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ABSTRAK

Indonesia merupakan negara produsen dan eksportir kelapa sawit terbesar di dunia.
Seiring semakin luasnya lahan perkebunan sawit, maka semakin banyak industri
pengolahan sawit yang mengakibatkan jumlah limbah yang dihasilkan juga besar.
Indonesia menghasilkan limbah kelapa sawit sebesar 66.750 juta pelepah atau
sekitar 300 juta ton/tahun. Dengan melimpahnya pelepah kelapa sawit dapat
dimanfaatkan sebagai sumber energi alternatif terbaru yaitu bioetanol. Tujuan
penelitian ini yaitu mensintesis bioetanol dari pelepah sawit, menentukan pengaruh
konsentrasi H.SO4 pada proses hidrolisis dan menentukan waktu optimum produksi
bioetanol dari bahan baku pelepah kelapa dengan metode separate hydrolysis and
fermentation (SHF). Tahapan penelitian ini yaitu pretreatment basa menggunakan
larutan KOH yang diperoleh dari ekstrak abu Tandan Kosong Sawit, selanjutnya
proses pretreatment oksidatif menggunakan larutan H>O2 3%. Kemudian proses
hidrolisis dengan variasi H.SO4 yaitu 1,5 M, 2 M, dan 2,5 M selama 3 jam pada
suhu 100°C dan dilanjutkan dengan proses fermentasi untuk menghasilkan
bioetanol dengan waktu fermentasi yaitu 24 jam, 48 jam, 72 jam, 96 jam, dan 120
jam . Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada proses hidrolisis dihasilkan
konsentrasi gula maksimum sebesar 161,98 gr/L. Konsentrasi terbaik H2SO4 pada
penelitan ini yaitu 2 M dan waktu fermentasi terbaik 96 jam dengan kadar bioetanol
yang diperoleh sebesar 7% atau 55,25 g/L.

Kata kunci : bioetanol, fermentasi, hidrolisis, Pelepah kelapa sawit, saccharomyces
cerevisiae

1.  Pendahuluan

Kebutuhan energi saat ini masih banyak di supply dari bahan bakar yang
berasal dari fosil. Kebutuhan energi dunia akan terus meningkat sejalan dengan
pertambahan penduduk dan pertumbuhan ekonomi. Peningkatan kebutuhan energi
terutama bahan bakar fosil tersebut telah menyebabkan penurunan cadangan
minyak dunia sehingga bahan bakar fosil ini menjadi semakin langka dan harganya
pun meningkat secara signifikan (Sinaga, 2012). Di sisi lain, perkembangan industri
berbahan bakar fosil telah menyebabkan dampak lingkungan dan pemanasan
global. Salah satu cara mengurangi krisis energi dan dampak yang diakibatkan oleh
penggunaan energi berbahan baku fosil adalah pengembangan energi alternatif baru
seperti bioetanol. Selain dapat diperbarui, bioetanol ini juga dapat mengurangi
emisi akibat pembuangan gas-gas rumah kaca sehingga dapat mengurangi dampak
pemanasan global (Smith, 2008). Sumber energi alternatif sudah saatnya untuk
dikembangkan dilndonesia, salah satunya mengolah biomassa dari limbah
perkebunan dan pertanian menjadi sumber energi bahan bakar cair yang terbarukan.



Negera tropis seperti Indonesia umumnya mempunyai biomassa yang berlimpah,
kira-kira 250 milyar ton/tahun dihasilkan dari biomassa hutan dan pertanian.
Limbah pertanian secara umum berasal dari perkebunan kelapa sawit, tebu, kelapa
serta sisa panen dan lain-lainnya yang mencapai kira-kira 40 milyar ton/tahun
(Suwono, 2004). Dalam satu satu hektar akan dihasilkan sekitar 6,3 ton pelepah
setiap tahunnya. Pemanfaatan pelepah sawit saat ini belum maksimal. Selama ini
pelepah hanya tertinggal dan dibiarkan membusuk dilahan perkebunan. Padahal
pelepah sawit berpotensi untuk dapat dikonversi menjadi bioetanol, karena pelepah
sawit memiliki kandungan selulosa yang cukup besar yaitu sebesar 35,88%
(Natasha, 2012). penelitian ini ditunjukkan untuk mengembangkan bahan bakar
alternatif bioetanol dari bahan baku limbah industri Crude Palm Oil (CPO) dimana
limbah yang akan digunakan adalah pelepah kelapa sawit dengan menggunakan
metode Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF).

