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MENJADI ASAM LAKTAT MELALUI SEPARATE HYDROLISIS AND 

FERMENTATION (SHF) 

 

 

Oleh 

 

MARCELLA INDRIANI 

 

 

 

Bromelin merupakan limbah biomassa lignoselulosa dari hasil samping proses 

ekstraksi bagian bonggol nanas yang potensial untuk dimanfaatkan pada massa 

yang akan datang.  Kandungan selulosa dapat dikonversi dengan menggunakan 

isolat Actinomycetes menjadi gula pereduksi yang menjadi sentral dalam produksi 

asam laktat secara biokimia.  Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh isolat 

Actinomycetes yang memiliki aktivitas selulase dan xilanase dan jumlah asam 

laktat yang diperoleh dari fermentasi menggunakan Lactococcus lactis.  Tahapan 

penelitian yang dilakukan meliputi karakterisasi biomassa bromelin, isolasi 

Actinomycetes dari mangrove, penapisan bakteri selulolitik dan xilanolitik,  

hidrolisis enzimatik oleh isolat Actinomycetes terpilih, dan fermentasi hidrolisat.  

Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa bromelin nanas mengandung 52,58% 

karbohidrat.  Hasil isolasi memperoleh 1 isolat unggul ActM-25 dengan indeks 

aktivitas selulolitik 3,42 dan xilanolitik 0,33.  Hidrolisis pada kondisi optimum 

menghasilkan glukosa dengan persen rendemen 89,26%.  Fermentasi hidrolisat 

menggunakan Lactococcus lactis menghasilkan asam laktat sebesar 72,45 gL-1 

dengan persen efesiensi 88,83%. 

 

Kata kunci: Bromelin, Actinomycetes, asam laktat, hidrolisis, fermentasi.



 

 

ABSTRACT 

 

 

BIOCONVERSION OF CELLULOSE FROM PINEAPPLE BROMELAIN 

WASTE USING SELECTED MANGROVE Actinomycetes ISOLATE TO 

LACTIC ACID THROUGH  SEPARATE HYDROLISIS AND 

FERMENTATION (SHF) 

 

 

By 

 

MARCELLA INDRIANI 

 

 

 

Bromelin is a lignocellulosic biomass waste from the pineapple core fibers which 

has the potential to be used in the future.  The content of cellulose can be converted 

by using Actinomycetes isolates into reducing sugars which are central in the 

biochemical production of lactic acid.  This study aims to obtain Actinomycetes 

isolates that have cellulase and xylanase activity as well as the amount of lactic 

acid obtained from bromelain flour using Lactococcus lactis.  The stages of the 

research carried out included characterization of bromelain biomass, isolation of 

Actinomycetes from mangroves, screening of cellulolytic and xylanolytic bacteria, 

enzymatic hydrolysis by selected Actinomycetes isolates, and hydrolyzate 

fermentation using Lactococcus lactis.  The characterization results show that 

pineapple bromelain contains 52.58% carbohydrates.  The results 1 superior isolate 

ActM-25 with a cellulolytic activity index of 3.42 and 0.33 xylanolytic.  Hydrolysis 

at optimum conditions produces glucose with a percentage yield of 89.26%. 

Hydrolyzed fermentation using Lactococcus lactis produced 72.45 gL-1 of lactic 

acid with an efficiency percentage of 88.83%. 
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“Wahai orang-orang yang beriman! Mohonlah pertolongan 

(kepada Allah) dengan sabar dan shalat. Sungguh, Allah beserta 

orang-orang yang sabar.”  

(Q.S. Al-Baqarah: 153) 

 

“Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan 

kesanggupannya.”  

(Q.S. Al-Baqarah: 286) 

 

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan, 

sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan.”  

(Q.S. Al-Insyirah: 5-6) 

 

“…Dan bersabarlah kamu, sesungguhnya janji Allah adalah 

benar.”  

(Q.S. Ar-Rum: 60) 

 

“Pembelajaran tidak didapat dengan kebetulan. Ia harus dicari 

dengan semangat dan disimak dengan tekun.” 

(Abigail Adams) 

 

“Live as if you were to die tomorrow, learn as if you were to live 

forever.” 

(Mahatma Gandhi)
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I. PENDAHULUAN  

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

 

Nanas (Ananas comosus L.) termasuk komoditas buah tropik andalan yang kaya 

akan manfaat karena mengandung gizi yang cukup tinggi dan lengkap, seperti 

protein, lemak, karbohidrat, mineral, vitamin, serta enzim bromelin (Nurhidayah 

dkk., 2013).  Berdasarkan Angka Tetap (ATAP) tahun 2016 produksi nanas 

mencapai 1,85 juta ton dan menjadikan Indonesia sebagai produsen terbesar 

ketiga di Asia Tenggara dengan kontribusi sekitar 23% (Pusat Data dan Sistem 

Informasi Pertanian, 2016).  Sentral produksi nanas terdapat di pulau Sumatera 

tepatnya di provinsi Lampung dengan produksi sebesar 581,674 ton dari total 

produksi 1.191.485 ton (Roswita dan Lulrahman, 2022). 

 

Pengolahan buah nanas menjadi produk yang siap dipasarkan meninggalkan 

limbah berupa tajuk, kulit, daun, bonggol, dan batang yang dibuang selama 

pemrosesan, pengangkutan, dan penyimpanan nanas (Roda and Lambri, 2019).  

Secara alami, dengan meningkatnya permintaan pasar terhadap produksi buah 

nanas, volume limbah produksi mengalami peningkatan.  Selama beberapa dekade 

terakhir 48,6% limbah nanas dihasilkan dari total berat buah.  Limbah nanas 

rentan terhadap pembusukan mikroba sehingga mengakibatkan masalah 

lingkungan (Banerjee et al., 2018).  Enzim bromelin telah diproduksi oleh PT.  

Great Giant Pineapple dari bonggol nanas, dimana hasil samping dari proses 

ekstraksi enzim bromelin adalah limbah padat serat bonggol nanas.   

 



2 
 

Limbah padat serat bonggol nanas merupakan biomassa yang mengandung 

lignoselulosa yang terdiri dari 3 komponen utama, yaitu selulosa, hemiselulosa, 

dan lignin.  Jumlah kandungan dalam limbah bromelin nanas dari masing-masing 

komponen tersebut secara berturut-turut diketahui sebesar 24,53%, 28,53%, dan 

5,78% (Pardo et al., 2014).  Biokonversi dari lignoselulosa dapat ditingkatkan 

dengan pemanfaatan gula pereduksi yang terkandung didalamnya untuk 

diaplikasikan dalam berbagai bidang (Satria dkk., 2010).  Selulosa merupakan 

polimer glukan yang dapat dikonversi menjadi monomer gula.  Umumnya, 

industri lebih tertarik menggunakan bahan baku berlignoselulosa karena biaya 

yang murah dan pemanfaatan yang luas.  Berdasarkan komposisi tersebut, 

selulosa pada bonggol nanas dapat diisolasi sebagai substrat pada tahap 

pretreatment. 

 

Pemisahan selulosa yang terikat pada hemiselulosa dan lignin dilakukan dengan 

tahap pretreatment yang berfungsi untuk memudahkan proses hidrolisis sehingga 

selulosa dapat dikonversi menjadi glukosa (Awatshi et al., 2013).  Pretreatment 

secara kimia untuk mendegradasi lignin yang membentuk segel fisik pada 

hemiselulosa dan selulosa dapat memberikan dampak negatif terhadap lingkungan 

sehingga, dilakukan pretreatment secara biologis menggunakan mikroorganisme 

yang mampu menghasilkan enzim pendegradasi lignin atau hemiselulosa seperti 

Actinomycetes (Satria dkk., 2010). 

