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RINGKASAN 

 

 

Hidrolisis Kulit Kopi Oleh Aspergillus sp. VTM5 Serta Pemanfaatan 

Hidrolisatnya Sebagai Medium Produksi Protein Sel Tunggal Saccharomyces 

cerevisiae; Dwi Nur Hanifah Aprilia; 141810401018; 2018; 45 halaman; Jurusan 

Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

 Kopi merupakan salah satu tanaman perkebunan yang memiliki nilai 

ekonomi yang tinggi selain teh dan cokelat. Produksi kopi di Indonesia mencapai 

600.000 ton per tahun dan lebih dari 80% berasal dari perkebunan rakyat. 

Tingginya produksi kopi di Indonesia juga diikuti oleh peningkatan jumlah limbah 

kulit kopi yang belum dimanfaatkan secara optimal sehingga mencemari 

lingkungan karena menurunkan kualitas air sungai, menimbulkan bau tidak sedap 

dan mengganggu estetika. Kulit kopi memiliki kandungan lignoselulosa yang 

cukup tinggi terutama selulosa. Lignoselulosa mengandung tiga komponen 

penyusun utama, yaitu selulosa (63% berat), hemiselulosa (2.3% berat), dan lignin 

(17% berat). Tingginya kadar selulosa pada polisakarida dapat dihidrolisis 

menjadi monomer – monomer gula sederhana. Hidrolisis selulosa merupakan 

pemecahan senyawa selulosa menjadi monomer – monomer gula sederhana 

dengan menggunakan enzim selulase yang dihasilkan oleh kapang selulolitik. 

Salah satu kapang selulolitik yaitu Aspergillus sp. yang merupakan jenis kapang 

dengan kemampuannya dalam menghasilkan berbagai macam enzim seperti 

selulase, amylase, dan aminoglukosidase. Aspergillus sp. memiliki kemampuan 

menghasilkan enzim selulase tertinggi dibandingkan dengan kapang jenis lainnya. 

Hidrolisis enzimatis dengan menggunakan isolat kapang Aspergillus sp. ini 

diharapkan mampu menghasilkan gula reduksi maksimal melalui proses 

enzimatis, sehingga gula hasil hidrolisis dapat dimanfaatkan sebagai alternatif 

media pertumbuhan. 

 Protein sel tunggal (PST) merupakan protein yang berupa sel kering atau 

biomassa renik, seperti kapang, khamir, bakteri atau ganggang yang dapat 
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digunakan sebagai sumber protein untuk pangan dan pakan. Saccharomyces 

cerevisiae merupakan salah satu mikrob PST yang sedang dikembangkan. Khamir 

tersebut tergolong kedalam kelas Ascomycetes yang banyak mengandung protein, 

karbohidrat, dan lemak sehingga dapat dikonsumsi oleh manusia dan hewan untuk 

memenuhi kebutuhan nutrisi sehari – hari, selain itu Saccharomyces cerevisiae 

mengandung vitamin yang merupakan vitamin B kompleks. Saccharomyces 

cerevisiae berkembang biak dengan membelah diri melalui “budding cell” dan 

mampu berkembang biak didalam substrat yang mengandung gula sederhana 

seperti glukosa maupun gula kompleks disakarida seperti sukrosa. Oleh karena 

itu, hidrolisat kulit kopi dengan kandungan gula reduksinya diharapkan mampu 

digunakan sebagai media tumbuh alternatif Saccharomyces cerevisiae. 

 Penelitian ini meliputi persiapan penelitian, hidrolisis kulit kopi oleh 

kapang Aspergillus sp. VTM5, dan pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae pada 

hidrolisat kulit kopi dengan variasi konsentrasi dan waktu inkubasi. Hasil dari 

penelitian menunjukkan bahwa hidrolisis kulit kopi menggunakan kapang 

Aspergillus sp. VTM5 menghasilkan konsentrasi gula reduksi yaitu 446.6 µg/ml. 

Pertumbuhan sel Saccharomyces cerevisiae paling tinggi yaitu pada konsentrasi 

tanpa pengenceran yaitu sebesar 2.9x106 µg/mL di jam ke-48 dan diikuti dengan 

penurunan gula reduksi. Dengan demikian, Saccharomyces cerevisiae dapat 

tumbuh pada media hidrolisat kulit kopi. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Kopi merupakan salah satu tanaman perkebunan yang memiliki nilai 

ekonomi yang tinggi selain teh dan cokelat. Indonesia merupakan negara produsen 

kopi terbesar ketiga didunia setelah Brazil dan Vietnam dengan menyumbang 

sekitar 6% produksi total kopi dunia.Produksi kopi di Indonesia mencapai 

600.000 ton pertahun dan lebih dari 80% berasal dari perkebunan rakyat    

(Pertiwi, 2016), selain menjadi produsen Indonesia juga merupakan negara 

pengekspor kopi terbesar keempat dengan pangsa pasar mencapai 11% di dunia 

(Raharjo, 2013). Tingginya produksi kopi di Indonesia juga berakibat pada 

tingginya jumlah limbah kulit kopi. Tanaman kopi dimanfaatkan untuk diambil 

buahnya saja, sehingga kulit buah kopi menjadi salah satu limbah terbesar di 

sektor pertanian. Dalam  penelitian sebelumnya telah dilakukan beberapa 

pemanfaatan kulit kopi untuk mengurangi jumlah limbah yang semakin 

meningkat. Pemanfaatan kulit kopi diantaranya digunakan sebagai ameliorant 

tanah untuk meningkatkan daya dukung tanah bagi pertumbuhan dan produksi 

tanaman (Pujiyanto, 2007), pembuatan bioetanol (Murni et al., 2015), sebagai 

bahan bakar bentuk bricket (Khusna & Susanto, 2015), dan sebagai kompos 

(Valentiah et al., 2015). Namun beberapa pemanfaatan tersebut belum mampu 

memberikan hasil yang optimal. Oleh karena itu, perlu dilakukan pemanfaatan 

limbah kulit kopi untuk mengurangi jumlah limbah dan memberikan nilai tambah.  

Kulit kopi mengandung sekitar 63% sellulosa, 17% lignin, 11.5% protein, 

2.3% hemiselulosa, 1.80 – 8.56% tannin, 6.5% pectin , 12.4% gula reduksi, 2.0% 

gula non reduksi dan 1.3% caffeine. Selain itu kulit kopi juga mengandung 

senyawa toksik terhadap lingkungan di antaranya kafein, tannin, dan polyphenol 

apabila dibuang begitu saja (Corro et al., 2013).  

Tingginya kandungan selulosa dalam kulit kopi dapat dihidrolisis secara 

enzimatis dengan menggunakan kapang selulolitik. Beberapa kapang memiliki 

kemampuan menguraikan senyawa selulosa menjadi senyawa yang lebih 
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sederhana yang dapat dimanfaatkan oleh organisme yang lain (Subowo, 2015). 

