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INTISARI 

 Dewasa ini, green process sedang dikembangkan mengingat prosesnya 

yang tidak menghasilkan limbah berbahaya, ramah lingkungan, dan tidak 

memerlukan energi tinggi. Penelitian mengarah pada penggunaan 

biokonversi/bioteknologi yang biasanya didasarkan pada proses fermentasi 

mikroba, menjadikannya sebagai alternatif yang berpotensi dan layak. Metode 

fermentasi mikroba memiliki potensi yang besar dalam mengkonversi asam lemak 

bebas terhidrolisis menjadi biodiesel secara enzimatik menggunakan mikroba 

Lactobacillus plantarum dan Acetobacter aceti dengan produk FAME (Fatty Acid 

Methyl Ester). Senyawa FAME (Fatty Acid Methyl Ester) didapatkan melalui 

proses fermentasi oleh mikroba Lactobacillus plantarum dan Acetobacter aceti 

pada variasi waktu fermentasi 24 jam, 48 jam, 72 jam dengan total % konversi 

masing-masing sebesar 85,87%, 41,88%, dan 93,25%.   

 

 

Kata kunci: Fatty Acid Methyl Ester (FAME), Biodiesel, Lactobacillus plantarum, 

Acetobacter aceti. 

  



 

xi 

 

BIOCONVERSION OF HYDROLYZED FREE FATTY ACIDS  FROM 

SOYBEAN OIL TO BIODIESEL USING Lactobacillus plantarum AND 

Acetobacter aceti 

ADWI HANTONI 

No Mhs : 16612138 

Abstract 

Currently, the green process is being developed considering the process 

that doesn’t produce hazardous waste, it’s environmental friendly, and doesn’t 

require high energy. The research has led to the use bioconversion/ biotechnology 

which are usually based on microbial fermentation process, making them a 

potential and viable alternative. Microbial fermentation method has a great 

potential in converting hydrolyzed free fatty acids into biodiesel using enzymatic 

system of Lactobacillus plantarum and Acetobacter aceti bacteria with FAME 

(Fatty Acid Methyl Ester) as the products. The compound FAME (Fatty Acid 

Methyl Ester) was obtained through a fermentation process by the microbes 

Lactobacillus plantarum and Acetobacter aceti at the variation of fermentation 

time that is 24 hours, 48 hours, 72 hours with the conversion total is 85.87%, 

41.88%, and respectively. 93.25%. 

 

Keywords: Fatty Acid Methyl Ester (FAME), Biodiesel, Lactobacillus plantarum, 

Acetobacter aceti. 

 

 

 

 

 



 

1 

 

BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar belakang 

Dunia saat ini dicemaskan oleh semakin memburuknya kualitas 

lingkungan yang disebabkan pencemaran lingkungan salah satunya adalah 

pertambangan minyak bumi. Hal ini terjadi karena penambangan minyak bumi 

memerlukan lahan yang luas mengakibatkan pegundulan hutan dan setiap 

tanah yang ada digunakan untuk olahan minyak bumi tidak akan bisa lagi 

digunakan untuk lahan hutan atau pertanian. Gas alam dari minyak bumi 

merupakan bahan baku dalam pembuatan metanol dimana metanol ini 

merupakan salah satu bahan dasar dari biodiesel. Produksi biodiesel secara 

kimia memiliki kelebihan yaitu penggunaan teknologi yang murah dan proses 

produksi yang relatif cepat. Akan tetapi, dalam proses produksinya, produk 

yang disintesis secara kimia memerlukan banyak tahapan dan tidak dipungkiri 

dalam hasilnya menghasilkan produk samping berupa limbah yang tidak 

diinginkan yang dapat membahayakan lingkungan. 

Dewasa ini, green process sedang dikembangkan mengingat prosesnya 

yang tidak menghasilkan limbah berbahaya, ramah lingkungan, dan tidak 

memerlukan energi tinggi. Hal ini bertujuan agar lingkungan dan kelangsungan 

makhluk hidup tetap terjaga. Green production process, merupakan suatu cara 

memproduksi dengan teknologi yang membatasi polusi atau memiliki manfaat 

terhadap lingkungan ( Prakash, 2002). Green process mengacu pada langkah-

langkah untuk menghilangkan beban lingkungan sedemikian rupa meliputi 

input sumber daya, penggunaan zat kimia, dan konsumsi energi untuk 

digunakan seminimal mungkin dari semua proses yang terlibat dalam 

pembuatan produk. Salah satu langkah tersebut adalah dengan biokonversi. 

Berdasarkan hal tersebut penelitian mulai mengarah pada penggunaan 

biokonversi yang biasanya didasarkan pada proses fermentasi mikroba, 

menjadikannya sebagai alternatif yang berpotensi dan layak. 

Biokonversi adalah sebuah proses yang mampu mengubah bahan organik 

menjadi produk lain yang berguna dan memiliki nilai tambah dengan 
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memanfaatkan proses biologis dari mikroorganisme dan enzim (Hardjo et al., 

1989). Metode ini dianggap sangat berpotensi karena tidak menggunakan zat 

kimia berbahaya, tidak membutuhkan energi tinggi, dan tidak menghasilkan 

produk samping atau residu yang berbahaya bagi lingkungan.  

Bahan yang akan digunakan pada penelitian ini adalah asam lemak bebas 

dari minyak kedelai. Pemilihan bahan ini didasarkan pada kegunaannya yang 

beragam dan sumber daya yang mudah diperoleh serta memiliki jalur paling 

mudah dalam produksi biodiesel. Biodiesel dapat diperoleh dari proses 

esterifikasi menggunakan alkohol (contoh: metanol, etanol, dll) dengan 

bantuan katalis asam sehingga menjadi alkil-ester (Zahriyah, 2009). Namun, 

proses atau produk tersebut masih menggunakan metode konvensional yang 

membutuhkan energi tinggi serta membutuhkan biaya produksi yang besar. 

Oleh karena itu, alternatif yang mungkin untuk biodiesel berbasis minyak 

nabati adalah produksi biodiesel langsung secara biosintetik dalam 

mikroorganisme (Sherkhanov et al., 2016).  

Produksi biodiesel dengan cara fermentasi mikroba dapat dibedakan 

menjadi dua pendekatan yang berbeda yaitu produksi biodiesel tidak langsung 

dari mikroba oleaginous dengan transesterifikasi (in vitro), dan produksi 

biodiesel langsung dari metabolisme mikroba (in vivo) (Shi et al., 2011).  Cara 

produksi biodiesel secara tidak langsung dari mikroba atau in vitro ini 

dilakukan dengan mengekstraksi mikroba spesies oleaginous sebagai sumber 

lemak yang kemudian dilakukan transesterifikasi menggunakan metanol dan 

bantuan katalis asam atau basa (Kuan et al., 2018). Mikroba dianggap spesies 

oleagenus jika ia memiliki kemampuan mengakumulasi lebih dari 20% b/b 

lemak pada basis berat kering sel (Patel et al., 2020). Sedangkan untuk 

produksi biodiesel secara langsung dihasilkan dari metabolisme mikroba dalam 

penelitian ini C. Antarctica dimana lipase yang terimobilisasi mengubah 95-

98% trigiliserida menjadi Fatty Acid methyl Ester (FAME) dengan 

penambahan metanol secara bertahap (Hou & Shimada, 2009). Akan tetapi, 

penggunaan bahan baku metanol sebagai alkohol yang dibutuhkan dalam 

produksi biodiesel terutama jenis FAME merupakan hambatan utama untuk 
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penggunaan biodiesel yang lebih luas karena metanol dihasilkan dari turunan 

bahan bakar fosil yang bersifat unrenewable (sumber tidak terbarukan). Karena 

adanya alkohol berupa metanol dari bahan fosil tersebut mengakibatkan produk 

FAME dianggap 80% renewable sedangkan 20% unrenewable (Toscano & 

Duca, 2009). FAME sangat penting bagi lingkungan dan ekonomi karena 

digunakan sebagai bahan bakar alternatif baik dalam bentuk murni atau 

dicampur dengan proporsi yang bervariasi (Ginn et al. 2009).   