 

Actinomycetes dapat di isolasi salah satunya dari sedimen mangrove.  Mangrove 

termasuk ekosistem dengan kondisi lingkungan dibawah kondisi salinitas tinggi, 

pasang surut yang ekstrim, tekanan angin yang kuat, suhu tinggi, berlumpur, dan 

tanah yang anaerobik (Retnowati et al., 2017).  Kompleksitas ekosistem 

mangrove mengharuskan mikroba menghasilkan enzim ekstraseluler yang mampu 

bekerja dalam kondisi ekstrim (Subagiyo et al., 2017).  Actinomycetes mampu 

menghasilkan berbagai macam senyawa bioaktif termasuk enzim xilanase dan 

selulase (Saini et al., 2015).  Aktivitas xilanolitik tersebut dapat digunakan untuk 

mendegradasi hemiselulosa sehingga lignin akan lepas dari struktur kompleksnya 
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dan menghasilkan selulosa (Rismanto dkk., 2020).  Selulosa dapat dihidrolisis 

untuk menghasilkan monomer glukosa dengan menggunakan enzim selulase 

(Satria dkk., 2010).  Glukosa merupakan senyawa sentral dalam metabolisme 

yang banyak digunakan dalam berbagai industri termasuk industri asam laktat. 

Asam laktat (2-hydroxypropionic acid) merupakan asam organik multifungsi yang 

banyak digunakan dalam industri makanan dan farmasi (Jin et al., 2005).  Saat ini, 

asam laktat menjadi komoditas kimia terbesar dengan produksi 100.000 ton per 

tahun (Idris and Suzana, 2006).  Produksi asam laktat dengan metode fermentasi 

telah dilakukan dengan berbagai mikroorganisme seperti Lactococcus lactis 

(Ueno et al., 2003) dan Lactobacillus delbrueckii (Maryanty dkk., 2019) yang 

keduanya merupakan Bakteri Asam Laktat (BAL).  Bakteri Asam Laktat dapat 

memanfaatkan sumber gula dari hasil hidrolisis selulosa.  Proses biokonversi 

selulosa menjadi glukosa dan perubahan glukosa menjadi asam laktat dapat 

dilakukan secara bertahap melalui metode Separate Hydrolisis and Fermentation 

(SHF). 

 

Metode SHF menjadi salah satu cara biokonversi material karbohidrat yang lebih 

efektif karena pada proses ini kondisi optimum dari setiap tahap dapat dipisahkan 

karena dilakukan dalam 2 sistem yang berbeda.  Untuk mengaplikasikan proses 

SHF diperlukan seleksi mikroorganisme dengan memperhatikan suhu dan pH 

optimal pertumbuhan mikroorganisme saat proses fermentasi (Aulitto et al., 

2019).  Salah satu penelitian dengan memanfaatkan metode ini telah dilakukan 

oleh Ueno et al., (2003) dan menghasilkan asam laktat dengan konsentrasi sebesar 

92,2 g/L. 

 

Penelitian ini memanfaatkan sumber gula dari hidrolisis selulosa yang berasal dari 

biomassa lignoselulosa, yaitu limbah bromelin nanas untuk menghasilkan asam 

laktat.  Isolat Actinomycetes dipilih untuk menghasilkan enzim xilanase sebagai 

pendegradasi hemiselulosa dan enzim selulase sebagai pendegredasi selulosa 

menjadi monomer glukosa.  Glukosa yang dihasilkan, lalu dikonversi menjadi 

asam laktat oleh bakteri asam laktat.  Produksi asam laktat ini dilakukan 
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menggunakan metode SHF.  Hasil penelitian ini diharapkan menjadi salah satu 

alternatif produksi asam laktat dengan pemanfaatan limbah berlignoselulosa, 

sehingga dapat meningkatkan nilai efesiensi dan ekonomis dari bahan tersebut. 

 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Melakukan analisis komposisi kandungan lignoselulosa pada limbah bromelin 

nanas dengan metode TAPPI. 

2. Melakukan isolasi Actinomycetes dari sedimen mangrove yang berpotensi 

menghasilkan enzim pendegradasi selulosa dan hemiselulosa melalui tahap 

penapisan. 

3. Memanfaatkan hidrolitik enzim selulase dan xilanase dari isolat Actinomycetes 

terpilih sebagai agen bio-pretreatment untuk menentukan kadar gula pereduksi 

yang dihasilkan dari proses hidrolisis. 

4. Melakukan biokonversi asam laktat dari limbah bromelin nanas dengan metode 

SHF. 

 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan beberapa manfaat sebagai berikut : 

1. Memberikan informasi terkait kandungan lignoselulosa di dalam limbah 

bromelin nanas. 

2. Memberikan informasi isolat Actinomycetes yang potensial untuk 

menghidrolisis selulosa menjadi glukosa sehingga dapat dimanfaatkan dalam 

pembuatan asam laktat. 

3. Memberikan informasi proses fermentasi glukosa yang bersumber dari limbah 

bromelin nanas dengan BAL menjadi asam laktat dapat meminimalkan biaya 

produksi dan bersifat ramah lingkungan.



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Limbah Nanas 

 

 

Nanas mempunyai nama ilmiah (Ananas comosus L.) yang termasuk famili 

bromeliaceae.  Perawakan (habitus) tumbuhannya rendah, herba (menahun) 

dengan 30 atau lebih daun yang panjang, tingginya antara 90-100 cm.  Buah ini 

berasal dari Brasil, Amerika Selatan, buahnya dalam bahasa Inggris disebut 

sebagai pineapple (Septiatin, 2009).  Produksi nanas di Indonesia mencapai 1,85 

juta ton menjadikan Indonesia sebagai produsen terbesar ketiga di Asia Tenggara 

dengan kontribusi sekitar 23%.  Hampir seluruh wilayah Indonesia merupakan 

daerah penghasil nanas karena didukung oleh iklim tropis yang sesuai (Pusat Data 

dan Sistem Informasi Pertanian, 2016).  Sentral produksi nanas terdapat di pulau 

Sumatera tepatnya di provinsi Lampung dengan produksi sebesar 581,674 ton dari 

total produksi 1.191.482 ton (Roswita dan Lulrahman, 2022). 

 

Meningkatnya permintaan pasar dalam produksi nanas mengakibatkan sejumlah 

besar limbah dihasilkan termasuk tajuk, kulit, daun, bonggol, dan batang dibuang 

selama pemrosesan, pengangkutan, dan penyimpanan nanas (Roda and Lambri, 

2019).  Limbah buah nanas dapat mencapai 48,6% dari total berat buah (Marlina 

dkk., 2018) dimana bonggol nanas menjadi bagian terbesar yang kurang 

dimanfaatkan.  Limbah tersebut dapat diubah menjadi produk yang berharga 

melalui berbagai proses biokimia (fermentasi mikroba dan metabolisme 

anaerobik), termokimia (pirolisis, gasifikasi, pembakaran, dan insinerasi) dan 
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fisikokimia (transesterifikasi) untuk menghasilkan energi dan bioproduk (Hamzah 

et al., 2021). 

 

Limbah bromelin nanas mengandung 3 komponen utama dari lignoselulosa 

diantaranya ialah selulosa, hemiselulosa, dan lignin disamping kandungan kimia 

lainnya (Mansor et al., 2019).  Kandungan lignoselulosa dalam limbah bromelin 

nanas telah dianalisis sebelumnya dengan jumlah selulosa sebesar 24,5%, 

hemiselulosa 28,5%, dan lignin 5,78% (Pardo et al., 2014).  Kandungan tersebut 

berpotensi untuk dimanfaatkan menjadi sebuah produk, salah satunya untuk 

memproduksi asam organik (Hamzah et al., 2021). 

