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ABSTRAK

Pembuatan Bioetanol dari Umbi Talas (Colocasia gigantean Hook F)
Melalui Hidrolisis Enzimatik dan Fermentasi
Menggunakan Saccharomyces cerevisiae

Febby Febrizal (07132048)
Elida Mardiah, MS* Marniati Salim, MS*
Pembimbing *

Penelitian mengenai pembuatan bioetanol dari umbi talas melalui hidrolisis
enzimatik telah dilakukan. Pembuatan bioetanol ini dilakukan dengan
memvariasikan penambahan enzim a-amilase, glukoamilase dan lama hidrolisis
dihidrolisis menggunakan enzim a-amilase dan glukoamilase dengan variasi
penambahan 4, 5, 6, 7, 8, mL dan variasi lama hidrolisis 1, 2, 3, 4, 5 jam.
Konsentrasi Gula Reduksi yang dihasilkan dari proses hidrolisis dianalisa
menggunakan metode Somoggy-Nelson. Hidrolisis dengan penambahan 6 mL
enzim o-amilase dan 7 mL glukoamilase selama 4 jam memberikan konsentrasi
optimum sebesar 64,222 g/L. Hidrolisat yang dihasilkan dilanjutkan pada proses
fermentasi selama 3, 4, 5, 6 dan 7 hari. Hasilnya dianalisa dengan Gas
Choramatography (GC), produksi bioetanol maksimum didapat setelah fermentasi
5 hari, konsentrasi etanol yang diperoleh sebesar 4,0123 %.

Kata Kunci : bioetanol, umbi talas (Colocasia gigantean Hook F), hidrolisis,
fermentasi, a-amilase, glukoamilase
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ABSTRCT

Bioethanol from Taro Tuber (Colocasia gigantean Hook F)
Trough Enzymatic Hydrolysis and Fermentation
Using Saccharomyces cerevisiae

Febby Febrizal (07132048)
Bachelor of Science in Chemistry Faculty of Matematic and Natural Science
University of Andalas
Advice by Elida Mardiah, MS and Marniati Salim, MS

Research on the manufacture of bioethanol from tubers of taro through enzymatic
hydrolysis has been carried out. Manufacture -of bioethanol is being done with
varying the addition ofthe enzyme a-amylase, glucoamylase hydrolysis time
and fermentation time. A total of 15 g of flour that has been mashed taro tuber
hydrolyzed using the enzyme o-amylase and glucoamylase by the addition of
variation of volume 4, 5, 6, 7, 8 mL, and variations of hydrolysis time 1, 2, 3, 4, 5
hours. Sugar concentration reduction resulting from the hydrolysis process was
analyzed using Somoggy-Nelson method. Hydrolysis with the addition of 6 mL of
the enzyme a-amylase and glucoamylase 7 mL for 4 hoursto give the
optimum concentration of 64.222 g/L. Hydrolysates produced in the fermentation
process was continued for 3, 4, 5, 6 and 7 days. The results were analyzed by Gas
Choramatography (GC), the maximum bioethanol production obtained after 5
days of fermentation, the ethanol concentration obtained at 4.0123%.

Keywords: bioethanol, taro tuber (Colocasia gigantean Hook F),hydrolysis,
fermentatation, a-amylase, glucoamylase
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kebutuhan bahan bakar minyak (BBM) di berbagai negara akhir-akhir ini
mengalami peningkatan tajam. Untuk mengantisipasi krisis BBM pada masa yang
akan datang, saat ini telah berkembang pemanfaatan etanol sebagai bahan bakar
alternatif, contohnya pembuatan bioetanol untuk gasohol (campuran gasolin dan
alkohol). !

Secara lebih spesifik bioetanol adalah cairan yang dihasilkan melalui proses
fermentasi glukosa dari penguraian sumber karbohidrat dengan bantuan
mikroorganisme. Bioetanol dapat juga diartikan sebagai bahan kimia yang
memiliki kesamaan sifat dengan minyak premium, karena terdapatnya unsur —
unsur seperti karbon (C) dan hidrogen (H). Bahan baku pembuatan bioetanol
dibagi menjadi tiga kelompok yaitu bahan bersukrosa seperti : tebu, nira nipah,
nira sargum manis, nira kelapa, nira aren, dan sari buah mete; bahan berpati
seperti : tepung ubi ganyong, sorgum biji, jagung, cantel, sagu, ubi kayu, ubi jalar,
dan lain-lain; dan bahan berserat selulosa/lignoselulosa yaitu tanaman yang
mengandung selulosa dan lignin seperti : kayu, jerami, batang pisang, dan lain-
lain.?

Glukosa dapat dibuat dari pati-patian, proses pembuatannya dapat
dibedakan berdasarkan zat pembantu yang dipergunakan, yaitu hidrolisis asam
dan hidrolisis enzim. Berdasarkan kedua jenis hidrolisis tersebut, saat ini
hidrolissis enzim lebih banyak dikembangkan, sedangkan hidrolisis asam
misalnya dengan asam sulfat kurang dapat berkembang, sehingga proses
pembuatan glukosa dari pati-patian sekarang ini dipergunakan dengan hidrolisis
enzim. Dalam pembuatan bioetanol proses konversi karbohidrat menjadi glukosa
dilakukan dengan penambahan air dan enzim kemudian dilakukan proses peragian
atau fermentasi gula menjadi etanol dengan menambahkan yeast atau ragi. 3

Talas (Colocasia gigantea Hook F) termasuk tanaman umbi-umbian.
Tanaman ini yang biasanya dimanfaatkan adalah bagian daun dan tangkainya saja,
yaitu sebagai sayuran pencampur gule. Umbinya tidak dikonsumsi sebagai



panganan, karena rasanya yang tidak enak. Umbi talas dimanfaatkan sebagai
bahan baku pembuatan bioetanol karena mengandung pati yang cukup tinggi.*

1.2 Rumusan Masalah :

Pada penelitian ini masalah yang akan diteliti adalah :

1. Apakah umbi talas dapat digunakan untuk membuat bioetanol

2. Apakah jumlah enzim yang digunakan mempengaruhi proses hidrolisis

3. Apakah lama fermentasi dapat meningkatkan kadar etanol yang dihasilkan

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah menghasilkan bioetanol dari umbi talas,

serta mengamati variable-variabel yang dapat mempengaruhi konsentrasi etanol

yang dihasilkan yaitu :

1. Pengaruh variasi penambahan enzim a-amilase dan glukoamilase serta lama
hidrolisis terhadap konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan

2. Pengaruh lama fermentasi terhadap konsentrasi etanol dan konsentrasi glukosa

sisa

1.4 Manfaat Penelitian
Memanfaatkan umbi talas sebagai sumber pembuatan bioetanol dan dapat
dipergunakan sebagai salah satu alternatif pengganti BBM.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bioetanol

Etanol atau etil alkohol merupakan cairan tak berwarna dengan karakteristik
antara lain mudah terbakar, larut dalam air, biodegradable, tidak karsinogenik,
dan jika terjadi pencemaran tidak memberikan dampak lingkungan yang
signifikan. Rumus molekul C,HgO, juga bisa ditulis EtOH atau C,HsOH. Sifat-
sifat fisika dan kimia etanol yaitu massa molekul relatif (Mr) = 46,06844 g/mol;
density = 0,789 gcma; titik lebur = -114,3 °C; titik didih 78,4 °C; viskositas =
1200 cP pada 20 °C; momen dipole = 1,69 D (gas).’