Komposisi dari pelepah sawit dapat dilihat pada Tabel 1 sebagai berikut.

Tabel 1. Komposisi Komponen Lignoselulosa pada Pelepah Sawit

Komponen Kimia Komposisi (%)
Selulosa 34,89
Hemiselulosa 27,14

Lignin 19,87

Zat esktraktif 9,20

Air 8,90

(Sumber: Saragih, 2013)

Selulosa merupakan komponen terbesar dalam biomassa dan berfungsi
sebagai struktur dinding sel tanaman. Struktur kimia selulosa adalah polisakarida
linear yang tersusun dari pengulangan unit f-1,4 glukosida. Struktur yang linear
menyebabkan selulosa bersifat kristalin dan tidak mudah larut. Dialam biasanya
selulosa berasosiasi dengan polisakarida lain seperti hemiselulosa dan lignin yang
membentuk kerangka utama dinding sel tumbuhan. Selulosa mempunyai rumus
molekul (CeéH100s5)n dengan n sebagai derajat polimerisasi (Subekti, 2006).

Tujuan dari pretreatment adalah untuk menghancurkan struktur selulosa pada
dinding sel biomassa dan membuat selulosa lebih mudah diambil ketika dihidrolisis
(pada proses hidrolisis, selulosa dipecah menjadi gula yang lebih sederhana) (Tong,
dkk., 2013).

Pretreatment basa dalam pengolahan biomassa lignoselulosa umumnya
menggunakan basa seperti natrium, kalium, kalsium, dan amonium hidroksida.
Pemakaian basa menyebabkan perubahan struktur lignin dengan cara mendegradasi
ester dan rantai samping glikosidiknya. Penggunaan basa juga menyebabkan
dekristalisasi parsial selulosa, solvasi parsial hemiselulosa dan mengakibatkan
selulosa membesar. Proses ini dilakukan dengan cara merendam biomassa dalam
larutan alkali pada suhu dan waktu yang telah ditentukan. Tahap netralisisasi perlu
dilakukan sebelum masuk tahap hidrolisis enzimatik untuk menghilangkan lignin
dan zat inhibitor (misalnya garam, asam fenoloik, dan aldehid) (Menon dan Rao
2012).

Pretreatment oksidatif menggunakan senyawa oksidasi seperti hidrogen
peroksida (H20.) atau asam parasetat yang dilarutkan dalam air. Sama seperti
metode pretreatment lainnya, tujuan metode ini adalah untuk menghilangkan
hemiselulosa dan lignin untuk meningkatkan aksesibilitas selulase. Beberapa



kekurangan metode ini adalah penggunaan oksidan yang tidak selektif dan tingkat
pembentukan senyawa inhibitor yang tinggi karena lignin yang teroksidasi atau
terbentuknya senyawa aromatik (Hendriks and Zeeman 2009).

Hidrolisis adalah proses perubahan atau pemecahan molekul selulosa,
hemiselulosa ataupun karbohidrat menjadi gula sederhana (glukosa). Hidrolisa
dengan asam encer tidak memerlukan recovery asam dan asam tidak akan
menghilang selama proses. Asam yang digunakan biasanya memiliki konsentrasi
sekitar 2-5% dengan suhu reaksi sekitar 160°C pada tekanan 10 atm. Pada proses
hidrolisis biasanya menggunakan katalisator untuk mendapatkan glukosa. Proses
hidrolisis selulosa dapat dilakukan dengan metode hidrolisis asam, basa, dan enzim.
Asam yang biasanya digunakan seperti HCI, H.SO4,H2SO3, HNO3, dan enzim yang
umumnya digunakan adalah enzim selulase (Firmanto, 2104).

