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ABSTRAK 

 

Al Muntazhor, Muhammad Nabil. 2020. Pengaruh Variasi Jumlah Ragi Roti 

(Saccharomyces cerevisiae) dan  Lama Fermentasi Kertas HVS Bekas 

Pakai terhadap Kadar Etanol. Skripsi. Program Studi Biologi Fakultas 
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang. Pembimbing (I): Ir. Liliek Harianie AR M.P. Pembimbing (II): 

Dr. Ahmad Barizi M.A.   

Kata Kunci: Jumlah Ragi Roti; Lama Fermentasi; Kertas HVS Bekas; Kadar Etanol  

 Bioetanol merupakan salah satu sumber energi alternatif terbarukan yang dapat 
dikembangkan secara lebih luas untuk mengurangi ketergantungan pada penggunaan 

bahan bakar fosil yang jumlahnya terbatas di alam. Bioetanol dapat dibuat dari berbagai 

macam substrat, salah satunya adalah kertas HVS bekas. Kertas HVS bekas mengandung 

selulosa yang cukup tinggi yang dapat dibuat menjadi bioetanol melalui serangkaian 
proses hidrolisis dan fermentasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan lama fermentasi kertas HVS 

bekas pakai terhadap kadar etanol. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) pola faktorial dengan 2 faktor. Faktor pertama adalah jumlah ragi roti 

(Saccharomyces cerevisiae) yaitu 3 gram, 4 gram, dan 5 gram. Faktor kedua adalah lama 

fermentasi yaitu 2 hari, 4 hari, 6 hari, dan 8 hari. Data yang diperoleh  dianalisis 

menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) kemudian dilanjutkan dengan uji lanjut 
Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa interaksi 

variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan lama fermentasi tidak 

berpengaruh terhadap kadar etanol. Rata-rata kadar etanol tertinggi (2,18%) diperoleh 
dari jumlah ragi roti 5 gram dan lama fermentasi 4 hari. Selanjutnya, variasi jumlah ragi 

roti (Saccharomyces cerevisiae) berpengaruh terhadap kadar etanol. Rata-rata kadar 

etanol tertinggi (1,97%) diperoleh dari jumlah ragi roti 5 gram. Kemudian yang terakhir, 
lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol. Rata-rata kadar etanol tertinggi 

(1,85%) diperoleh dari lama fermentasi 6 hari, namun secara statistik kadar etanol yang 

optimal dalam penelitian ini diperoleh dari lama fermentasi 4 hari yaitu 1,71%.  
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ABSTRACT 

 

Al Muntazhor, Muhammad Nabil. 2020. The Influence of Variations of Bread Yeast 

(Saccharomyces cerevisiae) Number and the Fermentation Time of Used 

HVS Paper toward Ethanol Levels. Thesis. Study Program of Biology, Faculty 
of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of 

Malang. Supervisor (I): Ir. Liliek Harianie AR M.P. Supervisor (II): Dr. Ahmad 

Barizi M.A. 

Keywords: Bread Yeast Number; Fermentation Time; Used HVS Paper; Ethanol Content  

Bioethanol is one of the renewable alternative energy sources that can be 
developed more broadly to reduce the dependence on the use of limited fossil fuels in 

nature. Bioethanol can be made from a variety of substrates, one of which is the used 

HVS paper. Used HVS paper contains high enough cellulose which can be made into 

bioethanol through sequence of hydrolysis and fermentation processes. The research aims 
at determining the influence of variations of bread yeast (Saccharomyces cerevisiae) 

number and the fermentation time of used HVS paper toward ethanol content. The 

research used a completely randomized design (CRD) factorial pattern with 2 factors. The 
first factor is the number of bread yeast (Saccharomyces cerevisiae), namely 3 grams, 4 

grams, and 5 grams. The second factor is the fermentation time, namely 2 days, 4 days, 6 

days, and 8 days. The data were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) then was 

continued with further test of the Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. The research 
results showed that the interaction of variations of bread yeast (Saccharomyces 

cerevisiae) number and fermentation time did not affect the ethanol content. The highest 

average ethanol content (2,18%) was obtained from the bread yeast number of 5 grams 
and fermentation time of 4 days. Furthermore, the variation of yeast (Saccharomyces 

cerevisiae) number affected the ethanol content. The highest average ethanol content 

(1,97%) was obtained from bread yeast number of 5 grams. The last, fermentation time 
affected the ethanol content. The highest average ethanol content (1,85%) was obtained 

from the fermentation time of 6 days of, but the optimal ethanol content in this study was 

obtained from the fermentation time of 4 days statistically, it was 1,71%. 

 

 

  



 

xvii 

 مستخلص البحث
 

ووقت   (Saccharomyces cerevisiae)  ثير التباين في كمية خميرة الخباز. تأ2020المنتظر، محمد نبيل. 
رسالة الجامعي. قسم علم الحياة. كلية العلوم  المستخدم على مستويات الإيثانول. HVS التخمير لورق

( ليليك حريأني، 1مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية مالانج. المشرف ) والتكنولوجيا. جامعة

 ( الدكتور أحمد باريزي، الماجستير2الماجستير. المشرف )

 المستخدم، مستويات الإيثانول HVS كمية خميرة الخباز، وقت التخمير، ورقالكلمات المفتاحية: 

كن تطويره على نطاق أوسع لتقليل الاعتماد على استخدام الإيثانول الحيوي هو مصدر طاقة بديل متجدد يم

 الوقود الأحفوري المحدودة في العالم. يمكن تصنيع الإيثانول الحيوي من مجموعة متنوعة من الركائز، أحدها ورق
HVS المستخدم. يحتوي ورق HVS  المستخدم على نسبة عالية من السليلوز بدرجة كافية يمكن تحويلها إلى إيثانول

  ثير التباين في كمية خميرة الخبازالهدف من هذا البحث لمعرفة تأحيوي من خلال عمليات التحلل المائي والتخمير.

(Saccharomyces cerevisiae)  ووقت التخمير لورق HVS  المستخدم على مستويات الإيثانول. استخدم الباحث
  العامل الأول هو كمية خميرة الخباز في هذا البحث التصميم العشوائي الكامل العاملي بالعاملين.

(Saccharomyces cerevisiae)  جرام. والعامل الثاني هو وقت التخمير وهم يومان  5جرام، و  4جرام،  3هي

ثم استمر مع  (ANOVA) أيام. تم تحليل البيانات التي تم الحصول عليها باستخدام تحليل التباين 8أيام و  6أيام و  4و

دلت النتائج على أن تفاعل الاختلافات في كمية خميرة . في المائة 5بنسبة  (DMRT) تعدد المدىم Duncan اختبار
تم الحصول على أعلى  .ووقت التخمير لم يؤثر على محتوى الإيثانول  (Saccharomyces cerevisiae) الخبز

وبعد ذلك، إن  .أيام 4التخمير جرام ووقت  5في المائة( من كمية خميرة الخبز  2.1752لمحتوى إيثانول )متوسط 

وتم الحصول على  .يؤثر على محتوى الإيثانول (Saccharomyces cerevisiae) الاختلاف في كمية الخميرة
والأخير، وقت التخمير يؤثر على  .جرام 5في المائة( من كمية خميرة الخبز  1.9695لمحتوى إيثانول )أعلى متوسط 

أيام، ولكن  6في المائة( من وقت التخمير لمدة  1.8527لمحتوى الإيثانول )وأعلى متوسط  .محتوى الإيثانول

في  1.7144أيام، أي  4إحصائيا تم الحصول على محتوى الإيثانول الأمثل في هذا البحث من وقت التخمير لمدة 

 .المائة
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BAB I  

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

 Bahan bakar fosil merupakan sumber energi tak terbarukan. Bahan bakar 

ini dihasilkan dari proses penyulingan minyak bumi. Ketersediaan bahan bakar 

fosil sangatlah terbatas di alam dan bisa habis bila digunakan terus-menerus 

dalam waktu yang lama (Hidayat, 2013). Berdasarkan pada data dari Kementerian 

ESDM kebutuhan energi dalam negeri selama periode tahun 2012 telah 

menembus angka 1,189 juta SBM, dan sebanyak 46% nya berasal dari minyak 

bumi. Kementerian ESDM memprediksi akan terjadi lonjakan kebutuhan energi 

dalam negeri dimana pada tahun 2010 diperkirakan akan meningkat sebanyak 712 

juta SBM, kemudian diprediksi akan terjadi peningkatan kebutuhan energi lagi 

pada tahun 2019 dengan peningkatan sebesar 7,1% sampai menembus angka 1316 

juta SBM. Adanya peningkatan kebutuhan energi ini sejalan dengan angka 

pertumbuhan penduduk di Indonesia yang meningkat selama periode tahun 2009-

2019 dari angka 231 juta orang menjadi 256 juta orang. Hal yang menjadi 

permasalahan dalam usaha pemenuhan kebutuhan minyak bumi (BBM) di 

Indonesia terlihat dari tingkat konsumsi bahan bakar minyak di masyarakat yang 

tinggi (>1 juta barel/hari), namun disisi lain tidak didukung oleh produksi BBM 

yang mencukupi (Ma’arif, 2014). Mengingat jumlah dan ketersediaannya yang 

terbatas, maka penggunaan yang masif dalam jangka panjang akan mengakibatkan 

kelangkaan energi yang terjadi akibat adanya ketimpangan antara kebutuhan 

dengan ketersediaanya. Dalam Al-Quran Allah SWT telah mengisyaratkan 

tentang ketidakseimbangan alam sebagai akibat dari perbuatan manusia yang 

ceroboh dalam mengeksploitasi alam. Allah SWT telah menggambarkan hal ini 

dalam Al-Quran surat Ar-Rum ayat 41:  

 ظَهَرَ الْفَسَادُ فىِ الْبرَ ِ وَالْبحَْرِ بِمَا كَسَبتَْ ايَْدِى النَّاسِ لِيذُِيْقَهُمْ بعَضَْ الَّذِيْ عَمِلوُْا لَعلََّهُ مْ يرَْجِعوُْنَ ﴿الروم : ۴۱﴾

Artinya:  

“Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena perbuatan tangan 

manusia; Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian dari (akibat) 

perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar)”(QS. Ar-Rum: 41). 
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Penjelasan dari ayat diatas menurut Al-Qurthubi (2009) Ibnu Abbas RA 

mengemukakan pendapat bahwa makna  ُٱلۡفَسَاد (kerusakan) ialah kekeringan, hasil 

tanaman yang sedikit, serta hilangnya keberkahan. Kemudian Ibnu Abbas RA. 

juga menambahkan penjelasan tentang ayat ini,  Beliau berkata, “Kurangnya 

berkah pada pekerjaan hamba, agar mereka bertobat.”. An-Nuhas mengatakan 

bahwa "Ini adalah makna terbaik tentang ayat ini." Selanjutnya Ibnu Athiyah 

berpendapat tentang ayat ini, "Maksudnya, apabila curah hujan berkurang maka 

berkurang juga kedalaman air laut, para nelayan merugi dan binatang-binatang 

laut menjadi tidak berkembang biak". Sedangkan menurut Tafsir Tematik 

Departemen Agama (2009) secara umum, terjadinya degradasi lingkungan hidup 

(LH) ada dua penyebab yaitu penyebab yang bersifat langsung dan tidak 

langsung. Faktor penyebab yang tidak langsung pada kenyataannya merupakan 

penyebab yang sangat dominan terhadap kerusakan lingkungan. Artinya rusaknya 

ekosistem dalam hal ini manusia tidak memiliki peran misalnya gunung meletus, 

gempa bumi, tsunami, dan lain-lain. Sedangkan yang bersifat langsung terbatas 

ulah manusia yang terpaksa mengeksploitasi lingkungan secara berlebihan karena 

desakan kebutuhan, keserakahan, atau mungkin kekurangsadaran akan pentingnya 

menjaga lingkungan misalnya menebang hutan secara illegal, membuang sampah 

sembarangan, membendung aliran sungai sehingga menciut, dan lain-lain. 

Berdasarkan pada ayat diatas, Allah SWT telah memperingatkan 

manusia atas akibat dari perbuatan yang mereka lakukan yang dapat merusak 

lingkungan. Tujuannya adalah agar mereka kembali ke jalan yang benar dengan 

melakukan perbaikan dan pelestarian alam. Salah satu permasalahan yang 

penting untuk diperhatikan saat ini adalah mengenai penggunaan bahan bakar 

fosil yang kurang ramah lingkungan, tidak dapat diperbarui dan memiliki 

persediaan yang terbatas di alam. Apabila terus dibiarkan, maka akan 

mengakibatkan kelangkaan energi akibat adanya ketidakseimbangan antara 

pasokan dan kebutuhan yang diperlukan. Oleh sebab itu, penting untuk 

dilakukan penelitian tentang sumber energi alternatif terbarukan, ramah 

lingkungan serta ketersediannya melimpah di alam. Diantara sekian banyaknya 

sumber energi alternatif yang potensial untuk diteliti dan dikembangkan salah 

satunya adalah bioetanol.  
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Bioethanol adalah jenis alkohol yang dibuat dengan cara 

memfermentasikan komponen gula yang ada pada tumbuhan (Shah dan Sen, 

2011). Proses fermentasi tersebut melibatkan peran ragi Saccharomyces 

cerevisiae dalam mengubah gula menjadi alkohol dan karbondioksida. Bioethanol 

pada umumnya diproduksi dari bahan-bahan hasil pertanian yang mengandung 

gula. Bahan baku bioethanol ini dapat diklasifikasikan sebagai bahan baku 

bioethanol generasi pertama berupa gula dan pati dan bahan baku bioethanol 

generasi kedua berupa lignoselulosa (Vohra et.al., 2014). Secara konvensional, 

bioetanol telah diproduksi dari bahan yang mengandung kadar gula dan pati yang 

tinggi (produk hasil pertanian berupa bahan pangan) yang dikenal sebagai 

bioetanol generasi pertama. Namun hal ini akan menimbulkan permasalahan atau 

konflik terkait dengan produksi bahan makanan dan pakan. Sebagai alternatif 

untuk bioetanol generasi pertama, maka mulai banyak penelitian yang berfokus 

pada pengembangan bioetanol generasi kedua yang memanfaatkan residu 

lignoselulosa dari hasil tanaman pertanian dan berbagai jenis limbah seperti 

ampas tebu, jerami, brangkasan, batang tanaman, dedaunan dan biji (Sharma dan 

Sharma, 2018). 

Biomassa lignoselulosa adalah bahan baku yang potensial untuk produksi 

bioetanol karena biaya bahan baku relatif rendah, jumlahnya melimpah dan dapat 

tersedia secara berkelanjutan (Kikas et.al., 2017).  Selain itu, biomassa 

lignoselulosa dapat diperoleh dalam jumlah yang banyak dari bahan-bahan seperti 

limbah perkotaan (kertas bekas, karton, sampah sayuran, dsb), limbah industri, 

kayu, dan limbah pertanian (Xu et.al., 2017). Salah satu jenis biomassa 

lignoselulosa yang dapat digunakan dalam proses pembuatan bioetanol adalah 

kertas HVS bekas.  

Kertas bekas banyak kita temui dilingkungan sekitar kita yang seringkali 

hanya dibuang karena masih dianggap kurang memiliki manfaat. Sampah kertas 

bekas yang dibuang ke lingkungan apabila dibiarkan terus menerus maka akan 

mengakibatkan penumpukan sampah kertas, sehingga menimbulkan dampak 

negatif bagi lingkungan. Penanganan sampah kertas bekas dengan cara 

dibakarpun masih dianggap kurang tepat, karena asap dari pembakaran sampah 

kertas bekas tersebut dapat mengakibatkan pencemaran udara, sedangkan disisi 
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lain kertas bekas yang dibuang secara sembarangan akan mengakibatkan  

pencemaran lingkungan (Fuadi dkk., 2015). Hal lain yang perlu dipertimbangkan 

adalah harga jual kertas bekas yang pada umumnya relatif rendah, sehingga 

diperlukan alternatif dalam pemanfaatan kertas bekas tersebut, solusi alternatifnya 

adalah dapat dibuat sebagai bahan baku bioetanol. Sehingga harapannya adalah 

nilai guna dari kertas tersebut dapat ditingkatkan (Kalpatari dkk., 2019).  

Kertas HVS memiliki kandungan selulosa yang cukup tinggi bila 

dibandingkan dengan hemiselulosa ataupun ligninnya. Sehingga kertas HVS 

sangat potensial untuk digunakan sebagai substrat dalam pembuatan bioetanol 

(Fuadi dkk., 2015). Menurut Howard et.al (2003) kertas HVS bekas mengandung 

selulosa sebesar 85-99%, hemiselulosa 0%, dan lignin 0-15%. Selanjutnya  

menurut Pereira Jr et.al (2008) kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin pada 

kertas HVS bekas adalah 43% selulosa, 13% hemiselulosa, dan 6% lignin. 

Sedangkan menurut Loelovich (2014) kertas HVS bekas mengandung komponen 

selulosa sebanyak 62%, hemiselulosa 5% dan lignin 1%. Berdasarkan beberapa 

literatur diatas, maka dapat diketahui bahwa kertas HVS bekas merupakan 

substrat yang potensial untuk dibuat menjadi bioetanol karena kandungan 

selulosanya yang masih cukup tinggi.  