Bioetanol merupakan cairan yang berasal dari proses fermentasi gula
dengan bantuan mikroorganisme. Pembuatannya melalui proses biologi, sehingga
produk etanol yang dihasilkan disebut dengan bioetanol.®
Bahan baku pembuatan bioetanol ini dibagi menjadi tiga kelompok yaitu :

a. Bahan sukrosa
Bahan-bahan yang termasuk dalam kelompok ini antara lain tebu, nira nipah,
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
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.”

Etanol digunakan dalam beragam industri seperti sebagai bahan baku
industri turunan alkohol, campuran untuk minuman keras seperti sake atau gin,
bahan baku farmasi dan kosmetik, dan campuran bahan bakar kendaraan,
peningkat angka oktan dan bensin alkohol (gasohol).



Fungsi etanol sebagai campuran bahan bakar kendaraan memiliki prosprek
bagus karena makin tingginya harga minyak mentah. Etanol berfungsi sebagai
penambah volume BBM, sebagai peningkat angka oktan, dan sebagai sumber
oksigen untuk pembakaran yang lebih bersih pengganti MTBE.?

2.2 Tanaman Talas (Colocasia gigantea Hook F)

Talas (Colocasia gigantea Hook F), hampir sama dengan talas jenis lainnya yang
semarga, yaitu Colocasia esculenta. Perbedaannya ialah pada ukuran pohonnya
yang lebih besar, bisa mencapai tinggi 2 meter dan tangkai daunnya yang ditutupi
lapisan lilin putih, serta urat-urat daunnya yang lebih kasar.

Umbi induknya cukup besar, akan tetapi tidak enak dimakan. Salah satunya
yang telah dibudidayakan mempunyai ukuran pohon yang lebih kecil untuk
digunakan daunnya, kultivar ini dikenal dengan nama Colocasia gigantea Hook F.
Jenis ini berasal dari Malaysia. Tumbuh dari dataran rendah sampai pegunungan
(25 — 1.500 m dpl), pada hutan campuran, hutan jati, di rawa-rawa dan pada

padang alang-alang. Menyenangi tempat yang agak terlindung dan lembab.®
. : SN “ ‘ 5 vk Ty .
! i

(A) (B)
Gambar 1. (A) Tanaman Talas (Colocasia gigantea Hook F)
(B) Umbi Talas (Colocasia gigantea Hook F)



Tanaman ini biasanya dipergunakan oleh masyarakat sebagai sayuran,
pencampur gule. Bagian yang dipergunakan adalah daun dan tangkainya saja,
sedangkan umbinya dibiarkan begitu saja, tidak dikonsumsi dikarenakan rasanya
yang tidak enak. Umbi talas yang berukuran sangat besar, dan memiliki
kandungan pati dapat dimanfaatkan untuk pembuatan bioetanol dengan bantuan

S.cerevisiae pada proses fermentasinya.®

Tabel 1 . Komposisi Karbohidrat Umbi Talas. °

Jenis Karbohidrat Jumlah (%)
Pati 77,9
Pentosa 2,6
Serat Kasar 1.4
Dekstrin 0,5
Gula Pereduksi 0,5
Sukrosa 0,1

2.3 Hidrolisis Pati

Pati atau amilum adalah karbohidrat kompleks yang tidak larut dalam air,
berwujud bubuk putih, tawar dan tidak berbau. Pati merupakan bahan utama yang
dihasilkan oleh tumbuhan untuk menyimpan kelebihan glukosa sebagai produk
fotosintesis dalam jangka panjang. Pati dibuat dari tumbuhan singkong (ubi kayu),
ubi jalar, talas, kentang, sagu dan lain-lain.Didalam pati tersusun atas dua macam
karbohidrat, amilosa dan amilopektin (Gambar 2), dalam komposisi yang berbeda-
beda. Dua fraksi ini dapat dipisahkan dengan air panas. Fraksi terlarut disebut
amilosa dan fraksi tidak terlarut disebut amilopektin. Secara struktur amilosa

mempunyai struktur lurus, sedang amilopektin bercabang.'®

CH,OH
0
CH,0H CH,OH M.
0 0 o\
1 4 HO \
_g-NGgH Ao Ko 0 CH,OH sCH,OH
OH OH 0,
; 4
e oM o NH Lo
OH OH
amylopectin

Gambar 2. Struktur amilosa dan amilopektin penyusun pati. '°
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Hidrolisis adalah proses dekomposisi kimia dengan menggunakan air untuk
memisahkan ikatan kimia dari substansinya. Hidrolisis pati merupakan proses
pemecahan molekul amilum menjadi bagian-bagian penyusunnya yang lebih
sederhana seperti dekstrin, isomaltosa, maltosa dan glukosa. Proses hidrolisis pati
menjadi sirup glukosa dapat menggunakan katalis enzim, asam atau gabungan
keduanya. Hidrolisis secara enzimatis memiliki perbedaan mendasar dengan
hidrolisis secara asam. Hidrolisis secara asam memutus rantai pati secara acak,
sedangkan hidrolisis secara enzimatis memutus rantai pati secara spesifik pada
percabangan tertentu. Hidrolisis secara enzimatis lebih menguntungkan
dibandingkan hidrolisis asam, karena prosesnya lebih spesifik, kondisi prosesnya
dapat dikontrol, biaya pemurnian lebih murah, dan kerusakan warna dapat
diminimalkan. Secara garis besar, tahap hidrolisis pati adalah gelatinisasi,
liquifikasi dan sakarifikasi.

