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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memproduksi bioetanol dari hidrolisat asam tepung ubi kayu dengan menggunakan
kultur campuran Trichoderma viride and Saccharomyces cerevisiae. Hidrolisis tepung ubi kayu untuk menghasilkan
glukosa dilakukan dengan menggunakan H,SO, 0,4 M, pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 10 menit. Proses
fermentasi dilaksanakan secara batch selama 96 jam pada suhu 30°C. Pencampuran kultur 7° viride dan S. cerevisiae
pada proses fermentasi hidrolisat asam dilakukan dalam dua metode yaitu secara bertahap dan secara simultan. Hasil
penelitian menunjukkan hidrolisat asam tepung ubi kayu mempunyai konsentrasi total gula 38,93 + 8,09% (b/v) dan
konsentrasi gula reduksi 22,04 +4,31% (b/v). Pada proses produksi bioetanol menunjukan bahwa dengan pencampuran
kultur secara bertahap menghasilkan konsentrasi bioetanol 6,77 + 1,23% (v/v), rendemen 27,97% (v/w) dan efisiensi
fermentasi 59,01% dari perolehan bioetanol secara teoritis, sedangkan dengan pencampuran kultur secara simultan
menghasilkan konsentrasi bioetanol 4,96 + 0,39%(v/v), rendemen 19,85% (v/w) dan efisiensi fermentasi 62,72% dari
perolehan bioetanol secara teoritis.

Kata kunci: Bioetanol, tepung ubi kayu, hidrolisat asam, Trichoderma viride, Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

The objective of this research was to produce bioethanol from acid hydrolysate of cassava flour with mix cultured
Trichoderma viride and Saccharomyces cerevisiae. The hydrolysis of cassava flour to glucose was conducted by 0.4 M
sulfuric acid using autoclave at 121°C, pressure at 1 atm for 10 min. The fermentation were performed in batch system
for 96 hours in 30°C. Mixed culture of 7. viride and S. cerevisiae in the fermentation process of acid hydrolysate carried
out in two methode that is gradually and simultaneously. The results showed the acid hydrolyzate of cassava flour has
a total sugar concentration of 38.93 + 8.09% (w/v) and reducing sugar concentration of 22.04 + 4.31% (w/v) . In the
bioethanol production process shows that the bioethanol concentration 6.77 £ 1.23% (v/v), yield 27,97% (v/w) and
fermentation effciency 59,01% of the theoretical value was achieved using gradually addition of mixed culture, while
simultaneously addition of mixed culture was produced ethanol concentration 4.96 + 0.39%(v/v), yield 19.85% (v/w)
and fermentation effciency 62.72% of the theoretical value.

Keywords: Biocthanol, cassava flour, acid hydrolysate, Trichoderma viride, Saccharomyces cerevisiae

PENDAHULUAN kelebihan yaitu dapat tumbuh pada lahan yang kurang
subur, mempunyai daya tahan tinggi terhadap penyakit dan

Berbagai jenis sumber bahan baku bioetanol terdapat dapat diatur masa panennya. Ubi kayu mempunyai kadar

di Indonesia, seperti ubi kayu, sagu, ubi jalar dan tetes karbohidrat sekitar 82,30% (Richana dkk., 2004). Kadar ini
tebu. Ubi kayu sebagai bahan baku bioetanol mempunyai tidak jauh berbeda dengan yang dilaporkan oleh Kusmiyati
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(2010) yang menyatakan bahwa kadar karbohidrat ubi kayu
adalah 83,47%. Melihat kandungan karbohidrat yang tinggi,
maka ubi kayu saat ini sangat prospektif dikembangkan
sebagai bahan baku bioetanol. Untuk menghindari terjadinya
persaingan penggunaan singkong sebagai bahan pangan,
pemerintah melalui Badan Litbang Pertanian telah melakukan
pengembangan guna menghasilkan teknologi produksi
ubi kayu unggul untuk industri. Upaya ini dilakukan untuk
mewujudkan rencana strategis Kementerian Pertanian periode
2015-2019 yaitu menjadikan singkong sebagai komoditas
unggulan nasional. Berkaitan dengan hal ini, 16 varietas
ubi kayu unggul sudah dihasilkan dan produktivitasnya
juga mampu ditingkatkan sekitar 4,64% (Julianto, 2014).
Pengembangan dan penggunaan pati ubi kayu sebagai bahan
baku potensial bioetanol juga dilakukan untuk mendukung
kebijakan Kenterian Negara Riset dan Teknologi Republik
Indonesia (20006), tentang penelitian, pengembangan dan
penerapan ilmu pengetahuan dan teknologi bidang sumber
energi baru dan terbarukan untuk mendukung keamanan
ketersediaan energi tahun 2025. Kebijakan ini tertuang dalam
roadmap sektor energi bioetanol periode 2005-2015.