 

 

 

2.2 Lignoselulosa 

 

 

Lignoselulosa merupakan biomassa yang terdapat pada tanaman yang terbentuk 

dari proses fotosintesis.  Komponen utama lignoselulosa adalah selulosa, 

hemiselulosa, dan lignin.  Umumnya, kandungan komponen pada biomassa dalam 

keadaan kering berturut-turut ialah 40-60%, 20-40%, dan 10-25% (McKendry, 

2002).  Beberapa penelitian mengenai analisis komposisi lignoselulosa yang 

dilakukan oleh (Mansor et al., 2019), (Pardo et al., 2014), (Zainuddin et al., 2014) 

membuktikan setiap bagian limbah nanas memiliki kandungan lignoselulosa yang 

berbeda.  Komponen-komponen tersebut merupakan sumber utama untuk 

menghasilkan produk yang bernilai seperti gula hasil fermentasi, bahan kimia, 

bahan bakar cair, sumber karbon dan energi.  Konversi bahan lignoselulosa dapat 

dilakukan dengan bantuan mikroorganisme yang memiliki aktivitas selulolitik 

maupun xilanolitik (Anindyawati, 2010). 

 

Polimer selulosa, hemiselulosa, dan lignin terjalin dengan kuat dan secara kimia 

berikatan secara non-kovalen dan saling bertautan melalui ikatan kovalen.  Ikatan 

pada lignoselulosa terdapat pada Gambar 1.  Ketiga polimer tersebut membentuk 
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mikrofibril, di mana selulosa diselubungi oleh hemiselulosa dan lignin yang juga 

berikatan satu sama lain membentuk struktur tiga dimensi (Chen, 2014).  Hal ini 

menjadi hambatan dalam pemanfaatan komponen di dalamnya.   

 

 

 

 
Gambar 1.  Struktur lignoselulosa pada biomasa dan biopolimernya  

  (Hernandez-Beltran et al., 2019). 

 

 

 

2.2.1 Selulosa 

 

 

Selulosa terdiri dari unit-unit β-1,4-glukopiranosa yang membentuk homopolimer 

linier seperti pada Gambar 2.  Selulosa memiliki berat molekul tinggi yang mana 

setiap unit glukopiranosa mengandung tiga gugus hidroksil yang memberikan 

selulosa karakteristik hidrofisilitas dan biodegrabilitas (Evelyna dkk., 2019). 

 

 
Gambar 2.  Struktur kimia selulosa (Evelyna dkk., 2019). 
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Unit ulangan dasar dari polimer slulosa terdiri atas dua unit glukosa anhidrida 

yang disebut unit selobiosa.  Dua unit glukosa yang berdekatan bersatu dengan 

mengeliminasi satu molekul air di antara gugus hidroksil.  Gugus-gugus OH pada 

C1 dan C4 memiliki perilaku yang berbeda, gugus C1-OH merupakam gugus hidrat 

aldehida memiliki sifat pereduksi, sedangkan gugus C4-OH merupakan gugus 

hidroksil alkohol yang bersifat bukan pereduksi (Trache et al., 2016). 

 

Mikrofibril selulosa terdiri atas daerah kristalin dan amorf seperti pada Gambar 3.  

Selulosa kristalin dengan struktur yang rapat dan kuat relatif sulit diputuskan 

ikatannya.  Rasio antara bagian kristalin dan bagian amorf disebut derajat 

kristalinitas selulosa.  Bagian kristalin dapat mencakup 2/3 dari total selulosa 

(Fatriasari et al., 2020). 

 

 

 
Gambar 3.  Ilustrasi dalam mikrofibril selulosa (Borjesson and Westman, 2015). 

Selulosa hampir tidak pernah ditemui dalam keadaan murni di alam, melainkan 

selalu berikatan dengan bahan lain seperti lignin dan hemiselulosa.  Selulosa dapat 

dihidrolisis menjadi glukosa dengan menggunakan asam maupun enzim (Sutini 

dkk., 2020).   Hidrolisis sempurna selulosa menghasilkan monomer selulosa, yaitu 

glukosa, sedangkan hidrolisis tidak sempurna menghasilkan oligosakarida dan 

disakarida dari selulosa yang disebut selooligosakarida dan selobiosa.  Selulosa 

dapat dikonversi menjadi berbagai produk bernilai ekonomi yang lebih tinggi, 

melalui proses hidrolisis dengan bantuan enzim selulase sebagai biokatalis atau 

dengan hidrolisis menggunakan asam (Fatriasari et al., 2020).  Beberapa literatur 
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menunjukan kombinasi dua metode pretreatment seperti metode secara biologis 

dengan kimia atau fisika dapat lebih efektif (Hernandez-Beltran et al., 2019). 

 

 

 

2.2.2 Hemiselulosa 

 

 

Hemiselulosa terdapat pada dinding sel tumbuhan dengan ikatan yang kompleks 

menghubungkan serat selulosa menjadi mikrofibril dan berikatan silang dengan 

lignin (Isikgor and Becer, 2015).  Hemiselulosa merupakan polisakarida dengan 

bobot molekul yang lebih rendah dibandingkan selulosa.  Terdiri dari D-xylosa, 

D-manosa, D-galaktosa, D-glukosa, L-arabinosa, 4-O-metil-glukoronat, D-

galakturonat, dan asam D-galakturonat.  Perbedaan utama dari selulosa ialah 

hemiselulosa mengikat gula yang berbeda dengan rantai pendek sehingga dapat 

dengan mudah dihidrolisis (Perez and Munoz-Dorado, 2002). 

 

 

 
Gambar 4.  Struktur hemiselulosa (Tezara et al., 2016). 

 

 

 

2.2.3 Lignin 

 

 

Lignin merupakan polimer aromatik yang berasosiasi dengan polisakarida pada 

dinding sel sekunder tanaman.  Pada umumnya, lignin mengandung tiga jenis 
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alkohol aromatik yaitu coniferyl, sinapyl, dan p-coumaryl (Howard et al., 2003).  

Lignin berbentuk heteropolimer amorf yang terikat dengan ikatan berbeda.  

Fungsi utama lignin adalah memperkuat struktur tanaman dalam menahan 

serangan mikroba dan tekanan oksidasi.  Lignin menjadi salah satu faktor utama 

yang menyulitkan degradasi lignoselulosa dengan enzim.  Selain itu, interaksi 

hidrofobik lignin dengan molekul enzim menyebabkan ikatan yang menurunkan 

kemampuan enzim menghidrolisis selulosa (Anindyawati, 2010). 

 

 

 
Gambar 5.  Struktur Lignin (Tezara et al., 2016). 

 

 

 

2.3 Enzim Xilanase 

 

 

Enzim xilanase merupakan enzim kompleks yang terdiri atas 1,4-β-endoxilanase, 

β-xilosidase, α-L-arabinofuranosidase, α-glukuronidase, asetil xilan esterase dan 

asam fenolat (Inayah dkk., 2016).  Xilanase dapat diklasifikasikan berdasarkan 

substrat yang dihidrolisis antara lain:  β-xilosidase, eksoxilanase, dan 

endoxilanase.  β-xilosidase mampu menghidrolisis xilo-oligosakarida rantai 

pendek menjadi xilosa.  Eksoxilanase mampu memutuskan rantai polimer xilosa 

(xilan) pada ujung yang mereduksi sehingga menghasilkan xilosa sebagai produk 
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utama dan sejumlah oligosakarida, sedangkan endoxilanase mampu memutuskan 

ikatan β-1,4- pada bagian dalam rantai xilan secara teratur seperti mekanisme 

yang ada pada Gambar 6 (Richana, 2002). 

 

Xilanase banyak terdapat di alam dan dapat ditemukan pada beberapa jenis 

mikroba yaitu bakteri dari laut maupun darat.  Dengan kemampuan tersebut 

struktur xilan yang merupakan penyusun hemiselulosa dapat terdegradasi dan 

memudahkan akses enzim hidrolitik lainnya untuk dapat menghidrolisis 

komponen lain dari lignoselulosa (Hanim, 2003). 

 

 

 
Gambar 6.  Struktur xilan dan mekanisme enzim hidrolitik xilanase (Pastor et al., 2007). 