Selain itu kapang mampu memanfaatkan senyawa organik dan anorganik yang 

digunakan sebagai sumber nutrisi dan menghasilkan berbagai macam enzim yang 

memiliki sifat biokimia yang dapat diaplikasikan dalam bioteknologi    

(Guimeraes et al., 2006). 

 Aspergillus sp. VTM5 merupakan salah satu jenis kapang yang tergolong 

kedalam genus Aspergillus. Aspergillus merupakan anggota kelas 

Deutoromycetes yang banyak ditemukan di tanah, air, dan makanan yang 

membusuk. Genus Aspergillus memiliki kelebihan dibandingkan dengan kapang 

jenis lainnya karena kemampuannya menghasilkan enzim selulase dalam jumlah 

yang sangat tinggi (Soeka & Sastraadmadja, 1992). Menurut Yuniar, kapang 

VTM5 mampu menghasilkan enzim selulase tertinggi yaitu pada medium CMC 

0.5% pada PH 7 dan suhu 370C, selain itu kapang tersebut mampu menghasilkan 

gula reduksi pada medium CMC sebesar 7.72 µg/mL yang berasal dari aktivitas 

selulase. Aktivitas selulase menyatakan kemampuan enzim dalam menguraikan 

selulosa menjadi gula reduksi (Yuniar, 2013). Oleh karena itu, berdasarkan uraian 

di atas untuk mengoptimalkan pemanfaatan limbah padat kulit buah kopi perlu 

dilakukan suatu penelitian tentang hidrolisis kulit buah kopi oleh Aspergillus sp 

VTM5 dan selanjutnya hasil hidrolisatnya digunakan sebagai media tumbuh bagi 

PST Saccharomyces cerevisiae. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu bagaimanakah kemampuan 

Aspergillus sp. VTM 5 dalam menghidrolisis limbah kulit kopi dan pemanfaatan 

hasil hidrolisatnya sebagai medium pertumbuhan PST Saccharomyces cerevisiae? 
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1.3 Batasan Masalah 

 Penelitian ini dibatasi pada hidrolisis limbah kulit kopi oleh inokulum 

Aspergillus sp. VTM 5 dengan analisis gula reduksi, selanjutnya hidrolisatnya 

dijadikan sebagai media tumbuh PST Saccharomyces cerevisiae. Adapun 

penentuan parameter pertumbuhan meliputi konsentrasi dan waktu optimum untuk 

menghasilkan biomassa Saccharomyces cerevisiae. 

 

1.4 Tujuan 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan Aspergillus sp. 

VTM5 dalam menghidrolisis limbah kulit kopi dan pemanfaatan hasil 

hidrolisatnya sebagai media pertumbuhan PST Saccharomyces cerevisiae. 

 

1.5 Manfaat 

 Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan manfaat berupa 

informasi ilmiah mengenai pemanfaatan limbah kulit kopi yang dapat digunakan 

untuk meningkatkan nilai guna dari limbah kulit kopi yaitu sebagai medium 

tumbuh PST Saccharomyces cerevisiae. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kulit Kopi 

 Kopi merupakan salah satu tanaman perkebunan yang memiliki nilai 

ekonomi yang tinggi selain teh dan cokelat. Indonesia merupakan negara produsen 

kopi terbesar ketiga didunia setelah Brazil dan Vietnam dengan menyumbang 

sekitar 6% produksi total kopi dunia.Produksi kopi di Indonesia mencapai 

600.000 ton pertahun dan lebih dari 80% berasal dari perkebunan rakyat   

(Pertiwi, 2016), selain menjadi negara produsen kopi terbesar, Indonesia juga 

merupakan negara pengekspor kopi terbesar keempat dengan pangsa pasar 

mencapai 11% di dunia (Pertiwi, 2016). Buah kopi terdiri atas daging buah dan 

biji. Daging buah terdiri atas 3 bagian yaitu lapisan kulit luar (eksokarp), lapisan 

daging (mesokarp), dan lapisan kulit tanduk (endocarp) yang keras dan tipis  

(Asti, 2015). Daging buah yang telah matang mengandung lendir dan senyawa 

gula. Kulit tanduk buah kopi memiliki struktur agak keras dan membungkus biji 

kopi. Biji kopi tersusun atas (1) Kulit ari; (2) Lembaga; (3) Celah atau center cut 

(Asti, 2015). 

 
Gambar 2.1: a) Morfologi Kopi Robusta ( Asti, 2015) dan 

                           b) Penampang melintang buah kopi (Asti, 2015). 

 

 

  

 

 

 

A B 
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Klasifikasi Coffea robusta Lindl. Ex De Will menurut Sulistyaningtyas (2017), 

adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Subkindom : Tracheobionta 

Super Divisi : Spermatophyta 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Sub Kelas : Asteridae 

Ordo  : Rubiales 

Famili  : Rubiaceae 

Genus  : Coffea 

Spesies : Coffea robusta Lindl.Ex De Will 

 Buah kopi biasanya diolah melalui 2 cara yaitu pengolahan secara basah 

(wet process) dan kering (dry process) (Sulistyaningtyas, 2017).Pengolahan kopi 

secara basah akan menghasilkan limbah padat berupa kulit buah pada proses 

pengupasan kulit buah (pulping) dan kulit tanduk pada saat penggerbusan 

(hulling). Kulit buah (pulp) kopi pada umumnya ditumpuk disekitar lokasi 

pengolahan selama beberapa bulan. Limbah kulit kopi hasil pengolahan basah 

pada umumnya belum dimanfaatkan secara optimal sehingga mencemari 

lingkungan karena menurunkan kualitas air sungai, menimbulkan bau tidak sedap 

dan mengganggu estetika (Pujiyanto, 2007). 

 

Gambar 2.2: Limbah Kulit Kopi setelah proses pengupasan (pulping) 

(Sumber: Pertiwi, 2016). 
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 Kulit kopi mengandung senyawa selulosa yang sangat tinggi yaitu sekitar 

63%.  Struktur biomassa selulosa merupakan struktur yang kompleks, oleh karena 

itu biomassa selulosa merupakan material yang sulit didegrasi dan dikonversi   

(Murni et al., 2015), selain itu kulit kopi juga mengandung C-organik, nitrogen, 

fosfor, kalium, dan beberapa unsur hara seperti Ca, Mg, Fe, Cu, dan Zn 

(Pujiyanto, 2007). Komponen – komponen dalam kulit buah kopi ditunjukkan 

dalam Tabel 2.1 

Tabel 2.1 Komponen organik kulit kopi (%) 
No. Komponen Kadar (%) 

1. Selulosa 63 

2. Lignin 17 

3. Protein 11.5 

4. Hemiselulosa 2.3 

5. Tannin 1.80 – 8.56 

6. Pektin 6.5 

7. Gula reduksi 12.4 

8. Gula non reduksi 2.0 

9. Kafein  1.3 

Sumber : Corro et al., 2013. 

