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BAB |1
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Per cobaan

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapgkégnambungan agar
tujuan dari penelitian ini dapat tercapai. Peregiitililakukan di laboratorium yang
terdiri dari 3 tahap :

Tahap | : Fermentasi tepung beras dengan menggurekam alfa dan beta
amilase. Glukosa cair yang dihasilkan dianalisissdas, viskositas
dan kadarnya.

Tahap Il : Esterifikasi glukosa cair pada kadatinggi dengan asam lemak jenuh
(fatty acid) menjadi glukosa ester dengan menggunakan katalisa
asam sulfat. Asam lemak jenuh yang digunakan meggpypanjang
rantai atom C yang berbeda.

Tahap Il : Uji hasil glukosa ester meliputi : €igis yaitu densitas, viskositas, dan
uji stabilitas emulsi.

Tahap I, Il dan Il pengolahan data dengan andlisikriptif.

Rancangan percobaan ditunjukkan pada Gambar 3.1.
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Kajian variabel:

Enzim alfa amylase——» <— Suhu
Enzim beta amylase ——» Fermentasi <«— Waktu
Air > <—— Penambahan enzim
Kondisi fermentasi
terbaik l» Tujuan 1
Glukosa
Tahap ||
Kajian variabel :
Asam lemak —— <— Suhu
Asam sulfat ——» oot <«— Waktu
Esterifikasi

<— Jenis asam lemak

Tahap Il

A 4

terbaik

Kondisi esterifikasi

L Tujuan 2

v
Glukosa Ester

v

'

Uji fisis : Densitas, Viskositas

Uji Stabilitas Emulsi

v

»

Tahap Il

P

A 4

Panjang rantai C asam
lemak jenuh optimal

- Tujuan 3

Gambar 3.1 Rancangan Percobaan
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3.2 Rancangan Variabel

Tahap | : Fermentas tepung beras menjadi glukosa

Variabel tetap  : kecepatan pengadukan 400 pemambahan tepung beras 125
g/ 1 liter larutan, tekanan 1 atm.

Variabel berubah : suhu 60 —°8) waktu 16 — 20 jam, penambahan enzim 0,5 —
2,5mL

Tahap |1 : Esterifikasi

Variabel tetap : tekanan 1 atm, kecepatan perkgad400 rpm, ratio : massa
glukosa : massa asam lemak jenuh = 1 : 1, katatissisam
sulfat 98%, pemakaian katalisator 5% dari mass&ogh
perbandingan massa alkohol : asam lemak jenuh.= 1:1

Variabel berubah : suhu 65 —°85 waktu 60 - 100 menit.

3.3 Bahan Pendlitian

Semua bahan kimia yang dipakai dalam penelitiandiperoleh dari pabrik
pembuatannya tanpa pemurnian lebih lanjut. Bah&afbayang digunakan
tersebut terdaftar pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Daftar bahan penelitian.

Kegunaan Bahan Kemurnian ~ Sumber
(%)
Bahan bak Bera:
Aquades
Bahar Enzim o amilast

Enzimp amilase
Enzim Isomeras

Asam stear: Merck
Asam palmitat Merck
Asam laurat Merck
Bahan pelarut Alkohol Merck
Katalis HSO, 98 Merck
esterifikasi
Vico

Minyak kelapa
Minyak goreng
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3.4 Alat Penelitian
Peralatan pada proses esterifikasi adalah labu tejeeyang dilengkapi
dengan pendingin balik, pemanas, pengatur suhu meEngatur kecepatan

pengadukan yang dapat diatur secara otomatis.

Keterangan

Statif

Labu leher tiga
Penangas
Pengaduk motor
Pendingin balik
Termometer
Pemanas
Pengendali suhu
Termokopel

CoNoOoO~wNE

Gambar 3.2 Rangkaian alat penelitian

3.5 Pelaksanaan Penelitian

Bahan baku beras digiling kemudian difermentasigde enzim alfa dan
beta amylase menghasilkan glukosa. Glukosa diékésii reaksi menggunakan
asam lemak jenuh dengan panjang rantai carbonhenhgda (asam stearat, asam

palmitat dan asam) laurat menghasilkan produk afraulgenis glukosa ester.