 

 

 

2.4 Enzim Selulase 

 

 

Enzim selulase merupakan salah satu kelompok enzim yang termasuk dalam suatu 

sistem enzim yang diproduksi oleh mikroorganisme dalam degradasi material sel 

tumbuhan.  Enzim selulase berperan dalam hidrolisis selulosa dengan memecah 

ikatan β-1,4-glikosida untuk menghasilkan oligosakarida maupun glukosa (Satria 

dkk., 2010).   

 

Xilan 
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Menurut Hermiati dkk., (2014) sedikitnya terdapat tiga kelompok enzim yang 

terlibat dalam hidrolisis selulosa, yaitu : 

1) Endoglukanase yang berkerja pada wilayah serat selulosa yang 

mempunyai kristalinitas rendah untuk memecah selulosa secara acak dan 

membentuk ujung rantai yang bebas. 

2) Eksoglukanase atau selobiohidrolase yang mendegradasi lebih lanjut 

molekul tersebut dengan memindahkan unit-unit selobiosa dari ujung-

ujung rantai yang bebas. 

3) β-glukosidase yang menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa. 

Skema hidrolisis selulosa terdapat pada Gambar 7. 

 

 

 

 
Gambar 7.  Skema hidrolisis selulosa oleh enzim selulase (Saini et al., 2015). 
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Jumlah enzim yang diperlukan untuk hidrolisis selulosa bergantung pada kadar 

padatan tidak larut dalam air pada bahan yang akan dihidrolisis.  Sampai tahap 

tertentu, semakin banyak selulase yang digunakan, semakin tinggi rendemen dan 

kecepatan hidrolisis (Hermiati dkk., 2014).  Mikroorganisme penghasil enzim 

selulase berasal dari kelompok fungi, bakteri, atau Actinomycetes seperti pada 

Tabel 1.  

Tabel 1.  Mikroorganisme penghasil enzim selulase 

 

 

Mikroorganisme 

Kelompok Genus Spesies 

Fungi/Jamur Aspergillus A.  niger 

A.  nidulands 

A.  oryzae 

Fusarium F.  solani 

F.  oxysporum 

Humicola H.  insoles 

H.  grisea 

Melanocarpus M.  albomyces 

Penicilium P.  brasilianum 

P.  occitanis 

Trichoderma P.  decumbans 

T.  reesei 

T.  longibrachiatum 

T.  longibrachiatum 

T.  harzianum 

Bakteri Acidothermus A.  cellulyticus 

Bacillus B.  sp. 

Clostridium C.  acetobutylicum 

C.  thermocellum 

Pseudomonas P.  cellulose 

Rhodothermus R.  marinus 

Actinomycetes Cellulomonas C.  fimi 

C.  bioazotea 

C.  uda 

Streptomyces S.  drozdowiczii 

S.  sp. 

S.  lividans 

Thermononospora T.  fusca 

T.  curvata 

(Sukumaran et al., 2005). 

 

 



14 
 

2.5 Actinomycetes  

 

 

Actinomycetes merupakan organisme tanah dengan sifat umum seperti bakteri dan 

jamur, tetapi juga mempunyai ciri khas yang cukup berbeda.  Pada lempeng agar, 

Actinomycetes dapat dibedakan dengan bakteri pada umumnya dimana koloni 

Actinomycetes muncul secara perlahan menunjukkan konsistensi berbubuk dan 

melekat erat pada permukaan agar karakteristik tersebut berbeda dengan bakteri 

yang jelas berlendir dan tumbuh lebih cepat (Rozirwan et al., 2020).  Berdasarkan 

hasil pengamatan Sulistyani and Akbar (2014) koloni isolat Actinomycetes yang 

muncul memperlihatkan bentuk pada umumnya yaitu bulat dengan elevasi timbul 

dan cembung, tepian rata dan tidak beraturan serta permukaan yang licin dan kasar 

atau keriput. Permukaan bertepung merupakan kumpulan hifa yang terdiri dari 

banyak spora.  Morfologi ini terjadi pada koloni Actinomycetes dewasa sedangkan 

koloni yang masih muda hanya terdiri dari hifa.  Koloni Actinomycetes yang masih 

muda tampak seperti bakteri pada umumnya yaitu permukaan bulat, cembung dan 

licin serta melekat kuat pada media agar. 

 

Actinomycetes tumbuh dalam bentuk filamen miselium dan membentuk spora. 

Terdapat dua hal penting untuk membedakan antara fungi dengan Actinomycetes, 

yaitu : 

1. Actinomycetes tidak mempunyai nukleus, sehingga tergolong organisme 

prokariotik. 

2. Bentuk hifa actinomycetes dengan diameter 0,5-1,0 µm, sehingga lebih 

kecil dari hifa jamur (3-8 µm). 

(Rozirwan et al., 2020). 

 

Actinomycetes termasuk bakteri yang tidak tahan asam, berbentuk batang, gram 

positif, bersifat anaerobik atau anaerobik fakultatif (mampu tumbuh baik jika ada 

terdapat O2 bebas atau tidak ada O2).  Actinomycetes tidak toleran terhadap asam 

dan jumlanya menurun pada keadaan lingkungan dengan pH dibawah 5,0.  Rentang 

pH yang paling cocok untuk perkembangbiakkan Actinomycetes adalah antara 6,5–

8,0.  Pertumbuhan optimum pada suhu antara 28–37°C, tetapi beberapa 
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Actinomycetes masih dapat tumbuh dalam jumlah besar pada suhu 55–65°C. 

Actinomycetes merupakan salah satu mikroorganisme yang mampu mendegradasi 

selulosa.  Organisme ini ditemukan (hampir semua), dalam kompos dan tanah (Budi 

et al., 2020). 

 

 

 

2.6 Asam Laktat 

 

 

Asam laktat (2-hydroxypropanoic acid) adalah asam karboksilat dengan rumus 

molekul (CH3CHOHCOOH).  Asam laktat mempunyai dua bentuk isomer, yaitu 

L (+) atau D (-) asam laktat (Purnavita dkk., 2021).  D-asam laktat tidak dapat 

dicerna oleh tubuh manusia atau dalam kata lain berbahaya untuk dikonsumsi, 

berbeda dengan L-asam laktat yang dapat dicerna oleh tubuh dan banyak 

dimanfaatkan dalam industri makanan dan farmasi (Maryanty dkk., 2019).  Akan 

tetapi, banyak dari peneliti yang terus mengeksplorasi peluang pemanfaatan D-

asam laktat yang dapat secara signifikan digunakan sebagai bahan baku 

pembuatan polylactic acid (Alexandri et al., 2019;  Wang et al., 2011).  Kedua 

bentuk isomer asam laktat tersebut ditunjukkan pada Gambar 8. 

 

Gambar 8.  Dua jenis isomer optikal asam laktat (Manfaati, 2010). 

Asam laktat memiliki tiga karbon asam organik, satu atom karbon merupakan 

bagian dari asam atau grup karboksil, atom karbon lain merupakan bagian dari 

grup metil atau hidrokarbon, dan atom karbon pusat memiliki gugus alkohol.  

Asam laktat dalam larutan dapat melepaskan sebuah proton dari gugus asam dan 

menghasilkan ion lactate CH3(OH)COO- (Manfaati, 2010). 
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2.6.1 Proses Produksi Asam Laktat 

 

2.6.1.1 Sintesis Kimia 

 

 

Bahan baku untuk proses produksi asam laktat secara sintesis kimia adalah 

lactonitrile.  Hydrogen cyanide direaksikan dengan acetaldehyde dan 

menghasilkan lactonitrile dengan reaksi kimia sebagai berikut:   

(a) Hidrolisis dengan H2SO4  (Persamaan 1) 

CH3CHOHCN + H2O + ½H2SO4    CH3CHOHCOOH + ½(NH4)2SO4  

Lactonitrile  Asam Sulfat  Asam Laktat  

(b) Esterifikasi   (Persamaan 2)    

CH3CHOHCOOH + CH3OH  CH3CHOHCOOCH3 + H2O 

Asam Laktat   Metanol  Metil Laktat  

(c) Hidrolisis Air (Persamaan 3)    

CH3CHOHCOOCH3 + H2O  CH3CHOHCOOH + CH3OH 

Metil Laktat   Asam Laktat  

 

Reaksi ini terjadi pada fase cair dengan tekanan atmosfir yang cukup tinggi.  

