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Abstract

The Indonesia needs of Bioethanol were 390.000 KL in 2012, but the local ethanol production only able to
cover less than 4% from the needed. The high demand of the bioethanol encourage for another innovation in ethanol
production more efficient and effectively. Seaweeds and the residua pulp of Gracilaria sp. could be useful as
substrate for bioethanol production, because of the high amount of polysaccharide, cellulose and galactan type.
Unfortunately, this cellulose and galactan had through the saccharification process first, before they can be used as
substrates in bioethanol production. This study examined the difference between two saccharification process which
are acid hydrolisis using H,SO,4 1% and enzymatic process using Aspergillus niger on the use seaweed and the
residua pulp of Gracilaria sp. for bioethanol production. Bioethanol production been conducted for 5 days and in
each 24 hour, the sampling for cell number variable, reduction sugar amount variable, and medium fermentation pH
variable had been retrieved. The ethanol amount calculation in the last incubation phase conducted using distillate
fermentation spesific gravity methode. The highest ethanol was obtained 5,50% by treatment using seaweed
medium with acid hydrolisis. The anova analysis result showed that interaction between medium variable and
hydrolisis didn’t have signifficant influence toward ethanol product. It showed that seaweed and the residual pulp of
Gracilaria sp. had same quality and they can be useful as main component of bioethanol production which are
hydrolisis by enzymatic or acid hydrolisis.
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Abstrak

Kebutuhan bioetanol di Indonesia secara nasional pada tahun 2012 sekitar 390.000 kiloliter, akan tetapi
produksi bioetanol yang ada di dalam negeri hanya mampu memenuhi kurang dari 4% saja dari yang dibutuhkan.
Tingginya kebutuhan tersebut mendorong untuk melakukan inovasi dalam produksi bioetanol agar efektif dan
efisien. Rumput laut dan limbah agar Gracilaria sp. dapat digunakan sebagai substrat untuk produksi bioetanol,
karena memiliki banyak kandungan polisakarida jenis selulosa dan galaktan. Namun, selulosa dan galaktan ini harus
melaui tahapan sakarifikas terlebih dahulu untuk dapat dijadikan sebagai substrat dalam produksi bioetanol.
Penelitian ini mengkaji perbedaan metode sakarifikasi, yaitu hidrolisis secara asam menggunakan H,SO,4 1% dan
secara enzimatis menggunakan Aspergillus niger pada penggunaan bahan baku rumput laut dan limbah agar
Gracilaria sp. untuk produksi bioetanol. Produksi bioetanol dilakukan selama 5 hari dan setiap 24 jam sekali
dilakukan sampling untuk variabel jumlah sel, kadar gula reduksi dan pH medium fermentasi, untuk penghitungan
variabel kadar etanol dilakukan pada masa akhir inkubasi menggunakan metode berat jenis destilat fermentasi.
Kadar etanol tertinggi sebesar 5,50 % diperoleh dari perlakuan yang menggunakan medium rumput laut dengan
hidrolisis asam. Hasil uji anova menunjukkan bahwa hasil interaksi variabel medium dan hidrolisis tidak
memberikan pengaruh nyata terhadap kadar etanol yang dihasilkan. Hal tersebut menunjukkan bahwa rumput laut
dan limbah agar Gracilaria sp. memiliki kualitas yang sama baiknya untuk dijadikan bahan baku produksi bioetanol
baik hidrolisis secara enzimatis maupun secara asam.

Kata Kunci : Gracilaria sp., limbah agar, sakarifikasi, gula reduksi, kadar etanol

PENDAHULUAN per tahun, akan tetapi pabrik bioetanol yang ada di

Kebutuhan bioetanol di dunia sangat tinggi,  dalam negeri hanya mampu memenuhi kurang dari
seperti halnya di negara Indonesia kebutuhan 4% saja dari yang dibutuhkan (Susilawati, 2012).
bioetanol secara nasional sekitar 390.000 kiloliter ~ Kebutuhan pemenuhan bioetanol yang tinggi
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tersebut mendorong untuk melakukan inovas
dalam produks bioetanol agar dapat berjalan
efektif dan efisien, sehingga mampu memenuhi
kebutuhan yang ada.

Pabrik bioetanol yang ada di Indonesia
memproduksi etanol dari bahan baku singkong,
tebu, ubi jalar dan jagung. Bahan-bahan baku
tersebut termasuk dalam tanaman pangan yang
pembudidayaannya masih terbatas, lambat,
memerlukan lahan yang Iluas dan dapat
menimbulkan  persaingan dengan kebutuhan
pangan manusia. Ketersediaan bahan baku yang
seringkali  dalam  kondisi  terbatas tersebut
mengakibatkan produksi bioetanol belum hisa
optimal (Susilawati, 2012). Kondis tersebut
mendorong pencarian sumber bahan baku
aternatif yang ketersediaannya melimpah dan
kontinyu sepanjang tahun.

