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Pengaruh Penambahan Variasi Jumlah Ragi Roti Saccharomyces cerevisiae
dan Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol dari Alga Hijau Spirogyra sp.
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ABSTRAK

Penggunaan energi minyak bumi terus mengalami peningkatan sedangkan produksi dalam
negeri tidak sebanding dengan permintaan, sehingga mendorong diberlakukan kebijakan
impor yang tentunya membebani perekonomian negara. Hal ini sangat berdampak terhadap
pembangunan, dilain sisi efek samping yang ditimbulkan dari penggunaannya
mempengaruhi kualitas lingkungan. Usaha eksplorasi sumber energi alternatif harus terus
dilakukan guna menurunkan masalah yang sudah ditimbulkan dengan menggunakan
sumber lain dari alam yang tentunya berkelanjutan. Bioetanol dapat dipertimbangkan
sebagai solusi bagi masalah tersebut, dihasilkan dengan proses fermentasi biomassa yang
mengandung gula seperti alga hijau Spirogyra sp.. Tujuan dilakukannya penelitian kali ini
adalah untuk mengetahui pengaruh dari setiap perlakuan yang dberikan yaitu jumlah ragi
0,5, 1, dan 2 % serta lama fermentasi 5, 7, dan 9 hari terhadap kadar etanol yang dihasilkan
setelah proses fermentasi alga Spirogyra sp. oleh Saccharomyces cerevisiae. Penelitian kali
ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor yaitu jumlah ragi
Saccharomyces cerevisiae dan lama fermentasi dan dilakukan pengulangan sebanyak tiga
kali. Data hasil percobaan kemudian dianalisis menggunakan Anava dua jalur dan untuk
mengetahui pengaruh nyata dari setiap perlakuan maka digunakan uji DMRT (5%). Hasil
didapatkan bahwa penambahan variasi jumlah ragi Saccharomyces cerevisiae dan lama
fermentasi berpengaruh nyata terhadap kadar etanol. Nilai tertinggi adalah pada
penambahan 2% ragi dan lama fermentasi selama tujuh hari yaitu sebesar 10,10%,
sedangkan nilai terendah pada penambahan 0,5% ragi dan lama fermentasi selama lima
hari sebesar 1,26%.

Kata kunci : Spirogyra sp, jumlah ragi Saccharomyces cerevisiae, lama fermentasi, kadar
etanol
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Effects of Adding Variations in The Number of Breads Saccharomyces
cerevisiae and Long Fermentation to Ethanol Levels of The Spirogyra sp.
Green Algae
Mochamad Mardianto, Liliek Harianie, Oky Bagas Prasetyo

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Islamic State
University Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Oil energy use has been continuing to increase while domestic production is not
comparable to demand, prompting the implementation of an import policies that are
certainly demanding for the economy. This has significantly affected development, on the
other side of the effects of its use affecting the quality of the environment. The exploration
of alternative energy sources must continue to reduce the already posed problems by using
other natural sources that are certainly sustainable. Bioethanol could be considered a
solution to the problem by the process of biomass fermentation containing sugars such as
green algae Spirogyra sp. by Saccharomyces cerevisiae. The purpose of this new study is
to identify the impact of each treatment of 0,5, 1 and 2% of yeast and the length of 5, 7 and
9 days fermentation of ethanol produced after the fermentation of the Spirogyra sp.. The
research uses a random design complete with two factors: Saccharomyces cerevisiae yeast
and old fermentation and repeated repetition of three times. The test results were then
analyzed using Two Way Anova and to know the effects of any treatment used DMRT 5%
test. The result was that the increased variation in the number of soccharomyces cerevisiae
and the duration of fermentation hada definite effect on the ethanol level. The highest
would be the 2.2 percent increase in leaven and the 7-day duration of fermentation by
10,10%, with the lowest value of 0,5% increase in leaven and the length of 5 days of
fermentation by 1,26%.

Keyword: Spirogyra sp. the amount of yeast Saccharomyces cerevisiae, fermentation
time, ethanol level.

vii



sle settl 3305 Saccharomyces cerevisiae ¢l 8¢ 23 @i clidepdl silga) i
.Spirogyra sp.s\uar Alek Ga dailyd)) Sl siga

Ly e s s le dd) b e daza

el ) Al W s Bl el sl ol s i) B celid Wl pund sl <

JéJG&J\E

Al gl it Vg o0 - o zadl @lgdl) 351 ey 0 oy g lgandl i 35 ol 391 I alagind ptid g
dd& e\.\t&ﬁw\ ll e )t(;\ ‘.—’U‘Eu‘\ ‘_SJ& Bgeg};d\ dd& )ég@.‘ Jade My 2, ligaiidl) By o Jé«ﬂ\é Jd g0 L‘;QJ\
DAluap plagiph d& Nadlyy ol dﬁ!\dﬁj\ e ACJ\ e 8! B3) )yl an sl Jdap! 20 Oy g Bl Basa
Bad]) et Bilag AU e MY g J sizd) Jsolsd)) Jlig ) Oy 5 Bl Jogy Msall (e ) Bgid
Jd YA 3—‘4—‘@” Bl 1)) ole (o JJ@J\ &) )'ﬁau'atJ\ g._:J\C i JJ? il b ) aJﬁ d e L‘;aj\ B ﬁcj\
Jject Bidag Ay glipl JMyd) e ol iy 9 5 5,7 e egt) e 7 2 50,51 e Bigiligs

o Jald lghede it Simall axFis . Saccharomyces cerevisiae Gk og Spirogyra sp.<lliz Ul
O M alaptliply JdEdN =0y Jilrt pt a0l ja S8 dad) ) 8 g apid) sazdl g 1) il 3 gas 10dale
T B)sdoy B sad) Biligall gl (DMRT) Ukig!) alagaiph &l calle Jd )i 075 (Anova) s
e sy Jipal s el 1ale jaral 83a s B! Cliga s i) 23p g okl Bl () Bzl ol s(a=
<59 Saccharomyces cerevisiae s 3 yad B5aS g lidieEdll 8iliyal o) gl @oada Jglyd))
e\.’,*) 7 EﬁeJ Jé?é‘:"“ APNPRPIFEN 7.2 BilEa) cyld Bayg dJ&J d};\u;dll Ssra uq_]& dytr-; Jééi& lo) oyl J-f(’té'ﬂ
71.26 lg) 5 53 ypzdl) 53055 yad 70,5 Bilyal <l 8agf iy iy 710.10

Il S lsske 8 5 o g gyl Grled) 2 o L s o (o) Sl

viii



KATA PENGANTAR

Alhamdulillah hirabbil alamiin, puja dan puji syukur selalu dipanjatkan

kehadirat tuhan yang maha esa Dialah Allah SWT yang maha pengasih lagi maha

penyayang. Atas berkah, rahmat, dan karuniah yang telah diberikan, sehingga tugas

akhir yang berjudul ‘“Pengaruh Penambahan Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces

cerevisiae dan Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol Dari Alga Hijau Spirogyra

sp.”, dapat diselesaikan dengan baik. Sholawat serta salam tak lupa dihaturkan

kepada baginda Sayyidina Muhammad SAW yang telah membawa kita dari jaman

kegelapan menuju jaman yang terang-benderang dengan agama islam. Pada

kesempatan ini izinkanlah menyampaikan terima kasih kepada:

1.

Prof. Dr. H. M. Zainuddin, M.A selaku Rektor Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

Dr. Sri Harini, M.Si selaku Dekan Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

Dr. Evika Sandi Savitri selaku Ketua Program Studi Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi atas arahan dan fasilitas yang telah diberikan
kepada penulis

Dr. Dwi Suheriyanto, M.P selaku dosen wali yang telah membimbing
dan memberikan masukan terhadap penulis untuk menyelesaikan
skripsi dengan baik

Ir. Liliek Harianie AR, M.P selaku dosen pembimbing biologi dan
Bapak Oky Bagas Prasetyo M.PdI selaku dosen pembimbing agama
yang telah memberikan arahan, motivasi, kritik dan saran dalam

menyelesaikan tugas akhir skripsi ini.



6. Seluruh dosen dan laboran Program Studi Biologi yang telah
mendidik dan memberikan ilmu yang berlimpah kepada penulis
selama menuntut ilmu

7. Para laboran yang ikut membantu dalam proses perkuliahan serta
penyelesaian penelitian yang tidak bisa penulis sebutkan satu persatu

8. (Almh) Ibu Aida, Bapak Abdul Adim Kosim, kakak, dan keluarga
besar atas bantuan baik itu do’a maupun materi, kasih sayang,
pengertian, motivasi, dan dukungan yang diberikan kepada penulis.

9. Seluruh teman-teman Program Studi Biologi yang telah menemani,
membantu, memberi doa, dan dukungan selama masa perkuliahan.

Penulis berharap semoga hasil dari penelitian ini dapat bermanfaat bagi
banyak pihak, dan memberikan sumbangan pemikiran bagi pengembangan ilmu

pengetahuan.

Malang, Januari 2023

Penulis



DAFTAR ISI

Halaman PEIrSELUJUAN ......uvvvvrverrerreiiiiierieressssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssse... ii
Halaman PengeSANAN...........uuuviriiiiiiiiiiiiiiiiriiireursrreerreereereee e ————————————— iii
PERNYATAAN KEASLIAN TULISAN ...ttt ii
HALAMAN PEDOMAN PENGGUNAAN SKRIPSI .....vvviiiiiiiiiiiiieeee WY}
AB ST RAK .. e a e e Vi
KATA PENGANTAR ...ttt a e e e e e e e e IX
DAFTAR ISH ...t e e e a e e e e e e Xi
DAFTAR TABEL ..ot snsnnsnsnnnnsnnnns Xiii
DAFTAR GAMBAR ...t rae e e Xiv
DAFTAR LAMPIRAN ... asssssssssnnssnnnnnnsnnnnnns XV
BAB |. PENDAHULUAN .....ouinnnnnssnnnsnnnnnnes 1
1.1, Latar BelaKang ... 1
1.2, Rumusan Masalah...........cccceiiiiiiiii i 9
1.3, Tujuan Penelitian ........cocooiiiiieiee e 9
1.4, HIPOTESIS ..ottt bbbt 9
1.5, Manfaat penelitian ..........cccoo i 10
1.6. Batasan Masalah ............cccoooiiiiiii e 10
BAB . KAJIAN PUSTAKA L.ttt e e 12
2.1, Deskripsi BIOBTANOI .........c.eviiiiiiiiiie s 12
2.2, LIgNOSEIUIOSA ...t 13
2.3, SBIUIOSA ..ot 13
P Y o1 [ 1010 )Y/ = ] OSSPSR 14
2.5, SACChAromMYyCeS CEIEVISIAR. ......uueiivireiitieeeiieeesireesite e e se e e sea e e saeeenaee e e 17
2.6, HIAIOIISIS...cciiieiiiie et 19
2.7.  Fermentasi Etanol ............cccovoiiiiiii e 21
2.8, DESHIASI....eciiiie it 25
BAB HHI.METODE PENELITIAN ...ooiiiiii e 26
3.1.  Rancangan Penelitian..........ccccccuieiiiie e 26
3.2, WaKtu dan TemPAL ......ccceeeiiiiieiiiiece e 26
3.3, Variabel Penelitian ............cccoveiiiiiiiie e 27
3.4, Alat dan Bahan..........ccccciiiiiii i 27

AL AlAL . 27

3.4.2. Bahan ..o 28
3.5, Prosedur PENelitian ...........cocvveiiiii i 28

3.5.1.  Persiapan Bahan.........cccccccoeeiiiiiiiiii e 28

3.5.2.  Pretreatment Bahan...........c.cccooceiiii i, 28
3.6.  Hidrolisis Enzimatis Alga Hijau Spirogyra sp........cccccevveeviveeiivneennnnn. 29
3.7.  Penentuan Nilai Gula PereduksSi...........cccccovvuveiiiriiiiii e 29
3.8. Fermentasi Glukosa Hasil Hidrolisis Enzimatis Alga Spirogyra sp..... 31
3.9. Destilasi Larutan Hasil Fermentasi ............cccccoevveeiieeciiie e, 31
3.10.  Penentuan Kadar Bioetanol Berdasarkan Nilai Gravitasi Jenis...... 32