  

 Limbah kulit kopi merupakan biomassa yang sangat berpotensi untuk 

dimanfaatkan di masa depan. Berikut beberapa pemanfaata kulit kopi yang pernah 

dilakukan di Indonesia disajikan pada Tabel 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


7 

 

 

Tabel 2.2 Pemanfaatan limbah kulit kopi 
Pemanfaatan Keterangan Referensi 

Sebagai ameliorant tanah Pemanfaatan Kulit Buah 

Kopi dan Bahan Mineral 

Sebagai Amelioran Tanah 

Alami 

Pujiyanto, 2007 

Bioetanol Optimasi Proses Bioetanol 

Dari Kulit Kopi Dengan 

Menggunakan Proses 

Hidrolisis Vibrous Bed 

Bioreaktor 

Murni et al., 2015 

Bahan bakar bentuk bricket Pemanfaatan Limbah Padat 

Kopi Sebagai Bahan Bakar 

Alternatif Dalam Bentuk 

Bricket Berbasis Biomass 

Khusna & Susanto, 2015 

Kompos Aplikasi Kompos Kulit Kopi 

Untuk Perbaikan Sifat 

Kimia dan Fisika Tanah 

Inceptisol Serta 

Meningkatkan Produksi 

Brokoli 

Valentiah et al., 2015 

 

2.2 Selulosa 

 Selulosa merupakan senyawa yang memiliki rumus kimia (C6H10O5),n 

yang merupakan material penyusun jaringan tumbuhan. Dialam senyawa ini 

banyak ditemukan melimpah, dan produksi setiap tahunnya mencapai 100X109 

ton. Senyawa ini cukup resistant dan sulit terdekomposisi. Sektor pertanian 

merupakan salah satu sektor yang menghasilkan berbagai macam limbah yang 

mengandung selulosa seperti jerami padi, batang jagung, batang dan daun ubi 

jalar, batang dan daun kacang-kacangan.  (Subowo, 2015). 

 Selulosa terdiri atas unit monomer D-glukosa yang terikat melalui ikatan 

β-1,4-glikosidik. Gugus fungsional dari rantai selulosa adalah gugus hidroksill. 

Gugus –OH ini dapat berinteraksi satu dengan yang lainnya atau dengan gugus –
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O,-N,-S dengan membentuk ikatan hidrogen. Ikatan –H juga terjadi antara gugus 

–OH selulosa dengan air. Struktur rantai selulosa distabilkan oleh ikatan hidrogen 

yang kuat disepanjang rantai. Di dalam selulosa alami yang berasal dari tanaman, 

rantai selulosa diikat bersama-sama membentuk mikrofibril yang sangat terkristal 

(highly crystalline) dimana setiap rantai selulosa diikat bersama-sama dengan 

ikatan hidrogen (Sitorus, 2011). 

 

 

Gambar 2.3: Struktur Selulosa (Putera, 2012). 

 

 Dialam selulosa tersintesis sebagai molekul rantai lurus dari residu 

glukosil, sekitar 30 molekul individu glukosa bergabung membentuk unit yang 

lebih besar yang dikenal dengan nama fibril dasar (protofibril). Unit ini bergabung 

lagi membentuk unit yang lebih besar yang dikenal dengan mikrofibril. Kemudian 

mikrofibril bergabung membentuk serat selulosa. Serat selulosa memiliki 

karakteristik serat yang cukup halus, memiliki struktur linear, memiliki ikatan 

hidrogen intramolekuler, sehingga selulosa sulit untuk terdekomposisi tanpa 

bantuan bahan kimia atau enzim. (Sitorus,  2011). 

 Selulosa memiliki sifat fisik dan kimia. Sifat fisik dari senyawa selulosa 

ialah (Putera, 2012). 

a. Dapat terdegradasi oleh hidrolisa, oksidasi, fitokimia, maupun secara 

mekanis  
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b. Tidak larut dalam air maupun pelarut organik, namun sebagian larut dalam 

larutan alkali 

c. Dalam keadaan kering, selulosa bersifat higroskopis (baik dalam menyerap 

air), keras. Sedangkan dalam keadaan banyak air, maka selulosa bersifat 

lunak. Jadi fungsi air adalah sebagai pelarut 

d. Selulosa dalam bentuk kristal memiliki sifat yang lebih kuat dibandingkan 

dengan bentuk amorf. 

 

2.3 Aspergillus sp. 

 Aspergillus sp.  merupakan salah satu jenis kapang yang memiliki 

kemampuan dalam menghasilkan  berbagai macam enzim seperti amylase, 

selulase dan aminoglukosidase. Kapang ini banyak dimanfaatkan dalam industri 

asam asam organik, fermentasi sake, dan pembuatan protein sel tunggal (Naiola, 

2008). Aspergillus sp. juga mampu menghasilkan enzim protease yaitu enzim 

yang mampu menghidrolisis senyawa protein (Astuti et al., 2015). 

 Aspergillus sp. memiliki ciri mikroskopis  berupa hifa bersekat dan 

bercabang, pada bagian ujung hifa terutama pada bagian yang tegak membesar 

yang merupakan konidiofornya, konidiofor pada bagian ujung membentuk fesikel 

(Fardiaz,1992). Sedangkan ciri secara makroskopis yaitu dapat tumbuh secara 

cepat pada suhu ruang dengan membentuk koloni berbentuk granular, berserabut 

dengan berbagai warna (Jawetz, 2005). Klasifikasi Aspergillus sp. adalah sebagai 

berikut: 

Kingdom :Fungi 

Filum  : Ascomycota 

Kelas  : Eurotiomycetes 

Ordo  : Eurotiales 

Family  : Trichocomaceae 

Genus  : Aspergillus 

Spesies : Aspergillus sp. 

(Hardjo et al., 1989). 
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 Menurut penelitian yang dilakukan Yuniar (2013) Aspergillus sp. VTM5 

merupakan anggota dari kelas Actinomycetes dengan ciri makroskopis warna 

hijau cerah, permukaan seperti bubuk atau tepung, bentuk terpecah, tepi rata atau 

berserat, tidak ada eksudat, tidak ada garis radial atau konsentris, sedangkan ciri 

mikroskopis hifa septa dengan konidia berbentuk bulat 

 

Gambar 2.4 :A. Gambar  mikroskopis Aspergillus niger (Ade, 2013), 

       B. Gambar mikroskopis Aspergillus sp.VTM5 (Yuniar, 2013). 

 VTM5 merupakan pengkodean Vermicomposting Top Middle yang berarti 

mikroorganisme tersebut ditemukan pada lapisan atas dan tengah dari tanah hasil 

vermicomposting, sedangkan angka 5 menunjukkan urutan mikroorganisme yang 

ditemukan (Yuniar,2013). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Yuniar 

menunjukkan bahwa Aspergillus sp.VTM5 mampu menghasilkan enzim selulase 

tertinggi setelah dilakukan uji secara semi kuantitatif yang ditunjukkan dengan 

indeks aktifitas selulase.  