1. Gelatinisasi

Gelatinisasi, yaitu memecah pati yang berbentuk granular menjadi suspensi yang
viscous. Granular pati dibuat membengkak akibat peningkatan volume oleh air
dan tidak dapat kembali lagi ke kondisi semula. Perubahan inilah yang disebut
gelatinisasi. Suhu pada saat granular pecah disebut suhu gelatiniasi yang dapat
dilakukan dengan adanya panas.

2. Liquifikasi
Tahap liquifikasi secara enzimatik merupakan proses hidrolisa pati menjadi
dekstrin oleh enzim pada suhu diatas suhu gelatinisasi dan pH optimum aktivitas
enzim, selama waktu yang telah ditentukan untuk setiap jenis enzim. Proses
liquifikasi selesai ditandai dengan parameter dimana larutan menjadi lebih encer

seperti sup.

3.Sakarifikasi

Tahap sakarifikasi adalah tahap pemecahan gula kompleks menjadi gula
sederhana dengan penambahan enzim glukoamilase. Pada tahap ini dekstrin
diubah menjadi glukosa. Untuk memurnikan sirup glukosa yang dihasilkan dapat
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dengan proses absorbsi oleh arang aktif. Proses hidrolisis enzimatik dipengaruhi
oleh beberapa faktor, yaitu: jenis enzim, ukuran partikel, suhu, pH, waktu
hidrolisis, perbandingan cairan terhadap bahan baku (volume substrat), dan
pengadukan. '°

2.4. Enzim Amilase

Enzim yang biasa digunakan untuk proses pembuatan sirup glukosa secara
sinergis adalah enzim a-amylase dan enzim glukoamilase. Enzim a-amylase akan
memotong ikatan amilosa dengan cepat pada pati kental yang telah mengalami
gelatinisasi. Kemudian enzim glukoamilase akan menguraikan pati secara

sempurna menjadi glukosa pada tahap sakarifikasi.'' (Gambar 3)

CHaOH

i
@[@QQQJ -

M“ZKEA ﬁ@% an

Gambar 3. Reaksi kimia pembuatan glukosa dengan hidrolisis pati. '°

Glukosa (CsH)20¢) adalah monosakarida yang paling banyak terdapat di
alam. Enzim-enzim mengubah karbohidrat seperti maltosa atau sukrosa menjadi
karbohidrat yang lebih sederhana seperti glukosa dan fruktosa. Karbohidrat
sederhana tersebut kemudian dirubah menjadi etanol dan karbon dioksida.
Perubahan ini bisa ditunjukkan sebagai persamaan-persamaan reaksi kimia
sederhana. '

Ci2H2201) + H)O ————p 2CgH1208
CgH120¢ —————» 2CH3CH20H + 2CO2
Enzim amilase dapat dikelompokan menjadi 3 golongan yaitu:
1. a-amilase, yang memecah pati secara acak dari tengah atau dari bagian dalam
molekul (endoamilase)

2. P-amilase, yang menghidrolisis unit-unit gula dari ujung molekul pati

menghasilkan maltose (eksoamilase)
7



3. Glukoamilase, yang dapat memisahkan glukosa dari terminal gula non
pereduksi substrat pati. ">
Enzim o-amilase (a-1,4-D-glukanohidrolase) merupakan enzim yang
menghidrolisis ikatan a-1,4 glikosida pada pati (amilosa dan amilopektin) dan
glikogen. Hidrolisis ini terjadi secara acak dari tengah atau bagian dalam molekul
pati. Enzim ini terdapat pada tanaman, jaringan mamalia dan mikroba. Dalam
industri a-amilase diisolasi dari pankreas babi dan sapi, dari mikroba seperti

Bacillus substilis atau dari jamur Aspergilus orizae."*

2.5. Fermentasi Alkohol
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. >

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
dengan melibatkan tiamin pirofosfat dan tahap kedua asetaldehid oleh alkohol
dehidrogenase direduksi dengan NADH, menjadi alkohol. Perubahan glukosa
menjadi alkohol dapat dilihat pada Gambar 4.

Glukosa * ) Piruvat
T >

NAD NADH,

-

| Fimalabobihidrogense |
Alloho] been ) 2 Asetaldehid

Gambar 4 : Skema Perubahan Glukosa Menjadi Alkohol
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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

6
pH.

2.6 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."®

2.7 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. 1



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi, jurusan Kimia, Fakultas
MIPA Universitas Andalas dan Balai Laboratorium Kesehatan Padang mulai
bulan Agustus-Desember 2011.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

Neraca analitik, alat-alat gelas, inkubator, autoklaf, hot plate stirrer, termometer,
spektrofotometer (Thermo Spectronic Genesys 20), jarum ose, kantung plastik
steril, sentrifus, shaker, pH indikator, seperangkat peralatan destilasi, stopwatch,
dan peralatan GC (QP 2010 S SHIMADZHU).

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan adalah umbi talas (Colocasia gigantea Hook F) yang
didapatkan dari kebun warga sekitar Siteba Padang, natrium karbonat (Merck),
kalium natrium tartarat (Merck), natrium bikarbonat, natrium sulfat (Merck),
tembaga sulfat hidrat (Merck), asam sulfat pekat, natrium tungstat (Merck), asam
molibdat, natrium hidroksida, akuabides, asam pospat 85 %, enzim a-amilase dan
glukoamilase (Novozyme), asam asetat, natrium asetat, medium Potato Dextrose
Agar (PDA), (NH4),PO4, MgS04.7H,0, KH,PO4, yeast extract dan etanol 96 %.

3.3 Pembuatan Reagen dan Medium

3.3.1 Reagen Nelson

Reagen Nelson dibuat dengan mencampurkan 25 bagian Nelson A dengan
1 bagian Nelson B. Untuk membuat Nelson A yaitu dengan melarutkan 2,5 gram
natrium karbonat (Na;CO;), 2,5 gram kalium natrium tartarat, 2 gram natrium
bikarbonat (NaHCO;) dan 20 gram natrium sulfat dalam 100 ml akuabides. Untuk
membuat Nelson B yaitu dengan melarutkan 7,5 gram tembaga sulfat hidrat
(CuSO,) dalam 50 mL akuabides, lalu ditambahkan 1 tetes asam sulfat pekat.?
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3.3.2 Reagen Fosfomolibdat

Reagen fosfomolibdat dibuat dengan cara melarutkan 1 gram natrium tungstat
(NaO4W) ditambah 7 gram asam molibdat dalam 70 ml natrium hidroksida
(NaOH) 5 %. Larutan dididihkan selama 5 menit, didinginkan dan ditambahkan
25 ml asam pospat (H;PO;) 85 %, kemudian dilarutkan dengan 100 ml
akuabidest.”