Pembuatan bioetanol dari bahan lignoselulosa melalui beberapa tahap, 

diantaranya adalah proses hidrolisis. Proses hidrolisis dilakukan secara enzimatis 

untuk memecah dan menguraikan komponen selulosa yang ada pada kertas HVS 

bekas guna menghasilkan produk akhir berupa glukosa. yang selanjutnya akan 

difermentasi oleh khamir menjadi etanol. Menurut Fuadi dkk., (2015) proses 

hidrolisis menggunakan  enzim mempunyai berbagai keuntungan apabila di 

bandingkan dengan hidrolisis menggunakan asam antara lain: tidak menyebabkan 

penurunan kadar glukosa setelah proses hidrolisis, suasana reaksi mild process 

(berlangsung secara lembut pada suhu 45-50°C dan pH sekitar 4,7-4,8), lebih 

ramah lingkungan, tanpa adanya reaksi sampingan, serta tidak menyebabkan 

korosi pada peralatan yang digunakan karena tidak menggunakan bahan-bahan 

yang bersifat korosif sehingga biaya perawatan dan pemeliharaan alat menjadi 

lebih rendah.  
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 Enzim yang dapat digunakan untuk menghidrolisis selulosa adalah 

selulase. Selulase adalah enzim yang dapat diinduksi yang disintesis oleh 

mikroorganisme selama pertumbuhannya pada substrat yang mengandung bahan 

selulosa. Selulase adalah enzim yang menghidrolisis ikatan β-1,4- glikosidik dan 

disintesis oleh mikroorganisme selama masa pertumbuhannya pada bahan 

selulosa. Proses hidrolisis enzimatik pada bahan selulosa dapat berlangsung secara 

sempurna didukung oleh berbagai jenis enzim selulase; yaitu endoglucanase, (1,4-

D-glukan-4-glukanohidrolase; EC 3.2.1.4), eksoselobiohidrolase (1, 4-D-glukan 

glukohidrolase; EC 3.2.1.74) dan glukosidase (D-glukosida glukohidrolase; EC 

3.2.1.21). (Saranraj et.al, 2012). Ketiga jenis komponen enzim tersebut akan 

menghidrolisis selulosa menjadi glukosa secara sinergi dan bertahap (Melati dkk., 

2014).   

Sebagian besar enzim selulase yang diproduksi secara komersial 

menggunakan fungi dan bakteri (Orji et. al., 2016). Akan tetapi, produksi enzim 

selulase dalam penelitian ini menggunakan bakteri, karena berbagai alasan 

diantaranya adalah laju pertumbuhan bakteri lebih tinggi apabila dibandingkan 

dengan fungi, mampu mengkatalis reaksi hidrolisis secara lebih efektif, mudah 

direkayasa secara genetik, serta dapat tumbuh dengan baik pada berbagai macam 

substrat (Sivakumar et.al., 2018), stabil pada kondisi suhu dan pH yang ekstrim, 

kurang adanya hambatan selama hidrolisis, dan mampu bertahan pada berbagai 

macam kondisi stress lingkungan (Goyal et.al., 2013). Enzim selulase dapat 

diproduksi dari bakteri Bacillus subtilis. Menurut Baysal dan Yildiz (2017) 

Bacillus subtilis memiliki beberapa kelebihan, antara lain: mampu beradaptasi 

dengan baik terhadap perubahan kondisi lingkungan, tergolong organisme yang 

aman, non toksik, dan mampu menghasilkan enzim dalam jumlah banyak, serta 

merupakan jenis bakteri yang paling banyak diteliti bila dibandingkan dengan 

jenis bakteri lainnya terkait kemampuannya dalam menghasilkan enzim 

ekstraseluler dalam jumlah yang banyak.  

Hasil penelitian sebelumnya telah dilakukan untuk menguji aktivitas 

selulase dari Bacillus sp BPPT CC RK2 didalam menghidrolisis limbah dari hasil  

pengolahan kertas dengan hasil terbaik diperoleh pada suhu 37oC, pH 5,5, dan 

lama waktu hidrolisis selama 96 jam dengan nilai aktivitas enzim selulase 
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tertinggi sebesar 15,4U/mg (Amelia, 2012). Oleh sebab itu, maka dalam penelitian 

ini menggunakan enzim selulase Bacillus subtilis sebagai penghidrolisis selulosa 

pada suhu 37oC, pH 5,5, dan lama waktu hidrolisis selama 96 jam untuk 

menghasilkan glukosa. Kemudian setelah proses hidrolisis selesai dilakukan, 

maka dilanjutkan dengan fermentasi menggunakan ragi roti (Saccharomyces 

cereviseae) untuk menghasilkan etanol. Saccharomyces cereviseae dipilih dalam 

penelitian ini karena kadar etanol yang dihasilkan tinggi, tahan pada konsentrasi 

etanol yang tinggi, cukup stabill saat proses fermentasi, tahan terhadap suhu 

tinggi, dan pH rendah (Putri dan Utami, 2017).   

Jumlah ragi dan lama fermentasi adalah salah satu faktor yang 

berpengaruh dalam fermentasi bioetanol. Berbagai penelitian sebelumnya telah 

dilakukan oleh Kalpatari (2019) membuat bioetanol dari kertas HVS bekas 

dengan jumlah ragi yang digunakan sebanyak 1 gr, 3 gr, dan 5 gr, dan lama 

fermentasi selama 2 hari (48  jam), 4 hari (96 jam), 6 hari (144 jam), dan 8 hari  

(192 jam). Kadar etanol tertinggi didapatkan pada konsentrasi ragi 5 gram, lama 

fermentasi 6 hari (144 jam) sebanyak 6% (v/v).   

Berdasarkan latar belakang diatas, maka perlu dilakukan penelitian tentang 

“Pengaruh Variasi Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) dan Lama 

Fermentasi Kertas HVS Bekas Pakai Terhadap Kadar Etanol”.  

1.2. Rumusan Masalah  

 Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dalam 

penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. Apakah interaksi variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan 

lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol pada proses fermentasi 

glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas? 

2. Apakah variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) berpengaruh  

terhadap kadar etanol pada proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis 

kertas HVS bekas?  

3. Apakah lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol pada proses 

fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas? 

1.3. Tujuan Penelitian  

 Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:  
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1. Untuk mengetahui pengaruh interaksi variasi jumlah ragi roti 

(Saccharomyces cerevisiae) dan lama fermentasi terhadap kadar etanol 

pada proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas. 

2. Untuk mengetahui pengaruh variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces 

cerevisiae) terhadap kadar etanol pada proses fermentasi glukosa hasil 

hidrolisis kertas HVS bekas.   

3. Untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi terhadap kadar etanol pada 

proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas.  

1.4. Hipotesis  

 Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. Interaksi variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan lama 

fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol pada proses fermentasi 

glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas  

2. Variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) berpengaruh terhadap 

kadar etanol pada proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS 

bekas.  

3. Lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol pada proses 

fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas.  

1.5. Manfaat Penelitian  

 Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah:  

1. Diharapkan mampu mengurangi permasalahan sampah kertas yang 

menumpuk dan dapat mengurangi pencemaran lingkungan.  

2. Dapat memproduksi bioetanol dari substrat yang lebih murah dan tersedia 

melimpah untuk menunjang ketersediaan bahan bakar alternatif yang 

ramah lingkungan. 

3. Dapat meningkatkan nilai guna dari kertas.  

4. Dapat menjadi solusi untuk mengatasi kenaikan harga bahan bakar 

minyak.  

5. Penggunaan  bioetanol diharapkan dapat mengurangi polusi udara dan gas 

emisi hidrokarbon yang menjadi penyebab pemanasan global.  

6. Penggunaan bioetanol diharapkan mampu mengurangi ketergantungan 

terhadap bahan bakar fosil yang tak terbarukan dan terbatas jumlahnya.  
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7. Sebagai solusi alternatif dalam mengatasi masalah krisis energi dan 

mendukung ketahanan energi nasional di masa depan.  

1.6. Batasan Masalah  

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain: 

1. Kertas yang digunakan adalah kertas HVS bekas pakai yang mengandung 

tulisan didalamnya yang diperoleh dari Pondok Pesantren Sabilurrosyad, 

Gasek, Kelurahan Karangbesuki, Kecamatan Sukun, Kota Malang.  

2. Substrat yang digunakan dalam penelitian ini adalah glukosa hasil 

hidrolisis selulosa dari kertas HVS bekas.  

3. Proses pretreatment pada substrat untuk delignifikasi menggunakan  

NaOH 2 %.   

4. Isolat Bacillus subtilis didapatkan dari koleksi Laboratorium Kedokteran 

Universitas Brawjaya, Malang.  

5. Pengukuran kadar etanol menggunakan alat piknometer.  

6. Ragi roti yang digunakan bermerk “Saf-Instant” dengan variasi jumlah 

ragi 3, 4, dan 5 gram.  

7. Lama fermentasi yang digunakan adalah 2, 4, 6, dan 8 hari.  
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BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Pentingnya Menjaga Lingkungan Menurut Islam 

 Lingkungan adalah tempat tinggal bagi manusia, hewan dan tumbuhan. 

Semua makhluk di bumi ini akan hidup dalam harmoni dan keselarasan saat 

kondisi lingkungan terjaga dengan baik. Oleh karena itu, Allah SWT telah 

memerintahkan kepada manusia agar senantiasa menjaga dan melestarikan 

lingkungan serta dilarang membuat kerusakan didalamnya. Hal tersebut telah 

Allah SWT terangkan dalam Al-Quran Surat Al-A’raf ayat 56 sebagaimana 

berikut:  

نَ الْمُحْسِنِيْنَ  ِ قرَِيْبٌ مِ  طَمَعاً ۗ انَِّ رَحْمَتَ اللّٰه وَلَا تفُْسِدوُْا فِى الْارَْضِ بعَْدَ اِصْلَاحِ هَا وَادْعُوْهُ خَوْفاً وَّ

 ﴿الأعراف:۵۶﴾

Artinya:  

Dan janganlah kamu berbuat kerusakan di bumi setelah (diciptakan) dengan baik. 

Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut dan penuh harap. Sesungguhnya rahmat 

Allah sangat dekat kepada orang yang berbuat kebaikan. (QS. Al-A’raf: 56). 

Menurut At-Thabari (2008) Abu Ja'far berkata: Maksud firman-Nya,  وَلَا

حِهَا   yang artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di تفُۡسِدوُاْ فيِ ٱلۡأرَۡضِ بَعۡدَ إصِۡلََٰ

muka bumi, setelah (Allah) memperbaikinya” adalah: Janganlah kamu 

mempersekutukan Allah di bumi dan janganlah melakukan kemaksiatan di bumi. 

Firman Allah selanjutnya , حِهَا  ,”yang artinya: “Setelah (Allah) memperbaikinya بَعۡدَ إصِۡلََٰ

maksudnya adalah setelah Allah memperbaiki bumi untuk orang- orang yang taat 

kepada-Nya dengan mengutus para rasul kepada mereka, yang bertugas menyeru 

kebenaran dan menjelaskan bukti- bukti kebenaran. Kemudian dilanjutkan 

dengan ayat,  ًۚوَٱدۡعُوهُ خَوۡفٗا وَطَمَعا  yang artinya: “Dan berdoalah kepada-Nya dengan 

rasa takut (tidak akan diterima) dan harapan (akan dikabulkan)”, maksudnya adalah, 

bersikap ikhlaslah dalam berdoa dan beramal. Janganlah mempersekutukan Allah 

dengan apa pun dalam perbuatanmu, dan janganlah mempersekutukannya dengan 

tuhan-tuhan, berhala-berhala, dan lainnya. Akan tetapi takutlah kamu terhadap 

hukuman-Nya dan harapkanlah balasan pahala dari-Nya. Lalu pada akhir ayat 

Allah SWT berfirman,   َنَ ٱلۡمُحۡسِنِين ِ قرَِيبٞ م ِ  yang artinya: “Sesungguhnya  إنَِّ رَحۡمَتَ ٱللََّّ

rahmat Allah sangat dekat kepada orang-orang yang berbuat baik.” Dia berfirman, 



10 

 

"Sesungguhnya balasan pahala dari Allah yang telah Dia janjikan kepada orang-orang 

yang baik atas perbuatan baik yang telah mereka lakukan di dunia, sangatlah dekat dari 

mereka. Itulah rahmat Allah. Jarak antara mereka dengan rahmat yang dijanjikan Allah 

hanyalah terpisahnya roh dari jasad mereka." 

Menurut Tafsir Tematik Departemen Agama (2009) ayat ini menunjukkan 

larangan untuk berbuat kerusakan atau tidak bermanfaat dalam bentuk apa pun, 

baik menyangkut perilaku, seperti merusak, membunuh, mencemari sungai, dan 

lainlain, maupun menyangkut akidah, seperti kemusyrikan, kekufuran, dan segala 

bentuk kemaksiatan. Akan tetapi, term islah di sini, sebagai poros yang 

berlawanan dari fasād, menurut para ulama menyangkut akidah bukan perbaikan 

fisik. Artinya Allah telah memperbaiki bumi ini dengan mengutus Rasul, 

menurunkan Al-Qur'an, dan penetapan syariat. Melihat hal ini, terjadinya 

kerusakan mental akan menjadi sebab terjadinya kerusakan fisik. 

Intisari yang dapat dipetik dari ayat ini adalah Allah SWT melarang 

manusia melakukan perbuatan yang merusak bumi. Akan tetapi sebaliknya, Allah 

menyukai hamba-hambanya yang melakukan perbuatan baik. Salah satu 

bentuknya adalah dengan menjaga dan melestarikan lingkungan. Maka sudah 

selayaknya seorang muslim mulai membangkitkan semangat dalam rangka 

pelestarian lingkungan yang ditunjukkan melalui perbuatan yang nyata. Dalam 

konteks ekologi maka ayat ini mengisyaratkan untuk melakukan perbaikan dan 

pelestarian lingkungan. Jika makna dalam ayat ini dimaknai secara kontekstual 

untuk kemudian diimplementasikan dalam penelitian ini, maka pengolahan kertas 

HVS bekas menjadi bioetanol merupakan suatu bentuk ikhtiar dalam menjaga dan 

melestarikan lingkungan serta mampu mengurangi dampak negatif dari 

menumpuknya sampah kertas dilingkungan. Bioetanol yang dibuat dari kertas 

bekas ini diharapkan mampu dikembangkan sebagai alternatif solusi dalam 

mengatasi permasalahan lingkungan saat ini berupa meningkatnya suhu bumi 

akibat pemanasan global, menipisnya cadangan energi dari bahan bakar fosil serta 

pemanfaatan sampah kertas yang belum maksimal.   

2.2 Bioetanol  

Bioetanol merupakan senyawa kimia yang mempunyai rumus C2H5OH 

dengan rumus bangunnya CH3-CH2-OH namun sering ditulis dengan EtOH. 
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Pembuatan senyawa etanol jenis ini melalui proses fermentasi yang dibantu oleh 

khamir (Arlianti, 2018). Salah satu mikroorganisme yang biasa digunakan dalam 

pembuatan bioetanol adalah Saccharomyces cerevisiae. Mikroorganisme ini dapat 

menggunakan gula sebagai sumber karbon untuk metabolisme sehingga dapat 

menghasilkan etanol (Wartini dkk., 2017). Etanol memiliki beberapa karakteristik 

antara lain: jernih, tidak berwarna, mudah menguap pada suhu ruang, dan 

beraroma khas. Etanol banyak dimanfaatkan pada berbagai sektor industri antara 

lain: industri farmasi, kosmetik, industri turunan alkohol, digunakan sebagai 

bahan campuran minuman keras, dan lain sebagainya (Winarno, 2011). Adapun 

karakteristik dari bioetanol secara lebih rinci diuraikan dalam tabel 2.1. 

 Tabel 2.1 Karakteristik Bioetanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penggunaan bioetanol memiliki beberapa kelebihan bila dibandingkan 

dengan bensin karena kandungan O2 nya lebih tinggi (35%), memiliki nilai oktan 

tinggi (118), emisi gas CO yang dihasilkan lebih rendah dibandingkan BBM yaitu 

sebesar 19-25 persen sehingga lebih ramah lingkungan. Dengan berbagai 

kelebihan tersebut maka bioetanol dapat dikembangkan sebagai bahan bakar 

alternatif pengganti bensin (Jamilatun, 2010).  

2.3 Biomassa Lignoselulosa  

Biomassa Lignoselulosa adalah komponen utama yang ada pada tumbuhan 

yang membentuk struktur dinding sel tumbuhan. Lignoselulosa pada umumnya 

tersusun tiga jenis polimer penyususn yaitu: selulosa (30%-60%), hemiselulosa 

(20%-40%) dan lignin (10%-25%) yang saling berikatan dan membentuk matriks 

yang heterogen. Kira-kira sekitar 90% bahan lignoselulosa tersusum atas selulosa, 
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hemiselulosa dan lignin dan sisanya terdiri atas abu dan zat ekstraktif (Kumar 

et.al., 2016). Struktur lignoselulosa seperti pada gambar.2.1. 

 

Gambar.2.1. Gambaran struktur bahan lignoselulosa (Musato dan Texeira, 2010) 

Berbagai penelitian tentang pemanfaatan biomassa lignoselulosa sebagai 

sumber energi semakin intensif dilakukan yang dalam hal ini adalah bioetanol,  

karena didorong oleh banyak faktor. Faktor pertama karena meningkatnya 

kebutuhan energi setiap tahun, sedangkan sumber daya alam penghasil energi 

semakin menipis sehingga bila dibiarkan berkelanjutan akan memicu pada  

terjadinya kelangkaan energi. Hal ini terjadi karena sumber energi yang digunakan 

saat ini sebagian besarnya merupakan sumber daya alam tak terbarukan seperti 

minyak bumi, batu bara, dan gas. Adapun faktor ke dua adalah karena tingkat 

efisiensi pembakaran bioetanol cenderung lebih optimal di bandingkan BBM 

sehingga mampu mereduksi emisi gas rumah kaca di atmosfir. Faktor ketiga 

karena ketersediaan biomassa lignoselulosa melimpah di alam serta belum 

dimanfaatkan secara optimal. Selain itu, bahan ini juga tidak digunakan sebagai 

bahan pangan sehingga tidak akan mempengaruhi pasokan bahan pangan.  