3.5.1 Pembuatan Glukosa dari Tepung Beras

Proses pembuatan glukosa menggunakan bahan bagungt beras, air,
enzim alfa dan beta amilase, proses ini dilakukamuh. Rancangan percobaan
pembuatan glukosa dilihat pada Tabel 3.2. Hasluk@a dengan kadar tertinggi
pada suhu (T) optimum, waktu (t) optimum, dan pesigak enzim (m) optimum
digunakan sebagai bahan baku pembuatan glukosa este
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Tabel 3.2 Rancangan percobaan pembuatan glukosa.

Run Variabel Analisa Hasil
Suhu fC) Waktu (jam) Pemakaian Kadar Fermentasi
Enzim (mL) glukosa (%) terbaik
1 60,0 16,0 0,5 v
2 65,0 16,0 0,5 v suhu
3 70,0 16,0 0,5 v optimum
4 75,0 16,0 0,5 v (Top)
5 80,0 16,0 0,5 %
6 Topt 16,0 0,5 %
7 Topt 17,0 0,5 \Y waktu
8 Topt 18,0 0,5 Y, optimum
9 Tont 19,0 0,5 v (top)
10 Topt 20,0 0,5 %
11 Topt topt 0,5 Y pemakaian
12 Topt top! 1,0 v enzim
13 Topt topt 1,5 v optimum (m
14 Topi topI 2,0 V opt)
15 Topt topt 2,5 \'%
16 Topt topt Mopt % Hasil terbaik

Kondisi tetap :

Tekanan = 1 atm

Kecepatan pengaduk = 400 rpm

Ratio : 125 gram tepung beras per 1 liter larutan

Percobaanr(n) 1 tepung beras dilarutkan dalam air dengan rh#b6
gram tepung beras per 1 liter larutan dalam ferovéektor fermentasi.
Fermentasi dilakukan pada suhdf@8elama 16 jam dengan penambahan enzim
alfa amilase dan beta amilase 0,5 ml. Glukosa gimagsilkan dianalisa kadarnya,
fermentasi diulangi padeun selanjutnyarnun 2 — 5) pada suhu yang berbeda
yaitu 65C, 70C, 75C, 80C tetapi pada waktu tetap 16 jam dan penambahan
enzim tetap 0,5 ml, sampai didapatkan kadar glukersimggi pada suhu optimum
(Topd-

Percobaanr(n) 6 tepung beras dilarutkan dalam air dengan rh#b6
gram tepung beras per 1 liter larutan dalam ferovéektor fermentasi.
Fermentasi dilakukan pada suhu optimugpfT selama 16 jam dengan
penambahan enzim alfa dan beta amilase 0,5 ml. oGdukyang dihasilkan

dianalisa kadarnya, fermentasi diulangi pada selanjutnyarun 7 — 10) pada
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suhu optimum, waktu berbeda yaitu 17 jam, 18 ja®,jam, 20 jam dan
penambahan enzim tetap 0,5 ml, sampai didapatkdarlglukosa tertinggi pada
suhu optimum dan waktu optimum.

Percobaanr(in) 11 tepung beras dilarutkan dalam air dengan rE2io
gram tepung beras per 1 liter larutan dalam feroréeiktor fermentasi.
Fermentasi dilakukan pada suhu dan waktu optind@mgan penambahan enzim
alfa dan beta amilase 0,5 ml. Glukosa yang dihasilklianalisa kadarnya,
fermentasi diulangi padeun selanjutnya run 12 — 15) pada suhu dan waktu
optimum dengan penambahan enzim berbeda yaitwmli,D5 ml; 2,0 ml; 2,5 mi
sampai didapatkan kadar glukosa tertinggi pada ,sulakt dan penambahan
enzim optimum.

Percobaanr(in) 16 tepung beras dilarutkan dalam air dengan rE2io
gram tepung beras per 1 liter larutan dalam feroréeiktor fermentasi.
Fermentasi dilakukan pada suhu, waktu optimumamdahan enzim alfa dan

beta amilase optimum, sehingga didapatkan glukesgah kadar terbaik.

