Perjanjian No: III/LPPM/2012-02/22-P

FERMENTASI GLUKOSA OLEH Aspergillus niger
MENJADI ASAM GLUKONAT

Disusun Oleh:
Dra. H. Maria Inggrid, MSc.
Prof. Ign Suharto, APU.

Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat
Universitas Katolik Parahayangan
2012



ABSTRAK

Asam glukonat adalah asam organik yang banyak digunakan dalam bidang farmasi,
makanan, deterjen, tekstil, dan industri lainnya. Asam glukonat dihasilkan dari fermentasi
glukosa secara aerobik oleh enzim glukosa oksidase dan glukosa dehidrogenase yang berasal
dari Aspergillus niger.

Tujuan penelitian jangka panjang ialah mempelajari biomassa menjadi berbagai
macam produk asam organik yang cukup mahal seperti biosirup, asam asetat, asam sitrat,
asam glukonat, dan asam laktat. Tujuan jangka pendek ialah mempelajari transfer inokulum
Aspergillus niger dari skala tabung reaksi ke bioreaktor 100 mL (erlenmeyer) dan berakhir ke
bioreaktor kapasitas 2.000 mL, mempelajari pengaruh konsentrasi substrat glukosa dan
inokulum, serta pengaruh pengadukan pada fermentasi glukosa oleh A.niger. Target yang
akan dicapai ialah model transfer inokulum A.niger dan besaran kimia serta fisika yang
dijadikan landasan teori untuk scale up bioreaktor ke skala semi pilot plant fermentasi
aerobik.

Metode penelitian meliputi dua tahap, yaitu; tahap pertama pembuatan inokulum
A.niger dari skala tabung reaksi ditransfer skala erlenmeyer 100 mL dan berakhir ke skala
bioreaktor 2.000 mL, parameter yang diamati adalah penurunan konsentrasi substrat glukosa,
pH dan berat sel kering. Tahap kedua, yaitu fermentasi aerobik glukosa oleh A4.niger dalam
biorektor skala 2.000 mL dengan inokulum 2% pada berbagai konsentrasi substrat dan
kecepatan agitasi.

Hasil penelitian menunjukan bahwa transfer A4.niger pada tabung reaksi ke
bioreaktor skala 100 mL tumbuh dan berkembang biak dengan baik. Transfer inokulum
A.niger dari bioreaktor skala 100 mL ke skala 2.000 mL, maka A.niger tumbuh dan
berkembang biak dengan baik, produk asam glukonat hasil fermentasi adalah 24,89 ppm pada
bioreaktor skala 2.000 mL, konsentrasi glukosa berkurang dari 150 g/L menjadi 80,98 g/L
dengan kecepatan pengadukan optimal 300 rpm dan menghasilkan pH 2,6.

Kata kunci : Glukosa, asam glukonat, 4.niger, aerasi, pengadukan, scaleup



DAFTAR ISI

SAMPUL MUK A . ... aeeas i
AB ST R A . . il
DAFT AR ISL. e e e e il
BAB 1 PENDAHULUAN. ...t e e e 1
1.1 Latar BelaKang. .........o.oiniiiiii e 1
1.2 Tema Sentral Masalah...............c.ooiiiiiii e 2
LRI = £ 0103 (1) TP 2
1.4 Tujuan Penelitian .........c.oouiiniiniii e e e e e e eaeeenes 2
1.5 Target Penelitian...........ccoecuieeiieeiieiieiesieceesee ettt e eeeeeveeve e 3
1.6 Urgensi Penelitian. ..........cocuevieriiiininiiieneeiciesceesie st 3
BAB II TINJAUAN PUSTAKA ...t eees D
2.1 Bahan Baku Asam GIUKONAL .........cociiiiiiiiiiiiict e 5
2.2 Asam GIUKONAL. ....oueei 5
2.3 ASpergillus MIQer ... ... ... ..o oeeiet i et et et ee e et e ee e ee e e e ee e een e neee vee eeeee 10
BAB IIIl METODE PENELITIAN. ...ttt 12
3.1 Metode Penelitian...........oouiiii i, 12
3.2 Bahan dan Alat Penelitian.............oo i, 12
3.3 Prosedur Penelitian. ..........ooviiiiiiiiiii i 13
3.4 Tahap Persiapan Inokulum.............c.ooiiiiiii e, 13
3.5 Uji Coba Inokulum A.niger pada Bioreaktor Skala 2.000 mL ............................... 15
300 ANALISIS .ottt ettt neeeaees 15
3.7 Fermentasi Glukosa oleh A.niger pada Erlenmeyer 100 mL sebagai Bioreaktor....... 17
3.8 Fermentasi Glukosa oleh A.niger pada Bioreaktor 2.000 mL ............................. 17
3.9 Analisis Konsentrasi Glukosa Berat Sel KeringdanpH..................ocooiiiiinn 18
BAB IV JADWAL PELAKSANAAN. ...ttt 20
4.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian. ... 20
BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN . ..ottt 21
5.1 Hasil Penelitian Skala Bioreaktor 100 ml.........cccccooiiiiiiiiiiiieee e 21
5.2 Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum dan Substrat terhadap pH ...........c........... 24
5.3 Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum dan Substrat terhadap Berat Sel Kering.... 25
5.4 Transfer Inokulum A.niger dari Skala Bioreaktor 100 mL ke Bioreaktor
2.000 ML oottt e ebe et et ea e nes 26
5.5 Analisis Asam Glukonat dengan HPLC . ... ... 29



BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN.....oiii e 32

6.1 KeSIMPUIAN. ... .o e 32
0.2 SaTAN. ..ttt e 32
DAFTAR PUSTAKA . .t 33



BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Biomassa dan limbah lignosellulosik merupakan sumber daya alam yang
diperbaharui (Renewable resources), dapat digunakan sebagai sumber karbon dan
sebagai energi untuk tumbuh dan berkembang biaknya mikroba sehingga mampu
menghasilkan berbagai macam produk bahan baku kimia industri seperti asam asam
organik, yaitu; asam asetat, asam glukonat, asam sitrat dan fuel, energi, biochemicals,
biomaterial, dan pakan ternak. Biomassa dan limbah lignosellulosik diproses melalui
teknologi proses kimia dan bioteknologi, dimana biomassa dan limbah lignosellulosik
menjadi sellulosa, lignin, dan hemisellulosa. Perbedaan proses kimia dan bioteknologi
adalah bahwa proses bioteknologi dilakukan tahap demi tahap karena berhubungan
dengan pertumbuhan mikroba pada kondisi suhu dan tekanan normal, sedangkan pada
proses kimia berlangsung pada berbagai suhu dan tekanan. Biomassa diproduksi
berbasis reaksi kimia oleh proses fotosintesis dengan bantuan sinar matahari, reaksi
kimia yang terbentuk adalah sebagai berikut;

nCO, + nH,0 > (CH,0), +n OB
diastase

2(C6H1005 )n +nH,0 ——— > nC;,H,,0,
Sucrose

CLH,0, +H,0 e »cy o0,

Sucrose Glucose

C.H,,0, —ZYM35€ >0 H.OH+CO,, AG® :-56,51&0‘11
mo
Biomassa dan limbah lignosellulosa dihasilkan dari hasil tanaman pangan dan

pertanian, kehutanan, perkebunan, semuanya adalah senyawa kimia organik.



1.2

Tema Sentral Masalah

Tema sentral masalah penelitian ini adalah adanya ketidakjelasan dan

ketidakpastian mengenai pengaruh kadar glukosa dan inokulum Aspergillus niger

dalam proses fermentasi aerobik dengan reaktor batch terhadap perolehan asam

glukonat oleh tiadanya landasan teori yang jelas mengenai faktor variabel tersebut,

dan sampai saat ini industri asam glukonat belum diproduksi secara komersial di

Indonesia.