3.3.3 Medium Potato Dextro Agar (PDA)

Medium PDA merupakan medium padat yang digunakan untuk mengisolasi
Saccharomyces cerevisiae dari fermipan. Kentang dikupas dan dipotong kecil-
kecil, ditimbang sebanyak 50 g, ditambahkan 250 mL akuabidest kedalam
erlenmeyer 500 mL, kemudian dipanaskan sampai mendidih selama 15 menit. Air
rebusan disaring dengan kertas saring untuk mendapatkan ekstrak kentang.
Ekstrak kentang di tambahkan 5 g dektrosa, dan 5 g agar, ditutup dengan
alumunium voil dan dipanaskan dengan hot plate stirrer hingga mendidih.
Selanjutnya disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dengan
tekanan 1,5 atm.'® Skema kerja dapat dilihat pada lampiran 3.

3.34 Medium Inokulum

Medium inokulum ini dibuat dengan melarutkan 1 g glukosa, 0,1 g ekstrak ragi
0,01 g KHP,PO,, 0,01 g MgS0,4.7H,0 dan 0,01 g (NHs), SO, dalam 100 mL
akuabidest. Larutan ini disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15
menit dan tekanan 1,5 atm. '®

3.3.5 Medium Nutrisi

Medium nutrisi yang digunakan terdiri 0,2 g ekstrak ragi, 0,3 g KH,PO4, 0,2 g
MgS0,.7H,0, 0,4 g/l (NH;),SO4, yang dilarutkan dalam 100 mL akuabidest.
Larutan ini disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit dan

tekanan 1,5 atm.'®
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3.3.6 Buffer Asetat
Buffer asetat pH 5 dibuat dengan mencampurkan 20 ml larutan A (1,2 ml as.asetat
dalam 100 ml akuabides) dan 30 ml larutan B (1,6571 g natrium asetat dalam
100 ml akuabidest).

3.3.7 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 4, 8,
12, 16, 20 mg/L dengan memipet larutan induk glukosa sebanyak 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0 mL dan diencerkan dalam labu ukur 50 mL.

3.3.8 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 %. Larutan
induk etanol diambil sebanyak 0,01; 0,05; 0,10; 0,21; 0,41 mL dan diencerkan

dalam labu ukur 10 mL.

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Persiapan Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tepung talas yang dibuat dari
umbi talas (Colocasia gigantea Hook F). Umbi talas dikupas dan dicuci, setelah
bersih dihaluskan menggunakan penggiling. Umbi yang telah halus dikeringkan
+ 3 hari dengan bantuan sinar matahari hingga menjadi tepung. Tepung diayak
menggunakan ayakan dengan pori 425 pm untuk menyeragamkan ukuran partikel
dan disimpan di tempat yang kering. Tepung siap digunakan sebagai sampel

dalam jangka waktu yang lama. Skema kerja persiapan sampel pada Lampiran 1.

e S

|
s

Gambar 5. Sampel Umbi Talas (Colocasia gigantea Hook F)
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3.4.2 Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari Fermipan

Isolasi Saccharomyces cerevisiae dari fermipan dilakukan dengan cara
pengenceran bertingkat. Fermipan ditimbang sebanyak 1 g, dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian ditambah dengan 9 mL air akuabides (pengenceran 10™)
dan dikocok hingga homogen. Larutan diambil 1 ml dari tabung (pengenceran
10™") dengan pipet ukur lalu dipindahkan ke tabung kedua, ditambah dengan 9 mL
air akuabides (pengenceran 107). Selanjutnya dilakukan hal yang sama sampai
pengenceran 107, Pengenceran 10® tersebut di biakkan pada medium PDA
(Potato Dextro Agar) dengan cara mempipet 1 mL larutan kemudian disebarkan
pada permukaan medium secara merata dan didiamkan selama 48 jam sampai
koloninya tumbuh. 1 jarum ose koloni Saccharomyces cerevisiae dinokulasikan
secara zig zag pada medium PDA untuk pemurniannya dan didiamkan selama 72

jam. Skema kerja dapat dilihat pada Lampiran 2.

3.4.3 Perbanyakan Saccharomyces cerevisiae

Perbanyakan dilakukan untuk memperoleh biomassa Saccharomyces cerevisiae
yang akan digunakan dalam fermentasi. Koloni Saccharomyces cerevisiae diambil
3 ose lalu dinokulasikan ke dalam 100 mL medium inokulum kemudian di shaker

dengan kecepatan 220 rpm selama 20 jam. '

3.4.4 Pembuatan Kurva Standar Glukosa dengan metoda Somogy-Nelson
Sebanyak 1 mL larutan standar glukosa (4, 8, 12, 16, 20 mg/L) masing-masing
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Sebagai blanko digunakan 1 mL akuades,
kedalam tabung reaksi ditambahkan 1 mL reagen Nelson kemudian 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 diukur
absorban masing-masing larutan standar pada panjang gelombang 580 nm dengan
alat spektrofotometer. Skema Kerja dapat dilihat pada lampiran 4. Dibuat kurva
standar glukosa (Absorban Vs konsentrasi ) pada lampiran 8.
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3.4.5 Proses Hidrolisis
3.4.5.1 Penentuan Pengaruh Variasi Penambahan c¢-amilase Terhadap
Absorban Gula Reduksi

15 g tepung umbi talas ditambah dengan 100 mL akuabidest dalam erlenmeyer
250 mL. o-amilase ditambahkan dengan variasi 4, 5, 6, 7 dan 8 ml dan
dipanaskan pada suhu 80°C, diaduk 250 rpm selama 2 jam. Selanjutnya dilakukan
pengingaktifan enzim dengan cara dipanaskan pada suhu #* 105°C selama 15
menit. Larutan disentrifus, filtratnya diambil dianalisa dengan metoda Somogy-
Nelson. Sampel yang memiliki absorban paling tinggi dilanjutkan untuk proses
hidrolisis dengan menggunakan enzim glukoamilase. Didapatkan kondisi
optimum dari variasi penambahan a-amilase.”’ Skema kerja dapat dilihat pada

Lampiran 5.