2.3.1 Selulosa  

Selulosa adalah suatu homopilosakarida ayang tersusun atas unit-unit β-D-

piranosa, yang dihubungkan melalui ikatan β-1,4-glikosida. Selobiosa adalah unit 

terkecil yang terbentuk dari 2 monomer glukosa. Rantai selulosa berbentuk 

memanjang tersusun atas banyak mikrofibril yang saling berikatan dengan ikatan 

hidrogen dan ikatan van der waals (gambar 2.2 (a)) (De Bari et.al., 2012). Pada 

tiap dua unit molekul glukosa akan terjadi eliminasi 1 molekul air sehingga unit 

glukosa yang saling berdekatan dapat menyatu (Hermiati dkk., 2010).  
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Gambar 2.2 (a). Struktur rantai selulosa (Lee et.al., 2014) 

Struktur selulosa ada yang berbentuk kristalin dan ada yang berbentuk 

amorf (gambar 2.2 (b)). Menurut Kumar et.al (2016) selulosa kristalin memiliki 

struktur yang kompak, lurus dan rapi sehingga lebih sulit untuk didegradasi, 

sedangkan pada selulosa amorf memiliki struktur yang lebih longgar dan tidak 

terlalu rapat sehingga lebih mudah untuk didegradasi.Tingkat kekristalan selulosa 

dapat mempengaruhi kemampuan hidrolisis dari enzim maupun dari bahan kimia 

tertentu (Octavia dkk., 2011).  

 

Gambar 2.2 (b). Struktur kristalin dan amorf dari selulosa (Borjesson dan 

Westman, 2015) 

2.3.2 Hemiselulosa  

Komponen hemiselulosa menyusun biomassa lignoselulosa dengan 

komposisi sebesar 20-50%. Hemiselulosa merupakan jenis polisakarida yang 

dapat larut dalam basa (alkali). Ada dua jenis ikatan yang terdapat pada polimer 

hemiselulosa yaitu ikatan β-(1,4)-glikosida dan β-(1,3)-glikosida. Hemiselulosa 

tersusun dari beberapa jenis gula (gambar 2.3) seperti gula pentosa/beratom C-5 

(xylosa, rhamnosa dan arabinosa) dan gula heksosa/beratom C-6 (glukosa, 

mannosa, dan galaktosa). Selain itu, dalam hemiselulosa juga terkandung asam 
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uronat seperti 4-O-methylglucuronic, D-galactouronic dan D-glucuronic. Selain 

itu, hemiselulosa juga memiliki berat molekul dan tingkat kristalinitas yang lebih 

rendah dibandingkan selulosa (Fatriasari dan Hermiati, 2016).  

 

 

Gambar 2.3 (a) Struktur xylan; (b) glukomannan (Lee et.al., 2014) 

2.3.3 Lignin 

Lignin adalah senyawa aromatik yang tersusun atas unit-unit fenil 

propana. Unit-unit fenil propana tersebut antara lain: p-coumaryl alcohol, 

coniferyl alcohol, dan sinapyl alcohol yang dihubungkan oleh ikatan eter C-O-C 

dan ikatan karbon C-C (gambar 2.4). selain itu, lignin juga mengandung senyawa 

methoxyl, fenolik, hidroksil dan senyawa golongan aldehid pada rantai 

sampingnya. Lignin berperan sebagai perekat dan pengisi matriks diantara 

selulosa dan hemiselulosa dalam struktur biomassa lignoselulosa sehingga dapat 

membentuk struktur yang kompak (Kumar et.al., 2016).  Selain itu, lignin juga 

berperan sebagai pelindung sel tumbuhan dari kerusakan dan tahan terhadap 

serangan mikroorganisme (Lee et.al., 2014). 

 

Gambar 2.4 Struktur lignin (Lee et.al., 2014)  
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2.4 Kertas HVS Bekas  

Kertas merupakan suatu produk berbentuk lembaran-lembaran yang tipis 

dan rata karena telah melalui tahapan pengepresan. Bahan baku pembuatan kertas 

adalah serat alami yang mengandung selulosa yang berasal dari dinding sel 

tumbuhan. Kertas banyak dimanfaatkan dalam kegiatan sehari-hari oleh manusia 

(Hadi, 2008). 

Bahan baku untuk pembuatan kertas berasal dari serat, baik serat dari 

bahan kayu maupun non kayu. Pada umumnya kertas diproduksi dari bahan baku 

serat dari kayu (Nata dkk., 2013). Dalam bahan kayu maupun non kayu terdapat 

komponen selulosa, hemiselulosa dan lignin. Kandungan selulosa pada kertas jauh 

lebih tinggi dibandingkan dengan kandungan hemiselulosa ataupun ligninnya 

(Fuadi dkk., 2015). Kandungan selulosa, hemiselulosa, dan lignin pada berbagai 

jenis kertas di sajikan dalam tabel 2.2. 

Tabel 2.2 Komposisi Selulosa, Hemiselulosa, dan Lignin pada Berbagai Jenis 

Kertas 

Jenis Kertas Selulosa (%) Hemiselulosa (%) Lignin (%) Referensi 

Kertas Kardus 
61 12 18 Loelovich, 2014 

47 25 12 Pereira Jr. et.al, 2008 

Kertas Koran 

38 15 21 Loelovich, 2014 

62 16 21 Pereira Jr. et.al, 2008 

40-55 25-40 18-30 Howard et.al., 2003 

61 16 21 

Olsson dan Hagerdal, 

1996; Anindyawati, 

2009 

Kertas Kemasan 60 11 7 Loelovich, 2014 

Kertas Serbet 58 6 4 Loelovich, 2014 

Kertas Isap 81 6 4 Loelovich, 2014 

Kertas Kantor 

(HVS) 

62 5 1 Loelovich, 2014 

43 13 6 Pereira Jr. et.al, 2008 

85-99 0 0-15 Howard et.al., 2003 
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Limbah Kertas 

dari Industri 

Kertas 

60-70 10-20 5-10 

Howard et.al., 2003 

Kertas Bekas 47 25 12 Anindyawati, 2009 

Kertas Bekas 

Limbah Rumah 

Tangga 

43 13 6 

Anindyawati, 2009 

   

Pemanfaatan kertas bekas sebagai bahan baku bioetanol diharapkan 

mampu menjadi solusi alternatif agar kertas bekas dapat ditingkatkan nilai 

ekonominya karena selama ini pemanfaatan kertas bekas sebagian besar hanya 

untuk didaur ulang. Pada sektor industri modern saat ini, proses pembuatan kertas 

telah mengalami banyak perkembangan dari sisi teknologi maupun bahan 

bakunya (Fuadi dkk., 2015). 

Pengelolaan sampah kertas perlu perhatian dan strategi pengeloaan yang 

baik agar sampah kertas bisa dimanfaatkan secara maksimal mengingat sampai 

saat ini hanya ada sekitar 70% saja sampah kertas yang dapat  didaur ulang atau 

dimanfaatkan kembali. Padahal jumlah sampah kertas yang ada bisa mencapai 

10% dari jumlah sampah seluruhnya. Sampah kertas yang ada di lingkungan dapat 

terdiri dari beberapa jenis, antara lain: kertas HVS, kertas karton, kertas minyak, 

kertas Kraft, dan lain sebagainya. Sampah kertas yang dihasilkan juga akan 

berbeda-beda tergantung dari aktivitas manusia, contohnya pada lingkungan 

industri dan pertokoan akan menghasilkan banyak sampah kertas karton, 

sementara itu sedangkan pada lingkungan kantor dan sekolah akan menghasilkan 

banyak sampah kertas bekas (Wahyono, 2001). 

2.5 Bakteri Bacillus subtilis  

2.5.1 Taksonomi Bacillus subtilis 

Menurut Gordon (1981) dalam Hatmanti (2000) genus Bacillus pertama 

kali dideskripsikan pada tahun 1872 oleh Cohn pada spesies bakteri Bacillus 

subtilis. Bakteri ini pada awalnya diberi nama Vibrio subtilis oleh Ehrenberg pada 

tahun 1835. Menurut Djaenuddin dan Muis (2015) bakteri ini dapat membentuk 
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spora sehingga merupakan suatu keuntungan untuk diaplikasikan pada bidang 

industri dan bioteknologi.  

Klasifikasi dari Bacillus subtilis adalah sebagai berikut (Fritze, 2004):  

Kingdom  : Bacteria  

Phylum  : Firmicute  

Class   : Bacilli  

Ordo   : Bacillales  

Family  : Bacillaceae  

Genus   : Bacillus  

Species  : Bacillus subtilis   

2.5.2 Morfologi dan Fisiologi Bacillus subtilis  

 Bacillus subtilis adalah bakteri berbentuk batang (Gambar 2.1 (a)) dengan 

ukuran sel 0,8-0,7 / 2–3 um, gram-positif, aerobik, tidak berkapsul, bersifat mobil, 

dan dapat membengtuk endospora pada kondisi lingkungan yang tidak 

menguntungkan serta  banyak ditemukan di alam. Koloni bakteri ini memiliki 

permukaan putih atau agak kekuningan, permukaan kasar dan buram, serta 

tergolong kedalam bakteri mesofilik yang mampu tumbuh pada kisaran suhu 25-

35 °C. Dengan adanya spora maka bakteri ini memiliki ketahanan pada berbagai 

macam kondisi lingkungan seperti pada kondisi kekurangan nutrisi, kondisi asam,  

basa, osmotik, kondisi oksidatif panas, dan etanol (Saleh et. al., 2014). Adapun 

gambaran sel Bacillus subtilis secara mikroskopis dan pertumbuhan koloninya 

pada media agar dapat dilihat pada gambar 2.5. 

 
a  

 
b  

Gambar 2.5 a) Gambaran sel Bacillus subtilis secara mikroskopis (Cartwright, 

2009) dan b) Koloni Bacillus subtilis yang tumbuh pada media agar (Diarti dkk., 

2017) 
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2.5.3 Ekologi dan Habitat Bacillus subtilis  

Bakteri Bacillus subtilis secara alami dapat ditemukan pada tanah dan 

tumbuhan. Pada tumbuhan, bakteri ini dapat digunakan sebagai fungisida karena 

kemampuannya dalam memproduksi kitinase. B. subtilis merupakan salah satu 

bakteri non patogen yang hidup sebagai flora normal pada sistem pencernaan 

manusia (Saleh et.al., 2014). Menurut Earl et.al., (2008) Bacillus subtilis dapat 

menghasilkan endospora. Endospora berperan sebagai pelindung bakteri dari 

kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan, seperti pada kondisi kekurangan 

nutrisi, kondisi pH dan suhu yang ekstrim. Hal inilah  yang memungkinkan 

bakteri Bacillus subtilis mudah beradaptasi pada berbagai  macam kondisi 

lingkungan (Nicholson, 2002).  

2.6 Enzim Selulase  

 Nama Selulase merupakan gabungan dari kata cellul(ose) dengan akhiran 

–ase. Nama ini muncul sekitar tahun 1900-1905, sedangkan nama “selulase” 

sendiri telah muncul antara tahun 1745-1755. Selulase memiliki nomor enzim EC 

3.2.1.4, enzim ini mampu mengkatalis reaksi hidrolisis dengan cara memecahkan 

ikatan 1,4-β-D-glikosidik pada selulosa, likenin, dan cereal β-D-glukan. Secara 

lebih luas lagi, exoglucanase (EC3.2.1.74 dan EC3.2.1.91) dan β-glukosidase 

(EC3.2.1.21) juga diklasifikasikan kedalam kelompok selulase (Wu dan Yan, 

2013). 

Selulase adalah enzim yang mampu menghidrolisis selulosa dengan cara 

memecah ikatan β-1,4-glikosidik yang ada pada substrat selulosa tersebut. Enzim 

ini diproduksi oleh mikroorganisme selama masa pertumbuhannya pada medium 

yang mengandung selulosa (Saranraj et.al., 2012). Proses pemecahan secara 

biologis atau degradasi pada  selulosa (selulolisis) adalah proses sinergis yang 

dikendalikan secara enzimatis. Tiga jenis enzim yang berperan dalam hidrolisis 

atau penguraian ikatan glikosida yaitu: endo-β-1,4-glukanase (EG; EC. 3.2.1.4), 

selobiohidrolase exo-β-1,4-cellobiohydrolase (CBH; EC. 3.2.1.91), dan β-

glukosidase (EC. 3.2.1.21), ketiga jenis enzim tersebut terlibat dalam proses 

hidrolisis selulosa. Untuk menurunkan tingkat polimerisasi rantai selulosa, ikatan 

β-1,4glikosidik dari untaian selulosa dipecah secara acak oleh endo-β-1,4-

glukanase. Selanjutnya, exo-β-1,4-cellobiohydrolase melepaskan selobiosa atau 
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glukosa dengan menghilangkan subunit di kedua ujung rantai selulosa yang 

mereduksi dan tidak mereduksi. Kemudian untuk melengkapi proses biodegradasi 

selulosa, glukosa diproduksi melalui hidrolisis oleh β-glukosidase dari selobiosa 

atau selodekstrin yang mudah larut (Chatterjee et.al, 2015). Adapun mekanisme 

enzim selulosa dalam menghidrolisis substrat selulosa dapat digambarkan sebagai 

berikut (Morana, 2011):   

 

Gambar 2.6 Mekanisme enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa secara 

enzimatis (Morana, 2011) 

Enzim selulase adalah jenis enzim indusible yang diproduksi oleh 

mikroorganisme yang memiliki kemampuan dalam menghidrolisis dan 

menguraikan selulosa. Mikroorganisme yang dapat memproduksi enzim selulase 

sebagian besar merupakan bakteri dari genus Acetivibrio, Bacillus, Clostridium,  

Cellulomonas, Thermomonospora, Microbispora, Streptomyces, Ruminococcus, 

dsb dan juga beberapa jenis fungi dari genus Fusarium, Chaetomium, Penicillium, 

Myrothecium, Aspergillus dan Trichoderma (Fariq, 2016). 

Mikroorganisme baik jamur maupun bakteri telah diteliti terkait  

kemampuannya dalam menghasilkan enzim selulase. Sebagian besar produksi 

enzim selulase telah menggunakan jamur karena kemampuannya untuk 

menghasilkan enzim selulase dalam jumlah besar dan memiliki struktur enzim 

selulase yang lebih sederhana dibandingkan enzim selulase yang dihasilkan oleh 

bakteri sehingga mudah untuk dilakukan ekstraksi dan pemurnian. Namun, pada 

beberapa penelitian terbaru saat ini, mulai dilakukan isolasi dan karakterisasi 

enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri. Riset ini didasarkan atas berbagai 

alasan antara lain: laju pertumbuhan bakteri lebih tinggi dibandingkan jamur yang 



20 

 

memungkinkan untuk produksi enzim yang lebih tinggi, enzim selulase bakteri 

memiliki struktur yang seringkali lebih kompleks berupa multienzim sehingga 

dapat meningkatkan kemampuannya dalam menghidrolisis substratnya, bakteri 

dapat ditemukan pada berbagai macam kondisi lingkungan seperti lingkungan 

yang panas (termofilik atau psikrofilik, lingkungan dengan pH basa maupun asam  

(alkalifilik atau asidiofilik) dan lingkungan dengan kadar garam tinggi (halofilik) 

sehingga dapat strain bakteri yang tahan terhadap kondisi stress lingkungan. 

Strain bakteri ini mampu bertahan hidup dan menghasilkan enzim selulolitik 

dalam kondisi lingkungan yang keras sehingga dapat digunakan dalam proses 

biokonversi. Hal ini diharapkan dapat meningkatkan kemampuan hidrolisis 

enzimatik, fermentasi, dan, pemulihan produk. Para peneliti saat ini sedang 

berfokus pada pemanfaatan dan peningkatan kemampuan enzim ini untuk 

digunakan dalam industri biofuel dan bioproduk (Maiti dan Sadhu, 2013). 

2.7 Fermentasi Etanol 

Fermentasi alkohol adalah proses bioteknologi yang dilakukan oleh ragi, 

beberapa jenis bakteri, atau beberapa mikroorganisme lain untuk mengubah gula 

menjadi etil alkohol dan karbon dioksida. Dalam proses fermentasi ini, ragi 

banyak digunakan sebagai biokultur dalam proses produksi minuman beralkohol.  

Dalam proses fermentasi alkohol, ragi umumnya melakukan proses fermentasi 

aerobik, tetapi ragi juga dapat memfermentasi bahan mentah dalam kondisi 

anaerobik. Dengan tidak adanya oksigen, fermentasi alkohol terjadi di dalam 

sitosol ragi. Fermentasi alkohol dimulai dengan pemecahan gula oleh ragi untuk 

membentuk molekul piruvat, yang juga dikenal sebagai glikolisis. Pada setiap 

proses glikolisis, dari pemecahan 1 molekul glukosa akan menghasilkan dua 

molekul asam piruvat. Dua molekul asam piruvat kemudian direduksi menjadi 

dua molekul etanol dan 2 CO2 (Malakar et.al, 2020) 

Langkah pertama dari jalur fermentasi alkohol melibatkan piruvat, yang 

dibentuk oleh ragi melalui jalur EMP. (Ciani et.al, 2013). Jalur Embdem-

Meyenhorf-Parnas (EMP), rangkaian reaksi yang berlangsung sempurna di dalam 

sitosol, merupakan proses transformasi intraseluler glukosa (dan fruktosa) 

menjadi piruvat bersama dengan pembentukan ATP dan NADH. Awalnya, 

heksosa diangkut di dalam sel, dengan difusi terfasilitasi tanpa perlu konsumsi 
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energi (Sarris dan Papanikolao, 2016). Proses glikolisis dan fermentasi etanol 

secara lengkap ada pada gambar 2.7.  

Tahap pertama glikolisis adalah pengubahan glukosa menjadi fruktosa 1,6-

bifosfat, membutuhkan 2 molekul ATP, yang terdiri dari tiga langkah: fosforilasi 

awal glukosa menuju pembentukan glukosa 6-fosfat, yang dikatalisasi oleh 

sekelompok enzim yang disebut heksokinase (PI heksokinase tidak aktif sampai 

fase stasioner, karena sebagian tertekan oleh glukosa; PII heksokinase sangat 

penting dan terutama aktif selama fase log dalam media konsentrasi gula tinggi). 