Fermentasi adalah proses produksi energi dalam sel dalam keadaan
anaerobik (tanpa oksigen). Gula adalah bahan yang umum dalam fermentasi.
Beberapa contoh hasil fermentasi adalah etanol, asam laktat, dan hidrogen. Akan
tetapi beberapa komponen lain dapat juga dihasilkan dari fermentasi seperti asam
butirat dan aseton. Fermentasi alkohol merupakan proses pembuatan alkohol
dengan memanfaatkan aktivitas yeast yaitu mengubah glukosa menjadi alkohol
tanpa oksigen, tetapi dalam pembuatan starter dibutuhkan suasana aerob dimana
oksigen diperlukan untuk pembiakan sel (Eka dan Halim, 2009). Tingkat Keasaman
(pH). Artikel ini bertujuan untuk menentukan pengharuh konsentrasi H.SO4 dan
waktu fermentasi yang terbaik.

2. Metode Penelitian
2.1 Alat yang digunakan

Alat digunakan adalah bioreaktor, erlenmeyer, autoclave, inkubator, water
bath, rotary evaporator, oven, hot plate, magnetic bar, gelas ukur, kondensor,
tabung reaksi, termometer, pH meter, neraca analitik, cawan penguap, ayakan 40
mesh dan 80 mesh, serta vortex mixer. Alat analisa yang digunakan yaitu
spektrofotometer UV-Vis, alkoholmeter, dan refraktometer.
2.2 Bahan yang digunakan

Bahan utama yang digunakan adalah pelepah kelapa sawit yang diperoleh dari
Inkubator Agribisnis Universitas Riau. Bahan-bahan lain yang digunakan yaitu Abu
tandan kosong sawit dari PTPN V Sei Pagar, H202 3%, H2S0496%, NaOH 50%,
Saccharomycess Cerevisiae yang berasal dari ragi instan, KH2PO4, MgS04.7H20,
(NH.)2S04, dan larutan antron.
2.3 Variabel Penelitian

Variabel tetap pada penelitian ini antara lain ialah volume fermentasi: 2 liter
(Akbar, 2015), waktu inokulasi: 24 jam (Amalia, 2014), Suhu fermentasi: suhu
ruang, pH fermentasi 4,5 (Jeckson, 2014). Variabel berubah pada penelitian ini
adalah konsentrasi H.SO4 yaitu 1,5M, 2 M, dan 2,5 M, dan waktu fermentasi yaitu
24,48, 72,96, dan 120 jam.
2.4 Rancangan Percobaan

Tahapan penelitian ini terdiri dari empat tahap. Tahap pertama adalah
persiapan pretreatment bahan baku. Tahap kedua adalah hidrolisis selulosa menjadi
larutan gula menggunakan senyawa kimia H.SO4 1 M, 2 M dan 2,5 M, kemudian
tahap ketiga mengubah larutan gula menjadi bioetanol melalui proses fermentasi.
Tahap keempat yaitu melakukan uji dan analisis hasil berupa kadar gula sisa, kadar
bioetanol, dan berat sel kering.



2.5 Prosedur Penelitian
2.5.1 Pretreatment Bahan Baku

Bahan baku yang digunakan pada penelitian ini adalah pelepah kelapa sawit
yaitu sebanyak 400 gr untuk setiap variasi konsentrasi Saccharomyces Cerevisiae.
Sebelum dimasak, pelepah kelapa sawit perlu dicacah menjadi ukuran yang lebih
kecil. Kemudia pelepah dikeringkan dibawah sinar matahari sampai kadar air yang
tersisa = 10%. Pelepah kelapa sawit selanjutnya dihaluskan dan diayak untuk
mendapatkan serbuk TKS berukuran 40 mesh (Dewi, 2018).

3.5.2 Pembuatan Larutan Pemasak dari Ekstrak Abu TKS

Larutan Pemasak yang digunakan adalah campuran antara akuades dengan
abu TKS. Sebelum digunakan, abu TKS disaring terlebih dahulu menggunakan
saringan berukuran 60 mesh. Abu yang telah disaring kemudian ditambahkan air
dengan perbandingan massa abu dan air 1:4. Larutan tersebut selanjutnya diaduk
selama 15 menit setelah itu didiamkan selama 48 jam hingga semua abu
terendapkan. Filtrat abu TKS dipisahkan dari padatan dengan penyaringan. Filtrat
ekstrak abu TKS tersebut digunakan sebagai larutan pemasak (Irfanto, 2013).