Rumput laut merupakan salah satu jenis
bahan yang potensial untuk dijadikan bahan baku
dalam produks bioetanol. Produktivitas rumput
laut setiap tahunnya dapat menghasilkan 19.000
liter bioetanol per hektar. Produktivitas tersebut
lima kali lebih besar jika dibandingkan dengan
jagung dan dua kali lebih besar dibandingkan
dengan tebu. Rumput laut hanya membutuhkan
kurang dari 3% dari perairan pesisir dunia untuk
menghasilkan rumput laut yang cukup untuk
menggantikan 60 miliar galon bahan bakar fosil
(Sanglap, 2012).

Rumput laut Gracilaria sp. termasuk jenis
alga merah yang memiliki tingkat reproduksi cepat
yaitu sekitar 7-13% dan dapat bertambah sampai
20% tingkat pertumbuhannya dalam sehari.
Gracilaria sp. memiliki kandungan galaktan
sebanyak 54,4% dan sdulosa sebanyak 19,7%
(Kim et al., 2008). Adanya galaktan dan selulosa
di daam rumput laut tersebut, rumput laut
Gracilaria sp. dapat dijadikan sebagai bahan baku
alternatif penghasil bioetanol. Produksi bioetanol
yang telah dilakukan Sari, dkk. (2010)
menggunakan bakteri Clostridium acetobutylicum
dengan sistem fermentas simultan memperoleh
21,56% hioetanol dari 1 kg selulosa alga merah
Gracilaria verrucosa dan 18,4% dari Eucheuma
cottoni. Produksi bioetanol tersebut menggunakan
sissem fermentas simultan, sehingga kurang
efisien karena membutuhkan waktu fermentas
selama 10 hari.

Bahan baku lainnya yang potensial untuk
bioetanol adalah limbah agar yang diperoleh dari
pabrik penghasil agar-agar. Proses pengolahan
agar-agar dari rumput laut kelas Rhodophyceae
(alga merah) menghasilkan hasil samping berupa
limbah agar. Limbah agar mengandung selulosa,
lignin, hemisdulosa, pektin dan bahan-bahan
organik lain (Fahriani dkk., 2007). Penelitian yang
telah dilakukan oleh Devis (2008) menghasilkan

kadar etanol 4,15% dari produks bioetanol
berbahan baku ampas rumput laut kering
Eucheuma cottoni.

Sentra pertanian rumput laut Gracilaria sp.
salah satunya terdapat di daerah Brebes, tepatnya
di desa Randusanga kecamatan Brebes. Sebagian
besar penduduk desa tersebut bekerja sebagai
petani tambak rumput laut yang dapat
menghasilkan 500 ton rumput laut kering
perbulannya (Widiyantoro, 2011). Di desa tersebut
terdapat satu Usaha Kecil Menengah (UKM)
Tunas Harapan yang mengolah rumput laut
Gracilaria sp. menjadi produk agar kertas. Proses
produksi agar kertas dari UKM Tunas Harapan
tersebut menghasilkan produk samping berupa
limbah agar yang belum dimanfaatkan secara
optimal, karena hanya digunakan sebagai bahan
tambahan pakan ternak. Berdasarkan hasil andisa
proksimat yang telah dilakukan pada limbah agar
dari UKM Tunas Harapan kadar karbohidratnya
masih sangat tinggi vyaitu sebesar 72,17%.
Tingginya karbohidrat tersebut cukup potensial
untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku produksi
bioetanol.

Bioetanol dapat dibuat secara fermentas
oleh khamir S cerevisiae dari bahan polisakarida
yang terdapat pada rumput laut dan limbah agar
Gracilaria sp. dengan syarat dilakukan tahapan
sakarifikasi terlebih dahulu. Salah satu jenis
polisakarida yang terdapat di dalam rumput laut
dan limbah agar Gracilaria sp. adalah selulosa
Hidrolisis sempurna selulosa akan menghasilkan
monomer selulosa yaitu glukosa. Selulosa dapat
dihidrolisis menjadi glukosa dengan menggunakan
media air dan dibantu dengan katalis asam atau
enzim. Hidrolisis selulosa dapat dilakukan dengan
menggunakan larutan asam seperti asam sulfur
(H,SO,) atau secara enzimatis menggunakan
enzim selulase dari Aspergillus niger (Eshaq et al.,
2011). Optimas metode sakarifikas untuk bahan
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baku dengan kandungan utama sdulosa
merupakan faktor yang dapat meningkatkan
produksi bioetanal.

Efisensi dan efektifitas proses produks
bioetanol memerlukan beberapa teknik produksi
agar dapat mengurangi biaya yang dikeluarkan
untuk produksi dalam pemakaian medium dan
energi. Penelitian ini akan mengkaji perbedaan
metode sakarifikasi yaitu hidrolisis secara asam
menggunakan H,SO, dan secara enzimatis
menggunakan enzim selulase dari A. niger
terhadap penggunaan bahan baku rumput laut
Gracilaria sp. dan limbah agar pada produksi
bioetanol. Pendlitian bertujuan untuk mengkaji
penggunaan metode sakarifikas bahan baku
rumput laut dan limbah agar Gracilaria sp. untuk
produksi bioetanol serta mengkaji produksi
bioetanol dari rumput laut dan limbah agar
Gracilariasp. oleh S cerevisiae.

BAHAN DAN METODE
1. Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium
Biokimia Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Matematika Universitas Diponegoro dari  bulan
Maret-Juli tahun 2013.

