproduksi.
?erkembangan bioreaklor in sangat pesat, terutama bioreaklor-bioreaktor unfuk

'rltivasi cair yang mempunyai perrgaduk seperti stiryed tank reactor. Ditinjau
::ri spektrum struktumya, cakupannya sangat luas pplai dari sederhana sampai
13ng canggih sehingga proses-proses yang berlangsung di dalamnya dapat
::sontrol degan menggunakan komputer.

untuk dapat memproduksi produ-produk yang sesuai dengan tujuan, maka
::prluka instrumen-instrumen baik untuk pengontool jarannya proses maupun
-:srruyen yang berfungsi berjalannya proses dengan baik. perkembangan

':-<rrumen-instrumen ini tentu sejaran dengan perkembangan bioreaktor itu
--eediri' Fungsi-fungsi instrumen yang terdapat dalam bioreaktor ini sangat
:enting sekali untuk mendapatkan produk dengan hasil yang sesuai. Sesuai
:in-qan perkembangan yang ada, instrumen yang semula ridalah sesuafu yang
reJerhana sekarang telah berkembang dan dapat diatur dengan menggunakan
i.ornputer.

Instrumen-instrumen yang terdapat daram bioreaktor banyak ragarnnya.
r-nruk itu, instrumen ini dalam fungsinya dapat kita bagi menjadi: (r) Instrumen
-::tuk pengukur lingkungan fisik, (2) instrumen untuk pengukur lingkungan
:::ria- (3) instmmen yang berfungsi untuk membantu terlaksananya proses
-mentasi dengan baik dan, (4) instrumen-instumen penun-iang rainnya yang
:";:ada di luar bioreaktor.
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tl.2 Metodologi

C AIat

Perlatan yang digunakan 6dalatr seperangkat fermentor type

€l?m)

EYELA

I). Prosedur

Kegiatan ini merupakan suatu bentuk demonhasi dan pengenalan alat

ftrmentor substrat cair (stirred tank reactor). Pada demontrasi fermentor akan

rterralkan dan didiskusikan peralatan (instrumen) yang terdapat dan berhubungan

aEryan fermentor, meliputi :

l. Instumen kontol (fisik dan kimia)

L Insrumen kontol di luar fermentor

3. Insfumen pendukung pada sistem fennentor

L Pengamatan

Setiap pratikan memperhatikan dan mengikuti dernontrasi dengan baik

da serius, sehingga dapat memberikan, mengambarkan dan menjelaskan jenis-

irts intrumen dan peralatan pada fermenter STR pada akhir pratikum. Pratikan

;crlu mencatat hal-hal penting dari peralatan / instrumen yang ada pada

irmentor.

YL3 Hasil dan Pembahasan

l- Hrsit

Hasil pratikum (fermentror rlpe Eyela):

.:-.rumen kontol lingkungan fisik meliputi :
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Lampiran l. Flowchart dan Pemurnian Asam Sitrat

Panaskan pada suhu 60"C
selama 10 menit
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Panaskan padapenangas

air suhu 55- 60"C



Lampiran 2. Flow Chart Tahapan Pembuatan Minuman Probiotik

- Susu skim 12 %

- sukrosa 5 %

- Gum xantahan

0,lYo

Pasteurisasi pada suhu 80' C
selama 5 menit

Dinginkan hingga suhu 37 "C

Kultur murni Lactobocillus bulgaricus /
Str e pt o c o c cu s t h erm ophi I u s

Inkubasi selama l5 jam pada suhu 37 "C dalam

kondisi anaerob fakultatif

Starter Lactobacillus
bulgaricus / Streptococcus

: thermophilus

Susu Kedelai



- Susu skim 12 %

- sukrosa 5 oZ

- Gum xantahan

0.1%

Pasteurisasi pada suhu 80" C

selama 5 menit

Dinginkan hingga suhu 37 'C

Inkubasi selama 15 jampadasuhu 37 "C dalam
kondisi aaaerob fakultatif

Minuman Probiotik
dari Susu Kedelai

Susu Kedelai



Lampiran 3, Flow Chart Tahapan Proses Produksi Etanol

Pengaturan pH=4,8

Kultur PDA
berumur 48 Jam

Inokulasi pasa PDB 24
jarn secara aerobik
pada suhu KamarPasteurisasi 80"C, 5 menit

lnokulasi sebanyak 10 %
(v/v) volume substrat

Fermentasi kondisi
aerobilg pH:4,8 Suhu

kama1, 7 Hari

Pasteurisasi 65"C, 30 menit

[-
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Lampiran 4. Flow Chart Tahapan Pembuatan Pigmen Angkak

