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ABSTRAK

Pembuatan Bioetanol dari Ampas Tebu dengan Proses Hidrolisis Asam dan

Menggunakan Saccharomyces cerevisiae

Oleh :
Luxvi Arnita (07932012)

Sarjana Sains (S.Si) dalam bidang Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Andalas

Dibimbing oleh Elida Mardiah, MS dan Marniati Salim, MS

Penelitian pembuatan bioetanol dari ampas tebu dengan proses hidrolisis asam dan
menggunakan Saccharomyces cerevisiae telah dilakukan. Penelitian ini bertujuan
untuk menghasilkan bioetanol dari ampas tebu dengan cara menentukan kondisi
optimum hidrolisis menggunakan asam klorida dan kondisi optimum fermentasi
dengan Saccharomyces cerevisiae serta menentukan kurva pertumbuhan mikroba. 5
g ampas tebu yang telah diperkecil ukurannya dihidrolisis menggunakan HCI dengan
variasi konsentrasi 0,1; 0,2; 0,3; 0.4 dan 0,5 M dengan perbandingan 1:10 (w/v) dan
variasi lama hidrolisis 30, 60, 90 dan 120 menit. Glukosa yang dihasilkan dianalisa
menggunakan metode Somogy-Nelson. Hidrolisis HCl 0.3 M selama 60 menit
memberikan konsentrasi glukosa optimum sebesar 6,775 g/L. Hidrolisat yang
dihasilkan dari proses hidrolisis dilanjutkan pada proses fermentasi menggunakan
Saccharomyces cerevisiae yang isolasi dari fermipan. Hasil analisa dengan GC/MS,
produksi etanol maksimal terjadi pada lama fermentasi 96 jam dan jumlah
Saccharomyces cerevisiae 20 mL, konsentrasi etanol yang diperoleh 2,23%.

Kata Kunci : bioetanol, ampas tebu, hidrolisis, fermentasi
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dewasa ini masalah keterbatasan Bahan Bakar Minyak (BBM) di dunia terjadi karena
bahan baku yang berasal dari fosil sudah mulai habis. Bahan bakar yang berasal dari
minyak bumi merupakan sumber energi yang tidak dapat diperbaharui (unrenewable
resources) dan suatu saat akan habis. Oleh karena itu, perlu dikembangkan sumber
energi alternatif untuk mengurangi penggunaan energi fosil dan menggantinya
dengan bahan bakar yang berbasis nabati. Bahan bakar berbasis nabati salah satu
contohnya adalah bioetanol. Bioetanol adalah etanol hasil proses fermentasi biomassa
dengan bantuan mikroorganisme. Etanol memiliki kandungan oksigen yang tinggi
sehingga terbakar lebih sempurna, bernilai oktan lebih tinggi, dan ramah lingkungan.
Disamping itu substrat untuk produksi bioetanol cukup melimpah di Indonesia yang
mudah diproduksi dari bahan bergula, berpati dan berserat. Produk ini diharapkan
nantinya bisa menggantikan bahan bakar minyak kendaraan bermotor dan mesin
industri.’

Meningkatnya permintaan akan etanol sebagai sumber energi mengancam
keseimbangan ketersediaan bahan baku untuk pangan, pakan, dan untuk sumber
energi. Sehingga perlu dipikirkan bahan baku yang tepat untuk produksi etanol tanpa
mengancam ketersediaan pangan. Sumber bahan baku potensial yang ketersediaannya
melimpah, berharga murah, belum banyak dimanfaatkan dan mengandung gula
sederhana yang dapat diubah menjadi etanol adalah bahan lignosellulosa.”

Salah satu bahan lignosellulosa yang berpotensi untuk pembuatan etanol yaitu
ampas tebu. Kandungan lignosellulosa pada ampas tebu sebesar 52,7% selulosa, 20%
hemisellulosa dan 24,2% lignin. Selain berharga murah dan belum banyak
dimanfaatkan, ampas tebu mengandung serat/lignosellulosa yang dapat dipecah
menjadi etanol melalui proses fermentasi. Pembuatan bahan-bahan lignosellulosa
hingga menjadi etanol melalui tiga proses utama yaitu prefreatment/hidrolisis,

fermentasi, dan terakhir adalah pemisahan serta pemurnian produk etanol.’
1



Proses hidrolisis dilakukan untuk mengubah selulosa dari ampas tebu menjadi
glukosa. Hidrolisa dengan asam akan memutuskan ikatan polisakarida dan sekaligus
memasukkan elemen H,O. Asam yang biasa digunakan adalah asam sulfat (H,SOy)
atau asam klorida (HCI). Fermentasi alkohol merupakan proses pembuatan alkohol

dengan memanfaatkan aktivitas yeast (Saccharomyces cerevisiae). &

1.2 Perumusan Masalah
Pada penelitian ini masalah yang akan diteliti adalah :
1. Bagaimana pengaruh penambahan variasi konsentrasi asam klorida dan lama
hidrolisis terhadap konsentrasi glukosa yang dihasilkan.
2. Bagaimana pengaruh lama fermentasi dan variasi jumlah Saccharomyces

cerevisiae terhadap konsentrasi etanol yang dihasilkan.

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah menghasilkan bioetanol dari ampas tebu dengan cara
menentukan kondisi optimum hidrolisis menggunakan asam klorida dan kondisi
optimum fermentasi dengan Saccharomyces cerevisiae serta menentukan kurva

pertumbuhan mikroba.

1.4 Manfaat Penelitian
Memanfaatkan ampas tebu menjadi bioetanol yang dapat digunakan sebagai salah

satu alternatif untuk memperoleh pengganti BBM serta dapat mengurangi limbah di

lingkungan masyarakat.




BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ampas Tebu

Gula putih adalah salah satu hasil dari pengolahan batang tumbuhan tebu (Sacharum
officinarum). Tebu termasuk keluarga Graminae atau rumput-rumputan dan
berkembang biak di daerah beriklim udara sedang sampai panas. Ampas tebu
merupakan hasil samping proses pembuatan gula tebu yang sejauh ini masih belum
banyak dimanfaatkan menjadi produk yang mempunyai nilai tambah. Ampas tebu
mengandung residu berupa serat atau lignosellulosa yang dapat dimanfaatkan menjadi
sumber energi alternatif seperti bioetanol.” Kandungan lignoselulosa pada ampas tebu
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi lignoselulosa pada ampas tebu :

Selulosa 52,7 %
Hemiselulosa 20 %
Lignin. 242 %

2.2 Lignoselulosa

2.2.1 Selulosa

Selulosa adalah salah satu komponen utama dari lignoselulosa yang terdiri dari unit
monomer D-glukosa yang terikat pada ikatan 1,4-glikosidik. Selulosa cenderung
membentuk mikrofibril melalui ikatan inter dan intra molekuler. Mikrofibril selulosa

terdiri dari 2 tipe, yaitu kristalin dan amorf. Struktur selulosa dapat dilihat pada

Gambar 1.
CH,OH CH,OH CH,OH
H C—0O H C—0 —0
/M N\ A NI SN
OH H 0 OH H %\0\% OH H é\o
H OH H OH H OH

Gambar 1 : Struktur Selulosa
3

Y



2.2.2 Hemiselulosa

Hemiselulosa merupakan istilah umum bagi polisakarida yang larut dalam alkali.
Hemiselulosa atau yang dikenal juga dengan poliosa, terdiri atas berbagai macam
gula monomer, yaitu pentose (ksilosa, rhamnosa, dan arabinosa); heksosa (glukosa,
manosa, dan galaktosa); dan asam uronik (D-glukoronik dan D-galaktoronik).
Hemiselulosa mempunyai rantai polimer yang pendek dan tidak berbentuk, sehingga
sebagian besar dapat larut dalam air. Oleh karena itu, hemiselulosa relative mudah
dihidrolisis oleh asam menjadi monomer-monomernya. Rantai molekul hemiselulosa
pun lebih pendek daripada selulosa. Struktur dari hemiselulosa dapat dilihat pada
Gambar 2.

Hemicellulase (Xylanase)
\ ': ™

-
e

L o < n

Gambar 2 : Struktur Hemiselulosa

2.2.3 Lignin

Lignin adalah bagian utama dari dinding sel tanaman yang merupakan polimer
terbanyak setelah selulosa. Lignin yang merupakan polimer aromatik berasosiasi
dengan polisakarida pada dinding sel sekunder tanaman dan terdapat sekitar 20-

40%."* Struktur dari lignin dapat dilihat pada Gambar 3.

o
_CHs

Gambar 3 : Struktur Lignin
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2.3  Bioetanol

Etanol atau etil alkohol merupakan cairan tak berwarna dengan karakteristik antara
lain mudah terbakar, larut dalam air, hiodegradable, tidak karsinogenik, dan jika
terjadi pencemaran tidak memberikan dampak lingkungan yang signifikan. Alkohol
yang diproduksi secara biologi, yang umum adalah etanol. Etanol (C;HsOH) adalah
cairan biokimia yang berasal dari proses fermentasi gula dari sumber karbohidrat
menggunakan bantuan mikroorganisme, karena pembuatannya melibatkan proses
biologis, produk etanol yang dihasilkan diberi nama bioetanol.'