Baru-baru ini, produksi FAME tanpa penggunaan metanol mulai digagas 

oleh peneliti. Namun, penelitian dan kajian mengenai jalur produksi dan 

mikroba yang digunakan dalam produksi FAME secara in situ ini masih sangat 

terbatas. Penelitian sebelumnya, Escherichia coli telah direkayasa untuk 

menghasilkan FAME secara in situ menggunakan asam lemak O-

methyltransferase (FAMT) dari Mycobacterium marinum atau homolog serupa 

dengan menggunakan S-adenosylmethionine (SAM) sebagai pendonor metil. 

Dalam studi ini, suplai SAM ditingkatkan dengan penghapusan metJ yaitu 

pengatur protein yang menghambat enzim yang terlibat dalam sintesis SAM. 

Tetapi hasil FAME sangat rendah, karena kurangnya aktivitas thioesterase 

untuk memproduksi asam 3-hidroksidekanoat, substrat yang disukai FAMT 

dari M. marinum (Lennen & Pfleger, 2013). Jauh lebih sederhana lagi, jalur 

untuk mendapatkan biodiesel (FAME) adalah dengan metilasi langsung S-

adenosyl-L-methionine (SAM) yang bergantung pada asam lemak bebas yang 

dihasilkan mikroba, tetapi produksi FAME dengan rute ini terbatas hanya ~ 16 

mg/L (Sherkhanov et al., 2016). Selain itu, produksi biodiesel yang dihasilkan 

memerlukan jalur yang rumit karna perlunya rekayasa genetika dan produk 

biodiesel yang dihasilkan masih sangat sedikit karena masih mengandalkan 

asam lemak yang dihasilkan dari tubuh mikroba itu sendiri. Oleh karena itu, 

perlu dilakukan biokonversi tanpa menggunakan reagen metanol sehingga 

mengatasi masalah FAME yang dianggap 80% renewable menjadi 100% 

renewable dengan jalur yang lebih sederhana tanpa rekayasa genetik dan 

menghasilkan produk biodiesel yang lebih banyak.  
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Pada penelitian ini telah dilakukan proses biokonversi asam lemak 

terhidrolisis dari minyak kedelai menjadi biodiesel (FAME) dengan enzimatik 

mikroba menggunakan Lactobacillus plantarum dan Acetobacter aceti. 

Penggunaan dua mikroba ini bertujuan untuk meningkatkan hasil FAME yang 

dihasilkan karena berdasarkan penelitian sebelumnya produk SAM pada 

lactobacillus plantarum hanya 1,47mM. Proses fermentasi dilakukan dengan 

tiga variasi waktu fermentasi yang berbeda, yaitu: 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. 

1.2 Rumusan Masalah  

  Berdasarkan latar belakang tersebut, dapat dirumuskan suatu rumusan 

masalah sebagai berikut : 

1. Bagaimana potensi metode fermentasi dalam mengkonversi asam lemak 

bebas terhidrolisis menjadi biodiesel secara enzimatik mikroba 

menggunakan mikroba Lactobacillus plantarum dan Acetobacter aceti ? 

2. Bagaimana pengaruh waktu proses fermentasi ?  

1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan masalah tersebut, dilakukan penelitian yang bertujuan untuk: 

1. Untuk mengetahui potensi metode fermentasi mikroba dalam 

mengkonversi asam lemak bebas terhidrolisis menjadi biodiesel. 

2. Untuk mengetahui kondisi optimal waktu fermentasi untuk dapat 

mengkonversi asam lemak bebas terhidrolisis menjadi biodiesel. 

1.4 Manfaat Penelitian 

 Penelitian ini bermanfaat untuk mengetahui dan membuka jalan 

baru untuk pengembangan pembuatan produk biodiesel dengan jalur 

bioteknologi untuk mendapatkan hasil dalam jumlah yang banyak dengan 

bahan pembuatan yang lebih murah serta ramah lingkungan sehingga 

membuka peluang untuk diterapkan pada skala industri. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

Produksi biodiesel dengan cara fermentasi mikroba dapat dibedakan 

menjadi dua pendekatan yang berbeda yaitu produksi biodiesel tidak langsung 

dari mikroba oleaginous dengan transesterifikasi (in vitro), dan produksi 

biodiesel langsung dari metabolisme mikroba (in vivo) (Shi et al., 2011). 

Biodiesel (FAME) yang berasal dari mikroba oleaginous (mikroalga, ragi, dan 

bakteri) secara aktif sedang dikejar sebagai pengganti potensial terbarukan 

untuk solar minyak bumi (Wahlen et al., 2013). Penelitian yang dilakukan 

Kuan, transesterifikasi langsung 1 g biomassa R. glutinis kering dalam 20 mL 

metanol yang dikatalisis oleh 0,6 M H2SO4 pada 70 oC selama 20 jam, 

rendemen asam lemak methyl ester (FAME) mencapai 111%. Menggunakan 

jumlah biomassa dan metanol yang sama tetapi dikatalisis oleh 1 g/L NaOH 

pada 70 oC selama 10 jam, hasil FAME mencapai 102%. Dibandingkan dengan 

transesterifikasi konvensional, yang memerlukan pra-ekstraksi lemak, 

transesterifikasi langsung tidak hanya menyederhanakan proses dan 

mempersingkat waktu reaksi, tetapi juga meningkatkan hasil FAME (Kuan et 

al., 2018). 

Escherichia coli juga telah direkayasa untuk menghasilkan FAME 

secara in situ menggunakan asam lemak O-methyltransferase (FAMT) dari 

Mycobacterium marinum atau homolog serupa. Enzim yang diuji paling 

banyak aktif pada C8-C12 jenuh dan FFA 3-terhidroksi dan menggunakan S-

adenosylmethionine (SAM) sebagai pendonor metil. Dalam studi ini, suplai 

SAM ditingkatkan dengan penghapusan metJ yaitu pengatur protein yang 

menghambat enzim yang terlibat dalam sintesis SAM. Tetapi hasil FAME 

sangat rendah, karena kurangnya aktivitas thioesterase untuk memproduksi 

asam 3-hidroksidekanoat, substrat yang disukai FAMT dari M. marinum. 

FAME mencapai hasil lebih tinggi kemungkinan akan membutuhkan 

kombinasi rekayasa protein (meningkatkan thioesterase dan aktivitas FAMT 

melawan berbagai asam lemak) dan proses metabolisme (mengoptimalkan daur 

ulang SAM) (Lennen & Pfleger, 2013).  
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Sampai saat ini, jalur paling efektif untuk produksi biodiesel dalam 

bakteri menghasilkan asam lemak etil ester (FAEEs) hingga ~1,5 g/L. Jauh 

lebih sederhana jalur ke biodiesel menghasilkan FAME dengan metilasi 

langsung bergantung S-adenosyl-L-methionine (SAM) dan asam lemak pada 

mikroba, tetapi produksi FAME dengan rute ini hanya ~16 mg/L. Sherkhanov 

memberikan sebuah alternatif yaitu dengan cara memperluas spektrum 

methyltransferase, Drosophila melanogaster Juvenile Hormone Acid O-

Methyltransferase (DmJHAMT). Dengan memperkenalkan DmJHAMT dalam 

E. coli yang direkayasa untuk menghasilkan rantai sedang asam lemak dan 

memproduksi SAM berlebih, diperoleh FAME rantai menengah pada titer 0,56 

g/L, 35 kali lipat meningkat melebihi titer yang dicapai sebelumnya. 

Sherkhanov menyadari bahwa perlu perbaikan yang cukup besar dibutuhkan 

agar dapat bertahan produksi bakteri FAME dan FAEE untuk biofuel, 

menurutnya mungkin lebih mudah untuk mengoptimalkan dan menggunakan 

jalur produksi FAME ke mikroorganisme lain karena melibatkan lebih sedikit 

enzim (Sherkhanov et al., 2016). 