3.5.3 Pretreatment Basa

Pretreatment basa terdiri dari dua tahap, yaitu prehidrolisa dan cooking.
Prehidrolisa bertujuan untuk mempercepat penghilangan pentosan (hemiselulosa)
dalam bahan baku pada waktu pemasakan. Prehidrolisa dilakukan menggunakan
larutan ekstrak abu TKS. Temperatur pada saat prehidrolisa adalah 100°C, nisbah
berat bahan baku terhadap volume larutan 1:10, dengan waktu prehidrolisa selama
1 jam. Setelah prehidrolisa selesai, filtratnya dibuang dan residu dicuci dengan air
panas dan diperas, kemudian pulp pelepah tersebut dimasak kembali (proses
cooking).

Proses cooking bertujuan untuk memurnikan selulosa-o. yang terdapat
dalam pulp pelepah sawit. Cooking dilakukan dengan larutan ekstrak abu TKS.
Kondisi operasi cooking adalah temperatur 100°C, waktu pemasakan 30 menit, dan
nisbah padatan terhadap larutan 1:5. Pulp pelepah hasil pemasakan disaring dan
dicuci dengan air panas untuk menghilangkan lindi hitam dan dikeringkan hingga
beratnya konstan (Dewi, 2018).

3.5.4 Pretreatment Oksidasi

Serbuk pelepah yang telah melalui proses delignifikasi kemudian dilakukan
proses pretreatment lanjutan menggunakan larutan H>O2 3% dengan nisbah serbuk
dan H20, 1:20. Kemudian ditambahkan NaOH 0,1 N sampai pH 9 (Saragih, 2013).
Selanjutnya serbuk pelepah dipanaskan pada 90 °C selama 60 menit. Setelah proses
pretreatment tahap kedua, serbuk pelepah didinginkan, disaring dan dicuci sampai
pH nertal dan dikeringkan dalam oven sampai suhu 105 °C hingga beratnya konstan
(Dewi, 2018).

3.5.5 Hidrolisis Serbuk Pelepah Sawit

Serbuk pelepah dari proses delignifikasi tahap kedua dikecilkan ukurannya
sampai 80 mesh dan dihidrolisis menggunakan asam sulfat (H2SO4) dengan variasi
15 M, 2 M, dan 2,5 M dengan nisbah serbuk dan asam 1:10 pada suhu 100°C
selama 60 menit. Dalam proses hidrolisis diperoleh ampas dan larutan. Larutan
tersebut adalah yang mengandung gula hasil konversi dari pelepah kelapa sawit.
Larutan gula selanjutnya dinertalkan dengan NaOH 1 M hingga pH 4,5 (Fitriani



dkk., 2013). Filtrat yang diperoleh akan dianalisis kadar gula dalam larutan dan
selanjutnya digunakan sebagai substrat fermentasi.
3.5.6 Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum bertujuan untuk memperpendek fase lag yaitu dengan
cara mengadaptasikan sel kedalam media fermentasi berupa larutan gula hasil
hidrolisis. Saccharomyces cerevisiae dari ragi kemasan diinokulasi kedalam
medium (larutan gula hasil hidrolisis, 1 gr/L KH2P04,0,05 gr/L MgSQO4.7H20 dan
2 gr/L (NH4)2SO4 dan dimasukkan kedalam erlenmenyer. Medium inokulum
disterilisasi kedalam autoclave dengan temperatur 121°C selama 15 menit, setelah
itu medium inokulum didinginkan hingga mencapai temperatur ruang. Setelah
temperatur medium inokulum mencapai temperatur ruang, dimasukkan
Saccharomyces cerevisiae dengan 8 g/L lalu diinokulasikan selama 24 jam pada
suhu 30°C (Amalia, 2014).
3.5.7 Fermentasi

Proses fermentasi dilakukan dengan cara fermentasi cair. Larutan gula
hidrolisis difermentasi oleh Saccharomyces cerevisiae dengan volume fermentasi 2
liter. Larutan gula dimasukkan kedalam fermentor sesuai variasi kemudian
ditambahkan nutrisi (1 g/l KH2POa, 0,05 g/l MgSQO4. 7H20, dan 2 g/l (NH4)2S04),
selanjutnya ditutup rapat lalu disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121
°C selama 15 menit. Fermentasi dilakukan dengan kecepatan pengadukan 250 rpm.
Suhu fermentasi dijaga 30 °C. Pengambilan sampel dilakukan sesuai dengan variasi
waktu yaitu O jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam, 96 jam, dan 120 jam. Setelah waktu
tercapai, sampel dianalisis kada gula sisa dan bioetanol yang dihasilkan.
3.5.8 Pemisahan

