1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Bioetanol

Bioetanol adalah etanol yang dihasilkan dari fermentasi gula reduksi, dan istilah
ini digunakan untuk membedakannya dengan etanol hasil sintesis. Etanol
merupakan senyawa organik yang sudah digunakan sejak lama untuk berbagai
peruntukan misalnya sebagai pelarut dan reaktan untuk berbagai reaksi. Beberapa

sifat kimia dan sifat fisik disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Beberapa sifat kimia dan fisik etanol

Keterangan Nilai
Titik didih normal, °C, 1 atm +78,32
Suhu kritis, °C 243,1
Tekanan Kritis, kPa 6.383,48
Volume kritis, L mol™ 0,167
Densitas, g/cm® 0,7893
Viskositas pada 20 °C, mPa.s (=cP) 1,17
Kelarutan dalam air pada 20 °C Saling larut
Temperatur autosulutan, °C 793,0
Titik nyala, °C 14

Berat molekul gr/mol 46,070
Konstanta kesetimbangan (Ka) 1078
Titik leleh °C -114
Spesifik Gravitasi pada suhu 20 °C. 0,7851
Entalpi pembakaran (AH®) kJ mol™ -1368

(Sumber: Kirk, 1951).

Dewasa ini etanol menjadi salah satu senyawa yang menarik perhatian yang

sangat besar karena selain dimanfaatkan untuk beragam penggunaan tradisionil,



senyawa ini merupakan bahan bakar alternatif dan terbarukan, baik digunakan
secara langsung maupun sebagai reaktan untuk pembuatan biodiesel (Fangrui and
Hanna, 1999). Dari sisi bahan bakar, bioetanol memiliki kemiripan dengan
bensin, sehingga penggunanya tidak memerlukan modifikasi mesin. Di samping
itu, bioetanol mempunyai beberapa kelebihan dibanding dengan bahan bakar fosil
berbasis minyak bumi. Bioetanol mudah terbakar dan memiliki kalor pembakaran
netto yang besar, yaitu sekitar 2/3 dari kalor pembakaran netto bensin. Pada
suhu 25 °C dan tekanan 1 bar, pembakaran bietanol menghasilkan energi sebesar
21,03 MJ/Liter sedangkan bensin menghasilkan 30 MJ/Liter (Elander, 1996).
Bioetanol murni dapat larut sempurna dalam bensin dalam segala perbandingan
dan memiliki keunggulan dari sudut pandang lingkungan, yakni jumlah gas CO,
hasil pembakarannya yang jauh lebih sedikit dibanding dengan bahan bakar fosil,
sehingga bahan bakar alternatif ini dikenal juga sebagai bahan bakar ramah

lingkungan (Giancoli, 1998).

B. Bahan Baku Bioetanol

Produksi bioetanol dewasa ini terus dikembangkan baik dari pati (Teerapatr et al.,
2004) maupun dari selulosa (Taherzadeh and Karimi, 2007), karena peranannya
yang semakin penting, khususnya sebagai bahan bakar alternatif dan terbarukan.
Meskipun bioetanol dapat dihasilkan dari dua jenis karbohidrat di atas, hingga
dewasa ini pati masih merupakan bahan baku utama, karena karbohidrat ini lebih
mudah dihidrolisis dibanding selulosa. Di samping itu, ketersediaan pati juga
sangat tinggi karena dihasilkan oleh berbagai tanaman dengan produktifitas tinggi
dan usia panen yang relatif singkat. Beberapa contoh sumber pati yang sudah

dimanfaatkan untuk produksi bioetanol adalah ubi kayu (Ademiluyi and Mepba,



2013; Zamora et al., 2010), jagung (Buratti et al., 2008; Bothast and Schlicher,
2005), ubi jalar (He et al., 2009), sorgum manis (Almodares dan Hadi, 2009), dan
sagu (Supatmawati, 2010). Tanaman tersebut dimanfaatkan secara luas karena

kandungan patinya yang tinggi, seperti terlihat dalam data yang disajikan dalam

Tabel 2.
Tabel 2. Kadar pati beberapa tanaman yang umum dimanfaatkan untuk produksi
bioetanol
Tanaman Bagian Tanaman Kadar pati (%)
Ubi kayu Umbi 83,8
Jagung Tongkol 81,22
Ubi jalar Umbi 91,8
Sorgum Biji 73
Sagu Empulur Batang 30

C. Pati

Pati merupakan golongan polisakarida yang terbentuk dari glukosa sebagai
monomer dengan ikatan antar monomer adalah a-1,4. Pati memiliki sifat-sifat
yang berbeda tergantung dari panjang rantai C-nya. Pati ditemukan dalam dua
bentuk, yakni pati berantai lurus (amilosa) dan pati berantai cabang (amilopektin).
Amilosa memberikan sifat keras sedangkan amilopektin menyebabkan sifat
lengket. Amilopektin merupakan bentuk yang paling umum ditemukan, struktur

dari amilopektin dan amilosa seperti ditunjukkan dalam Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur kimia pati. (a) amilosa dan (b) amilopektin

Umumnya amilopektin terbentuk dari 1.000 glukosa sebagai monomer dengan
percabangan pada interval 24 hingga 30 unit glukosa dan melibatkan ikatan
glukosida antara C-6 unit glukosa pada rantai lurus dengan C-1 glukosa pertama
pada cabang (Page and Soendoro, 1997). Amilosa berupa komponen panjang
yang tidak mempunyai rantai bercabang dengan ikatan 1,4 glikosidik yang
mempunyai berat molekul 10.000 — 50.000 g/mol dan larut dalam air.
Berdasarkan ikatan yang dimiliki, kedua jenis pati memiliki ikatan a-(1,4)-D-
glikosidik, namun pada amilopektin terdapat percabangan pada posisi a-(1,6)-D-

glikosidik.