Keringkan pada suhu 45'C
selama 1 Hari

Saring dengan saringan 80

mesh

Ambil I g bubuk

Aduk kencang dan

biarkan I Hari

l-



Lampiran 5. Cara perhitungan jumlah koloni dengan metode SPC

Data yang dilaprkan sebagai SPC harus mengikuti peraturan-peraturan

sebagai berikut:

1. Hasil yang dilaporkan hanya terdiri dari dua mgkq yaitu angka pertarna di
depan koma dan angka kedua di belakang koma.

2. Jika semua pengenceran yang dibuat untuk pemupukan menghasilkan angka <
30 koloni pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran terendah

yang dihitung. Hasilnya dilaporkan sebagai < 30 dikalikan dengan besamya

pengencefirn, tetapi jumlah yang sebenarnya harus dicantumkan dalam tanda

kurung.

Jlh koloni per pengenceran
SPC Keteranganl0-' 10'' 10*

16 1 0 3.0 x 10'

(1.6 x 103)

Hitung pengenceran 10'

Faktor pengenceran: Pengenceftur x Jumlah yang ditumbuhkan

Jumtah koloni

: 10-2 x 1.0

: 10-2

: Jumlah koloni per cawan x l/faktor p€ngenceran

: 16 x 1ll0-2

: 1.6 x 103

3. Jika semua pengencerzm yang dibuat untuk pemupukan menghasilkan aggka
>300 koloni pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran tertinggi
yang dihitung. Hasilnya dilaporkan sebagai < 300 dikalikan dengan besarnya

pengenceran, tetapi jumlah yang sebenarnya harus dicantumkan dalam tanda

kurung.

/
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Jlh koloni Der Densenceran
SPC Keterangan10-' 10" 10*

TBUD

TBUD

TBUD

325"

355*

2A

<3.0 x 10o

(3.6 x 106)

<3.0 x 105

(3.3 x 105)

Hitung pengenceran 10*

Hitung pengenceran l0-3

5.

4. Jika cawan dari dua tingkat pengenceran menghasilkan koloni dengan
jumlah antara 30 dan 300, dan perbandingan antara hasil tertinggr dan

terendah dari kedua pengenceftm tersebut lebih kecil atau sama dengan 2,

tentukan rata-rata dari kedua nilai tersebut dengan memperhitungkan
pengencerannya. Dan jika perbandingao antara hasil tertinggr dan terendah

lebih besar dariz,yang dilaporkan hanya hasil pengenceran yang terkecil.

Jika digunakan dua cawan petri (duplo) per pengenceran, data yang diambil
harus dari kedua cawan tersebut, tidak boleh diambil salah satu saja, meskipun
salah satu dari cawan duplo tersebut tidak memenuhi syarat diantara 30 dan

300.

Jlh koloni Der Densenceran
SPC Keterangan10-' l0-' l0*

293"

144*

4l*

32*

4

2

3.5 x 10"

1.4 x 104

Hitung rata-ratanya karena

41000/29300:1.4 (<2)

Hitung pengenceran 1O'2

karena 32000 / I 4000:2.3 (>2)

Jlh koloni per pengenceran

SPC Keterangan10- 10-r 10*

r-*t
[,,,]

42
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2

4

1.5 x 10" Rata-rata dari pengenceran

10-2 karena perbandingan

antara pengenceran 10-2 dan

l0'3 adalah 2.4

4

1

3.1 x 10* Rata-rata dari pengenceran

10-2 dan 10-3 karena

perbandingan antara kedua

sit

290

280

trur 

l
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Lampiran 7. Prosedur Pengamatan/ Analisa

1. Penentuan plf
pH ditentukan dengan menggunakan pH meter (Fisher Accumat model

230 ptU ionmeter) dengan prosedur sebagai berihrt ini :
a pH dihidupkan dan dibiarkan sebentar (30 menit) hingga jarum

menunjukan angka tetap.
{.lkur suhu conto}U samakan xthrl buffer dengan suhu contoh.
Standarkanterlebih dahulu dengan buffer (4 dan 7)pada suhu tersebut.
Bilas alat dengan aquades dan keringkan dengan kapas yang bersih.
IJkur pH sampel (sampel bisa diencerkan dengan aquades dengan
perbandinga l:1), catat pH nya.