1.3

Hipotesis

Fermentasi glukosa menjadi asam glukonat dipengaruhi oleh kadar glukosa dan

banyaknya inokulum Aspergillus niger serta kondisi fermentasi, yaitu aerasi, pH dan

suhu fermentasi.
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1.4.1

1.4.2

Tujuan Penelitian

Tujuan Penelitian Jangka Panjang

Mempelajari biomassa menjadi berbagai macam produk asam organik volume
kecil, namun harganya mahal seperti biosirup, asam asetat, asam sitrat, asam
glukonat, asam itakonik,dan asam laktat.

TujuanPenelitian Jangka Pendek

Mempelajari transfer inokulum A.niger dari skala tabung reaksi ke skala
bioreaktor 100 mL dan berakhir ke skala bioreaktor skala 2.000 mL dalam
fermentasi glukosa oleh A.niger.

Mempelajari rancangan bioreaktor skala laboratorium untuk fermentasi substrat

glukosa oleh A.niger menjadi asam glukonat dalam bentuk gambar teknik,

. Mempelajari pengaruh konsentrasi substrat glukosa dalam proses fermentasi

aerobik oleh A. niger secara batch terhadap perolehan asam glukonat,
Mempelajari pengaruh konsentrasi inokulum A.niger dalam proses fermentasi
aerobik substrat glukosa oleh A4. niger secara batch terhadap perolehan asam

glukonat,



5. Mempelajari interaksi antara konsentrasi substrat glukosa dan konsentrasi
inokulum A. niger dalam fermentasi glukosa oleh 4. niger terhadap perolehan

asam glukonat.

1.5  Target Penelitian

Target dicapai ialah model transfer inokulum A.niger dari skala kecil ke skala
lebih besar diperoleh besaran parameter kimia dan fisika yang dijadikan landasan
teori fermentasi aerobik substrat glukosa oleh A.niger ke scaleup bioreaktor yang
lebih besar. Target penelitian ini didapat hasil (invention) besaran parameter kimia dan
fisika yang selanjutnya dianalisis secara ilmiah diperoleh inovasi bioreaktor untuk

fermentassi glukosa oleh A.niger menjadi asam glukonat.

1.6 Urgensi Penelitian

Biokonversi glukosa oleh mikroba menjadi asam asam organik lebih
menguntungkan secara ekonomi jika substrat glukosa dikonversikan menjadi asam
glukonat, karena asam glukonat termasuk volume kecil, namun harganya sangat mahal
jika dibandingkan dengan harga asam organik lainnya.

Asam glukonat dan asam organik lain merupakan produk fermentasi terbesar
ketiga di pasar dunia setelah antibiotik dan asam amino. Asam glukonat dapat
diproduksi 60.000 ton tiap tahunnya, namun harganya sangat mahal sekitar Rp
120.000/kg, sehingga mempunyai nilai ekonomi untuk diterapkan pada industri
tradisional, sebagai bahan koagulasi susu kedelai dan produk tahu (7ofu) karena cita
rasa tahu lebih halus. Selain itu, asam glukonat banyak dimanfaatkansebagai aditif
untuk industri semen.'! Tarikan pasar (market needs) terhadap produk asam glukonat

sangat besar.Berikut ini adalah tabel harga jual asam glukonat dan turunannya:



Tabel 1: Produk Turunan Asam Glukonat'®

Produk Aplikasi Utama Rata-Rata Harga
$/kg Rp/kg
Asam glukonat Industri semen 1,20 10.924
Sodium glukonat Industri semen 2,00 18.206
Sodium glukonat murni Industri makanan 3,00 27.309
Kalsium glukonat dan Industri makanan dan 8,50 77.376

gluko- delta- laktone

obat-obatan

(Konversi dollar ke rupiah pada tanggal 28 November 2011)

Jenis produk asam glukonat sangat dibutuhkan untuk industri:

1.

2
3.
4

Industri tahu (7ofu) sutera,

Industri obat-obatan dan

Industri farmasi, makanan sebagai aditif

Industri kimia seperti industri deterjen dan tekstil di Indonesia.




BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bahan Baku Asam Glukonat

Sumber glukosa dapat diperoleh dari bahan baku singkong, ubi jalar, pati
jagung, sagu yang terdapat melimpah di Indonesia. Biomassa ini merupakan sumber
daya alam terbaharui (Renewable resources) yang berfungsi sebagai sumber karbon
untuk tumbuh dan berkembang biaknya mikroba, sehingga mampu menghasilkan
berbagai macam produk bahan baku kimia industri, seperti asam asam organik yaitu
asam asetat, asam glukonat, asam sitrat dan biomaterial.

Biomassa dan limbah lignosellulosa dapat diproses melalui teknologi proses
kimia dan bioteknologi dimana biomassa dan limbah lignosellulosik menjadi sellulosa,
lignin, dan hemisellulosa. Perbedaan proses kimia dan bioteknologi bahwa proses
bioteknologi dilakukan tahap demi tadap karena berhubgan dengan pertumbuhan
mikroba pada kondisi suhu dan tekanan normal, sedangkan pada proses kimia

berlangsung pada suhu dan tekanan dari rendah sampai tinggi.

2.2 Asam Glukonat
Asam Glukonat (Pentahydroxycaproic acid ) merupakan asam organik yang
sangat
penting, banyak digunakan dalam bidang farmasi, makanan, detergen, tekstil dan
industri lainnya, kebutuhan asam glukonat mencapai 60.000 ton per tahun..
Ada beberapa metode untuk menghasilkan asam glukonat, yaitu:
1. Reaksi oksidasi glukosa dengan larutan hipoklorit.
2. Reaksi oksidasi larutan glukosa dengan bromida
3. Fermentasi glukosa oleh enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang
spesifik.
Proses fermentsi mempunyai mempunyai beberapa keuntungan, selain

harganya murah dapat menggunakan bahan baku yang terbarukan sebagai substrat.



Pada tahun 1880, pertama kalinya Boutroux menemukan bahwa bakteri asam
asetat dapat digunakan untuk menghasilkan asam glukonat. Pada tahun 1922 Molliard
mendeteksi asam glukonat dalam Sterigmatocystis, sekarang dikenal sebagai
Aspergillus niger. Perkembangan lebih lanjut asam glukonat dapat dihasilkan dari
mikroba seperti Pseudomonas, Gluconobacter, Acetobacter dan beberapa jenis jamur.
Bernhauer melaporkan 4. niger dapat menghasilkan asam glukonat lebih banyak bila

dinetralkan dengan kalsium karbonat.dan dilakukan pada pH lebih tinggi.

_~OH
H OH
H OH
HO H
H——OH
o~ Ol

Gambar 2.1 Rumus Bangun Asam Glukonat

Asam glukonat terdapat dalam madu, jus buah, wine, dan berbagai produk
fermentasi. Asam glukonat berfungsi membentuk ketajaman rasa, karena nilai pH yang
rendah dapat mencegah kerusakan makanan oleh enzim dan mikroorganisme. Asam
glukonat mempunyai rasa asam menyegarkan pada berbagai macam makanan seperti
wine, jus buah dan mudah larut dalam air. Pembuatan asam glukonat dari substrat
glukosa adalah melalui proses fermentasi aerobik oleh Aspergillus niger. Asam
glukonat dapat dikembangkan untuk menghasilkan produk turunan seperti kalsium
glukonat, sodium glukonat, dan gluko-delta-laktone. Gluko-delta-lakton merupakan

salah satu bahan koagulan digunakan pada proses pembuatan tahu (7ofu).

2.2.1 Karakteristik Asam Glukonat
Asam glukonat (C¢H;207) merupakan asam organik yang lemah, bersifat tidak
korosif, tidak beracun, tidak berbau, tidak mudah menguap dan mudah mengalami

biodegradasi. Wujudnya bewarna jernih kecoklatan dan mudah larut dalam air.



