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ABSTRAK

Campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu dapaunakan sebagai
alternatif media fermentasi yang murah untuk mesgkan asam laktat
dengan menggunakan jamur Rhizopus oryzae. Rhizopymae memiliki
kemampuan melakukan proses sakarifikasi dan feasentsecara
berkesinambungan (SSF, Simultaneous Saccharificagiod Fermentation)
dalam satu tahap. Tujuan penelitian ini adalah melajari karakteristik dari
tepung tapioka dan limbah cair tahu sebagai mddmnentasi asam laktat
oleh jamur Rhizopus oryzae, mempelajari pengarukioraC/N dan laju
pengadukan terhadap pertumbuhan biomassa dan psodakam laktat,
menentukan parameter kinetika fermentasi asam tiglaiéu laju pertumbuhan
spesifik (i), laju pertumbuhan spesifik maksimury), (fletapan kejenuhan
substrat (K), konstanta penggunaan substrag){kperolehan/yield biomassa
terhadap substrat @9 dan perolehan/yield produk terhadap substrat4Y
menentukan konsentrasi amilum dan laju pengadukg@timam untuk
pertumbuhan biomassa dan produksi asam laktat.arésrmentasi dilakukan
secara batch dalam erlemeyer 250 ml dengan voluediarproduksi 100 ml.
Media produksi kemudian diinokulasi dengan 7 rokidum, dan ditempatkan
dalam Incubator shaker dengan suhu’@OpH + 6, dan waktu fermentasi 72
jam. Dari percobaan tersebut diperoleh profil, parater kinetika dan rasio
C/N dan laju pengadukan relatif optimum. Selaindtiakukan pula penelitian
dengan rancangan percobaan? Zull factorial composite design dan
pengolahan data dengan Response Surface Methodsk unendapatkan
pengaruh dan kondisi optimum konsentrasi amilum dgo pengadukan
terhadap konsentrasi biomassa dan asam laktat.|Hb@sielitian menunjukkan
bahwa limbah cair tahu memiliki kandungan nitroggang mencukupi untuk
pembentukan asam laktat yaitu 5 g/l, kandungandarelatif sedikit yaitu 1,1
g/l, sehingga harus dilakukan penambahan unsur € slamber lain. Rasio
C/N relatif optimum dan laju pengadukan relatif iopim untuk pertumbuhan
biomassa dan pembentukan asam laktat adalah 2,d&)2.50 rpm, § adalah
0,046 janT, Ks adalah 4,324 g/l ,4tertinggi adalah 0,031 jarh Yxstertinggi
adalah 0,182 dan pfstertinggi adalah 0,415. Konsentrasi biomassa nakisn
adalah 6 g/l diperoleh pada konsentrasi amilum 4Bdan laju pengadukan
176 rpm. Konsentrasi asam laktat maksimum adal@b &/I diperoleh pada
konsentrasi amilum 40 g/l dan laju pengadukan 1389.r

Kata kunci: tepung tapioka, limbah cair tahu, Rhizopus oryzeam laktat.
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ABSTRACT

Compounding of tapioca flour and tofu liquid wasta be used an alternative
medium fermentation which is cheap to produce daatid by using Rhizopus
oryzae fungus. Rhizopus oryzae has ability to sus@ccharification process
and fermentation (SSF, Simultaneous Saccharifinaiod Fermentation) in
single stage. The objectives of research were Btgdthe characteristic of
tapioca flour and tofu liquid waste as medium aftila acid production by
Rhizopus oryzae fungus, investigating effect of 1@t an agitation speed on
biomass growth and lactic acid production, detenimgnkinetic parameters of
lactic acid fermentation i.e. specific growth rdte), maximum specific growth
rate (L), Ssubstrate saturation constant JKsubstrate consumption constant
(ks), yield of biomass to substratex(y and yield of product to substrateq(y,
analyzing optimum amylum concentration and optimagitation speed for
biomass growth and lactic acid production. The i@etcid fermentation was
done in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 100findl volume of medium
production. Furthermore medium production was ifated with 7 ml of seed
culture. It was put in incubator shaker with tengtere of 30°C, pH of + 6 for
72 hours. From that experiment several data wasdoe. profile, parameter
of kinetic, optimum relative of C/N ratio and agiten speed. Besides, this
research used a®2ull factorial composite design and data processing
Response Surface Methods to obtain effect and opticondition of amylum
concentration and agitation speed on biomass amtidaacid concentration.
The results showed that tofu liquid waste has g#&ro content which is
sufficient to produce lactic acid of 5 g/l, andeatively low carbon content of
1.1 g/l. That needed additional C element from i0fweirce. Optimum relative
of C/N ratio and agitation speed for biomass grovatihd lactic acid production
was 2.4-3.2 and 150 rpm respectively, was 0.046 Hr Ks was 4.324 g/l ,
maximum kwas 0,031 ht, maximum Y;s was 0.182 and maximunpywas
0.415. Maximum biomass concentration was 6 g/lmylam concentration of
43 g/l and agitation speed of 176 rpm. Maximumitaatid concentration was
8.26 g/l at amylum concentration of 40 g/l and aty@n speed of 139 rpm.

Keywords tapioca flour, tofu liquid waste, Rhizopus oryZaetic acid.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang Masalah

Asam laktat merupakan asam organik multifungsi ygrgensial
diproduksi dalam skala besar. Pertama kali dipredskcara komersial oleh
Charles E. Avery di Littleton, Massachusett, USAdgatahun 1881.
Perdagangan global asam laktat dantate (termasuk polimer) mencapai
100.000 ton per tahun dan menunjukkan tingkat pgstthan hampir 15%. 70
% dari total asam laktat yang diperdagangkan digamalalam makanan dan
pengolahan makanan sebagai pengatur pH, bahaawendan agent buffer
[Jin Bo, et al, 2005]. Asam laktat selain digunakan sebagai madengawet
makanan juga merupakan bahan bakfeedstock industri polimer
biodegradable oxygenated chemicals pengatur pertumbuhan tanaman, dan
pelarut yang ramah lingkungan. Salah satu terapang yaling menjanjikan
dari asam laktat adalah sebagai bahan baku peambB&at#A foly lactic acid
yang bersifatbiodegradable danbiocompatiblesebagai alternatif pengganti
plastik non-biodegradableyang dihasilkan dari minyak bumi, batu bara atau
gas alam (Jin Bet al, 2005; J. M Domingueet al, 1999; Efremenko Et al,
2006).

Asam laktat di alam berada dalam dua bentuk opiskather yaituD(-)
lactic aciddanL(+) lactic acid. D(-) lactic acid merupakan isomer yang bisa
meracuni manusia sedangKaft) lactic acid adalah isomer yang dipilih untuk
makanan dan industri farmasi, karena tubuh manhaiaya menghasilkan
enzimL-lactate dehydrogenasésomerL(+) lactic acid juga merupakan bahan
baku pembuatan PLA (Jin B al, 2005; J. M Domingueet al, 1999).
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Asam laktat telah diproduksi secara komersial ldgkigan proses
sintesa kimia atau fermentasi bakterial. 70 — 88%malaktat dunia diproduksi
secara fermentasi bakterial sisanya diperoleh rgaesmtesa kimia dari
hidrolisis lactonitrile.  Produksi asam laktat secara sintetisa kimialwsela
menghasilkan campuran dua isomer, sedangkan priesesentasi akan
menghasilkan asam laktat yang berisi salah satmes@tau campuran dua
isomer dengan perbandingan yang berbeda, tergaptastg mikroorganisma,
substrat dan kondisi pertumbuhan. Keunggulan progermentasi
dibandingkan sintesa kimia adalah dapat menghasskéu jenis isomer asam
laktat yaituL (+) lactid acid yang sesuai untuk bahan baku pembuatan PLA
(poly lactic acid. Selain itu fermentasi asam laktat menggunakdrarmdnaku
yang murah seperti whey, molasgarch gula tebu dan bit, serta material lain
yang kaya akan karbohidrat (Jin Bbal, 2005).

Fermentasi asam laktat oleh bakteri telah banyaiendbangkan.
Bakteri Lactobacillus delbreuckiimerupakan bakteri homofermentatif yang
mampu menghasilkan asam laktat dalam jumlah culegarb Keterbatasan
fermentasi bakterial adalah tingginya biaya untuletneatment hidrolisis
substrat menjadi glukosa, penambahan nutrient fdpegiperti yeast ekstrak
dan vitamin-B, pengaturan pH selama proses ferrmentatuk menjaga
pertumbuhan bakteri, recovery dan purifikasi ataittat pada proses hilir [Jin
Bo et al,2005]. Penambahan yeast ekstrak 15% pada kubkotobacillus
delbreuckiimenghasilkan perolehan asam laktat tertinggi (Busad Mat HB,
2005).

Jamur Rhizopus oryzaemerupakan spesies yang potensial untuk
menghasilkan asam laktat. Fermentasi asam laktagatle menggunakan
Rhizopuslebih menguntungkan karena dapat menekan biayak uptoses

pretreatment bahan baku dan penyediaan kompor@gerit kompleks seperti
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yeast ekstrak. Rhizopus memiliki sifat amylolytic karena itu mampu
menghasilkan asam laktat dari berbagai matesaaicharidic seperti tepung
kentang tanpa prosesacharifikasiterlebih dahulu (J. M Domingueet al,
1999).

Rhizopusnemiliki ketahanan cukup tinggi terhadap konsensalstrat
dibandingkan jenis bakteri. Konsentrasi glukosaefidi 50 g/l pada kultur
bakteri akan menurunkan pertumbuhan karena terjpdhghambatan
pertumbuhan oleh substrat (dehidrasi sel). Konasntglukosa yang lebih
tinggi (di atas 200 g/l) dapat ditoleransi olehi rdagn jamur (Shuler and Kargi,
1992). Konsentrasi gula yang tinggi diharapkan akemghasilkan perolehan
asam laktat yang tinggi pula.

Gula dan tepung digunakan secara luas sebagai suati®n untuk
media produksi asam laktat secara komersial. Bardaghan baku dari jenis
tepung-tepungan seperti gandum, jagung, kentamghwsm dan singkong telah
banyak diteliti sebagai bahan baku sumber karbong ypotensial untuk
produksi asam laktat. Tepung singkong (tapioka)umpakan tepung yang
paling murah harganya (sekitar 32-64 US$/ton) dibagkan jenis tepung yang
lain (Ghofar Abdulet al., 2005). Sehingga penggunaan tepung tapioka sebagai
sumber C diharapkan dapat menekan biaya produdasi kktat.

Limbah cair tahu berasal dari kedelai yang sudahagiak sehingga
protein limbah cair tahu mempunyai nilai biologang lebih tinggi dari pada
biji kedelai itu sendiri . Bahan-bahan organik yaeglapat dalam limbah cair
tahu adalah protein (40-60%), karbohidrat (25-5@#) lemak (10%). Selain
itu dari beberapa hasil penelitian, limbah pengatatahu memiliki kadar
BOD sekitar 5000-10.000 mg/l dan COD 7000-12.00@ mgomponen nutrisi

yang lengkap dari limbah cair tahu terutama kandargroteinnya diharapkan
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sesuai sebagai sumber N dan mineral untuk medraefgasi asam laktat
(Ghofar Abdulet al, 2005; Yuwoncet al, 2008).

Campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu ddigahakan sebagai
alternatif media fermentasi yang cukup murah umhghghasilkan asam laktat
dengan menggunakan jamRhizopus oryzaeSelain itu pemanfaatan limbah
cair tahu tersebut sebagai sumber protein danratliakan mengurangi tingkat
pencemaran lingkungan.

Jin Bo et al. (2005) melakukan penelitian produksi asam laktat
menggunakan jamurhizopus dari limbah industri makanan berbahan baku
kentang, jagung, tepung gandum dan nenas sebagha rpduksi dengan
konsentrasi 15 — 30 g/l starch atau gula. Hasiefggn menunjukkan bahwa
R. arrhizus 36017 memiliki kemampuan menghidrolisa starch dan
menghasilkan asam laktat (0,94-0,97 g/g starchydelteh tinggi dibandingkan
R. oryzae2062 (0,65-0,76 g/g starch/gula). Sebalikiaoryzaememiliki
kemampuan membentuk biomassa (17-19 g biomasseb)h I tinggi
dibandingkanR. arrhizus36017 (4-5 g biomassa/l). Laju pembentukan asam
laktat dan biomassa tertinggi diperoleh dari megiiaduksi limbah nenas,
kemudian jagung, gandum dan kentang. Penambahdna2hmonium sulfat,
yeast ekstrak atau peptone mestimulasi dan mertkegka88-15 % perolehan
asam laktat dan 10-20% pembentukan biomassa jamur.

J.M Dominguezet al. (1999) mempelajari pengaruh aerasi, konsentrasi
inokulum, pH dan penambahan kalsium karbonat padaentasi asam laktat
oleh R. oryzaedalam media sintetis dengan substrat glukosa. liRane
dilakukan dalam erlemeyer teradukshéker flask Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pengadukan akan menghasilkanamkpellet miselia
yang seragam (diameter 1-2 mm). Konsentrasi sparal anenentukan

peningkatan konsentrasi inokulum, konsentrasi akektat dan mengurangi
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waktu fermentasi. Produktivitas volumetrik tertingglalah 1,13 g asam laktat/
l.jam diperoleh pada erasi yang rendah yaitu padiagmdingan volume
medium kultur terhadap volume erlemeyer 200/500asgieyang rendah akan
meningkatkan produksi asam laktat, sedangkan aetegiggi akan

meningkatkan pembentukan spora. Penambahan kalsawbonat secara
bertahap akan mencegah penurunan pH selama pevsentasi. Penambahan
5% kalsium karbonat diawal proses fermentasi dans8gélah 24, 36, 48 dan
60 jam menghasilkan produktivitas volumetrik teggn yaitu 1,13 g asam

laktat/ |.jam.

Hua Li Pinget al. (2005) melakukan pengkajian fermentasi asam laktat
dengan menggunakan jamRBr oryzaedan R. arrhizusdengan media limbah
industri pengolahan kentang dalam reaktor batbhaKer flask Hasil penelitian
menunjukkan bahwa fermentasi dengan konsentrashstaendekati 20 g/l, pH
6,0 dan suhu 3C merupakan kondisi yang mendukung untuk proses
sakarifikasi starch dan fermentasi asam laktatgderperolehan asam laktat
0,87-0,97 g/g starch bersamaan dengan pembentukamagsa 1,5-2,0 g/l
selama proses fermentasi 36 j&hizopus arrhizusemiliki kemampuan lebih
tinggi memproduksi asam laktat, sedangk&mizopus oryzaememiliki
kemampuan lebih tinggi dalam membentuk biomassa paddisi operasi yang
sama.

Oda Yuji et al. (2002) menguji kemampuan tiga puluh delapan strain
dari jamurRhizopus oryzadalam menghasilkan asam laktat pada media bubur
kentang dalam reaktor batcthéker flask Hasil penelitian menunjukkaasam
laktat, asam fumarat dan etanol akan terbentuk atermggrbandingan yang
berbeda-beda untuk setiap strain yang diuji. Jurtdaimggi L(+) asam laktat
(10mg/g material segar) diperoleh setelah proseseigtasi selama 6 hari oleh
jamurRhizopus oryzad-O 4707.
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Tay Abdullatif et al. (2002) melakukan fermentasi asam laktat
menggunakan jamuRhizopus oryzaalengan sumber karbon glukosa dan
tepung jagung dalam reaktor batch berdugtating Fibrous Bed Bioeztor
(RFB), miselia diimmobilisasi pada kain katun. Hamnelitian menunjukkan
bahwa pH 6 dan 90% DO (konsentrasi oksigen tejlandrupakan kondisi
optimum. Perolehan asam laktat dan produktivitaggii yaitu 90% (w/w) dan
2,5 g/l.jam (467 g/jam.f) untuk substrat glukosa dengan fermentasi baikh. J
digunakan tepung jagung sebagai substrat, perolakam laktat mendekati
100% (w/w) dan produktivitas 1,65 g/l.jam (300 gAJar). Konsentrasi asam
laktat tertinggi untuk fermentasi batch adalah 1@T. Fermentasi sel
terimobilisasi dalam RFB menghasilkan cairan ferragnyang bebas sel dan
memberikan beberapa keuntungan dibandingkan feasierkonvensional.
Tanpa proses immobilisasi miselia tumbuh disemtila dalam fermentor dan
menyebabkan masalah khusus dalam pengendalianores&hingga akan
menurunkan produktivitas asam laktat.

Hartono Liesbetiniet al. (2005) melakukan kajian tentang fermentasi
asam laktat menggunakan janRinizopus oryzadengan media hidrolisat pati
dilakukan dalam reaktor batckh@ker flask Hasil penelitian menunjukkan
laju pertumbuhan spesifikhizopus oryzasebesar 0,15/ jam dan perolehan
asam laktat tertinggi 12,44 g/l. pada jam ke 72nfemtasi asam laktat oleh
Rhizopus oryzaegada labu kocok dengan substrat yang sama padarkoasi
gula total 12,14 dan 16% dengan sumber nitrogena@mum sulfat dan urea.
Media dengan konsentrasi gula total 14% dan sumiiespgen ammonium
sulfat dengan waktu fermentasi 7 hari menghasilganpertumbuhan spesifik

0,686/hari dan perolehan asam laktat sebesar 186,13

Ruengruglikit Cet al. (2002) melakukan fermentasi asam laktat oleh

Rhizopus oryzaelengan media tongkol jagung dalam reaktor bdsttaker
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flask) Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentra§i@atongkol jagung
dan Rapidase Pomaliq sangat mempengaruhi prodsésn éaktat. Di bawah
kondisi optimal (0,2 g/100 ml CaG® g/100 ml tongkol jagung dan 0,2 ml/
100 ml Rapidase Pomaliq), perolehan asam laktatieleti 310 g/ kg tongkol
jagung kering setelah 48 jam waktu fermentasi.

Purwoko Tjahyadet al. (2004) melakukan penelitian fermentasi asam
laktat oleh jamurRhizopus oryzaelalam reaktor batchsljaker flask Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pembentukan biomasse mtoduksi asam
laktat maksimum diperoleh pada media yang ditaméahkCaCQ.
Produktivitas asam laktat dan efisiensinya adaB&B2 g/l dan 25,81% untuk
penambahan CaGQli awal proses fermentasi dan 36,73 g/l dan 32,paéa
media yang ditambahkan 5% Cag$@telah proses fermentasi satu hari.

Koide Mitchiteru et al. (2002) melakukan fermentasi asam laktat oleh
jamur Rhizopus oryza@ada media sintetis dengan penambahan karbon aktif
dalam batch airlift fermentor). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
produktivitas asam laktat dalamirlift fermentor akan meningkat dengan
penambahan 5 kgfnkarbon aktif selama proses fermentasi. Karbonf akti
lignite menyebabkan pembentukan pellet-pelet kagskeliaRhizopus oryzae
dan meningkatkan produktivitas dari 0,824 kyfftanpa penambahan karbon
aktif) menjadi 1,37 kg/th Lebih jauh lagi produktivitas meningkat hingga7,
kg/m® dengan penambahan karbon aktif 20 Kg/mamun penambahan karbon
aktif lebih dari itu menjadi tidak efektif.

Ghofar Abdulet al. (2005) melakukan penelitian fermentasi asam laktat
oleh bakteriStreptococcus bovipada media fermentasi bubur ubi kayu dan
limbah cair tahu dalam reaktor batch. Hasil peiagelimenunjukkan bahwa
konsentrasi asam laktat yang diperoleh dari meaidyksi bubur ubi kayu dan

limbah cair tahu hanya 75% dari konsentrasi as&matlgang diperoleh media
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sintetik standar. Laju pertumbuhan spesifik darmaltgield media produksi
bubur ubi kayu dan limbah cair tahu berkisar anfdda— 1/3 dan antara 1/5 —
1/4.

1.2 Identifikasi Masalah

Penelitian fermentasi asam laktat oleh janRlrizopus oryzadelah
dilakukan dalam media produksi berupa limbah caidustri pengolahan
makanan berbahan baku kentang, jagung, gandumetas.nLimbah industri
tersebut ternyata sangat potensial jika digunaleragai media fermentasi
asam laktat oleh jamuRhizopus oryzaelndustri pengolahan makanan di
Indonesia , seperti industri pembuatan tahu cudamp/ak jumlahnya. Limbah
cair tahu diperkirakan memiliki komposisi nutrienang cukup untuk
mendukung proses fermentasi asam laktat. Sejauhbehim ditemukan
penelitian yang memanfaatkan limbah cair tahu s@Ebagedia produksi
fermentasi asam laktat oleh janRinizopus oryzaeehingga penelitian ini akan
difokuskan pada masalah tersebut.