S-Adenosylmethionine (AdoMet) di Lactobacillus plantarum 

ditemukan meningkat bersamaan dengan produksi asam lemak siklopropana 

membran di bawah normal kondisi pertumbuhan. Aktivitas sintetase AdoMet 

sebagian besar tidak dipengaruhi oleh variasi pH kultur medium (Smith & 

Norton, 1980). Bakteri asam laktat (BAL) dapat menghasilkan SAM 

konsentrasi tinggi, BAL diisolasi dari kimchi komersial dan dari produk kimchi 

olahan yang mengandung jeotgal udang (makanan laut asin yang difermentasi) 

atau jeotgal tombak pasir yang difermentasi masing-masing pada suhu 5 atau 

10 °C. Lactobacillus menghasilkan SAM hingga 1,47 mM dalam kultur strain 

(Myung-ki lee, 2008). 
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BAB III 

DASAR TEORI 

3.1 Minyak Kedelai 

Kedelai (Glycine max L) merupakan tanaman tahunan yang termasuk 

dalam famili Fabaceae. Ini didistribusikan secara luas di Asia Timur, Australia, 

dan Afrika, dan didomestikasi lebih dari 3000 tahun yang lalu. Sekarang 

tanaman ini merupakan tanaman kacang-kacangan terpenting di dunia ke-6 dari 

semua tanaman budidaya dalam hal panen. Kedelai paling banyak diproduksi 

untuk minyaknya, dan ditanam di berbagai iklim di seluruh dunia. Kedelai 

adalah salah satu kacang terpenting di dunia, menyediakan protein nabati bagi 

jutaan manusia dan bahan untuk ribuan produk kimia. Kedelai dianggap 

sebagai salah satu sumber protei terkaya dan murah (Badole et al., 2015). 

Kandungan minyak kedelai berupa lemak kasar yang terdiri dari 

trigliserida sebesar 90-95% dan sisanya berupa fosfatida, asam lemak bebas, 

sterol dan tokofenol. Fosfatida yang terkandung dalam kedelai sekitar 2% yang 

terdiri dari lesithin dan sephalin. Komposisi minyak kedelai secara umum 

sesuai dengan (Tabel 1) sebagai berikut (Ketaren, 2005) : 

Tabel 1. Komposisi minyak kedelai secara umum 

Asam lemak tidak jenuh Kadar (%) 

   Asam linolenat 15-64 

   Asam oleat 11-60 

   Asam linoleat 1-12 

   Asam arachidonat 1,5 

Asam lemak jenuh  

   Asam palmitat 7-10 

   Asam stearat 2-5 

   Asam arachidat 0,2-1 

   Asam laurat 0-0,1 

Fosfolipida Jumlah sangat kecil 

Lecithin Jumlah sangat kecil 
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Cephalin Jumlah sangat kecil 

       

3.2 Biokonversi 

Biokonversi adalah sebuah proses yang mampu mengubah bahan 

organik menjadi produk lain yang berguna dan memiliki nilai tambah dengan 

memanfaatkan proses biologis dari mikroorganisme dan enzim (Hardjo et al., 

1989). Metode/proses ini dianggap sangat berpotensi karena tidak 

menggunakan zat kimia berbahaya, tidak membutuhkan energi tinggi, dan 

tidak menghasilkan produk samping atau residu yang berbahaya bagi 

lingkungan. Penggunaan biokonversi/bioteknologi biasanya didasarkan pada 

proses fermentasi mikroba tanpa menggunakan bahan kimia berbahaya. 

Biotransformasi menggunakan enzim bebas sebagai biokatalis sekarang 

menjadi metodologi sintetik yang sepenuhnya diterima dan divalidasi untuk 

menyiapkan senyawa homochiral yang digunakan dalam industri farmasi, 

bahan tambahan makanan, atau agrokimia (Carballeira et al., 2009). Senyawa 

kiral yang akan digunakan sebagai bahan kimia pertanian, farmasi, wewangian, 

dan sebagai bahan tambahan makanan dapat dengan mudah disintesis dengan 

biotransformasi, biasanya dalam kondisi ringan jika dibandingkan dengan 

sintesis kimia. Resolusi kinetik zat rasemat menjadi proses yang umum dan 

sukses. Penerapan biotransformasi dalam proses industri menjelaskan lebih 

lanjut keberhasilan penggunaan enzim dan sel mikroba untuk produksi 

senyawa yang menarik secara komersial (de Carvalho & da Fonseca, 2011). 

3.3 Hidrolisis 

 Hidrolisis adalah proses antara reaktan dengan air agar suatu senyawa 

pecah atau terurai. Hidrolisis melibatkan reaksi bahan kimia organik dengan air 

untuk membentuk dua atau lebih banyak zat baru dan biasanya diartikan 

dengan pemutusan ikatan kimia oleh penambahan air. Hidrolisis bisa menjadi 

kebalikan dari kondensasi reaksi di mana dua molekul bergabung bersama 

menjadi lebih besar dengan menghilangkan molekul air. Jadi hidrolisis 

menambahkan air untuk memecah, sedangkan kondensasi menumpuk dengan 

menghilangkan air (J. G. Speight, 2017). 
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 Reaksi hidrolisis adalah pemutusan ikatan kimia dengan penambahan 

air atau basa yang memasok ion hidroksil (ikatan tunggal -OH). Sebuah ikatan 

kimia terputus, dan dua ikatan baru terbentuk, masing-masing memiliki 

komponen hidrogen (H+) atau komponen hidroksil (-OH) dari molekul air (J. 

Speight, 2018). 

3.4 Biodiesel Fatty Acid Methyl Ester (FAME) 

Biodiesel merupakan bahan bakar transportasi cair terbarukan yang dapat 

menjadi bahan bakar untuk menggantikan bahan bakar diesel yang diturunkan 

dari minyak bumi tanpa modifikasi signifikan pada mesin yang ada. Biodiesel 

terdiri dari alkil ester dari asam lemak dan biasanya diproduksi dari trigliserida 

(misalnya, minyak kedelai) dan alkohol (misalnya, metanol) dengan adanya 

basa atau asam sebagai katalisator (Wahlen et al., 2013). 

Dalam proses yang paling umum, FAME diproduksi melalui 

transesterifikasi bahan baku melalui reaksi dengan metanol dengan adanya 

katalis. Campuran yang dihasilkan mengandung FAME dan gliserin (gliserol) 

dan terakhir dipisahkan dari FAME sebelum digunakan. FAME dapat 

bersumber dari berbagai macam bahan baku termasuk minyak nabati (rapeseed, 

kedelai, sawit, bunga matahari dan jagung), lemak hewani (lemak, lemak babi, 

dan unggas dan minyak ikan) dan minyak dan lemak sisa (minyak goreng 

bekas) (Ginn et al., 2009).  

FAME memiliki struktur molekul umum CH3(CH2) nCOOCH3 (jenuh) 

dan CH3(CH2)n(CH)xCOOCH3 (tidak jenuh) dan contoh FAME yang 

dihasilkan dari minyak nabati utama yang digunakan untuk produksi biodiesel 

yaitu asam palmitat metil ester, asam stearat metil ester, asam oleat metil ester, 

asam linoleat metil ester, dll (Thomas et al., 2017).  

3.5   Lactobacillus plantarum  

Lactobacillus plantarum adalah anggota genus Lactobacillus yang 

tersebar luas, umumnya ditemukan pada daging dan makanan olahan, pada 

banyak produk makanan fermentasi serta bahan tanaman anaerobik. L. 

plantarum memiliki salah satu genom terbesar yang dikenal BAL dan 

merupakan spesies yang sangat fleksibel dan serbaguna. Ini adalah bakteri 
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Gram-positif aerotolerant yang tumbuh pada suhu 15 ° C dan dengan 

konsentrasi NaCl 4%, tetapi tidak pada suhu 45 ° C, dan menghasilkan kedua 

isomer asam laktat (D dan L). L. plantarum umumnya ditemukan di banyak 

produk makanan fermentasi termasuk sauerkraut, acar, zaitun asin, kimchi 

Korea, Ogi Nigeria, dan bahan tanaman fermentasi lainnya, beberapa keju, 

sosis fermentasi, dan ikan kaldu (Lorenzo et al., 2018). Spesies BAL ini sangat 

serbaguna dan mampu bertahan di berbagai ekosistem. Di antara sistem 

bakteriosin berbeda yang dijelaskan dalam spesies L. plantarum (Ruiz-Larrea, 

2011).  