Hasil fermentasi yang didapat kemudian diambil 120 ml dengan 20 ml untuk
dianalisa kadar gula sisa menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan 100 ml
campuran bioetanol yang berada di dalam substrat hasil fermentasi dipisahkan dari
mikroorganisme Saccharomyces cerevisiae, nutrisi dan larutan gula sisa, dengan
cara menguapkan campuran bioetanol dan air pada suhu 77-80°C dengan
menggunakan rotary evaporator, kemudian bioetanol yang terdapat di dalam
campuran bioetanol dan air di analisa menggunakan alkoholmeter..
3.5.9 Analisa Hasil

Pada penelitian ini parameter yang dianalisa yaitu konsentrasi bioetanol,
konsentrasi gula substrat, dan berat sel kering. Konsentrasi gula substrat berupa
kadar gula awal dan kadar gula akhir dianalisa dengan metode antron. Untuk
pengukuran kadar bioetanol akan dianalisa dengan menggunakan alkoholmeter dan
refraktometer. Dan untuk mengukur konsentrasi Saccharomycess cerevisiae
dengan berdasarkan pengukuran berat sel kering.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1 Hidrolisis Serat Buah Sawit

Pada dasarnya prinsip hidrolisis adalah memutuskan rantai polimer bahan
menjadi unit-unit monomer yang lebih sederhana dengan bantuan katalis. Hidrolisis
selulosa akan menghasilkan glukosa sedangkan hemiselulosa akan menghasilkan
xilosa, manosa, asam asetat, galaktosa dan glukosa (Subekti, 2006).
Konsentrasi larutan glukosa awal pada masing-masing hasil hidrolisis serbuk
pelepah kelapa sawit dapat dilihat pada Tabel 2. berikut.



Tabel 2. Konsentrasi Larutan Gula Awal Hasil Hidrolisis

Konsentrasi Asam Konsentrasi (g/L)
15M 97,63

2M 161,98

25M 128,03

Dari Tabel 2. menunjukkan konsentrasi larutan glukosa awal yang diperoleh
dari proses hidrolisis pelepah kelapa sawit yang akan digunakan sebagai medium
fermentasi didapatkan konsentrasi glukosa tertinggi yaitu 161,98 g/L pada
penambahan H>SO4 2 M. Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Safitri dkk.,
(2018) menghasilkan kadar glukosa maksimum sebesar 0,05 g/mL pada konsentrasi
yang sama 2 M bahan baku yang berbeda yaitu Kulit buah naga merah.

3.2 Pengaruh Konsentrasi H2SO4 terhadap kadar glukosa

Metode Antron-Sulfat merupakan salah satu contoh metode kolorimetri untuk
menetapkan konsentrasi dari gula total yang ada disampel. Gula akan bereaksi
dengan reagen Antron dalam kondisi asam yang akan membentuk warna biru-
kehijauan. Sampel akan bercampur dengan asam sulfat dan reagen Antron dengan
bantuan pemanasan. Larutan kemudian didinginkan dan dibaca pada absorbansi
590 nm. Metode ini akan menetukan gula pereduksi dan gula non pereduksi karena
adanya H>SO4 sebagai oksidator yang sangat kuat. Jadi dalam hasil dimungkinkan
yang terbaca bukan hanya glukosa, tapi juga gula-gula lain yang ada didalam
ekstrak sampel, seperti sukrosa (Al-Kayyis dkk., 2016). Hubungan hasil hidrolisis
terhadap kadar glukosa dengan variasi H2SO4 1,5 M, 2 M, dan 2,5 M dapat dilihat
pada Gambar 1.
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Gambar 1. Hubungan konsentrasi H.SOsdan glukosa