3.4.5.2 Penentuan Pengaruh Variasi Penambahan Glukoamilase dan Lama

Hidrolisis Terhadap Konsentrasi Gula Reduksi
15 g tepung umbi talas ditambah100 mL aquabidest dalam erlenmeyer 250 mL,
ditambahkan a-amilase 6 mL, dipanaskan pada suhu 80°C, dan diaduk 250 rpm
selama 2 jam. Selanjutnya dilakukan hidrolisis menggunakan enzim glukoamilase
4, 5, 6, 7, dan 8 ml, diatur pH 5 dengan penambahan asam asetat dan pHnya
dipertahankan dengan buffer asetat. Larutan diaduk 250 rpm selama 1, 2, 3, 4,
dan 5 jam pada T = 55°C .Setelah itu dilakukan penginaktifan enzim dan larutan
disentrifus, filtratnya diambil dan konsentrasi gula reduksinya dianalisa dengan
metoda Somogy-Nelson. Sampel yang memiliki konsentrasi gula reduksi paling
tinggi dilanjutkan untuk proses fermentasi. Didapatkan kondisi optimum dari
variasi penambahan glukoamilase dan lama hidrolisis.”” Skema kerja dapat dilihat
pada Lampiran 5

3.4.5.3 Penentuan Konsentrasi Gula Reduksi Sampel dengan Metoda
Somogy-Nelson

Hidrolisat yang telah diinaktifkan enzimnya, di sentrifus, 1 ml filtrat dipipet dan

diencerkan dalam labu ukur 10 mL (pengenceran 10™), kemudian diambil 1 mL

dari pengenceran 10" dimasukan ke dalam labu ukur 10 ml dan diencerkan
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kembali (pengenceran 10?2), demikian selanjutnya sampai pengenceran 107,
Kemudian 1 mL dari pengenceran 10 ditambahkan dengan 1 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
diukur pada panjang gelombang 580 nm dengan spektrofotometer. Konsentrasi
gula reduksi didapatkan dengan memasukkan nilai absorban pada persamaan
regresi kurva kalibrasi standar.

3.4.6 Fermentasi Bioetanol
3.4.6.1 Penentuan Pengaruh Variasi Lama Fermentasi terhadap Konsentrasi
Etanol

Sebanyak 50 mL hidrolisat dimasukkan ke dalam 100 ml medium nutrisi, diatur
pHnya menjadi 5, ditambahkan 20 mL Saccharomyces cerevisiae, ditutup dengan
alumunium voil. Kemudian sampel dishaker pada kecepatan 200 rpm selama 3, 4,
5, 6, dan 7 hari. Proses fermentasi etanol dilakukan secara anaerob. Hasil
fermentasi selanjutnya didestilasi untuk memisahkan etanol dari larutan lainnya,
sampai didapatkan destilat yang diindikasikan sebagai etanol. Skema kerja dapat
dilihat pada lampiran 6. Destilat di ukur konsentrasi etanolnya dengan
menggunakan GC, konsentrasi glukosa sisa fermentasi juga diukur dengan
spektrofotometer.

3.4.6.2 Penentuan Konsentrasi Etanol dengan Gas Chromatography (GC)
Konsentrasi etanol dari hasil fermentasi dianalisa dengan GC yang dilakukan di
Balai Laboratorium Kesehatan Padang dengan kondisi operasional : gas pembawa
Helium, tekanan 52,3 kPa, kolom yang digunakan Rtx 5MS 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 0,94 mL/min dan detektor FID.
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3.4.6.3 Penentuan Konsentrasi Glukosa Sisa Pada Variasi Lama Fermentasi
Hasil fermentasi yang telah diinaktifkan enzimnya, di sentrifus, 1 ml filtrat dipipet
dan diencerkan dalam labu ukur 10 mL (pengenceran 10'). 1 mL larutan dari
pengenceran 10' dimasukan ke dalam labu ukur 10 ml dan diencerkan kembali
(pengenceran 10%). Kemudian 1 mL dari pengenceran 10 ditambahkan dengan
1 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 diukur pada panjang gelombang 580 nm dengan spektrofotometer.
Konsentrasi gula reduksi didapatkan dengan memasukkan nilai absorban pada
persamaan regresi kurva kalibrasi standar.
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BAB IV
HASIL DAN DISKUSI

4.1 Hasil 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 48 jam. Mikroba yang tumbuh hanya satu
koloni. Koloni yang tumbuh bulat, 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 2' (Gambar 6).

Gambar 6 : (A) Saccharomyces cerevisiae hasil isolasi
(B) Saccharomyces cerevisiae ATC 19433
Satu jarum ose mikroba diinokulasikan pada medium PDA dengan cara zig
zag untuk pemurnian mikroba dan didiamkan selama 72 jam. Hasil yang diperoleh
dari 2 kali pengulangan yaitu bentuk koloni Saccharomyces cerevisiae tampak
sama. Hal ini membuktikan bahwa mikroba yang diregenerasi telah stabil atau

tidak terkontaminasi oleh jenis mikroba lain (Gambar 7).
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Gambar 7: Biakan murni Saccharomyces cerevisiae

4.2. Pengaruh Variasi Penambahan a-amilase Terhadap Konsentrasi Gula
Reduksi

Pengaruh variasi penambahan a-amilase terhdap konsentrasi gula reduksi pada

proses hidrolisis umbi talas (Colocasia gigantea Hook F) dapat dilihat pada

Gambear 8.
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Gambar 8. Kurva konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan dengan variasi
penambahan a-amilase

Pada Gambar 8. Dapat dilihat bahwa variasi penambahan a-amilase yang
dilakukan berpengaruh terhadap konsentrasi gula reduksi. Konsentrasi akan
meningkat seiring dengan peningkatan variasi penambahan a-amilase (4 - 6 ml).
Hal itu terjadi karena jumlah enzim belum cukup untuk menghidrolisis substrat
pati. Akan tetapi setelah mencapai titik optimum tidak ada lagi peningkatan
konsentrasi karena sudah terjadi kesetimbangan reaksi antara substrat dengan
enzim. Konsentrasi maksimum diperoleh pada variasi penambahan a-amilase 6 ml
sebesar 14,222 g/l (Lampiran 10). o-amilase pada proses hidrolisis akan
membantu pemecahan pati menjadi maltosa.
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4.3. Pengaruh Variasi Penambahan Glukoamilase dan Lama Hidrolisis
Terhadap Konsentrasi Gula Reduksi

Variasi penambahan glukoamilase dilakukan setelah proses hidrolisis dengan

a-amilase 6 ml selama 2 jam. Proses hidrolisis menggunakan glukoamilase

dilakukan selama 1- 5 jam.
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Gambar 9. Grafik konsentrasi gula reduksi variasi volume glukoamilase dan
lama hidrolisis terhadap

Pada Gambar 9 terlihat bahwa variasi penambahan glukoamilase dan lama
hidrolisis mempengaruhi konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan. Pada awalnya
konsentrasi meningkat seiring dengan penambahan glukoamilase (4-7 mL)
sedangkan pada penambahan 8 mL tidak terjadi kenaikan lagi karena sudah terjadi
kesetimbangan reaksi.