 

              Sumber : Wang et al., 2018 

Gambar 1. Lactobacillus Plantarum 

Adaptasi ekologis yang luar biasa dari L. plantarum ke lingkup ekologi 

yang berbeda mencerminkan kemampuannya untuk memanfaatkan sejumlah 

besar karbohidrat, yang mana asam laktat diproduksi sebagai metabolit akhir 

utama. L. plantarum digunakan sebagai starter dan kultur tambahan dalam 

fermentasi bahan mentah yang berasal dari tumbuhan dan hewan, yang 

berkontribusi untuk meningkatkan kualitas sensorik dan memperpanjang umur 

produk terfermentasi. Beberapa strain juga digunakan sebagai probiotik hewan 

atau manusia (Mayo & Flórez, 2020) 

3.6   Acetobacter aceti  

Acetobacter aceti adalah bakteri Gram-negatif yang bergerak 

menggunakan flagela peritrichous. Louis Pasteur membuktikannya sebagai 

penyebab konversi etanol menjadi asam asetat pada tahun 1864. Ini adalah 

mikroorganisme jinak yang ada di mana-mana di lingkungan, ada di lingkup 

ekologi beralkohol yang meliputi bunga, buah-buahan, dan lebah madu, serta 

di air dan tanah. Ia hidup di mana pun fermentasi gula terjadi. Tumbuh paling 



 

11 

 

baik pada suhu yang berkisar dari 25 hingga 30 derajat Celcius dan dalam pH 

yang berkisar antara 5,4 hingga 6,3 (De Ley et al., 1984) 

Pembentukan asam asetat hanya dapat berlangsung bila oksigen yang 

cukup tersedia, yaitu pada buah-buahan, jus, dan kentang tumbuk. Di bawah 

kondisi anaerobik pembuatan anggur, peleburan cuka jarang terjadi. 

Kemunculannya ditunjukkan dengan meningkatnya konsentrasi asam asetat, 

etil asetat dan d-laktat (Hommel, R. K., & Ahnert, P., 1999) Bakteri ini juga 

digunakan dalam produksi produk metabolisme lainnya, misalnya asam 

glukonat dan l-sorbosa dengan aplikasi potensial dalam industri makanan dan 

biomedis. Klasifikasi AAB (Acetic Acid bacterial) menjadi general yang 

berbeda telah mengalami beberapa modifikasi selama beberapa tahun terakhir, 

berdasarkan karakteristik morfologi, fisiologis dan genetik (Gomes et al., 

2018). 

3.7 Gas Chromatography – Mass Spectrometry (GC-MS) 

 James dan Martin memperkenalkan teknik GC pertama kali pada tahun 

1952 (Sparkman et al., 2011), yang seiring dengan perkembangan teknologi 

teknik GC sering digunakan secara bersama-sama dengan instrumen lain 

seperti Mass-Spectrometer (MS). GC merupakan salah satu teknik 

kromatografi yang hanya dapat digunakan untuk mendeteksi senyawa-senyawa 

yang mudah menguap. Sedangkan MS merupakan spektrometer massa yang 

diperlukan untuk identifikasi senyawa sebagai penentu bobot molekul dan 

penentuan rumus molekul (Darmapatni dkk, 2016).   
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      Sumber : Kim et al., 2016 

Gambar 2. Prinsip Instrumen GC-MS 

Instrumen GC-MS terdiri dari dua komponen utama. Bagian 

kromatografi gas memisahkan senyawa berbeda dalam sampel menjadi sinyal 

bahan kimia murni berdasarkan volatilitasnya dengan mengalirkan gas inert 

(fase gerak), yang membawa sampel, melalui fase diam yang ditetapkan di 

kolom (Skoog et al., 2007). Spektrum senyawa dikumpulkan saat mereka 

keluar dari kolom kromatografi oleh spektrometer massa, yang 

mengidentifikasi dan mengkuantifikasi bahan kimia menurut rasio massa 

terhadap muatannya (m / z). Spektrum ini kemudian dapat disimpan di 

komputer. 

 Peningkatan penggunaan GC-MS banyak digunakan yang dihubungkan 

dengan komputer dimana dapat merakam dan menyimpan data dari sebuah 

analisis akan berkembang pada pemisah yang lebih efisien. Karena komputer 

dapat diprogram untuk mencari spektra library yang langka, membuat 

identifikasi dan menunjukkan analisis dari campuran gas tersebut (Willett, 

1987). 

3.8 Spektrofotometer uv-vis 

Spektrofotometri UV-VisSpektrofotometer merupakan alat yang 

digunakan untuk mengukur energi secara  relatif  jika  energi  tersebut  

ditransmisikan,  direfleksikan,  dan  diemisikan sebagai  fungsi  dari  spektrum  
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dengan  panjang  gelombang  tertentu,  dan  fotometer adalah alat pengukur 

intensitas cahaya  yang ditransmisikan atau yang di absorbsi (Khopkar, 2008: 

184). Serapan  merupakan  pengukuran  suatu  interaksi antara radiasi 

elektromagnetik dan molekul atau atom dari suatu zat kimia. Teknik yang 

sering  digunakan  dalam  analisis  farmasi  meliputi  spektrofotometri  

ultraviolet, cahaya  tampak,  inframerah  dan  serapan  atom.  Jangkauan  

panjang  gelombang untuk  daerah  ultraviolet adalah  190-380  nm,  daerah  

cahaya  tampak  380-780  nm, daerah  infra  merah  dekat  780-3000  nm,  dan  

daerah  infra  merah 2,5-40  μm  atau 4000-250 cm-1 (Ditjen POM, 1995).  

 Pada umumnya spektrofotometri ultraviolet dalam analisis senyawa 

organik digunakan untuk: 

a. Menentukan jenis khromofor, ikatan rangkap yang terkonjugasi dan 

auksokhrom dari suatu senyawa organik. 

b. Menjelaskan informasi dari struktur berdasarkan panjang gelombang serapan 

maksimum suatu senyawa. 

c. Mampu menganalisis senyawa organik secara kuantitatif dengan 

menggunakan hukum Lambert-Beer. 

 

 

Sumber : (Rocha et al., 2018) 

Gambar 3. Prinsip Instrumen Spectrofotometer uv-vis 

 Secara eksperimental, sangat mudah untuk mengukur banyaknya radiasi 

yang diserap oleh suatu molekul sebagai fungsi frekuensi radiasi. Suatu grafik 

yang menghubungkan antara banyaknya sinar yang diserap dengan frekuensi 
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(atau panjang gelombang) sinar merupakan spectrum absorpsi. Transisi yang 

dibolehkan (allowed transition) untuk suatu molekul dengan struktur kimia 

yang berbeda adalah tidak sama sehingga spectra absorpsinya juga berbeda. 

Dengan demikian, spectra dapat digunakan sebagai bahan informasi yang 

bermanfaat untuk analisis kualitatif. Banyaknya sinar yang diabsorpsi pada 

panjang gelombang tertentu sebanding dengan banyaknya molekul 

yangmenyerap radiasi, sehingga spectra absorpsi juga dapat digunakan untuk 

analisis kuantitatif (Gandjar dan Rohman,2007). 

 Hal–hal yang harus diperhatikan dalam analisis spektofotometri uv-vis 

(Rohman, 2007) : 

a. Pemilihan Panjang gelombang maksimum 

   Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah 

panjang gelombang dimana terjadi serapan maksimum. Untuk memperoleh 

panjang gelombang serapan maksimum, dilakukan dengan membuat kurva 

hubungan antara absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan 

bakupada konsentrasi tertentu. 

b. Pembuatan Kurva Kalibrasi 

   Dibuat seri larutan baku dari zat yang akan dianalisis dengan berbagai 

konsentrasi. Masing–masing absorbansi larutan dengan berbagai konsentrasi 

diukur, kemudian dibuat kurva yang merupakan hubungan antara absorbansi 

dengan konsentrasi. Bila hukum Lambert-Beer terpenuhi maka kurva 

kalibrasi berupa garis lurus. 

c. Pembacaan absorbansi sampel atau cuplikan 

   Absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer hendaknya antara 0,2 

sampai 0,6. Anjuran ini berdasarkan anggapan bahwa pada kisaran nilai 

absorbansi tersebut kesalahan fotometrik yang terjadi adalah paling 

minimal. 
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BAB VI 

METODELOGI PENELITIAN 

 

4.1 Alat dan Bahan 

4.1.1 Alat 

 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah, Autoclave (Yazumi), 

Neraca Analitik (Ohaus), Evaporator Vakuum (N-1100SWD), Hotplate (C-

MAG HS 7), Oven (Memmert), micropipet ukuran 1000 μL (Eppendorf), Labu 

Leher 3 (merk Pyrex), Kondensor, Termometer Alkohol, Karet Penyumbat, 

Tabung Reaksi (pyrex), Alat Sentrifugasi (merk DS), Inkubator Shaker 

(Scilogex, SK-O330-Pro), Instrumen GC-MS (Shimadzu QP2010 SE), 

Instrumen Spektrofotometer uv-vis (Perkin Elmer),  

4.1.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah minyak 

kedelai, aquadest, Lactobacillus plantarum, acetobacter aceti, medium nutrien 

broth (NB), buffer fosfat 6,3, polisorbat 80 (tween 80), Natrium klorida (NaCl) 

0,9 %, Asam klorida (HCl) 6 N, Natrium hidroksida (NaOH) 0,1 N, etil asetat, 

metanol p.a, Etanol 95%, Barium klorida (BaCl2) 1%, Asam sulfat (H2SO4) 

1%, Asam oksalat (H2C2O4) 0,1 N.  