Pengaruh berbagai variabel proses seperti pH, wakitoentasi, aerasi
dan pengadukan , suhu, konsentrasi inokulum, dasddrasi substrat awal
pada fermentasi asam laktat oleh jarRinizopus oryzagelah dipelajari oleh
peneliti terdahulu. Pengaruh variabel proses tetsdipelajari dalam media
sintetik. Penelitian ini akan mempelajari pengakamsentrasi substrat awal
dan laju pengadukan terhadap proses fermentasi adskfiet oleh jamur
Rhizopus oryzapada media produksi campuran tepung tapioka dael cair
tahu.

Performance(unjuk kerja) proses fermentasi dipelajari mel&inietika
pertumbuhan biomassa, penggunaan substrat dan perkde produk,

dituangkan dalam bentuk parameter kinetika. Nilarameter kinetika ini
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spesifik untuk jenis mikroorganisma, substrat ydigginakan dan produk yang
dihasilkan. Kinetika proses fermentasi asam lasdalh jamurRhizopus oryzae
telah dipelajari dalam media sintetik dan medimbkh cair industri
pengolahan makanan berbahan baku kentang, jagandugn dan nenas. Saat
ini belum ditemukan data parameter kinetika asadtateoleh jamumRhizopus
oryzaedalam media fermentasi limbah cair tahu, sehimqgzelitian ini akan

membahas masalah tersebut.

1.3 Perumusan Masalah

Limbah cair tahu memiliki kadar nitrogen yang cukimggi, namun
kandungan karbonnya rendah. Sehingga sumber kanbams ditambahkan
untuk mengimbangi dan memaksimalkan penggunaaageitr dalam limbah
cair tahu untuk pertumbuhan biomassa dan produksimalaktat yang
maksimal. Sumber karbon yang ditambahkan berbergtsechiamilum yang
berharga murah dan mudah diperoleh. Tepung yangilikiekniteria tersebut
adalah tepung tapioka. Rasio C/N yang optimum ufgukentasi asam laktat
oleh jamurRhizopus oryzaadalah 3.5 - 5 (Jin Bet al, 2005). Variasi rasio
C/IN yang akan dilakukan pada penelitian ini adalad; 2,4; 3,2 dan 4,
sehingga perbandingan antara berat tepung tapokadap volume limbah cair
tahu adalah 20, 30, 40 dan 50 g/l . Variabel ydibgat tetap adalah waktu
fermentasi, umur dan volume inokulum, pH, suhetbpndingan volume
media fermentasi terhadap volume reaktor, pengadulkean jumlah CaC®
yang ditambahkan.

Laju pengadukan berkaitan erat dengan aerasi darsfér oksigen
dalam media fermentasi. Berbagai jurnal penelitimengusulkan laju
pengadukan untuk fermentasi asam laktat pada rd5@e200 rpm.Variasi laju

pengadukan yang digunakan adalah 100, 150, 20@%&mpm. Variabel yang
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dibuat tetap adalah waktu fermentasi, umur daonaelinokulum, pH, suhu,
perbandingan volume media fermentasi terhadap wwlusaktor, jumlah
CaCQ yang ditambahkan dan rasio C/N optimum yang diparpada tahap
penelitian sebelumnya.

Penelitian ini akan mempelajari pengaruh dan komgismum variabel
proses rasio C/N dan laju pengadukan terhadap pfesmentasi asam laktat
melalui profil, parameter kinetika dan optimasi gam Response Surface
Methods

1.4Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mempelajari karakteristik dari tepung tapioka dambiah cair tahu
sebagai media fermentasi asam laktat oleh j&hizopus oryzae.

2. Mempelajari pengaruh rasio C/N dan laju pengadukerhadap
pertumbuhan biomassa dan produksi asam laktat.

3. Menentukan parameter kinetika proses fermentasn deltat yaitu laju
pertumbuhan spesifik (1), laju pertumbuhan spesiigksimum (),
tetapan kejenuhan substrat)idan konstanta penggunaan substrgt (k
perolehan/yield biomassa terhadap substrajs]Y¥lan perolehan/yield
produk terhadap substrat{Y.

4. Menentukan konsentrasi amilum dan laju pengadukdimam untuk

pertumbuhan biomassa dan produksi asam laktat.

1.5Manfaat Penelitian
Penelitian inimemberikan manfaat teoritik dan aplikatif berupa :
1. Data parameter kinetika fermentasi asam laktat &bizopus oryzae

dalam media produksi campuran tepung tapioka dabalh cair tahu
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yang dapat digunakan untuk perancangan prosesreddtor skala
besar.

. Penggunaan campuran tepung tapioka dan limbah tehir akan
mengurangi biaya produksi asam laktat dalam skalasiri.

. Pemanfaatan limbah cair tahu akan mengurangi pereem
lingkungan.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Asam Laktat

Asam laktat 2-hydroxypropanoic acidpdalah asam hidroksi organik
yang tersebar secara luas di alam. Asam laktat ketimgkat keasaman yang
sederhana dibandingkan bahan pengasam makanandayangsa dan baunya
tidak tajam dan dinyatakan sebagai bahan pengsameg aman (GRAS,
generally regarded as sgf@len FDA di US (Vickroy, 1985). Karakteristik
tersebut menyebabkan asam laktat sesuai untuganetkan susu, daging,
telur dan makanan laut. Industri makanan ternak ggemakan ammonium
laktat sebagai supplement nitrogen karena terbekih baik dibandingkan

dengan sumber nitrogen non-protein lain (J.M Domézgt al, 2005).

2.1.1 Aplikasi dan penggunaan asam laktat

Asam laktat diperdagangkan dalam berbagai kualftaade) yang
berbeda yaituechnical, food dan pharmaceuticgtades Konsentrasi asam
laktat biasanya berkisar antara 50 — 88%. Kualtean laktat semakin tinggi
jika kadar pengotor seperti gula, logam, kloridafad dan abu semakin kecil.
Asam laktat yang dihasilkan dari proses fermentaswarna kuning dan
biasanya mengandung residu dari gula dan sumbegeit. Sifat korosif dari
larutan asam laktat diatasi dengan mengkonversn dsltat ke dalam bentuk
garamnya sepertialcium lactatgVickroy, 1985).

Garam kalsium dari asam laktat diproduksi dalantidegranular atau
serbuk powde). Calsium lactaterihydrate, sebagai sumber kalsium diet dan
zat pembeku darah pada kasus pendarahan dan pdmbedalsium lactate

digunakan sebagai bahan penolong industri antibidéin berfungsi sebagai
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buffer pada sediaan farmasi. Pladtikdegradableberbahan baku asam laktat
digunakan sebagai benang bedahtyres yang tidak perlu diambil kembali.
Selain itu sedang dikembangkan pliadegradable implanantuk patah tulang
dan luka-lukaCalsium lactatedipergunakan pula di dalam pembuabaking
powder(Vickroy, 1985).

Asam laktat dalam bentuk esterstgaroyl-2-lactylates, glyceryl
lactostearate, glyceryl lactopalmitgteligunakan sebagai bahan pengemulsi
makanan yang dipanggang pada industri roti danultiskhtuk mendapatkan
tekstur yang lembut. Bahan pengemulsi tersebut memkan bahan baku
asam laktat yang stabil terhadap panas (Naray20éd).

Asam laktat sebagian besar digunakan sebagai liahdrah makanan.
Asam laktat digunakan sebagai bahan perisa asanan@aak memiliki rasa
asam yang sederhana, bau dan rasanya tidak tajambiKasi asam laktat
dengan asam propionat atau asam asetat digunadédaagas bahan pengawet.
Harga asam laktat lebih mahal dibandingkan perssamamakanan yang lain
seperti asam sitrat, asam asetat, asam fosfags#am propionate, namun asam
laktat dipilih karena tidak mempengaruhi rasa dali makanan. Asam laktat
digunakan pada pengolahan bahan pangan yang diasikkju, cake, saus
salad, minuman ringan, salami, selai dan jelly Kvby, 1985).

Asam laktat dengan kualitaschnical gradesligunakan oleh industri
pembuatarcellophanesebagai pengontrol pH pada proses pelapisanAitam
laktat dapat direaksikan dengan alkohol dan asdmagseplasticizerspada
pembuatan polyester dan resin phenol-formaldeAghm laktat digunakan
pada industri karet, logam dan tekstil. Pada imdystnyamakan kulit asam
laktat telah banyak digunakan sebagai penggantn asdfat dan asam formiat.
Asam laktat juga dipakai pada industri pestisidarbisida dan fungisida
(Vickroy, 1985).
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2.1.2 Sifat kimiawi asam laktat

Asam laktat pertama diisolasi dari susu asam oldted8e pada tahun
1780. (Narayanan, 2004). Asam laktat merupakan dsatnoksilat dengan
rumus molekul gHgO3 (CH3CHOH.COOH). Asam laktat memiliki gugus
hidroksil berdekatan dengan gugus asam karbokskitjngga membentuk
sebuahalpha hydroxyl acid/AHA).. Asam laktat memiliki tiga karbon asam
organik, satu atom karbon merupakan bagian dameasau grup karboksil,
atom karbon lain merupakan bagian dari grup meétgu hidrokarbon, dan
atom karbon yang di pusat memiliki sebuah gugushalk Asam laktat dalam
larutan dapat melepaskan sebuah proton dari gusm®,amenghasilkan ion
lactate CH3(OH)COGO- (Narayanan, 2004).

Asam laktat merupakan asarhiral ( asam asimetris) yang memiliki
dua isomer optikal yaitl(+)-lactic acid dan D(-)-lactic acid Hanya asam
laktat jenisL(+)-lactic acid ( sarcolactic acid, paralactic ad) ditemukan
dalam tubuh manusialL(+)-lactic acid dan D(-)-lactic acid ditemukan di
hampir semua sistem biologis (Jin Bbal, 2005). Kedua bentuk isomer asam

laktat tersebut ditunjukkan pada Gambar 2.1.

HO COOH

\C/ HO \ C / COOH
H / \ CH; CH; / \ H

L (+) Lactic Acid D (-) Lactic Acid

Gambar 2.1 Dua jenis isomer optikal asam laktat (Neayanan, 2004)
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Asam laktat dengan tingkat kemurnian tinggi dapamipentuk kristal
beningmonoclinic. Asam laktat larut dalam air , alkohol, eter tagak larut
dalam khloroform. Asam laktat termasuk asam lemah demiliki sifat
volatilitas yang rendah. Asam laktat dapat membewirclic dimer (lactide)
atau polimer linier dengan rumus kimia umum H[OCHCO), OH. Asam
laktat dapat bereaksi seperti asam organik laiaikettkohol organik dan dapat

terlibat pada berbagai tipe reaksi kimia (Vickr2985).

2.1.3 Proses produksi asam laktat

Asam laktat dapat diproduksi dengan dua cara gaitara sintesa kimia
dan fermentasi karbohidrat. Bahan baku untuk prgsesguksi asam laktat
secara sintesa kimia adalkttonitrile. Hydrogen cyanidealireaksikan dengan
acetaldehydeakan menghasilkatactonitrile. Reaksi ini terjadi pada fasa cair
pada tekanan atmosfir yang cukup tindgictonitrile mentah yang dihasilkan
dipisahkan dan dimurnikan dengan proses distikesnudian dihidrolisa oleh
HCI atau HSO, pekat sehingga diperoleh asam laktat.dan garamoamm.
Asam laktat damqmethanol kemudian diesterifikasi menjadnethyl lactate
kemudian dipisahkan dan dimurnikan dengan prosetiagi. Methyl lactate
dihidrolisa oleh air dalam kondisi asam sehingdaasiikan asam laktat dan
methanol Proses sintesa kimia menghasilkan campuran dogeisasam laktat.
Dua perusahaan besar yaitu Musashino, Japan ddimg@hemicals Inc. USA
menggunakan teknologi tersebut. Berbagai metodiessinkimia lain yang
menghasilkan asam laktat adalah penguraian gulgadekatalis, oksidasi
propylene glycql reaksi antaracetaldehyde, carbon monoxidan air pada
suhu dan tekanan tinggi, ddmdrolisis chloropropionic acid (Narayanan,
2004).
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Asam laktat dihasilkan pula dari proses fermendasigan bahan baku
gula atau amilum. Jenis mikroorganisma yang mesitifam asam laktat
adalah golongan bakteri dan jamur. Secara umunkieaistik industri yang
menggunakan mikroorganisma sebagai agen perubdhhakiemampuan dan
kecepatan mengfermentasi bahan baku yang murahamlepgnambahan
komponen nitrogen serendah mungkin. Mikroorganisareg dipilih memiliki
kriteria mampu menghasilkan asam laktat denganlglean yang tinggi, pada
kondisi pH yang rendah dan temperatur yang tingginghasilkan sejumlah

kecil massa dan produk samping lain (Vickroy, 1985)

2.2 Fermentasi Asam Laktat

Fermentasi asam laktat telah banyak dipelajari pleteliti terdahulu
dengan menggunakan berbagai jenis mikroorganisamber karbon, sumber
nitrogen, dan kondisi operasi ( pH, suhu, voluma Kansentrasi inokulum).
Jenis mikroorganisme yang menghasilkan asam lakidalah bakteri
(Lactobacillus, StreptococcutanPediococcus)dan jamur Rhizopus)

Jenis bakteri penghasil asam laktat dapat digbi@mm sebagai
homofermentative lactic acid bacterigarena pada proses metabolismenya
mampu menghasilkan asam laktat dalam jumlah beshdan sedikit produk
samping, melaluEmbden-Meyerhof pathwayrhizopusdigolongkan sebagai
heterofermentative lactic aci®el Rhizopusdapat menghasilkan 1,5 mol asam
laktat dari 1 mol glukosa dalam kondisi aerobik d&anya diubah menjadi
miselia, glycerol, fumarate atau etanol [Skory, 2000]. Jalur metabolisme
homofermentative lactic acid dan heterofermentalaetic aciddisajikan pada
Gambar 2.2.

107



CH,OH
0
H H
H
OH H
HO OH
H OH
Glucose
2ADFR,
2NAD' HH'\ Embden-Meyerhof
2aTR, | [ Potway
2ZNADH
Y
?DDH
C=0
I
CH,
2 pyruvate
2ZNADH
Lactate
P dehydrogenase
COOH
|
CHOH
|
CH,
2 lactate

(@)

NAD(P)H

H
i H
io OH H o
H OH
Glucose
COOH

H—C— OH
HO—C—H
I
H—C—OH
I

H—C— OH

CH,0(®

6-phospho-
gluconate
NAD(P)"

ATP ADP
Mg™
Hexokinase

H OH
Glucose 6=
phosphate
NAD(R): Glucose 6-
phosphate
NAD(P)H dehydrogenase
CH,O(E)

H,0 H
i o o
Lactonase  onoH H

H OH
6-phosphoglucono-
&-lactone

6-phospho-

gluconate

dehydroganase

co;

GH,OH
I
C=0

H—C— OH

H—C— OH
CH,O(P)
Ribulose

5-phosphate

CH,OH
C=0
I
HO—C—H

Ribulose
rhosphate- H—C— OH
3-epimerase 1

CH,0(P)
Xylulose 5-
phosphate

Phospho-

TPP
Mg’ ketolase
CH, CH, GHO
| ATP ADP |
COOH c=o0 H—C— OH
Acetate Acetokinase ! | .
: o—(® CH.0(F)
Aceatyl- Glyceraldehyde
CoASH phosphate 3-phosphate
CH,
(':___ & P Phosphate A?F'J-NAD Embden-
] acetyl P Meayarhof
S — CoA transferase i 4 . NADH reactions
Acetyl-CoA ’ r ATE
NADH / ’
Aldehyde " f ?ODH
. dehydrogenase 1
NAD veren ! ' c=0
CoASH ) 1 |
CH, ‘\ \ GH,
| 3 ~ Pyruvate
CHO X 2
Acetaldehyde ~ HNADH Lactate
NADH Alcohol o " dehydrogenase
dehydrogenase NAD
NAD™ ?OOM
¢Ha CHOH
CH.OH éH
Ethanaol Lactate

(b)

Gambar 2.2 Jalur metabolismehomofermentative lactic aci(a)
dan heterofermentative lactic ac (b) (Bailey and Ollis, 1987
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2.2.1 Jenis mikroorganisma
Mikroorganisma dapat digolongkan berdasarkan sunmhgrisi dan

sumber energi yang digunakannya :

» Mikrobaautotroph yaitu jenis mikroba yang mensintesa semua struktu
kimia kompleks dalam selnya ( protein, lemak, kartmat, vitamin,
dinding sel, asam nukleat dll) dari karbondioksiiaatmosfir atau
senyawa karbonat dan beberapa senyawa inorganédtheath seperti
ammonium sulfate, magnesium sulfate, ferric chigrighpotassium
phosphate dan sodium chloridglikroba autotroph dapat dibagi lagi
berdasarkan kemampuannya menggunakan sumber elergiahaya
(phototroph$ dan dari reaksi kimiechemotrophs

» Mikroba heterotroph yaitu jenis mikroba yang menggunakan senyawa
organik baik sebagai sumber energi atau materi ntkgaintuk
mensintesa komponen-komponen sel.

« Lithotroph adalah jenis mikroba yang menggunakan karbon iaks
sebagai satu-satunya sumber karbon dan memperwedi eari cahaya
(photolithotroph)atau dari oksidasi substrat orgaghemolithotroph).
Organothroph adalah mikroba yang memilih substrat organik yang
mudah teroksidasi dan menggunakan energi cahayauk unt
mengasimilasi karbondioksida atau senyawa organik
(photoorganotroph atau mengoksidasi/fermentasi senyawa organik
(chemmoorganotrophuntuk tumbuh. Jenis mikroba yang berperan
penting dalam industri fermentasi seperti ragi,yaatauactynomycetes
kebanyakan berasal dari golongahemmoorganotrophGreasham,
1993).
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Fermentasi asam laktat oleh bakteri telah banyddendbangkan.
Bakteri Lactobacillus delbreuckiimerupakan bakteri homofermentatif yang
mampu menghasilkan asam laktat dalam jumlah culegarb Keterbatasan
fermentasi bakterial adalah tingginya biaya untuletneatment hidrolisis
substrat menjadi glukosa, penambahan nutrient fdpesiperti yeast ekstrak
dan vitamin-B, pengaturan pH selama proses fermmentatuk menjaga
pertumbuhan bakteri, recovery dan purifikasi atalittat pada proses hilir (Jin
Bo et al, 2005). Penambahan yeast ekstrak 15% pada kudtctobacillus
delbreuckiimenghasilkan perolehan asam laktat tertinggi (Busad Mat HB,
2005).

Rhizopus oryzae termasuk dalam kelompok mikroba
chemmoorganotroph.Genus Rhizopus diklasifikasikan di bawah famili
Mucoraceae ordoMucoralesdan phylumRhizopus oryzadBentuk koloni dan

struktur multiselulaRhizopus oryzaditunjukkan oleh Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Bentuk koloni dan struktur multiselular Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzaditemukan pada permukaan sayuran yang membusuk,
buah-buahan dan bijinya, biji-bijian dan roti bema. GenusRhizopus
memiliki stolon dan rhizoid yang berpigmersporangiosphoresingle atau
berkelompok dihasilkan oleimodes yang terdapat diujung rhizoid. Koloni

Rhizopus oryzaeepat sekali tumbuh dan menutupi permukaan agdatpa
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dengan struktur seperti kapas, awalnya berwarna gatudian menjadi abu-
abu atau kekuningan.

Jamur Rhizopus oryzaemerupakan spesies yang potensial untuk
menghasilkan asam laktat. Fermentasi asam laktagatle menggunakan
Rhizopuslebih menguntungkan karena dapat menekan biayak uptoses
pretreatment bahan baku dan penyediaan kompor@gerit kompleks seperti
yeast ekstrak. Rhizopus memiliki sifat amylolytic karena itu mampu
menghasilkan asam laktat dari berbagai matesaalcharidic seperti tepung
kentang tanpa prosesacharifikasiterlebih dahulu (J.M Domingueet al,
1999).