Reaksi ini mengkonsumsi ATP, tetapi menjaga konsentrasi heksosa intraseluler 

rendah dan dengan demikian mendukung pengangkutan gula secara terus menerus 

ke dalam sel melalui pengangkut membran plasma. Setelah itu, terjadi isomerisasi 

glukosa 6-fosfat menjadi fruktosa6-fosfat oleh isomerase fosfoglukosa, diikuti 

oleh fosforilasi fruktosa-6-fosfat oleh aksi fosfofruktokinase (PFK), membentuk 

fruktosa-1,6-bifosfat dan mengkonsumsi satu ATP molekul Sarris dan 

Papanikolao, 2016). 

 

Gambar 2.7 Fermentasi glukosa melalui tahap glikolisis jalur Embden Meyerhof-

Parnas Pathway (Subekti, 2006). 
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Pada tahap kedua glikolisis (jalur C3), dua isomer triosa fosfat, yaitu 

gliseraldehida-3-fosfat (G3P) dan dihidroksiaseton fosfat terbentuk ketika 

fruktosa 1,6-bifosfat dipecah oleh aksi katalitik aldolase. Reaksi ini menghasilkan 

proporsi yang jauh lebih besar dari dihidroksiaseton fosfat (DHAP) (96%), yang 

dengan cepat diubah menjadi G3P oleh triosa fosfat isomerase. Kemudian, G3P 

diubah menjadi 1,3-bifosfogliserat (1,3-BGP), reaksi dikatalisis oleh 

gliseraldehida 3-fosfat dehidrogenase. Reaksi ini melibatkan sintesis satu mol 

NADH. Setelah itu, 1,3-BGP diubah menjadi 3-fosfogliserat, reaksi dikatalisis 

oleh fosfogliserat kinase, dengan pelepasan satu mol ATP secara bersamaan. 

Langkah terakhir glikolisis mengubah 3-fosfogliserat menjadi piruvat yang 

merupakan produk akhir glukolisis. Fosfoglikero-mutase mengkatalisis konversi 

3-fosfo-gliserat menjadi 2-fosfogliserat yang didehidrasi oleh enzim enolase, 

membentuk fosfoenolpiruvat (PEP). Akhirnya, PEP diubah menjadi asam piruvat, 

reaksi yang dikatalisis oleh piruvat kinase, dengan pembentukan mol ATP lain 

secara simultan. Dengan cara ini, dari satu mol glukosa, glikolisis menghasilkan 

dua mol asam piruvat, empat mol ATP dan dua mol NADH. Karena dua molekul 

ATP telah segera digunakan untuk mengaktifkan molekul heksosa baru, perolehan 

energi bersih dari glikolisis untuk sel adalah dua molekul ATP per molekul 

heksosa yang dimetabolisme. Piruvat yang diproduksi oleh glikolisis dapat 

digunakan oleh ragi untuk beberapa jalur metabolisme. Pada kenyatannya, 

mikroorganisme harus meregenerasi NAD+ dari NADH untuk membangun 

kembali potensi reduksi oksido sel. Ini bisa dilakukan dengan fermentasi atau 

respirasi. Tahap ini menandai akhir glikolisis (Sarris dan Papanikolao, 2016). 

Daya reduksi NADH yang dihasilkan melalui glikolisis harus ditransfer ke 

akseptor elektron untuk meregenerasi NAD+ yang digunakan dalam glikolisis. 

Dalam kasus S. cerevisiae dan spesies ragi lainnya, proses ini disebut fermentasi 

alkohol dan berlangsung didalam sitoplasma, dimana asetaldehida (etanal; produk 

dekarboksilasi asam piruvat) berfungsi sebagai akseptor elektron terminal. 

Sehubungan dengan glikolisis, fermentasi alkohol mengandung dua reaksi 

enzimatik tambahan. Piruvat awalnya dekarboksilasi menjadi asetaldehida oleh 

dekarboksilase piruvat. Kofaktornya adalah tiamin pirofosfat (TPP) dan 

magnesium. Kemudian asetaldehida direduksi menjadi etanol daur ulang NADH 
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menjadi NAD+. Reaksi ini dikatalisis oleh alkohol dehidrogenase menggunakan 

zinc sebagai kofaktor. Kedua produk akhir fermentasi alkohol, etanol dan karbon 

dioksida, diangkut ke luar sel melalui difusi sederhana (Sarris dan Papanikolao, 

2016). 

Menurut Azhar et.al (2017) Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi 

produksi bioetanol diantaranya suhu, konsentrasi gula, pH, lama fermentasi. 

Selain itu, menurut Hasanah (2008) faktor lainnya yang berpengaruh yaitu 

nutrient, aerasi, dan jenis mikroba yang digunakan.  

a. Suhu 

Tingkat pertumbuhan mikroorganisme secara langsung dipengaruhi oleh 

suhu. Tinggi suhu yang tidak mendukung pertumbuhan sel menjadi factor stres 

mikroorganisme (Azhar et.al, 2017).Suhu merupakan faktor yang sangat penting 

untuk diperhatikan selama fermentasi karena dapat berpengaruh pada proses 

fermentasi dan produksi etanol oleh mikroorganisme. Mikroorganisme yang 

digunakan dalam fermentasi memiliki rentang suhu optimal agar pertumbuhannya 

dapat berlangsung dengan baik. Secara umum, suhu yang ideal selama fermentasi 

adalah antara 20-35oC. Suhu optimal untuk pertumbuhan khamir S. cerevisiae 

adalah mendekati 30oC (Zabed et.al., 2014).  

b. Konsentrasi Gula 

Faktor lainnya yang berperan selama fermentasi adalah konsentrasi gula. 

konsentrasi gula merupakan faktor yang penting dalam fermentasi karena dapat 

mempengaruhi laju fermentasi oleh mikroba. Laju fermentasi akan meningkat 

dengan peningkatan konsentrasi gula pada medium sampai pada level tertentu. 

Akan tetapi, konsentrasi gula yang terlalu tinggi akan menghambat kemampuan 

mikroba dalam memfermentasikan gula (Zabed et.al., 2014). 

c. Derajat Keasaman (pH) 

Produksi etanol dipengaruhi oleh pH medium yang dapat berpengaruh 

pada kontaminasi bakteri, pertumbuhan khamir, laju fermentasi dan pembentukan 

produk sampingan. Derajat keasaman (pH) merupakan salah satu faktor kunci 

dalam proses fermentasi karena dapat berpengaruh langsung terhadap proses 

seluler mikroorganisme selama fermentasi (Zabed et.al., 2014). Menurut Fadilah 

dkk., (2018) setiap mikroorganisme memiliki nilai pH tertentu agar 
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pertumbuhannya dapat berlangsung secara optimal. pH dalam medium fermentasi 

dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme dan pembentukan produk 

akhir hasil fermentasi . Produksi bioetanol dapat ditingkatkan dengan  mengatur 

pH pada medium fermentasi pada kisaran nilai tertentu. Secara umum, konsentrasi 

ion H+ pada medium fermentasi dapat mempengaruhi permeabilitas dan transpor 

nutrisi kedalam sel. Permeabilitas beberapa nutrisi penting menjadi sel 

dipengaruhi oleh konsentrasi H+ dalam larutan. Apalagi kelangsungan hidup dan 

pertumbuhan khamir dipengaruhi oleh pH dalam kisaran 2,75–4,25. Dalam 

produksi bioetanol, kisaran pH optimum S. cerevisiae adalah 4,0-5,0. Saat pH di 

bawah 4.0, diperlukan masa inkubasi yang lebih lama, namun konsentrasi etanol 

tidak berkurang secara signifikan. Namun, Bila kemudian pH di atas 5,0, 

konsentrasi etanol akan berkurang secara substansial (Azhar et.al, 2017).  

d. Lama Fermentasi 

Lama fermentasi biasanya ditentukan oleh jenis substrat dan jenis ragi 

yang digunakan. Proses fermentasi akan berhenti yang di tandai dengan tidak 

terbentuk lagi CO2. Kadar etanol akan yang dihasilkan akan semakin tinggi pada 

waktu fermentasi yang optimal dan setelah itu kadar etanol akan menurun 

(Judoamidjojo, 1990). Menurut Hidayat dkk., (2006) fermentasi alkohol 

membutuhkan waktu sekitar 30-40 jam. Sementara itu, Menurut Wahyudi (1997) 

lama waktu fermentasi bioetanol yang optimum adalah pada saat hari ke-7. 

Sementara itu, Menurut Utami dkk., (2012) fermentasi bioetanol dapat 

berlangsung sempurna dalam kurun waktu 6 hari. 

e. Nutrien  

Mikroorganisme memerlukan nutrien yang terdiri atas unsur makro dan 

mikro untuk mendukung pertumbuhannya. Menurut Halimatuddahliana (2003) 

Nutrien makro terdiri dari unsur karbon, nitrogen, fosfor dan kalium. Sedangkan 

unsur mikro terdiri dari vitamin, dan beberapa jenis mineral antara lain: kalsium, 

magnesium, natrium, sulfur, klorida, besi, mangan, tembaga, kobalt, boron, seng, 

molibdenum, dan alumunium (Iriyanto, 2007). 

f. Aerasi 

Aerasi merupakan salah satu faktor yang berpengaruh pada fermentasi. 

Hal ini didasarkan pada kemampuan mikroorganisme dalam menggunakan 
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oksigen bebas. Berdasarkan kemampuannya dalam menggunakan oksigen bebas, 

mikroorganisme diklasifikasikan menjadi tiga kelompok yaitu : anaerob 

(mikroorganisme yang dapat hidup pada kondisi tidak adanya oksigen), aerob 

(mikroorganisme yang memerlukan oksigen bebas untuk mendukung 

pertumbuhannya) dan fakultatif (mikroorganisme yang tetap bisa tumbuh dengan 

baik saat tersedianya O2 bebas maupun tidak). Fardiaz (1988) menyatakan bahwa 

sebagian besar khamir tergolong kedalam mikroorganisme aerob. Kemampuan 

khamir aerob dalam  menghasilkan alkohol lebih banyak dibanding dengan 

khamir anaerob. Menurut Hidayat dkk., (2006) Aerasi merupakan hal penting 

yang harus diperhatikan dan dijaga selama proses fermentasi karena dapat 

berpengaruh terhadap bioetanol yang dihasilkan. Oleh karena itu, maka aerasi 

harus dilakukan secara tepat dan tidak berlebihan.  

g. Jenis mikroba yang digunakan    

Sejak ribuan tahun yang lalu, ragi seperti S. cerevisiae telah digunakan 

dalam produksi alkohol terutama di industri pembuatan bir dan anggur. Hal ini 

untuk menjaga biaya distilasi tetap rendah dan memberikan hasil etanol yang 

tinggi, produktivitas tinggi dan dapat toleran terhadap konsentrasi etanol yang 

tinggi. Saat ini, ragi digunakan untuk menghasilkan bahan bakar etanol dari 

sumber energi terbarukan. Strain ragi tertentu seperti Pichia spites, S. cerevisiae 

dan Kluyveromyces fagilis dilaporkan sebagai penghasil etanol yang baik dari 

berbagai jenis gula. S. cerevisiae adalah ragi yang paling umum digunakan dalam 

produksi etanol industri karena mampu mentoleransi berbagai macam kondisi pH. 

Ragi roti secara tradisional digunakan sebagai kultur starter dalam produksi etanol 

karena biayanya yang rendah dan ketersediaannya yang mudah (Azhar et.al, 

2017). 

2.8 Ragi Roti   

Ragi Saccharomyces cerevisiae merupakan mikroorganisme yang 

dikembangbiakkan untuk pertama kali dalam proses produksi minuman 

beralkohol. Ragi Saccharomyces cerevisiae memiliki nilai komersial yang tinggi  

karena kemampuannya dalam menghasilkan alkohol dari proses fermentasi 

karbohidrat. Oleh karena itu, ragi ini memiliki peranan penting dalam industri 

fermentasi di Indonesia. Sejalan dengan kemajuan ilmu pengetahuan dan 
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teknologi, ragi Saccharomyces cerevisiae tidak hanya digunakan pada bidang 

bioteknologi tradisional,  namun telah meluas ke berbagai sektor komersil seperti: 

makanan, minuman, farmasi, pertanian, industri enzim, dan dalam pembuatan 

bahan bakar alternatif (biofuel) (Senam, 2009).  

Taksonomi dari Saccharomyces cerevisiae adalah (Rehm dan Reed, 1983):  

Kingdom  :Fungi  

Divisi   :Eumicotina  

Kelas   :Hemiaseomycetes  

Ordo   :Endomycetales  

Famili   :Saccharomycetaceae  

Genus   :Saccharomyces  

Spesies  :Saccharomyces cerevisiae  

Khamir Saccharomyces cerevisiae mampu memfermentasikan gula 

menjadi etanol karena adanya peran dari dua jenis enzim yaitu enzim invertase 

dan enzim zimase.  sehingga mikroba ini mampu. Enzim invertase berperan dalam 

menghidrolisis disakarida (contohnya sukrosa) menjadi mono sakarida, sedangkan 

enzim zimase berperan dalam mengubah mono sakarida (glukosa) menjadi 

alkohol dan karbondioksida. Dengan adanya kedua jenis enzim tersebut, maka 

Saccharomyces cerevisiae mampu mengkonversikan gula baik dari kelompok 

monosakarida (glukosa) maupun dari kelompok disakarida (sukrosa) 

(Judoamidjojo dkk., 1992). 

2.9 Destilasi Bioetanol  

Metode destilasi merupakan metode pemisahan suatu larutan dari 

campurannya berdasarkan pada perbedaan titik didihnya atau berdasarkan 

kemapuan zat untuk menguap. Selama proses destilasi, larutan akan dipanaskan 

sampai mendidih. Zat cair yang memiliki titik didih lebih rendah akan menguap 

terlebih dahulu  dibandingkan dengan zat cair yang memiliki titik didih lebih 

tinggi, sehingga kedua zat tersebut dapat dipisahkan (Seftian dkk., 2012). Lalu 

uap yang dihasilkan akan dialirkan ke dalam kondensor. Selanjutnya akan terjadi 

pengembunan dan zat cair yang telah mengembun tersebut ditambung dalam 

wadah khusus. (Al Zenius dkk., 2016). Cairan hasil destilasi yang keluar dari 
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kondensor disebut sebagai destilat sedangkan cairan yang masih tertinggal di 

dalam labu destilasi disebut sebagai  residu (Jhonprimen dkk., 2012).  
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BAB III  

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian  

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) pola faktorial yang terdiri dari 2 faktor. Faktor pertama adalah variasi 

jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) yang terdiri dari 3 taraf yaitu 3 gram, 

4 gram, dan 5  gram. Faktor kedua adalah variasi lama fermentasi yang terdiri dari 

4 taraf yaitu 2 hari, 4 hari, 6 hari, dan 8 hari. Pada masing-masing faktor 

dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Berdasarkan pada kedua faktor tersebut, 

maka akan didapatkan 12 kombinasi perlakuan sebagai berikut:  

Lama Fermentasi (F) 
Jumlah Ragi (R) 

R1 R2 R3 

F1 R1F1 R2F1 R3F1 

F2 R1F2 R2F2 R3F2 

F3 R1F3 R2F3 R3F3 

F4 R1F4 R2F4 R3F4 

 

Keterangan:  

R1F1: Jumlah ragi 3 gram, lama fermentasi 2 hari  

R1F2: Jumlah ragi 3 gram, lama fermentasi 4 hari  

R1F3: Jumlah ragi 3 gram, lama fermentasi 6 hari  

R1F4: Jumlah ragi 3 gram, lama fermentasi 8 hari 

R2F1: Jumlah ragi 4 gram, lama fermentasi 2 hari 

R2F2: Jumlah ragi 4 gram, lama fermentasi 4 hari  

R2F3: Jumlah ragi 4 gram, lama fermentasi 6 hari   

R2F4: Jumlah ragi 4 gram, lama fermentasi 8 hari 

R3F1: Jumlah ragi 5 gram, lama fermentasi 2 hari   

R3F2: Jumlah ragi 5 gram, lama fermentasi 4 hari   

R3F3: Jumlah ragi 5 gram, lama fermentasi 6 hari   

R3F4: Jumlah ragi 5 gram, lama fermentasi 8 hari 

 

 



29 

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2019-Februari 2020 di dua 

laboratorium yaitu proses pembuatan enzim selulase di Laboratorium 

Mikrobiologi Jurusan Biologi, proses hidrolisis substrat dan fermentasi di 

Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi, proses destilasi bioetanol di 

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia, dan proses pengukuran kadar etanol 

di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi 

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.  

3.3 Variabel Penelitian  

Variabel yang ada pada penelitian ini terdiri dari dua variabel yaitu 

variabel bebas dan variabel terikat.   

1. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variasi jumlah ragi roti (3  gram, 4 

gram, dan 5 gram) dan lama fermentasi (2 hari, 4 hari, 6 hari, dan 8 hari). 

2. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar etanol.  

3.4 Alat dan Bahan  

3.4.1 Alat  

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: ember, saringan, 

blender, baskom, oven, neraca analitik, gelas beker, tabung reaksi, kawat ose, 

gunting, cawan petri, bunsen, shaker inkubator, laminar air flow, sentrifus, 

autoclave, mikro pipet, blue tip, tube 15 ml, botol selai, selang kecil, isolasi, 

picnometer, alat destilasi, pH meter digital dan termometer.   

3.4.2 Bahan  

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: air, kertas HVS 

bekas, aquades, NaOH 2%, Alkohol 70%, media NA, media NB, isolat Bacillus 

subtilis, CMC, peptone, yeast extract, K2HPO4, MgSO4.7H2O, FeSO4.7H2O, 

MnCl.4H2O, KH2PO4 , (NH4)2SO4, plastisin, ragi roti komersil merk “Saf-

Instant”, dan tissue.  