Bahan baku pembuatan bioetanol ini dibagi menjadi tiga kelompok yaitu :

a. Bahan sukrosa
Bahan-bahan yang termasuk dalam kelompok ini antara lain nira, tebu, nira
nipati, nira sargum manis, nira kelapa, nira aren, dan sari buah mete.

b. Bahan berpati

Bahan-bahan yang termasuk kelompok ini adalah bahan-bahan yang

mengandung pati atau karbohidrat. Bahan-bahan tersebut antara lain tepung-

tepung ubi ganyong, sorgum biji, jagung, cantel, sagu, ubi kayu, ubi jalar, dan
lain-lain.
c. Bahan berselulosa (lignoselulosa)

Bahan berselulosa (lignoselulosa) artinya adalah bahan tanaman yang

mengandung selulosa (serat), antara lain ampas tebu, kayu, jerami, batang

pisang, dan lain-lain.’

Pembuatan bahan-bahan lignosellulosa hingga menjadi etanol melalui empat
proses utama: pretreatment/hidrolisis, fermentasi, dan terakhir adalah pemisahan
serta pemurnian produk etanol.*®

Bahan-bahan lignosellulosa umumnya terdiri dari sellulosa, hemisellulosa dan
lignin. Sellulosa secara alami diikat oleh hemisellulosa dan dilindungi oleh lignin.
Adanya senyawa pengikat lignin inilah yang menyebabkan bahan-bahan
lignosellulosa sulit untuk dihidrolisis. Oleh sebab itu, proses pretreatment/hidrolisis
merupakan tahapan proses yang sangat penting yang dapat mempengaruhi perolehan

etanol.



Pretreatment yang sekaligus proses hidrolisis meliputi: perlakuan secara
fisik, fisik-kimiawi, kimiawi dan enzimatik. Proses ini bertujuan memecah ikatan
lignin, menghilangkan kandungan lignin dan hemisellulosa, merusak struktur krital
dari sellulosa. Rusaknya struktur kristal sellulosa akan mempermudah terurainya
sellulosa menjadi glukosa. Selain itu, hemisellulosa turut terurai menjadi senyawa
gula sederhana: glukosa, galaktosa, manosa, heksosa, pentosa, xilosa dan arabinosa.
Selanjutnya senyawa-senyawa gula sederhana tersebut yang akan difermentasi oleh

mikroorganisme menghasilkan etanol.”

24  Fermentasi
2.4.1 Pengertian Fermentasi
Proses fermentasi sering didefinisikan sebagai proses pemecahan karbohidrat dan
asam amino secara anaerobik, yaitu tanpa memerlukan oksigen. Senyawa yang dapat
dipecah dalam proses fermentasi terutama adalah karbohidrat, sedangkan asam amino
hanya dapat difermentasi oleh beberapa jenis bakteri tertentu.’®

Prinsip dasar fermentasi adalah mengaktifkan kegiatan mikroba tertentu
dengan tujuan mengubah sifat bahan agar dihasilkan suatu yang bermanfaat.
Perubahan tersebut karena dalam proses fermentasi jumlah mikroba diperbanyak dan
digiatkan metabolismenya didalam bahan tersebut dalam batas tertentu. Beberapa
langkah utama yang diperlukan dalam melakukan suatu proses fermentasi diantaranya
adalah :
a. Seleksi mikroba atau enzim yang sesuai dengan tujuan.
b. Seleksi media sesuai dengan tujuan.
c. Sterilisasi semua bagian penting untuk mencegah kontaminasi oleh mikroba yang

tidak dikehendaki.

Fermentasi dapat diartikan sebagai perubahan oleh enzim beberapa bakteri,
khamir, dan jamur. Contoh perubahan kimia dari fermentasi meliputi pengasaman
susu, dekomposisi pati dan gula menjadi alkohol dan karbondioksida, serta oksidasi

senyawa nitrogen organik.




Glukosa (CgH206) yang merupakan gula paling sederhana, melalui
fermentasi akan menghasilkan etanol (C,HsOH). Persamaan reaksi kimia yaitu :

CgH 1205 —»2C,H50H + 2C0O, + 2 ATP ( Energi : 118 kJ per mol )
Dijabarkan sebagai Gula (glukosa, fruktosa, atau sukrosa) —» Alkohol (etanol) +
Karbon dioksida + Energi (ATP)."

2.4.2 Fermentasi Alkohol

Fermentasi alkohol atau alkoholisasi adalah proses perubahan gula menjadi
alkohol dan CO; oleh mikroba, terutama oleh khamir Saccharomyces cerevisiae.
Karbohidrat akan dipecah dahulu menjadi gula sederhana yaitu dengan hidrolisis pati
menjadi unit-unit glukosa. Dalam tahap pertama fermentasi glukosa selalu terbentuk
asam piruvat melalui jalur Embden Meyerhof Parnas (EMP) atau glikolisis. Piruvat
tersebut diubah menjadi alkohol melalui dua tahap yaitu pertama, piruvat
didekarboksilasi menjadi asetaldehid oleh piruvat dekarboksilase (1) dengan
melibatkan tiamin pirofosfat dan tahap kedua asetaldehid oleh alkohol dehidrogenase
(2) direduksi dengan NADH, menjadi alkohol. Perubahan glukosa menjadi alkohol
dapat dilihat pada Gambar 4 di bawah ini :

Glukosa P * ) Pinuvat

NAD NADH,

! Enzim alkoboldehidrogenase ;
Alkoo] b ymnnnnnannnamnannsns' ] Asetaldehid

Gambar 4 : Skema Perubahan Glukosa Menjadi Alkohol

Selain alkohol, dihasilkan juga sejumlah senyawa lain seperti asam suksinat,

amilalkohol dan gliserol. Terdapat beberapa faktor yang berpengaruh terhadap



fermentasi alkohol diantaranya konsentrasi inokulum, lama fermentasi, nutrisi dan

pH.1

2.5  Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae memiliki sel berbentuk ellipsoid atau silindir. Ukuran sel
antara 5-20 mikron, biasanya 5-10 kali lebih besar dari ukuran bakteri dan merupakan
mikroorganisme bersel tunggal, tidak bergerak sehingga tidak memiliki struktur
tambahan di bagian luarnya seperti flagella. Saccharomyces cerevisiae termasuk
khamir uniseluler. Khamir ini bersifat nonpatogenik dan nontoksik, sehingga sejak
dahulu banyak digunakan dalam berbagai proses fermentasi seperti pada pembuatan
roti dan alkohol.

Saccharomyces cerevisiae memerlukan kondisi lingkungan yang cocok untuk
pertumbuhannya, yaitu nutrisi sebagai sumber energi terutama gula, pH optimum 4-5
, temperatur optimum 28 °C - 30°C serta kebutuhan akan oksigen terutama pada awal
pertumbuhan. Saccharomyces cerevisiae merupakan organisme fakultatif anaerob
yang dapat menggunakan baik sistem aerob maupun anaerob untuk memperoleh
energi dari pemecahan glukosa. Saccharomyces cerevisiae dapat menghasilkan
alkohol dalam jumlah yang besar. Selain itu juga memiliki toleransi yang tinggi

terhadap alkohol."'

2.6 Metoda Somogy-Nelson

Metode ini dapat digunakan untuk mengukur kadar gula reduksi dengan
menggunakan pereaksi tembaga-fosfo-molibdat. Kupri mula-mula direduksi menjadi
bentuk kupro dengan pemanasan larutan gula. Kupro yang terbentuk berupa endapan
selanjutnya dilarutkan dengan fosfomolibdat menjadi molibdenum berwarna biru
yang menunjukkan ukuran konsentrasi gula. Dengan membandingkannya terhadap
larutan standar, konsentrasi gula dalam sampel dapat ditentukan. Reaksi Warna yang

terbentuk dapat menentukan konsentrasi gula dalam sampel dengan mengukur

absorbansi.




2.7  Spektrofotometer

Spektrofotometer merupakan suatu instrumen untuk mengukur transmitan atau
absorbans suatu contoh sebagai fungsi panjang gelombang. Instrumen
spektrofotometer dapat dikelompokkan pada spektrofotometer berkas tunggal dan
berkas rangkap. Dalam praktek instrumen berkas tunggal biasanya dijalankan dengan
tangan (manual), dan instrumen berkas rangkap umumnya mencirikan perekaman
otomatis terhadap spektra serapan, namun dimungkinkan untuk merekam suatu

spektrum dengan instrument berkas tunggal.”