3.10.1.  Pembuatan Kurva Standart Etanol...................cccccoeveeinnnnnn, 32

3.10.2.  Pengukuran Kadar Bioetanol Sampel Hasil Fermentasi ....... 33
3.11.  Analisis Data Menggunakan ANava............ccccceevvveeviiieeiineesine e 33
BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN.......cooiiiieiie et 35

4.1. Pengaruh Kombinasi Perlakuan Penambahan Jumlah Ragi Roti
Saccharomyces cerevisiae dan Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol ... 35

4.2.  Pengaruh Penambahan Variasi Jumlah Ragi Saccharomyces cerevisiae

Terhadap Kadar Etanol..................... s 44



4.3. Pengaruh Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol........................ 48

BAB V. PENUTUP.......ooiiiiit et 54
5.1 KESIMPUIAN .....ooiiiiiiiii s 54
5.2, SAKAN ...t 54
DAFTAR PUSTAKA .ttt 56

Xi



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1.Kandungan Karbohidrat Dari Beberapa Alga.........c.cccccooveinennn. 17
Tabel 4.1. Kadar Glukosa Hasil Hidolisis Alga Hijau Spirogyra sp............... 37
Tabel L1.1. Nilai Absorbansi Glukosa Standar.............ccccocevveeviieeiiieeniieene, 61
Tabel L1.2. Hasil Analisis Kadar Gula Media Sebelum Fermentasi ............. 62
Tabel L1.3. Hasil Analisis Kadar Gula Media Setelah Fermentasi................ 63
Tabel L1.4. Hasil Analisis Kadar Gula Terpakai Pada Proses Fermentasi... 63
Tabel L1.5. Hasil Perhitungan Kurva Standar Etanol .............c..cccccceevvnnne 63
Tabel L1.6. Nilai Berat Jenis Seluruh Sampel (Specific Gravity) ................... 65
Tabel L1.7. Kadar Bioetanol ...........cccoouieeiiiiiiiiie e 65

Xiii



DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.1. Struktur Kimia Rantai Selulosa.............cccccooveiiiiiiiciee, 14
Gambar 2.2. Morfologi Makroskopis dan Mikroskopis Alga Hijau Spirogyra
] O PP 15
Gambar 2.3. Kurva Pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae ..............cc........ 19
Gambar 2.4. Skema Hidrolisis Selulosa Oleh Enzim Selulase..............c......... 21
Gambar 2.5. Skema Alur Fermentasi Etanol..............cccccoovoeiiii e, 23
Gambar 4.1. Kurva Standard GIUKOSa ...........ccceeviiieiiiieiiie e 36
Gambar 4.2. Pengaruh Interaksi Penambahan Jumlah Ragi Saccharomyces
cerevisiae dan lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol ...............c.ccccoee. 39
Gambar 4.3. Pengaruh Penambahan Jumlah Ragi Roti Saccharomyces

(002 =Y TS - TSRS 45
Gambar 4.4. Skema Metabolisme Glukosa Menjadi Etanol Oleh
SaCCNArOMYCES CEIEVISIAR .....c.veiiiieiiiieiee e 47
Gambar 4.5. Diagram Pengaruh Lama Fermentasi Terhadap Kadar
ELANON ... 48
Gambar I11.1, Kurva Standar GIUKOSA ..........cooovvveeiiiieee 61
Gambar I11. 2. Kurva Standar Etanol.............cccccoovveiiie i 64

Xiv



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1.1. Analisis Kadar Gula Menggunakan Metode Fenol-Sulfat..... 61
Lampiran 1.2. Hasil Analisis Kadar Bioetanol Sampel Berdasarkan Nilai

Berat Jenis (SPecific Gravity/SG).........ccoieiiiiiieiiieiie et 63
Lampiran 1. 3. Data Hasil Analisis StatistiK.............cccccoviiiiiiiiiciiicice, 66
Lampiran 1. 4.Dokumentasi Penelitian............cccccoovieiiiiiiiiiciicec 67

XV



BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Meningkatnya sektor industri dan sektor ekonomi yang bersamaan dengan
meningkatnya jumlah penduduk, menyebabkan kebutuhan akan pemenuhan energi
terus mengalami kenaikan. Sumber energi yang terus mengalami kenaikan salah
satunya adalah penggunaan bahan bakar minyak. Menurut data dari kementrian
ESDM kebutuhan bahan bakar minyak terus mengalami lonjakan setiap tahun
dengan rata-rata kenaikan sebesar 1,76%. Pada tahun 2017 kebutuhan energi ini
mencapai 1,420 juta kiloliter (52,58%) dari total penggunaan energi (Sa’adah dkk.,
2017).

Sumber bahan baku penghasil energi fosil terus mengalami penurunan, pada
tahun 2009 total produksi minyak bumi di Indonesia sekitar 340 juta barrel
kemudian terus menurun hingga pada tahun 2019 hanya mencapai 280 juta barrel.
Kondisi tersebut mendorong Indonesia untuk melakukan impor minyak, dan jika
dibiarkan maka dapat menimbulkan Kkrisis energi serta berdampak pada
perekonomian. Menurut (Anugrah dkk., 2020), kebutuhan energi saat ini masih
banyak berasal dari fosil yang mana jumlahnya terbatas, hal ini jika terus berlanjut
maka dapat menimbulkan krisis energi yang mempengaruhi perekonomian negara.
Oleh karena itu, perlu melakukan upaya agar mengurangi ketergantungan dengan
melakukan eksplorasi, pembuatan dan penggunaan bahan bakar dari alam.

Bahan bakar fosil juga telah memberi dampak buruk terhadap kualitas
lingkungan seperti polusi udara, pencemaran (air dan tanah), dan hujan asam.
Beberapa peneliti telah memperingatkan tentang bahaya mulai menipisnya sumber

bahan bakar ini tanpa mengembangkan energi alternatif dan berkelanjutan,



sedangkan pencemaran serta emisi yang dihasilkan dari pembuatan dan penggunaan
bahan bakar ini adalah permasalahan lain yang belum ditangani di berbagai negara.
Pembakaran bahan bakar fosil menyebabkan suhu bumi menjadi meningkat
dikarenakan pembakarannya menghasilkan gas karbondioksida yang telah
menumpuk di atmosfer (Khaira dkk., 2008). Menurut (Oludaisi et al., 2018),
pembakaran yang berasal dari bahan bakar fosil merupakan sumber utama dari
emisi karbon dan masalahnya dapat berlanjut jika tidak ada upaya untuk melakukan
pembaruan energi yang berkelanjutan di negara yang masih berkembang.

Allah telah berfirman dalam surah Ar-Rum ayat ke-41, mengenai kerusakan
yang timbul di muka bumi akibat ulah manusia, bunyi surahnya sebagai berikut:

ST -:fﬁ:st@; 5

Artinya : Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan perbuatan
tangan manusia. (Melalui hal itu) Allah membuat mereka merasakan sebagian dari
(akibat) perbuatan mereka agar mereka kembali (ke jalan yang benar). (Q.S.Ar-
m 41B)érdasarkan ayat tersebut maka dapat diketahui bahwa telah terjadi
kerusakan (al-fasad) di muka bumi baik itu di daratan maupun di lautan. Kerusakan
ini dapat timbul karena ulah manusia yang kurang berhati-hati dalam mengelola
dan menjaga lingkungan, sehingga Allah menurunkan azab bagi mereka yang
berbuat kerusakan agar mereka sadar dan kemudian kembali menuju jalan yang
benar. Maksud dari Al-fasad mempunyai makna “perusakan”. Perusakan ini dapat
berupa pencemaran lingkungan, rusaknya flora dan fauna serta biota laut atau
bahkan kemusnahan alam sehingga tidak layak lagi ditinggali. Hal tersebut bisa
disebabkan karena sifat buruk yang dimiliki manusia seperti serakah, iri, dengki,

sehingga mereka melanggar hukum Allah SWT dengan melakukan eksploitasi alam

secara berlebihan, perampokan, perompakan dan peperangan (Tafsir Kemenag,



2017), Ibnu Abbas RA mengemukakan pendapat bahwa “makna al-fasad maksudnya
tanaman yang sedikit, berkurangnya hasil laut karena dosa-dosa manusia serta
hilangnya keberkahan, kurangnya berkah pada pekerjaan hamba, agar mereka
bertobat”.

Allah SWT menegaskan bahwa sebagian akibat buruk dari perusakan alam
akan diterima manusia dan sebagiannya lagi sudah diatasi dengan menyediakan
sistem yang bisa memulihkan maupun menetralisir. Manusia yang menyandang
tugas sebagai pengganti (khalifah) Allah SWT di muka bumi, maka seharusnya
mampu dalam menjalankan amanah ini dengan baik dan tidak berperilaku yang
menimbulkan kerusakan. Maka dari itu, manusia harus berhati-hati dalam
mengolah dan memanfaatkan sumber daya yang ada agar kehidupan di bumi tetap
lestari.

Penelitian-penelitian mengenai bahan bakar terbarukan saat ini terus
dikembangkan dalam upaya untuk mengurangi ketergantungan terhadap bahan
bakar fosil disamping mengatasi masalah yang timbul akibat penggunaan bahan
bakar tersebut. Bahan bakar nabati (biofuels) merupakan salah satu sumber energi
terbarukan yang bisa dimanfaatkan manusia karena bahan baku di alam cukup
banyak dan tidak semuanya termanfaatkan dengan baik. Sasana & Ghozali (2017)
menyatakan bahwa energi terbarukan harus didapatkan dari sumber daya yang
mudah didapatkan, berkelanjutan dan harus mampu dikelola dengan baik. Adapun
menurut Jaelani (2017) menyatakan, penggunaan energi yang sifatnya
berkelanjutan dapat membantu dalam mengurangi masalah lingkungan. Bahan

bakar nabati yang dapat digunakan sebagai alternatif sumber energi dan



mengurangi ketergantungan terhadap bahan bakar fosil salah satunya adalah
bioetanol.

Bioetanol ini bisa dicampurkan dengan bensin (gasoline) sebagai bahan
bakar alternatif yang sering dikenal dengan gasohol maupun tidak dicampur (Azhar
et al., 2017), dapat dibuat dengan cara memfermentasikan bagian dari suatu bahan
nabati yang mengandung biomassa berupa komponen gula, baik itu dalam bentuk
pati maupun selulosa (Shah & Sen, 2011). Belakangan ini pemanfaatan bioetanol
masih bersumber dari bahan alami yang terkandung gula atau pati tinggi serta
umumnya dihasilkan dari bahan pangan hasil pertanian seperti singkong, tebu,
jagung, dan umbi-umbian. Hal tersebut tentunya telah menimbulkan masalah baru
yang mana terjadi persaingaan antara sumber pangan dengan sumber energi dan
juga membutuhkan lahan yang luas untuk membudidayakan tanaman tersebut.

Kementrian Energi dan Sumber Daya Mineral (KESDM) telah beberapa
kali mengeluarkan peraturan mengenai penggunaan bioetanol sebagai campuran
bahan bakar. Salah satu peraturannya adalah Permen ESDM nomor 12 tahun 2015
yang menyatakan bahwa pada tahun 2020 diwajibkan penggunaan bioetanol E5
(5% etanol dan 95% bensin) yang kemudian meningkat menjadi E20 pada tahun
2025. Akan tetapi dalam perjalannya terjadi beberapa kendala seperti terbatasnya
jumlah bahan baku serta ongkos produksi yang tinggi sehingga peraturan tersebut
direvisi dengan menurunkannya menjadi etanol 2%, tetapi hal tersebut masih juga
belum terlaksana. Maka dari itu, perlu dilakukan upaya-upaya lain seperti
eksplorasi bahan baku lain yang berpotensi menghasilkan etanol terbaik agar dapat

mengatasi dilema tersebut.