2. Penentuan Kadar Glukosa dengan Metoda Dinitrosalisilat @NS)

A. Bahan Kimia

Larutan Asam Dinitrosalisilat,lYo (asarn dinitrosalisilat l0 g, fenol 2 g, natrium
zulfit 0.5 g, natrium hidrosida l0 g, tambah air sampai I liter).
Larutan kalium natrium tarEat (garam Rochelle), 40%.
Larutan glukosa standar (300 mg/L).

B. Pembuatan Kur:va Standar

1. Siapkan 10 tabung reaksi yang bersih dan isilah masing-masing sebagai
berikut (masing-masing dengan 2 ulangan).

No. Tabung 1 ) 3 4 5
Aquadest, ml 3.0 2,5 2,A 1,0 0
Lar. slukosa standard. ml 0 0.5 1.0 2,0 3,0
Kadar elukosa mdl 0 50 100 200 300

Tambahkan ke dalam masing-masing tabung 3 mL reagensia DNS. Tutup
tabung reaksi dengan kelereng.
Panaskan semua tabung bersama-sama dalam penangas air mendidih selama
10 menit.

4. Ambil semua tabung dan dinginkan bersama-sama dalam gelas piala berisi air
dingin.
Tambahkan 1 mL larutan kalium sodium tartrat 4lo/oke dalam masing-masing
tabung, goyang hingga homogen! Biarkan tabung hingga dingin.
Teralah absorbansi masing-masing larutan tersebut dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 575 nm.
Buatlah kurva standard yang menunjukkan hubungan antara absorbansi (Aszs)
dengan kadar glukosa (mdl-).
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C. Penentuan kadar glukosa pada sampel

1. Sampel (suspensi mikrobia) disentrifugasi pada 3.000 x g selama l5 menit.
2. Sampel diencerkan sedemikian sehingga kadar glukosanya kurang daxi 300

mgtL. Catat besarnya faktorpengenceran yang digunakan.
3. Siapkan 2 tabung reaksi yang bersih dan kering. Isilah ing dengan

3 mL larutan sampel dan 3 ml reagensia DNS. Tutup tabung reaksi dengan
kelereng.

4. Panaskan semru tabung bersama-sama dalam penangas air mendidih selama
10 menit.

5. Ambil semua tabung dan dinginkan bersama-sama dalarn gelas piala berisi air
dingin.

6. Tambahkan I mL larutan kalium sodium tarhat 40Yoke dalam masing-masing
tabung, goyang hingga homogen! Biarkan tabung hirrggu di"gm.

7. Teralah absorbansi masing-masing larutan tersebut dengan spekrofotometer
pada paqiang gelombang 575 nm.

8. Apabila absorbansi melebihi 0,7, encerkan dengan aquadest dan teralah
kembali.

9. Hitunglah kadar glukosa dalam larutan sampel berdasarkan kurva standar.
Perhatikan falJor pengencenrn yang digunakan.

3. Penetuan Kadar Asam Laktat dengan Metoda Titrasi

A. Reagensia:

- Larutan NaOH 0,1 N standar
- Larutan phenolphthalein (PP)
- Aquadest

B, Peralatan:

- Erlenmeyer 250 rnI-
- Pipet volume 5 mL
- Gelas ukur/ pipet 10 mL
- Buret

C. Penentuan kadar asam laktat pada sampel

1. Sampel disentrifugasi pada 3000 x g selama 15 menit turtuk memisahkan
biomasanya.

2. Ambil 5 mL supernatan dan masukkan ke dalam Erlenmeyer 25A ml.
Tambahkan 10 mL aquadest dan beberapa tetes larutan PP sebagai indikator.

3. Titrasi sampel menggunakan larutan NaOH 0,1 N sampai larutan merah
muda.

4. Tentukan kadar asam laktat dalam sampel dengan menggunakan rumus
berikut.



ml NaOH x N NaOH x BMasa,nuaut
Kadar asam laktat: x 100%

Volume sampel

4. Penentuan Kadar Pati (metode lod; AOAC 1995)

Hidrolisat terdiri dari komponen gula sederhana dan molekul pati.
Berdasarkan komponen hidrolisat dengan panjang rantai di bawah 12 unit glukosa
tidak memberikan warna bila bereaksi dengan senyawa iod. Komponen pati
dalam hidrolisat akan berwarna unggu merah-biru bila bereaksi dengan senyawa
iod. Intesitas warna biru akan berbeda tergantung dari kadar pati dalam hidrolisat.