 Aspergillus sp. VTM5 mampu menghasilkan gula reduksi tertinggi pada 

media CMC yaitu sekitar 7.72 µg/ml, hal ini dikarenakan media CMC merupakan 

media selulosa murni yang memiliki struktur amorf yang mudah larut dalam air 

sehingga lebih mudah terurai. Kemampuan kapang tersebut dalam menghidrolisis 

media CMC diduga karena adanya komplek enzim yang dominan yaitu endo-β-

1,4-glukanase yang memotong secara acak daerah amorf pada rantai selulosa            

(Lynd, 2004). 

 

A B 
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2.4 Enzim Selulase 

 Enzim selulase merupakan protein yang terdapat didalam sel hidup yang 

berfungsi sebagai biokatalisator dalam reaksi biokimia (Setyoko & Utami, 2016). 

Enzim tersebut merupakan enzim yang mampu mendegradasi selulosa menjadi 

gula sederhana. Degradasi selulosa merupakan proses yang kompleks dan 

merupakan aksi sinergis oleh beberapa enzim. Enzim selulase sesungguhnya 

merupakan suatu kompleks enzim yang terdiri dari beberapa macam enzim yang 

bekerja secara bertahap menguraikan selulosa menjadi glukosa                

(Kasmiran & Tarmizi, 2012). 

 Enzim selulase terdiri atas 3 macam enzim yang bekerja secara bertahap 

diantaranya: (Setyoko & Utami, 2016) 

a. Endo-β-1,4-D glukanase berperan terutama pada bagian amorf rantai 

selulosa 

b. Exo β-1,4- D glukanase atau exo β-1,4-D-selobiohidrase yang memecah 

bagian kristal rantai selulosa 

c. Β-glukosidase merupakan unit enzim yang penting menghasilkan produk 

glukosa dari pemecahan selulosa 

 

Gambar 2.5: Mekanisme enzim selulase menghidrolisis selulosa                 

 (Sumber: Mussatto & Teixeira,2010). 
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 Beberapa mikroorganisme penghasil enzim selulase diantaranya 

Aspergillus spp., Trichoderma spp., dan Penicillium spp. Aspergillus niger 

merupakan salah satu jenis kapang yang memiliki kemampuan baik dalam 

menghasilkan enzim selulase dan aminoglukosidase. Enzim yang dihasilkan oleh 

Aspergillus niger tergolong kedalam enzim ekstraseluler yang mampu memecah 

molekul-molekul kompleks menjadi molekul sederhana (Kasmiran & Tarmizi, 

2012). 

 

2.5 Protein Sel Tunggal Saccharomyces cerevisiae 

 Protein sel tunggal merupakan protein yang berupa sel kering atau 

biomassa renik seperti kapang, khamir, bakteri atau ganggang yang dapat 

digunakan sebagai sumber protein untuk pangan dan pakan. Dalam pembuatan 

protein sel tunggal selain jasad renik dengan daya rombak yang kuat, komposisi 

bahan dasar, teknologi proses yang digunakan akan menentukan produk yang 

dihasilkan. Bahan baku dalam pembuatan PST harus mengandung air, sumber N, 

sumber C dan mineral (Naiola, 2008). 

 Protein sel tunggal juga menjadi salah satu alternatif  untuk pemenuhan 

protein dimasa depan karena memiliki komposisi asam amino yang sangat 

dibutuhkan oleh manusia dan juga hewan. Produksi protein sel tunggal memiliki 

beberapa kelebihan diantaranya bernilai gizi tinggi karena memiliki kadar protein, 

vitamin, dan lemak yang cukup tinggi serta kandungan asam amino yang lengkap 

(Masithoh, 2012). Persamaan reaksi produksi protein sel tunggal dalam proses 

fermentasi adalah sebagai berikut: 

C6H12O6 + Sumber N2 + 
3

4
 O2 Mikroorganisme + Mineral + Nutrien → Massa sel 

baru (PST) + C5H9NO4 + CO2 + H2O (Pawignya,  2011). 

 Berbagai mikroorganisme digunakan untuk produksi protein sel tunggal, 

namun khamir merupakan salah satu mikroorganisme yang cocok digunakan 

dalam produksi protein sel tunggal, hal ini karena kualitas gizi yang unggul yang 

terkandung di dalamnya.  Perbedaan komposisi kelompok utama mikroorganisme                       

(% berat kering) ditunjukkan oleh Tabel 2.3  
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Tabel 2.3. Perbedaan komposisi kelompok utama mikroorganisme 

Composition Fungi Algae Yeast 

Protein 30-45 40-60 45-55 

Fat 2-8 7-20 2-6 

Ash 9-14 8-10 5-10 

Nucleic acid 7-10 3-8 6-12 

 (Sumber: Miller & Litsky, 1976) 

 Mikroorganisme penghasil PST umumnya tumbuh pada limbah yang 

memiliki unsur karbon dan nitrogen. Bakteri,fungi, algae dan khamir merupakan 

jenis mikroorganisme yang mampu memproduksi PST. Mikroorganisme yang 

digunakan sebagai penghasil PST harus memiliki beberapa kriteria yaitu tidak 

bersifat patogen, memiliki nilai nutrisi yang baik, dapat digunakan sebagai 

makanan atau pakan, tidak mengandung senyawa yang beracun, dan biaya 

produksinya murah. Pemanfaatan PST dapat digunakan sebagai pengganti protein 

dari sumber konvensional seperti hasil pertanian, perikanan, dan peternakan 

(Inuhan et al., 2016).  

 Salah satu mikroorganisme PST yang sedang dikembangkan ialah 

Saccharomyces cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae merupakan khamir yang 

tergolong ke dalam kelas Ascomycetes yang banyak mengandung protein, 

karbohidrat, dan lemak sehingga dapat dikonsumsi oleh manusia dan hewan untuk 

memenuhi kebutuhan nutrisi sehari sehari, selain itu Saccharomyces cerevisiae 

mengandung vitamin yang merupakan vitamin B kompleks (Purwitasari et al., 

2004). 

 Saccharomyces cerevisiae berkembang biak dengan membelah diri 

melalui “budding cell”. Yeast jenis ini mampu berkembang biak didalam substrat 

yang mengandung gula sederhana seperti glukosa maupun gula kompleks 

disakarida seperti sukrosa. Berikut ini merupakan klasifikasi Saccharomyces 

cerevisiae: 
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Kingdom : Eukaryota 

Phylum : Fungi 

Subphylum : Ascomycota 

Class  : Saccharomycetes 

Ordo  : Saccharomycetales 

Family  : Saccharomycetaceae 

Genus  : Saccharomyces 

Spesies : Saccharomyces cerevisiae 

(Zely, 2014). 

 Saccharomyces cerevisiae memiliki ciri morfologi bentuk oval (bulat 

telur) dengan ukuran sekitar 1-5 µm atau 20-25 µm dengan lebar 1-10 µm. koloni 

berbentuk rata, mengkilap dan halus. Yeast ini mampu hidup pada kisaran suhu 

25-46oC  dan kisaran pH antara 2.5-4.5 (Agustining, 2012). 

 

 

Gambar 2.6:a) Sel Tunggal Saccharomyces cerevisiae perbesaran 10X40 

(Agustining, 2012) dan 

b) Saccharomyces cerevisiae (Masithoh, 2012).