Dibanding dengan asam organik yang lain, asam glukonat memiliki tingkat keasaman
yang rendah sehingga menghasilkan rasa asam lebih ringan dibanding asam organik

yang lainnya."!

Tabel 2.2 Karakteristik Umum Asam Glukonat'¥

Asam Glukonat

Sifat tidak korosif, tidak menimbulkan iritasi, tidak
beracun, tidak berbau, mudah dibiodegradasi,
tidak mudah menguap

Massa Molekul relatif | 196,16

Rumus Kimia CsH 1207

Sinonim 2,3,4,5,6 - pentahyroxyhexanoic acid

pKa 3,7

Titik leleh <12°C

Titik didih >100°C

Densitas 1,24 g/ml

Wujud Jernih sampai coklat

Kelarutan Larut dalam air

Rasa Lembut, rasa segar

2.2.2 Pembentukan Asam Glukonat

Asam D-glukonat adalah asam organik yang lemah, dihasilkan dari proses
fermentasi D-glukosa oleh Aspergillus niger dengan cara aerobik. Produksi asam
glukonat dengan bantuan mikroba merupakan metode yang lebih banyak dimanfaatkan
oleh industri.

Tahap pertama terjadi proses mutarotasi dari a-D-glukosa menjadi B-D-glukosa
oleh enzim mutarotase, tahap kedua adalah oksidasi B-D-glukosa menjadi glucono-d-
lactone, tahap berikutnya konversi glucono-o-lactone menjadi asam glukonat.

Proses oksidasi D-glukosa menjadi glucono-d-lactone dibantu oleh enzim

glucose oxidase yang dihasilkan oleh Aspergillus niger. Glucose oxidase merupakan



flavoprotein yang mengandung ikatan nonkovalen, merupakan homodimer dengan berat
molekul sekitar 130-320 kDa. Enzim ini berperan sebagai katalis pada proses dehidrasi
glukosa menjadi glucono-d-lactone, dimana hidrogen ditransfer menuju FAD akan
menghasilkan FADH, ~ melalui proses oksidasi reduksi menghasilkan hidrogen
peroksida, kemudian terurai menjadi oksigen dan air."!

Jalur umum untuk pembentukan asam glukonat (gluconate pathway) adalah

sebagai berikut!*!:

Ci=D=g U asE

hexokinare

glucose=t=phosphate
) SEronfamesis oF merolase
A
\
A f=b=glucose
\'.
M,
AN Glucose Glucase oxidase
AY dehyvdroperase
N,
b .
M p-zlucono-G-lactone
(_..l‘lrnqr.l_\( & '\._‘.
ofyasoehiete =
_._..,n', '1F:lflcm ) M, Dglucono-dHlactanase or
denyarogenase \1 KPNIPTRIS
\-\.
K\
— Uilwconate
r—gl : acid
\‘k ghcanc ac - dehvdropenase
N g
N, Gluconokinase T
*, or phosphaomonoesierase
0 ~
Y
kcto-3-deoxygluconate
b-phosphogluconate
__f'.-".f. d-phosphogluconare KNG aldolase
T defivdrogenase
e
I-Keto-3-denxy-b-
phosphogluconate ribulose-S-phosphate + CO; pyravate +
glyceraldehyde
KiDPG
aldolase
Z-pyruvate
4
Gambar 2.2. Jalur Umum Pembentukan Asam Glukonat!"

Glukosa oxidase merupakan sebuah glikoprotein. Enzim glucose oxidase dapat
terbentuk dengan adanya kandungan glukosa yang cukup tinggi pada medium, stabil

pada pH antara 4.0-6.0 dengan tersedianya oksigen yang cukup. Enzim ini tidak stabil



pada suhu diatas 50°C*. Glucono-d-lactone terbentuk melalui proses oksidasi glukosa
kemudian dihidrolisis menjadi asam glukonat. Hidrogen peroksida dihasilkan oleh
oksidasi glukosa terdekomposisi menjadi air dan oksigen. Oksigen digunakan untuk

proses biokonversi glukosa menjadi asam glukonat serta untuk pernapasan mikroba!®!,

Kondisi optimum  diperlukan dalam pembentukan asam glukonat!"!

, yaitu pada
konsentrasi glukosa antara 110 - 250 g/L, sumber nitrogen dan fosfor dengan
konsentrasi sangat rendah ( 20 mM ), pH medium antara 4,5 — 6,5 dan membutuhkan
kecepatan aerasi yang tinggi.

Pembentukan asam glukonat dipengaruhi oleh pH medium kultur serta
kecukupan oksigen. Kecepatan aerasi dan kecepatan pengadukan merupakan dua faktor
yang berperan dalam memenuhi kebutuhan oksigen untuk pembentukan asam glukonat.
Aspergillus niger memproduksi asam organik lemah seperti asam sitrat, asam glukonat,
dan asam oksalat. Akumulasi produk dipengaruhi oleh rentang pH dari medium
nutrisi, jika nilai pH dibawah 3,5 akan dihasilkan asam sitrat melalui siklus TCA. pH

medium untuk memproduksi asam glukonat berada pada rentang 4,5 sampai 7,0. Pada

pH 5,5 dianggap sebagai pH optimum untuk Aspergillus niger.

2.2.3 Kegunaan Asam Glukonat

Asam glukonat dan produk turunannya memiliki banyak kegunaan dalam bidang
kimia, farmasi, makanan, minuman, tekstil dan industri lainnya. Dalam industri
makanan, asam glukonat dapat dijadikan sebagai pengawet. Asam glukonat dapat
digunakan untuk melarutkan fosfat, aditif pada semen yang digunakan dalam industri
konstruksi agar tahan terhadap kondisi cuaca yang ekstrim, selain itu dimanfaatkan

4] Asam glukonat dapat menghasilkan

sebagai pembersih pada kaleng aluminium.
produk-produk turunan seperti kalsium glukonat, sodium glukonat, besi glukonat, dan

glucono- delta- lactone.



Tabel 2.2. Produk Turunan dari Asam Glukonat dan Aplikasinya!®!

Komponen Manfaat
Sodium glukonat 1. Deterjen
2. Metallurgi
3. Zat aditif pada semen
4. Industri tekstil
5. Industri kertas
Kalsium glukonat 6. Terapi kalsium
7. Nutrisi binatang
Besi glukonat 8. Penyembuhan anemia
Gluco delta 9. Koagulan pada protein kedelai dalam proses pembuatan

lactone tahu

10. Pengembang dalam pembuatan roti

11. Penguat rasa dalam proses pembuatan daging seperti
pembuatan sosis.

12. Pembentuk struktur dari cheese curd

13. Meningkatkan stabilitas panas pada susu

2.3 Aspergillus niger

Aspergillus niger merupakan fungi dari  ascomycota yang berfilamen,
mempunyai hifa, ercabang-cabang dan bersekat, berwarna terang atau tidak bewarna,
dan ditemukan melimpah di alam. Fungi diisolasi dari tanah, sisa tumbuhan, dan udara
di dalam ruangan. Aspergillus niger tumbuh optimum pada suhu 35-37 °C, dengan
suhu minimum 6-8 °C dan suhu maksimum 45-47 °C. Proses pertumbuhan fungi ini
adalah aerobik. Aspergillus niger memiliki warna dasar putih atau kuning dengan
lapisan konidiospora yang tebal, bewarna coklat gelap. Dalam metabolisme Aspergillus
niger dapat menghasilkan asam sitrat. Aspergillus niger dapat tumbuh dengan cepat
sehingga banyak digunakan secara komersial dalam produksi asam sitrat, asam
glukonat, dan pembuatan beberapa enzim seperti amilase, pektinase, amiloglukosida,
dan selulosa. Pada umumnya Aspergillus niger dapat ditemui dimana-mana, terutama
pada tanah di daerah tropis dan subtropis serta diisolasi dari bermacam substar,

termasuk biji-bijian.
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2.3.1 Klasifikasi Aspergillus niger
Berikut ini adalah tabel klasifikasi ilmiah Aspergillus niger.
Tabel 2.4. Klasifikasi Aspergillus niger