3.5. Prosedur Penelitian  

3.5.1. Penyiapan Substrat Kertas HVS Bekas  

Disiapkan kertas HVS bekas, lalu kertas digunting kecil-kecil dengan  

ukuran 1x1 cm. Kemudian ditimbang sebanyak satu kilogram kertas, lalu 

dimasukkan dalam 20 liter air (rasio 1:20), kemudian dilakukan perendaman 
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selama 24 jam. Selanjutnya disaring dan dihancurkan menggunakan blender 

sampai menjadi bubur kertas (pulp) (Asokan et. al., 2018). Kemudian sampel pulp 

dikeringkan dengan oven pada suhu 50Co selama semalaman. Kertas yang telah  

kering selanjutnya diblender sampai menjadi serbuk yang halus (Saeed et. al., 

2018).    

3.5.2 Delignifikasi Kertas HVS Bekas  

Serbuk kertas HVS bekas didelignifikasi menggunakan larutan NaOH 2% 

dengan perbandingan serbuk kertas:air (1:20 b/v) selama 4 jam pada suhu ruang. 

Proses ini bertujuan untuk mengurangi kandungan lignin pada serbuk kertas. 

Setelah proses delignifikasi selesai, selanjutnya dibilas hingga pH netral dan 

dikeringkan dengan oven pada suhu 50oC untuk mendapatkan berat yang konstan 

(Akhtar et.al., 2001). 

3.5.3 Penyiapan Kultur Bakteri Bacillus subtilis  

3.5.3.1 Pembuatan Media NA (Nutrient Agar) 

Pembuatan Media NA (Nutrient Agar) dilakukan dengan cara ditimbang  

media NA (Nutrient Agar) sebanyak 2,3 gram, kemudian dimasukkan kedalam 

gelas beker, lalu ditambah 100 mL aquadest. Kemudian larutan tersebut 

dipanaskan diatas hotplate sambil diaduk-aduk sampai media NA larut dengan 

sempurna. Selanjutnya media NA disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 

121oC selama 15 menit. Selanjutnya, Media NA (Nutrient Agar) yang telah 

disterilisasi siap untuk digunakan (Sholihati dkk., 2015). 

3.5.3.2 Pembuatan Media NB (Nutrient Broth) 

 Pembuatan media NB (Nutrient Broth) dilakukan dengan cara ditimbang 

Nutrient Broth sebanyak 8 gr, lalu dilarutkan dalam 1 liter aquades dan diaduk 

menggunakan magnetic stirrer hingga homogen. Selanjutnya media disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit (Pratiwi, 2015). 

3.5.3.3 Peremajaan Isolat Bakteri Bacillus subtilis  

 Proses peremajaan isolat bakteri Bacillus subtilis dilakukan dengan cara 

diambil sebanyak satu ose stok isolat secara aseptik, lalu diinokulasikan kedalam 

media NA (Nutrent Agar) miring steril, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 24 jam (Rahmi dkk., 2013). 
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3.5.3.4 Pengembangbiakan Bakteri Bacillus subtilis  

 Isolat bakteri Bacillus subtilis dikembangbiakan dan diperbanyak dengan 

cara diambil sebanyak 1 ose penuh isolat bakteri Bacillus subtillis dari media NA 

miring yang telah berumur 24 jam secara aseptis lalu diinokulasikan kedalam 25 

mL media NB steril. Setelah itu, dimasukkkaukkan kedalam shaker inkubator dan 

diinkubasi pada suhu 37oC dengan kecepatan agitasi 140 rpm selama 24 jam. Sel 

bakteri yang telah dikembangbiakkan dan diperbanyak selanjutnya dapat 

digunakan sebagai inokulum (Arshad et.al., 2017). 

3.5.4 Produksi Enzim Selulase Kasar Bacillus subtilis  

Prosedur yang dilakukan untuk memproduksi enzim selulase kasar dari 

Bacillus subtilis adalah dibuat 50 mL medium produksi dengan komposisi: CMC 

18gr/l, yeast extract 5gr/l, pepton 8gr/l, MgSO4⋅7H2O 0.25gr/l, K2HPO4 1gr/l, 

FeSO4⋅7H2O 0.25gr/l, dan MnCl2⋅4H2O 0.5gr/l, lalu dicampur dengan aquades 

dan diaduk sampai benar-benar larut. Medium kemudian di sterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan temperatur 121oC selama 15 menit. Selanjutnya 

diambil 2 persen (v/v) inokulum ditambahkan kedalam medium produksi, lalu  di 

inkubasi dalam shaker incubator pada temperatur 37 oC, dengan kecepatan agitasi 

140 rpm selama 48 jam. Dilakukan proses sentrifugasi dingin pada suhu 4°C 

dengan kecepatan 3500 rpm selama 15 menit, kemudian dipisahkan antara 

supernatan dan peletnya. Diambil bagian supernatan yang merupakan enzim 

selulase kasar (Sholihati dkk., 2015).   

3.5.5 Hidrolisis Kertas HVS Bekas dengan Enzim Selulase Kasar  

Proses hidrolisis kertas HVS bekas menggunakan enzim selulase kasar 

Bacillus subtilis. Tujuan dari proses hidrolisis enzimatik ini adalah untuk 

menghidrolisis selulosa menjadi glukosa. Langkah-langkah yang dilakukan adalah 

serbuk kertas HVS bekas ditimbang sebanyak 5 gr ke dalam erlenmeyer 250 mL 

yang sudah disterilisasi kemudian ditambahkan aquades sebanyak 200 mL dan 7 

mL enzim selulase lalu dihomogenkan (Fuadi dkk., 2015). Selanjutnya diatur pH 

nya hingga 5,5 kemudian diinkubasi selama 96 jam pada suhu 37˚ C (Amelia, 

2012).  
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3.5.6 Fermentasi Larutan Glukosa Hasil Hidrolisis 

Proses fermentasi bertujuan untuk mengubah glukosa menjadi etanol 

dengan bantuan khamir dari ragi roti. Proses fermentasi dilakukan dengan cara 

dimasukkan larutan glukosa hasil hidrolisis sebanyak 200 mL dalam labu 

Erlenmeyyer. Lalu di tambah dengan 0.2  gram KH2PO4, 0.2 gram MgSO4.7H2O, 

0.2 gram (NH4)2SO4 dan diaduk hingga homogen. Kemudian larutan disterilisasi 

dengan autoclave selama 1 jam pada temperatur 121oC, lalu didiamkan sampai 

menjadi dingin. Ragi roti  ditambahkan sebanyak 3 gram, 4 gram dan 5 gram. 

Selanjutnya dilakukan fermentasi selama 2, 4, 6, dan 8 hari pada masing-masing 

variasi jumlah ragi  (Susanto dkk., 2012). 

3.5.7 Destilasi Larutan Hasil Fermentasi  

Proses destilasi dilakukan dengan cara dimasukkan larutan hasil 

fermentasi ke dalam alat destilasi. Selanjutnya larutan dipanaskan pada suhu 79oC 

agar campuran antara alkohol dan air dapat dipisahkan, karena titik didih alkohol 

berkisar pada suhu 78-80oC sedangkan titik didih air pada suhu 100oC. 

Selanjutnya uap hasil destilasi dialirkan kedalam kondensor agar mengalami 

pengembunan. Cairan yang telah mengembun selanjutnya ditampung dalam 

Erlenmeyer (Kurniawati, 2009).  

3.5.8 Pengukuran Kadar Etanol dengan Metode Berat Jenis Menggunakan 

Piknometer  

3.5.8.1 Pembuatan Larutan Standar Etanol  

Pembuatan larutan standar etanol menggunakan larutan etanol absolut. 

Larutan standar etanol dibuat dengan metode pengenceran untuk mengetahui 

perbandingan antara jumlah volume larutan etanol stok dengan volume aquades 

yang dibutuhkan. Larutan standar etanol dibuat dalam konsentrasi 0%, 2%, 4%, 

6%, 8%, dan 10% (Muhammad,.2014). 

3.5.8.2 Pembuatan Kurva Standar Etanol  

Pembuatan kurva standar etanol menggunakan larutan etanol absolut yang 

digunakan sebagai larutan stok. Pembuatan kurva standar etanol dilakukan 

menggunakan piknometer dengan cara menghitung berat jenis dari masing-masing 

konsentasi larutan etanol yang telah dibuat sebelumnya. Prosedur pengukuran 

berat jenis dilakukan dengan cara mula-mula dibersihkan piknometer, lalu di 
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keringkan dan ditimbang beratnya. Selanjutnya diisi dengan aquades sampai 

penuh. Kelebihan cairan yang tumpah dibersihkan dan di lap dengan tissue. 

Selanjutnya piknometer berisi aquades tersebut ditimbang dan dicatat beratnya. 

Cara demikian dilakukan juga untuk larutan baku etanol. Prosedur penghitungan 

berat jenis ini dapat di nyatakan dalam rumus sebagai berikut (Muhamad, 2014):  

 

Setelah didapatkan data hasil pengukuran berat jenis, maka dibuatlah persamaan 

kurva baku etanol dengan cara membuat plot hubungan berat jenis dengan 

konsentrasi dari tiap-tiap larutan etanol. Setelah kurva telah berhasil dibuat, maka 

akan muncul rumus persamaan linier sebagai berikut:  

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 

Keterangan:  

y= Berat jenis sampel  

x= Kadar etanol sampel  

3.5.8.3 Pengukuran Kadar Etanol Sampel Menggunakan Piknometer  

Prosedur pengukuran kadar etanol sampel menggunakan piknometer 

dilakukan dengan cara dikeringkan piknometer pada suhu 100oC selama 10 menit 

dalam oven,  selanjutnya dibiarkan dingin hingga mencapai suhu ruang. Setelah 

itu, ditimbang berat piknometer menggunakan neraca analitik. Kemudian 

dimasukkan sampel hasil destilasi sampai memenuhi piknometer. Apabila ada 

cairan sampel yang tumpah pada puncak pipa kapiler, maka kelebihan cairan 

tersebut dibersihkan dengan tissue. Selanjutnya ditimbang piknometer berisi 

sampel tersebut dan dicatat beratnya. Cara serupa di lakukan juga terhadap 

aquades sebagai pembandingnya (Suherman, 2017). Pada saat piknometer 

ditimbang, dicatat juga suhu ruangannya. Kemudian diukur berat jenis etanol 

dengan piknometer. Kadar etanol pada sampel di tentukan berdasarkan persamaan 

dari kurva baku etanol yang telah dibuat sebelumnya (Muhammad, 2014). 

3.5.9 Analisis Data 

 Penelitian ini menggunakan rancangan percobaan berupa Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) pola faktorial. Data pengaruh variasi jumlah ragi roti dan lama 

fermentasi kertas HVS bekas pakai terhadap kadar etanol dianalisis secara statistik 

menggunakan ANOVA (Analysis of Variance). Selanjutnya untuk mengetahui 
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apakah perlakuan yang diberikan berpengaruh nyata terhadap parameter maka 

dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 5%.  



35 

BAB IV  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Produk Enzim Selulase Kasar Bacillus subtilis dan Hidrolisis Kertas 

HVS Bekas  

 Pada tahap awal, dilakukan proses penghancuran kertas HVS bekas 

menjadi ukuran yang lebih kecil untuk memudahkan dalam proses pembuatan 

serbuk kertas HVS bekas. Proses selanjutnya adalah dilakukan delignifikasi 

menggunakan alkali (NaOH). Proses delignifikasi bertujuan untuk mendegradasi 

kandungan lignin sehingga selulosa dalam kertas dapat dihidrolisis. Menurut 

Dinca et.al (2017) pretreatment alkali melibatkan penggunaan basa, seperti 

natrium, kalium, kalsium, dan amonium hidroksida, untuk perlakuan awal 

biomassa lignoselulosa. Penggunaan alkali menyebabkan degradasi rantai 

samping ester dan glikosidik yang menghasilkan perubahan struktur lignin, 

pengembangan selulosa, dekristalisasi parsial selulosa dan larutnya sebagian 

hemiselulosa. Sasmal & Mohanty (2018) menambahkan bahwa reaksi utama 

selama proses pretreatment alkali adalah disosiasi (terpisahnya) lignin dari 

molekul gula (selulosa dan hemiselulosa) melalui reaksi saponifikasi antar 

molekul ester. Selain itu, proses proses pretreatment menggunakan alkali 

memiliki beberapa kelebihan. Menurut Sasmal & Mohanty (2018) proses 

pretreatment alkali dapat dilakukan pada suhu rendah dibandingkan proses 

pretreatment lainnya, senyawa basa dapat bereaksi langsung pada lignin sehingga 

komponen gula menjadi tidak terpengaruh. Hal tersebut merupakan tujuan utama 

untuk setiap proses produksi biofuel. Hasil yang diharapkan dari tahapan 

delignifikasi ini adalah berkurangnya kandungan lignin, larutnya sebagian 

hemiselulosa dan berkurangnya tingkat kristalinitas (kerapatan) selulosa sehingga 

memudahkan dalam proses hidrolisis.  

 Proses produksi enzim selulase kasar Bacillus subtilis dilakukan pada 

medium yang mengandung selulosa dan diperkaya dengan tambahan nutrien 

lainnya. Hal ini dilakukan karena Bacillus subtilis mampu memproduksi enzim 

selulase apabila ditumbuhkan dalam medium yang mengandung selulosa. 

Menurut Saranraj et.al., (2012) enzim selulase dapat diproduksi oleh 

mikroorganisme selama masa pertumbuhannya pada medium yang mengandung 
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selulosa. Untuk memperoleh enzim selulase kasar dari Bacillus subtilis, maka 

medium produksi enzim disentrifugasi dingin (40C) untuk memisahkan supernatan 

dan pelet. Sentrifugasi pada suhu dingin dilakukan untuk menjaga agar enzim 

tidak rusak atau terdegradasi. Setelah keduanya terpisahkan, maka diambillah 

bagian supernatan yang merupakan enzim selulase kasar Bacillus subtilis. Hasil 

enzim selulase kasar dari Bacillus subtilis dapat dilihat pada gambar 4.1. Enzim 

selulase kasar Bacillus subtilis yang dihasilkan dalam penelitian ini sebanyak 260 

ml, dengan karakteristik warna orange, viskositas encer, dan bau yang khas. 

Enzim selulase kasar ini selanjutnya digunakan dalam proses hidrolisis enzimatik 

kertas HVS bekas.  

  

Gambar 4.1 Enzim selulase kasar Bacillus subtilis  

 Proses hidrolisis enzimatik kertas HVS bekas menggunakan enzim 

selulase kasar Bacillus subtilis. Hidrolisis enzimatik dipilih karena berbagai 

keunggulannya antara lain: proses hidrolisis berlangsung secara lebih lembut 

(mild process), berlangsung pada suhu yang tidak terlalu tinggi, tidak 

menimbulkan korosi pada peralatan yang digunakan dan tidak menghasilkan 

residu yang berbahaya bagi lingkungan sehingga lebih ramah lingkungan. Hal 

tersebut didukung oleh pernyataan Fuadi dkk., (2015) bahwa proses hidrolisis 

menggunakan  enzim mempunyai berbagai keuntungan apabila di bandingkan 

dengan hidrolisis menggunakan asam antara lain: tidak menyebabkan penurunan 

kadar glukosa setelah proses hidrolisis, suasana reaksi mild process (berlangsung 

lebih lunak pada suhu 45o–50°C dan pH sekitar 4,7-4,8), lebih ramah lingkungan, 

tidak mengakibatkan terjadinya  reaksi samping, dan tidak menyebabkan korosi 

pada peralatan yang digunakan karena tidak menggunakan bahan-bahan yang 
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bersifat korosif sehingga biaya perawatan dan pemeliharaan alat menjadi lebih 

rendah. 

 Enzim yang digunakan dalam proses hidrolisis adalah enzim selulase yang 

dihasilkan oleh bakteri Bacillus subtilis. Selulase adalah enzim yang mampu 

menghidrolisis selulosa dengan cara memecah ikatan β-1,4-glikosidik yang ada 

pada substrat selulosa tersebut (Saranraj et.al., 2012).  

Proses pemecahan secara biologis atau degradasi pada selulosa/selulolisis 

adalah proses sinergis yang dikendalikan secara enzimatis. Ada tiga jenis enzim 

yang berperan dalam hidrolisis atau penguraian ikatan glikosida yaitu: endo-β-1,4-

glukanase (EG;EC.3.2.1.4), selobiohidrolase exo-β-1,4-cellobiohydrolase (CBH; 

EC. 3.2.1.91), dan β-glukosidase (EC. 3.2.1.21), ketiga jenis enzim tersebut 

terlibat dalam proses hidrolisis selulosa. Untuk menurunkan tingkat polimerisasi 

rantai selulosa, ikatan β-1,4glikosidik dari untaian selulosa dipecah secara acak 

oleh endo-β-1,4-glukanase. Selanjutnya, exo-β-1,4-cellobiohydrolase melepaskan 

selobiosa atau glukosa dengan menghilangkan subunit di kedua ujung rantai 

selulosa yang mereduksi dan tidak mereduksi. Kemudian untuk melengkapi 

proses biodegradasi selulosa, glukosa diproduksi melalui hidrolisis oleh β-

glukosidase dari selobiosa atau selodekstrin yang mudah larut (Chatterjee et.al, 

2015). Hasil yang diharapkan dari proses hidrolisis enzimatik ini adalah glukosa 

dari hasil pemecahan selulosa yang ada pada kertas HVS bekas.  

4.2 Pengaruh Interaksi Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) dan 

Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol dari Kertas HVS Bekas  

 Glukosa yang telah dihasilkan dari proses hidrolisis kertas HVS bekas 

kemudian difermentasi menggunakan khamir (Saccharomyces cerevisiae) yang 

diperoleh dari ragi roti. Proses fermentasi dilakukan dalam kondisi anaerob pada 

suhu ruang (+/- 27oC) karena secara umum, suhu yang ideal selama fermentasi 

adalah antara 20-35oC sedangkan suhu optimal untuk pertumbuhan khamir S. 

cerevisiae adalah mendekati 30oC (Zabed et.al., 2014). Dalam proses fermentasi 

alkohol, ragi umumnya melakukan proses fermentasi aerobik, tetapi ragi juga 

dapat memfermentasikan gula dalam kondisi anaerobik. Dengan tidak adanya 

oksigen, fermentasi alkohol terjadi di dalam sitosol ragi. Fermentasi alkohol 

dimulai dengan pemecahan gula oleh ragi untuk membentuk molekul piruvat, 
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yang juga dikenal sebagai glikolisis. Pada setiap proses glikolisis, dari pemecahan 

1 molekul glukosa akan menghasilkan dua molekul asam piruvat. Dua molekul 

asam piruvat kemudian direduksi menjadi dua molekul etanol dan 2 CO2 (Malakar 

et.al, 2020).  