Pengukuran konsentrasi diketahui meningkat secara drastis setelah 4 jam.
Hal tersebut diindikasikan bahwa pada hidrolisis selama 4 jam dan dibantu dengan
penambahan glukoamilase, pemecahan maltosa menjadi dua gugus glukosa telah
sempurna. Pada keadaan ini, dapat dilihat kondisi optimum terbentukanya gula
reduksi. Hidrolisis pada 1-4 jam terjadi peningkatan konsentrasi. Sedangkan pada
hidrolisis 5 jam terjadi penurunan konsentrasi, karena kestabilan enzim mulai
menurun pada waktu inkubasi yang terlalu lama, data konsentrasi gula reduksi
yang dihasilkan pada variasi penambahan glukoamilase dan lama hidrolisis dapat
dilihat pada lampiran 11. Pengukuran absorban gula reduksi yang dihasilkan dari
proses hidrolisis dilakukan pada panjang gelombang 580 nm, karena A 580 nm
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tersebut adalah panjang gelombang maksimum untuk glukosa, dapat dilihat pada
lampiran 7. Pada kondisi optimum, gula reduksi yang terbentuk adalah glukosa
Konsentrasi glukosa yang terbentuk dari proses hidrolisis ini dapat dilihat pada
Tabel 2.

Tabel 2 . Data Konsentrasi Gula Reduksi setelah dihidrolisis dengan

glukoamilase selama 4 jam
Penambahan Glukoamilase Absorban Konsentrasi Gula Reduksi
(mL) (g/L)
4 0,158 41,333
5 0,164 42,666
6 0,172 44,444
7 0,261 64,222
8 0,260 64,000

Pada Tabel 2. terlihat bahwa pada penambahan glukoamilase 4-7 mL
terjadi peningkatan konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan, hal tersebut
sebanding dengan kenaikan absorbannya. Pada penambahan 8 ml tidak terjadi lagi
kenaikan konsentrasi Konsentrasi gula reduksi tertinggi didapatkan pada
penambahan glukoamilase sebanyak 7 mL sebesar 64,222 g/L (perhitungan
konsentrasi gula reduksi dapat dilihat pada lampiran 9). Pada penambahan
glukoamilase 7 mL komposisinya tepat untuk membantu proses pemecahan
maltosa menjadi dua gugus glukosa. Untuk menghasilkan konsentrasi gula reduksi
yang tinggi, pengaturan pH dan suhu hidrolisis juga harus diperhatikan. pH sangat
berpengaruh karena dapat meningkatkan kerja enzim, dan pengaturan suhu dapat
mempercepat proses hidrolisis, pada penelitian ini digunakan pH 5 dan suhu
hidrolisis 55°C.%°
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4.4 Pengaruh Variasi Lama Fermentasi Terhadap Konsentrasi Etanol
Konsentrasi etanol yang dihasilkan untuk variasi lama fermentasi dapat dilihat

pada Gambar 10.

5

4

Konsentrasi Etanol (%)

3 4 5 G 7

Lama Fermentasi (hari)

Gambar 10 : Kurva Konsentrasi Etanol yang Dihasilkan pada Variasi Lama
Fermentasi

Pada Gambar 10. Terlihat bahwa semakin lama waktu fermentasi, maka
konsentrasi etanol yang dihasilkan juga semakin meningkat mulai dari 3-5 hari.
Hal tersebut terjadi karena semakin lama waktu maka semakin banyak glukosa
yang dapat dikonversi menjadi etanol oleh S.cerevisiae. Akan tetapi, pada 6-7
hari terjadi penurunan konsentrasi etanol yang dihasilkan. Hal ini disebabkan
karena proses fermentasi aerob fakultatif ini memungkinkan tumbuhnya
Acetobacter aceti. Bakteri ini dapat mengkonversi alkohol yang terbentuk
menjadi asetat yang ditandai aroma asam pada sampel sehingga menurunkan
konsentrasi etanol. Reaksinya sebagai berikut :

C2H;sOH() + Oz > CH3COOH, + H2O

Konsentrasi etanol tertinggi dihasilkan pada fermentasi selama 5 hari

sebesar 4.0123 % (Lampiran 13), ini merupakan kondisi optimum dari
pembentukan etanol, dilihat juga dari konsentrasi glukosa sisa fermentasinya pada
Gambar 11.
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Gambar 11 : Kurva Konsentrasi Glukosa Sisa Fermentasi pada Variasi Lama
Fermentasi

Dari penelitian didapatkan bahwa semakin lama waktu fermentasi, jumlah
pengurangan glukosa juga semakin besar, Pada Gambar 11. terlihat penurunan
yang tajam konsentrasi glukosa pada 3-5 hari fermentasi, karena pada keadaan
tersebut glukosa digunakan untuk membentuk etanol dan untuk pertumbuhan
S.cerevisie. Sedangkan pada 5-7 hari terjadi sedikit penurunan karena glukosa
hanya dipergunakan sebagai sumber energi S.cerevisie dalam kelangsungan
hidupnya. Konsentrasi glukosa pada 5 hari 0,220 g/L, data konsentrasi glukosa
sisa fermentasi dapat dilihat pada Lampiran 14).

Konsentrasi etanol optimum yang didapatkan sebesar 4.0123 % belum
sesuai dengan apa yang diharapkan, karena hasilnya jauh di bawah kadar etanol
yang diproduksi dari umbi talas jenis lainnya yang mencapai 53 %. 2 Hal tersebut
terjadi karena metoda yang digunakan dan pemisahannya kurang maksimal.
Metoda fermentasi yang digunakan adalah metoda batch, dimana proses
fermentasi terjadi didalam suatu tempat dan produk yang terbentuk tetap
bercampur dengan substratnya.

Produk yang terbentuk adalah gas CO, dan etanol, jika produk ini tidak
dikeluarkan akan meracuni S.cerevisiae. Produk yang terbentuk seharusnya
dialirkan ke tempat penampungan produk, seperti pada fermentasi dengan metoda
kontiniu. Pemisahan etanol yang terbentuk hanya dilakukan dengan cara destilasi
saja, scharusnya juga dilakukan absorbansi dengan absorben CaO, untuk

menyerap H,O untuk meningkatkan konsentrasi etanol yang dihasilkan.
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1.

Umbi Talas (Colocasia gigantea Hook F) dapat dijadikan sebagai bahan
pembuat bioetanol. Setelah dilakukan hidrolisis, hidrolisat mengandung
glukosa 64.222 g/1..