Cara Kerja:

Pembuatan kurva standard dengan menggunakan soluble starch pada
kisaran 0.01 - 0.1%. Di pipet maing-masing I mL ke dalam tabung reaksi dan
dipanaskan hingga suhu 80 oC (pati menjadi laruQ setelah didinginkan ditam-
batrkan 0.1 mL larutan iod (0.2 g iod dan 2 g KI dalam 100 mL air), kemudian
ditambahkan aquades masing-masing 2 mL. Selanjutnya pengukuran intesitas
warnanya menggunakan spellrofotometer dengan panjang gelombang 610 nm.

Pada penetapan contoh, diambil I mL contoh hasil proses hidrolisis
(sampel disaring dengan kertas saring terlebih dahulu) lalu ditambahkan dengan
larutan iod 0.1 mL kemudian ditarnbahkan aquades 3 mL. Pengukuran intensitas
warnanya menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 610 nm.
Data yang diperoleh diplotkan pada kurva standard.

5. Penentuan Total Gula (Fenot-H2SO4) @ubois et al.l956\

- Pembuatan kurva standar

1. Pipet 2 mL larutan glukosa standar yang mengandung 0, 10, 20, 30,40 dan 60
pg glucos4 masing-masing dimasukan ke dalam tabung reaksi.

2. Tambahkan 1 mL larutan fenol 5Yo, kocok.

3. Tambahkan dengan cepat 5 mL larutan asam sulfat pekat dengan cara
menuangkan secara tegak lurus ke permukaan larutan.

4. Biarkan selama 10 menit, kocok lalu tempatkan dalam penangas air selama 15

menit.

Ukur absorbansinya pada 490 nm untuk heksosa dan 480 nm untuk pentosa
dan asam uronat.

Buat kurva standar.

5.

6.
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- Penetapatan sampel

1. Untuk menetapkan total gula sampel harus berupa cairan yang jernih (saring
jika ada endapan). Sarrpel (hidrolisat ampas sagu) dipersiapkan dengan
metoda penjernihan safnpel menggunakan Pb acetat. Cairan sampel yang akan
dianalisa dijemihkan dengan Pb acetat t/rbasa"kelebihan Pb acetat dinetralkan
NaCOr \Yo, sampel didiamkan/diendapkan semalam sehingga pengotor
mengendap. Cairan jemih dari sampel diambil dan dianalisa total gulanya.

2. Lakukan penetapan sampel seperti pada pembuatan kurva standar kemudian
tentukan total gula sampel (dinyatakan sebagai % glukosa).

6. Pengukuran Biomasa (Pons et al.l990)

Sebanyak 1.5 mL sampel dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang
telah diketahui berat awalnya, setelah itu sampel disentrifugasi pada kecepatan
13000 rpm selama 5 menit. Kemudian dilakukan pernisahan antara supematan
dengan biomassanya. Tabung eppendorf yang telah berisi biomassa dimasukkan
akuades steril sebanyak 1.5 mL kemudian dilalcukan sentrifugasi kembali.
Pemisahan xttara akuades dan biomassa dilakukan, selanjutnya tabung ependorf
yang berisi biomassa dikeringkan pada suhu 50 oC selama 24 jam. Berat kering
biomassa adalah berat tabung yalg berisi biomassa yang telah dikeringkan
dikurangi dengan berat awal, menurut perhitungan berikut:

Berat biomassa kering (g)

Berat sel kering (g/L) :

Vol sampel (L)

7. Penentuan Total Asam

Mula-mula buet diisi dengan NaOH 0,1N perlahan-lahan sehingga tidak
ada gelembtmg didalanmya Kemudian contoh ditimbang dalam Erlemeyer
sebanyak 10 ml kemudian dihancurkan. Masukan ke dalam labu ukur 250 ml
ditambahkan aquades sampai tanda batas kemudian saring. Filtrat diambil
sebanyak 100 mL masukan dalam erlemeyer kemudian ditambahkan 3 tetes
indikator fenolflatein I % sebagai indikator. Contoh selanjutnya dititrasi dengan
NaOH 0,1 N sambil digoyang sampai dengan terbentuk warna merah muda stabil.
Pemakaian titer dicatat-