28 GC/MS

Kromatografi merupakan suatu metode pemisahan komponen-komponen campuran
dimana cuplikan berkesetimbangan di antara dua fasa, fasa gerak yang membawa
cuplikan dan fasa diam yang menahan cuplikan secara selektif. Bila fasa gerak yang
digunakan berupa gas maka disebut dengan kromatrografi gas’.

Prinsip analisa dengan kromatografi gas adalah terdistribusinya analit pada
fasa diam dan fasa gerak.” Dalam kromatografi gas sampel diinjeksikan dan
divapkan sebelum dipisahkan dalam kolom kromatografi. Elusi atau pergerakan
dipicu oleh aliran gas inert (He, N, H,, Ar) yang berfungsi sebagai fasa gerak. Untuk
menentukan komponen sampel yang sama sekali belum diketahui komposisinya,
biasanya GC dicoupling dengan alat lain seperti MS (Spektroskopi Massa). Pada GC
MS, komponen yang keluar dari kolom GC dibagi dua bagian menuju detektor dan
sebagian lagi menuju MS. Keuntungan dengan menggunakan GC/MS antara lain
detector yang terdapat pada kromatografi gas masih dapat digunakan untuk analisis

kuantitatif. Selain itu pengkarakterisasian senyawa tidak lagi memerlukan larutan

standar sehingga biaya yang dikeluarkan tidak terlalu besar.”




BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi, jurusan Kimia, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Andalas dan Balai

Laboratorium Kesehatan Padang mulai bulan April — Oktober 2011.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1. Alat
Neraca analitik, cawan petri, botol vial, alat-alat gelas, autoklaf, hot plate stirrer,

spektrofotometer UV-Vis, jarum ose, kertas saring, kantung plastik steril, shaker,
vakum, pH indikator, stopwatch, dan peralatan GC-MS (QP 2010 S SHIMADZHU).

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan antara lain ampas tebu, natrium karbonat, natrium tartarat,
natrium bikarbonat, natrium sulfat, tembaga sulfat hidrat, asam sulfat pekat, asam
molibdat, Natrium Hidroksida, akuabides, asam pospat 85%, Medium Porato
Dextrose Agar (PDA), (NH4):PO4, MgS04.7H,0, yeast extract.

3.3 Pembuatan Reagen dan Medium

3.3.1 Reagen Nelson

Reagen Nelson dibuat dengan mencampurkan 25 bagian Nelson A dengan bagian |
bagian Nelson B. Untuk membuat Nelson A yaitu dengan melarutkan 2,5 gram
natrium karbonat (Na,COs), 2,5 gram kalium natrium tartarat, 2 gram natrium
bikarbonat (NaHCO3) dan 20 gram natrium sulfat dalam 100 ml aquades. Untuk
membuat Nelson B yaitu dengan melarutkan 7,5 gram tembaga sulfat hidrat (CuSOy)

dalam 50 mL aquades, lalu ditambahkan 1 tetes asam sulfat pekat (H,SOy,).
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3.3.2 Reagen Fosfomolibdat

Reagen fosfomolibdat dibuat dengan cara melarutkan 1 gram natrium tungstat
(Na;O;W) ditambah 7 gram asam molibdat dalam 70 ml natrium hidroksida (NaOH)
5 %, kemudian didihkan selama 5 menit, lalu dinginkan larutan dan tambahkan 25 ml
asam pospat (H;POs) 85 %, lalu dilarutkan dalam erlenmeyer dengan 100 ml

aquadest.

3.3.3 Larutan Standar Glukosa

Sebanyak 0,1 gram glukosa dilarutkan dalam labu ukur 100 mL sebagai larutan induk
(1000 mg/L). Larutan standar glukosa divariasikan dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 mg/L. dengan memipet larutan induk glukosa sebanyak 0,1; 0,2;
0,3; 0.4;0.,5; 0,6; 0,7; 0.8; 0,9; 1,0 mL dan diencerkan dalam labu ukur 50 mL.

3.3.4 Larutan Standar Etanol

Larutan etanol yang digunakan sebagai larutan induk adalah etanol 96%. Larutan
standar etanol divariasikan dengan konsentrasi 0,1; 0,5; 1; 2; dan 4 % dengan
mengambil larutan induk etanol sebanyak 0,01; 0,05; 0,10; 0,21; 0,41 mL dan

diencerkan dalam labu ukur 10 mL.

3.3.5 Pengenceran HCI2 M
Larutan HCI divariasikan dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 0,5 M dengan
memipet larutan HCl 2 M masing-masing sebanyak 5, 10, 15, 20 dan 25 mL dan

diencerkan dalam labu ukur 100 mL.

3.3.6 Medium Potato Dextro Agar

Medium PDA (Potato Dextro Agar) merupakan medium padat yang digunakan
untuk mengisolasi Saccharomyces cerevisiae dari fermipan. Kentang dikupas dan
dipotong kecil-kecil, kemudian di timbang sebanyak 25 g lalu ditambahkan 125 mL

air destilasi kedalam Erlenmeyer 250 mL, kemudian dipanaskan sampai mendidih

selama 15 menit, lalu saring air rebusan dengan kertas saring untuk mendapatkan
11




ekstrak kentang. Kemudian ekstrak kentang di tambahkan 2,5 g gula pasir, 2,5 g
agar, tutup dengan alumunium voil dan panaskan dengan hot plate stirrer hingga
mendidih, lalu sterilkan didalam autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dengan

tekanan 1.5 atm.’

3.3.7 Medium Inokulum

Pembuatan medium inokulum digunakan untuk memperbanyak Saccharomyces
cerevisiae untuk proses fermentasi. Sebanyak 2.5 g glukosa, 0,25 g yeast ekstrak
sebagai penyedia asam amino yang tidak terdapat dalam tubuh mikroba dan sebagai
penyedia vitamin , 0,025 g KH,PO, sebagai sumber K" yang merupakan kofaktor
enzim, 0,025 g MgS04.7H,0 dan 0,025 (NH4)>SO4 sebagai sumber nitrogen yang
berguna bagi pembentukan asam nukleat dan asam amino, kemudian zat tersebut
dilarutkan dalam 250 mL air destilasi kemudian di autoklaf pada suhu 121°C dengan

tekanan 1,5 atm.’

3.3.8 Medium Fermentasi

Medium fermentasi merupakan medium cair yang digunakan selama fermentasi
Saccharomyces cerevisiae. Medium fermentasi terdiri dari 0,5 g (NH4)H,PO4, 0,025
g MgS0,4.7H,0 dan | g yeast ekstrak dalam 500 mL air destilasi, kemudian di

autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm.’

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Persiapan Sampel

Ampas tebu yang digunakan untuk memproduksi bioetanol didapatkan dari penjualan
air tebu yang ada di Pasar Raya Padang. Ampas tebu diperlakukan dengan cara
dikeringkan dengan bantuan sinar matahari, kemudian diperkecil ukurannya dengan
cara digerinda dan di ayak dengan ayakan berpori 425 pm. Sampel yang digunakan
pada penelitian dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Sampel Ampas Tebu

3.4.2 Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari Fermipan

Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari fermipan dilakukan dengan cara pengenceran
bertingkat. Ditimbang sebanyak 1 g fermipan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambah dengan 9 mL air destilasi (10" sel/mL) lalu dilarutkan dan dikocok hingga
homogen. Kemudian diambil 1 ml dari tabung (10" sel/mL) dengan pipet ukur lalu
dipindahkan ke tabung kedua dan ditambah dengan 9 mL air destilasi (107 sel/mL),
selanjutnya dilakukan hal yang sama sampai pengenceran 10® sel/mL. Kemudian
pengenceran 10 sel/mLtersebut di biakkan pada medium PDA (Potato Dextro Agar)
dengan cara mempipet | mL larutan kemudian disebarkan pada permukaan medium

secara merata dan didiamkan selama 28 jam sampai mikroba tumbuh.