Proses hidrolisis yang memberikan hasil glukosa maksimum adalah dengan
menggunakan a-amilase 6 mL, glukoamilase 7 mL dan lama hidrolisis dengan
glukoamilase 4 jam.

Produksi etanol maksimum terjadi pada lama fermentasi 5 hari, konsentrasi
etanol yang diperoleh sebesar 4.0123 %

Produksi etanol selama fermentasi berbanding terbalik dengan konsentrasi

glukosa sisa fermentasi.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian ini maka disarankan untuk :

1.

Mengeluarkan gas CO; dan etanol yang terbentuk pada saat fermentasi, agar
S.cerevisiae yang ada tidak mati.
Melakukan optimasi terhadap pH, suhu, kecepatan pengadukan, pada proses
fermentasi, agar Saccharomyces cerevisiae bekerja dengan optimal untuk
merubah glukosa menjadi etanol.
Menentukan aktifitas spesifik enzim o-amilase dan glukoamilase yang

digunakan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Persiapan Sampel

[ Umbi talas (C.gigantea Hook F) ]

1 Dibersihkan dari tanah, dikupas dan dicuci

[ Umbi yang telah bersiﬂ

Dipotong kecil-kecil
Dihaluskan dengan penggiling

y

[ Umbi yang telah halus ]

Dijemur dibawah sinar matahari selama + 3 hari

Diayak menggunakan ayakan dengan pori 425 um

v Disimpan ditempat yang kering

l Sampel ]
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Lampiran 2. Skema Kerja Isolasi Saccharomyces cerevisiae

( 1 g fermipan ]
Ditambahkan 9 mL akuabidest steril dalam
tabung reaksi (pengenceran 10°)

) Dikocok hingga homogen

[ Larutan (10

Diambil 1 mL

Ditambahkan 9 mL akuabidest steril dalam
tabung reaksi (pengenceran 1072)

| Dilakukan sampai pengenceran 10

| Lautani0% |

Diambil 1 mL

Diteteskan pada medium PDA

Disebarkan secara merata pada permukaan

¢ Diinkubasi selama 48 jam

[ Koloni Saccharomyces cerevisiae

1 jarum ose koloni S.cerevisiae dinokulasikan
secara zig zag pada medium PDA,

v diinkubasi selama 72 jam

[ Saccharomyces cerevisiae murni ]
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Lampiran 3. Skema Kerja Pembuatan Medium PDA

[ 50 g Kentang dalam 250 mL akuabidest q

Dipanaskan sampai mendidih ( 15 menit)

v Disaring
Filtrat
Ditambahkan 5 g dekstrosa, 5 g agar
Dipanaskan sambil distrirrer
Larutan

Disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C

selamal5 menit
PDA
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Lampiran 4. Skema Kerja Pengukuran Absorban Standar Glukosa dengan
Metoda Somogy-Nelson

[ Disiapkan 6 tabung reaksi ]

v v

+ 1 mL larutan glukosa + air destilasi
4, 8,12, 16, 20) mg/L +1 mL reagen
+ 1 mL reagen Nelson Nelson
Dipanaskan 20 menit
Dididinginkan ( + 25°C)

{ Larutan biru muda (ada endapan merah bata) ]

Ditambahkan 1 mL reagen fosfomolibdat
Ditambahkan 7 mL air destilasi
Dikocok

==

Diamkan selama 30 menit
Diukur absorban pada A 580 nm dengan
spektrofotometer

{ Didapatkan absorban Standar Glukosa ]
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Lampiran 5. Skema Kerja Hidrolisis

Penentuan Pengaruh Variasi Penambahan a-amilase Terhadap Konsentrasi

Gula Reduksi

ts g sampel dalam 100 ml Akuabidest ]

Ditambahkan variasi a-amilase (4, 5, 6, 7 dan
8 ml)

Dishaker 250 rpm selama 2 jam. T = 80 °C
l Hidrolisat |

y

Dipanaskan pada suhu *+ 105°C selama 15
menit.
Disentrifus

()

y

\

Diambil 1 mL dan dilakukan pengenceran
sampai 10

1 mL larutan 10"*diperlakukan sama dengan
perlakuan pengukuran absorban standar
dengan menggunakan metoda Somogy-Nelson

[ Absorban Gula reduksi ]

Nilai absorban dimasukkan pada persamaan

regresi kurva kalibrasi standar.

[ Konsentrasi Gula reduksiJ
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Penentuan Pengaruh Variasi Penambahan Glukoamilase dan Lama
Hidrolisis Terhadap Konsentrasi Gula Reduksi

[ 15 g sampel dalam 100 ml Akuadestj

l Ditambahkan a-amilase 6 mli

Dishaker 250 rpm selama 2 jam. T = 55 °C
Ditambahkan variasi glukoamilase (4, 5, 6, 7,
dan 8 mi)

Diatur pH 5 dengan penambahan asam asetat
pH dipertahankan dengan penambahan buffer
asetat

Dishaker 250 rpm selama 1, 2, 3, 4, dan 5 jam
L T =55°C

' Hidrolisat '

Dipanaskan pada suhu + 105°C selama 15

menit.
i Disentrifus
(e
Diambil 1 mL dan dilakukan pengenceran
sampai 10*
1 mL larutan 10 *diperlakukan sama dengan
perlakuan pengukuran absorban standar
v dengan menggunakan metoda Somogy-Nelson
[ Absorban Gula reduksi J
1 Nilai absorban dimasukkan pada persamaan

regresi kurva kalibrasi standar.

{ Konsentrasi Gula reduksi ]
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Lampiran 6. Skema Kerja Fermentasi Bioetanol
Penentuan Pengaruh Variasi Lama Fermentasi Terhadap Konsentrasi
Etanol

[ 15 g sampel dalam 100 ml akuabidest ]

Dishaker 250 rpm selama 2 jam. T = 80 °C

Ditambahkan glukoamilase 7 ml

1 Ditambahkan a-amilase 6 ml

Diatur pH 5 dengan penambahan asam asetat
pH dipertahankan dengan penambahan buffer
asetat

v Dishaker 250 rpm selama 5 jam, T = 55 °C

[ S0'mI habonet ]

Dimasukkan ke dalam 100 ml medium nutrisi
Diatur pH 5

Ditambahkan 20 ml medium cair S. cerevisiae
Ditutup dengan aluminium voil

Dishaker 200 rpm selama 3, 4, 5, 6, dan 7 hari

v

[ Hasil fermentasi ]

Didestilasi

A
l Destilat l

Diukur konsentrasi etanol dengan GC

v
[ Konsentrasi etanol yang dihasilkan ]
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Penentuan Konsentrasi Glukosa Sisa Pada Variasi Lama Fermentasi

LHasil Fermentasi ]
Dipanaskan pada suhu + 105°C selama 15

menit.

| Disentrifus

Pt ]

Diambil 1 mL dan dilakukan pengenceran
sampai 10

1 mL larutan 10°diperlakukan sama dengan

perlakuan pengukuran absorban standar

v dengan menggunakan metoda Somogy-Nelson
[ Absorban glukosa
lNilai absorban dimasukkan pada persamaan

regresi kurva kalibrasi standar.