Analisis kadar pati dapat ditentukan dengan metode spektrofotometer UV-Vis
menggunakan pereaksi iodium (Ghazali, 2012). Analisis ini didasarkan pada

reaksi antara pati dengan iodium, sehingga bila direaksikan dengan iodium
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berlebih, kelebihan iodium dapat ditentukan dengan mengukur absorbansi sampel
pada panjang gelombang 348 nm, yang merupakan panjang gelombang
maksimum untuk I3 Dengan demikian, kadar iodium yang bereaksi dengan pati
dapat diketahui dengan mengurangkan absorbansi I3 yang tidak direaksikan
dengan pati dan I3 yang tersisa. Kadar pati dapat ditentukan dengan kurva standar
berupa plot antara kadar pati dengan absorbansi iodium yang bereaksi dengan
sampel pada panjang gelombang di atas. Dari kurva standar akan didapatkan

persamaan garis yang dapat digunakan menentukan kadar pati sampel.

D. Hidrolisis Pati

Dalam produksi bioetanol, dua tahap utama adalah hidrolisis dan fementasi.
Hidrolisis merupakan tahap pengubahan atau penguraian karbohidrat menjadi gula
reduksi. Didasarkan pada tahap ini, pati merupakan bahan baku yang paling
banyak diteliti karena pati lebih mudah dihidrolisis dibanding selulosa. Hidrolisis
pati menghasilkan gula reduksi merupakan reaksi bertahap, dan secara garis besar
tahapan yang berlangsung adalah:

Pati — Dekstrin — Maltosa — Glukosa (Poedjiadi, 1994).

Dalam prakteknya, hidrolisis pati menghasilkan gula reduksi dapat dilakukan
dengan asam dan enzim. Hidrolisis asam merupakan suatu proses pemecahan
molekul polisakarida oleh air dengan menggunakan bantuan katalis asam.
Hidrolisis asam dapat dibagi dua kelompok yaitu hidrolisis asam pekat dan
hidrolisis asam encer. Pada hidrolisis asam pekat dilakukan pada suhu yang
rendah, memerlukan energi yang besar dan menghasilkan kadar gula reduksi yang

tinggi serta bersifat korosi, sedangkan pada hidrolisis asam encer dilakukan pada
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suhu yang tinggi, serta menghasilkan kadar gula reduksi yang rendah (Taherzadeh

and Karimi, 2007).

Dari berbagai jenis asam, tiga asam yang sudah diteliti untuk hidrolisis pati adalah
HCI, HNO3, dan H,SO,4. Hidrolisis pati menggunakan HCI dilaporkan oleh
Barnali et al. (2008), yang meneliti hidrolisis pati dari tanaman gandum.
Hidrolisis dilakukan dengan konsentrasi asam 35% w/w, pada suhu75, 85, 95 °C,
dengan waktu 10 menit. Dalam penelitian tersebut dilaporkan kadar gula reduksi
yang dihasilkan adalah sebesar 42% dengan kondisi optimum pada suhu 95 °C
dan pH 3. Asam yang sama juga telah digunaklan oleh Olorunsola et al., (2011)
yang meneliti hidrolisis pati dari tanaman ubi jalar. Hidrolisis dilakukan dengan
konsentrasi 6 N, pada suhu 48 dan 54 °C dengan waktu 6-24 jam, dan dilaporkan
menghasilkan gula reduksi sebesar 97,22% dengan kondisi optimum pada suhu 48
°C dengan waktu 12 jam. Pati dari tanaman singkong juga telah diteliti oleh
Anozie and Aderibigbe (2011) dengan menggunakan asam yang sama hamun
asam yang digunakan asam encer, dengan kondisi suhu yang berbeda, yakni 60,
70, dan 80 °C, selama 20, 40, dan 60 menit, dengan dibantu agitasi menggunakan
pengaduk magnetik dengan kecepatan 200, 250, dan 300 rpm, dan dilaporkan
kadar gula reduksi yang dihasilkan sebesar 46,12 g/L atau setara dengan konversi

pati sebesar 30,75%.

Selain dengan asam klorida, hidrolisis pati juga dapat dilakukan dengan

menggunakan asam nitrat yang dilaporkan oleh Tutt et al,. (2012) yang meneliti
hidrolisis pati dari jerami padi. Hidrolisis dilakukan dengan menggunakan asam
nitrat (HNO3) dengan konsentrasi1%, pada suhu 50°C dengan waktu 24 jam dan

dilaporkan bahwa kadar gula reduksi yang dihasilkan sebesar 30, 1%. Markou et
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al., (2013) juga telah meneliti hidrolisis pati dari karbohidrat pengayaan
(Spirulina) platensis menggunakan asam nitrat (HNO3) dengan konsentrasi 1N,
pada suhu 40°C, 60 °C, 80 °C, dan 100 °C, variasi waktu 0, 10, 20, 30, 40, dan 50
jam. Dilaporkan menghasilkan gula pereduksi yaitu 94% pada suhu 100 °C
dengan waktu hidrolisis 30 jam dan kadar etanol sebesar 16,32 % + 0,90 %

(gEtOH / gBiomass).