  

A B 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Waktu pelaksanaan penelitian dimulai pada bulan Januari 2018 sampai Juli 

2018 dan dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari neraca analitik, 

jarum ose, lampu bunsen, tabung reaksi, autoclave, Laminar Air Flow (LAF), 

Erlenmeyer 1000 mL, sentrifuse, tabung falcon, gelas ukur, beaker glass, spidol, 

korek api, spatula, saringan, magnetic stirrer,  Erlenmeyer 250 mL, nampan, oven, 

petridish, ph meter, rak tabung reaksi, pipet volum, inkubator, penangas air, 

lemari es, tabung kaca, kamera, pipet tetes, tip, spektrofotometer Metash, 

Haemocytometer, mikroskop Olympus, mikro pipet, vortex, mortar dan alu, 

marker, water bath, lemari es, ayakan tepung, dan nampan. 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari kulit lunak 

buah kopi, akuades, isolat Aspergillus sp. VTM5 dan isolat Saccharomyces 

cerevisiae yang diperoleh dari Balai Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT) 

Tangerang Selatan, media Potato Dextrose Agar (PDA), Reagen Somogyi- 

Nelson, alcohol 70%, kapas, tisu, kertas saring whatman, aluminium foil, NaOH, 

buffer asetat, alcohol 97%, media Yeast Extract Pepton Dextrose (YPD), Yeast 

Extract Pepton Dextrose Agar ( YPDA) dan garam fisiologis. 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

 Prosedur penelitian ini terdiri atas tiga tahapan yaitu, persiapan bahan 

penelitian, hidrolisis substrat kulit buah kopi oleh Aspergillus sp. VTM5, dan 

produksi Protein Sel Tunggal Saccharomyces cerevisiae pada media hasil 

hidrolisis kulit kopi. 
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Kultur Aspergillus sp. 

VTM5 

Kepadatan Spora 

Aspergillus sp. VTM 5 

Optimasi Hidrolisis 

Aspergillus sp. VTM 5 

Substrat Jenuh Air Kulit 

Kopi 

Hidrolisis 

Aspergillus sp. VTM5 

Analisis Konsumsi Gula 

Reduksi 

Hidrolisat Kulit Kopi Gula  

Reduksi Terbesar dibuat seri 

konsentrasi 

 

Pertumbuhan PST Saccharomyces 

cerevisiae.   0-72 jam 
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3.3.1 Persiapan Penelitian 

 

a. Persiapan sampel kulit buah kopi dan peremajaan isolat Aspergillus sp.   

VTM5 

     Persiapan sampel kulit buah kopi dilakukan dengan mengeringkan sampel 

hingga kadar airnya kurang dari 1% kemudian dihaluskan dan disimpan dalam 

kantung plastik. Sedangkan peremajaan  Aspergillus sp. VTM5 dilakukan dengan 

menginokulasi satu ose isolat kedalam 5 ml media PDA miring, selanjutnya isolat 

diinkubasi 72 jam 30oC yang digunakan sebagai stok isolat kapang. 

b. Peremajaan isolat Saccharomyces cerevisiae 

Peremajaan isolat Saccharomyces cerevisiae dilakukan dengan 

menginokulasikan 1 ose isolat kedalam 10 mL media YPD agar pada cawan petri 

dengan cara streak plate kemudian, diinkubasi selama 72 jam pada suhu 30oC. 

Selanjutnya 1 ose isolat di subkultur pada 5 mL YPD agar miring pada tabung 

reaksi dan diinkubasi selama 72 jam pada suhu 30oC sebagai stok isolat khamir. 

c. Pembuatan substrat alkali kulit kopi. 

          Pembuatan substrat alkali ekstrak kulit buah kopi ini dilakukan melalui 2 

tahapan utama yaitu pembuatan serbuk kulit buah kopi dan substrat alkali ekstrak. 

Pembuatan serbuk kulit buah kopi dilakukan dengan mengeringkannya di bawah 

sinar matahari hingga kadar airnya mencapai kurang dari 1%, setelah itu kulit 

buah kopi yang sudah kering digiling dengan mesin penggiling. Sampel yang 

telah digiling kemudian diayak dengan menggunakan ayakan mikrobentos 200 – 

600 mikron. 

          Pada tahap kedua, yaitu pembuatan substrat alkali ekstrak dilakukan dengan 

cara mencampurkan sebanyak 200 gram bubuk kulit buah kopi dalam 80 gram 

NaOH 2M dan dilarutkan dalam 1000 ml aquadest. Hasil proses ini 

dihomogenkan dengan menggunakan magnetic stirer selama 24 jam. NaOH 

merupakan senyawa kimia yang mampu merusak struktur lignin bagian kristalin 

dan amorf ,mampu memisahkan sebagian lignin dan hemiselulosa, serta mampu 
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menyebabkan penggembungan struktur selulosa (Gunan et al., 2010). Setelah 24 

jam, pH larutan diatur hingga mencapai pH 7 dengan menambahkan larutan asam 

asetat (CH3COOH) sedikit demi sedikit. Kemudian hasil hidrolisis difiltrasi 

dengan menggunakan kertas saring hingga diperoleh filtrat. Filtrat selanjutnya 

diekstraksi menggunakan alkohol 97%  dengan perbandingan antara alkohol dan 

filtrat yaitu 6:4. Campuran tersebut kemudian disentrifugasi selama 3 menit 

hingga terbentuk pellet dan supernatant, supernatant kemudian di buang 

sedangkan pellet diambil dan dikeringkan pada suhu 50oC. 

d. Pembuatan Kurva Kepadatan Spora 

Kapang ditumbuhkan pada media agar kulit buah kopi alkali 0.1%. Media 

agar kulit buah kopi alkali 0.1% dibuat dengan mencampurkan 0.1 gram ekstrak 

alkali dan 1.7 gram agar dalam 100 mL akuadest diatas hot plate hingga larut. 

Media disterilisasi dan diinkubasi selama 3 hari. Satu ose isolat kapang umur 3 

hari yang telah diremajakan diinokulasikan pada media agar kulit buah kopi alkali 

0.1% dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30oC. Setiap 24 jam dilakukan 

perhitungan spora dengan menambahkan 1 mL aquadest pada tabung biakan dan 

dikerik menggunakan ose kemudian dituang kedalam 9 mL aquadest steril, 

kemudian jumlah spora dihitung menggunakan Haemocytometer dengan rumus: 

S = 
𝑛

𝐿 𝑋 ℎ 𝑋 𝑑
 𝑋 103 

Keterangan : S = jumlah spora 

                      n = rata- rata jumlah spora 

                      L = luas bidang pandang (0,04 mm2) 

                      h = kedalaman bidang hitung (0,1 mm) 

                      d = faktor pengenceran (10-1) 

                   103 = volume suspense yang diambil (µL) 

e. Penentuan kadar air pembuatan substrat jenuh air kulit kopi. 