Produksi bioetanol dari ubi kayu secara umum melalui
tahap hidrolisis, fermentasi dan pemurnian (Hambali
dkk., 2007; Ubalua, 2007). Proses ini dilakukan secara
bertahap baik dengan hidrolisis asam maupun hidrolisis
enzimatis (Kongkiattikajorn dan Yoonan, 2004). Pada
proses fermentasi umumnya menggunakan kultur tunggal
Saccharomyces cerevisiae (Yoonan dkk., 2004; Subashini
dkk., 2011). Pada tahap hidrolisis biasanya dilakukan secara
enzimatis dengan menggunakan enzim-enzim amilolitik
seperti a-amilase dan amiloglukosidase untuk menghasilkan
glukosa sebagai substrat fermentasi (Budiyanto dkk., 2006;
Aro, 2008). Hidrolisis enzimatik memiliki keuntungan
tidak menghasilkan produk-produk sampingan yang dapat
menghambat proses fermentasi. Namun, proses ini memiliki
kelemahan dengan waktu proses yang lama dan harga enzim-
enzim komersial yang mahal (Taherzadeh dan Karimi,
2007°). Kondisi ini berbanding terbalik dengan hidrolisis
secara kimiawi terutama dilihat dari segi waktu prosesnya
yang lebih cepat dan harga bahan yang lebih murah, namun
hidrolisis secara kimiawi menghasilkan senyawa-senyawa
penghambat dalam proses fermentasi, seperti furfural dan
hidroksimetilfurfural (Alriksson dkk. 2005; Taherzadeh dan
Karimi, 2007*; Radojka dkk., 2011).

Untuk mengurangi terbentuknya senyawa-senyawa
penghambat dalam proses hidrolisis pati menjadi glukosa,
maka dalam penelitian ini dilakukan dengan hidrolisis secara
kimiawi menggunakan asam dengan konsentrasi rendah yaitu
H,SO, 0,4 M. Pada kondisi ini, hanya sekitar 80,77% fraksi
pati yang terhidrolisis dan masih menyisakan padatan sebesar
8,72% (Susmiati, 2010). Padatan pada umumnya terdiri

dari fraksi serat kasar berupa selulosa. Selulosa merupakan
homopolimeryangjikadihidrolisis akan menghasilkan glukosa
(Wu dkk., 2006; Chellapandi dan Himanshu, 2008; Hu dkk.,
2009; Acharya dan Anita, 2012). Fraksi selulosa bersama-
sama dengan hemiselulosa dan lignin merupakan pembentuk
matriks dinding sel yang melindungi fraksi pati, sehingga
derajat hidrolisis pati pada hidrolisis asam dengan konsentrasi
rendah menjadi tidak sempurna. Untuk meningkatkan derajat
hidrolisis pati dan serat, maka dalam penelitian ini akan
dicoba dengan mengkombinasikan hidrolisis asam dengan
hidrolisis secara enzimatis menggunakan enzim selulase.
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk memproduksi
bioetanol dengan teknologi kombinasi hidrolisis asam dengan
enzimatis yang dilanjutkan dengan proses fermentasi. Jenis
asam yang umumnya dipergunakan adalah asam anorganik
seperti HCI dan H,SO, (Nwachukwu dkk., 2008), sedangkan
enzim yang dipergunakan dapat berupa selulase, xylanase,
a-amilase ataupun amiloglukosidase (Kusmiyati, 2010; Nair
dkk., 2011; Hermiati dkk., 2012).

Enzim selulase dapat diproduksi oleh mikroorganisme.
Trichoderma viride merupakan salah satu jenis kapang yang
telah banyak dilaporkan mempunyai kemampuan untuk
memproduksi enzim selulase (Suhartono, 1989; Taherzadeh
dan Karimi, 2007° Malik dkk., 2010). Untuk memproduksi
enzim selulase dapat menggunakan sumber karbon dari
limbah-limbah hasil pertanian, seperti ampas tebu dan limbah
kapas (Jayant dkk., 2011), rumput kering (Khobragade dkk.,
2004), tongkol jagung dan dedak gandum (Chandra dkk.,
2008; Aslam dkk., 2010; Anindyawati, 2010), dan limbah
apel (Sun dkk., 2010). Onggok merupakan salah satu limbah
pertanian dari industri tapioka yang dapat dipergunakan
sebagai sumber karbon (Juariah, 2004). Jenie (1990) berhasil
memproduksi enzim selulase dari substrat onggok dengan
aktivitas CMC-ase 12,7 U/ml dan FP-ase 0,88 U/ml.

Dalam penelitian ini, enzim selulase kasar yang
diproduksi dari substrat onggok dipergunakan untuk proses
hidrolisis dan fermentasi dalam kultur campuran 7. Viride dan
S. cerevisiae. Pada proses hidrolisis, selulase yang dihasilkan
oleh T viride diharapkan dapat melonggarkan matrik selulosa
yang melindungi fraksi pati sehingga pati lebih mudah
terhidrolisis. Selain itu, dengan penambahan selulase, juga
diharapkan dapat menghidrolisis selulosa menjadi glukosa.
Glukosa yang terbentuk dalam kultur campuran selanjutnya
secara simultan dimanfaatkan oleh S. cerevisiae untuk
menghasilkan bioetanol.

Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi bioetanol
melalui  hidrolisis secara kimiawi menggunakan H,SO,
untuk menghasilkan hidrolisat asam berupa glukosa yang
masih bercampur dengan serat. Hidrolisat ini kemudian
dihidrolisis lebih lanjut secara enzimatis dengan penambahan
enzim selulase kasar 7. viride yang dicampurkan baik secara
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bertahap maupun secara simultan dengan S. cerevisiae pada
proses fermentasi untuk menghasilkan bioetanol.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Bahan baku yang digunakan adalah ubi kayu varietas
Darul Hidayah yang diperoleh dari Sukabumi, Jawa Barat.
Mikroorganisme yang digunakan untuk fermentasi adalah
Saccharomyces cerevisiae dan Trichoderma viride diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi PAU IPB. Bahan-bahan
penelitian yang dipergunakan adalah bahan untuk kultivasi
mikroba meliputi Potato Dextrose Agar (Merck Germany),
glukosa (Merck Germany), yeast extract (Merck Germany),
malt (Merck Germany), pepton (Sigma Aldrich). Bahan-bahan
untuk keperluan analisis menggunakan bahan Pro Analys
(PA) meliputi etanol Absolute GR 100983 (Merck Germany),
H,SO, (Sigma Aldrich), HCI 25 % GR 100316, (Merck
Germany) dan NaOH (Merck Germany). Alat-alat yang
digunakan adalah inkubator (Memmert), spektrofotometer
(Hach DR/2400) dan kromatografi gas (Agilent 6890N).
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioindustri
Teknologi Industri Pertanian Bogor.

Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahap yaitu
penentuan karakteristik tepung ubi kayu, persiapan kultur
S. cerevisiae dan T. viride, produksi enzim kasar selulase,
hidrolisis tepung ubikayu dan fermentasi. Pada proses
penentuan karakteristik ubi kayu, bahan baku dikecilkan
ukurannya 2 cm dan dikeringkan hingga kadar airnya 9,69%,
kemudian digiling dan diayak dengan ukuran 40 mesh.
Tepung ubi kayu yang dihasilkan kemudian dianalisa untuk
mengetahui karakteristik bahan baku yang meliputi analisis
kadar air, lemak, protein, pati, abu, selulosa, hemiselulosa
dan serat kasar (AOAC, 1990).

Pada tahap persiapan kultur Trichoderma viride,
kultur sebelum dipergunakan dikultivasi pada agar miring
menggunakan media Potato Dextrose Agar (PDA) dan
diinkubasi pada suhu 28°C selama 7 hari. Selama kultivasi
dilakukan pengamatan setiap hari terhadap jumlah spora
yang dihasilkan. Hal ini dilakukan untuk menentukan waktu
kultivasi terbaik dalam menghasilkan jumlah spora maksimum
yang selanjutnya dipergunakan untuk proses produksi
enzim kasar selulase. Jumlah spora dihitung menggunakan
hemasitometer. Pada tahap persiapan kultur S. cerevisiae,
isolat diremajakan pada media PDA dan diinkubasi selama
2 hari. Setelah itu isolat ditumbuhkan lagi pada 50 ml media
YMGP yang terdiri dari ekstrak yeast 5 g/, malt 5 g/1, glukosa
10 g/l dan pepton 5 g/l di dalam erlenmeyer 200 ml. Inkubasi

398

dilakukan dengan agitasi berkecepatan 125 rpm pada suhu
30°C selama 24 jam. Pada tahap produksi enzim kasar
sellulase, media yang dipergunakan adalah modifikasi media
Andreoti (Jenie, 1990). Media mengandung 14 ml (NH,),SO,
10%, 15 ml KH,PO, 1M, 3 ml urea 10%, 3 ml CaCl, 10%,
3 ml MgSO,. 7H,0 10%, 1 ml stok unsur kelumit dan 2 ml
Tween 80, kemudian dijadikan 1 liter. Unsur kelumit terdiri
dari 495 ml aquades, 5 ml HCI pekat, 2,5 gram FeSO,, 0,89
gram MnCl,. 4H,0, 1,76 gr ZnSO,.H,0, 1,25 gr Co(NO,),.
6H,0. Untuk produksi selulase ditambahkan 5-10 gr onggok
dan 0,5-1,0 gr polipepton untuk 1 liter media. Proses produksi
dilakukan pada suhu 30°C dan pH 4,0. Kemampuan untuk
menghasilkan enzim selulase diamati dengan mengukur
antivitas FP-ase dan CMC-Ase setiap 24 jam selama 7 hari.
Kurva aktivitas enzim dibuat dan dipergunakan untuk melihat
waktu tercapainya aktivitas maksimum 7. viride untuk
menghasilkan selulase.

Pada tahap hidrolisis, tepung singkong dengan
konsentrasi 30% (b/v) dalam H,SO, 0,4M dihidrolisis
menggunakan otoklaf selama 10 menit pada suhu 121°C
dan tekanan 1 atm (Susmiati, 2010). Hidrolisat kemudian
dinetralisasi dengan cara menambahkan NH,OH 10% hingga
pH mencapai 10,0 dan dibiarkan selama 30 menit, setelah itu
diatur pH-nya menjadi 5,0 dengan menambahkan HCI 1 N
(Alriksson dkk., 2005). Pada tahap akhir proses hidrolisis
dilakukan pengukuran terhadap total gula dan gula reduksi
dari hidrolisat.