Domain Eukaryota
Phylum Ascomycota
Kelas Eurotiomycetes
Ordo Eurotiales

Famili Trichocomaceae
Genus Aspergillus
Spesies Aspergillus niger

2.3.2 Peranan Aspergillus niger dalam Pembentukan Asam Glukonat

Aspergillus niger dapat menghasilkan enzim yang diperlukan untuk mengubah
glukosa menjadi asam glukonat, enzim tersebut adalah glukosa oksidase, katalase,
laktonase, dan mutarotase. Enzim mutarotase berfungsi untuk mempercepat reaksi
perubahan o-D-glukosa menjadi B-D-glukosa dalam larutan. Enzim glukosa oksidase
berperan melepaskan dua atom hidrogen dan mengoksidasi glukosa membentuk
Glucono-d-lactone, enzim katalase berperan menguraikan hidrogen peroksida,
menghasilkan air dan oksigen, Kemudian dengan bantuan enzim laktonase Glucono-o-

lactone dihidrolisis menjadi asam glukonat.™

P lucise

_'__-.- ||11:_:|‘ _‘—\-\.._\_‘_

. ~—— FAD -
Glucose i /(ur:n’:u
nxidase . AL,

[ h e 4
- o "‘i.'r—_ B0 g
Clncani=f=lactone
[ actonases
- H 0
SPORTREO NS

Cluconic acid

glucose + ¥ 0y — gluconic acid ‘

Gambar 2.3. Proses Oksidasi Asam Glukonat oleh Aspergillus niger'”
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Metode Penelitian

Penelitian ini dibagi menjadi tiga tahap, yaitu; tahap persiapan inokulum, tahap
fermentasi glukosa, dan analisis kimia dan mikrobiologi.

Tahap persiapan awal digunakan untuk pembuatan inokulum dan stater, dan
pembuatan kurva standar glukosa. Tahap fermentasi bertujuan untuk mengetahui
pengaruh variasi konsenterasi substrat, waktu fermentasi dan inokulum A.niger
terhadap perolehan berat sel kering dan perubahan pH . Analisis kimia yang dilakukan
adalah analisis glukosa dengan dinitrosalicylic acid (DNS), dan High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC).

Bagan penelitian disajikan sebagai berikut:

Persiapan inokulum Fermentasi glukosa oleh A4.niger Analisis:
dan starter

A 4
A 4

dengan variasi konsentrasi
substrat, inokulum, waktu Analisis biokimia

Analisis berat sel kering

fermentasi, agitasi

Gambar 3.1 Bagan Kerja Penelitian

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian
Bahan baku penelitian ini mencakup bahan-bahan utama yang digunakan dalam
fermentasi asam glukonat yang terdiri atas medium sumber karbon dan sumber nitrogen
1. Sumber karbon : glukosa (dextrose monohydrat)
2. Sumber nutrisi : MgSQO4.7H,0, KH;PO,4, KCl1, Ca(N03),.4H,0, (NH4),SO4 yeast
extract dan pepton.
Bahan kimia penelitian ini mencakup bahan-bahan yang digunakan untuk
pengaturan kondisi operasi fermentasi dan analisa hasil fermentasi
1. Bahan kimia pengatur pH : NaOH dan HCI.

2. Bahan kimia untuk analisis : Analisis glukosa menggunakan reagen DNS,
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potassium sodium tartarate 40% (w/v), Analisis kadar asam menggunakan

asam oksalat, NaOH, indikator fenolftalein.
3.2.2 Peralatan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Peralatan pembuatan medium: gelas ukur, gelas kimia, erlenmeyer, tabung

reaksi.
Peralatan untuk sterilisasi : autoklaf, kompor pemanas.
Peralatan untuk pembuatan inokulum : erlenmeyer, cawan, ose, shaker.

Peralatan untuk fermentasi : erlenmeyer, shaker.

LR

Peralatan untuk analisis : kuvet, spektrofotometer, cawan, oven, timbangan

analitis, tabung reaksi, pembakar spiritus, sentrifuge, micro centrifuge-tube

3.3  Prosedur penelitian

Prosedur penelitian terdiri dari persiapan awal, yaitu; membuat biakan murni
Aspergillus niger dan inokulum, kemudian tahap fermentasi asam glukonat. Fermentasi
dilakukan pada erlenmeyer berkapasitas 100 ml dengan suhu fermentasi 30°C, pH 5,5,
kecepatan pengadukan 200 rpm, dan konsentrasi glukosa 100 g/L. Variasi yang
dilakukan adalah variasi konsentrasi inokulum yaitu 0.15% , 0.20% , dan 0.25%(v/v).
Waktu fermentasi dilakukan selama 7 hari, kemudian dianalisis setiap hari untuk

mengetahui perubahan konsentrasi glukosa, pH, berat sel kering, dan kadar asam total.

34 Tahap Persiapan Inokulum

Percobaan pendahuluan bertujuan untuk menyiapkan larutan starter yang akan
digunakan dalam proses fermentasi asam glukonat. Selanjutnya dilakukan fermentasi
substrat glukosa oleh A.niger menjadi asam glukonat pada tabung erlenmeyer 50 ml
dengan variabel kadar inokulum sebesar 0,15%; 0,20%; 0,25%(v/v) dari volume total.
Fermentasi dilakukan selama enam hari, kemudian hasil fermentasi dianalisis setiap
hari untuk mengetahui perubahan dan penurunan konsentrasi substrat glukosa,
perubahan nilai pH, pembentukan berat sel kering, dan kadar asam total. Hasil
percobaan ini digunakan untuk memperkirakan waktu fermentasi menjadi produk asam

glukonat, waktu fermentasi digunakan pada percobaan selanjutnya.
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3.4.1

3.4.2

Pembuatan Starter

Aspergillus niger yang telah dikembangbiakkan pada medium PDA digores dan
dicampurkan dalam aquades steril.

Larutan starter diperiksa kepekatannya melalui mikroskop dengan bantuan alat
haemositometer

Skala pengenceran yang dipakai adalah 10”. Bila larutan starter terlalu pekat,
maka dilakukan pengenceran terlebih dahulu

Fermentasi Glukosa oleh Aspergillus niger

Erlenmeyer kapasitas 50 mL sebanyak 14 buah digunakan sebagai tempat
medium yang terdiri dari campuran glukosa dan nutrien sebagai pertumbuhan
jamur.

Setiap erlenmeyer kapasitas 50 mL diisi masing-masing dengan nutrien 0.0975
g/l KH,PO, 0,0975 g/l MgSO,.7H,0, 0.0975 g/l KC1, 0.39 g/l Ca(N0s),.4H,0, 0.2301
g/l (NH4)2SO, 1.17 g/L yeast extract, 0.78 g/l peptone.

14 tabung reaksi masing-masing diisi dengan 10 mL larutan glukosa 10% dan
15% (w/v) dari volume total.

Erlenmeyer yang masing-masing berisi nutrien dan larutan glukosa disterilisasi
pada suhu 120 °C selama 20 menit pada autoclave.

Setelah steril dicampurkan larutan glukosa dan nutrien dalam Erlenmeyer.
Larutan starter diambil dengan variasi konsentrasi 0,15%;0,2%; 0,25% (v/v)
dan dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer yang telah berisi medium.

Isi tabung erlenmeyer difermentasi selama 6 hari, dan tiap hari diukur pH, kadar
glukosa, berat sel kering. Tabung erlenmeyer di shaker pada temperatur 30°C
dan kecepatan pengadukan 200 rpm.