Bahan baku potensial yang dapat dimanfaatkan dalam produksi bioetanol
adalah alga. Menurut Chaudhary et al. (2014) di dalam alga terdapat kandungan
karbohidrat yang cukup tinggi, kandungan lignin yang sedikit atau tidak ada sama
sekali serta organisme ini mampu tumbuh dengan mudah dan cepat. Indonesia
merupakan negara dengan perairan yang luas, tentunya terdapat banyak
keanekaragaman jenis-jenis alga yang tumbuh di perairan tersebut. Akan tetapi
pemanfaatannya hanya sebatas industri makanan serta bahan baku komoditas
ekspor. Pertumbuhan industrialisasi yang mengarah pada pemanfaatan alga menjadi
produk-produk lain masih tertinggal dari beberapa negara. Maka dari itu, perlu
dilakukan tindakan kedepan untuk mengeksplorasi dan meneliti mengenai
pemanfaatan alga secara berkesinambungan sebagai produk yang dapat bermanfaat,
dalam hal ini yaitu pembuatan bioetanol.

Salah satu alga atau ganggang yang dapat dimanfaatkan untuk hal tersebut
adalah Spirogyra sp. Alga ini termasuk kelompok ganggang hijau (Chlorophyts)
yang mengandung biomasa karbohidrat tertinggi daripada alga lain yaitu sebesar
33% (Jaya dkk., 2018), sehingga dapat dipertimbangkan sebagai bahan bakar bio
generasi ketiga. Selain itu kandungan ligninnya sangat sedikit sehingga dalam
metode pretreatment pembuatan etanol tidak perlu menambahkan senyawa asam
atau basa. Menurut Eshaq et al., (2010); Singh et al,. (2013) kadar etanol lebih
tinggi dihasilkan pada perlakuan tanpa penambahan asam atau basa.

Spirogyra sp. dapat ditemukan di perairan air tawar terutama yang
menggenang seperti kolam atau danau. Salah satu tempat yang bisa ditemukan
organisme ini dalam jumlah yang melimpah adalah di sumber mata air Desa

Umbulan Kabupaten Pasuruan. Tempat tersebut merupakan sumber mata air



dengan debit air yang cukup besar 4600 liter per detik. Air yang akan dialirkan ke
beberapa kota di Jawa Timur tersebut ditampung terlebih dahulu di suatu
penampungan yang kemudian menjadi kolam dan waduk. Sejauh ini pemanfaatan
alga tersebut ditempat ini masih belum dilakukan dimana keberadaanya dapat
mempengaruhi kualitas dari air. Berdasarkan penelitian dari Eshaq et al.(2010)
Spirogyra sp. dalam keadaan kering mengandung selulosa sebanyak 19%. Senyawa
tersebut merupakan komponen yang berguna dalam proses pembuatan bioetanol
dengan dihidrolisis terlebih dahulu menjadi glukosa (Ungureanu et al.,2020).

Hidrolisis secara enzimatis selulosa dapat dilakukan dengan penambahan
enzim selulase. Proses hidrolisis menggunakan enzim diketahui lebih efisien
daripada menggunakan senyawa asam. Menurut Musatto (2004) pada hidolisis
asam dengan temperatur tinggi dihasilkan produk samping yang bersifat racun dan
dapat menghambat proses fermentasi pembentukan bioetanol. Pada penelitian
Wibowo et al., (2013) yang melakukan hidrolisis Spirogyra sp. menggunakan asam
diketahui menghasilkan kadar gula yang rendah daripada penelitian Sulfahri et al.
(2016) yang melakukannya menggunakan enzim.

Proses fermentasi dilakukan oleh mikroorganisme yang menggunakan
komponen gula untuk proses respirasinya. Salah satu mikroorganisme yang paling
banyak digunakan dalam proses fermentasi adalah ragi roti Saccharomyces
cerevisiae. Menurut Zabed et al. (2014) Saccharomyces cerevisiae Yyang
terkandung dalam ragi roti sudah terseleksi dan mengalami hibridisasi sehingga
mampu tumbuh dalam medium fermentasi lebih cepat dan merubah gula menjadi
etanol lebih efisien. Penggunaan ragi ini juga dapat mempercepat dalam proses

pembuatan bioetanol karena langsung dapat digunakan sebagai starter fermentasi.



Menurut Salsabilla (2013) ragi roti sudah mengandung Saccharomyces cerevisiae
sehinggga dapat digunakan sebagai inokulum secara langsung tanpa perlu
menyiapkan secara khusus.

Selama proses fermentasi berlangsung, mikroba dalam hal ini
Saccharomyces cerevisiae membutuhkan sejumlah substrat gula dan nutrisi lain
yang mencukupi. Semakin banyak jumlah substrat dan nutrisi maka semakin
mendukung pertumbuhan mikroba fermentasi. Menurut Riza (2016) nutrisi yang
dapat ditambahkan ke dalam proses fermentasi didapatkan dari unsur nitrogen (N)
yang dapat diambil dari senyawa urea dan NPK. Komposisi antara substrat, nutrisi,
dan jumlah ragi perlu diperhatikan dalam proses fermentasi agar supaya produk
hasilnya dapat maksimal. Komposisi tersebut dapat dinyatakan dalam persen agar
sesuai dengan volume filtrat yang digunakan.

Jumlah Saccharomyces cerevisiae yang diberikan selama proses fermentasi
dapat mempengaruhi kadar bioetanol yang dihasilkan. Semakin banyak jumlah ragi
yang digunakan maka kadar bioetanol semakin tinggi, dibuktikan dengan hasil
penelitian yaitu jumlah ragi tertinggi sebanyak 20% dengan proses fermentasi
selama tujuh hari pada substrat bahan baku alga Codium gappiorum menghasilkan
kadar etanol tertinggi yaitu sebesar 28,93% (Karta dkk., 2015), dan juga pada
penelitian dari Yuniarti et al. (2018) dengan menggunakan variasi perlakuan 1, 3,
dan 5 gr, didapatkan kandungan etanol tertinggi pada perlakuan pemberian ragi
sebesar 5 gr dengan waktu fermentasi selama tujuh hari yaitu dengan kadar etanol
sebesar 4,91%.

Kondisi penurunan ini juga disebabkan karena pengaruh waktu fermentasi

yang diberikan. Waktu fermentasi memberikan kesempatan kepada mikroba untuk



merubah substrat gula dalam hal ini hasil hidrolisis Spirogyra sp. menjadi etanol.
Pertumbuhan populasi mikroba terdiri dari beberapa fase yaitu fase adaptasi (lag),
fase perkembangbiakan (eksponensial), fase pertumbuhan melambat (stasioner),
dan fase kematian. Etanol yang telah dihasilkan dapat menjadi penghambat proses
fermentasi bahkan menyebabkan kematian mikroba karena terjadi proses oksidasi
senyawa bioetanol menjadi senyawa asam organik dan CO. (Ahmad, 2010).
Menurut Stanley et al. (2010), keberadaan etanol mempengaruhi struktur dan
fungsi dari membran sel khamir Saccharomyces cerevisiae serta menghambat
proses endositosis.

Beberapa penelitian mengenai lama fermentasi sudah dilakukan akan tetapi
penambahan jumlah ragi yang digunakan masih belum dilakukan. Penelitian dari
Eshag et al. (2010) melaporkan bahwa kadar etanol tertinggi dihasilkan pada
fermentasi substrat glukosa hasil hidrolisis Spirogyra sp. selama 6 hari. Menurut
penelitian dari Sulfahri dkk. (2016), proses fermentasi etanol dari alga hijau
Spirogyra sp. selama 4 hari menghasilkan kadar etanol lebih dari 10% sebanyak
1000 mililiter bioetanol dari alga seberat 1300 gr. Dilain sisi, semakin banyak
jumlah ragi yang digunakan semakin cepat dalam menghasilkan kadar etanol. Oleh
karena itu penelitian kali ini dilakukan penambahan jumlah ragi sebanyak 0,5, 1,
dan 2% dari volume filtrat yang digunakan serta dilakukan pada lama fermentasi
5,7 dan 9 hari. Penambahan tersebut bertujuan untuk mengetahui pengaruh
kombinasi penambahan kedua variabel terhadap kadar etanol yang dihasilkan agar

diketahui perlakuan mana yang menghasilkan kadar etanol yang maksimal.



1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dapat dibuat berdasarkan latar belakang penelitian
kali ini adalah.

1. Bagaimana pengaruh kombinasi perlakuan penambahan jumlah ragi roti
Saccharomyces cerevisiae dan lama fermentasi terhadap kadar etanol dari
alga Spirogyra sp. yang dihidrolisis secara enzimatis?.

2. Bagaimana pengaruh penambahan variasi jumlah ragi roti Saccharomyces
cerevisiae terhadap kadar etanol dari alga Spirogyra sp. yang dihidrolisis
secara enzimatis?.

3. Bagaimana pengaruh penambahan variasi lama fermentasi terhadap kadar
etanol dari alga Spirogyra sp. yang dihidrolisis secara enzimatis?.

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian kali ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui pengaruh kombinasi perlakuan penambahan variasi
jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae dan lama fermentasi terhadap
kadar etanol dari alga Spirogyra sp. yang dihidrolisis secara enzimatis

2. Untuk mengetahui pengaruh penambahan variasi jumlah ragi roti
Saccharomyces cerevisiae terhadap kadar etanol dari alga Spirogyra sp.
yang dihidrolisis secara enzimatis.

3. Untuk mengetahui pengaruh penambahan variasi lama fermentasi terhadap
kadar etanol dari alga Spirogyra sp. yang dihidrolisis secara enzimatis.

1.4. Hipotesis

Hipotesis yang dapat dibuat pada penelitian kali ini adalah.
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1. Kombinasi perlakuan jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae dan lama
fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan setelah
proses fermentasi glukosa dari hasil hidrolisis enzimatis alga Spirogyra sp..

2. Penambahan variasi jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae
berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan setelah proses
fermentasi glukosa dari hasil hidrolisis enzimatis alga Spirogyra sp..

3. Lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan setelah
proses fermentasi glukosa dari hasil hidrolisis enzimatis alga Spirogyra sp..

1.5. Manfaat penelitian
Penelitian kali ini diharapkan akan mendapat manfaat sebagai berikut.

1. Menjadi contoh pemanfaatan jenis Spirogyra sp. menjadi sumber energi
alternatif yaitu bioetanol, agar dapat mengurangi ketergantungan terhadap
bahan bakar fosil.

2. Mampu menaikkan nilai ekonomi dari alga jenis Spirogyra sp.

3. Mampu mengurangi permasalahan lingkungan seperti emisi gas
hidrokarbon dan pemanasan global akibat penggunaan bahan bakar fosil.

4. Dapat dikembangkan secara besar sehingga menjadi solusi alternatif dalam
mengatasi masalah krisis energi dan mendukung ketahanan energi nasional
di masa depan.

5. Dapat menjadi solusi jika terjadi kenaikan harga minyak dunia.

6. Mendukung pemerintah dalam upaya kemandirian energi.

1.6. Batasan Masalah

Batasan masalah yang diambil dalam melakukan penelitian kali ini adalah.
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Bahan untuk pembuatan etanol berupa alga hijau Spirogyra sp. didapatkan
dari perairan air tawar di desa Umbulan, kecamatan Winongan, kabupaten
Pasuruan.

. Substrat yang digunakan adalah hasil hidrolisis alga Spirogyra sp.
menggunakan enzim selulase komersial merk Novozyme.

Ragi roti saccharomyces cerevisiae digunakan untuk proses fermentasi
adalah ragi roti komersial bermerk fermipan dengan variasi jumlah 0,5, 1,
dan 2% dari volume filtrat.

Lama fermentasi yang digunakan adalah 5, 7, dan 9 hari.

Pengukuran kadar etanol menggunakan alat piknometer.



BAB 11
KAJIAN PUSTAKA

2.1. Deskripsi Bioetanol

Bioetanol merupakan salah satu jenis bahan bakar nabati (BBN) yang dapat
dihasilkan melalui proses fermentasi oleh mikroorganisme, dengan mengubah
kandungan karbohidrat menjadi senyawa etanol (Shah & Sen, 2011). Senyawa ini
bisa dicampurkan dengan bensin (gasoline) dikenal dengan gasohol maupun tidak
dicampur (Anugrah dkk., 2020). Bahan bakar bio ini memiliki keunggulan seperti
lebih ramah lingkungan, bahan baku yang berlimpah, biaya produksi yang murah,
dan dapat diproduksi secara berkelanjutan (Kristina dkk., 2012). Pada umumnya
dihasilkan dari material bahan baku pertanian yang mengandung gula. Material ini
dapat digolongkan sebagai material generasi pertama (glukosa) dan material
generasi kedua (lignoselulosa dan pati) (Vohra et al., 2014). Selain itu dapat juga
memanfaatkan bahan-bahan lain yang tentu jumlahnya melimpah di alam dan
kandungan gula yang banyak, salah satunya adalah organisme alga. Bioetanol
berbahan baku alga merupakan jenis bioetanol tipe generasi ketiga (Chaudhary et
al., 2014).