Selain dengan kedua jenis asam tersebut, hidrolisis asam juga dilakukan dengan
menggunakan asam sulfat pekat (H,SO,), yang dilaporkan oleh Teerapatr et al.,
(2004) yang meneliti hidrolisis pati dari limbah ubi kayu (onggok). Hidrolisis
dilakukan dengan menggunakan asam sulfat dengan konsentrasi 0,2-5,0 M pada
suhu 60, 100, 110, dan 120 °C selama 30 menit, dilaporkan bahwa kondisi
optimum dicapai pada suhu 120 °C dengan konsentrasi asam sulfat 0,6 M
menghasilkan kadar gula reduksi sebesar 6,1% (w/v). Mishraet al., (2011)
melakukan percobaan hidrolisis pati dari tanaman jarak, dengan menggunakan
asam sulfat pekat dengan variasi konsentrasi 2%, 3%, dan 5% pada suhu 125-
130°C selama 1 jam. Hasil percobaan menunjukkan bahwa kondisi optimum
diperoleh kadar gula reduksi sebesar 67,8% pada kondisi asam sulfat pekat 5%.
Percobaan hidrolisis pati dari tanaman singkong juga dilaporkan oleh Zamora et
al. (2010) dengan menggunakan asam sulfat 30% (w/w) pada suhu 98 °C, pH 0,8
selama 4,5 jam, dengan variasi konsentrasi pati sebesar 150, 170, dan 190 g/L,

dan kecepatan agitasi 200, 400, dan 600 rpm.

Hasil percobaan menunjukkan bahwa kondisi optimum diperoleh pada konsentrasi
pati sebesar 190 g/L dan kecepatan agitasi 600 rpm, dengan konversi pati menjadi

gula reduksi sebesar 90,5%. Putri dan Sukandar (2008) juga telah melakukan
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hidrolisis pati dari pati ganyong dengan menggunakan asam sulfat dengan variasi
konsentrasi 3%, 4%, 5%, 6% dan 7%. Hidrolisis dilakukan pada suhu 120°C
selama 1 jam, dilaporkan bahwa kondisi optimum untuk menghasilkan gula
reduksi sebesar 40 % pada konsentrasi asam sulfat 7%. Berdasarkan percobaan-
percobaan yang telah dilakukan sebelumnya dapat disimpulkan bahwa dari ketiga
asam tersebut asam yang paling banyak digunakan adalah asam sulfat (Teerapatret

al., 2004; Zamora et al., 2010; Mishra et al., 2011; Putri dan Sukandar 2008).

Selain dengan hidrolisis asam, hidrolisis dilakukan dengan hidrolisis enzimatik.
Pati dapat dipecah menjadi unit-unit yang lebih kecil yaitu dengan memotong
ikatan-ikatan glikosidiknya. Salah satu enzim yang dapat memotong ikatan
tersebut adalah enzim a-amilase. Enzim a-amilase adalah enzim yang kerjanya
memutus ikatan o-1,4 secara acak di bagian dalam molekul baik pada amilosa
maupun pada amilopektin. Sifat dan mekanisme kerja enzim a-amilase tergantung
pada sumbernya. Umumnya o-amilase memotong ikatan di bagian tengah rantai
sehingga menurunkan kemampuan pati mengikat zat warna iodium. Hidrolisis
dengan a-amilase menyebabkan amilosa terurai menjadi saltosa dan maltotriosa.
Pada tahap selanjutnya maltotriosa terurai kembali menjadi maltosa dan glukosa

(Fogarty, 1991).

Enzim o-amilase tidak mengandung ko-enzim, tapi merupakan kalsium metalo
enzim dengan sekurang-kurangnya mengandung satu Ca per molekul enzim. lon
logam kalsium berfungsi mengkatalis aktifitas a-amilase, sehingga tahan terhadap
perubahan suhu, pH, perlakuan urea atau adanya protease seperti pepsin, tripsin,
substilin dan papain (Kulp 1975). Enzim a-amilase ini memiliki beberapa sisi

aktif yang dapat mengikat 4 hingga 10 molekul substrat sekaligus sehingga proses
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hidrolisisnya lebih cepat (Lehninger, 1993; BeMiller and Whistler, 2009). Enzim
ini banyak terdapat di dalam tanaman, antara lain kedelai, kentang, gandum, dan
jagung, juga dapat dihasilkan dari beberapa mikroba, misalnya bakteri Bacillus
subtilis, kapang Rhizopus oligosporus, dan jamur Aspergillus oryzae (BeMiller

and Whistler, 2009).

Hingga sekarang, hidrolisis asam lebih banyak dimanfaatkan oleh industri
dibanding dengan hidrolisis enzimatis (Purohit and Mishra, 2012; Zamora et al.,
2010). Kecenderungan ini didasarkan pada sejumlah keunggulan hidrolisis asam,
antara lain nilai dextrose ekivalen (DE) 85 sampai 95. Dextrose ekivalen (DE)
adalah nilai yang menunjukkan tingkat konversi pati menjadi komponen glukosa,
maltosa dan dekstrin. Nilai dextrose ekivalen (DE) merupakan perbandingan
antara gula reduksi (Reduction Sugar, RS) dengan total gula (Total Sugar, TS).
Selain nilai DE yang tinggi hidrolisis asam lebih ekonomis dibandingkan dengan

hidrolisis enzim (Rinaldy, 1987).