Rhizopugnemiliki ketahanan cukup tinggi terhadap konsensalstrat
dibandingkan jenis bakteri. Konsentrasi glukosaefidi 50 g/l pada kultur
bakteri akan menurunkan pertumbuhan karena terjpdhghambatan
pertumbuhan oleh substrat (dehidrasi sel). Konasntglukosa yang lebih
tinggi (di atas 200 g/l) dapat ditoleransi olehi rdagn jamur (Shuler and Kargi,
1992).

Rhizopus oryzaenemiliki kemampuan melakukan proses sakarifikasi
dan fermentasi secara berkesinambun@®F( Simultaneous Saccharification
and Fermentation dalam satu tahap. Jamur tersebut memiliki kapasit
metabolik dan kemampuan enzimatik yang tinggi umhgmanfaatkan sumber
karbon dalam bentuk polisakarida (pati) untuk mesgkan asam laktat,
sehingga faktor penghambatan oleh substrat dapainddri. Selain
menghasilkan asam laktat, dalam media kultivasgysaima juga dihasilkan
biomassaRhizopus oryzagrang memiliki kandungan protein cukup tinggi
berkisar 40-45%Rhizopus arrhizu86017 mampu merombak 20 — 40 g/l gula
total menjadi asam laktat dengan laju konvstarchdan gula 84-95% dan 93-

97%. Rhizopus oryza2062 menunjukkan kemampuan menghasilkan biomassa
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15-20 g/l bersamaan dengan produksi asam lakbetsae 20 g/l . Sehingga
produksi asam laktat dapat digabungkan dengan ksodaiomassa jamur
dengan bahan baku yang saRhizopus oryzaBlRRL 395 menghasilkan asam
laktat 60-80 g/l yang diperoleh selama 3 hari dafarmentasi batch dengan
yield 65-78% (J.M Domingueet al, 1999).

2.2.2 Media fermentasi

Berbagai media fermentasi telah dikembangkan untekghasilkan
formulasi media fermentasi yang tepat untuk suaiasgs fermentasi dengan
mikroorganisma tertentu. Formulasi media fermargkala kecil relatif lebih
mudah dilakukan dengan penggunaan senyawa-senyawva. Namun hal
tersebut tidak cocok untuk media fermentasi skasab (media produksi).
Formula media fermentasi yang tepat tidak akanuldikasikan tetapi
dijadikan asset perusahaan yang berharga, Bebkrdagaa pemilihan media

fermentasi adalah sebagai berikut :

* Menghasilkan perolehan/yield biomassa dan produig y@aksimum
per gram substrat yang digunakan.

* Menghasilkan konsentrasi biomassa dan produk yaakgimum.

* Menghasilkan kecepatan pembentukan produk yangimaks

* Menghasilkan perolehan/yield yang minimum untukdorto yang tidak
diinginkan.

e Murah, memiliki kualitas yang berkesinambungan dtrsedia
sepanjang tahun.

 Mudah dalam penanganan selama proses, terutamia pegadukan,
aerasi, ekstraksi, purifikasi dan penanganan lim&tanbury and
Whitaker, 1984).
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Media fermentasi harus mengandung komponen-kompoyemng
diperlukan untuk pertumbuhan sel, pembentukan roétattan menyediakan
energi yang cukup untuk biosintesa dan pemeliharasel. Nutrisi yang

diperlukan oleh mikroorganisma diklasifikasikan agéi berikut :

« Macronutrient,diperlukan dalam konsentrasi lebih besar dafi ¥0 C,
N, S,P, Md? dan K termasulkmacronutrien.

« Micronutrient, diperlukan dalam konsentrasi kurang darf' M. Trace
element seperti M8, zZn'?, Cu? Mn*? Fe? Cd? Nd', vitamin,

hormon pertumbuhan danetabolic precursotermasukmicronutrient

Persamaan stokiometri yang menggambarkan penggumnadmsi untuk
pertumbuhan biomassa dan pembentukan sel adalapasdi@rikut :

Sumber C + sumber-N + mineral + & biomassa + produk + GG- H,0 +
AH

Panduan awal untuk menyusun formula suatu mediamefgtasi adalah
berdasarkan komposisi unsur-unsur penyusun sultkiagaposisi unsur-unsur
mikroorganisma ditunjukkan oleh Tabel 2.1. Padalimeultivasi bakteri,
unsur P dan K diberikan dalam jumlah berlebih, gietansur Zn dan Cu
diberikan dalam jumlah terbatas. P diberikan bdnlgkada berbagai media

berfungsi untuk

Tabel 2.1 Komposisi unsur-unsur dalam sel bakteriyeast
dan jamur (% berat kering) (Stanbury and Whitaker, 1984)

Elemen Bacterit Yeast: Fung
(Luria, 1960; (Aiba et al, 1973; (Lilly, 1965;
Herbert 1976; Aiba Herbert, 1976) Aiba et al,
et al, 1973) 1973)

Carbor 5C-53 45-50 40-63
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Hydroger 7 7 -

Nitroger 12-15 7.5-11 7-10
Phosphort 2.C-3.C 0.8-2.€ 0.44.5
Sulphu 0.2-1.C 0.01-0.2¢ 0.1-0.5
Potassiur 1.C-4.5 1.C-4.C 0.2-2.t
Sodiun 0.5-1.C 0.01-0.1 0.0z-0.t
Calciun 0.01-1.1 0.1-0.2 0.1-1.4
Magnesiur 0.1-0.5 0.1-0.5 0.1-0.5
Chloride 0.t - -

Iron 0.0z-0.2 0.01-0.E 0.1-0.2

meningkatkan buffering capacity Beberapa jenis mikroba tidak dapat
mensintesa nutrisi spesifik seperti asam aminoamiit dan nukleotida,
sehingga faktor pertumbuhan yang spesifik haruanthahkan pada media
fermentasi baik dalam bentuk senyawa murni atauyasem kompleks
(Stanbury and Whitaker, 1984).

2.2.2.1Macronutrient
Sumber karbon akan dirombak dan digunakan untuknbmagun

massa sel dan membentuk produk. Glukosa merupakabes karbon yang
umum digunakan untuk proses fermentasi, namunisiaitiah dikembangkan
berbagai senyawa organik alami sep@tircerol, lactosedsb. Konsentrasi
glukosa di dalam media fermentasi harus dipertigkan dengan seksama.
Konsentrasi glukosa melebihi 50 g/l pada kultur tbakakan menurunkan
pertumbuhan karena terjadi dehidrasi sel. Konsgingtakosa yang lebih tinggi
(di atas 200 g/l) dapat ditoleransi oleh ragi damyr (Stanbury and Whitaker,
1984). Namun pada konsentrasi tertentu, sumbepkadan katabolit karbon

dapat menghambat satu atau beberapa enzim yangré&erplalam proses
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pembentukan produk. Salah satu pendekatan untukegeh penghambatan
tersebut adalah dengan memberikan sumber karbamaserus-menerus pada
konsentrasi di bawah konsentrasi penghambatan. &ukalbbon yang banyak
digunakan untuk media produksi adalah molase tetmlase beet, biji-bijian,
tepung, sukrosa, laktosa, whey, minyak nabati, natmethanol dan n-alkana
(Shuler and Kargi, 1992).

Nitrogen dalam sel merupakan komponen penyusureipratel dan
asam nukleat. Nitrogen organik maupun anorganikadaigunakan dalam
proses fermentasi. Sumber nitrogen anorganik adaatam ammonium
(NH4CI, (NH4)2SOy, NH4sNO3) dan urea. Ammonium sulfat menghasilkan
kondisi asam karena ion ammonium yang dikonsuman akelepaskan asam
bebas. Nitrat reductase adalah enzim yang mengkatalisa konversi nitrat
menjadi ion ammonium. Proses ini akan terhambagaleradanya ammonia.
Sehingga ammonia atau ion ammonium dipilih sebagyanber nitrogen
anorganik. lon ammonium dalam kultur jamur akan ghambat penyerapan
asam amino. Protein, peptide dan asam amino adhlahjenis nitrogen
organik. Nitrogen organik dapat pula berupa senyaivagen yang kompleks
seperticorn steep liquorkacang kedelai, kacang tanah, yeast ekstrak, mlaha
ikan, dan limbah pemotongan hewan. Nitrogen organikenghasilkan
pertumbuhan biomassa lebih cepat dibandingan eitr@morganik (Shuler and
Kargi, 1992). Penambahan nutrien seperti nitrogam fdsfor dan keberadaan
nutrien lain pada konsentrasi lebih tinggi memiékek posistif pada produksi
asam laktat secara bakterial (Jin@al., 2005).

Tipe dan konsentrasi sumber nitrogen akan mempehgérmentasi
asam laktat. Yeast ekstrak dan pepton secara metghasilkan pertumbuhan

sel Rhizopus oryzadebih tinggi dibandingkan ammonium sulfat dan urea
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Penambahan sumber nitrogen 1-5 g/l akan meningka8kd4% konsentrasi
asam laktat dan laju konversi karbon (JinedBa@l, 2005).

Phosporusberada dalam asam nukleat dan dinding sel. Garganik
fosfat seperti KHPO, dan KHPO, merupakan bentuk umum dari garam
fosfat. Phosporusadalah elemen kunci dalam pengendalian metabaisin
Fosfat inorganik dapat menekan sintesa beberapaaboigt sekunder.
Konsentrasi fosfat kurang dari 1mM akan mendukuegnlpentukan metabolit
sekunder seperti antibiotik. Fosfat dapat menekenep-aminobenzoic acid
synthetasalalam biosintesaandicidin padaStreptomyces grise$huler and
Kargi, 1992).

Sulfur berada dalam protein sel dan beberapa amer@aram sulfat
seperti (NH),SO; merupakan sumber sulfur. Sulfur yang mengandung asa
amino juga dapat digunakan sebagai sumber sulfukrolbla autotroph
menggunakan®sdan $ sebagai sumber energi (Shuler and Kargi, 1992).

Potassium berfungsi sebagai kofaktor beberapa edamdibutuhkan
pada metabolisme karbohidrat. Bentuk potassium yamgm digunakan adalah
K3PQy, KH,PO, dan KHPO, (Shuler and Kargi, 1992).

Magnesium merupakan kofaktor untuk beberapa enzam lderada
dalam dinding sel dan membran. Ribosome sangat nteitkan ion Mg?*.
Magnesium umumnya digunakan dalam bentuk MgB®0 atau MgC
(Shuler and Kargi, 1992).

2.2.2.2Micronutrient

Trace elementmerupakan nutrient esensial. Kekurangan traceeziem
akan memperpanjang fase lag (adaptasi mikroba)ddpat menurunkan laju
spesifik pertumbuhan dan yieldlicronutrient dapat diklasifikasikan dalam

tiga katagori.
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Trace elemenyang dibutuhkan secara umum seperti Fe, Zn danAgln.
berada dalanferredoxin dan cytochrome merupakan kofaktor yang
penting. Fe merupakan pengendali pada berbagaegpriesmentasi.
Konsentrasi Fe mengatur produksi penicillin oldPenicillium
chrysogenumpembatasan konsentrasi Fe dibutuhkan untuk memicu
ekresi riboflavin oleh Ashbya gosypii Zinc (Zn) adalah kofaktor
beberapa enzim dan pengendali proses fermentasttisgenicillin.
Mangan (Mn) adalah kofaktor enzim dan pengendatnintukan
metabolit sekunder dan ekresi metabolit pimer

Trace elementyang dibutuhkan untuk kondisi pertumbuhan yang
spesifik seperti Cu, Co, Mo, Ca, Na, CI, Ni dan Se

Trace elementyang kadang-kadang dibutuhkan seperti B, Al,G3j,
Sn, Be dsb. Elemen tersebut dibutuhkan pada kaasemurang dari
10° M dan bersifat toksik pada konsentrasi lebih tingeperti 1¢
(Stanbury and Whitaker, 1984).

Setiap sistem metabolit sekunder memiliki hubunggmy linier dengan

konsentrasi metal “kunci “. Hubungan linier ini dkd dapat diterapkan untuk
logam yang bersifat racun pada mikroba. Pengtmade metalterhadap yield
beberapa metabolit primer atau sekunder lebih begmndingkan terhadap
pertumbuhan mikroba (Shuler and Kargi, 1992).

2.2.3 Media pertumbuhan dan media produksi asam lakat oleh Rhizopus

oryzae

Komposisi media untuk menumbuhkan miselia jamur dartuk

produksi asam laktat berbeda. Media yang dapat ukemd) pertumbuhan
terdiri dari glukosa 80g/l, yeast ekstrak 48 g/lg30,.7H,O 1,34 g/l, FeSQ
7H,O 0,06 g/l, MnSQ7H,O 0,042 g/l,sodium acetatel,23 g/l dan KPO,
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0,062 g/l . Jika densitas sel telah tercapai makidbhhkan dalam media
produksi yang mendukung untuk pembentukan asaratlaWtedia fermentasi
dengan sumber nitrogen yang terbatas akan menghgmaldambuhan jamur
sehingga mendukung pembentukan asam laktat. Pamathskoersebut sumber
karbon lebih banyak digunakan untuk membentuk aksdtat dibandingkan
untuk pertumbuhan. Komposisi media produksi adadixtrose 100 g/,
Ca(HPQy).2H,O 0,55 g/l, urea 0,03 g/gntifoam0,03 ml/l dan CaC®49 g/l
(US Patent 6849444, 2005).

Rentang komposisi media fermentasi untuk produkairalaktat oleh
Rhizopus oryzadengan sumber karbon gula attarchadalah (NH),SO, 1-6
g/l, MgSQ,.7H,0 0,05-0,25 g/l, ZnSP 7H,0 0,02-0,09 g/l, dan K}PO,0,12-
0,6 g/l . Ammonium sulfat sebagai sumber nitrogetandbahkan hingga
perbandingan C/N mencapai 5, namun produksi askiiat fertinggi diperoleh
pada perbandingan C/N 3,5. Media fermentasi yangkim kandungan
nitrogen dapat menurunkan pertumbuhan biomassaniteghan nitrogen lebih
kecil dari 5 g/l akan meningkatkan produksi asaktalaterutama untuk jamur
(Jin Boet al, 2005).

Gula dan tepung digunakan secara luas sebagai slkati®mn untuk
media produksi asam laktat secara komersial. Barbdaghan baku dari jenis
tepung-tepungan seperti gandum, jagung, kentamghsm dan singkong telah
banyak diteliti sebagai bahan baku yang potensiadkuproduksi asam laktat.
Tepung ubi kayu (tapioka) merupakan tepung yaningamurah harganya
(sekitar 32-64 US$/ton) dibandingkan jenis tepuaggylain . Tepung tapioka
diperoleh melalui proses ekstraksi pati dari ubyikaKomponen terbesar
penyusun tepung tapioka adalah amilum (Tjokroadi@eeno, 1986).

Pati adalah salah satu jenis polisakarida , meapakdangan makanan

bagi tumbuhan yang disimpan dalam bijian (padiujgg gandum ), dalam
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umbi (ubi kayu, ubi jalar , kentang, talas), dadgaatang ( sagu, aren). Pati
mengandung dua jenis polimer glukogaitu amilosa dan amilopektin
Perbandingan antara amilosa dan amilopektin temggnpada jenis tumbuhan.
Ubi kayu termasuk tumbuhan penghasil pati dengardagan amilopektin
yang tinggi. Pati dengan kandungan amilopektin y#éinggi sangat tepat
digunakan sebagai bahan baku industri. Pati jemisedikit mengandung ISSP
(insoluble starch particlgs ISSP adalah partikel pati yang yang tersusun dar
sejumlah besar amilosa yang membentuk rantai I@inger). ISSP dapat
dihidrolisis dengan katalis asam (Tjokroadikoesoeh®86).

Amilosa terdiri dari rantai unit-unit D-glukosa ygmpanjang dan tidak
bercabang, dihubungkan oleh ikatafi-4). Amilosamemiliki berat molekul
bervariasi mulai dari beberapa ribu sampai 500.00ilopektin memiliki
berat molekul yang tinggi dengan rantai yang beangblkatan glikosidik yang
menggabungkan residu glukosa yang berdekatan dmdehntai amilopektin
adalah ikatanu(1-4), tetapi titik percabangan amilopektin meriwgrakkatan
a(1-6). Ikatana(1-6) sangat sukar diputuskan, terlebih denganigatar asam.
Enzim a-amilase, B-amilase dan R-enzim bersama-sama akan memutuskan
rantai tersebut pada saat diperlukan (Lehninge88)19Struktur molekul pati
disajikan pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Amilosa dan amilopektin, polisakarida da pati. (&) Amilosa suatu
polimer linier dari unit -unit D-glukosa dalam e(1-4). (b) Amilopektin, tiap
bulatan menggambarkan satu residu glukosa. Terlihatresidu glukosa pade
cabang paling luar, yang akan diuraikan oleha-amilase. Bagian yang paling
tengah adalah struktur limit dekstrin yang tertinggal setelah a-amilase
melepaskan semua residu glukosa di sebelah luar.dtan a(1-6) pada titik-titik
cabang (ditunjukkan oleh panah kecil) dipotong olehe(1-6) glukosidase, jadi
membuka pengikat residu [-glukosa lain yang berikatn a(1-4) terhadap
aktivitas amilase. (c) Struktur suatu titik cabang(Lehninger, 1988)

Limbah cair tahu berasal dari kedelai yang sudah dimasak sehi
protein limbah cairtahumempunyai nilai biologis yang lebih tinggi daada
biji kedelai itu sendir. Bahanbahan organik yang terdapat dalam limbah
tahu adalah protein (-60%), karbohidrat (250%) dan lemak (10%). Sele
itu dari beberapa hasil penelitian, limbah pengatatahu memiliki kacr
BOD sekitar 500-10.000 mg/l dan COD 70002.000 mg/l. Komposis
beberapa komponen limbah cair tahu yang diperosghPPRI No. 82 tahu
2001dapat dilihat pada Tabel ..Komponen nutrisi yang lengkap dari limb
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cair tahu terutama kandungan proteinnya diharagesuai sebagai sumber

nitrogen dan mineral lain untuk media fermentaanataktat (Rossiana, 2006).

Tabel. 2.2 Komposisi beberapa komponen limbah catahu (Rossiana, 2006)

Komponen Nilai
BOD 354,44 mg/|
Ammonia 3,52 mg/l
Nitrat 5,15 mg/I
Sulfida 77,20 mmg/l
pH 3,63

2.2.4 pH

Konsentrasi ion hidrogen mempengaruhi penyerapamisnwlan aktifitas

fisiologis mikroba sehingga mempengaruhi pula pebuhan biomassa dan
pembentukan produk. Bakteri memiliki pH optimumtperbuhan pada rentang
6,5 - 7,5 sedangkan ragi dan jamur pada rentafg-45,5. pH optimal

pertumbuhan tidak selalu sama dengan pH optimalbpatokan produk.

Produksi penicillin maksimum oleRenicillium chrysogenundiperolehpada

rentang pH 6,0 — 7,0. Pengendalian pH pada ferrsierdangan reaktor
erlemeyer cukup sulit dilakukan. Larutan buffer daiaya digunakan untuk
mengendalikan pH pada erlemeyer (Shuler and Kh9§i2).

Pertumbuhan biomasd$2hizopus oryzaedan pembentukan asam laktat
memiliki pH optimum yang hampir sama pada range3ys— 6. Penurunan
konsumsi glukosa dan produksi asam laktat terjadiappH kurang dari 2.
Untuk mencegah penurunan pH dilakukan penambah@®{secara berkala.
Penambahan CaG®% di awal proses, dan 3% setelah 24, 36 dan #8 ja
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proses fermentasi berlangsung akan meningkatkaduktigitas volumetrik
asam laktat (J.M Dominguez al, 1999; Purwoket al, 2004).

2.2.5 Suhu

Suhu merupakan faktor penting yang mempengarutiumpbuhan sel.
Berdasarkan suhu optimum, mikroorganisma diklaadikan menjadi 3
golongan yaitu (1psychrophilegTon< 20°C),(2) mesophilegTop: 20-50C),(3)
thermophileqTopt >50°C). Setiap penambahan suhd@0nenuju suhu optimal
pertumbuhan, maka laju pertumbuhan meningkat dliidipat. Sebaliknya jika
berada di atas suhu optimal pertumbuhan maka Igdumpbuhan akan
berkurang dan kematian akibat termal mungkin sajadi. Suhu juga
mempengaruhi pembentukan produk. Suhu optimum kupgertumbuhan
berbeda dengan suhu optimum untuk pembentukan lpr@&huler and Kargi,
1992).