3.4.3 Penentuan Kurva Pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae

Diambil 3 ose koloni Saccharomyces cerevisiae kemudian diinokulasikan kedalam
Erlenmeyer 250 mL yang telah berisi 100 mL medium inokulum, Kemudian di
shaker dengan kecepatan 220 rpm. Absorban larutan pada media pertumbuhan diukur
pada panjang gelombang 660 nm setiap 3 jam selama 24 jam sehingga diperoleh

kurva pertumbuhan yang merupakan hubungan antara waktu dengan absorban.'®

3.4.4 Perbanyakan Saccharomyces cerevisiae
Perbanyakan dilakukan untuk memperoleh biomassa Saccharomyces cerevisiae yang

akan digunakan dalam fermentasi. Diambil 3 ose koloni mikroba dalam tabung
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reaksi, lalu dinokulasikan ke dalam 100 mL medium inokulum kemudian di shaker

dengan kecepatan 220 rpm selama 20 jam. 1o

3.4.5 Proses Hidrolisis

3.4.5.1 Optimasi Konsentrasi HCI

Ampas tebu yang telah dikeringkan dan diperkecil ukurannya ditimbang masing-
masing sebanyak 5 g, kemudian dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL dan
ditambahkan dengan variasi konsentrasi larutan HCI ( 0,1; 0.2; 0,3; 0,4 dan 0.5 M )
masing-masing sebanyak 50 mL. Ampas tebu yang telah ditambahkan dengan larutan
HCI di tutup dengan Aluminium voil lalu di autoklaf pada suhu 121°C selama 60
menit. Sampel yang telah di autoklaf kemudian disaring dengan kertas saring untuk
mendapatkan hidrolisat. Hidrolisat yang didapat kemudian di ukur konsentrasi
glukosanya menggunakan metode Somogy-Nelson dan di ukur absorbannya dengan
alat spektrofotometer. Konsentrasi glukosa yang paling tinggi dilanjutkan pada proses

3 : = « s 17
optimasi lama hidrolisis.

3.4.5.2 Optimasi Lama Hidrolisis

5 g sampel dihidrolisis dengan HC| yang memiliki konsentrasi glukosa yang paling
tinggi dilanjutkan pada variasi lama hidrolisis 30, 60, 90 dan 120 menit. Kemudian
sampel disaring dengan kertas saring dan didapatkan hidrolisatnya. Hidrolisat
kemudian diukur konsentrasi glukosanya hingga didapatkan konsentrasi glukosa yang

. 17
optimum.

3.4.6 Penentuan Konsentrasi Glukosa

3.4.6.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa

1 mL larutan standar glukosa (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 mg/L) masing-masing
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Sebagai blanko digunakan 1 mL akuades,
kedalam tabung reaksi ditambahkan | mL reagen Nelson kemudian dipanaskan pada

air mendidih selama 20 menit. Setelah itu didinginkan tabung reaksi hingga suhu

larutan + 25°C, lalu ditambahkan | mL reagen fosfomolibdat dan 7 mL akuades.
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Larutan dikocok lalu didiamkan selama 30 menit, kemudian ukur absorban masing-
masing larutan standar pada panjang gelombang 580 nm dengan alat

spektrofotometer (Lampiran 5).

3.4.6.2 Penentuan Konsentrasi Glukosa dari Hasil Hidrolisis

1 mL hidrolisat di encerkan dalam labu ukur 10 mL, kemudian diambil 1 mL dari
labu ukur 10 mL lalu diencerkan kembali pada labu ukur 50 mL, sehingga sampel
diencerkan sebanyak 500 kali. Kemudian 1 mL dari labu ukur 50 mL ditambahkan
dengan | mL reagen Nelson didalam tabung reaksi, lalu dipanaskan pada air
mendidih selama 20 menit. Setelah itu didinginkan tabung reaksi hingga suhu larutan
+ 25°C, lalu ditambahkan 1 mL reagen fosfomolibdat dan 7 mL akuades. Larutan
dikocok lalu didiamkan selama 30 menit, kemudian absorban masing-masing larutan

sampel di ukur pada panjang gelombang 580 nm dengan alat spektrofotometer. 1

3.4.7 Fermentasi Bioetanol

3.4.7.1 Penentuan Pengaruh Lama Fermentasi

Sebanyak 50 mL hasil hidrolisat diatur pH nya menjadi pH 5, lalu ditambahkan 100
mL medium fermentasi, kemudian ditambahkan 25 mL Saccharomyces cerevisiae
dan ditutup dengan alumunium voil. Kemudian sampel di shaker pada kecepatan 180
rpm selama 120 jam. Proses fermentasi etanol dilakukan secara anaerob. Hasil
fermentasi di ukur konsentrasi etanolnya dengan menggunakan GC/MS dan di ukur
konsentrasi glukosanya. Konsentrasi etanol optimum di lanjutkan pada variasi jumlah

Saccharomyces cerevisiae.

3.4.7.2 Penentuan Pengaruh Jumlah Saccharomyces cerevisiae

Sebanyak 50 mL hasil hidrolisat yang telah diatur pH nya menjadi pH 5, ditambahkan
100 mL. medium fermentasi, kemudian ditambahkan variasi jumlah Saccharomyces
cerevisiae sebanyak 15, 20, 25, 30 dan 35 mL dan ditutup dengan alumunium voil.

Kemudian sampel di shaker pada kecepatan 180 rpm selama 96 jam. Hasil fermentasi
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di ukur konsentrasi etanolnya dengan menggunakan GC/MS dan di ukur konsentrasi

glukosanya.

3.4.7.3 Penentuan Konsentrasi Etanol dengan GC/MS

Konsentrasi etanol dari hasil fermentasi dianalisa dengan GC/MS yang dilakukan di
Balai Laboratorium Kesehatan Padang dengan kondisi operasional : gas pembawa
Helium, tekanan 52,3 kPa, kolom yang digunakan Rtx5MS dengan panjang kolom 30
m dan diameter dalam 0,25 pm, suhu oven 60°C, suhu injeksi 150°C, volume injeksi

0,5 pL, total alir 472,2 mL/min dan detektor FID.
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BAB 1V
HASIL DAN DISKUSI

4.1 Isolasi dan Pemurnian Saccharomyces cerevisiae dari Fermipan

Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari fermipan dilakukan dengan cara pengenceran
bertingkat. Tujuan dari pengenceran bertingkat yaitu memperkecil atau mengurangi
jumlah mikroba yang tersuspensi dalam cairan.

Mikroba mulai tumbuh setelah didiamkan selama 72 jam, karena mikroba
diisolasi dari fermipan, maka mikroba yang tumbuh hanya satu koloni yang bewarna
putih licin mengkilap, hal ini dikarenakan mikroba utama yang terdapat pada
fermipan adalah Saccharomyces cerevisiae, mikroba yang diisolasi dari fermipan
memiliki bentuk koloni yang hampir sama dengan koloni Saccharomyces cerevisiae

ATC 19433 yang ada pada literatur®’ , dapat dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7 : (A) Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari Fermipan

(B) Saccharomyces cerevisiae ATC 19433

Satu jarum ose mikroba diinokulasikan pada medium PDA dengan cara zig
zag untuk pemurnian mikroba dan didiamkan selama 48 jam. Hasil yang diperoleh

dari 2 kali pengulangan yaitu bentuk koloni Saccharomyces cerevisiae tampak sama.
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Hal ini membuktikan bahwa mikroba yang diregenerasi telah stabil atau tidak
terkontaminasi oleh jenis mikroba lain, dapat dilihat pada Gambar 8.

(A)

Gambar 8 : (A) Pemurnian 1 kali
(B) Pemurnian 2 kali

4.2 Pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae

Pada penelitian ini dilihat kurva pertumbuhan mikroba yang telah di shaker pada
kecepatan 220 rpm selama 24 jam dan diukur Absorbansinya pada panjang
gelombang 660 nm setiap 3 jam.!” Pertumbuhan mikroba dapat dilihat pada Gambar
9.

09
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorban

0 5 10 15 20 25 30

Waktu (jam)

Gambar 9. Kurva Pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae
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‘ Dari kurva diatas dapat dilihat absorban mikroba terus meningkat sampai jam
ke-21. Peningkatan absorban dari mikroba ini dikarenakan mikroba sedang aktif
melakukan metabolisme. Kemudian pada jam ke-21 dan jam ke-24 kurva
pertumbuhan mikroba cenderung konstan, jumlah mikroba yang tumbuh hampir

sama banyaknya dengan jumlah mikroba yang mati.

4.3 Hasil Optimasi Hidrolisis Asam
Untuk mendapatkan konsentrasi glukosa yang tinggi pada hidrolisis, 5 g ampas tebu
di hidrolisis dengan variasi konsentrasi larutan HCI yaitu 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 0,5 M.
Pada penelitian ini, ampas tebu yang dihidrolisis di ayak dengan ayakan analitik yang
berukuran 425 pum, semakin kecil ukuran ampas tebu yang digunakan, maka akan
mempermudah terdegradasinya lignin sehingga sellulosa dan hemisellulosa akan
terhidrolisis secara optimal.*'®

Pengukuran Absorban sampel diukur pada panjang gelombang 580 nm
(Lampiran 5). Konsentrasi glukosa diukur dengan cara memasukkan nilai absorban
yang terukur ke dalam persamaan regresi yang diperoleh dari perhitungan kurva
standar glukosa (Lampiran 6). Hasil hidrolisis asam dengan variasi konsentrasi

larutan HCI dapat dilihat pada Gambar 10.