Lactonitrile mentah yang dihasilkan kemudian dihidrolisa oleh H2SO4 pekat 

sehingga diperoleh asam laktat dan garam ammonium.  Asam laktat dan metanol 

kemudian diesterifikasi menjadi metil laktat, dan dipisahkan dengan proses 

destilasi.  Metil laktat dihidrolisa oleh air dalam kondisi asam sehingga dihasilkan 

asam laktat dan metanol.  Proses secara kimia ini menghasilkan campuran isomer 

asam laktat (Manfaati, 2010). 

 

 

 

2.6.1.2 Fermentasi 

 

 

Asam laktat dapat dihasilkan juga melalui fermentasi karbohidrat.  Menurut 

Rahmayetty dkk. (2015) sekitar 90% total produksi asam laktat di seluruh dunia 

dibuat melalui fermentasi secara biologis.  Proses tersebut memiliki beberapa 

keunggulan dibandingkan sintesis secara kimia dari segi biaya produksi karena 

beroperasi pada temperatur rendah sehingga tidak membutuhkan energi yang 

(1) 

(2) 

(3) 
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besar (John et al., 2006).  Fermentasi asam laktat dilakukan dalam kondisi aerob 

atau anaerob.  Sumber karbon yang digunakan untuk memproduksi asam laktat 

dapat berupa gula dalam bentuk murni seperti glukosa (Rahmayetty dkk., 2015) 

dan pentosa seperti xilosa atau manosa yang merupakan hasil dari hidrolisis 

substrat lignoselulosa (Alexandri et al., 2019). 

 

Salah satu, mikroorganisme pengkonversi monomer gula menjadi asam laktat 

adalah Bakteri Asam Laktat atau BAL.  BAL merupakan kelompok bakteri 

probiotik yang mampu menghasilkan senyawa antimikroba seperti asam laktat 

dan bakteriosin, sehingga dapat digunakan sebagai organisme biokontrol karena 

kemampuannya dalam menghambat mikroorganisme lain (Wu Wu et al., 2011).  

Beberapa studi dalam produksi asam laktat telah banyak dilakukan dengan 

menggunakan berbagai mikroorganisme seperti bakteri Lactococcus lactis, 

Lactobacillus casei, Enterococcus faecalis, Sporolactobacillus sp.  (Kurniatul, 

2010;  Purnavita dkk., 2021;  Subramanian et al., 2014;  Wang et al., 2011), dan 

fungi Rhizopus sp.  (Kumar and Shivakumar, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Jalur metabolisme homofermentative lactic acid  (Manfaati, 2010). 
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Jenis bakteri asam laktat juga dapat digolongkan sebagai homofermentative lactic 

acid karena pada proses metabolismenya mampu menghasilkan asam laktat dalam 

jumlah besar sebagai produk utama dengan sedikit hasil samping melalui 

Embden-Meyerhof pathway (Manfaati, 2010).  Jalur metabolisme pembentukan 

asam laktat ditunjukan pada Gambar 9.  Melalui jalur glikolisis, glukosa 

dikonversi menjadi asam piruvat secara anaerob sehingga dihasilkan 2 mol asam 

laktat dan 2-ATP dengan bantuan enzim L-laktat dehydrogenase atau D-laktat 

dehydrogenase yang terdapat pada mikroorganisme pengkonversi (Oehmcke-

Hecht et al., 2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Jalur metabolisme heterofermentative lactic acid (Manfaati, 2010). 
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Pada penelitian yang dilakukan Wang (2011) yang menggunakan strain 

Sporolactobacillus sp.  dihasilkan D-asam laktat sejumlah 207 g.L-1  dengan 

waktu fermentasi 54 jam sedangkan, dengan menggunakan strain Lactococccus 

lactis dihasilkan L-asam laktat sejumlah 73 g.L-1  dengan waktu fermentasi 48 jam 

(Mamta et al., 2010).  Mikroorganisme yang juga menghasilkan L-asam laktat 

adalah Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp., dan 

Bifidobacterium spp.. 

 

Proses produksi asam laktat dengan metode fermentasi dapat dilakukan melalui 2 

cara yaitu, konversi enzimatik dari selulosa menjadi monomer gula yang 

kemudian difermentasi dalam proses yang disebut hidrolisis atau hidrolisis dan 

konversi monomer gula menjadi asam laktat melalui fermentasi.  Hidrolisis dan 

fermentasi dapat dilakukan dengan metode Separate Hydrolysis and Fermentation 

(SHF).  Proses ini dilakukan dengan menghidrolisis bahan lignoselulosa menjadi 

glulosa dan kemudian difermentasi menjadi produk asam laktat dalam 2 sistem 

yang terpisah (Maryanty dkk., 2019).   

 

Hal tersebut menjadi salah satu keunggulan proses ini dimana, masing-masing 

dari kedua tahap tersebut dapat dioptimalkan secara terpisah terkait suhu dan pH.  

Selain itu proses fermentasi pada metode SHF dilakukan dengan filtrat hasil 

hidrolisis dan bukan dalam campuran lignoselulosa padat seperti pada metode 

SSF (Galbe et al., 2011).  Untuk mengaplikasikan proses SHF diperlukan seleksi 

mikroorganisme dengan memperhatikan suhu dan pH optimal pertumbuhan 

mikroorganisme saat proses fermentasi (Aulitto et al., 2019). 

 

Lactococcus lactis telah digunakan menjadi mikroorganisme pengkonversi 

menggunakan metode SHF dalam banyak penelitian sebelumnya (Ueno et al., 

2003;  Pattana et al., 2010;  Mamta et al., 2010).  Diketahui kondisi optimal untuk 

proses produksi asam laktat dengan l.  lactis terdapat pada pH 6.5 dan suhu 

dibawah 42oC (Mamta et al., 2010). 
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2.6.2 Aplikasi dan Penggunaan Asam Laktat 

 

 

 

Asam laktat memiliki peluang pemanfaatan yang sangat luas karna memiliki 

kualitas yang berbeda baik dalam industri makanan, tekstil, kimia, atau farmasi.  

Menurut Jamshidian (2010) produksi asam laktat di dunia meningkat setiap 

tahunnya dengan estimasi 5-8% dari 370.000 ton.  Jalur metabolisme fermentative 

menjadi hal yang penting dalam proses produksi asam laktat karena jumlah yang 

dihasilkan dan luasnya cakupan mikroorganisme yang dapat menghasilkan asam 

laktat dengan menggunakan banyaknya alternatif substrat (Rodrigues et al., 2017). 

 

Garam kalsium dari asam laktat dapat diproduksi dalam bentuk granular atau 

powder.  Contohnya seperti, calcium lactate trihydrate yang dapat menjadi 

sumber kalsium diet dan zat pembeku darah pada kasus pendarahan saat operasi 

pembedahan.  Calcium lactate juga dapat digunakan sebagai buffer pada sediaan 

antibiotik untuk industri farmasi (Manfaati, 2010).  Asam laktat dalam bentuk 

ester (stearoyl-2-lactylates, glyceryl lactostearate, glyceryl lactopalmitate) dapat 

digunakan sebagai bahan pengemulsi makanan pada industri roti dan biscuit 

sehingga didapatkan tekstur yang lembut.  Pengemulsi tersebut membutuhkan 

asam laktat sebagai bahan baku karna sifatnya yang stabil terhadap panas 

(Narayanan et al., 2004). 