Setelah proses fermentasi supernatan pada hasil fermentasi disaring dengan
kertas saring. Supernatan digunakan untuk dianalisis konsentrasi glukosa, pH.

Biomassa digunakan untuk analisis berat sel kering.
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3.5

Uji Coba Inokulum A.niger pada Bioreaktor Skala 2.000 mL

Uji coba inokulum A. niger dalam penelitian ini adalah fermentasi glukosa

pada bioreaktor berkapasitas 2.000 mL dengan suhu fermentasi 30°C, pH 5,5

kecepatan pengadukan skala 8 pada hot plate, dan kecepatan aerasi 0,9 vvm. Lama

proses fermentasi disamakan dengan percobaan utama yaitu enam hari.

1.

3.6
3.6.1

Satu (1) L medium cair terdiri atas 0.25 g/l KH,PO4, 0,25 g/l MgS04.7H,0,
0.25 g/l KCI, 1 g/l Ca(N0s3),.4H,0, 0.59 g/l (NH4)2SO4 3 g/L yeast extract, 2 g/1
peptone.

Medium dimasukkan ke dalam bioreaktor dan disterilisasi dalam autoclave
pada suhu 120° selama 20 menit

Inokulum 2,0%(v/v) dari volume total dimasukkan ke medium.

Larutan glukosa konsentrasi 150 g/L dalam erlenmeyer, disterilisasi pada suhu
120°C selama 20 menit. Pembuatan larutan glukosa berada pada tempat terpisah
sebelum kemudian dicampurkan dengan medium

Bioreaktor disiapkan untuk proses fermentasi dengan kondisi sebagai berikut;
Fermentasi diatur pada suhu 30°C, kecepatan aerasi 0, 9 vvm, pH 5.5, dan
kecepatan agitasi skala 8.

Setelah fermentasi berakhir, supernatan dan biomassa dipisahkan dengan cara
filtrasi. pH supernatan dan kadar total asam diukur sedangkan kadar glukosa

diukur dengan HPLC.

Analisis

Analisis Kadar Glukosa dengan Metode Dinitrosalicylic Acid (DNS)

. Reagen DNS dibuat dengan bahan sebanyak 10 g asam Dinitrosalisilat, 2 g

phenol,0.5 g natrium sulfat dan 10 g NaOH dalam 100 mL akuades.
Dari campuran tersebut, diambil 3 ml dan dimasukkan dalam sepuluh buah

tabung reaksi.

. Dibuat larutan glukosa standar dengan konsentrasi 100 sampai 1000 ppm,

masing-masing diambil 3 ml dan dicampur dengan 3 mL pereaksi DNS dalam

tabung reaksi.
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4. Larutan diaduk agar homogen, kemudian dipanaskan pada suhu 90°C sampai
berubah warna menjadi merah bata. Setelah berubah warna ditambahkan 1ml
Potassium sodium tartrate 40%(w/v) ke masing-masing tabung reaksi untuk
menstabilkan warna

5. Supernatan hasil fermentasi disentrifugasi, dipipet 3 ml dan ditambahkan 3 ml
reagen DNS, dilakukan dengan cara yang sama dengan standar.

6. Setelah larutan didinginkan sampai suhu ruangan diukur absorban dengan
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum.

7. Data yang diperoleh dimasukkan ke persamaan linier dari kurva standar glukosa
untuk menghitung konsentrasi glukosa pada sampel hasil fermentasi

3.6.2 Mengukur pH
1. Disiapkan instrumen pH meter untuk mengukur nilai pH.pH meter dikalibrasi
dengan larutan buffer pH 7 dan pH 4 agar pengukuran lebih akurat.
2. Supernatant hasil fermentasi disiapkan pada suhu kamar dan dimasukkan dalam
tabung reaksi untuk diukur nilai pH .
3.6.3 Mengukur Berat Sel Kering

1. Biomassa sel hasil fermentasi dengan berat tertentu dipindahkan ke cawan
penguapan.

2. Biomassa dengan berat tertentu dikeringkan dalam oven pada 80°C selama 24
jam.

3. Biomassa yang sudah kering dan beratnya konstan, ditimbang dan ditetapkan
berat sel kering.

3.6.4 Analisis Glukosa dengan HPLC

Semua komponen alat HPLC dinyalakan termasuk komputer, pompa dan detektor.
Fase gerak H>SO4 5,0 mM (eluen) disiapkan dan dihubungkan dengan HPLC

Kondisi operasi yang digunakan adalah pada suhu 60°c, tekanan 6,1 MPa, dan laju alir
eluen 0,6 mL/menit.

Sample diencerkan dan disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 120.000 rpm.

Sample diinjeksikan ke vial dengan mikropipet.
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3.7  Fermentasi Glukosa oleh Aspergillus niger pada Erlenmeyer 100 mL

Sebagai Bioreaktor
3.7.1 Persiapan Inokulum Aspergillus niger

Suspensi spora Aspergillus niger disiapkan dengan cara
melarutkan 39g PDA dalam 1000 mL air, kemudian disterilisasi pada
suhu 120 °C selama 20 menit. Setelah PDA mengeras, digoreskan A4.niger pada PDA
untuk dikembang-biakkan. Spora A.niger kemudian dipindahkan ke aquades steril
dengan faktor pengenceran 10,
3.7.2 Tahap Pembuatan Medium

Medium yang digunakan adalah glukosa dan nutrien bagi pertumbuhan jamur
Aspergillus niger. Larutan glukosa dengan variasi konsentrasi 10 % dan 15 %(w/v) dari
volume total dimasukkan kedalam erlenmeyer kapasitas 50 mL sebanyak 14 buah.
Nutrien dimasukan kedalam 14 tabung erlenmeyer. Adapun nutrien terditi atas; 0,0975
g/L KH,POy4 5 0,0975 g/ Mg SO4.7H,0; 0,0975 g/ KCI; 0,39 g/l Ca(NO,),. 4H,0;
0,2301 g/L (NH4), SO4 1,17 g/L yeast extract; 0.78 g/L peptone. Tabung
erlenmeyer yang berisi larutan glukosa dan tabung erlenmeyer yang
berisi nutrien disterilisasi pada suhu 120 °C selama 20 menit. Larutan
glukosa, nutrien, dan inoculum dicampurkan, dengan variasi konsentrasi inokulum

berturut-turut 0.15%, 0.2%, 0.25% (v/v) dari volume total.

P
H | Q “
Gambar 3.2 Transfer A.niger dari Tabung Reaksi ke Erlenmeyer Skala 100 mL dan
Bioreaktor Skala 2000 mL

3.8  Fermentasi Glukosa oleh Aspergillus niger pada Bioreaktor 2.000 mL

Percobaan dilakukan dengan menggunakan reaktor batch dengan volume total 2
L. Nutrisi yang digunakan yaitu MgSO4.7H,0O, KH,PO4, KCI, Ca(NO0s3),.4H,0,
(NH4)2SO4 yeast extract dan pepton dengan konsentrasi substrat glukosa 150 g/L. Nilai

pH fermentasi mula—mula diatur dalam rentang 5,5. Variasi yang dilakukan dalam
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percobaan ini yaitu kecepatan agitasi pada 200 rpm, 250 rpm. 300 rpm dan 350 rpm.
Kecepatan aerasi dan temperature dijaga pada 0,9 vvm dan 30°C dengan konsentrasi

inokulum 2,0 %v/v.

4 [

i w

\
.