Kulit buah kopi ditimbang sebanyak 5 gram yang kemudian dimasukkan 

kedalam kantong teh dan direndam didalam aquadest selama 30 menit. Kantong 

yang berisi kulit buah kopi digantung hingga air tidak menetes lagi kemudian 

ditimbang untuk mengetahui berat basahnya. Selanjutnya kulit buah kopi dioven 
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pada suhu 50oC selama 6 jam  dan ditimbang, kemudian dioven kembali pada 

suhu 50oC selama 6 jam dan ditimbang, sampai hasil yang didapatkan konstan 

untuk mengetahui berat kering. Selisih antara berat basah dan berat kering 

merupakan kadar air kulit buah kopi. 

Setelah diketahui kadar air, selanjutnya digunakan untuk membuat substrat 

kulit kopi jenuh air dengan cara sebanyak 50 gram substrat kulit kopi dimasukkan 

kedalam erlenmeyer 250 ml kemudian ditambahkan air sesuai kadar air yang telah 

dihitung. Selanjutnya dilakukan sterilisasi pada substrat tersebut menggunakan 

autoklaf pada suhu 121oC selama 20 menit. 

f. Pembuatan larutan Somogyi dan Nelson 

Larutan Somogyi dan Nelson digunakan untuk menganalisis gula reduksi 

ekstrak kasar enzim. Larutan Somogyi dibuat dengan mencampurkan 4 jenis 

larutan yaitu larutan 1, larutan 2, larutan 3, dan larutan 4. Larutan 1 terdiri atas 24 

gram Na2SO3 dan 12 gram potassium sodium yang dilarutkan dalam 240 ml 

aquadest, larutan 2 terdiri atas 1 gram CuSO4.5H2O yang dilarutkan dalam 40 ml 

aquadest kemudian ditambahkan 16 gram NaHCO3, larutan 3 merupakan hasil 

campuran dari larutan 1 dan larutan 2, sedangkan larutan 4 dibuat dengan 

melarutkan 180 gram Na2SO4 kedalam 300 ml aquadest sambil dipanaskan hingga 

mendidih. Larutan 3 dan larutan 4 kemudian dicampur dan ditambah dengan 

aquadest hingga volumenya mencapai 1000 ml. Larutan ini kemudian diinkubasi 

pada suhu 37oC selama 24 jam dalam botol gelap, setelah 24 jam larutan ini 

kemudian disimpan pada suhu 20oC – 40oC. 

Larutan Nelson dibuat dengan mencampurkan 2 buah larutan. Larutan 

pertama dibuat dengan melarutkan 50 gram (NH4)MO7O24.4H2O dalam 500 ml 

aquadest dan ditambahkan 46 ml sulfanic acid. Larutan kedua dibuat dengan 

melarutkan 6 gram Na3AsO4.7H2O dalam 25 ml aquadest. Kedua larutan ini 

kemudian dicampurkan dan ditambahkan dengan aquadest hingga volumenya 

mencapai 1000 ml. Larutan ini kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 

jam dalam botol gelap, setelah 24 jam larutan ini kemudian disimpan pada suhu 

20oC – 40oC. 
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g. Pembuatan Kurva Standart Glukosa 

Kurva standart glukosa dibuat dengan menggunakan analisis gula reduksi 

menggunakan metode Somogyi – Nelson. Sebanyak 0.01 gram glukosa dilarutkan 

dalam aquadest hingga 100 ml. Perlakuan ini merupakan larutan standart dengan 

konsentrasi 100 µg/ml. Kurva standart ini menggunakan pengenceran dengan 

konsentrasi 0, 20, 40, 60, 80, 100 µg/ml, kemudian ditambah 0.5 ml reagen 

Somogyi pada masing – masing tabung dan dipanaskan pada penangas air selama 

15 menit. Kemudian didinginkan dan ditambah 0.5 ml reagen Nelson dan 2.5 ml 

aquadest. Masing – masing larutan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

500 nm. Kurva standart dibuat dengan membuat grafik hubungan antara kadar 

glukosa dengan absorbansi gula reduksi hasil hidrolisis. 

h. Pembuatan Kurva Standart Populasi Yeast 

Pembuatan media YPD agar pada cawan petri untuk peremajaan isolat, 

YPD cair pada erlenmeyer sebagai media pertumbuhan dan YPD cair tanpa 

inokulum untuk seri pengenceran. Stok isolat Saccharomyces cerevisiae 

diinokulasikan 1 ose pada media YPD agar pada cawan petri dan diinkubasi 

selama 3 hari pada suhu 30oC, kemudian 1 ose koloni tunggal dari stok cawan 

petri diinokulasikan pada 20 mL YPD cair dan diinkubasi shaker selama 3 hari 

pada suhu 30oC. dilakukan seri pengenceran Saccharomyces cerevisiae sebagai 

berikut: 

Kontrol : 0 µL suspensi yeast + 1000 µL YPD cair tanpa inokulum 

Pengenceran 5X : 200 µL suspensi yeast + 800 µL YPD cair tanpa inokulum 

Pengenceran 4X:  400 µL suspensi yeast + 600 µL YPD cair tanpa inokulum 

Pengenceran 3X : 600 µL suspensi yeast + 400 µL YPD cair tanpa inokulum 

Pengenceran 2X : 800 µL suspensi yeast + 200 µL YPD cair tanpa inokulum 

Pengenceran 0X : 1000 µL suspensi yeast + 0 µL YPD cair tanpa inokulum 

Selanjutnya setiap seri pengenceran diukur absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm dengan 3 kali pengulangan 

dilanjutkan menghitung populasi Saccharomyces cerevisiae dengan menggunakan 

Haemocytometer. Perhitungan populasi PST pada Haemocytometer dilakukan 

dengan menghitung sel pada 25 kotak sedang dengan 3 kali pengulangan. 
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3.3.2 Hidrolisis Kulit Kopi Oleh Aspergillus sp. VTM5 

 

a. Optimasi hidrolisis kulit kopi oleh kapang Aspergillus sp. VTM5 

Optimasi hidrolisis dilakukan untuk mengetahui waktu terbaik yang 

dibutuhkan kapang dalam menghasilkan gula reduksi. Optimasi ini dilakukan 

dengan menginokulasi 1 ml suspensi Aspergillus sp. VTM5 yang telah diinkubasi 

sesuai dengan waktu inkubasi kepadatan spora pada 10 gram substrat kulit buah 

kopi. Kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama 7 hari dengan pemanenan gula 

reduksi setiap hari mulai hari ke-1 hingga hari ke-7. Hidrolisat yang didapatkan 

kemudian dianalisis gula reduksi menggunakan Somogyi-Nelson. Kemudian hasil 

gula reduksi yang diperoleh dibandingkan dengan kurva standart glukosa yang 

telah dibuat sebelumnya. 

b. Hidrolisis kulit buah kopi oleh kapang Aspergillus sp. VTM5 

Sebanyak 200 gram substrat kulit buah kopi jenuh air steril dalam 20 

erlenmeyer diinokulasikan dengan kapang Aspergillus sp. VTM5 yang 

selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu 37oC dengan waktu inkubasi terbaik 

yang telah dilakukan sebelumnya pada optimasi hidrolisis kulit buah kopi, 

kemudian substrat disterilkan menggunakan autoclave. Setelah itu dilakukan 

pemanenan hidrolisat hasil hidrolisis. 

c. Pemanenan hidrolisat hasil hidrolisis kulit kopi 

Pemanenan dilakukan menggunakan penambahan 1% NaCL dan 0.01% 

NaAzide dalam 400 mL aquadest kedalam hidrolisat dengan perbandingan 1:2. 