E. Gula Reduksi

Gula pereduksi adalah gula yang mempunyai kemampuan untuk mereduksi. Sifat
mereduksi ini disebabkan adanya gugus aldehid yang reaktif (Lehninger, 1993),

seperti ditunjukkan dalam Tabel 4.
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Tabel 3. Contoh gula reduksi

Contoh Gula o L
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Monosakarida yang mengandung gugus aldehid dapat mereduksi senyawa-
senyawa pengoksidasi seperti, ferisianida, hidrogen peroksida dan ion kupro.
Pada reaksi ini gula direduksi pada gugus karbonilnya oleh senyawa pengoksidasi.
Aldosa mudah teroksidasi menjadi asam aldonat, sedangkan ketosa hanya dapat

bereaksi dalam suasana basa (Fennema, 1996).

Analisis gula reduksi dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu analisis secara
kualitatif dan kuantitatif. Analisis gula reduksi secara kualitatif digunakan untuk

mengidentifikasi apakah sampel mengandung gula reduksi atau tidak. Adapun
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metode analisis gula reduksi secara kualitatif yang banyak digunakan adalah uji
Seliwanoff, uji Benedict, uji Fehling, uji Barfoed, uji Tollens, dan uji Molisch

(Lehninger, 1993; Mathews et al., 2000).

Dalam penelitian ini, metode yang digunakan untuk analisis gula reduksi secara
kualitatif adalah uji Fehling, yang didasarkan pada reaksi seperti yang disajikan

dalam Gambar 2.

o o
)l + 2CWO0 + 20H —» )k 4+ Cu0 4 HO
R Yo

R H
Endapan
Aldehida Larutan Fehling Asam Karboksilat Merah Bata

Gambar 2. Mekanisme reaksi gula reduksi dan Fehling

Pada uji Fehling digunakan reagen Fehling yang terdiri dari Fehling A yang
mengandung CuSQO, dan Fehling B yang mengandung campuran alkali NaOH dan
Na-K-tartrat, yang keduanya merupakan oksidator lemah. Campuran dari larutan
CuSO, dan larutan alkali dari garam tartrat berwarna biru yang mengandung
kompleks ion Cu?* dalam suasana alkali. Bila dipanaskan peraksi Fehling akan
bereaksi dengan gugus aldehida dalam gula reduksi, dimana ion Cu®** akan
direduksi menjadi Cu* dan mengedap sebagai Cu,O yang berwarna merah, hijau,

kuning-orange, atau merah bergantung dari jenis gula reduksinya.

Analisis gula reduksi secara kuantitatif dapat dilakukan dengan berbagai cara,
antara lain dengan metode Luff Schoorl (Kowalski et al., 2013), Nelson-Somogyi
(Woiciechowski et al., 2002), dan metode asam dinitro salisilat (DNS) (Lone et
al., 2012). DNS merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi dengan gula
reduksi maupun komponen pereduksi lainnya untuk membentuk asam 3-amino-5-

nitrosalisilat, suatu senyawa yang mampu menyerap dengan kuat radiasi
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gelombang elektromagnetik pada 550 nm (Lehninger, 1993), sesuai dengan reaksi

yang disajikan dalam Gambar 3.
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Asam 3,5-dinitrosalisilat D-glukosa 3-amino-5-nitrosalisilat Asam D-glukosoat

Gambar 3. Reaksi antara DNS dengan glukosa

Reaksi dengan DNS yang terjadi merupakan reaksi redoks pada gugus aldehid
gula dan teroksidasi menjadi gugus karboksil. Sementara itu DNS sebagai
oksidator akan tereduksi membentuk 3-amino-5-nitrosalisilat dan asam D-
glukosoat. Reaksi ini berjalan dalam suasana basa. Bila terdapat gula reduksi
pada sampel, maka larutan DNS yang awalnya berwarna kuning akan bereaksi
dengan gula reduksi sehingga menimbulkan warna jingga kemerahan (Fatmawati

dkk, 2008).

Dalam pembuatan reagen DNS, bahan-bahan yang diperlukan yaitu asam 3,5-
dinitrosalisilat, NaOH, Na,SOs3, Na-K-tartarat, fenol, dan akuades. Dalam
pembuatan reagen DNS, kita perlu menambahkan NaOH ke dalam larutan yang
bertujuan untuk memberikan suasana basa, karena nantinya reaksi dari reagen
DNS ini bekerja pada suasana basa. Selain menambahkan NaOH, juga
ditambahkan kalium natrium tartrat 40% (Rochelle Salt) untuk menstabilkan
warna yang terbentuk pada saat reaksi terjadi yaitu merah bata atau kecoklatan,

selain itu diperlukan pemanasan untuk membantu mempercepat jalannya reaksi.