2.CaraKerja
a. Stock pembiakan dan peremajaan A. niger

A. niger diinokulas pada medium PDA dan
diinkubas selama 5 hari pada suhu 30°C,
selanjutnya ditumbuhkan pada medium PDB dan
diinkubas sdlama 5 hari pada suhu ruang
menggunakan orbital shaker dengan kecepatan 120
rpm (Eshag et al.,2011)

b. Stock pembiakan dan peremajaan S cerevisiae

S cerevisiae dari stock diinokulasi pada 50
ml medium (glukosa 10 g/l; Yeast extract 1,0 g/l;
(NH,),S0,, 0,1 g/l) dalam erlenmeyer, kemudian
diinkubas pada suhu 30°C sdama 24 jam
menggunakan orbital shaker dengan kecepatan 100
rpm (Samsuri dkk., 2007).

Cc. Preparas rumput laut dan
Gracilaria sp.

Preparas rumput laut dan limbah agar
Gracilaria sp. terdiri dari dua langkah vyaitu
pengeringan dan penggilingan, kemudian disaring
menggunakan saringan + 30 mesh sehingga

limbah agar

diperoleh tepung rumput laut dan limbah agar

Gracilaria sp.

d. Sakarifikas tepung rumput laut dan limbah
agar Gracilaria sp.

Tahapan sakarifikas pada tepung rumput
laut dan limbah agar Gracilaria sp. bertujuan
untuk menghidrolisis selulosa menjadi  bentuk
monosakarida  seperti  glukosa.  Sakarifikas
dilakukan dengan dua perlakuan yang berbeda
yaitu hidrolisis asam menggunakan H,SO, 1%
(v/v) dan hidrolisis enzimatis menggunakan jamur
A. niger.

Hidrolisis enzimatis dilakukan dengan cara
sebagal berikut: 3 g tepung rumput laut atau
limbah agar Gracilaria sp., urea 0,3 g,
(NH,),S0O,4 1,3 g¢/l, KH,PO, 2 g/l, CaCl, 0,3 g/,
MgSO.,.7H,O 0,3 g/l, Protease peptone 1,0 g/l,
FeS0,.7H0 5mg/l,MnSO,.7H,01,6 mg/l,
ZnS0,.7H,0 1,6 mg/ml, CoCl, 2 mg/l dan 100 ml
akuades dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 ml.
Medium disterilisass  menggunakan autoklaf,
selanjutnya medium yang sudah steril tersebut
diinokulas dengan 10 ml A. niger dari medium
PDB, diinkubasi pada suhu 30°C selama+ 3 hari.

Setelah diinkubasi selama 3 hari dan sudah
tercapai waktu optimal hidrolisis enzimatis, maka
selanjutnya miselium A. niger yang ada di dalam
medium dihilangkan secara aseptis, dn selanjutnya
dilakukan penambahan nutriss NPK 0,04% dan
NH»S0, 0,15% digunakan untuk proses fermentasi
(Eshag et al., 2011).

Hidrolisis asam dilakukan dengan cara
sebagal berikut: 3 g tepung tepung rumput laut
atau limbah agar Gracilaria sp. dan 100 ml H,SO,
1% (v/v) dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250

ml, kemudian diautoklaf. Medium tersebut
selanjutnya didinginkan pada suhu ruang,
selanjutnya hidrolisat didetoksifikasi

menggunakan larutan NH,OH hingga pH 10 dan
selanjutnya pH diturunkan menjadi 5. Medium
fermentasi tersebut dilakukan penambahan nutrisi
NPK 0,04% dan NH,SO, 0,15% ke daam
medium, selanjutnya, medium dipanaskan pada
suhu 105°C selama 15 menit (Susmiati, 2011).
e. Pembuatan Medium Fermentas

Medium fermentasi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 100 ml hidrolisat dalam
erlenmeyer 250 ml untuk masing-masing
perlakuan pendlitian.
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f. Pembuatan Starter

Langkah pertama pembuatan starter
dilakukan dengan menginokulasikan kultur khamir
S cerevisiae hasil peremajaan dari kultur cair ke
dalam 100 ml medium fermentasi, kemudian
diinkubas pada suhu kamar sampa terjadinya
pertengahan fase logaritmik (Samsuri dkk., 2007).
0. Produksi Bioetanol

Produks bioetanol dilakukan dengan
menginokulasikan 10% (v/v) starter kultur S
cerevisiae ke dalam 100 ml medium fermentas,
diinkubas pada suhu kamar sedama 5 hari.
Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali.
(Eshaq etal., 2011).
h. Pengukuran pH

Pengukuran pH medium dilakukan untuk
mengetahui ada tidaknya perubahan pH medium.
Perubahan pH yang terjadi mengindikasikan
terjadinya aktivitas biologis yang dilakukan oleh

bakteri. Nila pH medium diukur dengan
menggunakan pH meter (Atmodjo, 2006).
i. Penghitungan jumlah mikroba

Pertumbuhan populasi khamir di dalam

medium fermentasi selama proses produksi
bioetanol dihitung dengan menambahkan 0,1 ml
sampel medium ke dalam grid hemositometer dan
jumlah sel khamir dihitung dibawah mikroskop
(Fawole and Oso, 2004).