Gambar 3.3 Fermentasi Aerobik Glukosa oleh A.niger pada Bioreaktor
3.9 Analisis Konsentrasi Glukosa, Berat Sel Kering dan pH

3.9.1 Analisis Konsentrasi Glukosa

Analisis glukosa menggunakan metode Dinitro Salisylic Acid (DNS). Reagen
DNS diambil 3 ml kemudian dimasukkan dalam sepuluh tabung reaksi. Larutan glukosa
dibuat dengan konsentrasi glukosa 100 sampai 1000 ppm, kemudian diambil masing-
masing 3mLdan dicampur dalam tabung reaksi yang berisi reagen DNS, diaduk supaya
homogen kemudian dipanaskan pada suhu 90°C sampai berubah warna menjadi merah
bata. Setelah berubah warna ditambahkan 1ml Potassium sodium tartrate 40%(w/v) ke
masing-masing tabung reaksi. Setelah didinginkan sampai suhu ruangan diukur
absorban masing-masing larutan dengan spektrofotometer cahaya tampak pada panjang
gelombang maksimum. Kurva standar glukosa dibuat dengan mengalukan data
absorban vs konsentrasi. Supernatan hasil sentrifugasi sampel fermentasi diambil 3 ml
dan ditambahkan 3 ml reagen DNS, larutan dipanaskan sampai berubah warna menjadi
merah bata, kemudian ditambahkan 1 ml Potassium sodium tartrate 40% untuk
menstabilkan warna. Setelah larutan didinginkan sampai suhu ruangan diukur absorban
dengan menggunakan spektrofotometer cahaya tampak dengan menggunakan panjang

gelombang maksimum. Dari data yang didapat kemudian dimasukkan ke persamaan
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linier dari kurva standar glukosa untuk mengetahui konsentrasi glukosa dari sampel

hasil.

3.9.2 Mengukur Berat Sel Kering

Dalam proses fermentasi asam glukonat, A4.niger akan memanfaatkan glukosa
dan oksigen sehingga menjadi biomassa. Biomassa diperlukan tetap tumbuh sehingga
dapat menghasilkan enzim-enzim yang diperlukan untuk mendukung proses oksidasi
glukosa menjadi asam glukonat. Perlu dilakukan analisis berat sel kering untuk
mengetahui tingkat kesuburan biomassa selama proses fermentasi. Berat sel kering
diperoleh dengan cara mengeringkan sampel biomassa hasil sentrifugasi pada suhu
80°c selama 24 jam. Berat sel kering dihitung dari selisih antara berat tabung yang

berisi biomassa kering dengan berat tabung sentrifugasi kosong.

3.9.3 Mengukur pH

Supernatan yang telah dipisahkan dari biomassa sel diukur nilai pH dengan
menggunakan instrumen pH meter. Sebelum digunakan, pH meter perlu dikalibrasi
dengan larutan buffer pH 7,0 dan pH 4,0 untuk meningkatkan ketelitian dalam proses

analisis.
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BAB IV
JADWAL PELAKSANAAN

4.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian:
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Teknik
Kimia UNPAR, waktu pelaksanaan dari bulan April sampai Desember 2012

Tabel 4.1. Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Juli- Oktober-

Kegiat April-Juni
No cglatan pril-Juni September | Desember
1 Studi literatur
2 Persiapan bahan dan alat
3 Persiapan inokulum dan percobaan
kondisi fermentasi
4 Variasi konsentrasi substrat,

inokulum, agitasi, waktu fermentasi

5 Analisis hasil

6 Penyelesaian laporan
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BAB YV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian Skala Bioreaktor 100 mL
5.1.1 Hasil Transfer Inokulum A.niger dari Tabung Reaksi ke Skala Erlenmeyer
100 mL

Persiapan inokulum A.niger dari tabung reaksi ke erlenmeyer 100 mL dilakukan
pada kondisi suhu 30°C, waktu fermentasi 7 hari dengan nutrien dengan alat shaker
ditunjukkan bahwa A.niger tumbuh dan berkembang biak dengan baik. Pada
fermentasi glukosa oleh A4.niger dengan bioreaktor skala 2.000 mL yang berisi substrat
glukosa sebesar 1.000 mL pada suhu 30°C, nilai pH awal 5.5, dan variasi konsentrasi
glukosa yaitu 100 g/L dan 150 g/L, dan variasi konsentrasi inokulum yaitu 0,15%,
0,2%, 0,25%(v/v) ditunjukkan bahwa hasil data percobaan seperti tertera pada tabel
5.1
Tabel 5.1: Analisis Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum A4.niger dan Konsentrasi

Glukosa 100 g/L dan 150 g/ dalam Erlenmeyer 100 mL terhadap

Penurunan Substrat Glukosa

waktu fermentasi Konsentrasi glukosa (g/L)
(hari) [glukosa ]= 100 g/L [glukosa] = 150 g/L
[11=0,15% [[I]=0,2% [[1]=0,25% [[I]=0,15% |[[1]=0,2% [[I]=0,25%

0 100 100 100 150 150 150

1 91.31 84.18 70.1 113.85 89.69 66.19
2 74.13 59.52 43.41 81.33 43.69 52.65
3 27.67 30 25.2 70.97 18 17.93
4 11.16 10.35 9.32 42.03 17.93 17.68
5 8.44 8.13 6.19 32.84 17.08 16.89
6 5.16 4.23 4.08 18.6 16.42 16.24

Tabel 5.2: ANOVA pada Konsentrasi Substrat Glukosa 100 g/L

Analisis varian
Sumber varian Df Ss ms F hitung | Ftabel
cuplikan 2 304.42 152.21 3.64 5.28
waktu fermentasi 5 15180.26 3,036 72.68
error 10 417.67 41.77
total 17 15902.35 | 3230.032
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Pada analisis ANOVA dihasilkan bahwa pengaruh konsentrasi inokulum
berturu-turut 0,15%; 0,20% dan 0,25%(v/v) pada konsentrasi substrat glukosa 100 g/L
tidak berbeda nyata, jadi percobaan selanjutnya dipilih konsentrasi inokulum 0,15%.
Analisis statistik berdasarkan tingkat kepercyaan 90%.

Pada uji ANOVA pengaruh konsentrasi inokulum dalam konsentrasi substrat
glukosa 150 g/L terhadap penurunan konsentrasi substrat glukosa sangat berpengaruh,
karena hal ini terjadinya proses inhibisi substrat glukosa dan reaksi kimia antara ensim
(E) dan substrat (S) membentuk ES yang tidak langsung membentuk produk (P), namun
terbentuk ensim substrat inhibitor atau ESi. Konsentrasi substrat glukosa 150 g/L
merupakan konsentrasi substrat glukosa maksimum dan hal ini didukung oleh pendapat

dari Atkinson'",

5.1.2 Analisis Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum dalam Erlenmeyer
Kapasitas 100 mL Terhadap Perubahan pH

5.1.2.1 Metode Analisis Statistik ANOVA

Tabel 5. Pengaruh Konsentrasi Substrat Glukosa 100 g/L dan 150g/L terhadap
Penurunan Nilai pH

Waktu fermentasi Nilai pH
(hari) [Glukosa ]= 100 g/L [glukosa] =150 g/L
[I]=0,25 | [1]=0,15 | [I]=0,2 | [I]=0,25
[1]=0,15% | [1]=0,2% | % % % %
0 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5
1 4.895 4.33 4.12 4.33 4.46 3.89
2 4.525 3.95 3.815 3.61 3.26 3.09
3 4.44 3.02 2.58 2.65 3.09 2.85
4 4.445 2.64 249 2.29 2.48 248
5 4.405 249 2.19 2.24 3.09 2.25
6 2.57 2.39 2.14 2.16 2.25 1.93
Tabel 5.4. ANOVA pada Konsentrasi Substrat Glukosa 100 g/L
Analisis varian
Sumber varian Df Ss ms F hitung | F tabel
Cuplikan 2 5.908 2.954 14.84 5.28
waktu fermentasi 5 8.53 2.000 8.54
Error 10 1.992 0.199
Total 17 16.43 4.853
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Hasil uji statistik dengan ANOVA bahwa pengaruh konsentrasi inokulum
A.niger terhadap perubahan nilai pH pada masing-masing variasi konsentrasi substrat
glukosa dilakukan uji statistik. Melalui hasil perhitungan pada konsentrasi substrat 100
g/L , Finokuum lebih besar daripada Fype pada tingkat kepercayaan 90%. Hal tersebut
menunjukkan bahwa variasi konsentrasi inoculum A4.niger memberikan pengaruh pada
perubahan nilai pH; pada konsentrasi substrat glukosa sebesar 100 g/L.