4.2 Cara Kerja 

4.2.1 Hidrolisis Minyak Kedelai 

Hidrolisis minyak kedelai dilakukan dengan cara refluks. Perbandingan 

minyak dan air pada rasio perbandingan 1:8 selama 12 jam pada temperatur 

100˚C. Kemudian ditambahkan secara perlahan HCl 6N sebanyak 1% dari 

berat total, penambahan HCl dilakukan selama proses pemanasan berlangsung. 

Lalu fasa minyak dipisahkan dengan fasa air menggunkan corong pisah.  

4.2.2 Penentuan bilangan asam lemak bebas hasil hidrolisis 

 Penentuan bilangan asam dilakukan dengan cara titrasi menggunakan 

larutan basa NaOH. Ditimbang sebanyak 5 gram minyak kelapa, kemudian 

ditambahkan dengan etanol 95% sebanyak 50 mL. Campuran tersebut 

selanjutnya dipanaskan selama 10 menit di atas penangan air sambil diaduk-

https://www.labsatu.com/product/detail/3849/eyela-rotary-evaporator-n1100swd
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aduk. Setelah dingin selanjutnya dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N dengan 

menggunakan fenolftalin sebagai indikator sampai terbentuk warna merah 

muda. Dilakukan pengulangan sebanyak dua kali. Larutan NaOH 0,1 N yang 

digunakan untuk titrasi distandarisasi dengan larutan asam oksalat 0,1 N.   

Rumus penentuan bilangan asam sebagai berikut : 

% 𝐹𝐹𝐴 =
𝑉 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝐵𝑀

1000 𝑥 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 100 

Keterangan : 

V NaOH : Volume ( mL ) 

BM    : Berat Molekul Minyak Kedelai (280,447
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄ ) 

N    : Normalitas ( N ) 

Berat Sampel : Massa Asam Lemak yang dititrasi ( g ) 

4.2.3 Pembuatan Medium Pertumbuhan dan Proses Inakulasi 

Pembuatan nutrien broth dilakukan dengan penimbangan 1,3 gram dan 

dilarutkan dengan akuades 100 mL Larutan dipanaskan dalam oven selama ± 

10 menit lalu dilakukan sterilisasi menggunakan autoclave selama ± 2 jam. 

Setelah dilakukan proses sterilisasi media dapat digunakan sebagai media 

tumbuh. Dilakukan dengan cara diambil 200 mikroliter indukan mikroba 

kemudian dilarutkan kedalam medium nutrient broth yang telah steril. 

4.2.4 Perhitungan Mikroba Menggunakan Metode McFarland 

a. Standar McFarland 

Pembuatan standar McFarland dengan mencampurkan BaCl2 1% ke 

dalam H2SO4 1%. Larutan standar McFarland tersebut dibuat 5 tabung yang 

berisikan tabung 1 (0,05 mL BaCl2 + 9,95 mL H2SO4), tabung 2 (0,1 mL 

BaCl2 + 9,9 mL H2SO4), tabung 3 (0,2 mL BaCl2 + 9,8 mL H2SO4), tabung 4 

(0,3 mL BaCl2 + 9,7 mL H2SO4), tabung 5 (0,4 mL BaCl2 + 9,6 mL H2SO4). 

Yang kemudian tiap tabung dianalisis dengan instrumen Spektrofotometer 

uv-vis. 

b. Pembuatan Sampel  

Diambil mikroba dalam indukan sebanyak 10 mL ke dalam tabung 

reaksi. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 4000-an rpm dengan 
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waktu 10 menit. Pellet yang diperoleh dipisahkan dari sisa medium 

kemudian pellet dilarutkan dalam 10 mL larutan NaCl 0,9% menggunakan 

alat vortek. Kemudian sampel dianalisis menggunakan spektrofotometer uv-

vis. 

4.2.5 Proses Fermentasi  

Proses fermentasi dilakukan dengan menambahkan 6 g asam lemak 

terhidrolisis ke dalam medium 25 mL yang sudah berisi mikroba. Lalu 

ditambahkan 0,2 mL tween 80 dan pH buffer fosfat 6,3 sebanyak 10 mL. 

Proses fermentasi dilakukan menggunakan alat shaker dengan kecepatan 120 

rpm pada suhu ruang. Dilakukan dengan 3 variasi waktu fermentasi yaitu 24 

jam, 48 jam, dan 72 jam. 

4.2.6 Ekstraksi Hasil Fermentasi 

 Setelah proses fermentasi selesai kemudian medium yang berisi produk 

biokonversi tersebut diasamkan dengan HCl 6 N sebanyak 5 mL. Kemudian 

hasil fermentasi diekstrak menggunakan etil asetat sebanyak 50 mL. Terdapat 2 

lapisan dimana lapisan atas diambil dengan cara dipisahkan menggunakan 

corong pisah lalu lapisan atas tersebut dicuci menggunakan aquadest sebanyak 

2x dan dipisahkan kembali. Lapisan atas yang sudah netral dievaporasi untuk 

menghilangkan pelarut etil asetat dari campuran produk. Hasil evap kemudian 

diekstrak kembali menggunakan metanol p.a 5 mL. 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

Pada penelitian ini dilakukan studi biokonversi asam lemak bebas 

terhidrolisis dari minyak kedelai menjadi biodiesel menggunakan mikroba 

lactobacillus plantarum dan acetobacter aceti. Optimasi kondisi fermentasi 

meliputi variasi waktu fermentasi dilakukan guna mengetahui produk biodiesel 

optimum yang dihasilkan sehingga diperoleh % komposisi atau konversi yang 

tinggi. 

5.1 Hidrolisis Minyak Kedelai dan Penentuan Bilangan Asam 

 Asam lemak terhidrolisis merupakan bahan utama yang berperan 

sebagai substrat fermentasi dalam penelitian ini. Proses hidrolisis minyak 

kedelai yang dilakukan pada tahap awal penelitian ini sangat penting guna 

memperoleh asam lemak bebas yang digunakan pada tahap selanjutnya. Secara 

alami, asam lemak bebas dalam minyak kedelai dapat terbentuk melalui 

hidrolisis alami dengan air tetapi konsentrasinya sangat rendah sehingga perlu 

dilakukan hidrolisis menggunakan katalis asam. Katalis asam berguna untuk 

meningkatkan laju reaksi kimia karena kemampuannya dalam menurunkan 

energi aktivasi reaksi reaktan untuk menjadi produk. Katalis asam yang 

digunakan yaitu HCl 6 N yang ditambahkan secara perlahan ke dalam 

campuran minyak dan air pada saat suhu campuran 100 oC selama 12 jam. 

Reaksi yang terjadi sebagai berikut : 

 

 

 

Gambar 4. Reaksi hidrolisis minyak kedelai menjadi asam lemak 

 Penentuan bilangan asam atau kadar asam lemak bebas ditentukan 

untuk mengetahui seberapa besar produk asam lemak bebas terhidrolisis yang 

dihasilkan. Penentuan dilakukan sesuai dengan metode SNI 01-3555-1998 
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“cara uji minyak dan lemak” yang prinsipnya pelarutan contoh lemak/minyak 

dalam pelarut organik tertentu (alkohol 95% netral) dengan penambahan 

indikator PP dilanjutkan dengan penitaran basa (NaOH atau KOH). Penentuan 

bilangan asam dilakukan pada minyak kedelai sebelum dan sesudah hidrolisis. 