Konsentrasi Glukosa (g/L)
w o w =] ~J [s-]

N

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Konsentrasi HCI (M)

Gambar 10. Kurva hubungan Konsentrasi Glukosa dengan Konsentrasi HCI
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Dari kurva di atas diketahui bahwa konsentrasi glukosa optimum hasil
hidrolisis dicapai pada saat konsentrasi larutan HCI 0,3 M yaitu sebesar 6,775 g/L
(Lampiran 7). Dalam proses hidrolisis gugus H" dari HCI akan mengubah gugus serat
dari ampas tebu menjadi gugus radikal bebas. Gugus radikal bebas yang kemudian
akan berikatan dengan gugus OH’ dari air yang akan menghasilkan glukosa. Pada
saat konsentrasi HCI 0,1 M kebutuhan H" dari HCI belum mencukupi sehingga tidak
banyak terbentuk gugus radikal bebas dari serat ampas tebu dan glukosa yang
dihasilkan belum maksimal. Namun jika dilakukan penambahan konsentrasi HCI
terlalu banyak justru glukosa yang dihasilkan semakin menurun. Penambahan
konsentrasi larutan HCI menyebabkan semakin sedikit air dalam komposisi larutan
hidrolisis. Sehingga kebutuhan OH sebagai pengikat radikal bebas berkurang dan
glukosa yang dihasilkan semakin sedikit.  Dengan demikian, konsentrasi HCI

optimum untuk menghidrolisis ampas tebu menjadi glukosa adalah 0,3 M.

4.4 Hasil Optimasi Lama Hidrolisis

Pada penelitian ini, variasi waktu yang digunakan untuk lama hidrolisis adalah 30,
60, 90 dan 120 menit. Konsentrasi HCI yang digunakan adalah 0,3 M karena pada
konsentrasi tersebut memberikan konsentrasi glukosa yang paling tinggi.

Hasil analisa glukosa dapat dilihat pada Gambar 11.

L= I B

Konsentrasi Glukosa g/L
=

0 20 40 60 80 100 120 140

Lama Hidrolisis (Menit)

Gambar 11. Kurva hubungan Konsentrasi Glukosa dengan Lama Hidrolisis
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Dari hasil perhitungan konsentrasi glukosa, lama hidrolisis optimum yang
dicapai adalah pada waktu 60 menit yaitu sebesar 6,775 g/L (Lampiran 7). Pada
waktu 30 menit, waktu yang digunakan belum cukup untuk menghidrolisis ampas
tebu sehingga glukosa yang didapat belum maksimal. Namun pada waktu hidrolisis
yang semakin lama konsentrasi glukosa mengalami penurunan. Penurunan tersebut
disebabkan karena hidrolisis dengan asam pada suhu autoklaf yang terlalu tinggi yaitu

121°C dapat menyebabkan glukosa terdegradasi membentuk hydroxymethylfurfural.

4.5 Pengaruh Lama Fermentasi
Sebanyak 50 mL hidrolisat yang telah di atur pH nya menjadi pH 5, dilanjutkan pada
proses fermentasi.  Untuk mengetahui konsentrasi etanol, maka dilakukan
pengukuran hasil fermentasi menggunakan GC/MS. Penentuan konsentrasi etanol
dilakukan dengan cara memasukkan luas area yang terukur ke dalam persamaan
regresi yang diperoleh dari perhitungan kurva standar etanol (Lampiran 8).
Berdasarkan hasil analisa GC/MS (Lampiran 12) tersebut didapatkan bahwa
semakin lama waktu fermentasi, konsentrasi etanol yang terkandung juga semakin
besar, dapat dilihat pada pada Gambar 12.

25
|
i

2 |

15

Konsentrasi Etanol (%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Lama Fermentasi (Jam)

Gambar 12. Kurva Hubungan Waktu Fermentasi Terhadap Etanol

21




Berdasarkan pada kurva di atas pada saat 72 jam, konsentrasi etanol yang
dihasilkan sebesar 1,93 % (Lampiran 10). Kemudian pada waktu 96 jam, etanol yang
didapat sebesar 1,95 %. Peningkatan etanol yang didapat tidak terlalu tinggi, hal ini
disebabkan pada waktu tersebut mikroba memasuki fasa stasioner. Kemudian pada
waktu 120 jam etanol yang didapat mengalami penurunan. Hal ini disebabkan karena
nutrisi yang ada pada medium sudah sangat berkurang sehingga mikroba banyak yang
mati.

Pada saat 24 dan 48 jam, etanol yang dihasilkan belum optimal karena
Saccharomyces cerevisiae baru mulai melakukan pertumbuhan. Sehingga aktivitas
untuk pembentukan produk etanol belum optimal.

Etanol yang didapat dari hasil uji GC/MS memiliki konsentrasi etanol yang
semakin besar dengan bertambahnya waktu fermentasi. Hal ini juga berhubungan
dengan jumlah pengurangan glukosa pada tiap waktu fermentasi. Konsentrasi glukosa

sisa untuk setiap waktu fermentasi dapat dilihat pada Gambar 13.

8
=
-]
26
2
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]
s 3
c
2 2
(=]
aE a
1 B & o
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0 20 40 60 80 100 120 140

Waktu Fermentasi (Jam)

Gambar 13. Kurva Hubungan Waktu Fermentasi terhadap Pengurangan

Konsentrasi Glukosa

Dari hasil penelitian, semakin lama waktu fermentasi, jumlah pengurangan

glukosa juga semakin besar, pada proses fermentasi glukosa digunakan sebagai
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makanan untuk pertumbuhan mikroba dan pembentukan etanol sebagai produk

fermentasi.

4.6 Pengaruh Jumlah Saccharomyces cerevisiae

Pada penelitian ini, jumlah Saccharomyces cerevisiae divariasikan sebanyak 15, 20,
25, 30 dan 35 mL. Konsentrasi etanol dari hasil variasi jumlah mikroba tersebut dapat
dilihat pada Gambar 14.

25

25

Konsentrasi Etanol (%)

05

0 5 10 15 20 aD 30 35 40
Jumlah Saccharomyces cerevisiae (mL)

Gambar 14. Kurva Hubungan Jumlah Saccharomyces cerevisiae dengan

Konsentrasi Etanol

Dari kurva diatas dapat dilihat bahwa titik optimum konsentrasi etanol yaitu
pada penambahan 20 mL Saccharomyces cerevisiae sebesar 2,23% (Lampiran 10).
Konsentrasi etanol yang kecil dapat disebabkan karena hasil penguraian ampas tebu
tidak hanya glukosa saja tetapi merupakan campuran dari berbagai macam gula
monomer, yaitu pentose (ksilosa, rhamnosa dan arabinosa); heksosa (glukosa, manosa
dan galaktosa) yang berasal dari hidrolisis hemiselulosa, sehingga ketersediaan
glukosa hasil hidrolisis menjadi rendah.

Pada penambahan jumlah 25 mL mikroba, konsentrasi etanol mengalami
penurunan. Konsentrasi etanol yang didapat sebesar 1,91%. Jika mikroba yang
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F.

digunakan sedikit, maka kemampuan mikroba untuk mengkonversi glukosa menjadi
etanol pada proses fermentasi menjadi berkurang. Begitupula jika mikroba yang
digunakan berlebihan maka akan menurunkan konsentrasi etanol karena nutrisi yang
tersedia tidak seimbang dengan jumlah mikroba yang ada, sehingga terjadi persaingan
hidup dan banyak mikroba yang mati.

Jumlah pengurangan glukosa untuk variasi jumlah Saccharomyces cerevisiae

selama 96 jam dapat dilihat pada Gambar 15.

Konsentrasi Glukosa (g/L)

1 > + *

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Jumlah Saccharomyces cerevisiae (mL)

Gambar 15. Kurva Pengaruh Jumlah Saccharomyces cerevisiae terhadap

Pengurangan Konsentrasi Glukosa

Pengurangan konsentrasi glukosa yang tinggi terdapat pada jumlah
Saccharomyces cerevisiae 20 mL yaitu sebesar 0,815 g/L. Hal ini terjadi karena pada
jumlah 20 mL mikroba terdapat pertumbuhan mikroba yang bagus dan perubahan

glukosa menjadi etanol juga maksimal.
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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Konsentrasi HCl dan wakatu optimum untuk menghidrolisis ampas tebu
adalah konsentrasi HCI 0,3 M dengan waktu hidrolisis 60 menit. Konsentrasi
glukosa yang dihasilkan sebesar 6,775 g/L.

2. Saccharomyces cerevisiae mencapai puncak pertumbuhan pada waktu 21 jam.

3. Produksi etanol maksimal terjadi pada lama fermentasi 96 jam dan jumlah
Saccharomyces cerevisiae 20 mL. Konsentrasi etanol yang diperoleh sebesar
2.23%.