Proses fermentasi dilaksanakan secara batch pada
suhu 30°C selama 96 jam dalam erlemmeyer 1 liter dengan
volume kerja 500 ml hidrolisat asam sebagai substrat.
Sebelum proses fermentasi, substrat diatur pH-nya sampai 5,
kemudian kultur 7. viride dan S. cerevisiae masing-masing
10% (v/v) dicampurkan kedalam substrat sesuai dengan
perlakuan. Perlakuan pertama (P1), substrat ditambahkan
dengan kultur secara bertahap, yaitu pada 48 jam pertama
dilakukan fermentasi hanya dengan penambahan kultur 70
viride, kemudian 48 jam berikutnya ditambahkan lagi kultur
S. cerevisiae. Perlakuan kedua (P,), substrat ditambahkan
kurtur secara simultan antara T'viride dan S. cerevisiae mulai
dari awal sampai akhir proses fermentasi. Kultur 7 viride
yang ditambahkan pada proses fermentasi adalah media
kultur yang mengandung enzim selulase kasar dan spora T
viride hasil produksi enzim pada tahap sebelumnya. Selama
proses fermentasi dilakukan pengamatan terhadap perubahan
pH dan total gula pada jam ke-0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 dan
96. Masing-masing proses produksi diulang 3 kali dan pada
akhir fermentasi dianalisa kadar etanolnya.

Rancangan Percobaan

Untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi terhadap
besarnyaaktivitas selulase, makadilakukan analisis keragaman
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dengan Rancangan Acak Lengkap faktor tunggal. Faktornya
adalah lama fermentasi dengan tujuh taraf perlakuan yaitu 1
hari, 2 hari, 3 hari, 4 hari, 5 hari, 6 hari dan 7 hari. Masing-
masing perlakuan diulang 3 kali. Apabila perlakuan lama
fermentasi berpengaruh nyata, maka dilanjutkan dengan Uji
Duncan untuk mengetahui adanya perbedaan antar perlakuan.

Analisa Data

Ubi kayu sebelum dipergunakan sebagai substrat
terlebih dahulu dianalisis proximat (AOAC, 1990), kadar
hemiselulosa dan selulosa (Van Soest, 1963) dan lignin
(AOAC, 1990). Analisis yang dilakukan pada tahap produksi
enzim selulase kasar adalah aktivitas FP-ase dan CMC-
ase (Malik dkk., 2010) serta perubahan pH selama proses
fermentasi (pH-meter). Pada hasil hidrolisis dilakukan
pengujian total gula (Phenol-H,SO, method; Dubois dkk.,
1956), gula reduksi (DNS method; Miller, 1959) dan
ditentukan nilai dextrose equivalen (DE) yang merupakan
persentase dari rasio antara kadar gula reduksi dengan total
gula (Parwiyanti dkk., 2011).

Dari tahapan proses fermentasi, data yang diperoleh
dipergunakan untuk menentukan efisiensi fermentasi, dan
rendemen. Efisiensi fermentasi merupakan persentase
konsentrasi etanol hasil produksi aktual terhadap konsentrasi
etanol secara teoritis. Konsentrasi etanol aktual adalah
konsentrasi etanol hasil fermentasi. Konsentrasi etanol teoritis
merupakan konsentrasi etanol yang diperoleh berdasarkan
persamaan reaksi berikut: (Rudolf dkk., 2005). Secara teoritis
konsentrasi glukosa 1 g/l akan menghasilkan etanol dengan
konsentrasi 0,51g/1.

CH,,0,—2C H,OH +2CO,
Eff. fermentasi = (Konsentrasi etanol aktual /
Konsentrasi etanol teoritis) x 100% (1

Rendemen merupakan persentase volume etanol yang
dihasilkan dari proses produksi terhadap bobot tepung ubi
kayu yang dipergunakan dalam proses produksi (Rodmui
dkk., 2008).

Rendemen (% v/b) = (Volume etanol aktual /
Bobot tepung ubi kayu) x 100% 2)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Ubi Kayu

Ubi kayu yang dipergunakan dalam penelitian ini
adalah ubi kayu varietas Darul Hidayah yang diperoleh dari
Daerah Sukabumi, Jawa Barat. Dari hasil analisa proksimat

diperoleh kadar air 8,65 £+ 0,10%, abu 2,55 + 0,14%, lemak
6,54 +0,02%, protein 1,81 £ 0,03%, serat kasar 2,69 + 0,04%
dan pati 62,54 = 0,00%. Dari fraksi serat kasar sekitar 69,98
% adalah hemiselulosa dan 13,44% merupakan selulosa.
Padonou dkk. (2005) menyatakan bahwa kadar lemak tepung
ubi kayu sekitar 0,56% (bk). Menurut Richana dkk. (2004),
kadar karbohidrat dalam tepung ubi kayu adalah 82,30 =+
0,31%. Kandungan pati yang terdapat dalam ubi kayu ini
tidak jauh berbeda dengan kadar pati yang dilaporkan oleh
Nair dkk. (2011) yaitu sekitar 60 sampai 68%. Kandungan
pati yang cukup tinggi menunjukkan ubi kayu mempunyai
potensi sebagai sumber glukosa dalam substrat fermentasi.