 

Asam laktat sebagian besar juga digunakan sebagai zat aditif pada makanan.  Hal 

tersebut karena asam laktat memiliki rasa asam yang sederhana dengan bau yang 

tidak tajam.  Kombinasi asam laktat dengan asam propionat atau asam asetat 

dapat digunakan sebagai bahan pengawet.  Harga asam laktat lebih mahal jika 

dibandingkan dengan perisa asam lainnya namun, asam laktat dipilih karena tidak 

mempengaruhi rasa asli dari suatu makanan (Manfaati, 2010). 

 

L-asam laktat secara komersial banyak diproduksi dan dimanfaatkan karena aman 

untuk dikonsumsi oleh tubuh.  Pengembangan aplikasi L-asam laktat sebagai poly 
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lactic acid untuk pembuatan biofilm telah banyak dilakukan.  Saat ini beberapa 

peneliti mengembangkan polimer terbarukan seperti stereocomplex PLA 

menggunakan kedua isomer asam laktat.  Selain karena tingginya stabilitas dari 

hasil yang diperoleh, pemanfaatan asam laktat juga dapat lebih maksimal 

(Rodrigues et al., 2017). 

 

 

 

2.7 Analisis Asam Laktat 

 

 

Untuk mengetahui keberhasilan proses biokonversi selulosa dari limbah bromelin 

nanas perlu dilakukan analisis kandungan asam laktat sebagai produk yang 

dihasilkan.  Analisis dilakukan secara kualitatif untuk mengidentifikasi jenis asam 

organik yang dihasilkan dan dilanjutkan secara kuantitatif untuk mengetahui 

konsentrasi asam laktat yang terkandung dalam substrat hasil biokonversi. 

 

 

 

2.7.1 Methyl-Red Test 

 

 

Uji kualitatif dengan indikator dapat dilakukan untuk mengidentifikasi produk 

asam laktat yang dihasilkan.  Umumnya, pH optimum asam laktat standar dari 

fermentasi mikroba adalah 5.0-6.0 dengan pKa 3.86 (Alexandri et al., 2019).  

Hasil dari proses metabolisme glukosa dengan homofermentative lactic acid 

adalah asam laktat yang dapat menyebabkan menurunnya pH sekitar 4.4 (Thakur 

et al., 2017).  Indikator metil merah (p-dimethyl aminoaeobenzene-O-carboxylic 

acid) memiliki range pH 4.4-6.0.  Apabila media pertumbuhan berubah warna 

menjadi merah setelah penambahan indikator metil merah artinya pH berada 

disekitar range indikator yang menandakan campuran asam organik dari proses 

fermentasi dihasilkan.  Sedangkan, warna kuning mengindikasikan campuran 

asam organik tidak terbentuk karena pH yang tidak sesuai keadaan optimum atau 

diatas 6.  Indikator metil merah dapat digunakan untuk mengidentifikasi asam 

laktat seperti pada Gambar 11.  
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Gambar 11. Hasil potisif dan negatif methyl-red test (McDevitt, 2009). 

 

 

 

2.7.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

 

Prinsip dari metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC) adalah 

pemisahan analit berdasarkan kepolarannya.  Alat ini terdiri dari kolom sebagai 

fasa diam dan larutan tertentu sebagai fasa gerak.  Perbedaan HPLC dengan 

kromatografi lainnya adalah pada HPLC digunakan tekanan tinggi untuk 

mendorong fasa gerak.  Campuran analit akan terpisah berdasarkan kepolarannya, 

dan kecepatannya untuk sampai ke detektor akan berbeda.  Hal tersebut akan 

teramati pada kromatogram yang menunjukkan waktu retensi untuk setiap sampel 

yang diinjeksikan sebagai puncak-puncak yang terpisah (Ardianingsih, 2009). 

 

Waktu retensi adalah selang waktu yang diperlukan oleh analit mulai saat injeksi 

sampai keluar kolom dan sinyalnya secara maksimal ditangkap oleh detektor.  

Waktu retensi analit yang tertahan pada fasa diam dinyatakan dengan tR, 

sedangkan waktu retensi analit yang tidak tertahan pada fasa diam atau sering 

disebut waktu retensi pelarut pengelusi dinyatakan sebagai to atau tM (waktu 

migrasi) (Sukma dan Fajri, 2019).  Waktu retensi dari beberapa asam organik 

terdapat pada Gambar 12.  Pada kromatogram HPLC dari analisis standar yang 

dilakukan oleh (Mitrea et al., 2020) menggunakan Refractive Index (RI) Detector 

pada panjang gelombang 220 nm dapat diidentifikasi puncak dari asam laktat 

pada tR ± 13,67 min. 
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Gambar 12. Kromatogram HPLC dari standar asam organik.  Puncak:  1 = asam  

sitrat, 2 = asam suksinat, 3 = asam laktat, 4 = asam format, 5 = asam  

 asetat, 6 = asam propionat, 7 = asam butarat, dan 8 = asam malat   

 (Mitrea et al., 2020). 

 

Menurut Ardianingsih (2009), beberapa kelebihan yang dimiliki oleh HPLC 

adalah sebagai berikut : 

1. Kecepatan dalam analisis suatu sampel menjadi aspek yang sangat penting 

dalam hal analisis ion yaitu untuk mengurangi biaya, bisa menghasil kan 

data yang akurat dan cepat dan bisa mengurangi limbah yang dihasilkan 

dari penggunaan eluen. 

2. Sensitivitasnya tinggi.  Perkembangan teknologi mikro prosessor yang 

dikombinasi dengan efisiensi kolom pemisah, mulai ukuran diameter 

dalam millimeter sampai skala mikro membuat pendeteksian ion dalam 

sampel menjadi lebih baik meskipun jumlah sampel yang diinjeksikan 

kedalam kolom pemisah sangat sedikit. 

3. Selektivitasnya tinggi sehingga dapat menganalisis senyawa organik 

maupun senyawa anorganik. 

4. Teknik pendeteksiannya secara serempak untuk memperkecil jumlah 

limbah yang dihasilkan, memperpendek waktu analisis serta 

memaksimalkan hasil yang diinginkan. 

5. Kolom pemisah bersifat stabil.



   

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini telah dilakukan dari bulan Oktober 2022 hingga bulan Juni 2023 di 

Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  Biomassa limbah bromelin diperoleh 

dari PT.  Great Giant Pineapple.  Isolat Actinomycetes diisolasi dari tanah 

mangrove yang diambil dari Pantai Sari Ringgung, Pesawaran, Lampung.  Isolat 

Lactococcus lactis InaCC-B201 diperoleh dari BRIN Cibinong.  Analisis karakter 

substrat tepung bromelin menggunakan X-Ray Diffractometer (XRD) dilakukan di 

Universitas Negri Padang.  Analisis penentuan konsentrasi gula pereduksi 

menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dilakukan di Laboratorium Biokimia 

FMIPA Universitas Lampung serta analisis konsentrasi asam laktat standar dan 

sampel menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

dilakukan di LPPT Universitas Gadjah Mada. 

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain alat-alat gelas, gunting, 

blender, pengayak 60 mesh, spatula, bunsen, jarum ose, mikropipet, pipet tetes, 

neraca analitik, termometer, cawan petri, corong, rak tabung reaksi, mortal dan 

alu, freezer, desikator, oven, penangas air, sentrifus, tabung sentrifus, pengaduk 

magnet, shaker, autoklaf, pH meter, spatula, inkubator, Spektrofotometer UV-Vis 
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merek Agilent Technologies tipe Cary 100, X-Ray Diffractometer (XRD) dan 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merek Knauer. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain adalah substrat 

bromelin nanas, sedimen tanah mangrove, strain Lactococcus lactis InaCC-B201, 

asam sulfat pekat (H2SO4), kalsium karbonat (CaCO3), media International 

Streptomyces Project-2 (ISP-2), media Yeast Malt Broth (YMB), carboxymethyl 

cellulose (CMC), Birchwood Xylan, natrium klorida (NaCl), congo-red, glukosa, 

indikator metil merah, asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS), media de Man, Rogosa, 

and Sharpe Broth (MRSB), buffer fosfat pH 7, indikator universal, alumunium 

foil, kertas saring, akuades. 