4. Produksi etanol selama fermentasi sejalan dengan terjadinya penurunan

konsentrasi glukosa.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian ini maka disarankan untuk :
1. Mencari metode pretreatment yang lebih baik sehingga diperoleh konsentrasi
glukosa yang lebih tinggi dan konsentrasi etanol yang maksimal.
2. Melakukan pemisahan serta pemurnian produk etanol yang dihasilkan dan
proses fermentasi sehingga didapatkan bioetanol yang lebih murni yang dapat
dijadikan sebagai bahan bakar.
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Lampiran 1. Skema Kerja Isolasi Saccharomyces cerevisiae

{ lgfermipén ]

Tambahkan 9 mL air destilasi dalam tabung reaksi (10"

sel/mL)

kocok hingga homogen

[ Campuran Homogen ]

Ambil | mL larutan
Tambahkan 9 mlL air destilasi dalam tabung reaksi (107

sel/ml.)

\L Lakukan sampai 10™* sel/mL.

[ suspensi 10 sel/mL ]

Ambil | tetes Larutan
Teteskan pada medium PDA

Sebarkan secara merata pada permukaan

v Diamkan selama 48 jam

( Mikioba ]
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Lampiran 2. Skema Kerja Penentuan Konsentrasi Standar Glukosa

I ml. larutan standar glukosa (2, 4,
6,8, 10,12,12, 14, 16, 18, 20
mg/L

Ditambahkan | mL reagen Nelson
Dipanaskan pada air mendidih selama 20 menit

Dipindahkan ke dalam gelas piala berisi es

LLarutan biru muda (ada
endapan merah bata)

Ditambahkan | mL reagen fosfomolibdat
Ditambahkan 7 mL air destilasi

Dikocok
[ LLarutan biru tua ]

Diamkan selam 30 menit

Diukur serapan pada panjang gelombang 580 nm

Konsentrasi glukosa
standar
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Lampiran 3. Skema Kerja Optimasi Hidrolisis Asam dan Lama Hidrolisis
Optimasi Hidrolisis Asam

[ 5 g ampas tebu ]
Ditambahkan masing-masing variasi konsentrasi larutan HCI
(0,1;0,2;0,3;0,4; 0,5 M)
Ditutup dengan AVO
Di autoklaf pada suhu 121°C selama 60 menit

[ Sampel hidrolisis ]

l Disaring
Hidrolisat

l Diukur konsentrasi glukosa (Somogy-Nelson)

Konsentrasi Glukosa
Optimum

Optimasi Lama Hidrolisis

[ 5 g sampel J

Dihirolisis dengan HCI selama variasi waktu (30, 60, 90 dan
120 menit)
Di autoklaf pada suhu 121°C

[ Sampel hidrolisis ]

v Disaring
[ Hidrolisat

Diukur konsentrasi glukosa (Somogy-Nelson)

(Konsentrasi glukosa optimum }
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Lampiran 4. Skema Kerja Optimasi Lama Fermentasi dan Jumlah
Saccharomyces cerevisiae
Optimasi Lama Fermentasi

[ s0'mL hidrolisat

Di atur pH menjadi pH 5

Ditambahkan 100 mL medium fermentasi

Ditambahkan variasi jumlah Saccharomyces cerevisiae
15, 20, 25, 30 dan 35 mL

Ditutup dengan AVO

v Di shaker 180 rpm selama 120 jam

[ Hasil fermentasi ]

J
Diukur konsentrasi etanolnya dengan GC/MS

A

Konsentrasi etanol
optimum

Optimasi Jumlah Saccharomyces cerevisiae

{ 50 mL hidrolisat ]

Di atur pH menjadi pH 5

Ditambahkan 100 mL medium fermentasi

Ditambahkan variasi jumlah Saccharomyces cerevisiae
sebanyak 15,20,25,30 dan 35 mL

Ditutup dengan AVO

v Di shaker 180 rpm selama 96 jam

[ Hasil fermentasi J

l Diukur konsentrasi etanolnya dengan GC/MS

{ Konsentrasi etanol optimum J

)



Lampiran 5. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Standar

Glukosa

0.4
0.35
03 |
0.25
0.2
0.15

Absorban

0.1
0.05

0] 100 200 300 400 500 600 700 800

Panjang Gelombang {(nm) |

Penentuan panjang gelombang maksimum larutan standar glukosa adalah 400-700
nm. Dari kurva diatas, panjang gelombang yang memiliki absorban tertinggi adalah
pada panjang gelombang 580 nm. Sehingga pada panjang gelombang tersebut

digunakan untuk mengukur absorban sampel selanjutnya.
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Lampiran 6. Data Larutan Standar Glukosa pada Panjang Gelombang 580 nm

Tabel 2. Standar Glukosa

Konsentrasi Glukosa (mg/L) Absorban
2 0,047
4 0,139
6 0,228
8 0,316
10 0,404
12 0,501
14 0,598
16 0,709
18 0,804
20 0,896

Kurva Standar Glukosa

1

09 | y=0.047x- 0.057
| R?=0.99

08 |

07 |
06
05
04
0.3
0.2
0.1

0 L

0 5 10 15 20 25

Absorban Glukosa

Konsentrasi Standar Glukosa (g/L)
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Lampiran 7. Data Optimasi Hidrolisis Asam dan Lama Hidrolisis

Tabel 3. Hasil Optimasi Hidrolisis HCI

Konsentrasi HCI Absorban Lama Hidrolisis Konsentrasi
(M) (Menit) Glukosa (g/L)
0,1 0,301 60 3,780
0,2 0,429 60 5,130
0,3 0,585 60 6,775
0.4 0,326 60 5,740
0,5 0,487 60 4,040

Tabel 4. Hasil Optimasi Lama Hidrolisis

Lama Hidrolisis  Konsentrasi HCI Absorban Konsentrasi
(Menit) (M) Glukosa (g/L)
30 0,3 0,361 4,070
60 03 0,585 6,775
90 0,3 0,278 3,535
120 0.3 0,277 3,525

Contoh Perhitungan Konsentrasi Glukosa Sampel
Persamaan Regresi : Y= 0,047 x — 0,057
Nilai Absorban pada konsentrasi HCI 0,3 M selama 60 menit optimum = 0,585 (Y)
Maka konsentrasi Glukosa untuk adalah :
0,585 = 0,047 x -0,057
X =13,55gL
Pada perhitungan dilakukan pengenceran 500 kali, maka konsentrasi glukosa sampel

sebenarnya adalah : 13,55 g/L x 500 = 6,775 g/L
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Lampiran 8. Data Larutan Standar Etanol

Contoh Pembuatan Standar Etanol 4 % dari Etanol 96 %

Standar etanol 4 %

MIl.Vl = M2.V2

96.Vl =4.10mL
Vi= 041 mL

Tabel 5. Standar Etanol

Konsentrasi Etanol (%) Luas Area
0,1 5134577
0,5 9001045

1 15188327

20224588

4 35719749

Kurva Standar Etanol

40000000
35000000 y=7614615x + 5479442
30000000
25000000
20000000

Luas Area

15000000
10000000

5000000

0
0 1 2 3

Konsentrasi Standar Etanol (%)
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Lampiran 9. Contoh Perhitungan Konsentrasi Etanol

Persamaan regresi : y = 7614615x + 5479442
1. Pengaruh Lama Fermentasi
Luas area pada lama fermentasi 96 jam optimum = 20351190 (Y)
Maka konsentrasi etanol adalah :
20351190 = 7614615x + 5479442
X =195

Jadi konsentrasi etanol sebesar 1,95 %

2. Pengaruh Jumlah Saccharomyces cerevisiae
Luas area pada jumlah 20 mL mikroba optimum = 0,585 (Y)
Maka konsentrasi etanol adalah :
y =7614615x + 5479442
22468130 = 5479442,07x + 761461,52
X =223

Jadi konsentrasi etanol sebesar 2,23 %
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Lampiran 10. Tabel Pengaruh Lama Fermentasi dan Jumlah Saccharomyces

cerevisiae

Tabel 6. Pengaruh Lama Fermentasi

Waktu (Jam) Konsentrasi Etanol (%)
24 0,7
48 1,14
72 1,93
96 1,95
120 1,06

Tabel 7. Pengaruh Jumlah Saccharomyces cerevisiae

Jumlah Saccharomyces cerevisiae (mL)  Konsentrasi Etanol (%)

15 1,29
20 123
25 1,91
30 1,11
35 1,16
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Lampiran 11. Data Konsentrasi Glukosa Sisa pada Waktu Fermentasi dan