Rhizopus oryzadaliklasifikasikan sebagai mikrobmesophiles,yang
memiliki suhu optimal pertumbuhan 28°@ StrainRhizopus oryzamemiliki
suhu optimal pertumbuhan 28°86 Saat ini telah dikembangkan Strain
Rhizopus oryzagang mampu melakukan proses fermentasi pada su46°G3
Pada suhu tersebut pengendanp&ctate (calcium L-lactatd yang
mempengaruhi proses fermentasi dapat dihambat ditaagah (US Patent
6849444, 2005).

2.2.6 Aerasi

Oksigen merupakan nutrisi kunci untuk mikroba aobgrbiasanya
ditemukan sebagai penyusun air selular dan komponganik. Karbohidrat
merupakan sumber oksigen yang baik untuk beberak@lma, Mikroba yang

mendapatkan energi dari proses respirasi, membarubksigen sebagai final
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oksigen atatelektron acceptor Kelarutan oksigen dalam air sangat rendah
(6,99 ppm pada 38B). Transfer oksigen dari udara-permukaan cairaméeia
pertumbuhan harus dilakukan secara kontinu untuknenehi kebutuhan
sebanyak mungkin mikroba yang ada dalam kulturebers Transfer oksigen
dalam erlemeyer diperoleh dengan menggoyangkameykr tersebut, dan
dapat ditingkatkan dengan menambahbafile pada erlemeyer. Volume cairan
dalam erlemeyer dikurangi untuk mendapatkan tinglkagsi yang memadai.
Transfer oksigen untuk fermentor diperoleh melapargingdan pengadukan.
Karakteristik media fermentasi dapat mempengarutterkediaan oksigen

dalam cairan media.

» Metabolisme substrat, glukosa lebih cepat terméitahe dibandingkan
laktosa atau sukrosa, sehingga jumlah oksigen gimguhkan untuk
metabolisme glukosa juga lebih banyak dibandingkakrosa dan
laktosa. Ketersediaan oksigen dalam cairan fermentgang
menggunakan glukosa sebagai substrat lebih terbdedeena terus
digunakan secara cepat untuk proses metabolisna.teksebut dapat
diatasi dengan mengurangi konsentrasi substrabgéulli awal proses,
kemudian ditambahkan secara bertahap selama psesasa kontinu
atau semi kontinu. Komposisi media fermentasi julggat diubah
dengan menggunakan karbohidrat tinggi (laktosaurtgpdll) dan
protein yang tidak terlalu cepat termetabolisme.

* Rheology komponen penyusun media fermentasi dapat mempénga
viskositas media sehingga akan mempengaruhi agaaspengadukan.
Polimer dalam larutan, terutama tepung dan polisd&alain akan
mengubatrheologydari kaldu fermentasi. Saat polisakarida diuraikan

maka sifat-sifatheologyjuga akan berubah.
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 Anti foam beberapa anti foam merupakarsurface active agent
sehingga dapat mengurangi kecepatan transfer okdigegga 50%
(Stanbury and Whitaker, 1984).

2.2.7 Agitasi

Kultur Rhizopusmemiliki morfologi yang kompleks. Miselia jamuriin
dapat tumbuh membentuk misefimtes(kusut) , miselialumps(rumpun) atau
pellet-pellet miselia tergantung kondisi operasosgs dan strain jamur.
Ukuran miselia pellet bervariasi antara 1 — 10 rRertumbuhan filamen akan
membentuk suspensi yang homogen yang dapat terslisgalam cairan
medium menghasilkan kaldu fermentasi yang sang&os| Kondisi tersebut
akan mempengaruhi proses perpindahan massa dafetraksigen terutama
untuk produksi asam laktat skala besar dalam tabgkpengadukRhizopus
oryzaedalam media cair akan tumbuh dari miselia menpadliet-pellet kecil
hingga membentuk gumpalan-gumpalan yang cukup b8satuk fisik dari
pertumbuhan jamur ini dipengaruhi oleh strain janpengadukan , aerasi,
konsentrasi inokulum, dan pH media fermentasi @dvwhinguezet al, 1999).

Rheology kaldu fermentasi dipengaruhi oleh perubakamposisi
media selama proses fermentasi, pertumbuhan kukonsentrasi dan
morfologi biomassa serta konsentrasi produk. Med@amentasi yang
mengandung tepung sebagai sumber karbon merupagdia mon-Newtonian
dan relatif viskos. Tetapi mikroba yang tumbuh akanguraikan tepung dan
mengubah rheology media dan mengurangi viskositasjun akan diiringi
dengan pertumbuhan biomassa sehingga akan merkagkeembali viskositas
media. Pengaruh pertumbuhan biomassa bermisetiad&p rheology media

fermentasi lebih besar dibandingkan dengan pemakaedia yang viskos.
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Selain itu kebutuhan oksigen di awal proses (padd media masih cukup
viskos) lebih kecil karena jumlah miroba masihikiédlibandingkan pada
akhir proses (Stanbury and Whitaker, 1984).

Pertumbuhan biomassa dan bentuk morfologi mikroleapengaruhi
transfer oksigen. Fermentasi bakteri dan yeastazend menghasilkan kaldu
fermentasi Newtonian dan tidak viskos (kondisiraadi turbulen tercapai)
sehingga tidak menghambat proses transfer oksigasalah penghambatan
transfer oksigen banyak terjadi pada kaldu ferngnten-Newtonian dari
jamur dan golonganstreptomycetessehingga produktivitas dibatasi oleh
ketersediaan oksigen. Perbedaan pola penyerapageokantara fermentasi
dengan mikroba uniselular dan bermiselia diillugteas pada Gambar 2.5. Pada
fasa eksponensial kedua mikroba itu menunjukkda penyerapan oksigen
yang serupa hingga mencapai batas ketersediaargeoksiPada batas
ketersediaan oksigen, saat pertumbuhan mencaaafdmetik, penyerapan
oksigen berlangsung konstan untuk mikroba uniselutapi mengalami
penurunan untuk mikroba bermiselia. Penurunan papge oksigen tersebut
karena peningkatan viskositas kultur akibat peratak konsentrasi miselia
(Stanbury and Whitaker, 1984).

Pada penggunaan inokulum dengan konsentrasi spamg }inggi
(1x1®® spora/ml) pengaruh aerasi sangat jelas terlihatgkat aerasi yang
tinggi, dengan perbandingan volume media fermerdasi terhadap volume
erlemeyer 100/500 dan 150/500) akan menghasilkersdantrasi spora yang
tinggi dan dan produksi asam laktat yang rendabal8@ya tingkat aerasi
yang rendah, dengan perbandingan media fermengasiterhadap volume
erlemeyer 200/500 dan 250/500) akan menghasilkamngieatkan produksi
asam laktat dan menurunkan konsentrasi spora. @ghidapat disimpulkan

bahwa laju aerasi yang rendah akan meningkatkamugsd asam laktat, tapi
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tingkat aerasi yang tingakan memacu pembentukan spora (J.M Dominet
al., 1999).

Pengaruh negatif lain yang terlihat pada penggurtaegkat aeras
yang tinggi adalah miselia tumbuh memag hingga mencapai 10 m
sehingga akan membatasi proses perpian massaPenggunaan aerasi ya
rendah akan menghasilkan spora yang tumbuh mepelkii-pellet kecil
dengan ukuran yang seragam sehingga menguntungkdmnk uproses
perpindalan massa. Konc optimum perbandingan volume media fermen
cair dan vtume erlemeyer adalah 200/500 (J.M Dominget al, 1999).

(@ !<—Oxvgen e (b}

limitation

! |
= Oxygen —i
limitation

Oxygen uptake ©
rate of the
culture and -
dissoived
oxygen
concentration

Time—=

----Dissolved oxygen concentration

Culture oxygen uptake rate

Gambar 2.5 Pengaruh keterbatasan oksigen terhadajju penyerapan
oksigen dalam kultur. (a) fermentasi bakterial (b)fermentasi jamur (Stanbury
and Whitaker,1984)

2.3Kinetika Proses Fermentas

Model kinetike berperan penting untuknemantau dan mempredil
proses fermentasi. Model kinetika terdiri dari Kkike pertumbuhg,
penggunaan substrat dan pembentukan proModel kinetika pertumbuha
dibagi menjadi dua tipe yaiunstructureddanstructured Model unstructured
lebih sederhana kareibiomassa sel dipandarsgbagai bentuk yang serag

(single compone) tanpa dinamika internal sel sehingga laju rediesnya
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tergantungpada kondisi fasa liquid dalam reaktor. Sedangkadd¥structured
memasukkan faktor internal sel seperti perubahampksisi biomass:
sehingga model irlebih kompleks (Bailey and Ollis, 1987).

Hampir seluruh model matematika proses fermentasndaltat adalah
unstructured Biomassa dipandang sebagai satu kesatuan, gikak dalam
bentuk konsentrasi biomassa, memiliki hubungarediniengan pembentuki
produk dan biomassa. Model ini memiliki sedikit g@eter, sehingga mud.
diestimasi untuk percobaan pada keadaan steady dasopen ende, dan
lebih mudah dikembangkan uk sistem yang lebih kompleks (Busairi, 20!

2.3.1 Kinetika pertumbuhan

Pertumbuhan mikroba dalam reaktor batch akan melahaj-tahap
berikut : (1) fase lag, (2) fase logaritmik/ekspasial, (3) fase perlambat:
pertumbuhan, (4) fase stasioner d¢) fase kematian. Gambar 2.6 menjelas

fase-fase tersebut.

Growth Phase

Deceleration Death

Lag . Exponential Stationary Decline

H I' |

Particle
Counter
o9 o)
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= [o] 1.0
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8| Dencity. [a]
g 10 F O.l4 o
= o
- (<]
8 - .
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10 4
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L
10 1 1 1 4 ] 1 ! 1 1 ] ] 1 1
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Gambar 2.6 Kurva pertumbuhan mikroba pada kultur batch
(Shuler and Kargi, 1992)
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Fase lag segera terjadi setelah inokulasi, disgimd sebagai masa
adaptasi terhadap lingkungan baru. Mikroorganismeaenrganisasi komponen
molekularnya pada saat menyerap nutrien baru. Ksemsipdan jenis nutrien
akan mempengaruhi jenis enzim yang disintesa, eyamg dibutuhkan akan
dibentuk, enzim yang tidak diperlukan akan diteKafesin” proses di dalam
sel menyesuaikan diri dengan kondisi lingkungarub&erubahan ini akan
terefleksikan dalam mekanisme sel melalui pengatymeses metabolisme.
Selama fase ini massa sel bertambah sedikit tanpaibah densitas sel.
Konsentrasi yang rendah beberapa nutrien dan fagetumbuhan akan
menghasilkan fase lag yang panjang. Perioda fasedagat bergantung pada
umur dari inokulum. Inokulum yang optimum akan messgjlkan fase lag yang
minimum. Untuk mempersingkat fase lag, sel hartisnabuhkan pada media
dan kondisi pertumbuhan yang optimum, sel harug, adn volume inokulum
berkisar antara 5% sampai 10% (Shuler and Kar@2)19

Pada fase eksponensial, sel telah beradaptasi mdimggkungannya
yang baru. Sel akan tumbuh dengan cepat, sehinggaansel dan jumlah sel
akan bertambah secara eksponensial terhadap waekgadi balance growth
yaitu semua komponen dalam sel tumbuh dengan kiecepsang sama.
Komposisi sebuah sel mendekati konstan. Paddance growth, laju
pertumbuhan spesifik akan sama baik ditentukanragesessa sel ataupun
jumlah sel. Konsentrasi nutrien pada fase ini hesaka laju pertumbuhan
tidak dipengaruhi oleh konsentrasi nutrien. Lajurtyp@buhan pada fase
eksponensial mengikuti persamaan diferensial oettama (Shuler and Kargi,
1992).

dX

7  MX (2.1)
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X=Xo pada=0
X adalah konsentrasi biomassa (g/l), t adalah wgktm) danjt adalah laju
pertumbuhan spesifik (j&?).
Integrasi persaman di atas menghasill
In X=pt+ InX
(2.2)

Pada fermentasi batch, laju pertumbuhan spesifdtahdkonstan da
dipengaruhi oleh perubahan konsentrasi nutriena Radsentrasi nutrien aw
yang rendah akan menghasilkan laju pebuhan yang lebih kecil dari la
pertumbuhan spesifiknya. Hubungan laju pertumbulangan konsentra
substrat (S) ditunjukkan oleh Gambar 2.7. PadaattaArterdapat pembatas
oleh substrat. Pada kondisi ini peningkatan komasintsubstrat aka
meninglatkan laju pertumbuhan mikroba. Pada daerah B tklapa
pembatasan, dijumpai pada fasa eksponensial. Padaahd C terjac

penghambatan oleh substrat. Pada saat S mendekll berbanding luru

dengan S, sedangkan jika S berlebil tidak bergantunggwa S,J = U (

laju pertumbuhan spesifik maksimum) (Mangunwidja@94).
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Gambar 2.7 Pengaruh konsentrasi substre
terhadap laju pertumbuhan spesifik (Mangunwidjaja, 1994)
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Model unstructurec yang sering digunakan untuk menggambai
kinetika pertumbuhan adalah persamaan Monod. Mmidehengekspresika
bahwa laju pertumbuhan spesifik mikroba akan me@hgka konsentras
substrat meningkat. Namun laju pertumbuhan spesiklan turun pad
konsentrasi substrat yang terlalu tingPersamaan Monod menggambar

laju pertumbuhan spesifik merupakan fungsi dariskorrasi substrat pemba

(S):

S
M=l TS (2.3)

Model Monod ditunjukkan oleh Gambar 2.8. Ks adalatapan kejenuhal
yaitu konsentrasi substrat papl = ¥2 Jy, . Nilai Ks bergantung pada jer

mikroba dan jenis substrat yang digunakan. Untulissat gula, nilai K

berkisar 1100 mg/l. Sedangkan untuubstrat nitrogen nilai Ks lebih rend
dari substrat gula. Secara umum, bila S>3Ks, nJd = Jy, (Mangunwidjaja,

1994).Modifikasi persamaan (2.3) menghasilkan bentukidoér

1 Ks 1 1
—=— -t — (2.4)
u oum S5 um '
Mmaks
y(fam) | - =
Mmaks -
2 l
!
S(oh

Gambar 2.8 ModelMonod pertumbuhan mikroba (Mangunwidjaja, 1994)
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Persamaan kinetika pertumbuhan mikroba yang mdénggkan

persamaan (2.1) dan (2.3). Persamaan tersebut ikidmeihtuk sebagai berikut

ax S

d[ #max Kx + S

X (2.5)

Persamaan serupa diusulkan dengan memasukkan kemplaju

kematian mikroba spesifik, mengikuti bentuk beri@misairi, 2002) :

ax _ Lo & e X (2.6)
dt K, +S

Kinetika pertumbuhan mikroba pada fermentasi asaktal oleh
L.amylophilusyang menggunakan model logistik mengekspresikdugan
antara kecepatan pertumbuhan dengan dua paranmeék lseperti kecepatan
pertumbuhan spesifik maksimurpl{) dan konsentrasi biomassa maksimum
(Xm). Kedua parameter tersebut dapat diestimasi mefelyresi non-linier
dengan metoda least square (Busairi, 2002). Bgmtukamaan model tersebut
adalah :

dx
dr

— MWXG — XX } (2.7)

max

Integrasi persamaan di atas menghasilkan persapesimt :

_ XX, exp(Hyt) (2.8)
1 'Xli? i X{) + XO exp(/umaxf)

Model logistik kinetika pertumbuhan untuk fermentasam laktat dari

bahan baku kayu, ditemukan sangat sesuai denganpdetobaan. Parameter

kinetika X, danlly, yang diperoleh yaitu 2,95 g/l dan 0,737 jaatau 2,06 g/l
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dan 0,29 jam, dengan substrat dan strain yang digunakan berfiagsairi,
2002).

Fase perlambatan pertumbuhan terjadi setelah tegwmeensial. Pada
fase ini perlambatan pertumbuhan terjadi karenkubangnya konsentrasi satu
atau lebih nutrien esensial dan terakumulasinyalykoyang bersifat toksik
terhadap pertumbuhan. Perubahan lingkungan yangt capenyebabkan
terjadinyaimbalance growthPada fase eksponensial sistem pengendali proses
metabolisme selular ditunjukan menghasilkan lapraduksi yang maksimum,
namun pada fase perlambatan pertumbuhan tekanam diakibatkan oleh
terbatasnya nutrien dan lingkungan yang toksik akaarubah sistem
pengendali proses metabolisme selular agar bisp te¢rtahan pada kondisi
yang tidak menguntungkan (Shuler and Kargi, 1992).

Setelah fase perlambatan pertumbuhan selesalaliainufase stasioner.
Pada fase ini laju pertumbuhan adalah nol (tidak @@mbelahan sel) atau laju
pertumbuhan sama dengan laju kematian. Konsentrassa se tetap, namun
jumlah sel yang hidup akan berkurang, terjadi Ig@t dan sebagian sel dapat
tumbuh pada produk hasil lisis sel tersebut. Waladpju pertumbuhan adalah
nol selama fase stasioner tetapi metabolisme sshnaktif dan menghasilkan
metabolit sekunder, sebagai hasil dari perubahagegrelalian selular karena
terbatasnya konsentrasi nutrien esensial. Produkstabolit sekunder
(antibiotik, hormon) justru meningkat pada fasesist@er. Selama fase
stasioner, sel mengkatabolisme nutrisi yang teraimgalam selegndogenous
metabolislh sehingga diperoleh energi méintenance enerdy untuk
pemeliharaan membrane sel, transportasi nutriakg#an perbaikan struktur
sel yang rusak. Pertumbuhan mikroba akan terhetgins disebabkan oleh
terbatasnya konsentrasi nutrien esensial dan temallsinya produk yang

bersifat toksik juga disebabkan oleh terbentukng@dpk yang menghambat
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pertumbuhan. Penghambatan ini tergantung pada gamskonsentrasi prodt
penghambatnya. Produksi etanol oleh ragi merupakantoh produl
penghambat pertumbuhan. Hal teut dapat dicegah dengan c
mengencerkan medium yang tercemar toksik, menarabakémponen kimi
yang membentuk kompleks dengan produk penghambat ddak
termetabolisme, dan memindahkan secara berkesimayabu produl
penghambat dari dalam reaktor (SIr and Kargi, 1992).

Fasa kematian kemudian akan terjadi setelah feasaoser. Namui
kematian sel sebenarnya telah terjadi selama fasmser sehingga batas ye
jelas untuk kedua fase tersebut tidak ada (ShakkiKargi, 1992)

Parameter kinetil lain dapat dirumuskan untuk menjelaskan le
lanjut tentang kinetika pertumbuhan mikroba yaitefisien perolehan/yielc
Koefisien yield pertumbuhan dirumuskan sebagai @mkel kering yan
dihasilkan per jumlah substrat yang dikonsumss).

Yxs= AXIAS (2.9)

2.3.2 Kinetika penggunaan substra

Kinetika penggunaan substrat fermentasi asam laktatL.delbrueckii
telah dikembangkan dengan mempertimbangkan bahwastrati yanc
dikonsumsi dikonversi menjadi biomass dan pembeamuksam laktat juc
digunakan untuk pemeliharaan (Busairi, 2002). Feassmnya mengiku
bentuk berikut :

Ldas_1dx 1 4P (2.10)
it Y, dt ¥, o

x/s

Parameter yieldbiomassa terhadap substratxgy, yield produk

terhadap substrat p9 dan koefisien pemeliharaan (m) diestimasi der
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analisa nonlinier. p/s juga dapat didefinisikan sebagai jumlah produk y
dihasilkan perjumlah substrat yang dikonsu
Ypis=APIAS (2.11)

Persamaan yang lebih sederhana diusulkan dengagaswensikar
bahwa koefisien untuk pemeliharaan sangat keciardimgkan dengan la
pertumbuhan spefik, sehingga bisa diabaikan. Substrat digunakatuk
pembentukan biomassa dan produk saja. Persamaameihgikuti bentul
berikut :

ds _ 1 dx 1 dr (2.12)

&t ¥, @ ¥, dt

x/ls

Persamaan kinetika penggunaan substrat yang padederhan:
diusulkan dengan mengasumsikan bahwa substing dikonsumsi hany
digunakan untuk pembentukan biomassa saja. Persataesebut mengiku
bentuk:

ds 1 [ S J (2.13)
T JH X
dt Y max KS + S

xls

Parameter kinetika x;s dan Ks dapat diestimasi dengan analisa regrest.