Pada Gambar 1. menunjukkan kadar gula tertinggi hasil hidrolisis diperoleh
pada konsentrasi asam sulfat 2 M yakni 161,98 g/L. Tingginya kadar gula yang
diperoleh pada hidrolisis asam sulfat 2 M terjadi gugus H+ pada asam akan
mengubah gugus serbuk pelepah kelapa sawit menjadi gugus radikal bebas dan
gugus radikal bebas kemudian akan berikatan dengan gugus OH dari air dan
bereaksi pada suhu 100°C menghasilkan gula tinggi. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Fatmawati dkk., (2008) yang menyatakan bahwa semakin tinggi
konsentrasi H>SO4 maka semakin banyak ion H* yang akan memperbanyak
kemungkinan terbentuknya asam konjugat (11) sehingga pemecahan ikatan semakin
cepat dan dihasilkan glukosa lebih banyak.



Kadar gula terendah hasil hidrolisis pada konsentrasi asam sulfat 1 M yakni

97,63 g/L. Hal ini disebabkan kebutuhan H* dari asam belum mencukupi sehingga
tidak banyak terbentuk radikal bebas dari serbuk pelepah kelapa sawit sehingga
glukosa yang dihasilkan belum maksimal. Akan tetapi pada konsentrasi H,SO42,5
M terjadi penurunan glukosa yaitu 128,03 g/L. Hal ini dikarenakan semakin lama
waktu hidrolisis dan semakin tinggi konsentrasi H>SO4 mampu menurunkan kadar
glukosa yang dihasilkan (Rilek, 2017). Pada penelitian ini konsentrasi H.SO42 M
adalah konsentrasi yang terbaik untuk digunakan pada proses hidrolisis.
3.3 Analisa Berat Kering Sel terhadap Konsentrasi Glukosa

Analisa berat kering sel digunakan untuk mengukur konsentrasi sel selama
proses fermentasi berlangsung. Dengan mengukur berat kering sel kita dapat
melihat pertumbuhan mikroba. Hasil pengukuran berat kering sel Saccharomyces
cerevisiae selama proses fermentasi pelepah kelapa sawit dapat dilihat pada
Gambar 2.
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Konsentrasi ragi

Berdasarkan Gambar 2. menunjukkan dengan bertambahnya waktu
fermentasi berat kering sel cenderung meningkat. Peningkatan berat kering sel ini
berbanding terbalik dengan konsentrasi glukosa pada substrat saat proses
fermentasi. Penurunan konsentrasi glukosa menunjukkan bahwa mikroba
Saccharomyces cerevisiaae mengkonsumsi glukosa yang ada di dalam substrat
yang digunakan mikroba untuk memperbanyak sel serta menghasilkan bioetanol
(Siburian, 2015). Pada waktu fermentasi 24 jam, berat kering Saccharomyces
cerevisiae masih relatif rendah, hal ini dikarenakan pada tahap awal sel masih
melakukan adaptasi atau penyesuaian diri terhadap medium fermentasi dan waktu
untuk melakukan pembelahan sel hanya sedikit, sehingga jumlah sel yang
dihasilkan masih belum maksimal. Pada waktu 48 jam, berat kering sel yang
dihasilkan lebih banyak dibandingkan dengan waktu fermentasi 24 jam, hal ini
dikarenakan Saccharomyces cerevisiae memiliki banyak waktu untuk membelah
dan memperbanyak sel dibandingkan waktu 24 jam. Pada waktu fermentasi 72 jam
dan 96 jam, berat kering sel yang dihasilkan tidak begitu signifikan, yaitu hanya
bertambah sedikit dibanding dengan berat kering sel yang ada pada waktu
fermentasi 48 jam. Hal ini menandakan bahwa pada jam ke 72 dan 96, sel masuk
dalam fase stasioner, yaitu fase dimana pertumbuhan mikroorganisme mencapai
keadaan yang maksimum dan mikroorganisme yang aktif dan mati relatif seimbang
karena makanan (nutrisi) relatif sedikit. Pada saat fermentasi 120 jam terjadi
penurunan berat kering sel, ini menunjukkan bahwa sel telah mengalami fasa
pertumbuhan di perlambat atau fasa kematian.