oZ asam laktat: mL. NaOH x N NaOH x 90 x 100

gr sampel x 1000

AO



8. Visikositas dengan Rion Viscotester VT-04

Rangkaian alat visikotester sesuai dengan petuqjuk. Pasang rotor pada cup
dan bahan yang dimasukan didalamnyahingga selunrh permukaan rotorterendam.
Digunakan rotor yang pahng besar dengan skala terkecil. Pastikan visikotester
terhubung dengan aliran listrik. Selar$utnya tekan tombol on, rotor akan berputar,
pastikan pula rotor tidak terlalu dekat dengan dinding cup sehingga
dapat mempenganrhi gerak rotor, baca skala yang ditunjukan oleh jamm, apabila
skala tidak terbaca (arn kelura dari skala) maka rotor diganti dengan skala yang
lebih besar. Satuan yang digunakan adalah dPas.

9. Penetuan Total Padatan

Timbang 5 g sarnpel dan masukan kedalam cawan aluminium yang telah
dibersihkan, dikeringkan d?n ditentukan beratnya Ruang pengering atau oven
dipanaskan pada suhu 105oC selama 30 menit sampai strhu tetap. Setelah itq
masukan bahan kedalam oven. Setelah 60 menit bahan dikeluarkan dari oven dan
didinginkan dalam desikator, kemudian timbang dan catat hasilnya. Pengovenan
dan penimbzngan dilakukan tiap 60 menit sampai beratnya tetap.

Perhitungan: Total padatan = LxlX}%o.B
A: berat sampel akhir (g), B: berat sampel awal (g)

10. Kadar Serat Kasar

Serat kasar merupakan residu dari bahan makanan atau hasil pertanian
setelah diperlakukan dengan asam atau alkali mendidih terdiri dari selulosa
dengan sedikit lignin dan pentose. Prosedtp analisa sebagai berikut :

a Sampel yang telah diekstraksi lemaknya dimasukan ke dalarn erlemeyer
500 ml. Ditambahkan 0,5 g asbes yang telah dipijarkan dan 3 tetes anti
foam agent.

b. Tambahkan 200 ml HzSO+ 0,255 N, ditutup dengan pendingin balik
kemudian refluk selama 30 menit sambil sekali-kali digoyang.

c. Sampel disaring dengan kertas saring, residu yang tertinggal dierlemeyer
dicuci dengan air menididih dan saring kembali. Cuci residu pada kertas
saring sampai air cucian tidak bersifat asam lagi (uji lakmus).

d. Pindahkan secara kuantitatif residu pada kertas saring ke dalam erlemeyer
kembali- Selanjutnya sisanya dicuci dengan 200 ml NaOH 0,313 N sampai
residu masuk dalam erlemeyer.
Refluk selama 30 menit sambil kadang-kadang digoyang.
Saring kembali dengan kertas saring yang diketahui beratnya dan telah
dikeringkan dalam oven, sambil dicuci dengan KzSOI 10%
Cuci lagi residu dengan air mendidih, kemudian alcohol 95%
Keringkan kertas saring dalam oven pada suhu 110"C sampai berat
konstan (kira-kira 2 jarn)

i. Dinginkan dalam desikator dan timbang. Berat residu sama dengan berat
serat kasar.

e.

f.

o

h.
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11. Kerapatan Optik Warna Merah dan Kuuing Pigmen Augkak

Ambil satu sendok teh produk fermentasi
Keringkan dalam oven pada suhu 45 "C selama satu hari
Tumbuk dan ayak dengan saringan 80 mesh
Ambil I g bubuh ekstrak pigmen yang ada dengan penambahan methanol
pa
Kocok kuat-kuat kemudian diamkan selama I hari
Saring filnat yang terbentuk dengan kertas whafinanno.l
Isikan filtat hasil penyaringan ke dalam hnet pyrex berdiameter I cm,
ukur kerapatan optic dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
500 nm dan 390 nnu Jika tidak terbaca, lakukan pengencemn.

Rendemen Angkak
Ambil sejumlah sambel (misalnya A gram), kemudian dikeringkan
Lakukan prosedur penenfiran kerapatan optik.
Keringkan sisa contoh yang tidak terekstrak, kemudian timbang (missal B
s)
Rendemen (%o):A - B xl00 Yo

A

13. Penentuan Kelarutan Pigmen Angkak

Pengukuran penentuan kelarutan pigmen angkak sama seperti prosedur
penentuan kerapatan optic. Sebagai bahan pengekstrak dugunakan air, etanol,
klorofrom dan methanol. Hasil pengukuran diukur dalam satuan u6rsgansi

14. Penentuan Asam Sitrat (Metode Piridin-Asetat Anhidrat)

a- Masukan I mL contoh yang mengandung21-2}} mg asam sitrat
b. Tambahkan 21 mL piridin kemudian kocok dengan vortex hingga rata
c. Tambatrkan 5 mL asetat-anhidrat, kemudian kocok sampai merata dengan

vortex.
d. Tempatkan dalam penanggas air bersuhu 32"C atau pada udara terbuka

dengan srthu22-29"C.

l.