Sehubungan dengan kimia organik, etanol merupakan senyawa organik
(mengandung atom C,H,0) turunan hidrokarbon, terdapat gugus hidroksil (OH)
terikat pada atom C ke-2 yang mana menentukan sifat fisis maupun sifat kimianya...
Sifat kimia dari etanol diantaranya berat molekulnya 46,07, mempunyai berat jenis
kurang dari air, tidak larut dalam air, mudah menguap dan terbakar (Endah dkk.,
2007). Bioetanol mempunyai rumus bangun CHz-CH2-OH dan rumus molekul
C2HsOH namun kebanyakan ditulis dengan EtOH atau disebut etil alkohol. Etanol

ini adalah senyawa yang banyak dimanfaatkan oleh manusia sebagai bahan bakar
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alternatif, saat ini etanol telah banyak dikembangkan untuk pembuatannya dari
berbagai bahan baku berupa tumbuh-tumbuhan yang disebut dengan bioetanol
(Anugrah dkk., 2020).
2.2. Lignoselulosa
Lignoselulosa merupakan penyusun terbesar pada tubuh organisme

makhluk hidup yang dapat menyusun makanan sendiri. Biomassa ini telah menjadi
kontributor yang signifikan dalam mencapai tujuan pembangunan berkelanjutan.
Selama beberapa dekade terakhir, para peneliti telah mempraktikkan secara
menyeluruh berbagai teknik untuk menghasilkan energi dari biomassa dan bahan
terkaitnya. Pencapaian ini dapat dikaitkan dengan alasan utama seperti biaya rendah
dan kelimpahan sumbernya. Biomassa lignoselulosa mengacu pada bahan kering
tanaman terutama terdiri dari 25-30% hemiselulosa, 40-50% selulosa, 15-20%
lignin, dan jejak pektin, senyawa nitrogen, dan bahan anorganik (Tayyab et al.,
2017). Komponen yang dapat digunakan sebagai pembuatan bioetanol adalah
selulosa.
2.3. Selulosa

Selulosa merupakan polisakarida tunggal (homopolisakarida) yang terbentuk
dari susunan rantai linier unit 5-D-glukosa yang dihubungkan oleh -1,4 glikosida.
Ikatan hidrogen yang kuat menghubungkan rantai-rantai ini dan membentuk rantai
selulosa menjadi mikrofibril, sehingga menjadikannya berbentuk Kristal.
Mikrofibril ini dibundel bersama untuk membentuk serat selulosa (Rathore et al.,
2014). Selulosa terdiri dari daerah kristal (teratur) yang tahan terhadap degradasi
menggunakan pelarut polar maupun nonpolar dan daerah amorf (tidak teratur) yang

mudah terdegradasi. Selulosa dapat didegradasi menjadi bentuk yang lebih kecil
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seperti glukosa melalui proses hidrolisis dengan bantuan senyawa asam maupun
enzim sehingga dapat digunakan untuk substrat fermentasi dalam produksi
bioetanol. Selulosa ini dapat ditemukan pada dinding sel tanaman tingkat tinggi
maupun protista mirip tumbuhan seperti alga (Kumar et al., 2016). Sumber bahan
baku pembuatan bioetanol ini tidak akan pernah habis dengan dihasilkan melalui
proses fotosintesis organisme tersebut. Struktur rantai selulosa dapat dilihat pada

(gambar 2.1.)
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Gambar 2.1. Struktur kimia rantai selulosa (Lee et al., 2014)
2.4.Spirogyra sp.

Spirogyra sp. merupakan salah satu jenis mikroalga dalam filum
Chlorophyta berwarna hijau karena terdapatnya klorofil sehingga dapat melakukan
fotosintesis, hidup dalam bentuk koloni dan menghuni perairan air tawar maupun
payau. Organisme ini memiliki masa pertumbuhan yang cepat dan mendominasi
suatu perairan sehingga sering dianggap sebagai gulma. Cahaya dan nutrisi yang
tinggi dapat meningkatkan perkembangan dari alga Spirogyra sp. ini (Pratiwi dkk.,
2015). Organisme ini mempunyai efektifitas fotosintesis yang tinggi dengan nilai
rata-rata 6-8% dibandingkan dengan organisme perairan yang lain (Pimpimol et al.,

2020).
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Ganggang ini termasuk dalam ordo Zygnematales yang ditandai dengan
tumbuh dalam bentuk filamen-filamen panjang tidak bercabang. Filamen-filamen
ini menjadi lapisan bawah bagi spesies mikroskopis dan menjadi habitat bagi
organisme air.Alga ini merupakan jenis yang paling mudah dibedakan pada kelas
Zygnemaceae karena genus Spirogyra terdapat bentukan spiral pada kloroplasnya.
Spirogyra sp. merupakan organisme penghuni habitat yang memiliki beraneka
ragam kandungan nitrogen total dan fosfor total, konduktivitas air, dan alkalitas
(Wongsawad & Peerapornpisal, 2015).

Berdasarkan identifikasi secara mikroskopis, alga hijau ini dalam jurnal
penelitian menjelaskan bahwa ciri yang membedakan spesies alga Spirogyra sp.
dengan jenis alga lain adalah adanya pita yang melingkar membentuk spiral pada
kloroplasnya serta mengandung pirenoid. Dinding selnya berwarna hijau pada
bagian tepi serta selnya berbentuk batang agak sedikit melengkung. (Ningrum dkk.,
2016; Syaifuddin dkk., 2018). Alga hijau Spirogyra sp. dapat dilihat dalam

(gambar 2.2.).

Gambar 2.2. Morfologi makroskopis dan mikroskopis alga hijau Spirogyra sp.
(dokumentasi pribadi)

Taksonomi berdasarkan pertumbuhan vegetative dari alga ini dapat dibedakan
berdasarkan tiga karakteristik yaitu: tipe dinding persilangan (replikasi atau

semireplikasi), luas sel, dan banyaknya kloroplas (Wongsawad & Peerapornpisal,
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2015). Genus ini tersebar luas di habitat air tawar termasuk air yang mengalir,
kolam yang permanen atau kolam sementara. Reproduksi seksual golongan alga
zygnematophycea seperti Spirogyra sp. yaitu dengan konjugasi (pelekatan dua
individu yang tidak sejenis) sehingga aplanogametes (gamet tanpa flagella)
dialinkan di antara individu, dua gametangia dari perkawinan yang berbeda jenis
bersatu membentuk sebuah tabung konjugasi, protoplasma satu berpindah ke
protoplasma pasangan, terjadi plasmogami diikuti dengan kariogami. Reproduksi
aseksual dilakukan dengan cara pemutusan talus yang kemudian akan tumbuh
menjadi individu baru (Takano et al., 2019).
Klasifikasi Spirogyra sp. menurut (Chalotra, 2013).
Filum: Chlorophyta
Kelas: Chlorophyceae
Ordo: Zygnemetales
Keluarga: Zygnemetaceae
Marga: Spirogyra
Jenis: Spirogyra sp.

Kandungan yang dapat ditemukan pada alga adalah senyawa organik seperti
karbohidrat, senyawa bioaktif, mineral, vitamin, dan hormon (Sulfahri dkk., 2011).
Secara teoritis, pembuatan bioetanol dari alga bisa jadi pemecahan yang tepat untuk
mengganti bahan bakar minyak. Perihal ini disebabkan kandungan karbohidrat dari
alga yang lumayan besar serta pertumbuhannya cepat (Banati,2009). Alga
Spirogyra sp. yang menurut (Jaya dkk, 2018) memiliki kandungan karbohidrat
lebih tinggi daripada jenis alga lain yaitu dengan nilai 33%, sedangkan menurut

(Eshaq et al., 2010) kandungan selulosa dalam alga kerimg mencapai 19%.
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Kandungan beberapa senyawa organik penyusun Spirogyra sp. dapat dilihat di
bawabh ini.

Tabel 2. 1.Kandungan karbohidrat dari beberapa alga

No Mikroalga Karbohidrat (%) Protein (%) Lipid (%)
1. Prymnesium parvum 25-23 28-45 22-39

2. Spirogyra sp. 33-64 49 11-21

3. Dunaliella salina 32 57 6

4. Tetraselmis macuculata 15 52 3

5. Spirulina maxima 13-16 60-71 6-7

6. Anabaena cylindrica 25-30 43-56 4-7

7. Scenedesmus oblicus 10-17 50-56 12-14

(Hadiyanto dan Maulana Azim, 2012).

2.5. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae merupakan salah satu jenis yeast atau khamir
uniseluler yang berukuran mikroskopis (Puspita dkk., 2020). Ciri-ciri morfologi
dari khamir ini adalah sel berukuran sekitar (5—20um x 1-10um, berbentuk kokus,
oval, hifa bersekat, berwarna putih dengan permukaan yang mengkilap (Talaro,
2012). Genus Saccharomyces digunakan dalam proses fermentasi karena diketahui
sangat efektif mengubah gula yang kompleks menjadi etanol dan zat sejenis. Para
biologis menyatakan bahwa di antara banyak jenis ragi, Saccharomyces cerevisiae
paling efisien dalam berbagai eksperimen. (Hossain et al., 2017).

Berikut klasifikasi Saccharomyces cerevisiae menurut Rehm dan Reed (1983).
Kingdom: Fungi

Division: Eumicotina

Class: Hemiaseomycetes

Order: Endomycetales
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Family: Saccharomycetaceae
Genus: Saccharomyces
Species: Saccharomyces cerevisiae

Ragi (Yeast) berupa mikroorganisme multiseluler atau eukariotik yang
diklasifikasikan di bawah kerajaan fungi. Berbagai jenis ragi tersedia di pasaran
seluruh dunia. Biasanya ragi digunakan dalam proses fermentasi tradisional sejak
zaman dahulu untuk menghasilkan berbagai jenis alkohol (Zabed et al., 2014).
Selama proses fermentasi anaerob, ragi dapat merubah substrat gula dengan sangat
cepat menjadi bioetanol (Mukti & Aryani, 2013). Ragi yang dapat digunakan dalam
proses tersebut seperti ragi dari jenis Saccharomyces cereviae mempunyai
kemampuan toleransi yang besar terhadap etanol sehingga galur ini sering
digunakan untuk proses fermentasi. Yeast ini bisa memfermentasi gula dalam
kondisi anaerob menjadi etanol pada pH 4,0-5,0, dengan keadaan tersebut sebanyak
50% bioetanol dapat dihasilkan selama proses respirasi gula tersebut (Moede et al.,
2017).

Dinding sel S. cerevisiae terbuat dari sekitar 85% polisakarida dan 15%
protein. Fungsi utama dari dinding sel adalah menstabilkan tekanan homeostasis,
melindungi sel-sel dari kerusakan fisik, mempertahankan bentuk sel dan bertindak
sebagai penopang untuk glikoprotein: Target utama stres etanol adalah membran
plasma ragi dan protein hidrofilik dan hidrofobik: Sewaktu khamir dipaparan pada
etanol, fluiditas membran sel lunak meningkat dan stabilitas membran balik
menurun. Konsentrasi etanol 2-6% menghambat endositosis di seluruh selaput
plasma. Paparan etanol pada sel ragi mempengaruhi pertumbuhan protein membran

Pmal, H-ATPase, yang diperlukan untuk mempertahankan potensi pH dan
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membran yang tidak dapat ditembus (Stanley et al., 2010). Jadi keberadaan etanol
dapat mempengaruhi pertumbuhan dari Saccharomyces cerevisiae bahkan jika
konsentrasinya terlalu tinggi dapat menyebabkan kematian pada sel Yeast tersebut.