Berdasarkan hasil uji statistik menggunakan ANOVA (Lampiran 6) 

didapatkan nilai signifikansi sebesar (0,466) > 0,05 yang itu artinya tidak ada 

pengaruh yang signifikan (nyata) interaksi jumlah ragi roti (Saccharomyces 

cerevisiae) dan lama fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas 

terhadap kadar etanol. Maka kemudian untuk mengetahui perlakuan terbaik dari 

beberapa perlakuan, dilakukanlah uji lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) 

dengan taraf 5% (0,05). Adapun hasil uji lanjut Duncan Multiple Range Test 

(DMRT) sekaligus grafik pengaruh interaksi jumlah ragi roti (Saccharomyces 

cerevisiae) dan lama fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas 

terhadap kadar etanol disajikan pada Gambar 4.2.  

 

Keterangan: Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata perlakuan yang diberikan  

 (*) Tanda bintang menunjukkan perlakuan yang optimal  

Gambar 4.2 Grafik Pengaruh Interaksi Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces 

cerevisiae) dan Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol dari Kertas 

HVS Bekas  

 Gambar 4.2 menunjukkan hasil pengaruh interaksi jumlah ragi roti 

(Saccharomyces cerevisiae) dan lama fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas 
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HVS bekas terhadap kadar etanol, hampir semua perlakuan memiliki notasi huruf 

yang sama. Hal tersebut menunjukkan bahwa interaksi pengaruh jumlah ragi dan 

lama fermentasi tidak berpengaruh signifikan terhadap kadar etanol. Hasil kadar 

etanol tertinggi didapatkan pada perlakuan jumlah ragi 5 gram dan lama 

fermentasi 4 hari sebesar 2,18%, namun secara statistik tidak berbeda nyata 

dengan perlakuan jumlah ragi 5 gram dan lama fermentasi 6 hari sebesar 2,17% 

karena memiliki notasi huruf yang sama (e). Sedangkan hasil terendah didapatkan 

pada perlakuan jumlah ragi 3 gram dan lama fermentasi 2 hari sebesar 1,18%. 

Apabila mengacu pada hasil statistik deskriptif (Lampiran 5) maka dapat dilihat 

adanya nilai standar deviasi yang cukup besar, sehingga hasil antara perlakuan 

satu dengan yang lainnya akan saling bertautan (cross-linked). Oleh karena itu, 

maka interaksi antara variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan 

lama fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas tidak berpengaruh 

signifikan (nyata) terhadap kadar etanol.  

Berdasarkan pada gambar 4.2, terjadi peningkatan kadar etanol yang 

dihasilkan seiring dengan bertambahnya jumlah ragi yang diberikan dan semakin 

lamanya waktu fermentasi dilakukan. Apabila jumlah ragi yang diberikan semakin 

banyak, maka jumlah sel khamir yang berperan dalam merombak glukosa menjadi 

etanol akan semakin banyak, sehingga kadar etanol yang dihasilkan pun akan 

semakin tinggi. Demikian juga dengan semakin lamanya waktu fermentasi 

dilakukan, maka akan menghasilkan kadar etanol yang semakin tinggi sampai 

pada waktu fermentasi yang optimum. Menurut Asngad dkk. (2009) semakin lama 

proses fermentasi dan semakin banyak dosis ragi yang diberikan maka kadar 

bioetanol semakin meningkat. Hal ini menunjukkan bahwa pada waktu tersebut 

aktivitas khamir Saccharomyces cerevisiae bekerja secara optimal serta kegiatan 

enzimatis tidak terhambat. Setyohadi (2006) menambahkan bahwa semakin tinggi 

jumlah ragi dan semakin lama waktu fermentasi, mikroorganisme yang terdapat 

pada bahan semakin tinggi. Hal ini berarti semakin besar jumlah mikroba 

perombak glukosa menjadi etanol, sehingga kadar etanol yang dihasilkan akan 

semakin tinggi. Namun setalah lama fermentasi 6 hari, mulai terjadi penurunan 

kadar etanol yang dihasilkan sampai pada hari ke-8. Hal ini disebabkan karena 

nutrisi dalam medium sudah mulai habis sehingga mengancam kelangsungan 
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hidup sel khamir, dan pada akhirnya banyak sel khamir yang mengalami 

kematian. Menurut Purwoko (2007) setelah kondisi optimum tercapai, konsentrasi 

bioetanol yang diperoleh cenderung menurun, karena nutrisi yang diperlukan oleh 

mikroba juga semakin menurun. Selain itu konsentrasi bioetanol yang menurun 

dipengaruhi oleh konsentrasi glukosa yang semakin berkurang, sehingga yeast 

kehabisan nutrisi untuk bertahan hidup dan mengalami fase kematian. Selanjutnya 

bioetanol yang dihasilkan terkonversi menjadi asam-asam organik lainnya akibat 

terjadi reaksi oksidasi bioetanol.   

Hasil interaksi antara jumlah ragi dan lama fermentasi yang optimum 

dalam penelitian ini adalah jumlah ragi 5 gram dan lama fermentasi 4 hari dengan 

kadar etanol yang dihasilkan sebesar 2,18%. Sementara itu, hasil penelitian 

sebelumnya yang telah dilakukan oleh Kalpatari dkk. (2019) menunjukkan kadar 

bioetanol tertinggi diperoleh dari jumlah ragi 5 gram dan lama fermentasi 6 hari 

(144 jam) sebanyak 6% v/v. Dalam penelitian tersebut Kalpatari dkk (2019) 

menggunakan hidrolisis asam pada substrat kertas HVS menggunakan asam 

sulfat. Berdasarkan hal tersebut, maka proses hidrolisis pada substrat kertas HVS 

juga perlu diperhatikan dengan baik karena dapat berpengaruh terhadap kadar 

etanol yang dihasilkan. Proses hidrolisis yang optimal dapat menghasilkan kadar 

glukosa yang optimal sehingga saat dilakukan proses fermentasi akan mampu 

menghasilkan kadar etanol yang tinggi. Apabila dibandingkan dengan hidrolisis 

asam, maka hidrolisis enzimatik dalam penelitian ini masih perlu dioptimalkan 

lagi agar mampu mendukung dihasilkannya kadar etanol yang tinggi.  

Apabila ditinjau dari segi keamanan, maka hidrolisis enzimatik relatif 

lebih aman karena tidak menghasilkan residu yang berbahaya berupa limbah asam 

yang dapat membahayakan lingkungan apabila tidak dinetralkan dan ditangani 

dengan baik. Selain itu, penggunaan asam dapat menyebabkan korosi pada 

peralatan yang digunakan. Meninjau lebih jauh lagi, hidrolisis enzimatik memiliki 

berbagai keunggulan apabila dibandingkan dengan hidrolisis asam. Menurut 

Fuadi dkk., (2015) hidrolisis menggunakan  enzim mempunyai berbagai 

keuntungan apabila di bandingkan dengan hidrolisis menggunakan asam antara 

lain: tidak menyebabkan penurunan kadar glukosa setelah proses hidrolisis, 

suasana reaksi mild process (berlangsung lebih lunak pada suhu 45o–50°C dan pH 
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sekitar 4,7-4,8), lebih ramah lingkungan, tidak mengakibatkan terjadinya  reaksi 

samping, dan tidak menyebabkan korosi pada peralatan yang digunakan karena 

tidak menggunakan bahan-bahan yang bersifat korosif sehingga biaya perawatan 

dan pemeliharaan alat menjadi lebih rendah.  

Berbagai penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Asrianti (2017) 

memproduksi bioetanol dari limbah kertas dengan proses hidrolisis enzimatik 

menggunakan enzim selulase dari Candida utilis dan jumlah ragi 4 gram. Kadar 

bioetanol tertinggi dihasilkan pada hari ke tujuh fermentasi dengan kadar etanol 

sebanyak 0,9627 %. Byadgi & Kalburgi (2016) membuat bioetanol dari kertas 

koran bekas menggunakan hidrolisis enzimatik dengan enzim selulase dari bakteri 

Cytophaga hutchisonni dengan 5% inokulum ragi. Persentase maksimum 

bioethanol yang didapatkan pada lama fermentasi 144 jam (6 hari) sebesar 

6,849% v/v (kultur murni) dan 6,031% v/v (kultur yang diisolasi). Selanjutnya 

hasil peneltian Sholikhah dkk. (2018) membuat bioetanol dari kertas HVS bekas 

menggunakan proses hidrolisis enzimatik dengan enzim selulase jamur tiram, 

lama fermentasi 14 hari, menggunakan ragi roti dan tape 3 gr, kadar etanol 

tertinggi adalah 0,54% pada ragi tape dan 0,02% pada ragi roti. Kemudian 

Guerfali et.al (2014) membuat bioetanol dari kertas HVS bekas dengan hidrolisis 

enzimatik menggunakan enzim selulase Trichoderma reesei dan Aspergillus niger 

dengan jumlah inokulum ragi 5% v/v. Kadar bioetanol tertinggi yang diperoleh  

sebanyak 0,88%. Apabila dibandingkan dengan berbagai penelitian sebelumnya, 

maka proses hidrolisis enzimatik menggunakan enzim selulase kasar dari Bacillus 

subtilis dalam penelitian ini sudah cukup baik, namun masih perlu dioptimalkan 

lagi.   

 Menurut Madadi et.al (2017) hidrolisis enzimatik dari biomassa 

lignoselulosa dapat terhambat oleh berbagai faktor yang dapat membatasi kerja 

enzim. Faktor utama yang mempengaruhi hidrolisis enzimatis dapat dibagi 

menjadi 2 yaitu: faktor substrat dan faktor yang berhubungan dengan enzim. 

Faktor yang berhubungan dengan substrat antara lain: kandungan lignin dan 

hemiselulosa, ukuran partikel, luas area permukaan yang dapat diakses oleh 

enzim, tingkat kristalinitas selulosa dan derajat polimerisasi. Sedangkan faktor 
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yang berhubungan dengan enzim antara lain: aktivitas selulase, biaya produksi 

enzim, dan kompleks susunan enzim.   

  Proses pretreatment substrat kertas HVS bekas pada penelitian ini 

menggunakan basa NaOH. Hasil penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh  

Ali dan Mohd (2011) melaporkan kadar etanol tertinggi sebesar 2,8% dengan 

proses pretreatment menggunakan basa (NaOH 1%) selama 2 jam dan  lama 

fermentasi 6 hari. Sementara itu, penelitian Chansoliya et.al (2016) melaporkan 

kadar etanol dari substrat kertas koran sebesar 22% dengan pretreatment 

menggunakan NaOH 0,1M pada suhu 121 0C selama 1 jam yang didapatkan 

setelah 2 hari fermentasi. Berdasarkan beberapa hasil penelitian tersebut, maka 

proses pretreatment dalam penelitian ini masih belum optimal, sehingga perlu 

dioptimalkan lagi. Selain menggunakan basa, proses pretreatment substrat 

lignoselulosa dapat pula menggunakan asam. Hasil penelitian Ramayanti & 

Giasmara (2017) membuat bioetanol dari kertas HVS bekas dengan pretreatment 

menggunakan asam sulfat 4% mampu menghasilkan kadar etanol tertinggi sebesar 

8,13% setelah 7 hari fermentasi. Hasil penelitian Byadgi dan Kalburgi (2016) 

membuat bioetanol dari kertas koran dengan pretreatment menggunakan asam 

sulfat 1,5% pada suhu 1210C selama 45 menit mampu menghasilkan kadar etanol 

tertinggi sebesar 6,849%. Maka berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, dapat 

disimpulkan bahwa proses pretreatment menggunakan asam terlihat lebih efektif 

dibandingkan dengan pretreatment menggunakan basa.  

 Menurut El-Naggar et.al (2014) pretreatment adalah langkah pertama yang 

diperlukan untuk memecah bahan lignoselulosa menjadi komponen lignin, 

selulosa dan hemiselulosa dan/atau memodifikasi pori-pori dalam bahan untuk 

memungkinkan enzim menembus ke dalam serat selulosa agar dapat dihidrolisis 

secara enzimatis. Madadi et.al (2017) menambahkan bahwa pretreatment 

merupakan langkah penting untuk menghilangkan lignin karena kemampuan 

enzim dalam mengakses substrat biomassa lignoselulosa untuk hidrolisis sangat 

bergantung pada jenis pretreatment yang digunakan.  

 Menurut Harmsen et.al (2010) terdapat beberapa faktor hambatan dalam 

proses pretreatment yang ada antara lain: pemisahan selulosa dan lignin yang 

belum maksimal (yang mengurangi keefektifan hidrolisis enzimatik selulosa pada 
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tahap selanjutnya), pembentukan produk sampingan yang menghambat fermentasi 

etanol (misalnya asam asetat dari hemiselulosa, furan dari gula dan senyawa 

fenolik dari fraksi lignin), penggunaan bahan kimia dan/atau energi yang tinggi, 

dan produksi limbah yang cukup besar. Berdasarkan hal tersebut, maka banyak 

aspek yang perlu dipertimbangkan dalam memilih metode pretreatment yang 

tepat. Selain itu, proses pretreatment juga perlu dioptimalkan agar mampu 

mendukung dalam produksi bioetanol dengan kadar yang tinggi.  

Menurut Hidayat (2013) pemilihan metode pretreatment yang tepat sangat 

penting dilakukan karena tahap ini menentukan metode hidrolisis dan fermentasi 

apa yang akan dipakai selanjutnya. Sehingga pada akhirnya pemilihan metode 

pretreatment ini sangat mempengaruhi keseluruhan biaya operasional produksi 

bioetanol. Penggunaan metode pretreatment yang tidak optimal akan 

menyebabkan degradasi hemiselulosa dan lignin secara parsial serta menghasilkan 

senyawa beracun yang dapat menghambat pertumbuhan khamir. Pemilihan 

teknologi pretreatment tergantung juga pada bahan baku lignoselulosa yang 

digunakan. Karena tiap bahan baku memiliki komposisi selulosa, hemiselulosa, 

dan lignin yang berbeda. 

Penelitian pembuatan bioetanol dari biomassa lignoselulosa memerlukan 

tahapan proses yang cukup panjang meliputi: pretreatment atau perlakuan awal, 

hidrolisis (menggunakan asam ataupun enzim), fermentasi, dan destilasi untuk 

memperoleh bioetanol. Melihat banyaknya tahapan yang dilakukan, maka kadar 

etanol yang dihasilkan dipengaruhi oleh banyak faktor, meliputi kandungan 

lignin, hemiselulosa dan selulosa dalam biomassa, pemilihan jenis dan metode 

pretreatment yang tepat dan optimal, pemilihan metode hidrolisis yang paling baik 

dengan tingkat konversi yang tinggi, proses fermentasi dengan segala aspek 

pendukungnya yang perlu dioptimalkan, dan pemilihan metode destilasi yang 

mampu menghasilkan bioetanol dengan kadar yang tinggi.  

4.3. Pengaruh Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) terhadap Kadar 

Etanol dari Kertas HVS Bekas  

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh data pengaruh 

jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) terhadap kadar etanol dari kertas 
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HVS bekas. Untuk mengetahui adanya pengaruh tersebut maka dilakukan analisis 

statistik menggunakan Analysis of Variance (ANOVA). 

 Berdasarkan hasil uji statistik menggunakan ANOVA (Lampiran 7) 

didapatkan nilai signifikansi sebesar (0,000) < 0,05. Hal tersebut menunjukkan  

bahwa ada pengaruh jumlah ragi roti  (Saccharomyces cerevisiae) terhadap kadar 

etanol dari kertas HVS bekas. Selanjutnya untuk mengetahui perlakuan terbaik 

dari beberapa perlakuan yang diberikan, maka dilakukan uji lanjut Duncan 

Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf 5% (0,05). Adapun hasil uji lanjut 

Duncan Multiple Range Test (DMRT) sekaligus diagram pengaruh jumlah ragi 

roti (Saccharomyces cerevisiae) terhadap kadar etanol dari kertas HVS bekas 

disajikan pada gambar 4.3.  

 

Keterangan: Notasi huruf yang berbeda menunjukkan berbeda nyata perlakuan yang diberikan  

 (*) Tanda bintang menunjukkan perlakuan yang optimal  

Gambar 4.3 Pengaruh Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) terhadap 

Kadar Etanol dari Kertas HVS Bekas  

 Berdasarkan pada hasil uji lanjut Duncan pada gambar 4.3 untuk pengaruh 

jumlah ragi roti terhadap kadar etanol dari kertas HVS bekas menunjukkan 

adanya perbedaan yang cukup signifikan, hal tersebut dapat dilihat dari perbedaan 

notasi huruf dari masing-masing perlakuan jumlah ragi. Pada perlakuan jumlah 

ragi 3 gram rata-rata kadar etanol yang dihasilkan sebesar 1,35%, sedangkan pada 

jumlah ragi 4 gram sebesar 1,73%, dan pada jumlah ragi 5 gram sebesar 1,97%. 
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Ketiga perlakuan jumlah ragi yang diberikan menunjukkan hasil yang berbeda 

nyata antara satu dengan yang lainnya. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

semakin banyak ragi roti yang ditambahkan, maka kadar etanol yang dihasilkan 

pun juga semakin tinggi.  