Kemudian dilakukan shaker selama 12 jam pada suhu ruang untuk dihomogenkan. 

Selanjutnya difiltrasi menggunakan kaca Buchner filter corong hingga diperoleh 

hidrolisat hasil fermentasi kulit buah kopi. Hidrolisat tersebut disentrifugasi 

dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit untuk memisahkan filtrat dari pellet 

yang masih tersisa, kemudian difilter menggunakan minipore filter. 

d. Analisis  gula reduksi dengan metode Somogyi dan Nelson 

Sebanyak 0.5 ml hidrolisat ditambah 0.5 ml reagen Somogyi yang 

berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatis dan kemudian dididihkan pada 

penangas air selama 15 menit. Setelah dingin, ditambahkan 0.5 ml reagen Nelson 
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yang berfungsi untuk mengikat gula reduksi hasil hidrolisat substrat. Selanjutnya 

ditambahkan 2.5 ml aquadest dan diukur nilai absorbansi menggunakan 

spectrofotometer dengan panjang gelombang 500 nm. Data absorbansi diplot pada 

persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva standart glukosa yang nantinya 

dibandingkan dengan larutan standart glukosa. 

3.3.3 Pertumbuhan PST Saccharomyces cerevisiae Pada Media Hasil 

Hidrolisat Kulit Buah Kopi 

 

a. Penentuan konsentrasi hidrolisat kulit kopi dan waktu optimum 

pertumbuhan PST Saccharomyces cerevisiae. 

Koloni tunggal Saccharomyces cerevisiae sebanyak 1 ose diinokulasikan 

pada 20 ml media YPD cair kemudian diinkubasi shaker 120 rpm, 72 jam sampai 

kultur menjadi keruh. Selanjutnya sebanyak 100 µl dari kultur diinokulasikan 

pada 50 mL  hidrolisat kulit buah kopi steril yang telah dilakukan pengenceran 

2X, 3X, 4X dan 5X dari konsentrasi awal dengan 2 kali ulangan. Kultur 

Saccharomyces cerevisiae pada hidrolisat kulit buah kopi diinkubasi shaker 120 

rpm, 72 jam dan setiap interval 6 jam dilakukan pengambilan sampel sebanyak 1 

mL yang akan digunakan untuk pengukuran jumlah sel dan konsumsi dari gula 

reduksi yang dimiliki oleh hidrolisat. 

b. Perhitungan jumlah populasi Saccharomyces cerevisiae pada hidrolisat 

kulit kopi 

     Sampel kultur Saccharomyces cerevisiae pada variasi konsentrasi dan 

interval jam diambil sebanyak 100 µl kemudian ditambahkan aquadest 900 µl       

(pengenceran 10 kali). Selanjutnya perhitungan populasi dilakukan menggunakan 

spectrofotometer yang diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm. 

Hasil absorbansi yang didapat kemudian dimasukkan kedalam persamaan dari 

kurva standart hubungan jumlah populasi Saccharomyces cerevisiae pada 

spectrofotometer dan Haemocytometer. 

c. Analisis konsentrasi sisa gula reduksi hidrolisat kulit kopi 

Sampel kultur Saccharomyces cerevisiae pada variasi konsentrasi dan interval 

jam disentrifugasi 10.000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan filtrat dari sel. 
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Kemudian 50 µl filtrat ditambah aquadest 450 µl kemudian ditambahkan 0.5 ml 

reagen Somogyi yang berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatis dan 

kemudian dididihkan pada penangas air selama 15 menit. Setelah dingin, 

ditambahkan reagen Nelson 0.5 ml yang berfungsi mengikat gula reduksi hasil 

hidrolisis substrat. Kemudian ditambahkan aquadest 2.5 ml dan diukur nilai 

absorbansinya dengan spectrofotometer pada panjang gelombang 500 nm. Data 

absorbansi diplot pada persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva standart 

glukosa yang nantinya dibandingkan dengan larutan standart glukosa.  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Aspergillus sp. VTM 5 mampu menghidrolisis substrat kulit kopi, waktu 

optimasi hidrolisis yaitu pada hari ke-5 dengan konsentrasi gula reduksi sebesar 

446.6 µg/ml. Hidrolisat hasil hidrolisis kulit kopi selanjutnya dijadikan sebagai 

medium tumbuh PST Saccharomyces cerevisiae. PST Saccharomyces cerevisiae 

mampu tumbuh pada media hidrolisat kulit kopi dengan pertumbuhan optimum 

terjadi pada konsentrasi tanpa pengenceran yaitu jumlah sel sebesar 2.9x106 sel/ml 

selama waktu inkubasi 48 jam.  

5.2 Saran 

 Penelitian ini merupakan langkah awal pengkajian pemanfaatan limbah kulit 

kopi sebagai salah satu alternatif media pertumbuhan protein sel tunggal 

Saccharomyces cerevisiae. Untuk penelitian selanjutnya sebaiknya dilakukan juga 

pengkajian terhadap parameter yang lain seperti suhu, pH, dan lain lain untuk 

mengoptimalkan pertumbuhan protein sel tunggal Saccharomyces cerevisiae. 
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LAMPIRAN 

 

A.KOMPOSISI MEDIA 

A.1 Komposisi Media Potato Dextrose Agar (PDA) 

No. Bahan Jumlah 

1 Kentang 200 gram 

2 Dextrose 20 gram 

3 Agar 15 gram 

4 Akuadest 1000 ml 

Langkah Pembuatan 

1. Memanaskan Beaker glass berisi akuades kurang lebih 1000 ml diatas hot 

plate. 

2. Menimbang dextrose 20 gram dan Bacto-Agar 15 gram dengan 

menggunakan aluminium foil sebagai tempat bahan sesuai dengan takaran 

masing-masing. 

3. Mengupas kentang kemudian  menimbang seberat 200 gram, lalu dicuci 

dan setelah agak kering dipotong seperti dadu. 

4. Memasukkan kentang yang telah dipotong seperti dadu ke dalam akuades 

pada butir 1 yang telah mendidih, sambil sekali-kali diaduk sampai 

mendidih, setelah mendidih biarkan dalam keadaan tersebut sampai ±15 

menit. Hal ini bertujuan untuk meluruhkan sari-sari kentang. 