Pertumbuhan mikroorganisme dalam hal ini Saccharomyces cerevisiae terdiri
dari beberapa fase. Proses metabolisme untuk menghasilkan energi agar menopang
kehidupan selnya ATP dapat bersumber dari glukosa. Setiap molekul glukosa
tersebut diuraikan menjadi ATP dan menghasilkan metabolit primer berupa etanol.

Fase pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae terdiri dari fase penyesuaian (lag
phase), pertumbuhan awal, pertumbuhan eksponensial (log phase), pertumbuhan
lambat, statis, pertumbuhan melambat, dan fase kematian (death phase). Kurva

pertumbuhan mikroba dapat dilihat pada (Gambar 2.3).(Wahono et al., 2011).
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Gambar 2.3. Kurva pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae (Wahono et al., 2011).
2.6. Hidrolisis

Hidrolisis adalah proses penguraian suatu senyawa yang lebih kompleks
menjadi senyawa turunan yang tentu lebih sederhana karena pengaruh keberadaan
air. Hidrolisis karbohidrat merupakan proses untuk mengkonversi polimer
karbohidrat yang masih kompleks (selulosa, amilosa, atau hemiselulosa) menjadi
monomer glukosa dalam hal ini pembuatan bioetanol. Proses ini dapat dibantu

dengan penggunaan senyawa asam atau dengan tambahan enzim (Anugrah dkk.,
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2020). Proses hidrolisis asam dengan memakai asam sulfat (H>SO4) ataupun dengan
memakai asam klorida (HCI). Asam tersebut tergolong ke dalam asam kuat
sehingga mampu menghidrolisis selulosa dengan kristalinitas tinggi..

Hidrolisis enzimatik merupakan dekomposisi katalitik dari biomassa selulosa
menjadi gula yang dapat terjadi dengan penambahan enzim tertentu (Cannella et
al.,2012). Kompleks enzim atau enzim yang terlibat dalam proses hidrolisis
selulosa dikenal dengan nama selulase. Umumnya, tiga jenis utama dari kompleks
enzim selulolitik ini diantaranya adalah: endo-$-1,4-glucanase, exo-1,4-glucanase
dan p-glucosidase, dan cellobiohidroiase (Rathore et al., 2014). Dengan demikian,
selulosa yang ada dalam biomassa lignoselulosa diubah menjadi glukosa dengan
menambahkan enzim selulase (Otieno & Ogutu, 2020). Keuntungan dari hidrolisis
dengan enzim adalah bisa mengurangi pemakaian asam sehingga bisa mengurangi
dampak negatif terhadap lingkungan (Dompeipen & Dewa, 2015). Selain itu kerja
enzim dalam melakukan proses hidrolisis bersifat spesifik, tidak mendegradasikan
gula hasil, serta tidak terjadi reaksi samping (Harismah dkk., 2015).

Proses sederhana hidrolisis enzimatik dari selulosa adalah dihidrolisis
bagian internal amorf (mudah didegradasi) rantai p-1,4-glukosidik selulosa secara
acak oleh endoglucanase, yang memperlihatkan aktivitas hidrolisis rendah terhadap
bagian kristalin. Hasil yang didapat dalam proses tersebut adalah terbentuknya
oligosakarida dengan panjang ikatan rantai yang berbeda dan ujung rantai baru.
Tahap selanjutnya yaitu ujung rantai baru tersebut kemudian diubah menjadi unit
terkecil dari selulosa (selobiosa), dilakukan dengan menghilangkan ujung
nonreduksi dari selo-oligosakarida dan kristalin, amorpus dan asam atau alkali dari

perlakuan selulosa oleh exoglucanase. Tahap terakhir adalah penguraian selobiosa
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(disakarida) menjadi molekul glukosa (monosakarida) oleh g-glukosidase (Rathore
et al., 2014). Proses hidrolisis enzimatis dari selulosa menjadi monomer glukosa

dapat dilihat pada (gambar 2.4.)
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Gambar 2. 4. Skema hidrolisis selulosa oleh enzim selulase

Faktor utama yang mempengaruhi hidrolisis enzimatik adalah faktor-faktor
yang terkait substrat dan yang berhubungan dengan enzim (Otieno & Ogutu, 2020).
Faktor spesifik substrat yang mempengaruhi hidrolisis selulosa adalah porositas,
serat selulosa, kristal lignin dan kandungan hemiselulosa (Kang et al., 2014).
Faktor-faktor yang terkait dengan enzim adalah optimalisasi hormon dari berbagai
jenis enzim, dosis enzim yang diperlukan untuk mencapai hasil gula yang optimal
dan hambatan produk akhir dari aktivitas selulosa (Tayyab et al., 2017). Beberapa
metode telah dikembangkan untuk mencegah hambatan, termasuk penggunaan
enzim dengan konsentrasi tinggi, suplementasi beta-glukosidase selama hidrolisis
dan hilangnya zat gula selama hidrolisis oleh ultrafiltrasi atau proses fermentasi
secara serentak (SSF) (Semencenko et al., 2011).
2.7. Fermentasi Etanol

Fermentasi merupakan proses katabolisme bahan organik oleh

mikroorganisme yang bertujuan untuk menghasilkan energi di dalam sel tanpa
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menggunakan oksigen (respirasi anaerobik) (Bahri dkk., 2019). Proses fermentasi
secara biologis adalah dengan cara mengubah kadar gula menjadi etanol dan juga
hasil samping berupa karbon dioksida melalui penggunaan mikroorganisme yang
luas. Jenis heksosa lainnya seperti fruktosa dan galaktosa, dapat juga diubah
menjadi etanol dengan cara yang sama (Ndegwa et al., 2011). Mikroba lain yang
digunakan dalam proses fermentasi menghasilkan produk metabolit baik primer
maupun sekunder berbeda-beda sesuai kemampuan yang dimiliki oleh tiap
mikroba. Fermentasi glukosa menjadi etanol dapat memanfaatkan mikroba khamir
Saccharomyces cerevisiae.

Fermentasi alkohol diawali dengan proses penguraian glukosa menjadi
asam piruvat atau lebih dikenal dengan proses glikolisis. Setiap molekul glukosa
yang mempunyai enam atom karbon (CsH1206) akan diubah menjadi 2 molekul
asam piruvat beratom karbon 3 (CHzCOCOQ") dan 2 NADH (hasil reduksi NAD™).
Selain itu terjadi reaksi fosforilasi 2 molekul ADP menjadi 2 ATP sebagai energi
mikroba Saccharomyces sp. dan juga terbentuk 2 molekul H.O. Tahap selanjutnya
yaitu pembentukan etanol melalui dua proses, proses pertama adalah dekarboksilasi
asam piruvat oleh piruvat dekarboksilase dengan bantuan tiamin pirofosfat menjadi
asetaldehid, kemudian asetaldehid yang terbentuk kemudian direduksi oleh alkohol
dehidrogenase dengan NADH: menjadi alkohol. Proses fermentasi glukosa menjadi

etanol dapat dilihat pada (gambar 2. 5.) (Handayani, 2016).
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Gambar 2. 5. Skema alur fermentasi etanol

Proses ini dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti suhu, konsentrasi
substrat, jumlah mikroba, waktu yang diberikan sehingga penelitian beberapa
kondisi fisik mengenai proses fermentasi bioetanol juga terus diselidiki. Secara
khusus suhu reaksi, waktu inkubasi, dan ph dipelajari untuk menentukan efeknya
pada fermentasi biomassa selulosa menjadi etanol (Adaganti et al., 2014). Suhu
yang diberikan selama proses fermentasi berpengaruh pada pertmbuhan
miroorganisme. Rata-rata temperatur yang dapat diberikan pada proses ini antara
20°C hingga 30°C. Kebanyakan sel dari jamur Saccharomyces cerevisiae
mempunyai suhu optimal mendekati 30°C. Enzim pengatur aktivitas mikroba dan
proses fermentasi sangat sensitif terhadap suhu tinggi karena dapat mengubah sifat
struktur tersier serta menonaktifkan enzim tersebut. Oleh karena itu, suhu diatur
dengan hati-hati selama proses fermentasi (Azhar et al., 2017).

Substrat dalam hal ini gula sebagai bahan baku menghasilkan energi bagi
kehidupan mikroba. Kadar gula yang diberikan dalam proses fermentasi memiliki
ambang batas minimum sehingga harus terjaga keberadaannya. Peningkatan

konsentrasi dapat meningkatkan hasil metabolit primer yaitu etanol, akan tetapi jika
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terlalu banyak gula yang diberikan maka fermentasi akan berjalan konstan. Hal
tersebut karena kapasitas mikroba dalam melakukan fermentasi sudah melebihi
kemampuannya. Umumnya, tingkat produksi etanol maksimum adalah dicapai saat
menggunakan gula pada konsentrasi 150g/L. Lama waktu yang diberikan
memberikan kesempatan bagi mikroba dalam memfermentasikan substrat. Jika
waktu yang diberikan sangat pendek maka tidak memadai pertumbuhan mikroba
sehingga fermentasi berjalan lambat. Waktu fermentasi lebih lama juga
memberikan pengaruh karena hasil metabolit berupa etanol bersifat toksik pada
pertumbuhan mikroorganisme terutama pada motode batch (Azhar et al., 2017).
Waktu fermentasi yang biasa dicoba 3-14 hari (Bahri dkk., 2019).

Aerasi merupakan salah satu faktor penting yang harus diperhatikan selama
proses fermentasi karena berpengaruh terhadap bioetanol yang dihasilkan. Menurut
Zhou et al. (2018) aerasi tidak hanya memasok oksigen yang diperlukan untuk
pertumbuhan sel, tetapi juga menghilangkan gas buang yang dihasilkan selama
proses fermentasi. Akan tetapi, tingkat aerasi yang lebih tinggi mengakibatkan
pengurangan dalam volume fermentasi. Persediaan oksigen diperlukan untuk
pertumbuhan mikroorganisme dalam fermentasi aerobik, tetapi beberapa
mikroorganisme mungkin terpengaruh oleh kadar oksigen yang tinggi pada
konsentrasi oksigen yang berlebihan.

Nutrien sangat dibutuhkan dalam proses fermentasi karena merupakan
sumber makanan dari mikroba. Mikroorganisme memerlukan nutrien untuk
mendukung proses pertumbuhannya. Nutrien dapat dibedakan menjadi dua yaitu
makronutrien dan mikronutrien. Menurut Tasgin (2017) makronutrien adalah

protein, lemak, karbohidrat dan air sedangkan mikronutrien adalah benda-benda
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yang terdapat dalam jumlah kecil dalam menu makanan, seperti vitamin, mineral,
dan unsur-unsur penunjang (zat besi, fluorin).
2.8. Destilasi

Destilasi merupakan sesuatu prosedur pemisahan larutan menurut
perbandingan titik didih yang ada di dalam campuran larutan. Proses ini dilakukan
dengan mendidihkan campuran yang berbeda jenis. Zat yang mempunyai titik didih
lebih rendah akan menguap lebih dahulu (Seftian dkk., 2012). Peralatan
penyulingan diatur dengan tepat, kemudian suhu dijaga pada 78°C yang merupakan
titik didih dari etanol sedangkan air mendidih jika suhu mencapai 100°C. Menurut
Anderson & Pattanathu (2018) destilasi digunakan untuk menghasilkan etanol
hidrat menggunakan serangkaian kolom distilasi dan perbaikan yang beroperasi di
bawah tekanan atmosfer. Ini adalah teknik yang paling dikenal dari pemurnian
etanol. Prinsip dasar dari alat penyulingan ini adalah pemisahan berdasarkan
perbedaan titik didih atau pencairan setiap konstituen dari campuran homogen

(Masturi dkk., 2017).



BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1.Rancangan Penelitian

Penelitian kali ini merupakan eksperimental laboratorium dengan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) sebagai rancangan penelitian, menggunakan 2
faktor sebagai pola faktorialnya. Faktor pertama adalah variasi jumlah yeast di
dalam ragi yang digunakan, terdiri dari 3 taraf yaitu 0,5, 1, dan 2% dari volume
filtrat. Faktor kedua yaitu lama fermentasi yang dibutuhkan, terdiri dari 3 taraf yaitu
5, 7, dan 9 hari. Berdasarkan rancangan tersebut maka dapat diperoleh 9 variasi
perlakuan dan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
Jumlah ragi 0,5% (S1) dan waktu fermentasi 5 hari (H1)= S1H1
Jumlah ragi 0,5% (S1) dan waktu fermentasi 7 hari (H2)= S1H2
Jumlah ragi 0,5% (S1) dan waktu fermentasi 9 hari (H3)= S1H3
Jumlah ragi 1% (S2) dan waktu fermentasi 5 hari (H1)= S2H1
Jumlah ragi 1% (S2) dan waktu fermentasi 7 hari (H2)= S2H2
Jumlah ragi 1% (S2) dan waktu fermentasi 9 hari (H3)= S2H3
Jumlah ragi 2% (S3) dan waktu fermentasi 5 hari (H1)= S3H1
Jumlah ragi 2% (S3) dan waktu fermentasi 7 hari (H2)= S3H2
Jumlah ragi 2% (S3) dan waktu fermentasi 9 hari (H3)= S3H3
3.2.Waktu dan Tempat

Penelitian dengan judul “Pengaruh Penambahan Variasi Jumlah Ragi Roti
Saccharomyces cerevisiae dan Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol dari Alga
Spirogyra sp. “ dilakukan dari bulan Februari hingga bulan Agustus 2022 berupa
pengumpulan alat dan bahan, identifikasi alga, pengujian sampel, sedangkan untuk

analisis dan pengolahan data pada bulan Oktober 2022. Penelitian kali ini bertempat
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di Laboratorium Mikrobiologi yaitu pada proses identifikasi alga, hidrolisis, serta
fermentasi. Labolatorium Biologi Molekuler untuk perhitungan kadar gula
pereduksi. Laboratorium Kimia Organik pada proses destilasi serta Laboratorium
Analitik untuk proses analisis kadar etanol. Laboratorium tersebut ada di Program
Studi Biologi dan Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3. Variabel Penelitian

Penelitian kali ini menggunakan variabel independen berupa jumlah ragi
Saccharomyces cerevisiae dan juga lama waktu fermentasi. Jumlah ragi
Saccharomyces cerevisiae yang digunakan yaitu: 0,5, 1, dan 2% dari volume filtrat.
Lama waktu yang digunakan dalam proses fermentasi yaitu: 5, 7, dan 9 hari.
Variabel kontrol yang digunakan adalah suhu fermentasi (30°), pH fermentasi (4,5)
(Dompeipen & Dewa, 2015), nutrisi (kadar urea (NH2)2CO) dan kalium fosfat
(KH2PO4) (Jaya,2018), dan jumlah substrat. Variabel dependen yang diamati
dalam penelitian ini adalah kadar etanol yang dihasilkan setelah proses fermentasi
alga Spirogyra sp.
3.4. Alat dan Bahan
3.4.1.Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian kali ini sesuai dalam Febriana
(2020) diantaranya: jaring net, mikroskop binokuler, oven, blender, neraca analitik,
erlenmeyer, batang pengaduk, gelas beaker, kaca arloji, shaker, inkubator,
centrifuge, autoclave, mikropipet, ayakan 60 mesh, gelas ukur, magnetic stirrer,
pipet tetes, pipet volume, spatula, karet penghisap, bunsen, botol kaca, stopwatch,

termometer, pH meter, statif, corong, spektrofotometer, destilator, piknometer.
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3.4.2.Bahan
Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam melaksanakan penelitian kali ini
adalah: alga hijau Spirogyra sp., enzim selulase Novozyme, buffer acetate (pH 5,5),
plastisin, selang, kertas saring, tisu, aquades, H>SO4 2%, fenol 5% etanol 100%,
ragi roti (fermipan), nutrisi (kadar urea (NH2).CO) dan kalium fosfat (KH2PO4).
3.5.Prosedur Penelitian
Langkah-langkah yang dilakukan dalam melaksanakan penelitian kali ini

adalah.
3.5.1. Persiapan Bahan

Alga Spirogyra sp. dikumpulkan dari perairan air tawar di Desa Umbulan
Kabupaten Pasuruan menggunakan alat bantu jaring net, kemudian diidentifikasi
secara makroskopis maupun mikroskopis di Laboratorium Optik. ldentifikasi
mikroskopis alga Spirogyra sp. dilakukan menggunakan mikroskop binokuler
perbesaran 100x (Ningrum et al., 2016). Alga yang sudah berhasil diidentifikasi
selanjutnya dihilangkan kandungan air dengan cara dijemur di bawah sinar
matahari.
3.5.2. Pretreatment Bahan

Proses pretreatment alga Spirogyra sp. dilakukan berdasarkan pada

(Sulfahri et al., 2019) dengan sedikit modifikasi dilakukan dengan cara, biomassa
Spirogyra sp. dikeringkan terlebih dahulu secara manual dibawah sinar matahari
agar tidak terlalu membebani kerja oven, kemudian dioven pada suhu 60"C sampai
kering. Alga yang sudah kering kemudian dihaluskan menggunakan mesin blender

sampai hancur dan lumpang hingga berbentuk serbuk. Selanjutnya disaring
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menggunakan ayakan 60 mesh. Total dari 150 gr Spirogyra sp. yang melewati 60
mesh ayakan kemudian siap dilakukan tahap hidrolisis.
3.6. Hidrolisis Enzimatis Alga Hijau Spirogyra sp.

Proses hidrolisis secara enzimatik ini dilakukan berdasarkan penelitian
Buntoro et al., (2015) dan juga penelitian dari Padil et al. (2017) dengan sedikit
modifikasi, yaitu alga hijau Spirogyra sp. hasil dari proses pretreatment sebanyak
5 g/L dimasukkan ke dalam botol kaca 100 ml, kemudian agar proses hidrolisis
dipertahankan pada pH 5,5 maka ditambahkan senyawa buffer sodium asetat yang
telah dibuat sebanyak 100 ml, kemudian dihomogenkan. Campuran tersebut
kemudian dipanaskan menggunakan Waterbath shaker sampai mencapai suhu
40°C. Setelah mencapai suhu yang diinginkan ditambahkan enzim selulase
sebanyak 0,15 gr (perbandingan 1 gr substrat dengan 0,03 gr enzim) untuk
dihidrolisis dengan proses pengadukan selama 24 jam dan suhu 40°C. Proses
hidrolisis alga pada penelitian kali ini dilakukan dengan bantuan enzim selulase
merk Novozyme berwujud cairan dengan kelarutan 1,25 g/ml dan aktifitas 700 U/g
Hidrolisis ini bertujuan untuk memecah molekul kompleks selulosa menjadi
monomer sederhana yaitu glukosa. Hasil hidrolisis kemudian disentrifugasi selama
10 menit dengan kecepatan 9000 rpm untuk memisahkan padatan dan larutan.
Larutan dipanaskan dengan Waterbath pada suhu 90°C selama 15 menit agar
merusak aktifitas enzim, setelah dingin larutan glukosa hasil hidrolisis disimpan di
dalam freezer.

3.7. Penentuan Nilai Gula Pereduksi
Agar mengetahui kadar gula yang terkandung dalam larutan hasil hidrolisis

maka dapat menggunakan metode Fenol-Sulfat dengan bantuan alat
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Spektrofotometer. Langkah pertama yang harus dilakukan dalam proses ini sesuai
dalam penelitian Wiyantoko (2017), yaitu dibuat terlebih dahulu larutan glukosa
standart dengan konsentrasi 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, dan 0,5 mg/L dari larutan induk
glukosa 10 mg dalam 100 ml aquades. Diambil larutan standart glukosa sebanyak
1 ml ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan larutan fenol 5% dan
dihomogenkan dengan alat vortex agar tercampur, kemudian dituangkan dengan
cepat larutan H>SO4 pekat sebanyak 5 ml ke dalam campuran. Dilakukan proses ini
pada semua deret larutan glukosa standar sambil didiamkan campuran tersebut
selama 10 menit, dihomogenkan dan diletakkan ke dalam waterbatch selama 15
menit. Dibuat kurva standar absorbansi dengan cara diukur nilai absorbansi dari
setiap deret larutan standart glukosa menggunakan alat Spectrofotometer Uv-vis
dengan panjang gelombang 560 nm dan kemudian didapatkan persamaannya.
Pengukuran kandungan glukosa dalam suatu sampel dapat dilakukan
dengan cara mengambil sebanyak 1 ml dari setiap sampel dan diletakkan ke dalam
tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan larutan fenol 5% dan dihomogenkan
menggunakan alat vortex, ditambahkan larutan H2SO4 pekat sebanyak 5 ml ke
dalam campuran secara cepat dan tegak lurus, didiamkan campuran larutan tersebut
selama 10 menit. Dihomogenkan dengan alat vortex dan diletakkan ke dalam
Waterbatch selama 15 menit. Dianalisis kandungan gula yang terdapat pada sampel
menggunakan alat Spectrofotometer Uv-vis dengan panjang gelombang 560 nm.
Hasil dari analisis kemudian dihitung kadar glukosa dengan cara diplotkan nilai
absorbansi dari setiap sampel dengan persamaan dari kurva larutan standar glukosa

(Wiyantoko,2017).



31

3.8. Fermentasi Glukosa Hasil Hidrolisis Enzimatis Alga Spirogyra sp.

Proses fermentasi dilakukan sesuai dengan penelitian Jaya (2018) yaitu
dengan cara dimasukkan hasil hidrolisis yang sudah diukur kadar gula pereduksinya
sebanyak 70 ml ke dalam botol kaca 100 ml, ditambahakan urea 1 gr (2% w/v),
serta NPK 1 gr (2% wi/v) sebagai nutrisi dan dihomogenkan. Selanjutnya, campuran
kemudian disterilkan dari kontaminan dengan autoclave dengan suhu 121°C selama
15 menit, dan kemudian didiamkan sampai dingin. Setelah itu, ditambahkan ragi
roti sebanyak sesuai dengan desain penelitian yaitu 0,5, 1, dan 2% dari volume
subsrat dan kemudian difermentasikan dengan variasi waktu 5, 7, dan 9 hari pada
masing-masing jumlah ragi, dengan temperatur (30°C). Setiap perlakuan
dihindarkan dari kontaminan seperti mikroba lain dengan cara menutup setiap botol
kaca menggunakan karet penutup. Penutup karet dilengkapi dengan selang yang
diteruskan pada wadah berisi air sebagai saluran pengeluaran gas CO; hasil
fermentasi. Setelah proses fermentasi berakhir kemudian dilakukan sentrifugasi
filtrat untuk memisahkan Saccharomyces cerevisiae dengan sisa subsrat dan
kemudian disimpan dalam Freezer. Hasil fermentasi kemudian dihitung penurunan
kadar glukosa sebelum dipisahkan kandungan etanolnya melalui proses destilasi.
3.9. Destilasi Larutan Hasil Fermentasi

Metode yang digunakan dalam proses destilasi sesuai dalam (Bahri et al.,
2019), vyaitu larutan campuran dari fermentasi dimasukkan ke dalam destilator.
Selanjutnya larutan dipanaskan dengan temperatur suhu 79° C, larutan tersebut
kemudian terpisah menjadi etanol dan air karena etanol menguap terlebih dahulu,

sedangkan air masih tertinggal di dalam alat tersebut. Berikutnya uap berupa etanol
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tersebut kemudian diembunkan dengan cara dialirkan ke dalam kondensor dan
kemudian cairan tersebut ditampung menggunakan Erlenmeyer.
3.10. Penentuan Kadar Bioetanol Berdasarkan Nilai Gravitasi Jenis
3.10.1. Pembuatan Kurva Standart Etanol