Kinetika penggunaan substrat pada fermentasi aaltat Idituangkal
pula dalam bentuk persamaan berik

_ %}S — kS (2.14)

Konstanta kecepatan reaksi persamaan orde 3 dapat diestimasi dengi
analisa regresi linie

Kinetika penggunaan substruntuk fermentasi asam laktat olel.
delbrueckij proses fermentasi dapat dipandang sebagai reaikdogis

irreversible yang mengikuti reaksi berikt
(2.15)
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X+S5S—->2X+P

Model kinetika penggunaan substrat digambarkanlmelarsamaan beriku

ds
o, b
= (2.16)

Dimana ks adah konstanta penggunaan subs

2.33 Kinetika pembentukan produk
Pembentukan produk mikrobial dapat digolongkanrd&gpola yaitu

* Pola pembentukan produk yang berasosiasi deng&umparhan. Lajt
pembentukan spesifik produk berbanding lurus dergan spesifik
pertumbuhan. Enzim merupakan contoh produk yangsdikan dari
pola pertumbuhan di atas.

» Pola pembentukan produk y: tidak berasosiasi dengan pertumbut
Pembentukan produk terjadi pada fasa stasioner pssdd lajL
pertumbuhan adalah nol. Laju spesifik pembentukesdyk adalat
konstan. Antibiotik merupakan metabolit sekundang terbentul
melalui pola pembentukanroduk yang tidak berasosiasi deng
pertumbuhan

» Pola campuran, produk terbentuk selama pertumbydmag lambat da
fase stasioner. Laju spesifik pembentukan produkgmeti persamaa
LuedekingPiret. Asam laktat, xanthan gum merupakan cor
metabolit ekunder yang diproduksi melalui pola campi

(Mangunwidjaja, 1994

Tiga jenis pola pembentukan produk tersebut dikkga oleh Gambar 2.
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Time
{a) (b)

Gambar 2.9 Tipepola pertumbuhan dan pembentukan produk pada fermetasi

batch. (a) Pola pembentukan produk yang berasosiadiengan pertumbuhan. (b)

Pola campuran dan (c) Pola pembentukan produk yantjdak berasosiasi dengar
pertumbuhan (Shuler and Kargi, 1992)

Fermenta: asam laktat. pertumbuhan dan pembentukan pr
memiliki hubungan sebagian (mengikuti pola campuraiodel sederhan
yang menggambarkan hubungan antara produksi adeat l@rhadap laj
pertumbuhan dan konsentrasi biomassa adalah sdiEdait

%‘?——=kld—§—+ k, X (2.17)
dp/dt adalah pembentukan produk volumetrik (g/l.jam; adalah koefisien
pembentukan produk yang berasosiasi dengan perhanb(g produk/g se
dan k adalah koefisien pembentukan produk yang tidakdmsiasi denge
pertumbuhan (g produk/gl.jam) (Busairi, 2002).

2.4 Optimasi Variabel Prose
2.4.1 Rancangan percobae

Metodologi penelitian secara empiris dapat digokamgdalam 2 grou
besar yaitu :

» klasik atau pas

» aktif atau perancangan secara stati
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Rancangan percobaan klasik adalah rancangan pearcof@eng meneliti satu
variabel bebas saat itu dimana semua variabel bébé&sor) lain dijaga
konstan. Dengan kata lain rancangan percobaark Ki@stujuan mempelajari
hubungan timbal balik antara variabel-variabel dddp suatu sistem dibawah
specially adapted condition

Jika suatu sistem penelitian melibatkan k fakexap buah level, maka
rancangan percobaan klasik membutuhkan untuk sédilor diteliti pada
setiap level sementara faktor yang lain dijaga tams Jumlah run total
percobaan adalah :

N =k(p-1) + 1 (2.18)

Sebagai contoh, suatu sistem penelitian yang meiigha yield y
dipengaruhi oleh tiga faktor yaitu; XX, dan X. Jika semua faktor berubah
pada 2 level (p=2) maka jumlah percobaan yang hditakukan adalah empat
(N=4), dengan rancangan percobaan disajikan padzel T2.3.Dari data
percobaan dapat ditentukan pengaruh faktor terhawEld produk sebagai
berikut :
Ex1 = yo-y1 ; pengaruh Xterhadap yield
Ex2 = ys-y1 ; pengaruh Xterhadap yield
Exs = ya-y1 ; pengaruh Xterhadap yield

Tabel 2.3 Rancangan percobaan untuk k = 3, p = 2.

Run  Kombinasi faktor-level =~ Respon Catatan

X1 X2 X3 y
1 - - - Vi run referensi
2 + - - Yo
3 - + - ¥3
4 - - + Y4
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Kelemahan dari hasil yang diperoleh adalah tid&letdhuierror dari
setiap percobaan, tidak diketahui pengaruh interaksar variabel, dany
sebagai percobaan referensi terlalu banyak digumakatuk menentukan
pengaruh dari semua variabel. Alasan tersebut yearg/ebabkan para peneliti
memutuskan mengulang percobaan untuk memastikakutegan hasil yang
diperoleh.

Rancangan percobaan klasik kemudian diperbaikigaienmemakai
rancangan statistik, selain itu data percobaanati&a secara statistic pula.
Rancangan percobaan dikembangkan dengan penambabarbinasi
percobaan faktor dan level, disebut sebdghifactorial design Rancangan
percobaarfull factorial design2* disajikan pada Tabel 2.4. Dari delapan run
percobaan, satu run digunakan sebagai percobaaremsf, tiga run untuk
menentukan pengaruh dari masing masing variabgl . , Exs) dan empat
run untuk menentukan pengaruh dari interaksi avdanabel (Ei1Ex2, ExiExa,
Ex2Exs dan E1Ex2Exs) (Lazic, 2004).

Tabel 2.4 Rancangan percobaan“Zull factorial untuk k = 3, p = 2.

Run Kombinasi faktor-level Respons Catatan

X1 X2 X3 y

1 - - - Vi run referensi

2 + - - 7

3 - + - s

4 + + - A

5 - - + 3

6 + - + Yo

7 - + + Y
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2.4.2Response Surface MethodRSM)

Response Surface Method¢éRSM) merupakan metoda yang
menggabungkan teknik matematika dan statistik, mma&sitkan suatu peta
contour efek linier, interaksi dan kuadratik dari dua atebih variabel bebas
terhadap suatu variabel tidak bebas (respon). &fek-tersebut dinyatakan
dalam model matematifull quadratic polynomial. Sebagai contoh untuk
penelitian yang melibatkan tiga variabel bebas rdipd persamaan sebagai
berikut :

Y =lop + bixg + boXe + baXs + bioXixe + b1axaXs

+DpoX3 + Dr1Xe” + booxe” + baaxa”,
Y adalah variabel tidak bebds,adalah koefisien regresi pada center pdint,
b,, b; adalah koefisien linierg, % danxs adalah variabel bebals;,, b3, b3
koefisien interaksi dai;;, by, danbss adalah koefisien kuadratik. Koefisien
persamaan kuadratik polynomial dihitung menggunaialisa regressi.

Setiap efek variabel bebas dalam persamaan tergapat diestimasi
untuk mendapatkan respon yang optimal. Untuk memi#tan informasi yang
mencukupi, maka rancangan percobaan harus mepulikig sedikit tiga buah
level atau lebih untuk masing-masing variabel beBasena itu ditambahkan
beberapa run percobaan sebaganter points(Central composite design
Center points berperan sebagai barometer daadriability dalam sistem
percobaan.

McDaniel et al (1976) berhasil menggunakanResponse Surface
Methods (RSM) untuk mengoptimasi media produksiandidin oleh

Streptomyces vindoflavuBox dan Wilson (1951) telah mengembangkan dan
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memodifikasi rancangan percobaan dengan tiga baa#d Untuk mengurangi
jumlah run percobaan sehingga waktu untuk optimmeedium fermentasi dapat
dipersingkat (Greasham, 1993).
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BAB IlI

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Kerangka Percobaan

Penelitian ini dilakukan melalui metoda eksperimental yang meliputi beberapa tahap
berkesinambungan agar tujuan dari penelitian ini dapat tercapai. Diagram alir

kerangka percobaan disajikan pada Gambar 3.1.

e Tahap | adalah karakterisasi media fermentasi yaitu tepung tapioka dan
limbah cair tahu sehingga diperoleh informasi yang cukup tentang komposisi
dan potensinya. Karakterisasi meliputi pengujian gula total (gula tereduksi),
nitrogen, fosfat, sulfat dan pH.

e Tahap Il adalah pengujian proses fermentasi asam laktat oleh Rhizopus oryzae
dalam media produksi campuran tepung tapioka dan limbah cair .Variabel
yang divariasikan adalah jumlah tepung tapioka yang ditambahkan pada
volume limbah cair tahu yang tetap. Data-data yang diambil selama proses
fermentasi adalah konsentrasi biomassa, konsentrasi substrat (gula
total/tereduksi), dan konsentrasi produk (asam laktat). Pada tahap ini akan
diperoleh profil kinetika fermentasi pada berbagai rasio C/N, sehingga dapat
ditentukan rasio C/N relatif optimum.

e Tahap lll adalah pengujian proses fermentasi asam laktat oleh Rhizopus
oryzae dalam media produksi campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu.
Variabel yang divariasikan adalah laju pengadukan pada rasio C/N optimum
yang diperoleh dari tahap Il. Data-data yang diambil selama proses fermentasi
adalah konsentrasi biomassa, konsentrasi substrat (gula total/tereduksi) dan

konsentrasi produk (asam laktat). Pada tahap ini akan diperoleh profil kinetika
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fermentasi pada berbagai laju pengadukan, sehingga dapat ditentukan laju

pengadukan relatif optimum.

Limbah cair tahu

Penambahan
nutrisi anorganik

Karakterisasi

—
— » media produksi
Proses fermentasi
v
Proses fermentasi
Pengolahan data
— >

percobaan

komposisi &
potensi

Profil, kinetika
fermentasi pada
berbagai rasio

C/  ralatif Antimiim

...... » Profil, kinetika

fermentasi pada
berbagai laju
pengadukan

rom relatif optimum

Parameter kinetika
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Optimasi dengan design percobaan

Pengaruh dan kondisi optimum
konsentrasi amilum dan laju pengadukan
terhadap pertumbuhan biomassa

dan pembentukan asam laktat

Gambar 3.1 Diagram alir kerangka percobaan

Tahap IV adalah pengolahan data berdasarkan hubungan matematis antara
konsentrasi biomassa, dan konsentrasi substrat (gula total) terhadap waktu
selama proses fermentasi untuk memperoleh parameter kinetika. Parameter
kinetika yang ditentukan adalah laju pertumbuhan spesifik (4), laju
pertumbuhan spesifik maksimum (u.,), konstanta saturasi (K), yield biomassa
terhadap substrat (Y ys), yield produk terhadap biomassa (Y s ) dan
konstanta penggunaan substrat (ks;). Parameter kinetika tersebut akan
menggambarkan performance (unjuk kerja) dari proses fermentasi.

Tahap V adalah tahap optimasi berdasarkan design percobaan Full Factorial

Central Composite Design dengan variabel bebas yaitu konsentrasi amilum
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dan laju pengadukan terhadap variabel tidak bebas vyaitu konsentrasi
biomassa dan konsentrasi asam laktat. Pada tahap ini dapat dipelajari
pengaruh dan kondisi optimum konsentrasi amilum dan laju pengadukan

terhadap pertumbuhan biomassa dan pembentukan asam laktat.

3.2 Karakterisasi Media Produksi

Tepung tapioka diperoleh di pasaran, memiliki kadar air £12%. Limbah cair
tahu diperoleh dari pabrik sekitar desa Ciwaruga dianalisa komposisinya antara lain
total gula tereduksi, total Kjeldahl-N, fosfat, sulfat dan pH. Limbah cair tahu memiliki
pH rendah (+ 4) karena mengandung sejumlah kecil asam-asam organik dan akan
menghambat produksi asam laktat. Untuk mencegah penghambatan oleh pH rendah

ditambahkan CaCO; sehingga mencapai pH 6.

3.3 Proses Fermentasi
3.3.1 Mikroorganisma

Kultur murni Rhizopus oryzae diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Jurusan Teknik Kimia Institut Teknologi Bandung. Strain Rhizopus oryzae tersebut
ditumbuhkan dalam media agar miring Potato Dextrose Agar (PDA) sebagai stock

culture dan disimpan pada suhu 4°C (Jin Bo et al., 2005).

3.3.2 Media fermentasi

Media sintesis yang digunakan sebagai media pra-kultur untuk pembuatan

inokulum fermentasi asam laktat oleh Rhizopus oryzae memiliki komposisi yaitu
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amilum terlarut (starch soluble) 10 g/l; peptone 5 g/l; yeast ekstrak 5 g/I; KH,PO, 0,2
g/l; MgS0,.7H,0 0,2 g/l. Dilakukan juga penambahan CaCO; 1% di awal untuk
mengendalikan pH pada nilai 6. Media sintesis disterilisasi pada suhu 121°C selama

20 menit (Jin Bo et al., 2005).

Media produksi terdiri dari campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu
dengan perbandingan tertentu untuk menghasilkan rasio C/N yang berbeda. Limbah
cair tahu disaring untuk memisahkan padatannya. Tepung tapioka dan limbah cair

tahu kemudian dicampurkan dan disterilisasi pada suhu 121°C selama 20 menit.

3.3.3 Rancangan percobaan proses fermentasi

Skema rancangan percobaan proses fermentasi dan matriks rancangan

percobaan tahap Il dan Il disajikan pada Gambar 3.2, Tabel 3.1.

Spora Rhizopus oryzae digesek pada media agar miring PDA kemudian
ditumbuhkan pada suhu 30°C selama 7 hari. Spora Rhizopus oryzae yang terbentuk
dilepaskan dari permukaan agar miring dengan menggunakan jarum ose dan

suspensikan ke dalam larutan air demineralisasi steril.

Spora Rhizopus oryzae diinokulasikan dalam 100 ml media pra kultur pada
erlemeyer bervolume 250 ml. Kemudian diinkubasi pada Incubator shaker (150 rpm)
pada suhu 30°C selama 12 jam. Kultur yang telah diinkubasi disebut sebagai inokulum
atau seed culture dan digunakan sebagai bibit untuk media produksi.  Tahap I
dilakukan proses fermentasi secara batch dalam erlemeyer 250 ml dengan volume
media produksi 100 ml. Variasi komposisi media produksi adalah 20,30,40 dan 50
gram tepung tapioka untuk setiap liter limbah cair tahu untuk menghasilkan rasio C/N
1,6; 2,4; 3,2 dan 4. Setiap run berisi 10 buah erlemeyer .Setiap erlemeyer mewakili

satu interval waktu fermentasi. Waktu fermentasi berlangsung selama 72 jam dengan
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interval pengambilan data setiap 8 jam. Media produksi kemudian diinokulasi dengan
7 ml inokulum, dan ditempatkan dalam Incubator shaker dengan laju pengadukan 150

rom, suhu 30°C.

Tahap Il dilakukan setelah rasio C/N relatif optimum diperoleh pada tahap Il.
Proses fermentasi secara batch dalam erlemeyer 250 ml dengan volume media
produksi 100 ml. Komposisi media produksi adalah pada rasio C/N relatif optimum.
Laju pengadukan 100, 150,200 dan 250. Setiap run berisi 10 buah erlemeyer .Setiap
erlemeyer mewakili satu interval waktu fermentasi. Waktu fermentasi berlangsung
selama 72 jam dengan interval pengambilan data setiap 8 jam. Media produksi
kemudian diinokulasi dengan 7 ml inokulum, dan ditempatkan dalam Incubator

shaker pada suhu 30°C.
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Stock Culture

Media agar miring PDA
30°C, 7 hari

100 ml media pra-kultur,

7 ml
inokulumm

Media produksi (100 ml) diinkubasi
pada 30°C, 72 jam,.Setiap erlemeyer
mewakili satu interval waktu
fFAavimmAn i
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Gambar 3.2 Diagram alir fermentasi asam laktat dengan media produksi campuran

tepung tapioka dan limbah cair tahu oleh Rhizopus oryzae

Tabel 3.1 Matriks rancangan percobaan tahap Il dan llI

VARIABEL RESPON
Run | Rasio | Kecepatan Konsentrasi | Konsentrasi | Konsentrasi Hasil
C/N | pengadukan | biomassa gula total asam laktat
(rpm) (8/1) (g/1) (8/1)
1 1,6 150 Profil,
parameter
2 2,4 150
kinetika dan
3 3,2 150
C/N relatif
4 4 150 opt
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5
6 C/N
relatif
7
Opt
8

100

150

200

250

Profil,
parameter

kinetika dan

rpm relatif

opt

Kondisi operasi yang dipertahankan tetap adalah :

e Tekanan:1atm

e Umur dan volume inokulum : 12 jam, 7 ml
e pH:%6

e Suhu:30°C

¢ Perbandingan volume media fermentasi terhadap volume reaktor : 1/2,5

e Waktu fermentasi : 72 jam

e Pengambilan sampel untuk pengukuran konsentrasi biomassa, gula total

tereduksi dan asam laktat setiap 8 jam selama waktu fermentasi

Tahap V adalah adalah tahap optimasi variabel berdasarkan design percobaan

22 Full Factorial Central Composite Design. Pada tahap ini dilakukan 13 run percobaan

dengan variabel bebas konsentrasi amilum dan laju pengadukan. Proses fermentasi

secara batch dalam erlemeyer 250 ml dengan volume media produksi 100 ml.

Batasan/level dan matriks rancangan percobaan tahap V disajikan pada Tabel 3.2 dan

Tabel 3.3.

Tabel 3.2 Batasan dan level variabel bebas untuk tahap IV
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Batasan dan level

X, Variabel - -1 0 +1 +a
-1,414 +1,414
Xy, rasio C/N 25,86 30 40 50 54,14
X,, laju pengadukan rpm 79,3 100 150 200 220,7
Tabel 3.3 Matriks rancangan percobaan tahap IV
Design matriks Matriks kerja Respon
X1 X5 X1 X5 Konsentrasi | Konsentrasi
Run
biomassa | asam laktat
(8/1)
(8/1)
1 + + 50 200
2 - + 30 200
3 + - 50 100
4 - - 30 100
5 -1,414 0 25,86 150
6 +1,414 0 54,14 150
7 0 -1,414 40 79,3

150




8 0 +1,414 40 220,7

9 0 0 40 150
10 0 0 40 150
11 0 0 40 150
12 0 0 40 150
13 0 0 40 150

Kondisi yang dipertahankan tetap adalah :

e Tekanan:1atm

e Umur dan volume inokulum : 12 jam, 7 ml

e pH:%6

e Suhu:30°C

¢ Perbandingan volume media fermentasi terhadap volume reaktor : 1/2,5

e Waktu fermentasi : 72 jam

3.3.4 Pengambilan dan perlakuan sampel

Selama proses fermentasi, 100 ml sampel diperoleh dari satu erlemeyer yang
mewakili satu interval waktu fermentasi disentrifugasi pada 2000 rpm selama 5
menit. Endapan yang diperoleh dicuci dua kali dengan 4 N HCl untuk menghilangkan
sisa kalsium karbonat dan disaring dengan kertas saring Whatman 40 untuk
pengukuran biomassa (Efremenko E et al., 2006). Biomassa yang diperoleh, kemudian

dikeringkan dan ditimbang. Cairan hasil sentrifugasi digunakan untuk pengukuran
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kadar gula total/tereduksi dan asam laktat. Sebagian cairan disentrifugasi pada 10000
rom selama 10 menit menggunakan minicentrifuge Effendorf. Supernatan yang
terbentuk dianalisa dengan HPLC (Jin Bo et al., 2005) untuk menentukan jenis isomer
asam laktat yang dihasilkan dan dianalisa dengan Conductometer untuk menentukan

konsentrasi asam laktat (Payot, 1997).

3.4 Metoda Analisa Sampel

Metoda analisa sampel untuk tahap karakterisasi dan tahap fermentasi

adalah sebagai berikut :

e Kandungan nitrogen dalam limbah cair tahu dianalisa dengan metoda
Kjeldahl-N(Jin Bo et al., 2005).

e Konsentrasi biomassa diukur dengan metoda berat sel kering. Pengeringan
dilakukan pada suhu 60°C selama 36 jam (Jin Bo et al., 2005).