3.4 Pengaruh Penurunan gula Terhadap Bioetanol

Larutan glukosa yang diperoleh dari proses hidrolisis digunakan sebagai
medium fermentasi dikonsumsi oleh Saccharomyces cerevisiae untuk
memperbanyak sel serta menghasilkan bioetanol. Hubungan konsentrasi gula
terhadap konsentrasi bioetanol yang dihasilkan dari proses fermentasi seperti
terlihat pada Gambar 3. berikut ini.
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Gambar 3. Hubungan Penurunan Konsentrasi Gula Terhadap

Konsentrasi Bioetanol pada H.SO4(a) 1,5 M, (b) 2 M, dan

©) 2,5 M



Berdasarkan Gambar 3. terlihat bahwa secara umum pada konsentrasi
H2>S041,5 M, 2 M, dan 2,5 M terjadi penurunan konsentrasi glukosa seiring dengan
peningkatan kadar bioetanol. Hal ini disebabkan gula yang terdapat pada substrat
terkonversi menjadi bioetanol dan sebagian digunakan sebagai sumber karbon
untuk proses pertumbuhan mikroorganisme (Retno dan Nuri, 2011). Seiring dengan
berjalannya waktu, konsentrasi gula akan berkurang sejalan dengan bertambahnya
konsentrasi bioetanol yang terbentuk, selain terkonversi menjadi bioetanol, gula
berfungsi sebagai bahan makanan bagi bakteri untuk mempertahankan hidupnya
dan berproduksi (Bailey dan David, 1986).

3.5 Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Kadar Bioetanol

Bioetanol merupakan produk akhir yang ingin diperoleh pada penelitian ini.
Pada proses fermentasi faktor yang mempengaruhi fermentasi yaitu Tingkat
keasaman (pH), suhu, oksigen, waktu fermentasi, dan nutrisi. Hubungan antara
waktu fermentasi terhadap konsentrasi bioetanol yang diperoleh dapat dilihat pada
Gambar 4. berikut.
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Gambar 4. Hubungan antara Waktu Fermentasi terhadap Konsentrasi Bioetanol

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan seperti pada Gambar 4. Waktu
fermentasi berpengaruh terhadap konsentrasi bioetanol yang dihasilkan dimana
semakin lama waktu fermentasi maka semakin tinggi bioetanol yang dihasilkan.
Pada variasi konsentrasi H.SO4 dengan waktu fermentasi 24 jam sampai 96 jam
mengalami peningkatan hasil bioetanol yang dihasilkan, hal ini dikarenakan
pertumbuhan mikroorganisme Saccharomyces cerevisiae mengalami penurunan
sehingga substrat hanya digunakan sebagai metabolisme dan menghasilkan
bioetanol. Konsentrasi bioetanol maksimum didapatkan pada konsentrasi H2SO4 2
M vyaitu 7% (v/v) pada waktu fermentasi 96 jam. Karena pada kondisi tersebut,
mikroba berada pada fase eksponensial dan waktu paling optimum bagi mikroba
untuk dapat menguraikan glukosa menjadi bioetanol. Waktu fermentasi
berpengaruh terhadap aktivitas bakteri karena semakin lama waktu fermentasi,
maka mikroba berkembangbiak, artinya semakin banyak jumlahnya, sehingga
mempunyai kemampuan untuk memecah substrat semakin besar. Menurut Sukaryo
(2013) semakin lama waktu fermentasi gula yang tereduksi semakin banyak
membentuk alkohol. Gula reduksi berpengaruh terhadap kadar atau konsentrasi
etanol dihasilkan. Makin banyak gula reduksi yang dimanfaatkan oleh
Saccharomyces cerevisiae maka makin tinggi pula konsentrasi etanol yang dapat