Kultivasi dan Produksi Enzim Kasar Selulase

Dari hasil proses kultivasi Trichoderma viride diperoleh
bahwa pada awal inokulasi terdapat rata-rata jumlah spora 7,1
x 107spora/ml. Pada akhir hari ke-1 jumlah spora mengalami
penurunan yang cukup signifikan karena spora diduga telah
mengalami germinasi. Pada hari berikutnya mulai terbentuk
spora berwarna putih dengan jumlah rata-rata 1,0 x 10® spora/
ml dan jumlah spora maksimum dengan rata-rata spora 1,6 x
10° spora/ml terjadi pada hari ke-6. Kurva pertumbuhan T.
viride di sajikan pada Gambar 1.

Penentuan waktu produksi enzim merupakan salah satu
faktor penting dalam proses biosintesis produksi selulase oleh
kapang (Sibtain dkk., 2009). Dari hasil analisis keragaman
untuk penentuan pengaruh lama fermentasi terhadap aktivitas
selulase diperoleh bahwa lama fermentasi memberi pengaruh
nyata terhadap besarnya aktivitas CMC-ase dan FP-ase
(p<0,05).

Dari Gambar 1. terlihat bahwa pada awal fermentasi
terjadi penurunan aktivitas CMC-ase sampai hari ke-4.
Setelah itu aktivitas enzim CMC-ase cenderung mengalami
peningkatan dan aktivitas maksimal sebesar 5,05 + 0,42
U/ml diperoleh setelah fermentasi selama 7 hari, namun
berdasarkan uji lanjut Duncan, aktivitas CMC-ase ini tidak
berbeda nyata dengan lama fermentasi selama 6 hari.
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1.E+09
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[ 8] w + (8] [}
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0 t f t - 0.E+00
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Gambear 1. Kurva pertumbuhan 7. viride, aktivitas CMC-ase dan FP-ase
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Hal serupa juga ditunjukkan pada besarnya aktivitas
FP-ase, dimana pada awal fermentasi juga terjadi penurunan
aktivitas sampai hari ke-3 dan pada hari berikutnya
mengalami peningkatan. Aktivitas maksimal sebesar 4,77 +
0,72 U/ml juga diperoleh setelah fermentasi selama 7 hari,
namun berdasarkan uji lanjut Duncan, aktivitas FP-ase ini
tidak berbeda nyata pada fermentasi selama 6 hari. Terjadinya
peningkatan aktivitas enzim selulase baik CMC-ase dan
FP-ase menunjukkan 7. viride telah melakukan degradasi
terhadap fraksi selulosa yang terdapat pada substrat onggok
untuk menghasilkan glukosa yang akan dipergunakan untuk
metabolisme sel. Suhartono (1989) menjelaskan bahwa
sintesis enzim ckstraseluler dalam jumlah terbesar secara
normal terjadi pada saat sebelum sporulasi, yaitu pada akhir
fase eksponensial dan awal fase stasioner. Keadaan tersebut
diduga karena pada masa transisi fase eksponensial diikuti
dengan penurunan jumlah sumber karbon dalam medium,
sehingga sintesis enzim selulase mulai meningkat. Terjadinya
peningkatan aktivitas enzim pada proses fermentasi juga
diduga disebabkan oleh adanya perubahan pH dari pH awal
4,0 menjadi 3,28 pada hari ke-7. Pothiraj dkk. (2006) dan
Wahid dkk. (2011) menyebutkan bahwa pH optimal untuk
pertumbuhan Trichoderma sekitar 4,0, sedangkan untuk
produksi selulase mendekati 3,0. Selama produksi enzim, pH
harus dipertahankan dalam kisaran 3,0-4,0 karena inaktivasi
enzim akan terjadi jika pH berada dibawah 2,0. Penurunan pH
yang terjadi pada produksi selulase berhubungan langsung
dengan adanya konsumsi karbohidrat yang terdapat pada
onggok.

Pothiraj dkk. (2006) melaporkan bahwa produksi
selulase dengan substrat onggok dengan lama fermentasi
10 hari menghasilkan aktivitas FP-ase 0,26 U/ml dan CMC-
ase 0,46 U/ml. Jenie (1990) juga memproduksi selulase
menggunakan substrat onggok dengan lama fermentasi 9
hari dan diperoleh aktivitas FP-ase sebesar 0,88 U/ml dan
CMC-ase 12,7 U/ml. Selain onggok bahan lain juga dapat
dipergunakan untuk produksi selulase. Produksi enzim
selulase dari substrat ampas tebu dengan lama fermentasi
3 hari ternyata dihasilkan aktivitas yang lebih tinggi yaitu
FP-ase 0,92 U/ml dan CMC-ase 1,57 U/ml (Malik dkk.,
2010). Hasil yang lebih tinggi juga diperoleh dari penelitian
yang dilakukan Mekala dkk. (2008) yaitu aktivitas FP-ase
maksimum sebesar 25,6 U/ml dengan lama fermentasi 2,8
hari. Terjadinya perbedaan aktivitas enzim selulase yang
diproduksi dapat disebabkan oleh adanya perbedaan dalam
metode fermentasi, jenis mikroba, suhu, pH, jenis sumber
karbon dan nitrogen yang dipergunakan dalam fermentasi
(Ahmed dkk., 2009; Niranjane dkk., 2007). Perbedaan ini juga
dapat disebabkan oleh terjadinya perbedaan komposisi rasio
antara fraksi amorf dan kristalin selulosa yang dipergunakan
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sebagai penginduksi dalam proses produksi enzim (Dashtban
dkk., 2011).