j. Pengukuran gulareduks

Pengukuran gula redukss menggunakan
metode 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS). Sampd
sebanyak 1 ml ditambah 1 ml reagen DNS
kemudian dicampur dan di panaskan pada suhu
100°C selama 10 menit. Pengukuran gula reduksi
dilakukan dengan spektofotometer dengan panjang
gelombang 570 nm. Kandungan gula reduks
ditentukan berdasarkan kurva standar glukosa
(Zakpaa et al., 2009).

k. Pengukuran kadar etanol
jenis)

Pengukuran kadar etanol dilakukan secara
tidak langsung melalui penetapan pengukuran
berat jenis hasil destilasi. Hasil fermentasi masa
inkubasi 120 jam dimasukkan ke dalam labu
destilasi, selanjutnya dipanaskan pada suhu 78°C
dan hasil destilasi ditampung dalam botol
penampung. Hasl| destilas selanjutnya
dimasukkan ke dalam piknometer 25 ml dan

(penetapan  berat

ditimbang. Berat
menggunakan rumus :

jenis dedtilat  ditentukan

Keterangan:

A: Berat jenis destilat

D: Berat piknometer yang berisis destilat (gr)
P : Berat piknometer kosong (gr)

W: Berat piknometer yang berisi air suling (gr)

Kadar etanol ditentukan dengan cara
mengkonversi berat jenis ke kadar etanol dengan
bantuan tabel hubungan berat jenis dengan kadar
etanol pada berbagai temperatur (Mardoni dan
Y etti, 2009).

3. Rancangan Pendlitian

Rancangan penelitian pada tahap fermentas
bioetanol menggunakan rancangan acak lengkap
faktorial. Faktor pertama adalah variasi hidrolisis,
sedangkan faktor kedua adalah variasi medium
fermentasi. Masing-masing perlakuan diulang
sebanyak 3 kali.

4. Analisis Data

Analisis data yang berdistribusi normal dan
memiliki kesamaan varians maka untuk
mengetahui pengaruh perlakuan yang diuji
menggunakan Analysis of Variances (ANOVA)
dengan uji lanjut Duncan Multiple Range Test
(DMRT) untuk semua variabel pada taraf
signifikasi sebesar 5%. Data yang sudah dilakukan
transformasi, namun tetap tidak berdistribus
normal dan tidak memiliki kesamaan varians maka
dianalisis menggunakan uji Kruskal-Wallis
(Dahlan, 2008).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Gula Reduksi Medium Produksi Bioetanol
Biomassa rumput laut dan limbah agar
Gracilaria sp. dapat digunakan sebaga substrat
untuk produksi bioetanol, karena biomassa
tersebut memiliki banyak kandungan polisakarida
jenis selulosa dan galaktan. Namun, selulosa dan
gaaktan ini harus melaui tahapan sakarifikas
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terlebih dahulu untuk dapat dijadikan sebagal
substrat dalam produks bioetanol. Metode
sakarifikasi dapat dilakukan dengan hidrolisis,
yaitu proses pemecahan molekul kompleks
menjadi molekul sederhana pada media air dengan
menggunakan katalis asam atau enzim. Hidrolisis
secara kimiawi dengan menggunakan asam sulfat,
sedangkan secara enzimatis dapat memanfaatkan
enzim dari kapang Aspergillus niger (Kim et d.,
2008).

Gula reduksi merupakan gula sederhana
hasil hidrolisis karbohidrat kompleks.
Ketersediaan gula reduksi dalam medium produksi
bioetanol merupakan salah satu unsur penting bagi
pertumbuhan S cerevisae karena berfungs
sebagai sumber karbon untuk pembentukan energi.
Kadar gula reduksi yang tersedia dalam medium
produksi bioetanol selama masa inkubasi 120 jam
dapat dilihat pada Gambar 1.

5,00
1,00 T

Kadar gulareduksi (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Waktu Inkub asi (jam)

Gambar 1. Ketersediaan gula reduksi dalam medium
fermentasi selama produksi bioetanol
Keterangan:

- MjHg : kontrol medium rumput laut Gracilaria sp.
2MoHy : kontrol medium limbah agar Gracilaria

“hitiap,
i H,; - medium hidrolisis enzimatis rumput laut
WHGracilaria sp.
—"#¥H, - medium hidrolisis enzimatis limbah agar
idsracilaria sp.
——miyH, : medium hidrolisis asam rumput laut
marracilaria sp.
M,H, : medium hidrolisis asam limbah agar
Gracilaria sp.

Berdasarkan hasil uji  kruska wallis
menunjukkan bahwa kombinas variabel medium
dan hidrolisis yang berbeda berpengaruh terhadap
kadar glukosa yang dihasilkan pada masa inkubasi
0 jam hingga 120 jam. Penggunaan jenis medium
dan hidrolisis yang berbeda mampu menyebabkan
terjadinya perbedaan terhadap kadar glukosa yang
dihasilkan pada masing-masing perlakuan.