Sampel yang telah direaksikan dengan DNS kemudian ditentukan kadar gula

reduksinya dengan spektrofotometer UV-Vis. Spektrofotometer UV-Vis adalah
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alat yang digunakan untuk mengukur energi secara relatif jika energi tersebut
ditransmisikan, direfleksikan, ataupun diemisikan sebagai fungsi panjang
gelombang. Alat ini menggunakan dua buah sumber cahaya yang berbeda, yaitu
sumber cahaya UV (lampu Hidrogen atau Deuterium) dan sumber cahaya Visible
(lampu Tungsten). Larutan yang dianalisis diukur serapan sinar ultra violet atau
sinar tampaknya. Konsentrasi larutan yang dianalisis akan sebanding dengan
jumlah sinar yang diserap oleh zat yang terapat dalam larutan tersebut.
Spektrofotometer UV-Vis mengacu pada hukum Lambert-Beer yang menyatakan
hubungan antara absorbansi cahaya dengan konsentrasi zat dalam larutan yang

dinyatakan secara sistematik dengan persamaan berikut.

A:-IogTzlogII—":s.b.c

t

Dimana:

A = absorbansi

T = transmitansi

lo = intensitas cahaya masuk

I; = intensitas cahaya yang diteruskan oleh larutan sampel

& = absorbtivitas molar (L mol*cm™)

b = ketebalan lapisan larutan sampel (panjang jalur absorbsi) (cm)

¢ = konsentrasi sampel (mol L™)

Penentuan kadar gula reduksi pada sampel dilakukan dengan membuat kurva
standar yang menggunakan larutan glukosa. Kurva standar dibuat dengan
memplotkan absorbansi pada panjang gelombang 510 nm dengan konsentrasi
larutan standar (Fatmawati dkk, 2008). Dari kurva standar tersebut akan
didapatkan persamaan garis, yang menunjukkan hubungan antara konsentrasi dan

absorbansi dengan persamaan umum:

y=ax+b
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Dimana y merupakan absorbansi, a yaitu slope, x yaitu konsentrasi sampel, dan b
adalah intersep. Konsentrasi atau kadar gula reduksi pada sampel dapat diketahui
dengan mensubstitusi nilai absorbansi sampel ke persamaan tersebut dan

kemudian diplotkan terhadap kurva standar.

F. Fermentasi

Fermentasi merupakan suatu perubahan gradual bahan, substrat, atau reaktan

tertentu untuk menghasilkan produk alkohol dengan bantuan mikroorganisme
(bakteri atau jamur). Contoh dari fermentasi meliputi fermentasi asam laktat,
fermentasi asam cuka dan fermentasi alkohol. Fermentasi alkohol merupakan
suatu proses pengubahan gula reduksi menjadi bioetanol dengan bantuan

mikroorganisme. Reaksi pembentukannya secara umum sebagai berikut:

CeHpOs —2' s 2C,H:OH + 2CO,

Pada fermentasi alkohol jenis mikroorganisme yang sering digunakan yaitu ragi
atau Saccharina latissima (Adams, et al., 2009), Saccharomyces cerevisiae
(Judaibi, 2011), Zymomonas mobilis (Zhang and Feng, 2010) dan Aspergillus
niger (Ado et al., 2009). Dewasa ini, jenis mikroorganisme yang sering
digunakan dalam fermentasi alkohol yaitu Saccharomyces cerevisiae karena jenis
mikroorganisme ini dapat menghasilkan etanol dengan rendemen yang sangat
tinggi, mudah ditemukan, memiliki laju pertumbuhan yang cepat dan stabil, serta
membutuhkan nutrisi yang sederhana dan lebih mudah beradaptasi dengan

lingkungan dibandingkan dengan jenis mikroorganisme lainnya (Walker, 2011).

Saccharomyces cerevisiae merupakan khamir sejati tergolong eukariot yang

secara morfologi hanya membentuk blastospora berbentuk bulat lonjong silindris,
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oval atau bulat telur yang dipengaruhi oleh strainnya. Taksonomi Saccharomyces

adalah sebagai berikut (Lodder, 1970):

Super Kingdom : Eukariotik

Phylum : Fungi

Subphylum : Ascomycota

Class . Saccharomycetes

Order : Saccharomycetales
Family : Saccharomycetaceae
Genus : Saccharomyces

Secies : Saccharomyces cerevisiae

Karakteristik khas dari Saccharomyces cerevisiae adalah kemampuannya untuk
dapat memfermentasi berbagai karbohidrat. Saccharomyces cerevisiae
berkembang biak dengan membelah diri melalui pertunasan. Reproduksinya
dapat dipengaruhi oleh keadaan lingkungan serta jumlah nutrisi yang tersedia bagi
pertumbuhan sel. Penampilan makroskopik mempunyai koloni berbentuk bulat,
warna kuning muda, permukaan berkilau, licin, tekstur lunak dan memiliki sel
bulat dengan askospora 1-8 buah (Mark, 1991). Secara kimia, sel khamir
Saccharomyces cerevisiae terdiri dari beberapa komponen seperti disajikan dalam
Tabel 4.

Tabel 4. Komposisi sel khamir Saccharomyces cerevisiae

Komponen Jumlah %
Abu 5,0-9,5
Asam nukleat 6,0-12,0
Lemak 2,0-6,0
Nitrogen 7,5-8,5

(Sumber: Suriawiria, 1990).
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Khamir dapat berkembang biak dalam gula sederhana seperti glukosa, maupun
gula kompleks disakarida yaitu sukrosa. Dalam pertumbuhannya, khamir akan

menghasilkan enzim yang mampu mengubah gula reduksi menjadi etanol.