¢ Konsentrasi gula total diukur sebagai gula tereduksi (glukosa) setelah melalui
proses hidrolisis dengan HCI. Glukosa dianalisa dengan metoda kolorimetrik
dengan penambahan reagen DNS (Dinitro salicylic acid) menggunakan
Spectronic Genesis pada A = 540 dan dialurkan pada kurva standar glukosa (Jin
Bo et al., 2003).

e Jenis isomer asam laktat dianalisa dengan menggunakan HPLC dengan kolom
C18, UV detector (210 nm), eluent 0,2 M asam fosfat pada laju alir 0,8
ml/menit, suhu 25°C.

e Konsentrasi asam laktat diukur dengan Conductometer Methrom 660 dan

dialurkan pada kurva standar asam laktat (Payot, 1997).

3.5 Peralatan dan Bahan
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Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain Incubator shaker,

autoclave, centrifuge, mini centrifuge, glassware, jarum ose, oven, desikator,

timbangan analitik, pH meter, Spectronic Genesis, HPLC dan Conductometer.

Bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 3.4.

Tabel 3.4 Daftar bahan penelitian

Bahan

Spesifikasi

Sumber

Kultur

Rhizopus oryzae

Potato Dextrose Agar

(PDA)

murni

Pro analisa (p.a)

Lab. Mikrobiologi TK
ITB

Lab. Bioproses TK
POLBAN
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Tepung tapioka - Merk “Mawar”

Limbabh cair tahu - Pabrik tahu Cimahi
Starch soluble p.a Merck
Peptone p.a Merck
Yeast ekstrak p.a Merck
KH,PO, p.a Merck
(NH,4),S0,4 p.a Merck
MgS0,.7H,0 p.a Merck
ZnS0O,. 7H,0 p.a Merck
CaCoO; p.a Merck
Dinitro salicilyc acid p.a Merck
(DNS)

HCI p.a Merck

Kertas saring 40 Whatman

3.6 Pengolahan Data Percobaan

Data yang diambil selama proses fermentasi adalah konsentrasi volumetrik
biomassa jamur (X g/l), konsentrasi gula total/tereduksi (S g/l), dan konsentrasi asam
laktat (P g/l). Pengambilan data dilakukan dari ty sampai t; setiap 8 jam. Parameter

kinetika yang ditentukan adalah laju pertumbuhan spesifik (u, Pers. 2.2), Laju
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pertumbuhan spesifik maksimum (p,, Pers. 2.4), konstanta saturasi (K, Pers. 2.4),
yield biomassa terhadap substrat (Yys, Pers. 2.9), yield produk terhadap biomassa
(Yp/s, Pers. 2.11) dan konstanta penggunaan substrat (ks, Pers. 2.14).

Data hasil percobaan yang diperoleh pada tahap V kemudian dioptimasi
dengan menggunakan software Statistica 9 sehingga diperoleh model matematis
second order (quadratic) polynomial untuk 2 faktor. Model matematis tersebut
digunakan untuk memperkirakan hasil percobaan yang merupakan fungsi linier,
interaksi dan kuadratik variabel bebas. Sejauh mana pengaruh variabel bebas
terhadap hasil percobaan ditentukan lewat nilai koefisien yang diuji dengan nilai t dan
nilai p. Ketepatan model matematis yang diperoleh terhadap data hasil percobaan

dianalisa dengan analysis of variance (ANOVA).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses fermentasi asam laktat oRhizopus oryzaelipengaruhi oleh
beberapa faktor antara lain komposisi nutrien,or&N dan laju pengadukan.
Karakterisasi dilakukan untuk mengetahui komposisirien dari media
fermentasi. Karakterisasi meliputi kadar nitroggula total, fosfat dan sulfat.
Dari hasil karakterisasi dapat ditentukan nutriepa asaja yang harus
ditambahkan pada media fermentasi untuk mendapdikaih yang optimal.
Rasio C/N merupakan perbandingan jumlah unsur itadep unsur N dalam
media fermentasi. Nilai Rasio C/N dalam media fertasi akan
mempengaruhi hasil fermentasi. Pengadukan bertujuatuk menjamin
ketersediaan oksigen dalam media fermentasi, sghitagu pengadukan akan
mempengaruhi hasil fermentasi. Pada Bab VI ini alkgalaskan tentang
karakterisasi media produksi, pengaruh rasio CiNld@ pengadukan terhadap
pertumbuhan biomassa dan pembentukan asam lagttd. kondisi optimum
rasio C/N dan laju pengadukan.

4.1 Karakterisasi Limbah Cair Tahu
Komposisi limbah cair tahu yang diperoleh dari gattahu Cimahi
disajikan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Komposisi limbah cair tahu

Komponen Nilai
Nitrogen 5 g/l
Gula total 1,19/
Fosfat (PCy) 0,6 mg/

Sulfat (SGy) Tidak terdetek:
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pH 3,67

Rentang komposisi media fermentasi sintetis untoklyksi asam laktat oleh
Rhizopus oryzagang disarankan oleh Jin Bt al. (2005) adalah (NSO, 1-

6 g/l, KH,PO, 0,12-0,6 g/l, MgS@Q7H,O 0,05-0,25 g¢/l, dan ZnSO7H,O
0,02-0,09 g/l dengan sumber karbon gula atatch

Dengan membandingkan komposisi limbah cair tahugaenmedia
fermentasi sintetis terlihat bahwa limbah cair tahemiliki kadar nitrogen (5
g/l) yang cukup untuk mendukung produksi asam taktansentrasi nitrogen
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan biomassa jauh ledmnyak dibandingkan
untuk pembentukan asam laktat. Medium dengan ktm@s@mitrogen yang
rendah akan menekan pertumbuhan biomBR$észopus oryzaetetapi memicu
pembentukan asam laktat. Berbeda dengan baktenghpsil asam laktat,
konsentrasi nutrisi (nitrogen dan fosfat) yang dematinggi akan
meningkatkan produksi asam laktat (Busairi and NBt 2005).

Limbah cair tahu memiliki kadar fosfat yang rendatitu 0,6 mg/l ,
ditingkatkan dengan penambahan fosfat anorganikPKyl sebanyak 0,12 g/l.
Fosfat sangat dibutuhkan dalam pertumbuhan biom&ssdat berada dalam
asam nukleat dan dinding sel. Sebaliknya fosfatrgarok dapat menekan
sintesa beberapa metabolit sel. Konsentrasi fdafsang dari 1mM dapat
mendukung pembentukan metabolit sekunder (ShuteKangi, 1992).

Kadar gula total sangat rendah yaitu 1,1 g/l sedartgarus ditambahkan
sumber karbon dalam bentuk tepung tapioka. Tepapgka ditambahkan
untuk mengimbangi dan memaksimalkan penggunaaageitr dalam limbah
cair tahu untuk pertumbuhan biomassa dan pembentakam laktat. Rasio
C/N yang optimum untuk fermentasi asam laktat géehur Rhizopus oryzae
adalah 3,5 -5 (Jin Bet al, 2005).
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Nutrisi lain seperti MgS@Q7H,O dan ZnSQ@ 7H,O tidak terdeteksi
tetapi tidak ditambahkan dari sumber lain.

4.2 Pengaruh rasio C/N terhadap Kinetika Pertumbuha Biomassa,
Penggunaan Substrat dan Pembentukan Asam Laktat

Kinetika pembentukan biomasBhizopus oryzaepenggunaan substrat
dan pembentukan asam laktat diamati pada mediauksbdampuran tepung
tapioka dan limbah cair tahu dengan berbagai @8\byaitu 1,6; 2,4; 3,2 dan 4
atau pada penggunaan tepung tapioka 20 gr, 3@gr, dan 50 gr untuk setiap
liter limbah cair tahu. Waktu fermentasi dilakukaelama 72 jam. Profil

kinetika pertumbuhan biomassa, penggunaan sultrapembentukan asam
laktat ditunjukkan oleh Gambar 4.1.

@)

(b)
5.00 60.00 —o—C/N 1,6
z 400 o _50.00 —#—C/N24
2300 $40.00 N CIN3.2
g7 4 = ——C/N4
é 500 ’;\_/- —e—C/N1,6 %30.00 \ /
2 /// —=—C/N2,4 220.00 %
1.00 —f @ )
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0.00 .= 0.00
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Waktu (jam) Waktu (jam)
(c)
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_10.00 —
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®
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o —o—C/N 1,6
I~
:[E 4.00 —@#—C/N2,4
2.00 C/N3,2
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Gambar 4.1 Profil kinetika pertumbuhan biomassa (a) penggunaan substrat
gula(b) dan pembentukan produk asam laktat (c) olenRhizopus oryza@ada
berbagai rasio C/N dengan laju pengadukan 150 rpm
Dari data hubungan antara waktu fermentasi dengarseitrasi biomassa,

substrat gula total dan produk asam laktat daj@intdkan konsentrasi
biomassa akhir (X g/l), konsentrasi gula total gkisa (S g/l), konsentrasi
asam laktat akhir (P g/l) dan parameter kinetikiéuylaju pertumbuhan spesifik
(u, Pers. 2.2), Laju pertumbuhan spesifik maksinfumPers. 2.4), konstanta
saturasi (K, Pers. 2.4), yield biomassa terhadap substraigYers. 2.9), yield
produk terhadap biomassa (¥s Pers. 2.11) dan konstanta penggunaan
substrat (k Pers. 2.14). Hasil akhir proses fermentasi daarpater kinetika
disajikan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil fermentasi dan parameter kinetika pda berbagai rasio C/N
dengan laju pengadukan 150 rpm

C/IN XM S P uiam) ksGam?) Yxs Yes
1,6 3,1€ 2,12 6,47 0,03¢ 0,031  0,16¢ 0,27¢
24 385 1193 915 0,018 0,008 0,182 0,415
32 433 1337 1019 0,020 0,015 0,131 0,393
4 - 1824 6,59 - 0,014 - 0,107

Um = 0,046 jam’
Ks= 4,324 gflt

Pertumbuhan biomasd$@hizopus oryzaeselama waktu fermentasi 72
jam hanya menunjukkan dua fase saja yaitu fasetaglatan fase eksponensial,
sedangkan fase stasioner dan fase kematian tidakat (Gambar 4.1). Pada
rasio C/N 1,6, fase adaptasi terjadi pada 8 jantapex proses fermentasi,
sedangkan pada rasio C/N 2,4 dan 3,2 fase ad#&etdasngsung singkat karena

terjadi kenaikan biomassa yang cukup berarti pad@n8 pertama proses
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fermentasi. Pertumbuhan biomassa untuk semua@dslionasih menunjukkan
kenaikan hingga jam ke-72. Konsentrasi biomasssio r&/N 4 tidak dapat
ditentukan secara akurat karena hingga jam ke-&thmarsisa amilum yang
tidak terhidrolisis.

Konsentrasi biomassa yang dihasilkan setelah 72waktu fermentasi
berkisar antara 3,16 - 4,33 g/l (Tabel 4.2). Koisesi biomassa dengan media
produksi limbah pengolahan makanan berbahan bajunga gandum dan
nenas yang diperoleh Jin Bt al. (2005) yaitu 4,8 — 5,3 g/l tercapai pada jam
ke- 30. Sehingga dapat dipahami jika laju pertumalbubiomassa pada media
produksi campuran tepung dan limbah cair tahu Ad3f@18 — 0,036 jamjauh
lebih kecil dibandingkan hasil yang diperoleh Bmet al. (2005) yaitu 0,16 -
0,25 jam'. Kadar fosfat dan nitrogen yang rendah pada limbain tahu
menyebabkan laju pertumbuhan yang rendah. Ketiadaamsi lain seperti
sulfat, magnesiumdan zinc juga mempengaruhi pertumbuhan sel. Selain itu
kandungan amilopektin pada tepung tapioka lebilygiirjika dibandingkan
kentang dan tepung gandum sehingga akan menurukdéegpatan proses
sakarifikasi.

Laju pertumbuhan spesifik menurun dengan meningkatasio C/N.
Laju pertumbuhan spesifik terbesar diperoleh padg@orC/N 1,6 yaitu 0,036
jam™. Perolehan biomassa terhadap substrat)Yerbesar pada rasio C/N 2,4
yaitu 0,182. Peningkatan rasio C/N dari 1,6 keiikud dengan kenaikan
viskositas media fermentasi, sehingga menghambginoahan oksigen ke
dalam sel jamur. Penurunan kadar oksigen dalaraksel menghambat proses
biosintesis sehingga menurunkan laju pertumbuhamdssa. Viskositas media
fermentasi akan berkurang setelah semua amilundtelisis menjadi glukosa,
sehingga pertumbuhan biomassa meningkat kembalinsétdrasi akhir

biomassa terbesar dihasilkan pada rasio C/N 3,2u y4i33 g¢/l. Laju
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pertumbuhan spesifik maksimumgfjdan Ks adalah 0,046 jarhdan 4,324 gl/l.
Laju pertumbuhan maksimum 0,046 jaomtuk Rhizopus oryzaakan tercapai
pada konsentrasi substrat amilum tiga kali harga K

Laju penggunaan substrat menurun dengan kenaikaim r@/N.
Kenaikan konsentrasi tepung tapioka menyebabkamilkam viskositas dan
menghambat perpindahan oksigen ke media fermentasi ke dalam sel,
selanjutnya akan menurunkan laju pertumbuhan bisajassehingga
menurunkan jumlah enzinamylase yang dihasilkan untuk menghidrolisis
tepung. Kemampuan sakarifikaBhizopus oryzaalibatasi oleh konsentrasi
substrat amilumstarch) awal. Pada rasio C/N 1,6 - 3,2 , semua amiluahtel
terhidrolisis sempurna pada akhir proses fermen@esdangkan untuk rasio
C/N 4 masih tersisa amilum yang tidak terhidrolisigju penggunaan substrat
spesifik terbesar diperoleh pada rasio C/N 1,6uy@j031 jarit. Pada rasio C/N
1,6 hampir seluruh tepung tapioka yang terhidlishenjadi glukosa
dikonversi menjadi biomassa dan produk (gula tetalisa 2,12 g/l).

Asam laktat yang terbentuk dalam proses fermentasiliuji secara
kualitatif dengan menggunakan HPLC. Waktu retemsigydiperoleh adalah
5,446 menit sesuai dengan waktu retensi L(+) asdaatl standar yaitu 5,501.
Profil waktu retensi standar L(+) asam laktat dandpk dapat dilihat di
Lampiran B.2. Sehingga dapat disimpulkan bahwanéoasam laktat yang
terbentuk adalah L(+) asam laktat.

Kecepatan pembentukan asam laktat konstan hingga ke-32
kemudian naik hingga jam ke-72 . Asam laktat tetldenpada saat
pertumbuhan biomassa mulai melambat. Sehingga dhpatpulkan bahwa
asam laktat merupakan metabolit sekunder yang geebentukan produknya
mengikuti pola campuran. Selain itu dapat dibuktikaula bahwaRhizopus

oryzae memiliki karakteristik SSF s{multaneous saccharification and
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fermentation) karena memiliki kemampuan enzimatik dan metabalituk
mengubah amilunmstarch) menjadi asam laktat.

Perolehan produk terhadap substrag,{Ytertinggi adalah 0,415 lebih
kecil dibandingkan hasil yang didapatkan olehBlret al. (2005) yaitu 0,76.
Konsentrasi asam laktat akhir meningkat denganikenaasio C/N dari 1,6 ke
3,2 yaitu dari 6,47 ke 10,19 g/l, kemudian menyrada rasio C/N 4 yaitu 6,59
g/l. Perolehan produk terhadap substrayduga meningkat dengan kenaikan
rasio C/N dari 1,6 ke 3,2 yaitu 0,273 - 0,415, kdrmo menurun pada rasio
C/N 4 yaitu 0,107. Kekurangan oksigen dalam selghambat pertumbuhan
sel tapi memicu pembentukan asam laktat. SemaRkugyitirasio C/N maka
konsentrasi substrat karbon dalam media fermergasnakin meningkat,
sehingga konsentrasi glukosa juga bertambah.

Glukosa dalam kondisi aerob akan terkatabolisme giketi EMP
(Embden-Meyerhof-Parnas) pathwagnenjadi pyruvate dan energi dalam
bentuk ATP.Pyruvatedalam kondisi aerob akan terkonversi menjadi Ca@z2 d
NADH melalui siklusKrebs/ trycarboxylic acid (TCAPyruvatedalam kondisi
anaerob dapat terkonversi menjadi asam laktat,oketaseton, butanol atau
asam asetat (Shuler and Kargi, 1992). Kenaikamw 1@8N akan meningkatkan
viskositas media fermentasi, sehingga menurunkansekdrasi oksigen.
Oksigen dalam sel berfungsi sebagacceptor elektron dari NADH
(nicotinamide adenine dinucleotidedalam proses respirasi atalectron
transport chainyang menghasilkan ATPs dan NAD. ATPs merupakagasea
penyimpan energi yang diperlukan untuk proses miesis sedangkan NAD
diperlukan untuk siklu&rebs (Shuler and Kargi, 1992). Jumlah oksigen yang
terbatas akan menghambat pembentukan ATPs sehalgga menurunkan
proses biosintesis (pertumbuhan biomassa). Penurikoasentrasi oksigen

dalam sel memacu pembentukan asam laktat, sehgigkasa yang terbentuk
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tidak digunakan untuk pembentukan biomassa tetafpikupembentukan asam
laktat. Pada rasio C/N 4, viskositas media ferngrgangat tinggi sehingga
membatasi ketersediaan oksigen dalam media fersiedeamn menghambat
proses metabolisme secara menyeluruh. Sehingga @8l yang optimum
untuk fermentasi asam laktat ol&hizopus oryzaelengan media produksi
campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu adgiak 3,2.
4.3 Pengaruh Laju Pengadukan terhadap Kinetika Pertunbuhan
Biomassa, Penggunaan Substrat dan Pembentukan Asdraktat
Karakteristik pembentukan biomas$hizopus oryzaepenggunaan
substrat dan pembentukan asam laktat diamati pad#amproduksi campuran
rasi 3,2 pada laju
pengadukan 100, 150, 200 dan 250 rpm. Waktu feamendilakukan selama
72 jam. Profil

kinetika pertumbuhan biomassa, penggunaan subskaat pembentukan

tepung tapioka dan limbah cair tahu dengan

biomassa
ditunjukkan oleh Gambar 4.2. Hasil akhir fermentdan parameter kinetika

disajikan pada Tabel 4.3.
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Gambar 4.2 Profil kinetika pertumbuhan (a), pengguraan substrat gula (b) dan
pembentukan produk asam laktat (c) pada rasio C/N 2 untuk berbagai laju
pengadukan
Pertumbuhan biomasd$@hizopus oryzaeselama waktu fermentasi 72

jam hanya menunjukkan dua fase saja yaitu fasetaglatan fase eksponensial,
sedangkan fase stasioner dan fase kematian tidakna&. Fase adaptasi
berlangsung singkat karena telah terjadi kenaikaméissa yang cukup berarti
pada 8 jam pertama proses fermentasi. Sampai gkioses fermentasi
pertumbuhan biomassa untuk semua laju pengadukasih nmenunjukkan

kecenderungan naik.

Tabel 4.3 Hasil fermentasi dan parameter kinetika pda berbagai laju
pengadukan  dengan rasio C/N 3,2

Rpm X (a/)  S(g/) Pl u@am™) ks(am™) Yws Yes
100 3,31 14,97 7,05 0,01¢€ 0,007 0,06¢ 0,207
150 4,33 13,37 10,19 0,020 0,015 0,131 0,393
200 6,30 8,93 2,26 0,023 0,012 0,111 0,054
250 6,64 10,82 1,07 0,016 0,012 0,148 0,035
Um = 0,035 jam’
Ks=4,380 g/l
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Kenaikan laju pengadukan dari 100 rpm ke 250 rpamakeningkatkan
konsentrasi biomassa akhir yaitu dari 3,31 g/l k4 6&y/l, laju pembentukan
biomassa yaitu dari 0,016 jdnke 0,023 jaril, dan yield biomassa terhadap
substrat (Ys) yaitu dari 0,068 ke 0,148 (Tabel 4.3). Laju paehdan (agitasi)
mempengaruhi kelarutan oksigen (aerasi) dalam mestraentasi. Semakin
tinggi laju pengadukan semakin banyak pula oksigerg terlarut dalam media
fermentasi. Pengadukan akan meningkatkan luas p@anu perpindahan
oksigen dengan cara mendispersikan udara ke dakdmnfermentasi dalam
bentuk gelembung-gelembung kecil. Pengadukan jugafutgsi untuk
menahan terlepasnya gelembung udara dari mediaefasi, mencegah
penggabungan gelembung udara dan mengurangi katebhh cairan pada
antar muka gas/cairan dengan cara menciptakan léaiudalam media
fermentasi (Stanbury and Whitaker, 1984). Semakiygt konsentrasi oksigen
dalam sel akan mempercepat laju proses respirdsnggm ATPs yang
diperlukan untuk proses biosintesis semakin bangzka laju pertumbuhan
biomassa akan meningkat.