Jumlah Saccharomyces cerevisiae

Tabel 8. Konsentrasi Glukosa Sisa pada Waktu Fermentasi

Tabel 9. Konsentrasi Glukosa Sisa pada Jumlah Saccharomyces cerevisiae

Waktu Fermentasi Absorban Konsentrasi Glukosa Sisa
(Jam) Setelah Fermentasi (g/L)
0 0,585 6,775 }
24 0,085 1,500 ‘
48 0,072 1,365
72 0,043 1,060
96 0,030 0,920
120 0,012 0,730
|
|

Jumlah Saccharomyces Absorban Konsentrasi Glukosa Sisa
cerevisiae (mL) (g/L)
0 0,534 6,240
15 0,039 1,015
20 0,020 0,815
25 0,032 0,940
30 0,036 0,980
35 0,037 0,990
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Lampiran 12. Gambar Alat GS/MS yang digunakan dalam Penelitian

Gambar 16. GC-MS (QP 2010 S SHIMADZHU)
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Lampiran 13. Kromatogram Etanol Ampas Tebu dari Analisis GC/MS
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vlethod File CAOCMSsolutionMETODA ANALYSISVE_THANOL qum

Jrg Method File CAGCMSsolutiodMETODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
teport File : C\GCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263 qgr
Funing File : CAGCMSsolution\System\Tune \Ethanol.qgt

Comment]

standar Etanol 2%

odified by Admin

vodified 10/22/2011 9:25:35 AM

Chromatogram Penelitian Mahasiswa C:\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Std_02%.QGD
Top Position
intensity ] _ - e
40000000 140,000,000 — - : ) .

35000000
30000000

25000000

1891

20000000

15000000

10000000~
5000000 L f
§ e 1]
sa
0 - . . N
1.0 10.0 15.
miR
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area Arca% Heigin AH Mark Nam: 3ase m/z
1 1.076 64033 0.15 22660 2.82 18.15
2 1.317 34581 0.08 9460 3.65 v 18.15
3 1.699 6982331 16.69 6320430 1.10 18.15
4 1.891 20224588 48.34 19874276 1.01 18.05
5 2.083 14533063 34.74 14082694 1.03 18.05
41838596 100.00 40309520
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-] lg Tiformation

S Amount
jmnple Amopunt |

dilution Factor |

Jal # |

njection Volume 0.5

i Fily s eaaeM Bl oS pl B Rika, Fermentasivsid 01%.QGD
g Data File i MSsolutiomSampleARIKn | gpngninsihbid_0 1% 03010
viothod File CAGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Xt Method File CAOCMSsolutiof\ METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
teport File - C:AGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263 qgr
Cuning File s CAGCMSsaolution\System\Tune 1 \Ethanol.qpt

Comment)

standar Etanol 1%

viodified by : Admin

vodified 102272011 9:10:50 AM

Chromatogram Penelitian Mahasiswa CA\GCMSsolution\Sample\Rika_FermentasivStd_01%.QGD
Top Position
intensity - ; - . 1.5
40000000 140,000,000

35000000 -
30000000
25000000 -

20000000

2083

15000000 | =2
1 | |
10000000 B
]
| il
5000000 |
! 22
1.0 10.0 15
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area Area% Height A/H Mark Name Base miz
1 1.483 54257 0.11 18331 295 v 18.15
2 1.649 911639 1.87 420856 2.16 18.15
3 1.698 16726207 34.40 14363313 1.16 v 18.15
4 1.891 15188327 31.23 14627772 1.03 19.05
5 2.083 15748011 3238 15869202 0.99 18.05
48628441 100.00 45299474
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Anaivzed by
Anulyzed
yample Type
Level #

iample Name
sample ID

5 Amonnt
sample Amount
Jilution Factor
Jial #

njection Volume
Jata File

Jry Data File
viethod File

Irg Method File

Sumple Intosmation

: Admin
SHO/217200 0 111825 AM
: Unknown
tl
: Penelitian Mahasiswi
: Sampel hasil fermentasi

1=t
i |
4 |
1
0.3

- CAGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Std_0,5%.QGD
- C:AGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Std_0,5%.QGD
: CAGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
: CAGCMSsolutionf\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm

teport File : CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263 qgr
Tuning File : CAGCMSsolution\System\ Tune 1\Ethanol.qgt
Comiment]
standar Etanol 0,5%
vodified by : Adimnin
Jodified < 1072172011 11:26:29 AM
Chromatogram Penelitian Mahasiswa CAGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Std_0,5%.QGD
Top Position
40000000 ]40,000,000 {
35000000 ! !
30000000 !
25000000 i
20000000? !
15000000 - f
1
10000000 - ‘
e |
] AN
5000000 ; o }
] N B :
4 _,L,g.l S - o= i
0-- v i T {
1.0 10.0 15.
min
Peak Report TIC
Peakff R.Time Area  Area% Height AMH Mark Name Base m/z
1 1.707 5686300 930 5259752 1.08 18.15
2 1.905 9001045 14.73 6952862 1.29 18.15
3 2.116 43438138 71.07 6935607 6.26 18.15
4 2,533 2140887 350 408523 524 V 28.10
3 2.683 856645 1.40 128097 668 V 18.15

61123015 100.00 19684841
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valvzad by
Lalyand
vanple Type
avel 4

Vagpiple N
vatapile 1D

5 Amount
sample Amount
dilution Factor
Jial #

njection Volume
data File

dg Data File

Sampie Ltonmation

Admin
WAL 200 LES02T AN

s Lnhnown

=1

Ciranaliviun Slisiaw

< Sl Dasil fermentusi

1l
|

o |

=1

:0.5

3 (,"‘{‘u('MSmluliuu‘Sample\Rika__Fcrmmmsi\Sld_ﬂ. 1%.QGD
CCAGOMSsolution\ Sample\Rika_FermentasitStd_0,1%.QG")

slethod File L CAGCMSsolutionMETODA ANALYSIS\E_THANOL.qgmn
drg Method File - CAGCMSsolutiomMETODA ANALYSIS\E_THANOL .qgm
Leport File - CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263.qgr
luning File - CAGCMSsolution\System\ Tune\Ethanol.qgt
Comment] '
sandar Etanol 0,1%
viodified by - Admin
Jodified 21072172011 11:38:31 AM
Chromatogram Penelitian Mahasiswa C:AGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Std_0,1%.QGD
Top Position
intensity P & il e = N e W e e TIC
40000000 140,000,000
35000000
30000000
25000000 1
20000000
15000000 -
1 8
10000000 | :3 = ‘
! \ l
! g |
5000000 - Gl I !
i |l an 1
S i ‘\\ ~E i
0 : Z ___----'l L i ‘d-: T [ |
1.0 10.0 15.
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area  Area% Height AMH Mark Name Base m/z
1 1.715 9467967 10.00 7935415 1.19 18.20
2 1.908 5134577 5.42 4835439 1.06 18.20
3 2,120 74859881 79.06 9094259 823 18.15
4 2658 3773565 399 481263 78 vV 18.15
5 2.825 1445527 1.53 263919 547 V 18.15
94681517 100.00 22610295



Variasi Lama Fermentasi
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Sample lulbanation

wnalyzed by : Admin

\nalyzed <10 13/2011 1:23:48 P4
i.‘m{‘l{‘! Type : Unknown
cvel # v
sumple Nuine : Panslitian Rika
jample 112 + Saung el hasil fermentual
$ Amount d(i)=t
sample Amount i
Jilution Factor i1
flal # |
ot Voluma 10.5
ﬁﬁll- i s e MSsolution\Bsnple\tika_Permentasti8pl | ML QG5
Jrg Data File : CAGCMSsolution\Sample\Rika_FermentasfiSpl1HL.QOD
dathod Pila  CAOCMSsolullonMETODA ANALYSIS\E_THANOL qgm
g Mathod File  : C:AGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL g
teport Mile ' : CANGCMSsolution\Data! estisida PdgPanjang\Spl_263.qgr
funing File : CAGCMSsolution\System\Tune!\Ethanol.qgt
Comment]
jampel JHL
vodified by . : Admin
odified - 10°1372011 1:32:50 PM

Chromatogram Penelitian Rika C:\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl lHL.QGD
Top Position
intensity __TIC
40000000 -40,000,000
]

35000000 -

30000000~

25000000 -

- -
20000000 - :
15000000 - J
i 2|2
10000000 i
: i
5000000 - i
P —— W S ¢ . = it - .
1.0 10.0 15.
min
Peak Report TiC
Peak# R Time Area Area% Height AH Mark Name Base m/z
1 1.532 13969409 30.69 12190069 .14 18.15
2 1.724 20735217 45.55 20045109 1.03 18.10
3 1916 10820260 2.7 11097216 0.97 18.20

45524886 100.00 43332394
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Sample [nforination
yzed by Adinin
D 1ON6/2011 12:001:14 PM
s Unknowy