[ Konsentrasi glukosa sisa fermentasi ]
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Lampiran 7. Kurva Absorban Maksimum Glukosa dengan Spektrofotometer
0.4
.35
0.3
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Gambar 12. Kurva Absorban Maksimum Glukosa
Dari kurva diatas, pengukuran absorban tertinggi pada panjang gelombang 580
nm. Pada panjang gelombang 580 nm tersebut merupakan panjang gelombang

maksimum untuk glukosa yang digunakan untuk mengukur absorban sampel

selanjutnya.

Lampiran 8. Data Kurva Kalibrasi Standar Glukosa
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Lampiran 8. Data Kurva Kalibrasi Standar Glukosa
Tabel 3. Data Absorban Standar Glukosa

Konsentrasi Glukosa (mg/L) Absorban
0 0,000
4 0,139
8 0,316
12 0,501
16 0,709
20 0,896

v = 0.045x- 0.028
R?-=0.996

0.8

0.6

04 /
0.2 /(

Absorban

-0.2
Konsentrasi (mg/L)

Gambar 13. Kurva Kalibrasi Standar Glukosa
Persamaan regresi : y = 0,045x-0,028

Lampiran 9. Contoh Perhitungan Mencari Konsentrasi Glukosa Sampel

Persamaan regresi : y = 0,045x-0,028
Nilai Absorban pada variasi penambahan glukoamilase 7 ml = 0,261 (Y)
Maka konsentrasi Glukosa adalah :
0,261 =0,045x - 0,028
X =6,4222 mg/L
Pada perhitungan dilakukan pengenceran 10 4 maka konsentrasi glukosa sampel

sebenarnya adalah : 6,4222 mg/L x 10000 = 64.222 mg/L = 64,222 g/L
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Lampiran 10. Data Konsentrasi Gula Reduksi pada Variasi Penambahan
a-amilase
Tabel 4. Data Konsentrasi Gula Reduksi pada Variasi Penambahan a-amilase

Penambahan a-Amilase (mL) Konsentrasi Gula Reduksi (g/L)

4 11,311
5 11,755
6 14,222
7 14,177
8 14,200

Lampiran 11. Data Konsentrasi Gula Reduksi Pada Variasi Penambahan
Glukoamilase dan Lama Hidrolisis
Tabel 5. Data Konsentrasi Gula Reduksi Pada Variasi Penambahan Glukoamilase

dan Lama Hidrolisis
Penambahan Lama Hidrolisis (jam)
Glukoamilase
(mL)
1 2 3 4 5

4 9,955 g/L 10,077 g/ 20,088 g/L 41,333 g/ 17,977 g/L
5 12,444 g/L 12,444 g/ 28,444 g/ 42,666 g/L 28,444 g/L
6 13,488 g/L 15,955 g/l 34,666 g/ 44,444 g/l 32,222 g/L
7 11,288 g/L 19,866 g/ 45,555 g/L 64,222 g/L 41,777 g/L
8 12,666 g/L 19,466 g/L 45,333 g/ 64,000 g/L 40,666 g/L
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Lampiran 12. Data Larutan Standar Etanol
Contoh Pembuatan Standar Etanol 4 % dari Etanol 96 %
Standar etanol 4 %
M1.Vl = M2.V2
9.Vl =4.10mL
V1= 0,41 mL

Tabel 6. Standar Etanol

Konsentrasi Etanol (%) Luas Area
0.1 5134577
0,5 9001045
1 15188327
2 20224588
4 35719749
40000000
35000000 v =76146152.212x+5479442.077
R?=0.989
30004000
$ 25000000
- .
= 20000000 |
= 15000000
10000000
-~
5000000 &
™~
Konsentrasi(%))

Gambar 14 : Kurva Kalibrasi Standar Etanol
Persaman regresi : y = 7614615,212x + 5479442,007
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Lampiran 13. Pengaruh Variasi Lama Fermentasi Terhadap Konsentrasi
Etanol
Tabel 7. Data Konsentrasi Etanol pada Variasi Lama Fermentasi

Waktu (Hari) Luas Area Konsentrasi Etanol (%)
3 7690083 0,9672
4 8810191 1,0497
5 18210238 4,0123
6 17221308 3,7008
7 17001917 3,6316

Contoh Perhitungan Mencari Konsentrasi Etanol

Persamaan regresi : y = 7614615,212x + 5479442,007

Luas area pada lama fermentasi 5 hari = 18210238 (Y)

18210238 = 7614615,212x + 5479442,007
X=1,6718%

Konsentrasi etanol dalam 50 mL hidrolisat = 1,6718 %

Hasil hidrolisat didapatkan sebanyak 120 ml

sehingga faktor koreksinya :

120mL
50 mL

’

Jadi konsentrasi etanol yang diperoleh : 24 x 1,6718 % = 40123 %

38



Lampiran 14. Data Konsentrasi Glukosa Sisa pada Variasi Lama Fermentasi
Tabel 8. Data Konsentrasi Glukosa Sisa pada Variasi Lama Fermentasi

Waktu Fermentasi Absorban Konsentrasi Glukosa Sisa
(hari) Setelah Fermentasi (g/L)

3 0,262 0,644

4 0,196 0,497

5 0,071 0,220

6 0,069 0,215

Z 0,058 0,191
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Lampiranl5. Gambar Alat Gas Chromatograpy yang digunakan dalam

Penelitian

Gambar 15. Gas Chromatograpy (OP 2010 S SHIMADZHU)

Lampiran 16. Gambar Alat Spektrofotometer

Gambar 16. Spektrofotometer (Thermo Spectronic Genesys 20)
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Lampiran 17. Gambar Alat Destilasi
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Gambar 17. Alat Destilasi
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Lampiran 18. Kromatogram Etanol Umbi Talas dari Analisis GC
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Fermentasi 5 Hari
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Lampiran 19. Kromatogram Stardar Etanol dari Analisis GC .
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