dihasilkan dan sebaliknya makin sedikit gula reduksi yang dimanfaatkan oleh
Saccharomyces cerevisiae maka makin rendah pula konsentrasi bioetanol yang
dihasilkan. Hal ini sesuai dengan pendapat Winarti (1996) yang menyatakan bahwa
semakin tinggi konsentrasi substrat atau gula reduksi yang dapat dipecah oleh sel
khamir menjadi bioetanol maka semakin tinggi pula konsentrasi etanol yang
dihasilkan. Namun pada waktu fermentasi setelah 96 jam aktivitas mikroorganisme
menurun pada konsentarasi H.SO4 1,5 M, 2 M, dan 2,5 M yang menunjukkan
bahwa Saccharomyces cerevisiae berada pada fase kematian dan tidak bekerja
secara optimal. Pada kondisi tersebut disebabkan tumbuhnya Saccharomyces
cerevisiae yang dapat merubah alkohol menjadi asam asetat dengan adanya
oksigen, dan gula yang tereduksi menjadi alkohol semakin habis (Sukaryo, 2016).
Menurut Kunaepah (2008) semakin lama waktu fermentasi maka jumlah mikroba
semakin menurun, dan akan menuju ke fase kematian karena bioetanol yang
dihasilkan semakin meningkat dan nutrisi yang ada sebagai makanan mikroba
semakin berkurang. Selain itu konsentrasi bioetanol yang menurun dipengaruhi
oleh konsentrasi glukosa yang semakin berkurang, sehingga yeast kehabisan nutrisi
untuk bertahan hidup dan mengalami fase kematian.

3.6  Hasil Pengukuran Bioetanol dengan Menggunakan Refrektometer
Konsentrasi bioetanol yang di analisa menggunakan Refraktometer pada
setiap waktu fermentasi seperti ditampilkan pada Tabel 3. sebagai berikut.

Tabel 3. Kadar Bioetanol pada Kondisi Terbaik
Kadar Bioetanol

Waktu Fermentasi (Jam)

(% viv) (g/L)
0 0 0
24 3 23,679
48 4 31,572
72 5 39,465
96 7 55,251
120 55 43,4115

Analisa Refraktometer ini bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya
bioetanol yang dihasilkan dari proses fermentasi. Sampel yang dianalisa
merupakan sampel hasil fermentasi pada konsentrasi subsrat H.SO42 M dengan
konsentrasi Saccharomyces cerevisiaesebesar 8 gr/L waktu fermentasi 24 jam
hingga 120 jam. Konsentrasi bioetanol optimum didapatkan pada waktu 96 jam,
yaitu sebesar 7% (v/v) atau 55,251 g/L dan menurun pada waktu fermentasi 120
jam. Kunaepah (2008) menyatakan bahwa semakin lama waktu fermentasi,
konsentrasi bioetanol yang dihasilkan juga semakin meningkat. Akan tetapi,
setelah kondisi optimum tercapai, bioetanol yang diperoleh cenderung menurun.
Hal ini dikarenakan karena nutrisi yang ada sebagai makanan mikroba juga
semakin menurun. Selain itu, menurut Widayanti dkk., (2013) pada fermentasi
terjadi reaksi lanjut dari bioetanol sehingga boetanol yang diperoleh menurun
seiring dengan bertambahnya waktu fermentasi setelah melewati kondisi
optimum. Reaksi lanjut ini terjadi karena teroksidasinya bioetanol menjadi asam
asetat.

4.  Kesimpulan dan Saran



4.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan hal-hal berikut ini .

1. Konsentrasi H.SO4 berpengaruh terhadap glukosa yang dihasilkan. Dimana
semakin tinggi konsentrasi H>SO4 digunakan pada proses hidrolisis, maka
semakin besar pula glukosa yang dihasilkan akan tetapi apabila sudah
mencapai optimum maka konsentrasi glukosa menurun. Konsentrasi H2SO4
optimum pada proses hidrolisis diperoleh sebesar 2 M.

2. Bioetanol dapat diproduksi dari bahan baku pelepah sawit melalui proses
Separated  Hydrolysis and Fermentation (SHF) menggunakan
Saccharomyces cerevisiae dengan kadar bioetanol tertinggi sebesar 55,25
g/L.

3. Waktu fermentasi berpengaruh terhadap konsentrasi bioetanol yang
dihasilkan. Waktu optimum fermentasi pelepah sawit melalui proses
Separated Hydrolysis and Fermentation (SHF) menggunakan yeast
Saccharomyces cerevisiae yaitu selama 96 jam.

4.2 Saran

1. Hasil fermentasi sebaiknya segera dilakukan analisa atau disimpan pada
tempat yang tertutup sangat rapat dan suhu yang rendah untuk menghindari
penguapan.

2. Kondisi proses selama fermentasi sebaiknya dibuat anaerob untuk
menghindari mikroba cepat mati dan oksidasi produk menjadi asam asetat.
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