Kadar gula reduksi tertinggi diperoleh pada
perlakuan M2H1, yang menggunakan hidrolisis
secara enzimatis untuk memecah polisakarida
yang ada pada limbah agar. Kapang A. niger
mampu menghasilkan gula reduksi sebesar 4,27
mg/ml untuk limbah agar dan untuk rumput laut
Gracilaria sp. sebesar 0,99 mg/ml. Hasil tersebut
lebih besar dibandingkan hidrolisis selulosa oleh
kapang A. niger pada serbuk gergaji, bagas dan
pulp yaitu sebesar 0,38 mg/ml, 0,55 mg/ml dan
0,53 mg/ml (Chinedu et al., 2008).

Kadar gula reduksi yang dihasilkan pada
perlakuan dengan menggunakan hidrolisis asam
cenderung lebih rendah dibandingkan pada
perlakuan yang menggunakan hidrolisis secara
enzimatis. Kadar gula reduks yang rendah
tersebut tidak menjadi hambatan untuk Igu
pertumbuhan khamir S cerevisiae pada perlakuan
M1H2 dan M2H2 (Gambar .2.). Pada perlakuan
tersebut khamir S cerevisiae tetap dapat tumbuh
dengan baik dan produk etanol yang dihasilkan
juga maksimal. Ketersediaan gula reduksi dalam
medium pertumbuhan merupakan salah satu unsur
tepenting penunjang keberlangsungan kehidupan
khamir, gula tersebut dapat dijadikan sebagai
sumber karbon untuk membentuk energi bagi
khamir S cerevisae selama fermentas. Kadar
gula reduks yang berada diluar kisaran norma
dapat mempengaruhi tekanan osmotik sel khamir
dan dapat mengganggu akitivitas metabolismenya
sehingga produk yang dihasilkan tidak dapat
maksimal (Bekers et al., 2000).

Kadar gula reduksi untuk medium rumput
laut Gracilaria sp. menghasilkan jumlah yang
lebih rendah dibandingkan dengan medium limbah
agar. Ha tersebut diduga karena rumput laut
Gracilaria sp. memiliki dinding se yang di
daamnya mash terdapat berbagai jenis
polisakarida kompleks seperti galaktan dan
selulosa (Goh and Lee, 2010; Adams &t al., 2011).
Perbedaan jenis polisakarida tersebut dapat
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mempengaruhi  aktivitas  hidrolisis.  Semakin
kompleks jenis polisakarida, maka akan semakin
sulit katalis untuk melakukan degradasi.

Jenis polisakarida di rumput laut Gracilaria
sp. berbeda dengan jenis polisakarida yang ada di
limbah agar. Limbah agar merupakan produk
samping dari aktivitas industri agar kertas. Proses
industri agar kertas dilakukan melalui ekstraks
agar yaitu dengan perebusan Gracilaria sp. serta
menggunakan bahan pembantu seperti kapur tohor,
NaOH dan KCl (Murdinah dkk., 2012). Adanya
proses perebusan pada ekstraksi agar tersebut
dapat menyebabkan terjadinya  degradas
kandungan polisakarida yang ada dirumput laut
Gracilaria sp., sehingga limbah yang dihasilkan
memiliki_kandungan polisakarida dengan struktur
yang Iebgh aaderhana_ Berdasarkan hasil analisa
proksimak yang sudah dilakukan, kandungan
Zkarbohidi §0tal untuk limbah agar 72,17%
medangk rug\putlaut Gracilaria sp. 52,87%. Hal
Stersebut Qlduga merupakan salah satu faktor yang
=menyeba§)kart° Kadar gula medium rumput laut
~GraC|IarL% sg. menghasilkan jumlah yang lebih
mrendah dl})andl ngkan dengan medl um Ilmbah  agar

48Vaktu InkubagR (jam)

120
120

xPertumbuhan S cerewsm SElama Prod;uksu 120

Bioetanol

Waktu Inkubasi (jam)
faktor pertumbuhan™ S Wkt":":" 3‘&8.)
bioetanol N 7:0eng
fermentasi oleh S GRieMiRAS: jdafuk mengubah
karbohidrat menjadi etanol melaui  jalur
metabolismenya. Pola pertumbuhan S cerevisiae
selama masa inkubas pada produksi bioetanol
dapat dilihat pada Gambar 2.

Produksi

Produks’ bloetanol W,%a dlpengaruhl olehm

20

dapat  dilakukan "7:0engan ss prosesizo

40
35
330

%25 ,
e = -
wmiﬁ =
.
0

24 48 72 96 120
Waktu inkubasi {jam)

Gambar 2. Pertumbuhan S. cerevisiae selama produksi
bioetanal
Keterangan:

- MiHo

2 ,Hy : kontrol medium limbah agar Gracilaria
Myiisp.
MM H,; - medium hidrolisis enzimatis rumput laut
WEBracilaria sp.
_™MNFH; : medium hidrolisis enzimatis limbah agar
ergsracilaria sp.

——nmMH, : medium hidrolisis asam rumput laut

wadBracilaria sp.
M,H, : medium hidrolisis asam limbah agar
Gracilaria sp.