Penentuan nilai kadar bioetanol berdasarkan nilai gravitasi jenis didapatkan
dengan membuat kurva standart etanol terlebih dahulu. Pembuatan kurva standart
etanol diawali dengan membuat larutan standart etanol dengan variasi konsentrasi
sebesar 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% dari larutan stok etanol absolut.
Rumus pengenceran digunakan untuk menentukan variasi konstrasi larutan standar.
Kurva standart etanol dapat dibuat dengan cara dihitung kadar etanol dari setiap
larutan standartnya menggunakan bantuan alat piknometer. Cara menggunakan alat
ini yaitu ditimbang piknometer yang masih kosong dan harus dalam keadaan
kering, kemudian ditimbang. Aquades ditambahkan hingga penuh dan dikeringkan
permukaan alat, kemudian ditimbang dan dicatat beratnya. Setiap deret larutan
standart dilakukan hal yang sama dan pada akhirnya akan dibuat suatu kurva standar
dengan memplotkan berat jenis terhadap konsentrasi masing-masing etanol

(Ronald, 2014).Metode berat jenis ini dapat dihitung dengan rumus :

Berat larutan baku etanol—berat piknometer kosong

Berat jenis larutan standart etanol =

Berat aquades—berat piknometer kosong
Berat jenis dari setiap larutan standart etanol kemudian digunakan untuk membuat
kurva standart etanol dengan menghubungkan setiap konsentrasi etanol dengan
nilai berat jenis dari setiap konsentrasi tersebut. Kemudian dapat dibuat persamaan

linear Y= ax+b dengan Y adalah nilai berat jenis dan x kadar etanol sampel
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3.10.2. Pengukuran Kadar Bioetanol Sampel Hasil Fermentasi

Penentuan kadar etanol dapat menggunakan alat piknometer dengan melihat
nilai massa jenis dari suatu cairan dalam hal ini bioetanol. Dilakukan dengan cara
ditimbang terlebih dahulu piknometer yang masih belum terisi dan harus dalam
keadaan kering menggunakan neraca analitik, hasil dari timbangan piknometer
kosong disebut dengan berat awal (W1). Langkah berikutnya yaitu diisi alat dengan
aquades dan kemudian ditimbang, hasil timbangan disebut dengan berat kedua
(W2), kemudian dihitung berat aquades dengan cara dikurangkan berat kedua
dengan berat awal (W2-W1). Selanjutnya adalah larutan etanol dimasukkan ke
dalam piknometer dan dikeringkan permukaan luar dari alat tersebut. Ditimbang
alat dan etanol untuk diketahui beratnya dan hasil yang didapat disebut dengan berat
ketiga (W3). Berat etanol kemudian didapat dengan cara mengurangkan berat
ketiga dengan berat pertama (W3-W1). Nilai gravitasi jenis etanol (Spesific

gravitasi/SG) dapat dihitung dengan rumus :

SG = Berat larutan baku etanol (W3—W1)—berat piknometer kosong (W1)
Berat aquades (W2—W1)—beratpiknometer kosong (W1)

Nilai gravitasi jenis yang sudah didapatkan kemudian digunakan untuk
mengetahui kadar dari etanol dengan mencocokkan dengan tabel yang ada di
AOAC (Analysis of Association of Official Analitical Chemists) dan selanjutnya
persentase etanol dihitung (Rahmana et al., 2016).

3.11. Analisis Data Menggunakan Anava

Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial dengan dua variabel
independent yaitu jumlah ragi Saccharomyces cerevisiae dan lama fermentasi
digunakan sebagai rancangan penelitian kali ini. Data hasil perlakuan kemudian

dianalisis secara statistik dengan ANOVA (Analysis of Variance) menggunakan
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program spss 25. Kemudian Duncan Multiple Range Test (DMRT) (0=5%)
digunakan sebagai uji lanjut, bertujuan agar mengetahui bagaimana pengaruh nyata

dari setiap perlakuan terhadap parameter yang diujikan.



4.1.

BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Kombinasi Perlakuan Penambahan  Jumlah
Ragi Roti
Saccharomyces cerevisiae dan Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol

Penelitian ini menggunakan alga hijau Spirogyra sp. sebagai substrat
fermentasi etanol. Secara umum, semua alga termasuk mikroalga jenis Spirogyra
sp. dinding selnya sebagian besar tersusun atas serat selulosa. Penelitian Eshaq et
al.(2010) melaporkan bahwa biomassa Spirogyra sp. mengandung 19% serat
selulosa dalam keadaan kering. Selulosa (CsH100s)n yang terkandung dalam
mikroalga ini tersusun atas beberapa monomer glukosa (homopolisakarida), bersatu
membentuk rantai linear dengan ikatan -1,4 glikosida (Narendhirakannan et al.,
2014). Untuk mendapatkan etanol dari serat selulosa maka perlu dilakukan
penguraian terlebih dahulu, karena substrat yang akan digunakan sebagai
fermentasi adalah glukosa.

Selulosa tidak mudah larut dalam pelarut baik polar maupun nonpolar
sehingga diperlukan senyawa lain yang mampu mendegradasinya. Proses
menguraikan polisakarida selulosa menjadi glukosa dengan adanya suatu air
disebut dengan hidrolisis. Tujuan dilakukannya hidrolisis ini yaitu untuk
mendapatkan glukosa yang mana akan digunakan sebagai sumber karbon (C) oleh
Saccharomyces cerevisiae dalam pertumbuhan dan perkembangannya. Penelitian
kali ini menggunakan enzim selulase merk Novozyme dengan nilai aktivitas 700
U/gram.

Dalam melakukan hidrolisis harus memperhatikan beberapa hal yang dapat
mempengaruhi hasil dari proses tersebut diantaranya jumlah enzim dan substrat,

suhu, serta pH. Menurut Harismah dkk. (2015) pH optimum yang dibutuhkan dalam

proses hidrolisis selulosa menggunakan enzim selulase adalah rentang 5-6. Enzim
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yang ditambahkan dalam proses ini adalah sebanyak 0,15 gr, hal tersebut sesuai
dalam penelitian Padil dkk. (2017) yang melakukan hidrolisis dengan perbandingan
0,03 gr enzim dalam 1 gr substrat. Suhu yang dibutuhkan dalam proses ini adalah
dalam rentang 38-40°C dan dilakukan pengadukan selama 24 jam. Hasil yang
didapatkan pada proses ini dapat dilihat pada (Tabel 4.1).

Hasil tersebut didapatkan setelah dihitung kadar glukosa terbentuk
menggunakan metode fenol-sulfat yang dihitung berdasarkan kurva standar glukosa
sesuai dalam Wibowo dkk. (2013). Kurva standar (gambar 4.1.) yang telah
didapatkan memiliki tingkat linearitas tinggi, yang mana berarti bahwa nilai
absorbansi berbanding lurus dengan kadar glukosa. Hal tersebut dikarenakan nilai
koefisien korelasi (R?) yang hampir mendekati satu yaitu sebesar 0,9748 (Pratama,
2020). Untuk menentukan kadar gula total hasil hidrolisis maka dibuatlah
persamaan linear. Berdasarkan kurva standar glukosa didapatkan persamaan linear
yaitu y = 0.0158x - 0.0516. Kadar glukosa diketahui berdasarkan hasil perhitungan
dalam rumus persamaan linear dengan nilai x adalah kadar glukosa dan nilai y

adalah nilai absorbansi sampel.

Absorbansi (Y)

0.8 y=0.0158x-0.0516 4
0.6
0.4

0.2

0 10 20 30 40 50 60

Gambar 4.1. Kurva standard glukosa
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Tabel 4. 1. Glukosa hasil hidolisis alga hijau Spirogyra sp.

Perlakuan Ulangan - Rata-rata
1 2 3
S1H1 32.32 32.94 34.27 33.18
S2H1 34.84 33.59 32.27 33.57
S3H1 33.62 31.36 33.59 32.86
S1H2 32.59 32.82 33.99 33.13
S2H?2 34.17 32.53 33.60 33.43
S3H2 34.44 33.99 34.43 34.29
S1H3 33.02 31.64 32.62 32.43
S2H3 33.92 36.91 33.59 34.81
S3H3 33.64 33.89 34.34 33.96

Enzim selulase mempunyai kemampuan dalam memecah ikatan rantai Beta
1,4 glikosidik dari polimer selulosa dalam hal ini alga Spirogyra sp. karena selulase
merupakan suatu sistem enzim selulolitik yang memiliki tiga kelompok utama
enzim yaitu endo-beta-1,4 glukanase, selobiohidrolase (exo-beta-1,4 glukanase),
dan beta-glukosidase. Menurut Narendhirakannan et al.(2014). proses sederhana
hidrolisis enzimatik dari selulosa adalah pemutusan ikatan rantai [3-1,4-glikosidik
secara acak oleh endoglucanase pada bagian internal serat amorf, hasil yang didapat
dalam proses tersebut adalah terbentuknya oligosakarida dengan panjang ikatan
rantai yang berbeda dan ujung rantai baru. Tahap selanjutnya yaitu ujung rantai
baru tersebut kemudian diubah menjadi unit terkecil dari selulosa (selobiosa),
dilakukan dengan menghilangkan ujung nonreduksi dari selo-oligosakarida dan
kristalin, amorpus dan asam atau alkali dari perlakuan selulosa oleh exoglucanase.
Tahap terakhir adalah penguraian selobiosa (disakarida) menjadi molekul glukosa
(monosakarida) oleh s-glukosidase.

Glukosa hasil hidrolisis enzimatis kemudian digunakan sebagai substrat

dalam proses fermentasi etanol menggunakan bantuan Saccharomyces cerevisiae
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yang berasal dari ragi roti. Proses ini dilakukan secara anaerob dengan tujuan
menghasilkan etanol serta dilakukan pada suhu ruang (27-30°C). Menurut Zabed et
al. (2014) temperatur ideal dalam proses fermentasi etanol adalah dari rentang 20-
35°C dan akan optimal jika mendekati suhu 30°C.

Berdasarkan (tabel 4.2) dapat diketahui nilai kadar etanol hasil fermentasi
dari setiap kombinasi perlakuan. Kemudian data tersebut dilakukan pengujian
analisis statistik menggunakan Two way Anova. Uji ini dilakukan setelah
mengetahui bahwa data berdistribusi normal berdasarkan uji normalitas dan juga
data homogen. Hasil analisis didapatkan data bahwa kombinasi perlakuan
penambahan jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae berpengaruh nyata
terhadap kadar etanol. Hal tersebut berdasarkan nilai signifikansi yang didapatkan
yaitu 0,00<0,05 (p<0,005) sehingga hO ditolak dan hipotesis diterima. Kemudian
dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range Test jika terdapat pengaruh dari
perlakuan, untuk mengetahui perlakuan mana yang menghasilkan kadar etanol yang

optimal. Data hasil uji statistik dapat dilihat dalam (gambar 4.2.)
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Gambar 4.2. Pengaruh interaksi penambahan jumlah ragi Saccharomyces
cerevisiae dan lama fermentasi terhadap kadar etanol

Keterangan :

S1=jumlah ragi 0,5%, S2=jumlah ragi 1%, S3= jumlah ragi 2%
H1= lama fermentasi 5 hari, H2 lama fermentasi 7 hari, H3= lama fermentasi 9

hari

Tabel 4. 2. Kadar etanol hasil fermentasi dari beberapa perlakuan

Perlakuan Kadar Etanol
S1H1 1.26% a + 0,06
S2H1 1.42% a+0,10
S3H1 2.45% b £ 0,07
S1H2 4.75% c+0,12
S2H2 7.20% e + 0,06
S3H2 10.10 % g* £ 0,20
S1H3 5.12% d + 0,06
S2H3 7.16% e £ 0,10
S3H3 8.50% f+ 0,10

Berdasarkan data hasil uji analisis varian (Anava) dua jalur (Lampiran

L1.3.1.) dapat diketahui bahwa interaksi penambahan variasi jumlah ragi roti

(Saccharomyces cerevisiae) dan lama fermentasi berpengaruh terhadap kadar

etanol yang dihasilkan, hal ini karena nilai signifikansi yang didapatkan yaitu
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0,00<0,05 (p<0,005) sehingga hO ditolak. Menurut Agil (2015) menyatakan bahwa
nilai Sig (p-value) yang lebih kecil dari 0,05 dapat diasumsikan bahwa perlakuan
berpengaruh terhadap variabel yang diamati. Sehingga kemudian dapat dilakukan
uji lanjut menggunakan Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan level
kepercayaan 5% (a=0,05). Berdasarkan hasil uji lanjut DMRT yang telah
dilakukan, diketahui notasi huruf dari beberapa perlakuan banyak ditemukan
perbedaan, hal tersebut menandakan perbedaan yang nyata terhadap hasilnya.
Setiawan (2019) menyatakan dalam menganilisa data Post Hoc perlu melihat tanda
(*) pada kolom mean difference. Perlakuan optimal dalam menghasilkan etanol
adalah penambahan ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) sebanyak 2% dari volume
filtrat dan lama fermentasi selama tujuh hari (S3H2) yaitu dengan kadar etanol
sebesar 10,10%. Hasil terendah didapatkan pada perlakuan penambahan jumlah
ragi 0,5% dan lama fermentasi lima hari (S1H1) sebesar 1,26%. Standar deviasi
dari data statistik deskriptif cukup kecil, sehingga dapat disimpulkan bahwa
penambahan variasi jumlah ragi roti (Saccharomyces cerevisiae) dan lama
fermentasi berpengaruh nyata terhadap kadar etanol yang dihasilkan.