5. Menyaring air kentang dengan cara: diatas Beaker glass kosong diberi 

saringan teh yang berisi kapas bersih, kemudian tuangkan rebusan kentang 

tadi; ukur filtrat (sari kentang) dengan menggunakan gelas ukur, jika 

hasilnya kurang dari 1000 ml maka harus ditambahkan akuades sampai 

1000 ml yang dilakukan dengan cara; sisa rebusan kentang pada butir 4 

dibilas dengan akuades lalu digoyang-goyang kemudian disaring lagi. 

6. Menuang filtrat dari gelas ukur ke dalam Beaker glass (yang digunakan 

sebagai tempat menyaring pada butir 5), kemudian tambahkan Bacto-Agar 

dan Dextrose ke dalam filtrat. 
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7. Memanaskan medium dalam Beaker glass (pada butir 6) diatas hot plate 

sambil diaduk terus sampai mendidih (jangan sampai gosong). 

8. Mengangkat medium sesudah mendidih dan agar sudah larut seluruhnya, 

dari hot plate sampai terus diaduk.  

9. Memasukkan medium kedalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet 

ukur 10 ml dan penyedotnya (pipet filler). 

10. Menutup/menyumbat tabung reaksi dengan kapas sampai tertutup rapat 

(setiap 10 tabung reaksi, diatasnya ditutup dengan kertas sampul cokelat 

(warna yang mengkilap/permukaan licin berada diluar)), kemudian seluruh 

tabung reaksi diikat dengan karet gelang tahan panas. 

11. Melakukan sterilisasi dengan menggunakan autoclave pada tekanan 15 lbs 

atau 1 atm, suhu 121oC selama 15-20 menit. 

A.2 Komposisi Media Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YPDA) 

No. Bahan Jumlah 

1 Glukosa 20 gram 

2 Yeast Extract 10 gram 

3 Peptone 20 gram 

4 Agar 15 gram 

5 Aquadest 1000 ml 

Langkah Pembuatan 

1. Memanaskan beaker glass berisi akuades kurang lebih 1000 ml diatas hot 

plate. 

2. Menimbang glukosa 20 gram, yeast extract 10 gram, peptone 20 gram, dan 

agar 15 gram dengan menggunakan aluminium foil sebagai tempat bahan 

sesuai dengan takaran masing-masing. 

3. Memanaskan semua medium dalam beaker glass diatas hot plate sampai 

terus diaduk hingga mendidih (jangan sampai gosong). 

4. Mengangkat medium sesudah mendidih dan agar sudah larut seluruhnya 

dari hot plate dan terus diaduk. 

5. Memasukkan medium kedalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet 

ukur 10 ml dan penyedotnya (pipet filler). 
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6. Menutup/menyumbat tabung reaksi dengan kapas sampai tertutup sangat 

rapat. 

7. Melakukan sterilisasi dengan menggunakan autoclave pada tekanan 15 lbs 

atau 1 atm, suhu 121oC selama 15-20 menit. 

A.3 Komposisi Media Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 

No. Bahan Jumlah 

1 Glukosa 20 gram 

2 Yeast Extract 10 gram 

3 Peptone 20 gram 

4 Aquadest 1000 ml 

Langkah Pembuatan 

1. Memanaskan beaker glass berisi akuades kurang lebih 1000 ml diatas hot 

plate. 

2. Menimbang glukosa 20 gram, yeast extract 10 gram, peptone 20 gram, dan 

agar 15 gram dengan menggunakan aluminium foil sebagai tempat bahan 

sesuai dengan takaran masing-masing. 

3. Memanaskan semua medium dalam beaker glass diatas hot plate sampai 

terus diaduk hingga mendidih (jangan sampai gosong). 

4. Mengangkat medium sesudah mendidih dari hot plate dan terus diaduk. 

5. Memasukkan medium kedalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet 

ukur 10 ml dan penyedotnya (pipet filler). 

6. Menutup/menyumbat tabung reaksi dengan kapas sampai tertutup sangat 

rapat. 

7. Melakukan sterilisasi dengan menggunakan autoclave pada tekanan 15 lbs 

atau 1 atm, suhu 121oC selama 15-20 menit. 
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B.KOMPOSISI REAGEN SOMOGYI – NELSON 

B.1 Komposisi Reagen Somogyi dalam 1 liter 

No. Bahan Rumus Kimia Jumlah 

1 Natrium Karbonat Na2CO3 24 gram 

2 Potassium Sodium Tetrate 

Tetrahidrat 

C4H4KnaO.4H2O 12 gram 

3 Kupfer (II) Sulfat Pentahydrat CuSO4.5H2O 40 ml 

4 Natrium Hydrogen Carbonat NaHCO3 16 gram 

5 Natrium Sulfat Na2SO4 180 gram 

6 Akuadest  1000 ml 

 

B.2 Komposisi Reagen Nelson dalam 1 liter 

No. Bahan Rumus Kimia Jumlah 

1 Ammonium 

Molibdat 

(NH4)Mo7O24.4H2O 50 gram 

2 Sodium Arsenat Na3AsO4.7H2O 6 gram 

3 Sulfuric Acid H2SO4 46 ml 

4 Aquadest  1000 ml 

 

C. STANDART GLUKOSA 

C.1 Tabel Standart Glukosa 

Konsentrasi Absorbansi (500 nm) 

0 0 

20 0.01 

40 0.08 

60 0.14 

80 0.19 

100 0.25 
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C.2 Kurva Standart Glukosa 

 

D.Pertumbuhan Aspergillus sp. (VTM5) 

D.1 Jumlah Spora Aspergillus sp. (VTM5) 

Hari Jumlah Spora/ml 

1 8x106 

2 8.15x107 

3 1.427x108 

4 1.69x108 

5 1.107x108 

6 4.62x107 

7 2.72x107 
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E.HASIL OPTIMASI WAKTU HIDROLISIS KULIT KOPI 

E.1 Hasil Optimasi Waktu Hidrolisis Kulit Kopi oleh Aspergillus sp. VTM5 

Waktu (Hari) Gula Reduksi (µg/ml) 

1 3.07 

2 9.42 

3 10.96 

4 19.61 

5 27.69 

6 8.65 

7 4.80 

 

F. HASIL HIDROLISIS KULIT KOPI 

F.1 Hasil Hidrolisis Kulit Kopi oleh Aspergillus sp. VTM5 

Ulangan Gula Reduksi (µg/ml) 

1 440.6 

2 428.3 

3 451.7 

4 445.2 

5 467.1 

 

G.STANDART POPULASI Saccharomyces cerevisiae PADA   

HAEMOCYTOMETER DAN SPEKTROFOTOMETER 

G.1 Hasil Standart Populasi Saccharomyces cerevisiae Pada Haemocytometer 

dan Spektrofotometer 

Konsentrasi Absorbansi (600 nm) Jumlah Sel/ml 

Kontrol 0 0 

5X 0.345 3550000 

4X 0.470 6530000 

3X 0.556 9056667 

2X 0.577 13870000 

Tanpa Pengenceran 0.611 17553333 
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G.2 Kurva Standart Populasi Saccharomyces cerevisiae pada 

 Haemocytometer dan Spektrofotometer 
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