Berdasarkan pada Gambar 4.3, dapat dilihat adanya peningkatan kadar 

etanol yang dihasilkan dari ketiga perlakuan jumlah ragi roti yang diberikan. Hasil 

uji statistik Duncan menunjukkan kadar etanol tertinggi didapatkan pada 

perlakuan jumlah ragi 5 gram yaitu sebesar 1,97%. Hal ini menunjukkan bahwa 

jumlah ragi roti yang diberikan berpengaruh terhadap kadar etanol yang 

dihasilkan. Apabila jumlah ragi roti yang diberikan semakin banyak, maka jumlah  

khamir Saccharomyces cerevisiae yang berperan dalam proses fermentasi untuk 

mengubah glukosa menjadi etanol pun semakin banyak, akibatnya kadar etanol 

yang dihasilkan juga akan semakin tinggi. Hasil ini sesuai dengan penelitian 

Kalpatari dkk. (2019) yang membuat bioetanol dari kertas HVS bekas dengan 

variasi jumlah ragi 1 gram, 3 gram dan 5 gram. Hasil tertinggi diperoleh dari 

jumlah ragi 5 gram dengan kadar bioetanol sebesar 6% v/v. Berdasarkan hasil 

penelitian tersebut, maka dapat disimpulkan bahwa semakin banyak jumlah ragi 

yang diberikan, maka kadar etanol yang dihasilkan pun akan semakin tinggi.  

Hasil penelitian yang lain dengan menggunakan substrat lignoselulosa 

yang berbeda telah dilakukan oleh Djana (2016) membuat bioetanol dari substrat 

enceng gondok dengan variasi jumlah ragi 2, 4, dan 6 gram didapatkan kadar 

bioetanol tertinggi dari jumlah ragi 6 gram dan lama fermentasi 7 hari sebesar 

4,05%. Hasil penelitian Yuniarti dkk. (2018) membuat bioetanol dengan substrat 

ampas tebu dengan variasi jumlah ragi 1 gram, 3 gram dan 5 gram, dihasilkan 

kadar bioetanol tertinggi pada jumlah ragi 5 gram dan lama fermentasi 7 hari 

sebesar 4,91%. Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya yang telah dipaparkan, 

terdapat hasil yang sesuai dengan penelitian ini yaitu semakin banyak ragi yang 

ditambahkan maka kadar bioetanol yang dihasilkan akan semakin tinggi. Menurut 

Asngad dkk. (2009) semakin lama proses fermentasi dan semakin banyak dosis 

ragi yang diberikan maka kadar bioetanol semakin meningkat. Hal ini 

menunjukkan bahwa pada waktu tersebut aktivitas khamir Saccharomyces 

cerevisiae bekerja secara optimal serta kegiatan enzimatis tidak terhambat. 
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Kalpatari dkk. (2019) menambahkan bahwa pada waktu fermentasi yang tetap, 

digunakan ragi yang semakin bertambah maka enzim yang mengubah glukosa 

menjadi bioetanol semakin banyak sehingga bioetanol yang dihasilkan akan 

mempunyai kadar yang tinggi. Tetapi jika penambahan ragi berlebihan maka 

kadar bioetanol yang diperoleh akan menurun. 

Khamir Saccharomyces cerevisiae mampu memfermentasikan glukosa 

menjadi etanol karena didukung oleh peran enzim yang dimilikinya, yaitu enzim 

invertase dan zimase. Menurut Manwar et.al (2013) Yeast S. cerevisiae 

mengandung enzim invertase yang mampu menghidrolisis sukrosa menjadi 

glukosa dan fruktosa. Selanjutnya enzim zymase akan mengubah glukosa menjadi 

etanol dan karbon dioksida. 1 mol sukrosa diubah menjadi 4 mol etanol dan 4 mol 

karbon dioksida. Judoamidjojo dkk., (1992) menambahkan bahwa khamir 

Saccharomyces cerevisiae mampu memfermentasikan gula menjadi etanol karena 

adanya peran dari dua jenis enzim yaitu enzim invertase dan enzim zimase. Enzim 

invertase berperan dalam menghidrolisis disakarida (contohnya sukrosa) menjadi 

mono sakarida, sedangkan enzim zimase berperan dalam mengubah mono 

sakarida (glukosa) menjadi alkohol dan karbondioksida. Dengan adanya kedua 

jenis enzim tersebut, maka Saccharomyces cerevisiae mampu mengkonversikan 

gula baik dari kelompok monosakarida (glukosa) maupun dari kelompok 

disakarida (sukrosa). 

Ragi roti merupakan salah satu contoh ragi komersil yang banyak 

digunakan dalam kehidupan sehari-hari, termasuk dalam proses fermentasi 

bioetanol. Penggunaan ragi komersil ini memiliki beberapa kelebihan. Menurut 

Jayus et. al (2016) ragi komersil memiliki beberapa kelebihan antara lain: dapat 

disimpan dalam waktu lama (lebih dari satu tahun), memiliki viabilitas (daya 

hidup) yang tinggi (mampu mencapai 4.6x1010 sel khamir/gr), tingkat efisiensi 

tinggi, kontaminasi mikroba rendah atau bahkan tidak ada kontaminan, harganya 

relatif murah, dan memiliki karakteristik yang baik dan mumpuni (toleran 

terhadap suhu tinggi, konsentrasi gula tinggi, toleran terhadap kadar alkohol yang 

tinggi dan toleran terhadap perubahan pH).  
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4.4. Pengaruh Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol dari Kertas HVS 

Bekas  

 Berdasarkan pada penelitian yang telah dilakukan, diperoleh data 

pengaruh lama fermentasi terhadap kadar etanol dari kertas HVS bekas. 

Selanjutnya untuk mengetahui adanya pengaruh lama fermentasi terhadap kadar 

etanol tersebut maka dilakukan analisis statistik menggunakan Analysis of 

Variance (ANOVA). 

 Berdasarkan hasil uji statistik menggunakan ANOVA (Lampiran 8) 

didapatkan nilai signifikansi sebesar (0,012) < 0,05. Hal tersebut menunjukkan 

bahwa ada pengaruh lama fermentasi terhadap kadar etanol dari kertas HVS 

bekas. Selanjutnya untuk mengetahui perlakuan terbaik dari beberapa perlakuan 

yang diberikan, maka dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) 

dengan taraf 5% (0,05). Adapun hasil uji lanjut Duncan Multiple Range Test 

(DMRT) sekaligus grafik pengaruh lama fermentasi terhadap kadar etanol dari 

kertas HVS bekas disajikan pada gambar 4.4.  

 

Keterangan: Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata perlakuan yang diberikan  

 (*) Tanda bintang menunjukkan perlakuan yang optimal  

Gambar 4.4 Grafik Pengaruh Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol dari Kertas 

HVS Bekas   

 Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan pada gambar 4.4, pengaruh lama 

fermentasi terhadap kadar etanol dari kertas HVS bekas menunjukkan adanya 

perbedaan. Rata-rata kadar etanol yang dihasilkan pada lama fermentasi 2 hari 

sebesar 1,49%,  lama fermentasi 4 hari sebesar 1,71%, lama fermentasi 6 hari 
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1,85% dan lama fermentasi 8 hari sebesar 1,69%. Hasil kadar bioetanol tertinggi 

didapatkan pada lama fermentasi 6 hari yaitu sebesar 1,85%, namun hasil tersebut 

tidak berbeda nyata dengan lama fermentasi 4 hari dengan kadar etanol yang 

dihasilkan sebesar 1,71% karena keduanya memiliki notasi huruf yang sama (b). 

Berdasarkan hasil tersebut, maka dapat diketahui bahwa hasil yang optimal 

diperoleh dari lama fermentasi 4 hari.  

Gambar 4.4 menunjukkan adanya peningkatan kadar etanol yang 

dihasilkan seiring bertambahnya lama waktu fermentasi yang dilakukan selama 2 

hari, 4 hari dan 6 hari. Kemudian pada hari ke 8, mulai terjadi penurunan kadar 

etanol yang dihasilkan. Berdasarkan hasil uji statistik Duncan menunjukkan kadar 

etanol tertinggi didapatkan pada lama fermentasi 6 hari sebesar 1,85%, namun 

secara statistik tidak berbeda nyata dengan lama fermentasi 4 hari dengan kadar 

etanol yang dihasilkan sebesar 1,71% karena keduanya memiliki notasi huruf 

yang sama (b). Berdasarkan hasil uji lanjut tersebut, maka lama fermentasi yang 

optimal dalam penelitian ini adalah 4 hari. Hal ini menunjukkan bahwa lama 

fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan. Hasil penelitian 

sebelumnya pembuatan bioetanol dari kertas HVS bekas yang dilakukan oleh 

Kalpatari dkk. (2019) melaporkan diperoleh kadar etanol tertinggi pada waktu 

lama fermentasi 144 jam (6 hari) sebesar 6%. Kemudian hasil penelitian yang lain 

pembuatan bioetanol dari kertas bekas dari Ramayanti & Giasmara (2017) 

melaporkan kadar etanol tertinggi diperoleh pada lama fermentasi 7 hari dengan 

kadar etanol 8,17%. Berdasarkan pada hasil penelitian sebelumnya, maka dapat 

disimpulkan bahwa semakin lama fermentasi, maka kadar etanol yang dihasilkan 

juga semakin tinggi sampai pada waktu fermentasi yang optimum. Menurut 

Judoamidjojo (1990) lama fermentasi biasanya ditentukan oleh jenis substrat dan 

jenis ragi yang digunakan. Berhentinya proses fermentasi ditandai dengan tidak 

terbentuknya lagi CO2. Pada waktu fermentasi yang optimal, kadar etanol yang 

dihasilkan akan semakin tinggi dan setelah itu kadar etanol akan menurun.  

Menurut Ramayanti & Giasmara (2017) kenaikan kadar etanol ini juga 

terjadi karena lama fermentasi berhubungan erat dengan kurva pertumbuhan 

mikroba. Menurut Belart (2013) ketika khamir ditumbuhkan dalam medium 

kultur, maka pertumbuhannya dapat dibagi menjadi empat fase berbeda yaitu: fase 
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lag (fase adaptasi), fase log (fase pertumbuhan eksponensial), fase stasioner dan 

fase kematian. 

Berdasarkan pada gambar 4.4, saat lama fermentasi 2 hari kadar etanol 

yang dihasilkan sebesar 1,49%, hasil ini masih rendah bila dibandingkan dengan 

lama fermentasi 4 hari (1,71%) dan lama fermentasi 6 hari (1,85%). Kadar etanol 

yang dihasilkan pada saat lama fermentasi 2 hari masih rendah karena 

kemungkinan khamir masih berada dalam fase adaptasi (fase lag) sehingga kadar 

etanol yang dihasilkan masih belum optimal. Hasil penelitian dari Kalpatari dkk. 

(2019) juga menunjukkan hal yang sama saat lama fermentasi 48 jam (2 hari) 

kadar bioetanol yang dihasilkan juga masih rendah yaitu sebesar 4% pada jumlah 

ragi 5 gram. Hasil penelitian Ramayanti & Giasmara (2017) dalam pembuatan 

bioetanol kertas bekas melaporkan bahwa pada hari pertama, kedua, dan ketiga 

etanol yang dihasilkan belum optimal karena yeast Saccharomyces cerevisiae 

berada pada tahap lag phase dan exponential phase. Tahap lag phase merupakan 

tahap adaptasi mikroba terhadap lingkungan dan exponential phase adalah tahap 

dimana mikroba mulai melakukan pertumbuhan. Dengan demikian aktivitas untuk 

pembentukan produk etanol belum optimal. Berdasarkan pada hasil penelitian 

sebelumnya yang telah dipaparkan, maka kemungkinan saat lama fermentasi 2 

hari ini khamir memasuki fase lag (adaptasi). Menurut Fardiaz (1988) pada fase 

adaptasi, kecepatan pembelahan sel mikroba masih sangat lambat sehingga pada 

waktu fermentasi 24-48 jam (1-2 hari) peningkatan kadar etanol yang dihasilkan 

masih rendah karena khamir harus melakukan adaptasi terhadap lingkungan baru.  

Berdasarkan gambar 4.4, pada waktu lama fermentasi 4 hari terlihat 

adanya peningkatan kadar etanol yang dihasilkan sebesar 1,71%, dan saat lama 

fermentasi 6 hari kadar etanol yang dihasilkan mencapai hasil tertinggi yaitu 

1,85%. Selain itu, dari segi grafik juga mengalami kenaikan sampai puncaknya 

saat lama fermentasi 6 hari. Kemungkinan saat lama fermentasi 4 hari khamir 

mengalami fase exponensial dan dilanjutkan fase stasioner saat lama fermentasi 6 

hari. Hasil penelitian pembuatan bioetanol dari kertas HVS bekas oleh Kalpatari 

dkk. (2019) melaporkan bahwa kadar bioetanol tertinggi 6 % (v/v) didapatkan 

pada perlakuan waktu fermentasi selama 96 jam (4 hari) dan 144 jam (6 hari) dan 

jumlah ragi Saccharomyces cerevisiae sebanyak 5 gram. Dengan waktu 
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fermentasi optimum pada jam ke-144. Hal ini menjelaskan bahwa Saccharomyces 

cerevisiae berada pada fase stasioner yaitu fase dimana pertumbuhan 

mikroorganisme mencapai keadaan yang maksimum dan mikroba yang aktif dan 

mati relatif seimbang karena sumber makanan dan nutrisi relatif sedikit. 

Sementara itu, hasil penelitian pembuatan bioetanol kertas bekas oleh Ramayanti 

& Giasmara (2017) melaporkan bahwa pada hari ke-7 fase pertumbuhan mikroba 

telah menghasilkan kadar etanol optimum. Sehingga pada hari ke-7 diperoleh 

kadar etanol tertinggi sebesar 8,16 %. Fase ini merupakan fase untuk 

pembentukan produk etanol yang terbesar. Saat hari ke-7 mikroba mengalami fase 

stasioner, dimana jumlah mikroba yang tumbuh sama banyaknya dengan mikroba 

yang mati sehingga tidak ada penambahan jumlah mikroba yang akan mengubah 

substrat menjadi etanol sehingga etanol yang terbentuk cenderung konstan.  

Berdasarkan gambar 4.4, pada waktu lama fermentasi 8 hari kadar etanol 

yang dihasilkan mengalami penurunan yaitu sebesar 1,69%. Hasil ini disebabkan 

karena kemungkinan pada saat lama fermentasi 8 hari khamir mengalami fase 

kematian akibat nutrisi dalam medium yang mulai habis, selain itu akumulasi 

produk etanol hasil fermentasi juga berpengaruh terhadap kehidupan sel khamir. 

Hasil penelitian pembuatan bioetanol dari kertas HVS oleh Kalpatari dkk. (2019) 

melaporkan bahwa aktifitas mikroorganisme menurun setelah jam ke-144 

menunjukkan bahwa Saccharomyces cerevisiae mengalami fase kematian. Kadar 

bioetanol yang dihasilkan mengalami penurunan saat lama fermentasi 8 hari yaitu 

sebesar 5%. Sementara itu, hasil penelitian pembuatan bioetanol dari kertas bekas 

oleh Ramayanti & Giasmara (2017) melaporkan penurunan kadar bioetanol yang 

dihasilkan pada saat hari ke-8 sebesar 1,06%. Menurut Yulis (2009) semakin lama 

waktu fermentasi, konsentrasi bioetanol yang dihasilkan juga semakin meningkat. 

Namun setelah kondisi optimum tercapai, konsentrasi bioetanol yang diperoleh 

cenderung menurun, karena nutrisi yang diperlukan oleh mikroba juga semakin 

menurun. Selain itu konsentrasi bioetanol yang menurun dipengaruhi oleh 

konsentrasi glukosa yang semakin berkurang, sehingga yeast kehabisan nutrisi 

untuk bertahan hidup dan mengalami fase kematian. Selanjutnya bioetanol yang 

dihasilkan terkonversi menjadi asam-asam organik lainnya akibat terjadi reaksi 

oksidasi bioetanol (Purwoko, 2007).  
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Mahreni dan Suhenry (2011) menyatakan bahwa fase kematian disebabkan 

oleh inhibisi dan akumulasi produk metabolit yang dihasilkan dari proses 

fermentasi yang semakin lama semakin banyak. Akibatnya sebagian sel tidak 

tahan terhadap daya racun produk metabolit tersebut sehingga pada waktu tertentu 

pertumbuhan sel akan berhenti dan sel-sel khamir akan mati. Menurut Medrano 

et.al (2017) etanol yang dihasilkan selama fermentasi diketahui dapat 

menghambat pertumbuhan khamir yang pada akhirnya, dapat berpengaruh 

terhadap kelangsungan hidup sel khamir. Etanol mempengaruhi banyak aspek 

pada kelangsungan hidup khamir, seperti fluiditas membran plasmatik, morfologi 

vakuola, aktivitas enzim glikolitik, dan DNA mitokondria. Etanol juga 

menyebabkan denaturasi protein hidrofilik dan hidrofobik pada membran sel, 

mempengaruhi berbagai sistem transportasi seperti asam amino permease dan 

proses pengambilan glukosa.  

Selain itu, menurut Yuda dkk. (2018) bahwa semakin lama proses 

fermentasi dilakukan, maka akan terbentuk produk samping seperti gliserol dan 

asam asetat, sehingga dapat menurunkan pH medium. Medrano et.al (2017) 

menambahkan bahwa asam lemah seperti asam asetat dalam bentuk bebas dapat 

terakumulasi di dalam sel khamir dan berdifusi ke dalam sel khamir sehingga 

menyebabkan penurunan pH dalam sitosol. Asam lemak rantai sedang, seperti 

asam heksanoat, oktanoat, dan dekanoat, dan juga etil esternya masing-masing 

telah terbukti berpengaruh negatif terhadap kelangsungan hidup dan kapasitas 

pertumbuhan yeast.  