Lalcukan pembacaan intensitas warna dengan spektrofotometer pada
paqiang gelombang 410 nm
Buat kurva standar dengan membuat larutan asam sitrat konsentrasi 25-
240 mglml
Perlakuan pengukuran standar sama dengan contoh
Buat blanko dengan perlakuan yang sama. Gunakan air sebagai pengganti
contoh
Kadar asam sitrat diduga dengan menggunakan kurva standar.

15. Rendemen Asam Sitrat

Rendemen Asam sitrat dihitung berdasarkan ratio jumlah asam sitrat
(grarn) dibagi volume kultur dikali 100%.
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16. Penenfuan Kadar Etanol

Penentuan kadar etanol dilakukan secara tidak langsung dengan penetapan
Berat jenis hasil destilata contoh.

a. Pipet 25 mL contoh dan masukan dalam botol penyulingan sarnbil diukur
suhunya.

b. Tambahkan air destilata dengan volume yang sama.
c. Lakukan penyulingan, dan penyulingan dihentikan jika diperolehhasil

kurang lebih 23 mL.
d. Masukkan destilataini ke dalam piknometer2l mL.
e. Tepatkan hingga tanda tera dengan penambahan air destilata, kemudian

tutuplah.
f. Keringkan dinding piknometer kemudian timbang. Setelah selesai cuci

piknometer dengan aseton.
g. Keringkan dan biarkan sampai pada suhu kamar, kemudian timbang botol

piknometer kosong.
h. Tentukan pula bobot 25 mL air destilata.
i. Hitung bobot jenis destilata dengan runus berikut :

A_D-P--\ ffi
Dimana:
A : Berat Jenis Destilata
D : Berat piknometer yang berisi destilat pada suhu t 'C
P : Berat piknometer kosong pada suhu t "C
W : Berat piknometer yang berisi air destilata pada suhu t "C
Kadar etanol ditentukan dengan pertolongan tabel hubungan antara bobot

jenis dan kadar etanol berbagai suhu.

17. Rendemen Etanol

Rendemen etanol (%b,r.) dihitung berdasarkan rumus berikut ini :

Rendemen: Kadar Etanol x volume filtrat x 0.789 x 100 %
Berat Bahan Baku Kering

18. Enzim Glukoamilase (metode Pandey et ol. 1994, diacu dalam
Sunaryanto 2003)

Aktivitas enzim glukoamilase ditentukan dengan menggunakan substrat
soluble starch. Filtrat er:r;im hasil ekstraksi diencerkan dengan buffer Na-asetat

6H 4.5-4.6) dengan faklor pengeceran (FP) beberapa kali. Sebanyak 2 mL
soluble starch 2 Yo sebagu substrat (Vsb) dicampur 0.25 mL larutan contoh (Vc).
Kemudian di inkubasi selama 20 menit pada suhu 60 oC. Setelah inkubasi
dilakukan pemanasan dengan air mendidih selama 5 menit. Hal yang sama
dilakukan untuk kontrol, dimana larutan sampel dipanaskanididihkan terlebih
dahulu sebelum dicampur substrat. Selanjutnya diukur gula pereduksinya (Cgr)
(glukosa yang dibebaskan dari pati) dengan metode DNS.
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Satu unit didefenisikan sebagai banyalcnya pmol glukosa yang terbentuk
oleh aktivitas enzim per menit pada kondisi percobaan.
Perhitungan aktivitas glukoamilase:

Cgrx (Vc + Vsb) x FP
A

Dimana: A =
cgr :
BM:
t-
Vc:
Vsb =
Fp:

BMx t xVc
aktivitas glukoamilase ( U/mL)
Konsentrasi gula pereduksi dalam sampel (mdl)
Berat molekul glukosa (180 g/mol)
Waktu inkubasi subshat dengan sampel (menit)
Volume larutan contoh (mL)
Volume larutan substrat (soluble starch) (nrL)
Faktor pengenceftrn
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