Melalui uji LSD didapatkan bahwa pada variasi konsentrasi 0,2% dan
0,25%(w/v) terhadap perubahan nilai pH tidak memberikan perbedaan signifikan. Pada
konsentrasi substrat glukosa sebesar 150 g/L, F hitung inokulum mempunyai nilai
lebih kecil dari pada F tabel, sehingga variasi konsentrasi inokulum A.niger tidak
berpengaruh pada perubahan nilai pH.

Tabel 5.5. ANOVA pada Konsentrasi Substrat Glukosa 150 g/L terhadap Penurunan pH

Analisis varian

Sumber varian Df | Ss ms F hitung F tabel
Cuplikan 2 1039 |0.195 |3.42 5.28
waktu fermentasi 5 |879 |2 30.84

Error 10 | 0.57 | 0.057

Total 17 19.75 | 2.01

F hitung cuplikan lebih kecil dari F tabel, jadi pada konsentrasi substrat glukosa
150 g/L, maka konsentrasi inokulum A.niger terhadap perubahan pH tidak berpengaruh.
5.1.2.2 Metode analisis grafis

Konsentrasl glokosa [gdLhi
: E & B8 2
E
E
=
ol

'f‘ﬂillll;‘llllPlllrr\i: hari ]
Gambar 5.1. Pengaruh Konsentrasi Inokulum A.niger pada Konsentrasi Glukosa

100g/L terhadap Penurunan Konsentrasi Substrat Glukosa.
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Dari gambar 5.1 tersebut bahwa penurunan konsentrasi glukosa tercepat terdapat
pada variasi konsentrasi substrat 100 g/L. Pada analisis statistik disimpulkan bahwa
pada konsentrasi 100 g/L di dapatkan Fpiung inokutum yang lebih kecil dari Fiaper, maka hal
ini berarti konsentrasi inokulum tidak berbeda nyata pada tiap variasi konsentrasi
sehingga pada variasi inokulum 0,15% dikatakan yang terbaik. Pada konsentrasi
substrat glukosa sebesar 100 g/L didapatkan Fijoxuum yang lebih besar pada Fiape. Hal ini
sesuai dengan pendapat Atkinson!'! bahwa konsentrasi substrat glukosa maksimum 150
g/l dan pada konsentrasi substrat glukosa 150 g/L atau lebih terjadi ESi atau ensim

substrat inhibitor sehingga mempengaruhi pembentukan produk asam glukonat.

5.2 Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum dan Substrat terhadap pH

Pengaruh konsentrasi inokulum A.miger dan konsentrasi substrat glukosa
mempengaruhi penurunan nilai pH selama proses fermentasi. Menurut studi pustaka,
rentang pH asam glukonat adalah berkisar antara 3,5-2,0 dan nilai pH ini digunakan

untuk menetapkan lama fermentasi.

6 =@=inokulum
5 Y S 0.15%
4 "\" \ == inokulum 0,2%
3 \\n_H
2 : — inokulum
1 0.25%
O T T T 1
0 w%ktu ferm%ntasi (ha@i) 8

Gambar 5.2 . Pengaruh Konsentrasi Inokulum A4.niger terhadap Penurunan Nilai pH
pada Konsentrasi Substrat Glukosa Sebesar 100 g/L
Pengaruh konsentrasi inokulum A.niger dan konsentrasi substrat glukosa sangat
mempengaruhi penuruan nilai pH. Semakin besar konsentrasi inokulum, maka
penurunan pH semakin cepat pada konsentrasi substrat glukosa 100 g/L dan 150g/L.
Pada variasi konsentrasi substrat 150 g/L dan konsentrasi inokulum 0,25% didapatkan

nilai pH kurang dari 2 sehingga rentang nilai pH ini akan terbentuknya asam sitrat.
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Menurut literatur bila proses fermentasi glukosa oleh A4.niger berada pada pH dibawah 2
mengacu terbentuknya siklus TCA untuk menghasilkan asam sitrat. Melalui hasil
perhitungan pada konsentrasi substrat 100 g/L, F piwng inokulum lebih besar daripada
Ftape. Hal tersebut menunjukkan bahwa variasi konsentrasi inokulum memberikan

pengaruh pada perolehan pH konsentrasi substrat 100 g/L.

5 &= inokulum

4 0.15%
3 == inokulum 0,2%
o

2

1 inokulum

0.25%
0

0 waktu ferméntasi (hi?ri) 8

Gambar5.3. Pengaruh Konsentrasi Inokulum A.niger terhadap Penurunan Nilai pH

pada Konsentrasi Substrat Glukosa Sebesar 150 g/L

5.3  Pengaruh Variasi Konsentrasi Inokulum dan Substrat terhadap Berat Sel

Kering (dry cell weight)

Fermentasi substrat glukosa oleh A4.niger menjadi asam glukonat, maka A.niger
dapat tumbuh dan berkembang biak dalam substrat glukosa sebagai sumber karbon
untuk energi A.nmiger sehingga menghasilkan sel biomassa. Sel mikroba A.niger
dianalisis konsentrasi berat sel keringnya. Berat sel kering ditentukan dengan cara
mengoven biomassa hasil sentrifugasi sampel pada suhu 80°c selama 24 jam. Berat sel
kering didapatkan dengan cara selisih antara berat tabung sentrifuge berisi biomassa
kering dengan berat tabung kosong.

Tabel 5.6. Pengaruh Konsentrasi Substrat dan Inokulum terhadap Berat Sel Kering

Waktu fermentasi Dry Cell Weight (g/L)
(hari) [glukosa ]= 100 g/L [glukosa] = 150 g/L
[1=0,15%|[1]=0,2% |[I]=0,25% [[11=0,15% [[1]=0,2% |[I]=0,25%
0 0.1 0.16 0.23 0.11 0.15 0.2
1 1 2.2 3.2 0.7 0.9 1.6
2 6.8 4.4 5 3.8 3 6.7
3 8 5.6 6.8 6 7.5 7.6
4 7.9 7.7 9.9 6.5 9.9 111
5 9.9 8.9 10.8 7.8 10.5 11.8
6 18.8 13.4 14.3 9.1 11.3 12.1
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Gambar 5.4. Pengaruh Konsentrasi Inokulum A.niger pada Konsentrasi Substrat

100 g/L terhadap Perolehan Berat Sel Kering
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Gambar 5.5. Pengaruh Konsentrasi Inokulum A.miger pada Konsentrasi
Substrat 150 g/L terhadap Perolehan Berat Sel Kering

Dari kurva tersebut diatas disimpulkan bahwa semakin turun konsentrasi
substrat glukosa semakin cepat tumbuh dan berkembang biaknya A.miger, maka

semakin menambah berat sel mikroba kering guna membentuk asam glukonat.

5.4 Transfer Inokulum A.niger dari Skala Bioreaktor 100 mL ke Bioreaktor
2.000 mL
Pada teknologi fermentasi, maka transfer inokulum A.niger dari skala kecil ke

bioreaktor skala besar dilakukan tahap demi tahap. Uji tumbuh dan berkembang biaknya



A.niger pada bioreaktor skala 100 mL ke bioreaktor skala 2.000 mL pada kondisi
fermentasi substrat glukosa oleh A.nmiger yaitu konsentrasi inokulum 2,0 % yang
mengacu pada premis dengan konsentrasi substrat glukosa 150 g/L. Berdasarkan
literatur rentang pH untuk asam glukonat adalah pada rentang pH 2 — pH 4 dan pada
kondisi ini bila fermentasi substrat glukosa oleh A.niger dilanjutkan sampai pH
dibawah 2,0 akan terbentuk asam sitrat.