Masa inkubass O jam  merupakan
pertumbuhan yang berasal dari starter dimana pada
saat itu S cerevisae dalam kondisi aktif
melakukan  pembelahan.  Pertumbuhan S
cerevisae untuk keseluruhan perlakuan memiliki
pola pertumbuhan yang sama. Masa inkubas dari
0 jam hingga 72 jam S cerevisiae mengalami
peningkatan jumlah sel. Terjadinya peningkatan
jumlah sel tersebut menandakan adanya aktivitas
pertumbuhan yang dilakukan oleh S cerevisiae.
Aktivitas pertumbuhan oleh S cerevisiae yaitu
dengan melakukan  pembelahan  sehingga
menyebabkan adanya peningkatan jumlah sd
khamir.

Pertumbuhan S cerevisiae mulai menurun
pada masa inkubas 72 jam hingga 120 jam.
Terjadinya penurunan jumlah sel menunjukkan
bahwa S cerevisae banyak yang mengaami
kematian. Hal tersebut diduga karena pada masa
inkubasi tersebut, ketersediagan nutriss dalam

n mtro

: kontrol medium rumput laut Gracilaria sp.
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medium Suddh mulai habis dan kondisi medium
_yang suggh gulai toksik akibat akumulasi hasil
gmetaboli' S gcerevisae seperti etanol. Menurut
2Wigyante¢ da Novita (2001), Akumulasi etanol
ghasil mgabdlisme dapat menghambat aktivitas
spembel gel. Semakin lama waktu inkubasi
untuk pEose$ fermentas pembentukan etanol,

#maka nuiris dalgm megium gemakip berkiyrang ,,,
karena &danya peningkatar.]imkal Sebe  dan 120
“menyebabkan kompetisi dan«padasialdnirnyasakan 2
mengalami  kematign.  H&H"™"=¢?  anova,,,
memperlihatkan adanya pepgaril.inieraks gntara

penggunaan jenis medium dgRjeaikshidrolisis yang

berbefla terhaddp pertuiibuhan 22 cerevisfée masa2°

inkubasi 48 jam danwk@0japasi (anteraksi variabel
jenis medium dengan jenis hidrolisis tidak
memberikan pengaruh nyata terhadap
pertumbuhan S cerevisae masa inkubasi O jam,
24 jam, 72 jam dan 96 jam, sehingga secara
umum dapat dikatakan bahwa pola pertumbuhan S
cerevisiae pada berbagai perlakuan memiliki pola
pertumbuhan yang sama.
Kondisi pH Medium selama Produksi Bioetanol
Faktor lainnya yang dapat mempengaruhi
pertumbuhan S cerevisiae adalah pH medium,
karena berpengaruh terhadap aktivitas protein
pembatas membran plasma termasuk aktivitas
enzim dan transport protein. S cerevisiae
merupakan organisme acidophilic yang baik jika
hidup dalam lingkungan asam. Kisaran pH optimal
bagi pertumbuhan S cerevisiae yaitu dalam
kisaran varias pH 4-6 (Narendranath and Power,
2005). Produksi bioetanol melalui fermentas dapat
menyebabkan terjadinya perubahan pH medium.
Perubahan pH medium selama proses fermentas
produksi bioetanol dapat dilihat pada Gambar 3.

8,00

1,00

6,00 _

5,00 y ———\-—“—')h—_q(
4,00 ﬁ

3,00
2,00

PHMedium

0 21 13 71 96 120
Wakitu inkub asi (jamn)

Gambar 3. Perubahan pH medium selama produksi
bioetanol

Keterangan:

- MjHq : kontrol medium rumput laut Gracilaria sp.
i ,Hy : kontrol medium limbah agar Gracilaria

Mutisp.

N H;  : medium hidrolisis enzimatis rumput laut
waSracilaria sp.

_"MNFH; : medium hidrolisis enzimatis limbah agar
ersracilaria sp.

—e—mMH, : medium hidrolisis asam rumput laut

wadBracilaria sp.
MoH, : medium hidrolisis asam limbah agar
Gracilaria sp.

Berdasarkan hasil  uji  kruskal wallis
menunjukkan bahwa kombinasi variabel medium
dan hidrolisis yang berbeda tidak berpengaruh
terhadap pH medium produksi bioetanol pada
masa inkubasi 0 jam, tetapi berpengaruh terhadap
pH medium produksi bioetanol pada masa
inkubasi 24 jam hingga 120 jam. Masa inkubasi O
jam merupakan masa awa dimulainya proses
fermentasi, oleh karena itu pH medium diatur agar
berada dadam kondis yang optimal untuk
pertumbuhan S cerevisiae yaitu berada pada
kisaran pH 4 hingga 6 (Narendranath and Power,
2005).

Perlakuan M1H2 selama fermentas pH
medium produksi berada pada kisaran pH 4,75
hingga 5,52; sedangkan medium perlakuan M2H2
berada pada kisaran pH 5,05 hingga 5,24. Menurut
Narendranath and Power (2005), kondis pH
medium perlakuan M1H2 dan M2H2 tersebut
berada pada pH optimal, karena berada pada
kisaran pH medium 4 hingga 6. Kondis pH yang
optimal tersebut diduga dapat menyebabkan S
cerevisae dapat tumbuh baik dan mampu
menghasilkan kadar etanol yang lebih tinggi
dibandingkan kadar etanol yang dihasilkan pada
perlakuan M1HO, M2HO, M1H1, M2H1 (Gambar
4.).