 

 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

3.3.1 Preparasi Limbah Bromelin 

 

 

Limbah bromelin nanas dari PT.  Great Giant Pineapple dikeringkan dibawah 

sinar matahari selama 4 jam.  Kemudian, dipotong-potong hingga berukuran kecil 

sehingga mudah dihaluskan untuk menjadi tepung bromelin.  Tepung diayak 

menggunakan ayakan 60 mesh (250 m) dan disimpan dalam keadaan tertutup. 

 

 

 

3.3.2  Preparasi Strain Lactococcus lactis 

 

 

Kultur Lactococcus lactis InaCC-B201 yang diisolasi dari buah srikaya diperoleh 

dari stok kultur BRIN Cibinong.  Kultur diinokulasi dalam gliserol 20% dan 

disimpan pada freezer untuk penyimpanan jangka panjang.  Untuk proses 

fermentasi isolat diinokulasi sejumlah 1 ose pada 25 mL MRS-broth dan 

diinkubasi pada suhu optimum 30oC selama 24 jam.  7,5 mL hasil inkubasi 

kemudian dipindahkan ke 50 mL media MRS-broth steril lalu 
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diinkubasi kembali pada suhu 30oC pada waktu optimum (Bustamante et al., 

2020). Kultur siap digunakan untuk tahap fermentasi sebagai inokulum. 

 

 

 

3.3.3 Pengukuran Indeks Kristalinitas Limbah Bromelin  

 

 

Pengukuran kristalinitas tepung bromelin dilakukan dengan analisis XRD.   

Analisis dilakukan untuk mengetahui struktur kristal selulosa pada tepung 

bromelin yang melalui proses pre-treatment secara fisika.  Indeks kristalinitas 

selulosa dapat dihitung dengan metode empiris yang dihitung dengan rumus pada 

Persamaan 4. 

%CrI   =   
Area fase kristalin

Area total fase kristalin dan amorf
 × 100%  (4) 

 

 

 

3.3.4 Analisis Komponen Limbah Bromelin dengan Metode TAPPI 

 

3.3.4.1 Hidrolisis Asam 

 

 

Tepung bromelin ditimbang sebanyak 300 mg lalu dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 50 mL dan ditambahkan asam sulfat (H2SO4) 72% sebanyak 7 mL.  

Erlenmeyer ditutup alumunium foil dan distirer selama 90 menit.  Setelah itu, 

campuran dipindahkan ke Erlenmeyer 300 mL dan ditambahkan 199 mL akuades 

sehingga asam menjadi 4%.  Kemudian, dipanaskan dengan autoklaf 121°C 1 atm 

selama 1 jam.  Hasil proses tersebut berupa filtrat (soluble lignin) dan endapan 

(insoluble lignin).  Filtrat dan endapan dipisahkan melalui penyaringan dengan 

kertas saring yang telah ditimbang.  Setelah terpisah, endapan dicuci dengan 

akuades sebanyak 50 mL untuk melarutkan zat-zat lain yang dapat larut dalam air. 
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3.3.4.2 Analisis 

 

3.3.4.2.1  Analisis Soluble Lignin 

 

 

Filtrat hasil hidrolisis diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV- 

vis pada panjang gelombang 240 nm.  Sampel diencerkan menggunakan akuades 

agar nilai absorbansi berkisar 0,7-1,0.  Jumlah lignin larut asam (LLA) dapat 

dihitung menggunakan Persamaan 5 dan 6. 

 

Soluble Lignin = 
UV abs × V filtrat × Pengenceran

ε  × ODW sampel × lebar kuvet 
×10               (5) 

Pengenceran    =
Vsampel + Vpelarut

Vsampel
     (6) 

Keterangan: 

LLA adalah lignin larut asam (%), abs adalah absorbansi UV-Vis, Volume filtrat 

adalah filtrat hasil hidrolisis (mL), ε adalah absorptivitas biomassa, ODW sampel 

adalah berat sampel (mg), dan lebar kuvet yang dipakai adalah 1 cm. 

 

 

 

3.3.4.2.2 Analisis Insoluble Lignin 

 

 

Endapan pada kertas saring yang telah dicuci dikeringkan dalam oven hingga 

beratnya konstan, kira-kira selama 4 jam.  Kertas saring didinginkan pada suhu 

ruang lalu ditimbang dan dicatat.  Untuk menghitung jumlah lignin tidak larut 

asam menggunakan Persamaan 7. 

 

Insoluble Lignin = 
Berat endapan akhir hidrolisis

Berat awal sampel
×100% (7) 

 

 

 

3.3.4.2.3 Analisis Karbohidrat Total 

 

 

Filtrat hasil hidrolisis dinetralkan menggunakan kalsium karbonat hingga pH 5-6 

dalam gelas beaker 100 mL.  Kalsium karbonat ditambahkan secara perlahan 
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kedalam filtrat dan diaduk menggunakan magnetic stirrer.  Setelah mencapai pH 

5-6, penambahan kalsium karbonat dihentikan dan dibiarkan hingga sampel 

mengendap.  Filtrat dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada λ540 

nm dengan mereaksikan sampel dengan pereaksi DNS dan diinkubasi selama 15 

menit. 

 

 

 

3.3.5 Penapisan Isolat Indigineous Actinomycetes Mangrove 

 

 

Penapisan isolat Actinomycetes dilakukan untuk memperoleh bakteri yang 

memiliki aktivitas selulolitik dan xilanolitik.  Penapisan dilakukan dengan 

menggunakan media ISP-2 yang mengandung 0,4 gram glukosa, 0,4 gram yeast 

extract, 2 gram agar, 1 gram malt dalam 100 mL akuades dan ditambahkan CMC 

0,5 g (untuk uji aktivitas selulolitik) dan xilan 0,5 g (untuk uji aktivitas 

xilanolitik).  Media disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit lalu 

ditambahkan ampisilin sebagai anti-bakteri sebanyak 4 mL dan 1 tetes kandistatin 

sebagai anti-jamur yang kemudian dituang dalam cawan petri sebanyak ± 20 mL 

dan didiamkan hingga mengeras.  Isolat murni hasil isolasi ditotolkan pada media 

yang telah disiapkan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 5-7  hari.  Setelah 

isolat inkubasi tercapai, media yang telah ditumbuhi bakteri disiram menggunakan 

congo-red selama 15 menit yang berfungsi menghidrolisis selulosa pada media 

CMC dan xilan menjadi glukosa membentuk zona bening disekitar koloni dan 

dibilas menggunakan NaCl 1% untuk memperjelas zona bening yang terbentuk 

sehingga lebih mudah diamati.  Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni 

bakteri menunjukkan bahwa bakteri memiliki aktivitas selulolitik dan xilanolitik.  

Setelah didapatkan zona bening, indeks aktivitas selulolitik dan xilanolitik diukur 

dengan Persamaan 8. 

 

Indeks Aktivitas = 
A-B

B
                                     (8) 

Keterangan : 

A = diameter zona bening (mm) 

B = diameter koloni (mm) 
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3.3.6 Bio-pretreatment dan Hidrolisis Tepung Bromelin 

 

3.3.6.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

 

 

Kurva standar glukosa dibuat dengan menimbang glukosa sejumlah 0,05 gram 

dalam 50 mL aquades sehingga konsentrasinya 1 g/L. Kemudian dibuat deret 

standar dengan konsentrasi berturut-turut adalah 0,8 g/L ;  0,6 g/L ;  0,4 g/L dan 

0,2 g/L.  Masing-masing larutan kemudian ditambahkan pereaksi DNS dan diukur 

menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada λ 540 nm.   

 

 

 

3.3.6.2 Optimasi Waktu  

 

 

Media fermentasi Yeast Malt Broth (YMB) mengandung komposisi media 

dekstrosa 0,4%, ekstrak malt 1%, ekstrak ragi 0,4% sejumlah 250 mL dengan pH 

awal diatur menggunakan larutan buffer Na2HPO4-NaH2PO4 0,2 N pH 7,0 

disterilisasi pada suhu 121oC selama 15 menit dalam autoklaf (Satria et al., 2020).  