Persiapan inokulum A.niger dari erlenmeyer 100 mL ke skala bioreaktor 2.000
mL dilakukan pada kondisi suhu 30°C dengan waktu fermentasi 5 hari menggunakan
bioreaktor dengan motor pengaduk dan dapat ditunjukkan bahwa A.niger tumbuh dan
berkembang biak dengan baik. Pada fermentasi substrat glukosa oleh A.niger dengan
bioreaktor skala 2000 mL yang berisi substrat glukosa 1500 mL pada suhu 30°C, nilai
pH awal 5,5, konsentrasi glukosa 150 g/L, konsentrasi inokulum 2,0 %, kecepatan
aerasi 0.9 vvm, dan variasi kecepatan pengadukan yaitu 200 rpm, 250 rpm, 300 rpm,
dan 350 rpm.
Tabel 5.7 Perubahan Nilai pH Fermentasi pada Berbagai Kecepatan Pengadukan

Waktu | Nilai pH

(Hari) | Kecepatan agitasi (rpm)

200 250 300 350
5,46 5,34 5,57 5,51
4,97 5,03 4,96 4,78
4,87 4,69 4,05 4,68
4,56 4,46 3,33 4,64
4,12 4,06 2,88 39
3,96 3,74 2,59 3,33

N BR|W(N |~ O
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Gambar 5.6 Perubahan Nilai pH pada Berbagai Variasi Kecepatan Pengadukan
dalam Bioreaktor Berkapasitas 2000 mL

Dari gambar 4.6 dapat dilihat bahwa pada hari kedua hingga hari ke enam
fermentasi glukosa oleh A.niger telah berada pada rentang nilai pH 5 — 2 yang
memungkinkan terbentuknya asam glukonat. Nilai pH yang paling maksimal
yaitu 2,59 terdapat pada variasi pengadukan 300 rpm

5.4.1 Perubahan Konsentrasi Glukosa pada Variasi Kecepatan Pengadukan
200 rpm, 250 rpm, 300 rpm, dan 350 rpm

Tabel 5.8 Penurunan Konsentrasi Glukosa pada Berbagai Kecepatan
Pengadukan

Waktu | Konsentrasi glukosa (g/L)

(hari) | Kecepatan Agitasi (rpm)

200 250 300 350
146,41 | 152,82 | 149 140,16
126,32 | 132,44 | 142,02 | 134,08
92,55 | 112,10 | 139,71 | 129,3
84,91 19733 133,66 | 123,47
76,43 | 81,63 102,03 | 113,56
61,28 | 69,87 80,98 | 96,44

N |WIN |~ O
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Gambar 5.7 Perubahan Konsentrasi Glukosa pada Variasi Kecepatan

Dari gambar 4.7 dapat dilihat bahwa semakin kecil kecepatan pengadukan,
semakin besar penurunan konsentrasi glukosa. Hal ini menunjukan bahwa glukosa telah
dirubah menjadi asam glukonat melalui bantuan dari A.miger. Penurunan konsentrasi
glukosa terbesar terjadi pada kecepatan pengadukan 200 rpm. Semakin tinggi kecepatan

pengadukan maka semakin tinggi gaya vortex atau gaya angkat oksigen terlarut dalam

Pengadukan dalam Bioreaktor Berkapasitas 2.000 mL

media fermentasi sehingga sulit untuk di konsumsi oleh sel mikroba.

5.5  Analisis Asam Glukonat dengan HPLC

Asam glukonat yang terbentu dianalisis dengan metode analisis kimia
instrumental HPLC (High Pressure Liquid Chromatography). Konsentrasi inokulum

yang dipilih adalah 2% mengacu pada kondisi pada literatur dan konsentrasi glukosa

150 g/L. Kondisi HPLC yang dilakukan adalah sebagai berikut:
Kolom stasioner: Aminex HPX87H,

Fasa gerak
Laju alir eluen
Tekanan

Suhu operasi

: H,SO4 5,0 mM;
: 0,6 ml/min;
15,1 mPa

: 60°C
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5.5.1 Hasil analisis standar asam glukonat dengan HPLC
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Gambar 5.8: Kurva Standar Asam Glukonat pada HPLC

Waktu retensi standar : 9,673 menit

Luas area 1 134.602

5.5.2 Hasil Analisis Sampel Asam Glukonat dengan HPLC
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Gambar 5.9: Kurva Standar Sampel pada HPLC
Waktu retensi sampel : 9,667 menit

Luas area :32.709
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5.5.3 Metode spiking :
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Gambar 5.10: Kurva Spiking HPLC
Waktu retensi standar : 9,713 menit

Luas area : 82.979

Tabel 5.9. Data analisis HPLC asam glukonat standar dan sample

asam glukonat (ppm) luas area
0 0

5 64404
10 98951
15 157223
20 214682
25 272123
Sample 271890

KURVA STANDAR ASAM GLUKONAT

ACHKIED

250000

TR Fd
- g Y= lubEdx + 1012,
; 1 SCR0s0 A= (0905

100000

SO
O
o 10 20 0

asam glukonat [ppm)

Gambar 5.11: Kurva Liniearisasi Standar Asam Glukonat dengan HPLC

Dari kurva standar diperoleh produk asam glukonat hasil fermentasi adalah
24,89 ppm pada bioreaktor skala 2000 mL
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil percobaan dimulai dari inokulum A. niger dalam tabung reaksi ke
bioreaktor (erlenmeyer)kapasitas 100 mL dan berakhir ke 2000 mL disimpulkan bahwa:
6.1 Kesimpulan

1. Inokulum A.niger dapat tumbuh dan berkemabng biak pada bioreaktor erlenmeyer
skala 100 mL.

2. Konsentrasi inokulum A.niger pada bioreaktor skala 100 mL yang optimal adalah
0,15% pada kosnetrasi substrat glukosa 100 g/L namun pada konsentrasi substrat
glukosa 150 g/L terjadi inhibisi substrat glukosa dan reaksi kimia antara Ensim (E)
dan substrat (S) membentuk ES yang tidak langsung membentuk produk (P),
namun terbentuk ensim substrat inhibisi atau ESi. Konsentrasi substrat glukosa 150
g/LL merupakan konsentrasi substrat glukosa maksimum dan hal ini didukung oleh
pendapat dari Atkinson!'.

3. Pada variasi konsentrasi inoculum A.niger memberikan pengaruh pada perubahan
nilai pH konsentrasi substrat glukosa sebesar 100 g sedangkan pada konsentrasi
substrat glukosa sebesar 150 g/L, nilai F hitung inokulum mempunyai nilai lebih
kecil dari pada F tabel, schingga variasi konsentrasi inokulum A.niger tidak
berpengaruh pada perubahan nilai pH.

4. Penurunan konsentrasi glukosa terbesar adalah 61,28 g/L terjadi pada kecepatan
pengadukan 200 rpm. Semakin tinggi kecepatan pengadukan maka semakin tinggi
gaya vortex atau gaya angkat oksigen terlarut dalam media fermentasi sehingga
sulit untuk di konsumsi oleh sel mikroba.

5. Produk asam glukonat hasil fermentasi adalah 24,89 ppm dari bioreaktor skala 2000
mL berdasarkan analisis kimia instrumental HPLC.

6.2 Saran
Pada fermentasi substrat glukosa oleh A.niger menjadi asam glukonat perlu
dilakukan penurunan konsentrasi substrat glukosa dibawah 150 g/L agar tidak

terjadi inhibisi substrat.
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