Nit
dl
Naine ! Penelitian Rika cs
i i : Hasil Fermeanta
3 Ammount t[1]=1
Sample Amoun 71
Bilution Fadtor i
Vial # H |
Injeetion Yolume 1 0.5
Data File CAGCMSsolutiomData\E_thanol_Rika\Rika_07.qgd
Org Data File : CAGCMSsolution\Data\E_thanol_Rika\Rika_07.qgd
Method File : C:AGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Drg Method File : CAGCMSsolution®METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Report File : CAGCMSsolution\Data\Report\As_caif\As_cairl.qer
Tuning File : CAGCMSsolution\System\Tune I\Ethanol qgt
[Comment]
Sampel 25 L
Modified by : Admin
Modified 1 10/6/2011 12:20:59 PM
o A _ Chromatogram Penelitian Rika cs CAGCMSsolution\Data\E_thanol_Rika\Rika_07.qed
25,000,000 e gl S g 0 -]
S 1
| =
g f TIC*1.0
= S
A e S . — e e R e R e —
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Arca Area% Height  Height% Name
1 0.044 2837067 8.69 438079 1.52
2 0.200 117966 0.36 62950 022
3 1.549 8649981 26.50 7769819 2693
4 1.733 6874045 21.06 6726562 2331
5 1.925 14165356 43.39 13858872 4803
32644415 100.00 28856282 100.00




Sample Information
\nalyzed by : Admin
: 10722/2011 9:58:34 AM

: Unknown

sample Amount

Jilution Factor 4l

Jial # 3

njection Volume :0.5

Jata File : C\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\SpI3HL_ul.QGD
Xrg Data File : CAGCMSsolutiomSample\Rika_Fermentasi\SpI3HL_ul. QGD
Jethod File : CAGCMSsolutiolMETODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Jrg Method File : CAGCMSsolutio"\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
eport File : CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263 qgr
luning File : C\GCMSsolution\System\Tune I\Ethanol.qgt

Cominent)

jampel 3 HL ulangan

vodified by : Admin

vodified 1 10/22/2011 10:06:38 AM

Chromatogram Penelitian Mahasiswa C:\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl3HL_ul. QGD
Top Position
intensity o i L7 ¥ L e e - TIC
40000000 140,000,000 T

35000000

Laa d s ay

30000000

250000004

!
I
20000000~ §
1
15000000 1
{
10000000 E
5000000 §1 i
| 1 % ‘
i 1B ‘-._ E
04 : i = RS ST 1 A | - . R ; ot SIS
1.0 10.0 15.
min
Peak Repont TIC
Peakf . R.Time Arca Area% Height AH Mark Name Base nvz
| 1.707 6703168 5.60 5932844 1.12 18.15
2 1.899 20177730 16.87 18742013 1.07 18.10
2 2.112 87935176 | 73.51 8292323 10.60 18.15
4 2.667 3837473 321 464757 825 v 16.15
5 2778 976374 0.82 254669 3.83 v 18.20
119629921 100.00 33686606
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nple Intoeaation

) le

Jlution

Factor
Jal # |
njection Volume 105
Jata File : CAGCMSsolutiom\Sample\Rika_Fermentasi\Spl 5_H_L.qgd
Jrg Data File : C:MUCMSsolution\Sample\Rika_Fenmentasi\Spl 5_H_L.qud
ethod File . .2 C\GCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Jrg Method File : C:\GCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
Lepart File : C:AGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_253.qur
funing File 1 enaCM Ssolutiem\8ystem\Tune 1\Ethanol gt
Comment]
samped 5 HL
vodified by : Admin
vloditied 1 10/17/2011 11:47:56 AM
Chromatogram Penelitian Rika CA\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl 5_H_L.qgd
: Top Position
intensity ] £ = ) - TIC
40000000 140,000,000 |
| |
35000000 {
] |
1 - |
30000000 > ‘
25000000 ;
| !
{ - 2
20000000 &
|
2
15000000 - b g8
10000000 i
1 |
5000000 4 !
1 1 |
e |
0 = & e S ey s 1
1.0 10.0 15
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Arca Arca% Height AH Mark Name Basem/z
| 1.524 15527513 31.87 14388549 1.07 18.15
2 1.716 19600752 40.23 19059085 1.02 18.05
3 1.908 13592724 27.90 13766513 0.98 18.15
48720989 100.00 47214147

49




Variasi Jumlah Saccharomyces cerevisiae
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Analyzed

jample Type

vl 4 4

samzle (D
5 Amonnt
jample Amount
dilution Factor
Jial #

njection Yolume
Dana File

drg Data File
vethod File

drg Method File

Admin
10/20/2011 12:52:02 IPM

Unknown

105

- C:AGCMSsolutiom\Sample\Rika_FermentasiiSpl.15L.QGD

- CAGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl.15L.QGD

- CAGCMSsolutionf\METODA AMALYSIS\E_THANOL.qgm
: CAGCMSsolutiolMETODA ANALYSIS\E_THANOL.qum

Base m/z
18.20
18.20
18.10
19.10

teport File : CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263.qgr
[uning File - CAGCMSsolution\System\Tune\Ethanol.qgt
Comment]
sampel 15L
vodified by : Admin
viodified : 10/2072011 1:08:05 PM
Chromatogram Penelitian Mahasiswa C:AGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl.15L.QGD
Top Position
intensity . =¥ b
40000000 140,000,000
35000000
30000000~
25000000
20000000~ 2
15000000 - T
10000000~ S \
5000000 ';
1 I E]
1 = ¢
ol— =ik
1.0
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area Area% Height A Mark Name
| 1.283 3893216 830 43059 90.41
2 1.549 8762553 18.69 8095981 108 V
3 1.741 18965503 40.44 18841683 1.00
4 1.933 15272409 3257 15111542 1.01
46893681 100.00 42092265
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Amalyzed by
Vitalyzed
Sanple Type
vyl #

tampls Nama
vample [D

§ Amount
sunple Amount
dilution Factor
Jial #

njection Yolume

- Admin

1072072001 22748 M

: Unknuwh
tl

Penatitian Maluglawa
; Sampel hail fenmentas

(1)t
21
bt |
4 |
;05

Sample Information

- CAGCMSsolutiomSample\Rika_Fermentasi\Spl 30L.QGD

I il
;.—1::;;‘: File - CAGCMSsolution\Sample\Rika_Fenmentasi\Spl 30L.QGD
Wethod Fite . ICAGCMSsolutionMETODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
I Method File S CAGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
teport File : CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263.qgr
funing File : CAGCMSsolution\System\Tune1\Ethanol qpt
Coinment]
ipl 30L _
Jvodified by : Admin
dodified : 1072072011 2:36:50 PM
Chromatogram Penelitian Mahasiswa C:\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl 30L.QGD
A Top Position
intensity TIC
40000000 -40,600,000
35000000
30000000
]
25000000
? g
20000000~ N
3|,
15000000 - s
]
10000000
5000000
0 = T T
1.0 10.0 15.
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area Area% Height AH Mark Name Base m/z
1 1.507 16627202 33.05 15325565 1.08 18.20
2 1.699 19738041 3924 19711113 1.00 18.10
3 1.891 13937531 7.7 14004642 0.99 18.20
50302774 100.00 49041320
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Sample Information

\nalyzed by : Adimin

nnlyzed 102072001 2:43:28 "M

mmple Type Unknown

wvel # 2l

iunple Name : Penclitian Mahasiswa

sample 1D : Sampel hasil fermentasi

§ Amount [1)=1

sample Amount £l

Jilution Factor b |

Jial # %

njection Volume 105

Jata File : C\GCMSsolution\Sample'Rika_Fermentasi\Spl 35L.QGD
Jrg Data File : CAGCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl 35L.QGD
ethod File : CAGCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
org Method File = : C:\GCMSsolution\METODA ANALYSIS\E_THANOL.qgm
teport File : CAGCMSsolution\Data\Report\Pestisida PdgPanjang\Spl_263.qgr
luning File : CAGCMSsolution\System\Tune I\Ethanol.qpt

Comment]

pl 35L

vodified by : Admin

vodified : 102072011 2:52:31 PM

Chromatogram Penelitian Mahasiswa C\GCMSsolution\Sample\Rika_Fermentasi\Spl 35L.QGD
Top Position
intensity TIC

40000000 140,000,000 |
35000000 |
:
| .
30000000 | |
!
25000000 - ;
] = !
20000000 T i
15000000 - g !
] : |
H ‘
10000000 g |
e .
5000000 |
1 z i
1.0 10.0 15
min
Peak Report TIC
Peaki R.Time Area Arca% Heigit AH Mark Name Base m/z
| 0.933 30375 0.07 11279 2.69 18.20
2 1.525 5852313 14,19 5706828 1.02 18.15
3 1.716 21046892 51.03 20289893 1.03 18.10
4 1.908 14317989 M4 14007636 1.02 18.15
41247569 100.00 40015636
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