Diperoleh bilangan asam lemak bebas pada minyak kedelai sebelum hidrolisis 

sebesar 0,75% sedangkan setelah hidrolisis sebesar 1,59%. Berdasarkan SNI 

No.01-3555-1998 tentang syarat asam lemak bebas pada minyak kedelai yaitu 

maksimal 0,2% Hal ini menandakan bahwa proses hidrolisis berjalan dengan 

sangat baik karena terjadi peningkatan persentase asam lemak bebas yang 

cukup signifikan. 

5.2 Perhitungan Mikroba dengan Metode McFarland 

 Standar McFarland digunakan untuk standarisasi perkiraan jumlah 

bakteri dalam suspensi cair dengan membandingkan kekeruhan suspensi uji 

dengan Standard McFarland sebelum dilakukan fermentasi. Standar McFarland 

adalah larutan kimia barium klorida dan asam sulfat, reaksi antara dua bahan 

kimia ini menghasilkan endapan halus barium sulfat. Ketika dikocok pelan, 

kekeruhan Standar McFarland visual sebanding dengan konsentrasi suspensi 

mikroba. Digunakan 5 standar McFarland dengan konsentrasi berbeda – beda 

yaitu : 0,5, 1, 2, 3, 4 dan 2 sampel yaitu mikroba L. Plantarum dan mikroba A. 

Aceti masing – masing 10 mL yang dianalisis menggunakan alat 

spektrofotometer uv-vis pada panjang gelombang maksimum (λ = 600 nm). 

Hasil analisis standar McFarland dibuat kurva kalibrasi sehingga jumlah 

mikroba dapat ditentukan. Kurva kalibrasi merupakan grafik yang membentuk 

garis lurus (linear) yang menyatakan hubungan antara kadar larutan kerja 

termasuk blanko dengan respon yang proporsional dari instrumen. Perubahan 

secara proporsional antara kadar analit dengan respon instumen tersebut akan 

membentuk garis lurus yang memenuhi persamaan y = ax + b dimana : 

y = respon instrumen )                                                     b = kemiringan (slope) 

x = kadar analit           a = intersep (intercept)                          
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Hasil data yang diperoleh dari analisis spektrofotometer uv-vis disajikan pada 

(Tabel 2) sebagai berikut :  

Tabel 2. Standar McFarland CFU (x106/mL), Absorbansi Standar mcFarland, 

dan Absorbansi Sampel Mikroba (L. plantarum, A. aceti) 

Skala 0,5 1 2 3 4 

CFU (x106/mL) <300 300 600 900 1200 

Absorbansi 0,153 0,302 0,521 0,656 0,852 

Sampel L. plantarum   0,577   

Sampel A. aceti   0,586   

Berdasarkan data yang diperoleh dari (Tabel 2) hasil analisis 

spektrofotometer uv-vis tersebut, kemudian dibuat grafik kurva kalibrasi guna 

mengetahui konsentrasi mikroba L. plantarum dan A.aceti secara kuantitatif. 

Grafik kurva kalibrasi tersebut disajikan pada (Gambar 5) berikut ini : 

 

Gambar 5. Kurva Kalibrasi Hasil Analisis Spektrofotometer uv-vis Standar 

McFarland 

Jika dilihat dari data kurva kalibrasi (Gambar 2) terdapat R2 (koefisien 

determinasi). Secara umum, R2 digunakan sebagai informasi mengenai 

y = 0,0006x + 0,1464

R² = 0,9958
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kecocokan  suatu model. Dalam regresi R2 ini dijadikan sebagai pengukuran 

seberapa baik garis regresi mendekati nilai data asli. Jika R2 sama dengan atau 

mendekati 1, maka angka tersebut menunjukkan garis regresi cocok dengan 

data secara sempurna atau hampir sempurna. Pada penelitian ini diperoleh R2 = 

0,9958 yang berarti bahwa kecocokan garis regresi dengan data sangat baik 

(bersesuaian) karena nilai R2 yang mendekati nilai 1 sehingga hasil data dapat 

diterima.  Jika dilihat dari (Tabel 1), sampel L. plantarum memiliki absorbansi 

0,577 dan sampel A. aceti memiliki absorbansi 0,586. Jika tiap absorbansi 

tersebut dimasukkan dalam rumus persamaan garis y = 0,0006x + 0,1464 

(Gambar 5), absorbansi sampel sebagai y maka dapat ditentukan konsentrasi 

mikroba (nilai x). Sehingga konsentrasi mikroba L. plantarum yang diperoleh 

sebesar 717,67 x 106 CFU/mL dan konsentrasi mikroba A. aceti yang diperoleh 

sebesar 1465,33 x 106 CFU/mL dimana konsentrasi tersebut diperoleh dari 1 

hari masa pertumbuhan dalam 10 mL media. 

5.3 Proses Fermentasi  

 Proses fermentasi dilakukan dengan 3 variasi waktu yang berbeda yaitu 

pada waktu fermentasi 24 jam, 48 jam, 72 jam. Tujuannya adalah untuk 

mengetahui pengaruh perbedaan waktu fermentasi terhadap produk senyawa 

biodiesel yang dihasilkan. Fermentasi dilakukan secara one pot yang artinya 

mikroba L. plantarum dan A. aceti ditempatkan pada satu wadah (media) yang 

sama. Penempatan satu wadah tersebut dilakukan dengan harapan terbentuknya 

senyawa biodiesel dengan jumlah lebih banyak.  

Fermentasi berjalan pada pH yang konstan yaitu pH 6,3 menggunakan 

pH buffer fosfat 6,3 yang merupakan kondisi optimum mikroba tersebut dalam 

produksi (Romano et al., 2013). Karena substrat asam lemak terhidrolisis tidak 

larut dalam air maka ditambahkan tween 80 yang berfungsi sebagai pelarut 

antar zat yang bertindak sebagai surfaktan dan meningkatkan tingkat kelarutan 

antar zat yang biasanya tidak larut dalam larutan tertentu. Dalam hal ini asam 

lemak bebas yang tidak larut dalam air akan teremulsi pada media NB sehingga 

asam lemak terhidrolisis terdistribusi secara merata dan juga dibantu dengan 

alat shaker dengan kecepatan 120 rpm sehingga hasil fermentasi lebih optimal.  
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5.4 Karakterisasi GC-MS Hasil Fermentasi Pada Variasi Waktu 24 jam 

 Identifikasi komponen senyawa produk hasil fermentasi yaitu biodiesel 

dilakukan dengan membandingkan pola fragmentasi spektrum massa dengan 

pola fragmentasi senyawa referensi. Hasil Analisis GC-MS produk biodiesel 

dari hasil fermentasi 24 jam disajikan pada (Gambar 6) sebagai berikut : 

 

Gambar 6. Kromatogram hasil analisis GC-MS produk fermentasi variasi 

waktu 24 jam 

 Jika dilihat dari hasil kormatogram pada instrumen GC-MS terdapat 9 

puncak yang teridentifikasi. Puncak tertinggi pada hasil fermentasi 24 jam ini 

adalah peak 4 sedangkan terendah ada pada peak 1.  

Tabel 3. Hasil GC-MS terhadap produk biokonversi asam lemak bebas 

terhidrolisis oleh mikroba L. plantarum dan A.aceti variasi waktu 24 jam  

peak Waktu 

retensi (min.) 

LuasArea 

(%) 

SI Nama Senyawa  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

6,469 

6,769 

13,999 

15,724 

15,777 

16,005 

16,123 

1,78 

3,13 

10,64 

43,82 

24,69 

3,43 

4,27 

96 

97 

97 

95 

94 

95 

92 

2,4-Decadienal 

2,4-Decadienal 

Metil palmitat 

Metil linoleat 

Metil oleat 

Metil stearat 

Asam oleat 
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8 

9 

18,478 

20,297 

4,94 

3,29 

97 

81 

Asam Hexanedioic 

Metil ricinoleat 

Jika dilihat dari (Tabel 3) tersebut, hampir semua produk merupakan 

Fatty Acid Methyl Ester (FAME) yang merupakan salah satu bahan bakar 

terbarukan (biodiesel) dimana produk FAME terbanyak adalah peak 4 yaitu 

metil linoleat sebesar 43,82%. Produk metil linoleat terbanyak karena 

berdasarkan teori, asam linoleat yang merupakan bahan pada fermentasi ini 

adalah asam lemak terbanyak yang terdapat pada minyak kedelai bisa 

mencapai 64% dari asam lemak total pada minyak kedelai (Karen, 2005). Pada 

hasil fermentasi 24 jam ini masih terdapat asam lemak yang belum termetilasi 

secara sempurna yaitu peak 7 dan 8 berupa asam oleat dan asam hexanedioic 

sebesar 4,27% dan 4,94%. Terdapat juga senyawa produk samping pada peak 1 

dan 2 yaitu 2,4-Decadienal dengan persentase terendah sebesar 1,78% dan 

3,13%. Total persentase biodiesel FAME pada variasi waktu 24 jam yang 

dihasilkan adalah sebesar 85,87%.  