Hidrolisis Asam

Proses pembuatan hidrolisat dilakukan dengan
menghidrolisis fraksi pati dan serat yang terkandung pada
bahan. Hidrolisis dilakukan dengan tujuan untuk menyediakan
glukosa yang akan dipergunakan sebagai substrat S. cerevisiae
dalam proses fermentasi. Hasil analisis menunjukkan bahwa
penggunaan H,SO, 0,4 M pada hidrolisis tepung ubi kayu ini,
menghasilkan konsentrasi total gula 38,93 + 8,09% (b/v) dan
konsentrasi gula reduksi 22,04 +4,31% (b/v). Jika dilihat dari
persentase perbandingan antara konsentrasi total gula dengan
gula pereduksi maka nilai DE yang dihasilkan dari hidrolisis
ini adalah 56,63%. Ini menunjukkan bahwa proses hidrolisis
belum berjalan sempurna atau sekitar 43,37% dari total gula
terutama fraksi pati belum terhidrolisis. Rendahnya nilai DE
dapat disebabkan oleh belum terhidrolisisnya granula pati
menjadi glukosa yang masih tersusun secara kompak dan
dilindungi oleh matrik lignoselulosa (selulosa, hemiselulosa
dan lignin). Kondisi ini juga bisa disebabkan oleh rendahnya
konsentrasi asam atau waktu proses yang singkat pada tahap
hidrolisis, sehingga fraksi karbohidrat terutama pati belum
terhidrolisis secara sempurna. Susmiati (2010) melaporkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi asam dan waktu hidrolisis,
maka akan semakin tinggi konsentrasi gula reduksi yang
dihasilkan, dengan demikian akan meningkatkan derajat
hidrolisis. Namun, dengan konsentrasi asam dan waktu
hidrolisis yang semakin tinggi juga akan menghasilkan
senyawa-senyawa penghambat dalam proses fermentasi oleh
S. cerevisiae seperti furfural dan hidroksimetilfurfural (HMF)
(Alriksson dkk., 2005; Taherzadeh dan Karimi, 2007%). Lebih
lanjut, Susmiati (2010) menyatakan bahwa hidrolisis tepung
ubi kayu dengan konsentrasi H,SO, 0,5 M dengan waktu 10
menit dapat menghasilkan derajat hidrolisis sampai 88,35%
namun menghasilkan konsentrasi HMF 0,71 g/l. Peningkatan
waktu hidrolisis menjadi 15 menit pada konsentrasi asam
yang sama, akan meningkatkan konsentrasi HMF menjadi
0,87 g/l.

Fermentasi

Perlakuan pertama (P), 500 ml hidrolisat asam,
ditambahkan kultur 70 viride (1,6 x 10°spora/ml) sebanyak
10% dari volume substrat dan diinkubasi selama 48 jam.
Setelah inkubasi dilakukan proses fermentasi dengan
menambahkan kultur S. cerevisiae sebanyak 10% dari volume
substrat. Penambahan kultur 7. viride dimaksudkan untuk
menghidrolisis fraksi serat yang terdapat pada hidrolisat
terlebih dahulu untuk menghasilkan glukosa, kemudian
glukosa yang terbentuk dimanfaatkan oleh S. cerevisiae untuk
memproduksi etanol.
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Gambar 2. Perubahan pH dan total gula selama fermentasi P1

Selama proses fermentasi pada perlakuan P, terjadi
penurunan konsentrasi total gula dan pH awal. Penurunan
konsentrasi total gula terjadi dari 389,26 + 8,09 g/l menjadi
164,16 £ 5,83 g/, sedangkan penurunan pH awal terjadi dari
5,01 £ 0,01 menjadi 4,17 = 0,02. Selisih konsentrasi total
gula awal dengan total gula akhir menunjukkan besarnya
konsentrasi total gula yang dikonsumsi selama proses
fermentasi yaitu 225,10 g/l. Dari total gula yang dikonsumsi,
maka konsentrasi etanol yang dihasilkan secara teoritis adalah
114,80 g/ atau 11,48 % (v/v). Dari perlakuan P diperoleh
konsentrasi etanol aktual hasil fermentasi 6,77 + 1,23% (v/v),
rendemen 27,97% (v/b), dan efisiensi fermentasi 59,01%
terhadap perolehan konsentrasi etanol teoritis. Perubahan
total gula dan pH substrat selama fermentasi pada perlakuan
P, disajikan pada Gambar 2.