Laju aerasi juga mempengaruhi ukuran miselia yamgentuk. Pada
laju pengadukan 100 dan 150 rpm, miselia membepélét-pelet kecil yang
seragam dengan ukuran 1-2 mm, sedangkan padaelagagukan 200 dan 250
rpm, miselia membentuk pelet-pelet besar denganmankiidak seragam. Pelet-
pelet kecil yang seragam memiliki efisiensi perpgimgn massa lebih tinggi
dibandingan pelet-pelet besar (J.M Domingeeal, 1999).

Kenaikan laju pengadukan dari 100 rpm ke 250 rpmingkatkan laju
penggunaan substrat dari 0,007 ke 0,012%jdan menurunkan gula total yang
tersisa dari 14,97 ke 8,93 g/l .Semakin tinggi lemsasi oksigen dalam sel

akan mempercepat laju proses respirasi sehingga NADy diperlukan untuk
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prosesKrebs semakin banyak, maka laju konversi glukosa menpgduvate
akan meningkat.

Kenaikan laju pengadukan dari 100 rpm ke 150 rpmmingkatkan
konsentrasi asam laktat akhir dari 7,05 ke 10,19gda laju pengadukan 200
dan 250 rpm terjadi penurunan konsentrasi asaratlakénjadi 2,26 dan 1,07
g/l. Yield produk terhadap biomassa p{y terbesar diperoleh pada laju
pengadukan 150 rpm yaitu 0,393. Peningkatan lajoggdukan menjamin
ketersediaan oksigen dalam sel, kondisi terselsityjumenghambat konversi
pyruvatemenjadi asam laktat. Sehingga laju pengadukan gatigiaum untuk

pembentukan asam laktat adalah 150 rpm.

4.4 Optimasi Variabel Proses dengan Rancangan Petwaan Full Factorial
Central Composite Design

Rancangan percobaan® Zull factorial central composite design
digunakan untuk menentukan pengaruh dan kondignapt X; (konsentrasi
amilum) dan X (laju pengadukan) terhadap {konsentrasi biomassa) dan Y
(konsentrasi asam laktat). Hasil percobaan yangrdigh disajikan pada Tabel
4.4.

Tabel 4.4 Hasil percobaan optimasi variabel berdaskan Rancangan percobaan

2? Full Factorial Central Composite Design

Run Variabel bebas Variabel bergantung

X1 X2 Y1 Y2
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1 5C 20C 7,63¢ 1,07-
2 30 200 4,153 1,953
3 50 100 1,978 2,834
4 30 100 2,083 2,949
5 25,8¢ 15C 4,32¢ 6,281
6 54,14 150 3,527 7,200
7 40 79,3 2,649 6,358
8 40 220,7 5,205 1,915
9 4C 15C 6,93¢ 6,70:
10 40 150 6,638 6,817
11 40 150 4,328 10,188
12 40 150 6,756 9,154
13 40 150 6,916 9,384

Data hasil percobaan diolah menggunagaftwareStatistica 9dengan
Response Surface Methodghingga diperoleh persamaan kuadratik yang
menghubungkan antara variabel bebas terhadap ght&bbebas. Pengolahan
data dengarsoftware Statistica 9menghasilkan pula koefisien-koefisien dari
persamaan kuadratik, yang ditegaskan dengan rdlan tnilai p untuk melihat
seberapa jauh pengaruh setiap variabel bebas #grheariabel tak bebas.
Ketepatan model matematis tersebut dapat diketddwiihasil uji ANOVA.
Selain itu sejauh mana pengaruh semua variabelsheblaadap variabel tak
bebas dapat ditentukan pula dari nilai(Roefisien Diterminasi).

4.4.1 Pengaruh konsentrasi amilum dan laju pengadwdn terhadap
konsentrasi biomassa

Persamaan kuadratik yang menghubungkan antafleodsentrasi
amilum) dan % (konsentrasi biomassa) terhadap(konsentrasi biomassa)
adalah :
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Y =-17,9256+0,7070 %0,0988%+0,0018 %X,-0,0119 %2-0,0005%>
(4.1)
Ketepatan model matematis tersebut dapat diketdhui hasil uji ANOVA
yang ditunjukkan pada Tabel 4.5.
Tabel 4.5 Uji ANOVA untuk konsentrasi biomassa

Sumber variasi SS df MS F
Regresi (model) 37,2134 5 7,44267 5,396¢
Residual 9,65360:! 7 1,37908

Total 46,86700 12 8,82176!

R? 0,79402.

Nilai R®> (Koefisien Diterminasi) yang diperoleh adalah @@2i,
menunjukkan bahwa persamaan tersebut 79,4% mewakilipercobaan. Nilai
R?> > 75% dapat digolongkan cukup baik untuk suatueligen yang
melibatkan mikroorganisma (Haaland, 1989). Nilahadsil perhitungan yang
ditunjukkan oleh Tabel 4.5 adalah 5,3968. NilanFlebih besar dibandingkan
dengan nilai F tabel (505, 57= 3,97), menunjukkan bahwa hasil regresi yang
diperoleh signifikan pada level 5%.

Setiap suku dalam model matematis memberikan géelg berbeda
terhadap hasil. Suku yang terdiri dari satu faktenunjukkan efek linier, suku
yang terdiri dua faktor menunjukkan efek interaksiara dua faktor (variabel),
sedangkan suku yang berpangkat dua menunjukkan kef@dratik terhadap
hasil. Signifikasi setiap suku ditentukan dari npadan nilai t suatu koefisien
regresi. Koefisien-koefisien persamaan kuadratilgi t dan nilai p disajikan
pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Koefisien-koefisien persamaan kuadratiknilai t dan nilai p untuk
konsentrasi biomassa
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Faktor Koefisien t-value p-value

X1 0,707( 1,7692( 0,12017
Xz 0,098t 1,3796° 0,21014:
X -0,011¢ -2,6609( 0,03242!
X2 -0,000¢ -2,6614° 0,03239:
X1* X3 0,001¢ 1,5276t 0,17043:

Suku kuadratik X (konsentrasi amilum) dan suku kuadratik? Xlaju
pengadukan) dengan nilai p yaitu 0,032425 d&382398memberikan efek
kuadratik cukup signifikan dengan tingkat kepereay®5%. Suku linier X
(konsentrasi amilum) dengan nilai koefisien 0,707@mberikan efek terbesar
terhadap Y (konsentrasi biomassa), disusul oleh suku linigr(konsentrasi
biomassa) dengan nilai koefisien,0988, kemudian suku kuadratii?
(konsentrasi amilum) dengan nilai koefisi®&0119, setelah itu suku interaksi*
X, dengan nilai koefisiern,0018 dan terakhirsuku kuadratik ¥ (laju
pengadukan) dengan nilai koefisign005.

Kondisi optimum konsentrasi amilum dan laju pendiaduterhadap
konsentrasi biomassa dapat diperkirakan dari grediktour yang disajikan
pada Gambar 4.3. Optimasi berdasarkan grafiktour adalah konsentrasi
biomassa maksimum 6 g/l diperoleh pada konseraragum 43 g/l dan laju

pengadukan 176 rpm.
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Gambar 4.3Grafik contour konsentrasi amilum dan laju pengadukat

terhadap konsentrasi biomassa

4.4.2 Pengaruh konsentrasi amilum dan laju pengadwdn terhadap

konsentrasi asam lakta

Persamaan kuadratik yang menghubungkan ani; (konsentras

amilum) dan X% (konsentrasi biomassa) terhada, (konsentrasi asam lakt:

adalah :

Y,=-43,92484,3922 »+0,3487%—0,0004 %X,-0,0166%°-0,0012X%>

(4.2)

Ketepatan model matematis tersebut dapat diketdaui hasil uji ANOVA

yang ditunjukkan pada Tabel 4

Tabel 4.7 Uji ANOVA untuk konsentrasi asam laktat

Sumber variasi SS df MS F
Regresi (model) 83,0938 5 16,6187 3,498¢
Error 33,2485l 7 4,74979!

Total 116,3424 12 21,36856
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R? 0,71421
Nilai R® (Koefisien Diterminasi) yang diperoleh adalah @218,

menunjukkan bahwa persamaan tersebut 71,4% mewakili percobaan. Nilai
R? lebih kecil dari 75% disebabkan oleh sulitnya ragajmempertahankan
variabel tetap seperti volum inokulum yang ditankaah dalam media
produksi. Nilai F yang ditunjukkan oleh Tabel 4dalah 3,4988. Nilai F ini
lebih kecil dibandingkan dengan nilai F tabe} df 57 = 3,97) menunjukkan
bahwa hasil regresi yang diperoleh tidak signifikada level 5%.

Koefisien-koefisien persamaan kuadratik, nilai hdalai p disajikan
pada Tabel 4.8. Suku kuadratik,?X(laju pengadukan) dan suku liniep Haju
pengadukan) dengan nilai @008869 dan 0,03427memberikan efek cukup
signifikan dengan tingkat kepercayaan 95%. SukuerlinX; (konsentrasi
amilum) dengan nilai koefisieh,3922memberikan efek terbesar terhadap Y
(konsentrasi asam laktat), disusul oleh suku litier(konsentrasi biomassa)
dengan nilai koefisien,3487, kemudian suku kuadral¢® (konsentrasi amilum)
dengan nilai koefisien,0166, setelah itsuku kuadratik ¥ (laju pengadukan)
dengan nilai koefisier®,0012 dan terakhir suku interaksi X X, dengan nilai
koefisien0,0004.

Tabel 4.8 Koefisien-koefisien persamaan kuadratiknilai t dan nilai p untuk

konsentrasi asam laktat

Faktor Koefisien t-value p-value
X1 1,392: 1,8772 0,10258:
X, 0,348: 2,6227( 0,03427.
X4 -0,016¢ -2,0129: 0,08400:
X5? -0,001: -3,5889¢ 0,00886!

X1* X, -0,000¢ -0,1757: 0,86547
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Kondisi optimum konsentrasi amilum dan laju pendauaiuterhada)
konsentrasi asam laktat dapat diperkirakan dafikgcontoul yang disajikan
pada Gambar 4.©Optimasi berdasarkan grafdontouradalah konsentrasi ase
laktat maksimum 8,26 g/l diperoleh pada konsenaaslum 40 g/l dan laj

pengadukan 139 rpi
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Gambar 4.4 Crafik contour konsentrasi amilum dan laju pengadukan
terhadap konsentrasi asam laktat
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian fermenégam laktat oleh
jamur Rhizopus oryzaelengan media produksi campuran tepung tapioka dan

limbah cair tahu adalah:

1. Limbah cair tahu memiliki kandungan nitrogen yangneukupi untuk
pembentukan asam laktat yaitu 5 g/l. Kandungandtadalam limbah
cair tahu relatif sedikit yaitu 1,1 g/l, sehinggaris dilakukan
penambahan unsur C dari sumber lain.

2. Rasio C/N relatif optimum untuk fermentasi asantdakdalah 2,4-3,2.
Laju pengadukan relatif optimum untuk pembentuksamnalaktat adalah
150 rpm.

3. Laju pertumbuhan spesifik maksimum.jradalah 0,046 jai konstanta
saturasi (k) adalah 4,324 g/l dan laju penggunaan substesifip (ks)
tertinggi adalah 0,031 jam Yield biomassa terhadap substratx£Y
tertinggi adalah 0,182 dan yield asam laktat tempadubstrat (¥9
tertinggi adalah 0,415.

4. Konsentrasi biomassa maksimum adalah 6 g/l dipenmdela konsentrasi
amilum 43 g/l dan laju pengadukan 176 rpm. Konsentasam laktat
maksimum adalah 8,26 g/l diperoleh pada konseraragum 40 g/l dan
laju pengadukan 139 rpm.
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5.2 Saran
Beberapa saran yang dapat memperbaiki dan menggkdramateri

penelitian ini adalah :

1. Perlu dilakukan kajian tentang pengaruh penambabaisi lain seperti
unsur P, Mg dan Zn ke dalam limbah cair tahu urmhéningkatkan
potensinya sebagai media produksi asam laktat.

2. Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang penggamdua reaktor yang
terpisah untuk pertumbuhan biomassa dan produksn dsktat. Kedua
reaktor tersebut memiliki kondisi operasi dan kosigionutrien yang
berbeda.

3. Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang pengarkandungan

amilopektin dalam tepung tapioka terhadap proskesrdikasi starch
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BAB VI
RINGKASAN

Campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu ddigahakan sebagai
alternatif media fermentasi yang murah untuk mesitjten asam laktat dengan
menggunakan jamurRhizopus oryzaeRhizopus oryzaenemiliki kemampuan
melakukan proses sakarifikasi dan fermentasi sdwareesinambungan (SSF,
Simultaneous Saccharification and Fermentaticstalam satu tahap. Sel
Rhizopusdapat menghasilkan 1,5 mol asam laktat dari 1 ghdtosa dalam
kondisi aerobik dan sisanya diubah menjadi misgligcerol, fumarate atau
etanol [Skory, 2000]. Tujuan penelitian ini adalaempelajari karakteristik
dari tepung tapioka dan limbah cair tahu sebagadianfermentasi asam laktat
oleh jamur Rhizopus oryzae, mempelajari pengarutiora&C/N dan laju
pengadukan terhadap pertumbuhan biomassa dan giodigam laktat,
menentukan parameter kinetika proses fermentasin dsétat yaitu laju
pertumbuhan spesifik (1), laju pertumbuhan spesifadksimum (), tetapan
kejenuhan substrat (< konstanta penggunaan substraj),(lperolehan/yield
biomassa terhadap substrakgy dan perolehan/yield produk terhadap substrat
(Ypi9), menentukan konsentrasi amilum dan laju pengadwg@imum untuk
pertumbuhan biomassa dan produksi asam laktat.i Teotang fermentasi
asam laktat olelRhizopus oryzaefaktor-faktor yang berpengaruh terhadap
pertumbuhan biomassa dan pembentukan asam laktattetaik optimasi

variabel proses dijelaskan pada BAB | dan BAB II.
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Proses fermentasi dilakukan secara batch dalaemeyler 250 ml
dengan volume media produksi 100 ml. Media prodiksnudian diinokulasi
dengan 7 ml inokulum, dan ditempatkan dalacubator shakedengan suhu
30°C, pH+ 6, dan waktu fermentasi 72 jam. Dari percobaasetart diperoleh
profil, parameter kinetika dan rasio C/N dan lagngadukan relatif optimum.
Selain itu dilakukan pula penelitian dengan raneangercobaar2? full
factorial composite desigmlan pengolahan data dengResponse Surface
Methods untuk mendapatkan pengaruh dan kondisi optimumséwinasi
amilum dan laju pengadukan terhadap konsentrasndsea dan asam laktat.
Metodologi penelitian, bahan, alat, prosedur, dagtoge analisa dijelaskan
pada BAB III.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah caihutamemiliki
kandungan nitrogen yang mencukupi untuk pembentalsam laktat yaitu 5
g/l, kandungan karbon relatif sedikit yaitu 1,1, glehingga harus dilakukan
penambahan unsur C dari sumber lain. Rasio C/Nifraatimum untuk
pertumbuhan biomassa dan pembentukan asam lakiaha@,4-3,2. Laju
pengadukan relatif optimum untuk pertumbuhan bi@@atan pembentukan
asam laktat adalah 150 rpmy, pdalah 0,046 jath K adalah 4,324 g/l ,sk
tertinggi adalah 0,031 jam Yyxs tertinggi adalah 0,182 danpX tertinggi
adalah 0,415. Konsentrasi biomassa maksimum adalgh diperoleh pada
konsentrasi amilum 43 g/l dan laju pengadukan Jpff. rKonsentrasi asam
laktat maksimum adalah 8,26 g/l diperoleh pada é&potrasi amilum 40 g/l dan
laju pengadukan 139 rpm. Hasil penelitian, pembainasesimpulan dan saran
dijelaskan secara lengkap pada BAB IV dan BAB V.
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Lampiran A Prosedur Uji Sampel Percobaan

A.1 Prosedur Uji Konsentrasi Biomassa

1.

100 ml sampel diperoleh dari satu erlemeyer yangvakigi satu
interval waktu fermentasi disentrifugasi pada 208 selama 5 menit.
Endapan yang diperoleh dicuci dua kali dengan 4 @l Hntuk

menghilangkan sisa kalsium karbonat.

3. Kemudian disaring dengan kertas saring Whatman 40.

Biomassa yang diperoleh dikeringkan pada suHIC 6flama 36 jam

dan ditimbang.

A.2 Prosedur Uji konsentrasi Gula Total/tereduksi

A.2.1 Hidrolisis amilum

2,5 ml HCI 2 N ditambahkan pada 5 ml sampel

2. Panaskan dalam penangas air mendidih selama 6® meni

3. Uji dengan larutan Ki, jika larutan berwarna kunjegnih maka proses

hidrolisis telah berlangsung sempurna.

A.2.2 Analisa glukosa

1.

Reagen DNS (Dinitro Salysilic Acid) dibuat dengaalanutkan 100 mg
DNS dalam 1000 ml aquades.

1 ml reagen DNS, 2 ml aquadest dan 0,5 ml KOH ditarkan pada
tabung reaksi yang telah berisi 1 ml sampel hagiblisis amilum.
Tabung reaksi dipanaskan dalam penangas air marsiktima 5 menit
agar terjadi reaksi antara glukosa dan DNS.

Tabung reaksi didinginkan, kemudian ditambahkanadgst hingga

mencapai volume 10 ml, dikocok agar tercampur raerat
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5. Absorbansi/persen transmitan larutan diukur padgapg gelomban:
540 nm (Ceirvyn, 1995)

6. Plotkan pada kurva stan. Persamaan regresi linier kurva stai
adalah y =-0,79817x + 70,4277

Kurva Standar Glukosa

9%

(4]

2 8%

N\

(O] ° \

3 6% N\

S 5%

c

S 4% \
& 3%

)

g 2% \

1% \\
0%

134 174 239 413 753 779 818
% Transmitan

Gambar Al.1 Kurva standar glukosa
A.3 Prosedur Uji Konsentrasi Asam Laktat

1. Supernatan hasil proses sentrifugasi untuk penentk@nsentras
biomassa disentrifugasi kembali pada 10000 rpmselED meni

2. Supernatan yang terbentuianalisa dengan HPLC (Jin ket al, 2005)
untuk menentukan jenis isomer asam la

3. Sebagian supeatan dianalisa denganConductomet¢ untuk
menentukan daya hantar listriknya, kemudian diglothpada kurvi
standar DHL terhadakonsentrasasam laktat (Payot, 199'Persamaan

regresi linier kurva standar adalah y = 3,83- 2,966
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Kurva standar DHL terhadap konsentrasi

asam laktat
30

25

20 /

15 /

o o

: ///

079 132 3.06 409 532 6.65
DHL mS/cm

Konsentrasi asam laktat (g/It)

Gambar Al.2 Kurva standar DHL terhadap konsentrasiasam laktat
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Lampiran C Data Percobaan dan Pengolahan Data

C.1 Perhitungan rasio C/N

1. Asumsi 1gram amilum akan terhidrolisa sempurna awknjkurang
lebih 1 gram glukosa (Jin Bat al, 2005)

2. Konsentrasi N dalam limbah cair tahu : 5 g/l

3. Fraksi massa C dalam glukosgHe,Og : 72/180 = 0,4

4. 20 g/l amilum jika terhidrolisis sempurna setaragin 20 g/l glukosa,
mengandung 8 g/l C.