5.4 Karakterisasi GC-MS Hasil Fermentasi Pada Variasi Waktu 48 jam 

Hasil Analisis GC-MS produk biodiesel dari hasil fermentasi 48 jam 

disajikan pada (Gambar 7) sebagai berikut :  
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Gambar 7. Kromatogram hasil analisis GC-MS produk fermentasi variasi 

waktu 48 jam 

 Jika dilihat dari hasil kormatogram pada instrumen GC-MS terdapat 10 

puncak yang teridentifikasi. Puncak tertinggi pada hasil fermentasi 48 jam ini 

adalah peak 8 sedangkan terendah ada pada peak 6. 

Tabel 4. Hasil GC-MS terhadap produk biokonversi asam lemak bebas 

terhidrolisis oleh mikroba L. plantarum dan A.aceti variasi waktu 48 jam 

Peak Waktu Retensi 

(min.) 

Luas Area 

(%) 

SI Nama Senyawa 

1 

 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11,673 

 

14,002 

14,346 

15,724 

15,775 

16,006 

16,087 

16,123 

16,338 

18,435 

1,41 

 

4,06 

3,89 

12,14 

13,10 

1,40 

11,18 

28,15 

2,18 

22,48 

75 

 

96 

94 

93 

95 

90 

89 

89 

75 

95 

1,5-Diisopropil, 

2,3-dimetil 

cycloheksana 

Metil palmitat 

Asam palmitat 

Metil linoleat 

Metil oleat 

Metil stearat 

Metil linolelaidat 

Asam oleat 

Asam stearat 

Asam Hexanedioic  

Jika dilihat dari (Tabel 4) tersebut, produk FAME terbanyak terdapat 

pada peak  8 yaitu metil linolelaidat sebesar 28,15% dengan total persentase 

FAME yang diperoleh sebesar 41,88%. Persentase ini turun dibandingkan 

variasi waktu sebelumnya. Padahal secara teoritis, semakin lama fermentasi 

(selama mikroba fase eksponensial) berjalan maka semakin besar konsentrasi 

yang didapatkan dikarenakan pertumbuhan mikroba yang semakin banyak 

(Silva & Malcata, 2000). Hal ini bisa terjadi karena variasi proses fermentasi 

yang dilakukan berada pada wadah yang berbeda-beda mengakibatkan laju 

pertumbuhan mikroba tiap variasi bergantung pada lingkungan yang berbeda 
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pula sehingga dimungkinkan adanya pengganggu atau kontaminan yang 

mengakibatkan laju pertumbuhan mikroba pada variasi 48 jam kurang 

baik/optimal. Hal ini didukung dengan hasil GC-MS yang menunjukan masih 

banyaknya asam lemak yang tidak termetilasi oleh mikroba yaitu pada peak 3, 

7, 8 berupa asam palmitat, asam oleat, asam stearat, dan asam hexanedioic 

dengan total presentase asam lemak sebesar 56,7%. 

5.5 Karakterisasi GC-MS Hasil Fermentasi Pada Variasi Waktu 72 jam 

Hasil Analisis GC-MS produk biodiesel dari hasil fermentasi 72 jam 

disajikan pada (Gambar 8) sebagai berikut : 

 

 

Gambar 8. Kromatogram hasil analisis GC-MS produk fermentasi variasi 

waktu 72 jam 

 Jika dilihat dari hasil kormatogram pada instrumen GC-MS terdapat 7 

puncak yang teridentifikasi. Puncak tertinggi pada hasil fermentasi 72 jam ini 

adalah peak 2 sedangkan terendah ada pada peak 7. 

Tabel 5. Hasil GC-MS terhadap produk biokonversi asam lemak bebas 

terhidrolisis oleh mikroba L. plantarum dan A.aceti variasi waktu 72 jam 

Peak Waktu 

Retensi (min.) 

Luas Area 

(%) 

SI Nama Senyawa 

1 

2 

13,999 

15,724 

12,23  

46,40 

97 

95 

Metil palmitat 

Metil linoleat 
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3 

4 

5 

6 

7 

15,775 

16,004 

16,080 

16,100 

18,239 

30,80 

3,82 

1,76 

4,10 

0,89 

94 

96 

87 

91 

78 

Metil oleat 

Metil stearat 

Asam linoleat 

Asam oleat 

1-metoksi-,(E)-

9-Oktadekena 

Jika dilihat dari tabel 5 tersebut, produk FAME terbanyak terdapat pada 

peak  2 yaitu metil linoleat sebesar 46,40% dengan total persentase FAME 

yang diperoleh sebesar 93,25%. Persentase ini naik dibandingkan variasi waktu 

sebelumnya. Hal ini sesuai secara teoritis, dimana semakin lama fermentasi 

(selama mikroba fase eksponensial) berjalan maka semakin besar konsentrasi 

yang didapatkan karena pertumbuhan mikroba yang semakin banyak sehingga 

semakin banyak pula substrat asam lemak bebas yang terkonversi  (Silva & 

Malcata, 2000). Terdapat masih ada asam lemak yang belum terkonversi secara 

sempurna dibuktikan pada peak 6 yaitu adanya asam oleat dengan persentase 

4,10%. Terdapat juga senyawa pengotor pada peak 7 yaitu 1-metoksi-,(E)-9-

Oktadekena. Senyawa tersebut dianggap merupakan senyawa pengotor yang 

ikut teranalisis. Hal tersebut dibuktikan dengan rendahnya SI (similarity index) 

yang dimiliki yaitu sebesar 78. SI (similarity index) mengindikasikan 

presentase kecocokan pola fragmentasi sampel dengan pola fragmentasi 

senyawa standar Library MS pada komputer. Semakin nilai SI menjauhi nilai 

100 maka semakin tidak cocok pola fragmentasi sampel dan standar yang 

dibandingkan sehingga senyawa yang diindentifikasi kurang akurat. Begitu 

juga sebaliknya, semakin nilai SI mendekati atau sama dengan 100 maka 

ketepatan senyawa yang diidentifikasi semakin akurat. Persentase luas areanya 

juga sangat rendah yaitu 0,89%. 

5.6 Mekanisme Pembentukan FAME Oleh Mikroba Lactobacillus 

Plantarum dan Acetobacter aceti 

 Pembentukan Fatty Acid Methyl Ester (FAME) oleh mikroba dapat 

terjadi karena adanya enzim SAM (S-adenosyl methionine) yang merupakan 

enzim methyltranferase pada mikroba yang berfungsi sebagai pedonor metil 
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pada substrat asam lemak bebas (Sherkhanov et al., 2016). SAM (S-adenosyl 

methionine) adalah kosubstrat umum yang terlibat dalam transfer gugus metil, 

transsulfuration, dan aminopropylation (Cantoni, 1952). SAM terbuat dari 

adenosin trifosfat (ATP) sebagai co-substrat dan metionin oleh methionine 

adenosyltransferase. Telah dilaporkan SAM (S-Adenosyl methionine) pada 

Lactobacillus plantarum ditemukan meningkat bersamaan dengan produksi 

membran asam lemak siklopropana di bawah kondisi normal pertumbuhan 

(Smith et al., 1980). Telah dilaporkan pula, produksi SAM diperoleh dengan 

konsentrasi tinggi pada isolasi LAB (Lactobacillus) dalam produk kimchi 

(Myung-ki Lee, 2008). Belum ada atau sangat sedikit penelitian mengenai 

SAM pada acetobacter aceti. Tetapi secara umum pada mikroba, SAM terikat 

oleh riboswitch SAM, yang mengatur gen yang terlibat dalam biosintesis 

metionin atau sistein (Ding et al., 2015) sehingga tidak menutup kemungkinan 

acetobacter aceti juga berperan pada pembuatan biodiesel FAME ini. Dengan 

adanya enzim SAM pada penelitian yang telah dilaporkan sebelumnya dan 

dengan adanya substrat asam lemak bebas terhidrolisis memungkinkan adanya 

jalur biokonversi dengan reaksi sebagai berikut ini : 
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Gambar 9. Reaksi Pembentukan Asam Lemak Metil Ester dari Asam Lemak 

Oleh mikroba L. plantarum dan A. aceti 

 Pendonoran metil pada SAM terhadap asam lemak menghasilkan SAH 

(S-adenosyl-L-homocysteine) dan FAME (Fatty Acid Methyl Ester) 

(Sherkhanov et al., 2016). SAH (S-Adenosyl homocysteine) adalah pengatur 
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negatif yang kuat dari hampir semua metilase yang bergantung pada SAM. 