3.5.2 Pembuatan Glukosa Ester

Proses pembuatan glukosa ester menggunakan bakan glukosa hasil
fermentasi pada kondisi terbaik, asam lemak jerarigdn panjang rantai C yang
berbeda (asam stearat, asam palmitat, asam laetanpl sebagai pelarut asam
lemak jenuh.

Proses ini dilakukan 10 run untuk mendapatkarkagga mono ester
terbaik untuk masing-masing asam lemak jenuh ydigginakan, dengan
variabel berubah : suhu, waktu, jenis asam lemakhedan variabel tetap :
tekanan, kecepatan pengadukan, perbandingan madsasay : asam lemak,
perbandingan massa etanol dan asam lemak, jumtahsktor asam sulfat yang
digunakan. Rancangan percobaan pembuatan glukésa degpat dilihat pada
Tabel 3.3.
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Tabel 3.3 Rancangan percobaan pembuatan glukesa es

Variabe Analisa has
Run Suht WakiL Asam lemak Yield glukosa Esterifikasi
(°C)  (menit este(% wiw) terbaik
1 65 60 Asam lemak jenuh Y,
2 70 60  Asam lemak jenuh v suhu
3 75 60  Asam lemak jenuh v optimum
4 80 60  Asam lemak jenuh v (80°C)
5 85 60  Asam lemak jenuh %
6 80 60  Asam lemak jenuh %
7 80 70  Asam lemak jenuh v waktu
8 80 80  Asam lemak jenuh v optimum
9 80 90  Asam lemak jenuh v (90 menit)
10 80 100 Asam lemak jenuh v
11 8C 9C Asamlemak jenu v Hasil terbail

Kondisi tetap :
Tekanan = 1 atm
Kecepatan pengaduk = 400 rpm
Ratio : massa glukosa : massa asam lemak jenuhl= 1
Katalisator : asam sulfat 98 %, pemakaian 5 % massa glukosa
Perbandingan massa etanol : asam lemak jenuhl=1 :
Percobaan r(n) 1 asam lemak jenuh jenis tertentu (misal : asdearat)
dilarutkan dengan etanol, dimasukkan kedalam lagtila$i bersama glukosa dan
asam sulfat. Esterifikasi pada suhu’®5dan waktu 60 menit, menghasilkan
glukosa ester yang dianalisa kadarnya. Esterifidagangi pada run selanjutnya
(run 2 -5) pada suhu (T) yang berbeda yait8C;0r5°'C, 80°C, 85°C, waktu tetap
60 menit, dengan jenis asam lemak jenuh tetap (adearat) sampai didapat
yield glukosa ester tertinggi pada suhu optimug).T
Percobaanr(in) 6 asam lemak jenuh yang sama (asam stearat)itédar
dengan etanol, dimasukkan kedalam labu distilassamea glukosa dan asam
sulfat. Esterifikasi pada suhu optimumggl dan waktu 60 menit menghasilkan
glukosa ester yang dianalisa kadarnya. Esterifidagangi pada run selanjutnya
(run 7 -10) pada suhu optimum ), waktu (t) berubah yaitu 60, 70, 80, 90, 100
menit dengan jenis asam lemak jenuh tetap (asasnatesampai didapat kadar
glukosa ester tertinggi pada suhu optimurgd Han waktu optimum {§)
Percobaanr(in) 11 asam lemak jenuh yang sama (asam stearat)tdda

dengan etanol, dimasukkan kedalam labu distilassamea glukosa dan asam
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sulfat. Esterifikasi pada suhu optimumy{l dan waktu optimum {§), sehingga
didapat glukosa ester dengan kadar terbaik.
Percobaanr(n) 1 -11 diulang dengan cara yang sama mengguresan

lemak jenuh berbeda, yaitu asam palmitat dan agaratl

3.5.3Uji Stabilitas Emulsifier Glukosa Ester

Uji hasil glukosa ester meliputi : uji fisis darakilitas emulsi dari glukosa
ester hasil penelitian pada kondisi esterifikagbaik berdasarkan panjang rantai
ester asam lemak jenuh yang digunakan. Rancangaujpn seperti ditunjukkan
pada Tabel 3.4.