Kestabilan pH intraseluler sangat penting
bagi pertumbuhan khamir, karena terdapat banyak
enzim fungsional selama proses pertumbuhan dan
metabolisme sel khamir. Enzim-enzim tersebut
dapat bekerja maksimal jika berada pada kisaran
pH yang optimal. Sel khamir akan memerlukan
banyak energi pada saat terjadi penyimpangan pH
dari kisaran yang optima. Energi tersebut
digunakan untuk memompa ion hidrogen baik ke
daam maupun keluar sel agar kondis pH
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intraseluler tetap daam kondis yang stabil
(Narendranath, Thomas and Ingledew, 2001;
Thomas, Hynes and Ingledew, 2002).

Sel khamir akan mengalami kesulitan dalam
menjaga  kestabilan pH  medium, jika
penyimpangan pH yang terjadi terlalu besar dari
kisaran optimal. Penyimpangan tersebut dapat
menyebabkan enzim tidak dapat berfungsi secara
normal. Enzim yang mengalami deaktivasi, karena
tidek dapat berfungsi secara norma akan
menyebabkan sel khamir tidak mampu tumbuh dan
membentuk  etanol dengan efisen karena
terganggunya proses metabolisme s
(Narendranath and Power, 2005). Medium
perlakuan M1HO dan M1H1 pada masa inkubasi
120 jam memiliki kisaran pH medium 7,37 dan
6,93, pH medium tersebut berada diluar dari
kisaran pH optima untuk produksi bioetanol.
Penyimpangan pH medium pada perlakuan M1HO
dan M1H1 menyebabkan produks etanol khamir
pada perlakuan tersebut tidak efisien, sehingga
produk etanolnya rendah.

Kadar Bioetanal

Rumput laut dan limbah agar Gracilaria sp.
dapat digunakan sebagai bahan baku produksi
bioetanol, karena banyak mengandung karbohidrat
jenis polisakarida yang tersusun oleh banyak
monomer gula sederhana. Monomer-monomer
gula sederhana tersebut merupakan prekusor
utama yang dimanfaatkan oleh S. cerevisiae untuk
diubah menjadi etanol dibawah kondisi lingkungan
yang sesuai.

Gambar 4. menunjukkan kadar etanol yang
diproduks oleh S cerevisiae. Produks etanol
tertinggi sebesar 5,50% diperoleh pada perlakuan
yang menggunakan medium rumput laut
Gracilaria sp. dengan hidrolisis asam, sedangkan
produksi etanol terendah terdapat pada perlakuan
kontrol dengan medium rumput laut Gracilaria sp.
sebesar 2%.

0 i 4,931

i:’u 1 3,83 393% 27 mKontrol

E 2.0 Eenzimatis
5 2 Wasam
ko

a Jenis Medium b

Gambar 4. Produksi bioetanol oleh S. cerevisiae pada
medium rumput laut dan limbah agar
Keterangan : a: rumput laut Gracilaria sp.
b : limbah agar Gracilaria sp.

Hasil uji anova menunjukkan tidak terdapat
pengaruh langsung antara variabel jenis medium
dan jenis hidrolisis terhadap kadar etanol destilat
fermentasi yang dilakukan selama masa inkubasi
120 jam. Hasil interaksi variabel jenis medium
dengan jenis hidrolisis juga tidak memberikan
pengaruh nyata terhadap kadar etanol yang
dihasilkan. Hal tersebut menunjukkan bahwa
medium rumput laut dan limbah agar Gracilaria
sp. memiliki kualitas yang sama baiknya untuk
dijadikan bahan baku produksi bioetanol baik
hidrolisis secara enzimatis maupun secara asam.

Penggunaan medium rumput laut Gracilaria
sp. menghasilkan kadar etanol tertinggi sebesar
5,50%; sedangkan untuk limbah agar kadar etanol
tertinggi sebesar 4,93%. Berdasarkan hasil uji
anova, kadar etanol yang dihasilkan oleh medium
limbah agar tersebut tidak berbeda nyata dengan
yang dihasilkan oleh rumput laut Gracilaria sp..
Hal ini mengindikasikan bahwa penggunaan bahan
baku limbah agar lebih menguntungkan untuk
produksi  bioetanol. Bahan baku tersebut
merupakan limbah dari industri pengolahan agar,
sehingga diharapkan dapat mengurangi biaya
industri.

Pemecahan glukosa menjadi etanol secara
teoritis yaitu satu mol glukosa menghasilkan dua
mol etanol dan dua mol karbondioksida, atau
dengan perbandingan bobot tiap 100 gram glukosa
hanya akan menghasilkan 50 gram etanol. Adanya
kondisi tersebut memerlukan suatu upaya untuk
menggunakan bahan baku yang murah agar dapat
mengurangi biaya produksi bioetanal.
Pengurangan biaya industri tersebut diharapkam
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mampu menghasilkan produk bioetanol dengan
harga yang lebih murah dan mampu bersaing
dengan bahan bakar fosil yang ada dipasaran saat
ini (Broto dan Richana, 2006). Kadar glukosa yang
dihaslkan pada proses hidroliss yang
menggunakan asam sulfat 1% lebih rendah
dibandingkan pada penggunaan hidrolisis secara
enzimatis menggunakan kapang A. niger (Gambar
1), meskipun demikian perlakuan yang
menggunakan hidrolisis asam mampu
menghasilkan kadar etanol tertinggi baik pada
medium rumput laut maupun limbah agar.