Faktor-faktor yang mempengaruhi fermentasi yaitu derajat keasaman atau pH,
temperatur, oksigen, dan substrat. Pada proses fermentasi, pH sangat
berpengaruh, karena mikroorganisme hanya dapat tumbuh pada kisaran pH
tertentu sesuai jenis mikroorganismenya, misalnya untuk Saccharomyces
cerevisiae, pertumbuhan yang optimal berlangsung pada pH 4,0 - 5,0 dalam
media. Selain pH, suhu juga merupakan faktor penting dalam proses fermentasi,
karena suhu ini sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan Khamir. Secara umum
suhu optimal untuk proses fermentasi adalah 30 - 40 °C. selain itu,
mikroorganisme juga memerlukan substrat yang mengandung nutrisi sesuai
dengan kebutuhan yang diperlukan untuk pertumbuhannya (Subekti, 2006). Pada
dasarnya, proses fermentasi merupakan proses anaerobik, sehingga kadar oksigen
sangat mempengaruhi proses fermentasi dan perlu dikontrol agar fermentasi dapat
berlangsung secara optimal. Pada umumnya, saat tekanan oksigen antara 0,05 —
1,0 mmHg masih dapat ditoleransi oleh mikroorganisme, sehingga jika tekanan
oksigen yang diberikan lebih besar dari nilai tersebut, maka mikroorganisme lebih
cenderung ke arah pertumbuhan sel dibanding dengan memproduksi etanol

(Subekti, 2006).

Selain menggunakan Saccharomyces cerevisiae, fermentasi alkohol dapat juga
menggunakan kulit kayu raru. Tanaman ini dipilih didasarkan pada
pemanfaatannya yaitu untuk memfermentasi air nira menjadi tuak atau minuman

beralkohol. Tuak dibuat dengan cara memasukkan serbuk kulit kayu raru ke
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dalam nira aren dan dibiarkan selama beberapa jam untuk proses fermentasi
(Wibowo dan Nauli, 2010). Berdasarkan penelitian Pasaribu (2009), diketahui
ada empat jenis kulit kayu raru yang berasal dari Sumatera Utara dan Riau, yaitu
Cotylelobium melanoxylon Pierre, Cotylelobium lanceolatum Craib, Shorea
balanocarpoides Symington, dan Vatica perakensis King. Dari keempat jenis
kayu raru tersebut, yang paling umum dimanfaatkan sebagai penghasil tuak adalah

jenis Cotylelobium melanoxylon Pierre.

G. Tanaman Talas.

Talas merupakan tanaman sekulen yaitu tanaman yang umbinya banyak
mengandung air. Di Indonesia berbagai jenis tanaman talas dapat ditemukan
dengan mudah antara lain talas taro, talas jepang, talas bogor, talas sutera, talas
semir, talas ketan hitam, talas timpul, talas balitung, talas sente dan talas banten.
Jenis-jenis talas ini diklasifikasikan berdasarkan warna daun, warna batang, tinggi
tanaman talas, bentuk umbi, dan warna daging. Talas taro atau Colocasia
esculenta merupakan salah satu jenis talas yang mudah dijumpai dan merupakan

salah satu tanaman monokotil dari famili Araceae, dengan data taksonomi sebagai

berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Class : Monocotyledoneae
Ordo : Arecales

Famili : Araceae

Genus : Colocasia esculenta

Spesies : Colocasia esculenta
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Taro merupakan tanaman herba dengan tinggi antara 0,5 - 1,5 m dan sebagian
besar daunnya berbentuk peltatus, kecuali khusus yang tumbuh di Hawai daunnya
berbentuk hastate. Panjang helai daun sekitar 30 - 80 cm dan lebar daun antara 20
-50 cm. Panjang tangkai daun bervariasi tergantung genotipenya, antara < 30 cm -
1,5m, ukuran daun sangat dipengaruhi oleh lingkungan. Ukuran maksimal daun
biasanya terjadi saat awal muncul bunga dan setelah mendekati panen tangkai
daun memendek dan helai daun mengecil. Talas dapat dipanen setelah umur 7 - 8
bulan (Departemen Pertanian Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian
Komisi Plasma Nutfah, 2002). Talas taro seringkali dibudidayakan pada daerah
tropis dengan curah hujan cukup (175 - 250 mm/tahun) serta tanah yang subur di
daerah lembab dengan temperatur sekitar 21 — 27°C. Tanaman ini dapat hidup
pada dataran rendah sampai ketinggian 2.700 m di bawah permukaan laut namun

tidak tahan terhadap temperatur sangat rendah.

Sebagai tanaman pangan, bagian tanaman yang paling banyak dimanfaatkan
adalah umbi, meskipun daun dan tangkai daunnya dapat digunakan sebagai
sayuran. Umbi tersebut terdiri dari umbi primer dan umbi sekunder, seperti

ditunjukkan dalam Gambar 4.

Gambar 4. Umbi talas taro. (a) umbi primer dan (b) umbi sekunder
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Kedua jenis umbi talas taro berada di bawah permukaan tanah. Hal yang
membedakannya adalah umbi primer merupakan umbi induk yang memiliki
bentuk silinder dengan panjang 30 cm dan diameter 15 cm, sedangkan umbi
sekunder merupakan umbi yang tumbuh di sekeliling umbi primer dengan ukuran
yang lebih kecil. Umbi sekunder ini digunakan untuk melakukan

perkembangbiakannya secara vegetatif (Adejumo et al., 2013).