Perlakuan kedua (P,), proses hidrolisis dan netralisasi
dilakukan sama halnya seperti pada perlakuan P, hanya
saja hidrolisat asam yang masih mengandung serat setelah
dinetralisasi dan diatur pH-nya sampai 5,0 kemudian
ditambahkan kultur campuran 7. viride (1,6 x 10°spora/ml)
dan S. cerevisiae secara simultan dengan perbandingan 1:1
yaitu masing-masing 10 % dari volume substrat. Penambahan
kultur campuran ini dimaksudkan agar 7. viride dapat
menghidrolisis serat dan hasilnya langsung dimanfaatkan
oleh S. cerevisiae untuk memproduksi etanol.
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Gambar 3. Perubahan pH dan total gula selama fermentasi P2
Selama proses fermentasi pada perlakuan P, terjadi

penurunan konsentrasi total gula dan pH awal. Penurunan
konsentrasi total gula terjadi dari 383,08 + 3,70 g/l menjadi

227,94 + 17,29 g/1. Ini menunjukkan konsentrasi total gula
yang dikonsumsi selama fermentasi adalah 155,14 g/1.
Dengan konsumsi total gula 155,14 g/ berarti secara teoritis
dihasilkan etanol sebesar 79,12 g/l atau 7,91% (v/v). Selama
fermentasi juga terjadi penurunan pH awal terjadi dari 5,01
+ 0,01 menjadi 4,27 + 0,02. Penurunan total gula dan pH
terjadi secara cepat pada awal fermentasi sampai jam ke-24.
Pada fase ini diduga mikroba lebih banyak mengkonsumsi
substrat untuk menghasilkan etanol dibandingkan dengan
waktu setelah jam ke-24 sampai jam ke-96. Selama proses
fermentasi diperoleh konsentrasi etanol aktual 4,96 + 0,39%
(v/v), rendemen 19,85% (v/b), dan efisiensi fermentasi
62,72% terhadap perolehan konsentrasi etanol secara teoritis.
Perubahan total gula dan pH substrat selama fermentasi pada
perlakuan P, disajikan pada Gambar 3.

Pada semua perlakuan menunjukkan adanya korelasi
searah antara penurunan total gula dengan pH yaitu penurunan
konsentrasi total gula diikuti dengan penurunan pH substrat.
Hal ini berkaitan dengan adanya konsumsi glukosa melalui
proses glikolisis dan akumulasi senyawa asam-asam organik
yang terbentuk selama proses fermentasi. Hal ini sejalan
dengan pernyataan Ghori dkk. (2011), yang menyebutkan
bahwa selama proses fermentasi dapat terbentuk senyawa
asam-asam organik seperti asam asetat, laktat dan asam
piruvat. Asam piruvat merupakan senyawa yang terbentuk
selama proses glikolisis pada siklus Embden Meyerhof
Parnas Pathway (EMP) (Antonius dkk., 2006). Selama proses
glikolisis, setiap satu mol glukosa akan dipecah menjadi dua
mol asam piruvat dan melepaskan dua mol ion H* (Wolin
dkk., 1999). Adanya ion H* ini diduga dapat menurunkan pH
larutan fermentasi. Secara keseluruhan proses glikolisis dapat
dilihat dari persamaan reaksi berikut ini:

Glukosa + 2 ADP + 2 NAD+ + 2 Pi =»2 Piruvat + 2 ATP + 2
NADH +2 H*

Asam piruvat yang terbentuk kemudian dirubah menjadi
asetaldehid dan CO, oleh enzim piruvat dekarboksilase yang
selanjutnya dirubah menjadi alkohol oleh enzim alkohol
dehidrogenase. Adanya penumpukan asam diduga karena
S. cerevisiae kurang mampu untuk mengubah asam piruvat
menjadi etanol sehingga terjadi penurunan pH.

Dari kedua perlakuan terlihat bahwa konsentrasi etanol
yang dihasilkan dari perlakuan P, yaitu penggunaan kultur
campuran 7. viride dan S. cerevisiae yang ditambahkan
secara bertahap lebih tinggi dari pada konsentrasi etanol
yang dihasilkan dari perlakuan P, yaitu penggunaan kultur
campuran 1. viride dan S. cerevisiae yang ditambahkan
secara simultan. Efisiensi fermentasi yang dihasilkan dari
kedua perlakuan relatif masih kecil, hal ini diduga bahwa
selama proses hidrolisis pati dengan asam terbentuk senyawa
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furfural dan Hidroksimetil furfural (HMF). Kedua senyawa
telah dilaporkan bersifat toksik bagi khamir S. cerevisiae
(Modig dkk., 2002). Rendahnya hasil fermentasi juga diduga
bahwa konsentrasi total gula yang dikonsumsi oleh mikroba
dalam substrat tidak sepenuhnya terkonversi menjadi etanol,
melainkan dapat juga dipergunakan untuk pertumbuhan sel
oleh mikroba, atau asam piruvat yang terbentuk pada proses
glikolisis  belum mampu sepenuhnya dirubah menjadi
etanol oleh S. cerevisiae. Adanya penumpukan asam piruvat
ini ditandai dengan adanya penurunan pH selama proses
fermentasi.