SAH dihidrolisis menjadi homosistein dan adenosin oleh hidrolase S-

adenosylhomocysteine. Homosistein didaur ulang kembali ke metionin melalui 

transfer gugus metil dari 5-metiltetrahidrofolat, oleh salah satu dari dua kelas 

sintase metionin (yaitu tergantung kobalamin atau tidak tergantung kobalamin). 

Metionin ini kemudian dapat diubah kembali menjadi SAM (Födinger M., 

2000).  

 S-Adenosyl methionine (SAM) adalah enzim yang terbentuk dari ATP 

dan metionin (Van Keulen & Dyson, 2014). Metionin merupakan salah satu 

asam amino esensial yang menjadi sumber utama dalam pembentukan SAM. 

Semua mikroorganisme memiliki mekanisme untuk mengatur jumlah dan jenis 

enzim sehingga hanya sejumlah tertentu asam amino yang dibutuhkan (Kumar 

& Gomes, 2005). Metionin terdapat pada buah-buahan, daging (ayam, sapi, 

ikan), susu (susu murni, beberapa jenis keju), sayuran (bayam, bawang putih, 

jagung), serta kacang-kacangan (kapri, pistacio, kacang mete, kacang merah, 

tahu tempe) (Andri et al., 2020). Pada penelitian ini, sumber metionin hanya 

mengandalkan sumber protein yang terdapat pada media nutrien broth (NB). 

Oleh karena itu kedepannya, perlu dikaji penambahan metionin murni atau 

sumber protein lain dalam pembentukan SAM. Dengan penambahan metionin 

ini dimungkinkan terbentuk SAM berlebih menjadikan semakin banyak 

substrat asam lemak bebas yang termetilasi oleh SAM sehingga semakin 

banyak pula biodiesel FAME yang dihasilkan. Hal lain yang juga perlu dikaji 

setelah penelitian ini adalah banyaknya penambahan asam lemak bebas sebagai 

substrat. Hal ini akan sejalan dengan perlakuan SAM berlebih dimana semakin 

banyak substrat asam lemak bebas yang ditambahkan dan dengan adanya 

perlakuan SAM berlebih maka akan diperoleh hasil biodiesel FAME yang 

optimal . 
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BAB VI 

PENUTUP 

6.1 Kesimpulan 

1. Metode fermentasi mikroba memiliki potensi yang besar dalam 

mengkonversi asam lemak bebas terhidrolisis menjadi biodiesel secara 

enzimatik menggunakan mikroba Lactobacillus plantarum dan Acetobacter 

aceti dengan produk FAME (Fatty Acid Methyl Ester). Dengan cara 

menghidrolisis minyak kedelai menjadi asam lemak bebas yang kemudian 

dimetilasi oleh SAM (S-Adenosil Methionine) dalam mikroba yang bertindak 

sebagai enzim methyltranferase sehingga terbentuk FAME. 

2.  Senyawa FAME (Fatty Acid Methyl Ester) didapatkan melalui proses 

fermentasi secara one pot oleh mikroba Lactobacillus plantarum dan 

Acetobacter aceti pada variasi waktu fermentasi 24 jam, 48 jam, 72 jam dengan 

total % konversi dan kemurnian masing-masing sebesar 85,87%, 41,88%, dan 

93,25%.   

6.2 Saran  

1. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan perlu adanya percobaan dengan 

melakukan variasi  jumlah mikroba yang digunakan saat fermentasi guna 

mengetahui pengaruh terhadap produk fermentasi yang dihasilkan  

2. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan perlu adanya pengadaan alat 

dan bahan yang memadai terutama kesterilan di laboraturium terpadu UII agar 

memperkecil terjadinya kontaminasi saat pertumbuhan mikroba maupun saat 

fermentasi sehingga tidak terbentuk produk samping yang tidak diinginkan. 
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LAMPIRAN 1. Perhitungan 

1. Perhitungan penentuan nilai asam lemak bebas 

𝐴𝐿𝐵 =
 𝑉 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝐵𝑀

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑥 1000
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚⁄
 𝑥 100 % 

1.1 Normalitas NaOH 

Vol hasil titrasi NaOH : 

1 10,5 mL 

2 10,2 mL 

 

𝑁 𝑁𝑎𝑂𝐻 =  
𝑉 𝑜𝑘𝑠 𝑥 𝑁 𝑜𝑘𝑠

𝑉 𝑁𝑎𝑂𝐻
 

=  
10 𝑚𝐿 𝑥 0,1 𝑁

10,35 𝑚𝐿
 

 = 0,096 N 

1.2 Penentuan Persentase Asam Lemak Bebas pada Minyak Terhidrolisis 

Volume hasil titrasi : 

1 3,7 mL 

2 2,2 mL 

 

𝐴𝐿𝐵 =
 2,95 𝑚𝐿 𝑥 0,096 𝑁 𝑥 280,447

𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑚𝑜𝑙⁄

5 𝑔𝑟𝑎𝑚 𝑥 1000
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚⁄
 𝑥 100 % 

          = 1,58 % 

1.3 Penentuan nilai asam lemak bebas pada minyak kedelai  

Volume hasil titrasi : 

1 1,8 mL 

2 1,1 mL 
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𝐴𝐿𝐵 =
 1,45 𝑚𝐿 𝑥 0,096 𝑁 𝑥 280,447

𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑚𝑜𝑙⁄

5 𝑔𝑟𝑎𝑚 𝑥 1000
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚⁄
 𝑥 100 % 

         = 0,780 % 

2. Perhitungan Metode McFarland 

Skala 0,5 1 2 3 4 

CFU 

(x106/mL) 

<300 300 600 900 1200 

Absorbansi 0,153 0,302 0,521 0,656 0,852 

Sampel LP   0,577   

Sampel AA   0,586   

 

 
 

Diketahui : Abs L. plantarum         = 0,577 

    Abs A. aceti              = 0.586 

                   Faktor pengenceran A. aceti = 2x 

    y     = 0,0006x + 0,1464 

 

Dicari nilai x ? 

 

y = 0,0006x + 0,1464

R² = 0,9958
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Jawab :  

a. Konsentrasi L. plantarum                    

y = 0,0006x + 0,1464 

𝑥 =  
𝑦 − 0,1464

0,0006
 

𝑥 =  
0,577 − 0,1464

0,0006
 

𝑥 =  717,67 x 106 CFU/mL 

b. Konsentrasi a. aceti 

y = 0,0006x + 0,1464 

𝑥 =  
𝑦 − 0,1464

0,0006
 

𝑥 =  
0,586 − 0,1464

0,0006
  

𝑥 =  717,67 x 106 x 2 = 

1465,33 CFU/mL
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Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian 

2.1 Hasil Titrasi Penentuan Asam Lemak Bebas 

 

2.2 Medium Nutrien Broth (NB) 
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1.5 Hasil Fermentasi 
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Lampiran 3. MS produk FAME (Fatty Acid Methyl Ester) 

1. HASIL GC-MS T248 
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2. HASIL GC-MS T486 
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3. HASIL GC-MS T726 

 

 



 

60 

 

 



 

61 

 

 

 

 



 

62 

 

 

 



 

63 

 

 



 

64 

 

 



 

65 

 

 