5. RasioC/N=8/5=1,6

C.2 Perhitungan parameter kinetika
Contoh data percobaan dan pengolahan data disgdgaTabel C.1

C.2.1 Perhitungan laju pertumbuhan spesifik 1)

Laju pertumbuhan spesifikl() diperoleh dengan mengalurkan In X terhadap t
(waktu) sesuai dengan persamaan (2.2) yaitu :

In X=pt+ InX

[ adalah slope yang terbentuk dari persamaan lit@esebut. Sehingga

diperoleh 1 = 0,036 jarit .

C.2.2 Laju pertumbuhan spesifik maksimum (iy,)
Laju pertumbuhan spesifik maksimupt,{) diperoleh dengan mengalurkam1/
terhadap 1/S sesuai dengan persamaan (2.4) yaitu :

1 Ks 1
- = =+

1 wm S L

1
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1/ Uy adalah intercep dan K4, adalah slope yang terbentuk dari persamaan
linier tersebut.

Sehingga diperolefi,, = 0,046 jari dan Ks = 4,324 g/l

Kurva 1/p terhadap 1/S
80
V=94x +21.56

60 R2=0.218
£ /
'240
2 ¥
(]

20

0 } T T 1
0 0.2 1/s I/g 0.4 0.6

Gambar C.1 Kurva 1/u terhadap 1/S
untuk konsentrasi amilum 20 g/, 150 rpm

C.2.3 Perhitungan konstanta penggunaan substrat ¢k
Konstanta penggunaan substrag) (Riperoleh dengan mengalurkan In St/So
terhadap t (waktu) sesuai dengan persamaan (dtd).ya
S e
dr

ksadalah slope dari persamaan liniernya. Sehingggraleh k = 0,031 jar.

C.2.4 Perhitungan perolehan/yield biomassa terhadapubstrat (Yx/s)
Y xss dihitung dengan persamaan (2.9) yaitu :

Y xs = AXIAS

Y xis = (X=X (- 9)
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Dengan mengalurkan (x Xo) terhadap (& S) diperoleh Yy;s = 0,169

C.2.5 Perhitungan perolehan/yield produk asam laktaterhadap substrat
(Yers)

Y pisdihitung dengan persamaan (2.11) yaitu :

Ypis=APIAS

Yers=(R-R) (S-9)

Dengan mengalurkan (P B) terhadap (& S) diperoleh Yps= 0,273

C.3 Perhitungan Optimasi Variabel dengarResponse Surface Methods

C.3.1 Optimasi konsentrasi amilum dan laju pengaduéin terhadap
konsentrasi biomassa

Tabel C.2 Koefisien-koefisien persamaan polynomiahilai t dan nilai p untuk

optimasi  konsentrasi amilum dan laju pengadukan téhadap konsentrasi
biomassa

Parameter Estimates (Spreadsheetd in data)
Sigrma-restricted parameterization

War3d Yard Yard Yard  [-95.00% [ 495.00% | “Ward Ward

Effert Faram. | Std.Err t p Cnf.Lrt | Cnf.lmt | Beta (Z) | St.Err.13
Intercept S17.0266 (11.02795 | -1.62547 |0.148000 | -44.002E8| 8.151356

"Warl" 07070 039961 1769200120177 -0.2379) 1. 61899 2920701 BR0855
"]t S00Agl 000445 -2 660900 032425 00224 -0.001379| -3 94347 [1. 487950
2" 0.0983) D.OF163[ 1.37957|0.210148 | -0.0706] 0.268219) 2.04147 |1.479653
a2t 00008 0.00078|-Z667T47|0.032398] -0.0009) -0.000083) -2 973821117 267
"arl"™"ar2" 0.0018) 0.00117 [ 1.62766|0.170435| -0.0010] 0.004571| 1871291224941

Tabel C.3 Uji ANOVA persamaan polynomial untuk opimasi konsentrasi
amilum dan laju pengadukan terhadap konsentrasi bimassa

Test of S5 YWhole Model vs. 55 Residual (Spreadsheetd in data)
Dependnt| Multiple | Multiple | Adjusted =5 df WS i df WS
“ariahle R R= R? Model |Model| Model [Residual|Residual |Residual
Vard 1.897079|1 794021 | 064689437 21340 8|7 442679| 9. 653608 71378087
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Gambar C.2 Grafik Pareto untuk optimasi konsentrasiamilum dan laju
pengadukan terhadap konsentrasi biomassa

C.3.1 Optimasi konsentrasi amilum dan laju pengaduéin terhadap
konsentrasi asam laktat

Tabel C.4 Koefisien-koefisien persamaan polynomial, nilai t dan nilai puntuk

optimasi konsentrasi amilum dan laju pengaduan terhadap konsentrasi asan
laktat

Farameter Estimates (Spreadsheestd in data)
Sigma-restricted parameterization

“ard Ward YWard YWard [-95.00% | #25.00% | “ard “ard

Effert Param. | Std.Err t p Cnflrmt | Cnf.lmt |Beta (%) | StEr &
Interce ot -43.8248 20 46616 [-2.14621 |0.06585998 [ 92 3195| 4 470022

“arl" 13822 074B1| 1.87724|\0102582| -0.3615| 3.145787 | 365035 (1. 944537
"arlhed -00MGBE| 0.00826(-2.01292|0.084003| -0.0362 | 0.002907 [-3.51373(1.745615
“ar" 03487 043294 Z62270(0034274) 00343 0.663024| 487172(71. 742909
T S00092) 000033 -388898 0. 008869 -0.0020] -0.000408] -4 723571316732
“arl"™"ar" | -0.0004 | 0.00218|-017574|0.865477 | -0.0055) 0.004770]|-0.25356|1. 442850

Tabel C.5 Uji ANOVA persamaan polynomial untuk optimasi konsentrasi
amilum dan laju pengadukan terhadap konsentrasi asam laktat
Test of 353 Y¥Whale Model vs. 55 Residual (Spreadsheetd in data)

Cependnt| Multiple | Multiple | Adjusted 55 df fl S 55 df hS
“ariahbl R Rz Rz Model |Model| Model |Residual |Residual | Residual
Yard 1845114 [1.714218|0.510088|83.09387 SB.6B1877|33.24856 74749795
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Sigma-restricted parameterization

Gambar C.3 Grafik Pareto untuk optimasi konsentrasi amilum danlaju

pengadukan terhadap konsentrasi asam laktat
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Lampiran B Data Analisa Sampel

B.1 Analisa limbah cair tahu

B.2 Analisa jenis isomer asam laktat
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Tabel C.1 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 20 g/l,

150 rpm
No. Waktu Biomassa Konsentrasi gula total Konsentrasi asam laktat Ln Xt (S
(jam) (g/1t) %T (g/1t) DHL (mS/cm) (g/1t) (
t0 0 0.00 62.8 20.31 1.8 3.92
tl 0.14 68.4 15.84 2.61 7.03 -1.96
t2 16 0.73 71.8 13.13 2.75 7.56 -0.32
t3 24 1.43 74.4 11.06 2.96 8.37 0.36
t4 32 1.49 75.8 9.94 2.85 7.95 0.40
t5 40 1.70 78.1 8.10 2.65 7.18 0.53
t6 48 1.91 81 5.79 3.03 8.63 0.65
t7 56 2.18 82.6 4.51 3.38 9.98 0.78
t8 64 2.72 85.3 2.36 3.12 8.98 1.00
t9 72 3.16 85.6 2.12 3.49 10.40 1.15
X rata2 AX AX/At Srata2 AS AS/At P rata2 AP AP/At vl
0.0705 0.14 0.017625 18.079 4.47 0.5586 1.55115 3.10 0.387788 0.25
0.433 0.584 0.073 14.488 2.7132 0.33915 3.3704 0.5362 0.067025 0.168591
1.0785 0.707 0.088375 12.094 2.0748 0.25935 4.04065 0.8043 0.100538 0.081943
1.4625 0.061 0.007625 10.498 1.1172 0.13965 4.23215 -0.4213 -0.05266 0.005214
1.5955 0.205 0.025625 9.0217 1.8354 0.229425 3.6385 -0.766  -0.09575 0.016061
1.8045 0.213 0.026625 6.9469 2.3142 0.289275 3.9832 1.4554 0.181925 0.014755
2.0445 0.267 0.033375 5.1514 1.2768 0.1596 5.38115 1.3405 0.167563 0.016324
2.449 0.542 0.06775 3.4357 2.1546 0.269325 5.5535 -0.9958 -0.12448 0.027664
2.938 0.436 0.0545 2.2387 0.2394 0.029925 5.76415 1.4171 0.177138 0.01855
Tabel C.2 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 30 g/l,
150 rpm
No. Waktu Biomassa Konsentrasi gula total Konsentrasi asam laktat Ln Xt (So -
(jam) (g/1t) %T (8/1t) DHL (mS/cm) (g/1t) (g/l
t0 0 0.00 30.00 1.80 3.92
tl 8 0.76 67.2 16.80 2.52 6.68 -0.27
t2 16 1.84 69.3 15.13 2.82 7.83 0.61
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t3
t4
t5
t6
t7
t8
t9

X rata2

0.382
1.3015
2.073
2.264
2.401
2.611
2.737
2.9625
3.471

24
32
40
48
56
64
72

AX
0.764
1.075
0.468

-0.086

0.36
0.06

0.192
0.259
0.758

231
2.22
2.58
2.64
2.83
3.09
3.85

AX/At
0.0955
0.134375
0.0585
-0.01075
0.045
0.0075
0.024
0.032375
0.09475

70.8
70.4
70.5
711
71.9
72.3
73.3

Srata2

AS

23.4011  13.1978

15.9643
14.5279

14.089
14.2087
13.9294
13.3708

12.892
12.3334

1.6758
1.197
-0.3192
0.0798
0.4788
0.6384
0.3192
0.798

13.93
14.25
14.17
13.69
13.05
12.73
11.93

AS/At
1.649725
0.209475
0.149625

-0.0399
0.009975

0.05985
0.0798
0.0399

0.09975

2.72
2.65
3.14
3.56
3.71
3.90
4.19

P rata2
1.3788
3.3321
3.7151

3.38955

4.19385
5.9365

7.02805

7.67915

8.59835

7.45
7.18
9.06
10.66
11.24
11.97
13.08

AP

2.7576
1.149
-0.383
-0.2681
1.8767
1.6086
0.5745
0.7277
1.1107

Tabel C.3 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 40 g/l,
150 rpm

No.

t0
t1
t2
t3
t4
t5
t6
t7
t8
t9

Waktu
(jam)

16
24
32
40
48
56
64
72

Biomassa

(g/1t)
0.00
0.78
1.79
2.34
2.24
3.04
2.33
3.10
3.50
4.33

Konsentrasi gula total

%T

48.6
54.4
61.5
54.8
69.2
68.1
70.1
71.2
71.5

(g/lt)

Konsentrasi asam laktat

DHL (mS/cm)
40.00 1.80
31.65 2.60
27.02 2.61
21.35 3.07
26.70 2.78
15.21 4.28
16.08 4.19
14.49 4.25
13.61 4.27
13.37 4.46

(g/1t)

3.92
6.99
7.03
8.79
7.68
13.42
13.08
13.31
13.38
14.11

191

0.84
0.80
0.95
0.97
1.04
1.13
1.35

AP/At

0.3447
0.143625
-0.04787
-0.03351
0.234588
0.201075
0.071813
0.090962
0.138838

Ln Xt

T
0.25

0.103246

0.02822
-0.00475
0.018742
0.002872
0.008769
0.010928
0.027298

(Sc
(s

#NUM!
-0.25
0.58
0.85
0.81
1.11
0.85
1.13
1.25
1.47



X rata2
0.3905
1.283
2.062
2.289
2.637
2.6825
2.7165
3.3025
3.915

AX
0.781
1.004
0.554

-0.1

0.796

-0.705
0.773
0.399
0.826

AX/At
0.097625
0.1255
0.06925
-0.0125
0.0995
-0.08813
0.096625
0.049875
0.10325

S rata2
35.8225
29.3308
24.1837
24.0241
20.9518
15.6451
15.286
14.0491
13.4905

AS
8.355
4.6284
5.6658
-5.3466
11.4912
-0.8778
1.596
0.8778
0.2394

AS/At
1.044375
0.57855
0.708225
-0.66833
1.4364
-0.10973
0.1995
0.109725
0.029925

P rata2
1.532
3.08315
3.9832
4.30875
6.6259
9.32605
9.2686
9.4218
9.82395

AP
3.064
0.0383
1.7618
-1.1107
5.745
-0.3447
0.2298
0.0766
0.7277

Tabel C.4 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 50 g/l,

150 rpm
No.

t0
t1
t2
t3
t4
t5
t6
t7
t8
t9

Waktu
(jam)

16
24
32
40
48
56
64
72

Biomassa

(g/lt)

Konsentrasi gula total

%T

25.1
31.9
47.5
56.2
61.5
62.3
64.2
64.7

65
65.4

(g/1t)

DHL (mS/cm)
50.00 1.80
44,97 2.57
32.52 2.65
25.58 2.38
21.35 2.50
20.71 2.55
19.20 2.64
18.80 3.01
18.56 3.20
18.24 3.52

Konsentrasi asam laktat

(g/1t)
3.92
6.87
7.18
6.15
6.61
6.80
7.14
8.56
9.29

10.51

192

AP/At

0.383
0.004787
0.220225
-0.13884
0.718125
-0.04309
0.028725
0.009575
0.090963

Ln Xt

)
0.25

0.097818
0.033584
-0.00546
0.037732
-0.03285

0.03557
0.015102
0.026373

(So
(g



Tabel C.5 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 40 g/l,
100 rpm

No.

t0
t1
t2
t3
t4
t5
t6
t7
t8
t9

X rata2

0.626
1.1755
1.3605
1.6275
1.5955

2.078

2.746
2.6265
2.8355

Waktu

(jam)

16
24
32
40
48
56
64
72

AX
1.252
-0.153
0.523
0.011
-0.075
1.04
0.296
-0.535
0.953

Biomassa

(g/1t)
0.00
1.25
1.10
1.62
1.63
1.56
2.60
2.89
2.36
331

AX/At
0.1565
-0.01913
0.065375
0.001375
-0.00937
0.13
0.037
-0.06688
0.119125

Konsentrasi gula total

%T

64.00
80.20
62.70
66.50
69.80
70.30
72.90
71.50
69.50

Srata2
29.6779
12.892
13.4107
18.877
16.0441
14.5279
13.291
12.8122
14.1688

(g/1t)

AS
20.6442
12.9276
-13.965

3.0324
2.6334
0.399
2.0748
-1.1172
-1.596

Konsentrasi asam laktat

DHL (mS/cm)
40.00 1.80
19.36 2.08
6.43 2.39
20.39 3.08
17.36 3.90
14.73 4.09
14.33 3.28
12.25 4.54
13.37 3.62
14.97 3.64

AS/At P rata2
2.580525 0.5362
1.61595 1.66605
-1.74563 3.58105
0.37905 6.4727
0.329175 8.40685
0.049875 7.21955
0.25935 8.0813
-0.13965 8.7324
-0.1995 7.0089

(g/1t)

1
1

1

3.92
5.00
6.18
8.83
1.97
2.69
9.59
4.42

10.89
10.97

AP
1.0724
1.1873
2.6427
3.1406
0.7277

-3.1023
4.8258
-3.5236
0.0766

Tabel C.6 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 40 g/l,
200 rpm

193

AP/At

0.13405
0.148413
0.330338
0.392575
0.090963
-0.38779
0.603225
-0.44045
0.009575

Ln Xt

0.22
0.09
0.48
0.49
0.44
0.95
1.06
0.86
1.20

T
0.25

-0.01627
0.048052
0.000845

-0.00588

0.06256
0.013474

-0.02546

0.042012



No.

t0
t1
t2
t3
t4
t5
t6
t7
t8
t9

X rata2

0.625
1.6455
1.9635

2.248
2.7215
3.0105
3.9205

4.702

5.524

Waktu

(jam)

16
24
32
40
48
56
64
72

AX
1.25
0.791
-0.155
0.724
0.223
0.355
1.465
0.098
1.546

Biomassa

(g/1t)
0.00
1.25
2.04
1.89
2.61
2.83
3.19
4.65
4.75
6.30

AX/At
0.15625
0.098875
-0.01938
0.0905
0.027875
0.044375
0.183125
0.01225
0.19325

Konsentrasi gula total

%T

73.10
76.00
78.70
77.50
75.90
78.00
75.80
78.10
77.00

Srata2
26.047
10.9369
8.7025
8.104
9.2212
9.0217
9.0616
9.0217
8.5429

(g/1t) DHL (mS/cm)

40.00 1.80

12.09 2.16

9.78 2.21

7.63 2.47

8.58 2.03

9.86 2.01

8.18 2.21

9.94 2.07

8.10 2.33

8.98 2.39

AS AS/At P rata2

27.906 3.48825 0.6894
2.3142 0.289275 1.47455
2.1546 0.269325 2.0682
-0.9576 -0.1197 1.7235
-1.2768 -0.1596 0.8426
1.6758 0.209475 1.1873
-1.7556  -0.21945 1.3022
1.8354 0.229425 1.532
-0.8778 -0.10972 2.1448

Konsentrasi asam laktat

(g/1)

AP
1.3788
0.1915
0.9958

-1.6852
-0.0766
0.766
-0.5362
0.9958
0.2298

Tabel C.7 Data percobaan dan pengolahan data padaksentrasi amilum 40 g/l,
250 rpm

No.

t0
t1
t2
t3
t4
t5

Waktu

(jam)

16
24
32
40

Biomassa

(g/1t)
0.00
2.22
2.05
2.04
2.92
3.32

Konsentrasi gula total

%T

65.9
66.3
69.5
73.7
73.7

(g/1t) DHL (mS/cm)
40.00 1.8
17.84 2.03
17.52 1.97
14.97 2.13
11.62 2.04
11.62 2.08

Konsentrasi asam laktat

(g/It)
3.92

4.80
4.58
5.19
4.84
5.00

194

3.92
5.30
5.49
6.49
4.80
4.73
5.49
4.96
5.95
6.18

AP/At

0.17235
0.023937
0.124475
-0.21065
-0.00958

0.09575
-0.06702
0.124475
0.028725

Ln Xt

0.80
0.72

Ln Xt

0.22
0.71
0.63
0.96
1.04
1.16
1.54
1.56
1.84

)
0.25

0.060088
-0.00987
0.040258
0.010243

0.01474

0.04671
0.002605
0.034984

(So -
(e/

N

N

0.71 p

1.07
1.20

N

N



t6
t7
t8
t9

X rata2

1.109
2.1325
2.0435
2.4815
3.1235
3.4195

3.609

3.789

48
56
64
72

AX
2.218

-0.171

-0.007
0.883
0.401
0.191
0.188
0.172

3.52
3.70
3.88
6.64

AX/At
0.27725
-0.02138
-0.00088
0.110375
0.050125
0.023875
0.0235
0.0215

70.6
74.3
71.7
74.7

Srata2
28.9198
17.68
16.2436
13.291
11.6152
12.8521
12.6127
12.1738

AS

22.1604
0.3192
2.5536
3.3516
0
-2.4738
2.9526
-2.0748

14.09
11.14
13.21
10.82

AS/At
2.77005
0.0399
0.3192
0.41895
0
-0.30923
0.369075
-0.25935

2.01
2.05

2.08

P rata2
0.44045
0.766
0.9575
1.09155
0.9958
0.93835
0.8809
0.86175

4.73
4.88
4.69
5.00

AP
0.8809
-0.2298
0.6128
-0.3447
0.1532
-0.2681
0.1532
-0.1915

195

1.26 y
1.31 y
1.35 y
1.89 y

AP/At m
0.110113 0.25

-0.02873  -0.01002

0.0766 -0.00043
-0.04309 0.044479
0.01915 0.016048
-0.03351 0.006982
0.01915 0.006511
-0.02394 0.005674



Lampiran D. Foto-foto Penelitian

Gambar D.2 Proses fermentasi asam laktat oleRhizopus oryza@ada media
produksi campuran tepung tapioka dan limbah cair tahu

Gambar D.3 Proses penyaringan biomasdahizopus oryzae
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Gambar D.4 Pellet biomass&hizopus oryzasebelum dikeringkan

Gambar D.5 Sampel cairan fermentasi yang mengandungsam laktat

Gambar D.6 Incubator Shaker
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Gambar D.7 Autoclave

Gambar D.8 Spectronic Genesis
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Gambar D.9 Minicentrifuge

Gambar D.10 Conductometer

199



200