Umbi talas memiliki berbagai macam bentuk yang sangat tergantung dengan
lingkungan tempat tumbuhnya serta varietasnya. Umumnya talas yang tersebar di
Indonesia memiliki bentuk kerucut, silindris, atau elips, dengan sebagian kecil
daerah memproduksi talas dengan bentuk umbi membulat, halter, memanjang, dan
tandan. Untuk bentuk umbi datar dan bermuka banyak, hingga kini belum ada
ditemui di Indonesia. Umbi talas merupakan bahan pangan yang memiliki nilai

gizi yang cukup baik.

Komponen makronutrien dan mikronutrien yang terkandung di dalam umbi talas
meliputi protein, karbohidrat, lemak, serat kasar, fosfor, kalsium, besi, tiamin,
riboflavin, niasin, dan vitamin C (Ndabikunze et al., 2011). Komposisi kimia
tersebut bervariasi tergantung pada beberapa faktor, seperti jenis varietas, usia,
dan tingkat kematangan dari umbi. Jirarat et al. (2006) menambahkan bahwa
faktor iklim dan kesuburan tanah juga turut berperan terhadap perbedaan

komposisi kimia dari umbi talas.

Nilai lebih dari umbi talas adalah kemudahan patinya untuk dicerna. Hal ini
disebabkan oleh ukuran granula patinya yang cukup kecil dan patinya

mengandung amilosa dalam jumlah yang cukup banyak (20 - 25%), sukrosa serta
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gula pereduksinya 1,42 % dan karbohidrat sebesar 23,7 %. Selain itu, talas juga
bebas dari gluten, maka pangan olahan dari talas dapat digunakan untuk diet
individu yang memiliki alergi terhadap gluten. Kadar karbohidrat dari talas
menunjukkkan potensinya sebagai bahan baku bioetanol. Keuntungan lain adalah
talas tidak mengandung selulosa maupun lignin, sehingga secara prinsip akan

lebih mudah dihidrolisis menghasilkan gula reduksi.

H. Analisis Kadar Bioetanol

Salah satu metode yang dapat digunakan untuk analisis bioetanol adalah dengan
metode spektrometer UV-Vis pada panjang gelombang (1) 414 nm (Supriyanto,
1999). Pada X ini merupakan serapan maksimum dari hasil oksidasi etanol dengan
menggunakan K,Cr,0O; dalam suasana asam, dengan demikian absorbansi etanol
pada A di atas dapat digunakan untuk analisis kuantitatif dengan memanfaatkan
hukum Lambert-Beer (Supriyanto, 1999; Day dan Underwood, 2002).

Prinsip analisis ini, didasarkan pada besarnya absorbansi yang terjadi pada
perubahan warna pada K,Cr,0O; dalam suasana asam yang berwarna jingga
menjadi hijau pada kadar alkohol yang terkandung dalam larutan. Prinsip ini
dapat dimanfaatkan dengan bantuan kurva kalibrasi yang dapat dibuat dengan
mengukur absorbansi larutan etanol dengan kadar etanol yang berbeda pada A 414
nm dengan menggunakan spektrometer UV-Vis, dengan absorbansi ini didapat
kurva kalibrasi dan persamaan garis yang menunjukkan hubungan antara
absorbansi hasil oksidasi etanol dengan kadar etanol, sehingga dapat digunakan

untuk menentukan kadar etanol dalam sampel (Day dan Underwood, 2002).
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Kadar etanol dapat juga ditentukan dengan menggunakan metode kromatografi
gas. Kromatografi gas adalah teknik kromatografi yang dapat digunakan untuk
memisahkan senyawa organik yang mudah menguap. Senyawa-senyawa tersebut
harus mudah menguap dan stabil pada temperatur pengujian, utamanya dari 50 —
300°C. Prinsip dasar kromatografi yaitu didasarkan pada pemisahan senyawa
berdasar fasa diam dan fasa bergerak. Suatu komponen dalam satu campuran
dibawa melewati fasa diamnya oleh aliran fasa bergerak, baik itu gas maupun
cairan, dimana pemisahan terjadi didasarkan pada perbedaan laju perpindahan
komponen sampel (Skoog dkk., 1998). Metode ini umumnya digunakan karena
prosesnya mudah, cepat, memiliki sensitivitas tinggi, dan mampu memisahkan
komponen-komponen dengan efisiensi yang tinggi, bahkan komponen dengan

titik didih yang berdekatan dapat dipisahkan.

Secara garis besar, perangkat kromatografi gas terdiri dari beberapa komponen

dengan fungsi yang berbeda, seperti disajikan dalam Gambar 5.

Termostat

/

Injektor /

BN

Kromatogram

Pengontrol Rekorder

Gas Detektor
Kolom

Tabung Gas
Pembawa

Gambar 5. Skema alat kromatografri gas
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Untuk membawa sampel dari pangkalan injeksi melalui kolom menuju detektor
diperlukan suatu gas pembawa atau fasa bergerak. Gas pembawa atau fasa
bergerak harus bersifat inert, memiliki kemurnian yang tinggi, dan cocok dengan
detektor yang digunakan. Gas pembawa yang biasanya digunakan adalah

hidrogen, nitrogen, helium, dan argon.