Kemudian, ditambahkan 5% substrat tepung bromelin dan 4 ose isolat 

Actinomycetes terpilih kemudian dishaker pada kecepatan 120 rpm.  Sampling 

dilakukan selama 12 hari setiap 24 jam sekali dengan dilakukan pemisahan 

supernatan menggunakan sentrifus 5000 rpm selama 20 menit.  Supernatan 

dimasukkan ke dalam tabung eppendorf berlabel dan dimasukkan kedalam freezer 

untuk ditentukan kadar gula pereduksi menggunakan metode DNS dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada λ 540 nm. 

 

3.3.6.3 Produksi Hidrolisat 

 

 

Produksi hidrolisat dilakukan menggunakan media fermentasi Yeast Malt Broth 

(YMB) dengan komposisi dan perlakuan yang sama seperti tahap (3.3.6.2) dibuat 

sejumlah 1 L.  Media yang telah steril didiamkan selama ±12 jam dalam LAF.  

Selanjutnya, ditambahkan 16 ose isolat Actinomycetes terpilih.  Sampling 

dilakukan pada waktu optimum yang diperoleh pada tahap sebelumnya dengan 

dilakukan pemisahan supernatan menggunakan sentrifus 5000 rpm selama 20 
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menit.  Supernatan dimasukkan ke dalam wadah rapat dan dimasukkan kedalam 

freezer untuk ditentukan kadar gula pereduksi menggunakan metode DNS dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada λ 540 nm. 

 

 

 

3.3.7 Biokonversi dan Fermentasi Asam Laktat 

 

3.3.7.1 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Lactococcus lactis 

 

 

Kurva pertumbuhan dibuat untuk mengetahui waktu optimum pertumbuhan 

bakteri pada suhu optimalnya.  Kultur Lactococcus lactis diinokulasikan sejumlah 

1 ose pada 25 mL media MRS-broth kemudian diinkubasi pada suhu optimum 

30oC selama 24 jam. 7,5 mL inokulum awal dipindahkan ke 50 mL media MRS-

broth steril lalu diinkubasi kembali pada suhu 30oC dan dilakukan pengadukan 

secara berkala.  Sampling dilakukan dengan interval waktu 4 jam sekali selama 28 

jam.  Hasil sampling kemudian diukur dengan Spektrofotometer UV-Vis pada λ 

600 nm. 

 

 

 

3.3.7.2 Fermentasi Hidrolisat  

 

 

Prosedur tahap fermentasi mengacu pada penelitian (Bustamante et al., 2020) 

dengan modifikasi.  Fermentasi dilakukan dengan memanfaatkan hidrolisat hasil 

hidrolisis dengan menggunakan 95%(v
v⁄ )dalam media MRS-broth steril dengan 

pH sistem yang telah diatur sebesar 6,5 dengan NaOH 4 M.  Kemudian 

ditambahkan 5%(v
v⁄ ) inokulum Lactococcus lactis dan diinkubasi pada inkubator 

dengan suhu 30oC.  Sampling dilakukan pada jam ke-20 dimana Lactococcus 

lactis memasuki fase stasioner, selama fermentasi dilakukan pengadukan secara 

berkala kemudian dilakukan pemisahan supernatan menggunakan sentrifus 5000 

rpm selama 20 menit.   
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3.3.8 Analisis Kualitatif Asam Laktat Biokonversi 

 

 

Filtrat hasil pemisahan sampel biokonversi diuji secara kualitatif dengan 

menggunakan indikator metil merah.  Dilakukan pengujian kontrol dari hasil 

fermentasi menggunakan 5% glukosa dalam media pertumbuhan Lactococcus 

lactis sebagai kontrol positif dan tanpa penambahan glukosa sebagai kontrol 

negatif.  Hasil yang diperoleh bertujuan untuk mengidentifikasi adanya asam 

organik karna perubahan pH yang terjadi pada tahap fermentasi (Thakur et al., 

2017). 

 

 

 

3.3.9 Analisis Kuantitatif Asam Laktat Biokonversi 

 

 

Filtrat hasil pemisahan sampel biokonversi asam laktat yang telah teridentifikasi 

positif pada uji kualitatif dilanjutkan dengan uji kuantitatif menggunakan HPLC.  

Sampel dipipet sebanyak 20 µL dan dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL.  

Ditambahkan akuades pro injection hingga tanda batas.  Sampel disaring 

menggunakan filter 0,45 µm dan dimasukkan ke dalam vial.  Sampel dilakukan 

pengulangan sejumlah 2 kali dan masing-masing diinjek sebanyak 20 µL pada 

sistem HPLC.  Analisis sampel dilakukan dengan waktu retensi 25 menit.  Setelah 

itu, dibuat larutan standar asam laktat untuk mendapatkan kurva standar asam 

laktat.  Larutan standar asam laktat yang digunakan adalah larutan 10.000 µg/mL 

dengan deret standar 8 seri konsentrasi yaitu 1;  2;  5;  10;  25;  50;  100;  dan 200 

µg/mL.  Larutan deret standar diinjek sebanyak 20 µL pada sistem HPLC. 
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3.4 Diagram Alir 

 

 

Adapun diagram alir dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metode DNS  

Metode 

TAPPI 

Sentrifugasi 

Bio-pretreatment 

dan Hidrolisis 

Penapisan 

Sentrifugasi 

Pre-treatment 

secara fisika 

Limbah Bromelin 

Nanas 

Biokonversi dan Fermentasi 

selama 20 jam 

Endapan Filtrat 

Kadar Asam 

Laktat 

Hasil (+) Asam 

Organik :  

Larutan Merah 

Kadar Lignin 

dan Selulosa 

Isolat 

Actinomycetes 

Isolat Terpilih 

Filtrat Endapan Kadar Gula 

Pereduksi 

Tepung 

Bromelin Nanas 

Strain 

Lactococcus 

lactis 

Methyl-Red Test 

High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

Inokulum 

Lactococcus 

lactis 



 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1.  Kesimpulan 

 

 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan maka dapat 

disimpulkan bahwa : 

1. Kandungan lignoselulosa pada limbah bromelin nanas telah dianalisis dengan 

metode TAPPI yang terdiri dari karbohidrat (selulosa) dan lignin berturut-turut 

sebesar 52,58% dan 39,16%. 

2. Isolat Actinomycetes terpilih diperoleh dengan kode ActM-25 yang diisolasi dari 

sedimen mangrove memiliki aktivitas selulolitik tertinggi dari hasil penapisan 

yaitu 3,42 dan xilanolitik 0,33. 

3. Tahap hidrolisis dilakukan dengan memanfaatkan enzim yang dihasilkan oleh 

isolat ActM-25 pada kondisi waktu optimum hidrolisis pada hari ke-9 sehingga 

menghasilkan konsentrasi gula pereduksi maksimum sebesar 81,4870 g/L 

dengan yield 89,26%. 

4. Biokonversi asam laktat dilakukan pada tahap fermentasi dengan memanfaatkan 

mikroorganisme Lactococcus lactis pada waktu optimum 20 jam dengan 

konsentrasi asam laktat dalam sampel sebesar 72,45 g/L dan yield dari proses 

fermentasi sebesar 88,83%. 
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5.2.  Saran

 

 

Penelitian yang telah dilakukan dapat meningkatkan yield asam laktat yang 

dihasilkan dari metode biokonversi secara SHF dengan memperhatikan kondisi 

optimum dalam setiap tahap.  Parameter fermentasi yang sudah diamati adalah 

waktu, sedangkan parameter lainnya seperti suhu, konsentrasi inokulum, dan 

konsentrasi substrat belum diamati lebih jauh. Hal tersebut disarankan untuk 

dilakukan pada penelitian selanjutnya. 
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