Kadar etanol pada perlakuan yang
menggunakan hidrolisis asam tidak berbeda nyata
dengan hidrolisis enzimatis, akan tetapi jika dilihat
dari efisens waktu dapat dikatakan bahwa
hidrolisis asam lebih tepat untuk digunakan dalam
produksi bioetanol. Produksi bioetanol dengan
hidrolisis asam membutuhkan waktu produksi
yang relatif cepat dibandingkan hidrolisis
enzimatis. Pada penditian ini, untuk metode
sakarifikasi yang menggunakan hidrolisis secara
asam membutuhkan waktu 15-20 menit untuk
proses pemecahan polisakarida menjadi monomer-
monomernya,  sedangkan  hidrolisis  secara
enzimatis menggunakan A. niger membutuhkan
waktu selama 72 jam untuk proses pemecahannya.

Hidroliss asam juga menghasilkan
senyawa-senyawa  inhibitor yang dapat
mengganggu proses fermentasi. Pembentukan
senyawa inhibitor tersebut dapat dikurangi dan
ditekan dengan proses detoksifikasi menggunakan
larutan amonium hidrosilat. Proses detoksifikas
juga memberikan keuntungan lain yaitu dapat
menambah nutrisi bagi khamir. Amonium dapat
bereaksi dengan asam sulfat membentuk amonium
sulfat yang dapat dijadikan sebagal sumber
nitrogen bagi pertumbuhan khamir S cerevisae
(Alriksson et al., 2005; Susmiati, 2011). Proses
detoksifikas yang dilakukan pada penelitian ini
diduga dapat menekan dan mengurangi
terbentuknya senyawa-senyawa inhibitor, sehingga
produksi  bioetanol berjalan optima  dan
menghasilkan kadar etanol yang lebih tinggi
dibandingkan perlakuan hidrolisis enzimatis.

Amonium sulfat yang terbentuk karena
adanya reaksi antara amonium hidroksilat dengan
asam sulfat, dapat dimanfaatkan oleh khamir
Scerevisiae sebagai sumber nitrogen untuk

aktifitas hidupnya. Keberadaan amonium sulfat
dadam medium mengakibatkan peningkatan
konsentrasi ion amonium dalam medium
fermentasi. Selanjutnya ion amonium digunakan
sebagali sumber nitrogen oleh khamir Scerevisiae
untuk pembentukan asam nukleat, asam-asam
amino dan protein sel, yang selanjutnya berperan
dalam sintesis enzim-enzim metabolik (Widayanti
dkk.,2013). Adanya tambahan sumber nitrogen
dalam bentuk amoium sulfat pada perlakuan yang
menggunakan hidrolisis asam, merupakan satu
faktor yang menyebabkan kadar etanol yang
dihasilkan pada perlakuan tersebut lebih tinggi
dibandingkan perlakuan hidrolisis enzimatis.

Produksi bioetanol tertinggi pada pendlitian
ini sebesar 5.50% didapatkan dari perlakuan yang
menggunakan kombinasi bahan baku Gracilaria
sp. dengan hidrolisis asam sulfat 1%. Hasl
tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan
penelitian terdahulu oleh Sari dkk. (2010) dengan
bahan baku Gracilaria sp. menghasilkan kadar
etanol 3,77%. Pendlitian lain yang menggunakan
rumput laut antara lain menghasilkan kadar etanol
sebesar 4,1 % dari produksi rumput laut Gelidium
amansii (Kim, 2008) dan hasil penelitan Devis
(2008) yang memproduksi bioetanol dari bahan
limbah karaginan Eucheuma cottonii dihasilkan
etanol berkadar 3,28 %.

KESIMPULAN
a. Simpulan
Berdasarkan dari hasil penelitian produks
etanol yang sudah dilakukan dapat ditarik
simpulan sebagai berikut :
1. Metode sakarifikasi untuk hidrolisis secara
enzimatis oleh Aspergillus niger menghasilkan

kadar gula reduksi yang Ilebih tinggi,
dibandingkan dengan hidrolisis secara asam
menggunakan H,S0, 1%.

2. Medium rumput laut dan limbah agar

Gracilaria sp. memiliki kualitas yang sama
baiknya untuk dijadikan bahan baku produksi
bioetanol baik hidroliss secara enzimatis
maLupun secara asam.

b. Saran

Berdasarkan  penelitian  yang  sudah
dilakukan, disarankan agar dilakukan penelitian
lanjutan yang mengkaji aspek berikut:
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1. Penggunaan kultur gabungan antara berbagai
jenis kapang dalam hidrolisis enzimatis, misa
kapang Trichoderma reesei dan Aspergillus
niger

2. Peningkatan konsentrasi tepung rumput laut
dan limbah agar  Gracilaria sp. daam
hidrolisis asam sulfat 1%.
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