Menurut Azhar et.al (2017) terdapat beberapa faktor yang berpengaruh 

terhadap proses fermentasi bioetanol diantaranya suhu, konsentrasi gula, pH, lama 

fermentasi. Selain itu, Hasanah (2008) menambahkan faktor lainnya yang 

berpengaruh yaitu nutrient, aerasi, dan jenis mikroba yang digunakan. Meninjau 

berdasarkan literatur tersebut, maka masih banyak aspek yang perlu dioptimalkan 

lagi selama proses fermentasi bioetanol agar dihasilkan kadar etanol yang tinggi.  

4.5. Pemanfaatan Kertas HVS Bekas sebagai Bioetanol dalam Perspektif 

Islam  

 Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu di dunia ini untuk diambil 

manfaatnya oleh manusia. Segala sesuatu yang telah Allah SWT ciptakan tidak 
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ada yang sia-sia dan tanpa hikmah, semuanya bermanfaat bagi kehidupan. Dalam 

hidup ini, manusia tidak bisa lepas dari kebutuhan akan sumber energi. Dalam Al-

Quran Allah SWT telah menjelaskan tentang kebutuhan manusia terhadap sumber 

energi. Hal ini berdasarkan firman Allah SWT yang telah termaktub dalam Al-

Quran surat Yasin ayat 80: 

                           

“Yaitu Tuhan yang menjadikan untukmu api dari kayu yang hijau, Maka tiba-tiba 

kamu nyalakan (api) dari kayu itu". 

Fiman AIlah SWT   لَّذِىۡ جَعَلَ لـَكُمۡ مِ نَ الشَّجَرِ الَۡۡخۡضَرِ نََراًا   “Yaitu Tuhan yang 

menjadikan untukmu api dari kayu yang hijau." Allah memperingatkan akan 

keesaan-Nya. Ayat ini menunjukkan pada kesempurnaan kekuasaan-Nya dalam 

menghidupkan orang mati dengan apa yang mereka saksikan, seperti 

mengeluarkan api dari yang kering kemudian api itu membakar kayu yang masih 

hijau. Ayat ini sekaligus sebagai jawaban dari perkataan orang-orang kafir yang 

berkata, "Berdasarkan tabiat kehidupan, air mani itu hangat dan basah, sehingga 

keluar sesuatu yang hidup darinya. Sedangkan tulang basah akan kering jika telah 

mati, maka bagaimana bisa keluar kehidupan darinya." Maka kemudian Allah 

menurunkan firman-Nya, ًاۨلَّذِىۡ جَعَلَ لـَكُمۡ مِ نَ الشَّجَرِ الَۡۡخۡضَرِ نََرا “Yaitu Tuhan yang 

menjadikan untukmu api dari kayu yang hijau” Maksudnya sesungguhnya pohon 

yang hijau itu mengandung air dan air itu basah, dingin, dan lembab, kebalikan 

dari api dan keduanya tidak mungkin bersatu. Akan tetapi Allah mengeluarkan api 

dari pohon yang hijau itu. Karena Dia manpu untuk mengeluarkan lawan dari 

lawannya, dan Dia Maha Kuasa atas segala sesuatu (Al-Qurthubi, 2009).  

Menurut Al-Qurthubi (2009) dalam kitabnya Tafsir Al-Qurthubi maksud 

dari ayat ini seperti yang terdapat dalan pepatah Arab tentang al marakh dan al 

‘ifaar, diantaranya seperti perkataan mereka, "Pada setiap pohon terdapat api, 

maka carilah kebahagiaan pada “al marakh dan al ‘ifaar”. Al marakh adalah 

batang kayu basah bawah dan Al ‘ifaar adalah batang kayu yang bagian atas. Dari 

kedua batang itu diambil dua ranting saperti dua kayu siwak, lalu diteteskan 
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aimya, kemudian antara satu dan lairmya digesekkan sehingga keluarlah api dari 

keduanya.  

Menurut pakar botanik Muslim dari Universitas Suez Canal, Mesir, Al-

Miliji, ayat ini mengisyaratkan dua peristiwa penting yaitu: yang pertama adalah 

proses pembentukan energi dari unsur-unsur dalam daun kemudian disimpan 

dalam bentuk susunan kimiawi yang dikenal dengan anabolism, yang salah satu 

fenomenanya adalah fotosintesis. Proses itu disimpulkan dari penggalan ayat yang 

berbunyi, “alladzī ja‘ala lakum minasy-syajaril akhdhari nāran”. Yang kedua, 

proses mengeluarkan energi dari unsur kimiawi dalam bentuk energi kalori yang 

dibutuhkan oleh setiap makhluk hidup. Proses yang dikenal dengan catabolism ini 

terambil dari ungkapan, “fa′idzā antum minhu tūqidūn”. Kedua peristiwa ini 

disebut juga metabolism (Al-Miliji, 2005). 

Menurut Tafsir Tematik Departemen Agama (2009) para ulama penyusun 

Tafsir Al-Muntakhab menjelaskan: “Energi surya dapat berpindah ke dalam 

tumbuhtumbuhan melalui proses fotosintesis. Sel tumbuh tumbuhan yang 

mengandung zat hijau daun (klorofil) mengisap karbondioksida dari udara. 

Sebagai akibatnya terjadilah interaksi antara gas karbondioksida dan air yang 

diserap oleh tumbuh-tumbuhan dari dalam tanah akan dihasilkan zat karbohidrat 

berkat bantuan sinar matahari. Dari situ kemudian terbentuk kayu yang pada 

dasarnya terdiri atas komponen kimiawi yang mengandung karbon, hidrogen, dan 

oksigen. Dari kayu itu, manusia kemudian membuat arang sebagai bahan bakar. 

Daya yang tersimpan di dalam arang itu akan keluar ketika ia terbakar. Daya itu 

sendiri dapat dimanfaatkan untuk keperluan memasak, penghangatan, penerangan, 

dan lain-lain. Batu bara yang kita kenal itu pun pada mulanya adalah pohon yang 

tumbuh dan membesar melalui proses asimilasi sinar, kemudian mengalami 

penghangatan dengan cara tertentu sehingga berubah menjadi batu bara setelah 

berjuta tahun lamanya akibat faktor geologi seperti panas, tekanan udara, dan 

sebagainya. 

Berdasarkan penjelasan dari ayat diatas, maka dapat diambil hikmah dan 

pelajaran bahwa pada mulanya manusia memanfaatkan api sebagai sumber energi. 

Api ini dihasilkan dari dua batang kayu yang saling digesekkan sehingga 

timbullah panas dan kemudian menyala api. Hikmah yang dapat dipetik dari ayat 
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diatas adalah kayu dapat digunakan sebagai sumber energi, untuk dimanfaatkan 

dalam kehiduapan sehari-hari. Apabila dikaitkan dengan konteks kehidupan di 

zaman modern seperti saat ini, kayu telah diolah menjadi berbagai macam produk 

turunan yang bermanfaat. Salah satu produk turunannya adalah kertas HVS. 

Kertas merupakan suatu produk berbentuk lembaran-lembaran yang tipis dan rata 

karena telah melalui tahapan pengepresan. Bahan baku pembuatan kertas adalah 

serat alami yang mengandung selulosa yang berasal dari dinding sel tumbuhan. 

Kertas banyak dimanfaatkan dalam kegiatan sehari-hari oleh manusia (Hadi, 

2008).  

Menurut Nata dkk (2013) bahan baku untuk pembuatan kertas berasal dari 

serat, baik serat dari bahan kayu maupun non kayu. Pada umumnya kertas 

diproduksi dari bahan baku serat dari kayu. Dalam bahan kayu maupun non kayu 

terdapat komponen selulosa, hemiselulosa dan lignin. Kandungan selulosa pada 

kertas jauh lebih tinggi dibandingkan dengan kandungan hemiselulosa ataupun 

ligninnya (Fuadi dkk., 2015). Penelitian yang telah dilakukan ini berfokus pada 

pemanfaatan selulosa dari kertas HVS bekas untuk dijadikan substrat dalam 

pembuatan bioetanol. Menurut Fuadi dkk. (2015) pemanfaatan kertas bekas 

sebagai bahan baku bioetanol diharapkan mampu menjadi solusi alternatif agar 

kertas bekas dapat ditingkatkan nilai ekonominya karena selama ini pemanfaatan 

kertas bekas sebagian besar hanya untuk didaur ulang. 

 Manfaat yang dapat diperoleh dari pemanfaatan kertas HVS bekas sebagai 

bahan dalam pembuatan bioetanol selain dapat mengurangi penumpukan sampah 

kertas di lingkungan, juga dapat menghasilkan bioetanol yang dapat digunakan 

sebagai sumber energi terbarukan dan ramah lingkungan. Bioetanol mempunyai 

manfaat yang banyak dalam kehidupan sehari-hari. Bioetanol banyak digunakan 

juga dalam berbagai bidang industri. Menurut Winarno (2011) Etanol banyak 

dimanfaatkan pada berbagai sektor industri antara lain: industri farmasi, kosmetik, 

campuran bahan bakar minyak, dan lain sebagainya.    
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BAB V  

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan   

Berdasarkan pada penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan  

sebagai berikut:  

1. Interaksi variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan lama 

fermentasi tidak berpengaruh nyata terhadap kadar etanol yang dihasilkan 

pada proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas. 

Perlakuan yang optimal adalah interaksi antara jumlah ragi 5 gram dan 

lama fermentasi 4 hari yang menghasilkan kadar etanol tertinggi sebesar 

2,18%. 

2. Variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) berpengaruh nyata 

terhadap kadar etanol yang dihasilkan pada proses fermentasi glukosa 

hasil hidrolisis kertas HVS bekas. Perlakuan yang optimal diperoleh dari 

jumlah ragi 5 gram dengan kadar etanol sebesar 1,97%.  

3. Lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap kadar etanol yang dihasilkan 

pada proses fermentasi glukosa hasil hidrolisis kertas HVS bekas. 

Perlakuan yang optimal diperoleh dari lama fermentasi 4 hari dengan 

kadar etanol sebesar 1,71%.   

 5.2 Saran  

Saran dari penelitian ini antara lain:  

1. Dalam penelitian selanjutnya sebaiknya perlu dilakukan pemilihan metode 

pretreatment yang paling baik dan efisien untuk mendukung pembuatan 

bioetanol dari biomassa lignoselulosa  

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam mengoptimalkan proses 

hidrolisis substrat kertas HVS menggunakan enzim selulase dari mikroba 

yang lain 

3. Perlu dilakukan penelitian mengenai variasi jumlah ragi yang berbeda 

guna mengoptimalkan proses fermentasi     

4. Dalam penelitian selanjutnya sebaiknya perlu ditambahkan perlakuan 

kontrol selama proses fermentasi  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Data Berat Jenis Sampel  

SAMPEL 
ULANGAN KE-1 ULANGAN KE-2 ULANGAN KE-3 

I BS-BP BJ II BS-BP BJ III BS-BP BJ 

A1B1 17,9965 5,0147 0,9987 17,9986 5,0168 0,9991 17,9989 5,0171 0,9992 

A2B1 17,9931 5,0113 0,9980 17,9884 5,0066 0,9971 17,9934 5,0116 0,9981 

A3B1 17,9840 5,0022 0,9962 17,9952 5,0134 0,9984 17,9956 5,0138 0,9985 

A1B2 18,0021 5,0203 0,9998 17,9928 5,0110 0,9979 17,9946 5,0128 0,9983 

A2B2 17,9921 5,0103 0,9978 17,9910 5,0092 0,9976 17,9901 5,0083 0,9974 

A3B2 17,9842 5,0024 0,9962 17,9861 5,0043 0,9966 17,9819 5,0001 0,9958 

A1B3 17,9937 5,0119 0,9981 17,9933 5,0115 0,9980 17,9927 5,0109 0,9979 

A2B3 17,9905 5,0087 0,9975 17,9874 5,0056 0,9969 17,9873 5,0055 0,9969 

A3B3 17,9806 4,9988 0,9955 17,9886 5,0068 0,9971 17,9833 5,0015 0,9961 

A1B4 17,9939 5,0121 0,9982 17,9965 5,0147 0,9987 17,9936 5,0118 0,9981 

A2B4 17,9908 5,0090 0,9976 17,9888 5,0070 0,9972 17,9904 5,0086 0,9975 

A3B4 17,9868 5,0050 0,9968 17,9888 5,0070 0,9972 17,9884 5,0066 0,9971 

 

Rumus Berat Jenis (Specific Gravity/SG): 

  

 

Berat piknometer kosong  = 12,9818 gr 

Berat piknometer berisi Aquades = 18,0031 gr   

 

Keterangan:  

BS= Berat Sampel (gr) 

BP= Berat Piknometer Kosong (gr) = 12,9818 gr 

BJ= Berat Jenis Sampel (gr/cm3) 

 

 

 

 

 

 

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 𝑏𝑎𝑘𝑢 𝑎𝑡𝑎𝑢 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 − 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑝𝑖𝑘𝑛𝑜𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑞𝑢𝑎𝑑𝑒𝑠 − 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑝𝑖𝑘𝑛𝑜𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 
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Lampiran 2. Grafik Kurva Standar Etanol  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data Berat Jenis Larutan Standar Etanol  

Konsentrasi Etanol (%) Berat Jenis (Specific Gravity) 

0 % (Aquades) 1,0000 

2 % 0,9965 

4 % 0,9933 

6 % 0,9912 

8 % 0,9879 

10 % 0,9860 

 

Rumus Kurva Standar Etanol  

y= -0,0028x + 1,0023  

Keterangan:  

y= berat jenis sampel  

x= kadar etanol  
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Contoh Perhitungan Kadar Etanol Sampel (jumlah ragi 5 gram, lama fermentasi 4 

hari):  

 

Perhitungan Berat Jenis Sampel (Specific Gravity) 

Berat larutan sampel= 17,9842 gr  

Berat piknometer berisi Aquades= 18,0031 gr  

Berat piknometer kosong= 12,9818 gr 

Berat Jenis (Specific Gravity/SG) = 
17,9842−12,9818

18,0031−12,9818
 

     = 
5,0024

5,0213
 

     = 0,996236034 gr/cm3  

     = 996,236034 kg/m3 

Lalu data hasil berat jenis sampel tersebut kemudian dimasukkan kedalam rumus 

persamaan kurva standar etanol yang telah dibuat sebelumnya  

𝑦 = −0,0028𝑥 +  1,0023 ,0028x + 1,0023  

erat jenis sampel= 0,996236034 gr/cm3   

0,996236034 = −0,0028𝑥 +  1,0023  1,0023   

034 – 1,0023 = -0,0028x 

−0,006063966 =  −0,0028𝑥 

𝑥 =  
0,006063966

0,0028
 

𝑥 =  2,16570214  

𝑥 =  2,17 % (dibulatkan)  
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Lampiran 3. Data Kadar Bioetanol Hasil Pengukuran dengan Piknometer  

FAKTOR PERLAKUAN KADAR BIOETANOL  

LAMA 

FERMENTASI 

JUMLAH 

RAGI  

ULANGAN 
JUMLAH  RATA-RATA 

1 2 3 

2 HARI 

3 GR 1,29% 1,14% 1,12% 3,55% 1,18% 

4 GR  1,53% 1,87% 1,51% 4,91% 1,64% 

5 GR  2,18% 1,38% 1,35% 4,92% 1,64% 

4 HARI 

3 GR  0,89% 1,55% 1,43% 3,87% 1,29% 

4 GR  1,60% 1,68% 1,75% 5,03% 1,68% 

5 GR  2,17% 2,03% 2,33% 6,53% 2,18% 

6 HARI  

3 GR  1,49% 1,52% 1,56% 4,57% 1,52% 

4 GR  1,72% 1,94% 1,95% 5,60% 1,87% 

5 GR  2,42% 1,85% 2,23% 6,50% 2,17% 

8 HARI  

3 GR  1,48% 1,29% 1,50% 4,26% 1,42% 

4 GR  1,70% 1,84% 1,72% 5,26% 1,75% 

5 GR  1,98% 1,84% 1,87% 5,69% 1,90% 

 

Lampiran 4. Hasil Uji Normalitas  

NPar Tests 
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Lampiran 5. Hasil Statistika Deskriptif  

 

 

Lampiran 6. Analisis Pengaruh Interaksi Variasi Jumlah Ragi Roti 

(Saccharomyces cereviseae) dan Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol  

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Kadar Etanol  

Source 
Type III Sum 

of Squares 
df 

Mean 

Square 
F Sig. 

Corrected Model  3.186a 11 .290 6.385 .000 

Intercept  102.334 1 102.334 2.256E3 .000 

Lama Fermentasi .615 3 .205 4.516 .012 

Jumlah Ragi  2.307 2 1.154 25.435 .000 

Lama Fermentasi*Jumlah 

Ragi  

.264 6 .044 .970 .466 

Error  1.089 24 .045   

Total  106.608 36    

Corrected Total  4.275 35    

a. R Squared = .745 (Adjusted R Squared = .629) 
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Post Hoc Test  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 7. Analisis Pengaruh Variasi Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces 

cereviseae) terhadap Kadar Etanol    

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Kadar Etanol 

Source Type III Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F Sig. 

Jumlah Ragi 2.307 2 1.154 25.435 .000 
 

 

Post Hoc Test 
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Lampiran 8. Analisis Pengaruh Lama Fermentasi terhadap Kadar Etanol  

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Kadar Etanol 

Source Type III Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F Sig. 

Lama Fermentasi  .615 3 .205  4.516 .012 

 

Post Hoc Test  
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Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian  

Serbuk Kasar Kertas HVS Bekas 

 

Proses Delignifikasi Kertas HVS Bekas 

 

Isolat Bakteri Bacillus subtilis untuk 

Produksi Enzim Selulase 

 

Enzim Selulase Bacillus subtilis 

Proses Hidrolisis Kertas HVS Bekas 

Menggunakan Enzim Selulase 

Bacillus subtilis 

 

Larutan Glukosa Hasil Hidrolisis  
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Proses Fermentasi Larutan Glukosa 

Hasil Hidrolisis 

Proses Destilasi Bioetanol 

 

Sampel Etanol Hasil Destilasi 

 

 

 

 

 

 

Pengukuran Kadar Etanol Menggunakan 

Piknometer 
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