Tabel 3.4 Rancangan pengujian glukosa ester hasdlpian.

Rur Bahar Uji fisis Uji Stabilitas
Glukosa Ester Emuls
Densita Viskosita:
1 Glukos: mono stearat terkk \Y; Y] \Y;
2 Glukos: mono palmitat terba v v v
3 Glukosamono laurat terba Y \Y; Y

3.5.4 Langkah Kerja
1 Uji blanko

Air dan minyak dicampur dengan volume yang sadiaduk dengan
kecepatan tertentu ditunggu beberapa waktu sangberttuk dua lapisan.
Volume lapisan minyak dan volume lapisan air diukur
2 Uji stabilitas produk emulsifier.

Air dan minyak dicampur dengan volume yang sama ukiam
ditambahkan emulsifier jenis tertentu (glukosa matearat, glukosa mono
palmitat, dan glukosa mono laurat) sebanyak 100, &0 ppm, 900 ppm dan
1300 ppm. Diaduk, ditunggu sehingga terbentuk kigmasan, yaitu lapisan atas
(minyak), lapisan tengah (larutan teremulsi), lapibawah (air).

3. Uji stabilitas produk emulsifier untuk campundan n-hexana.
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3.6 Metoda Analisis.
Analisa glukosa hasil fermentasi meliputi : derssitaiskositas, kadar
glukosa, seperti terlihat pada Tabel 3.5.
Tabel 3.5 Pengujian glukosa cair hasil fermentasi.

Run Variabel Analisa Hasil
Suhu  Waktu Pemakaian Kadar glukosa Densitas Viskositas
(°C) (jam) Enzim (mL) (% wiw) (g/mL) (cp)
1 60,0 16,0 0,5 % % %
2 65,0 16,0 0,5 % v v
3 70,0 16,0 0,5 % v %
4 75,0 16,0 0,5 % % v
5 80,0 16,0 0,5 % % v
6 Topt 16,0 0,5 % % v
7 Topt 17,0 0,5 v % v
8 Topt 19,0 0,5 % % v
9 Topt 19,0 0,5 % % v
10 Topt 20,0 0,5 \; \Y; \Y;
11 Top topt 0,5 % v %
12 Top topt 1,0 v v v
13 Top topt 1,5 % v v
14 Top topt 2,0 v v v
15 Topt topt 2,5 v v v
16 TOpt topt Mopt \'% \' \'

Pengujian glukosa ester yang dihasilkan melipudensitas, viskositas,
dan stabilitas emulsi, seperti terlihat pada er&%.

Tabel 3.6 Pengujian glukosa ester hasil penelitian

Variabe Asam lema Uji fisis Uji stabilitas
Run Emuls
Suht  Waki Densita Viskositas

1 65 60 Asam lemak jenuh % % v

2 70 60  Asam lemak jenuh Y v Y
3 75 60  Asam lemak jenuh v v v
4 80 60  Asam lemak jenuh Vv v v
5 85 60  Asam lemak jenuh v v v
6 Topi 60  Asam lemak jenuh % \% %

7 Topt 70 Asam lemak jenuh \Y; \; \
8 Topi 80  Asam lemak jenuh % Vv Vv
9 Topt 90  Asam lemak jenuh v v %
10 Topt 100 Asam lemak jenuh v \ \
11 Topt tot  Asam lemak jenuh v v v
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Asam lemak jenuh yang digunakan adalah asam stessain palmitat, asam
laurat.

3.7 Analisis Data Per cobaan

Pengolahan data hasil penelitian pada tahap Halh Il menggunakan
metode diskriptif. Penelitian pada tahap | untukngetahui kondisi fermentasi
terbaik dari tepung beras menjadi glukosa, tahapntuk mengetahui kondisi
terbaik esterfikasi glukosa dengan berbagai asamalgenuh menjadi glukosa
ester. Tahap Il uji stabilitas emulsi dari glukosster terbaik hasil penelitian.

asam lemak jenuh yang digunakan untuk penelitian.