Injektor sebagai salah satu komponen kromatografi gas yang berfungsi untuk
memasukkan sampel dan berfungsi untuk menguapkan sampel dan
mencampurkan uap sampel dengan gas pembawa. Injektor dilengkapi dengan
blok pemanas (heater block) yang digunakan untuk mengatur suhu injektor.
Setelah sampel diinjeksikan, sampel tersebut dialirkan oleh gas pembawa menuju
kolom. Kolom berfungsi sebagai fase diam dan merupakan tempat terjadinya
proses pemisahan komponen-komponen dalam campuran berdasarkan perbedaan
interaksi komponen sampel dengan fasa diam. Ada 3 jenis kolom pada
kromatografi gas yaitu kolom kemas (packing column), kolom kapiler (capillary

column), dan kolom preparatif (preparative column).

Komponen-komponen yang meninggalkan kolom selanjutnya dideteksi
menggunakan detektor. Ada beberapa jenis detektor yang sering digunakan dalam
kromatografi gas, antara lain Flame lonization Detector (FID), Thermal
Conductivity Detector (TCD), Flame Photometric Detector (FPD), Flame

Photometric Detector (FPD), dan Mass Spectrometer (MS).

Flame lonization Detector (FID), adalah detektor yang digunakan untuk
mengukur komponen-komponen sampel yang memiliki gugus alkil. Di dalam

FID komponen-komponen sampel akan terionisasi, dan ion-ion yang dihasilkan
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akan dikumpulkan oleh ion pengumpul, kemudian arus yang dihasilkan akan
dikonversi menjadi satuan tegangan. Semakin tinggi konsentrasi komponen,
semakin banyak pula ion yang dihasilkan sehingga responnya juga akan semakin
besar.

Thermal Conductivity Detector (TCD), adalah detektor yang bekerja dengan
prinsip mengukur daya hantar panas dari masing-masing komponen. TCD
merupakan detektor yang paling umum digunakan karena semua komponen

memiliki daya hantar panas.

Flame Photometric Detector (FPD), adalah detektor khusus untuk mendeteksi
senyawa yang mengandung sulfur, posfor, dan organotimah. Prinsip kerja jenis
detektor ini adalah energi yang diemisikan dari pembakaran senyawa komponen

akan dilewatkan pada filter tertentu, kemudian dideteksi oleh photomultiflier.

Flame Thermionic Detector (FTD), adalah detektor khusus untuk mendeteksi
senyawa yang mengandung nitrogen atau organo-posfor. Prinsipnya adalah hasil
pembakaran senyawa komponen akan direaksikan dengan garam Rubidium dan

respon listrik yang dihasilkan akan dikonversi dalam satuan tegangan.

Mass Spectrometer (MS), jenis detektor yang prinsip kerjanya berdasarkan
pemecahan komponen-komponen sampel menjadi ion-ion fragmen, lalu ion-ion
fragmen tersebut dilewatkan pada Mass Analyzer untuk dipisahkan berdasarkan
perbedaan massa atau muatan. Selanjutnya diteruskan ke ion detektor untuk
mendeteksi jumlah ion yang dihasilkan. Hasil deteksi akan dicatat oleh recorder

sebagai kromatogram yang berupa puncak (peak).
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Dewasa ini telah banyak penelitian yang menggunakan kromatografi gas untuk
menentukan kadar etanol hasil fermentasi. Najafpour et al. (2004) melakukan
penelitian menggunakan kromatografi gas untuk menentukan kadar etanol yang
dihasilkan dari proses fermentasi glukosa menggunakan Saccharomyces
cerevisiae. Dalam penelitian tersebut, gas pembawa yang digunakan adalah
nitrogen, detektor yang digunakan adalah FID dan kolom yang digunakan adalah
kolom Porapak QS 100/120 mesh. Suhu oven pada kolom diatur sebesar 175 °C
dan suhu detektor adalah 185 °C. Standar yang digunakan adalah isopropanol.
Etanol yang diperoleh dari fermentasi gula reduksi sebanyak 150 g/L adalah

sebesar 57 g/L atau setara dengan konversi gula reduksi sebesar 38%.

Ocloo dan Anyernor (2010) juga juga telah melakukan penelitian untuk
memproduksi bioetanol dari hidrolisat tepung singkong dengan bantuan
Saccharomyces cerevisiae. Ocloo dan Anyernor (2010) menganalisis kadar etanol
menggunakan metode kromatografi gas. Jenis kolom yang digunakan adalah

kolom Carbowax, detektor FID, dan gas pembawa nitrogen. Kondisi perlakuan
yang diterapkan yaitu suhu oven sebesar 80 °C, suhu detektor dan injektor sebesar
200 dan 160°C. Standar yang digunakan adalah etanol dengan konsentrasi 99,8 %
(v/v). Kadar bioetanol optimum yang diperoleh dari fermentasi hidrolisat secara

enzimatik adalah 77,4%.

Merujuk pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Najafpour et al. (2004),
maka dalam penelitian ini akan digunakan kromatografi gas dengan gas pembawa
nitrogen (N), detektor FID, dan kolom Porapak QS 100/120 mesh. Kondisi

analisis dalam penelitian ini juga dibuat sama dengan penelitian tersebut.