Penelitian  tentang  produksi  bioetanol  baik
menggunakan hidrolisis asam maupun enzimatis telah banyak
dilakukan. Susmiati (2010) melakukan proses produksi etanol
menggunakan hidrolisat asam tepung ubi kayu dengan kultur
tunggal S. cerevisiae menghasilkan konsentrasi etanol 5,66 +
0,66%, Zamora dkk., (2010) menghasilkan konsentrasi 4,97%,
sedangkan Akponah dan Akpomie (2012), menghasilkan
konsentrasi etanol yang lebih rendah yaitu 3,61%. Konsentrasi
ini lebih rendah dibandingkan dengan hasil dari penelitian
ini yaitu pada penggunaan kultur campuran 7. viride dan
S. cerevisiae yang ditambahkan secara bertahap dengan
konsentrasi etanol 6,77 + 1,23%. Ini menunjukkan bahwa
dengan penambahan enzim kasar selulase dari 7. viride yang
dilanjutkan dengan fermentasi dengan S. cerevisiae dapat
meningkatkan konsentrasi etanol. Pada produksi bioetanol
menggunakan hidrolisis secara enzimatis dengan enzim murni
a-amilase dan amiloglukosidase menghasilkan konsentrasi
etanol 6,98% (Kusmiyati, 2010), sedangkan Ocloo dan
Ayernor (2010) menghasilkan etanol dengan konsentrasi yang
lebih tinggi yaitu 8,30%. Pada proses produksi menggunakan
a-amilase dan amiloglukosidase yang ditambahkan enzim
selulase yang dilanjutkan dengan proses fermentasi mampu
memberikan hasil 7,55% (Han dkk., 2011).

Dari beberapa hasil penelitian di atas, terlihat bahwa
fermentasi menggunakan hidrolisat enzimatik cenderung
menghasilkan  konsentrasi etanol yang lebih tinggi
dibandingkan dengan konsentrasi etanol dari hidrolisat asam.
Hal ini diduga disebabkan oleh adanya senyawa-senyawa
inhibitor sebagai hasil samping dari proses hidrolisis asam
yang menggunakan suhu dan tekanan yang relatif tinggi yaitu
sekitar 121°C dan latm. Pada suhu dan tekanan yang tinggi
komponen-komponen gula hasil hidrolisis akan terdegradasi
lebih lanjut. Gula-gula dari golongan pentosa seperti xilosa dan
arabinosa didegradasi menjadi furfural, sedangkan gula dari
golongan heksosa seperti glukosa akan terdegradasi menjadi
HMF (Taherzadeh dan Karimi, 2007%). Hidroksimetil furfural
akan dapat terus bereaksi untuk membentuk asam-asam
organik seperti asam levulinat dan asam format yang dapat
berpengaruh terhadap penurunan pH substrat. Furfural dan
HMF dapat bersifat toksik bagi mikrooganisme fermentatif
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baik pada kapang, khamir maupun bakteri (Chandel dkk.,
2007; Horvath dkk., 2003). Furfural juga dilaporkan
bersifat lebih toksik dari pada HMF dalam metabolisme S.
cerevisiae. Konsentrasi furfural 1 g/L dapat menurunkan laju
metabolisme CO, dan menurunkan laju pertumbuhan sel pada
fase awal pertumbuhan (Modig dkk., 2002; Purwadi, 2006;
Hawkins dan Joy, 2011).

Hasil penelitian juga menunjukan bahwa perlakuan P,
yang menghasilkan konsentrasi etanol secara aktual lebih
tinggi ternyata memberikan efisiensi fermentasi yang lebih
rendah dari pada perlakuan P,. Ini disebabkan perbandingan
antara produk etanol aktual yang dihasilkan dengan
konsentrasi etanol secara teoritis sangat rendah. Dalam proses
fermentasi, konsentrasi etanol secara teoritis dipengaruhi oleh
konsumsi substrat selama fermentasi. (Rudolf dkk., 2005).
Efisiensi fermentasi rendah menunjukan bahwa substrat
yang dikonsumsi selama proses fermentasi sangat sedikit
dikonversi menjadi produk berupa etanol.

KESIMPULAN

Penggunaan kultur campuran 7. viride dan S. cerevisiae
yang ditambahkan secara bertahap pada proses fermentasi
menggunakan substrat hidrolisat asam menghasilkan
konsentrasi etanol 6,77 + 1,23% (v/v), rendemen 27,97%
(v/b), dan efisiensi fermentasi 59,01% terhadap konsentrasi
etanol secara teoritis. Sedangkan pada penggunaan kultur
campuran 1. viride dan S. cerevisiae yang ditambahkan
secara simultan menghasilkan konsentrasi etanol 4,96 =+
0,39% (v/v), rendemen 19,85% (v/b), dan efisiensi fermentasi
62,72% terhadap konsentrasi etanol secara teoritis.
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