Berdasarkan data hasil penelitian (Gambar 4. 2.) dapat diketahui nilai kadar
etanol dari setiap perlakuan. Dari data tersebut dapat diketahui bahwa semakin
banyak jumlah ragi yang diberikan maka kadar etanol yang dihasilkan semakin
besar, sedangkan lama fermentasi mulai mengalami penurunan pada hari ke-9.
Kadar etanol yang dihasilkan cenderung menurun pada perlakuan penambahan ragi
roti 2% lama fermentasi 9 hari (S3H3) yaitu 8,50%. Selain itu pada lama fermentasi

seminggu (hari ke-7), penambahan jumlah ragi roti 1% (S2H2) berdasarkan uiji
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DMRT diketahui notasi huruf yang sama dengan penambahan 1% (S2H3) ragi,
maka perlakuan tersebut tidak berbeda nyata.

Mikroba seperti khamir Saccharomyces cerevisiae mempunyai fase
pertumbuhan dan perkembangan. Glukosa digunakan sebagai sumber energi yang
kemudian akan dihasilkan etanol sebagai hasil metabolismenya (gambar 4.4.).
Pada lama fermentasi hingga hari ke-5 antara jumlah ragi 0,5 dengan 1%
menghasilkan kadar etanol yang rendah serta tidak berbeda nyata yaitu sebesar 1,26
dan 1,42%, dapat terlihat pada penurunan kadar gula yang digunakan pada saat
fermentasi dengan nilai terendah yaitu 5,34 dan 6,00 % . Hal ini dapat disebabkan
karena mikroba Saccharomyces cerevisiae masih baru selesai dari fase adaptasi dan
tahap ini terjadi proses aktivasi ragi sehingga enzim yang ada dapat berfungsi. Pada
penambahan 2% ragi sudah mulai terjadi pertumbuhan, ditandai dengan perbedaan
nyata dari kadar etanol yang dihasilkan dengan nilai 2,45% dan kadar glukosa yang
digunakan selama fermentasi sebesar 8,87%.

Kadar etanol kemudian terus mengalami kenaikan secara signifikan setelah
melewati lama fermentasi lima hari menuju tujuh hari. Pada setiap perlakuan
penambahan jumlah ragi, kadar etanol terus mengalami kenaikan seiring dengan
meningkatnya jumlah ragi yang diberikan. Kenaikan tersebut dapat disebabkan
karena masa pertumbuhan mikroba sudah mencapai pada tahap eksponensial.
Mikroba seperti Saccharomyces cerevisiae menggunakan glukosa sebagai sumber
energi untuk pertumbuhannya. Menurut Rahmana et al.(2016) metabolisme
glukosa yang dilakukan secara anaerob oleh Saccharomyces cerevisiae

menghasilkan metabolit primer berupa etanol. Hal ini dapat dilihat pada kadar gula
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yang terpakai pada perlakuan kali ini lebih tinggi daripada perlakuan lama
fermentasi 5 hari.

Memasuki lama fermentasi diatas seminggu, kadar etanol masih mengalami
kenaikan pada perlakuan 0,5% ragi dan lama fermentasi 9 hari (S1H3) yaitu dengan
nilai 5,12%. Namun pada perlakuan penambahan 1%, ragi kadar etanol tidak
berbeda nyata yaitu 7,16%. Hal tersebut dapat disebabkan karena mikroba dalam
hal ini Saccharomyces cerevisiae telah mengalami masa pertumbuhan stasioner.
Menurut Puspita et al. (2020) fase pertumbuhan stasioner terjadi ketika laju
pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae sama dengan laju kematiannya sehingga
jumlah populasi organisme akan tetap. Kesetimbangan tersebut dapat terjadi karena
adanya pengurangan derajat pembelahan sel yang bisa disebabkan karena adanya
produk yang bersifat racun terhadap mikroba. Etanol yang telah dihasilkan dapat
menjadi penghambat proses fermentasi bahkan menyebabkan kematian mikroba
karena terjadi proses oksidasi senyawa bioetanol menjadi senyawa asam organik.
Pada perlakuan penambahan ragi 2% kadar etanol mengalami penurunan, hal
tersebut dapat disebabkan karena mikroba yang mengalami proses fermentasi telah
mengalami fase kematian.

Penelitian kali ini sesuai dengan Febriana (2020) yang melaporkan bahwa
penambahan jumlah ragi dapat meningkatkan kadar etanol, akan tetapi akan mulai
menurun jika telah melewati masa stasioner. Pada penelitiannya menggunakan
selulosa dari limbah kopi menyatakan bahwa variasi penambahan jumlah ragi
sebanyak 3, 9, dan 15 gr dan lama fermentasi 1,3, dan 5 hari menghasilkan kadar

etanol tertinggi pada perlakuan 15 gr ragi dalam waktu fermentasi selama sehari
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dengan kadar etanol 2,20% dan mengalami penurunan setelah waktu mencapai lima
hari.

Mushlihah dkk. (2011) melakukan fermentasi etanol dengan bantuan
Saccharomyces cerevisiae.menggunakan substrat alga hijau Spirogyra sp. hasil
hidrolisis menggunakan variasi konsentrasi enzim amilase Dari hasil penelitiannya
ini didapatkan kadar etanol optimum sebesar 9,25% setelah dilakukan fermentasi
selama 10 hari. Selanjutnya ada penelitian dari Ningrum (2016) yang menggunakan
substrat glukosa Spirogyra sp. hasil hidrolisis menggunakan variasi asam, diperoleh
kadar etanol sebesar 7,54% setelah dilakukan fermentasi selama 10 hari.
Berdasarkan hal tersebut dapat diketahui bahwa perlakuan yang diberikan pada
penelitian kali ini lebih optimal sehingga dapat menghasilkan kadar etanol yang
lebih tinggi yaitu sebesar 10,10% pada perlakuan penambahan jumlah ragi 2%
dengan lama fermentasi 7 hari.

Bioetanol pada penelitian kali ini didapatkan melalui proses pemisahan
menggunakan alat destilator terlebih dahulu. Pemisahan ini sering disebut dengan
proses destilasi yang prinsipnya berdasarkan perbedaan titik didih dari campuran.
Campuran yang terbentuk pada proses fermentasi kali ini dapat berupa asam
karboksilat, etanol, air, dan juga sisa glukosa. Menurut pemisahan antara etanol
dengan senyawa asam karboksilat dapat dilakukan karena memiliki selisih titik
didih yang tinggi yaitu 78°C dan 116°C. Setalah dilakukan proses ini maka
kemudian dapat menghitung kadar etanol melalui perhitungan berdasarkan berat
jenis menggunakan alat piknometer.

Nilai kadar etanol yang dihasilkan pada penelitian kali ini masih rendah

untuk digunakan sebagai bahan bakar bioetanol. Menurut Susilo (2017) kadar
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etanol yang harus digunakan sebagai campuran bahan bakar harus lebih besar dari
99,5% atau sering disebut fuel grade ethanol (FGE), karena jika tidak maka dapat
menyebabkan korosi pada mesin kendaraan. Rendahnya nilai kadar etanol tersebut
dapat disebabkan karena adanya kondisi dimana etanol dan air dalam campuran
mencapai titik azeotrop menyebabkan etanol dan air sulit dipisahkan melalui
destilasi. Krell (2002) menyebutkan suatu campuran azeotrop memiliki titik didih
konstan sehingga ketika dididihkan, titik didih fasa uap campuran tersebut sama
dengan fasa cairnya. Etanol dan air mendidih pada 78,4 dan 100°C, sedangkan titik
azeotrop antara campuran air dan etanol adalah pada 78,2°C sehingga pada suhu
tersebut larutan etanol dan air dapat mendidih secara bersamaan pada tekanan
atmosfer yang menyebabkan campuran etanol dan air sulit dipisahkan sehingga
hasil destilasi tidak dapat diperoleh etanol murni 100%.
4.2. Pengaruh Penambahan Variasi Jumlah Ragi Saccharomyces cerevisiae
Terhadap Kadar Etanol

Data hasil fermentasi etanol kemudian diuji menggunakan analisis varian
(Anava) dua jalur, hasil analisis dapat dilihat pada (Lampiran L1.3.1.). Tujuan
dilakukan uji ini adalah untuk mengetahui pengaruh dari variabel perlakuan dalam
hal ini jumlah ragi terhadap kadar etanol. Jumlah ragi yang diberikan adalah
sebanyak 0,5, 1, dan 2% dari volume filtrat fermentasi. Kemudian apabila perlakuan
berpengaruh nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test yang

bertujuan untuk mengetahui perlakuan mana yang optimal dalam menghasilkan

kadar etanol. Data uji tersebut dapat dilihat pada (Gambar 4.3.)
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Gambar 4. 3. Pengaruh penambahan jumlah ragi Saccharomyces cerevisiae

Berdasarkan hasil uji Analisis of Varians (Anova) dua jalur dapat diketahui
bahwa variabel dependen berupa jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae
berpengaruh nyata terhadap variabel yang diamati dalam hal ini kadar etanol (%).
Hal ini didasarkan pada nilai signifikansi yang didapatkan kurang dari nilai o
(sig<0,05) yaitu hanya 0,00 sehingga data kemudian dapat dilakukan uji lanjut
menggunakan Duncan Multiple Range Test (0=0,05). Berdasarkan uji lanjut DMRT
dalam bentuk diagram batang diatas dapat diketahui bahwa semakin banyak jumlah
ragi yang digunakan pada penelitian kali ini maka kadar etanol yang dihasilkan
semakin besar. Perlakuan penambahan jumlah ragi berpengaruh signifikan terhadap
kadar etanol dari glukosa hasil hidrolisis alga hijau Spirogyra sp.. Hal ini ditandai
dengan notasi huruf yang berbeda nyata dari setiap perlakuan. Pada penambahan
jumlah ragi 0,5% dari volume filtrat rata-rata kadar etanol yang didapatkan adalah
sebesar 3,71%, kemudian mengalami kenaikan pada penambahan 1 % yaitu sebesar

5,26%, dan terus mengalami kenaikan pada penambahan 2% yaitu sebesar 7,02 %.
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Hasil penelitian kali ini sesuai dalam Karta, Puspawati dan Ciawi (2015) yang
melakukan fermentasi dari substrat alga Codium gappiorum menyatakan bahwa
semakin banyak jumlah ragi yang digunakan dalam hal ini sebanyak 50, 75, dan
100 gr maka kadar etanol yang dihasilkan semakin meningkat. Saccharomyces
cerevisiae mampu merubah gula menjadi etanol karena reaksinya dibantu oleh
enzim zimase dan invertase yang dihasilkan di dalam selnya. Enzim invertase akan
menghidrolisis disakarida menjadi monosakarida (glukosa dan fruktosa).
Selanjutnya glukosa yang terbentuk kemudian dirubah menjadi etanol oleh enzim
zymase.

Proses fermentasi agar menghasilkan etanol maka dapat dilakukan secara
anaerobik dalam suhu ruang. Glukosa yang didapatkan setelah proses hidrolisis
kemudian akan digunakan sebagai sumber karbon bagi Saccharomyces cerevisiae
dalam proses metabolisme (gambar 4.4.). Setiap molekul glukosa (CeH120s) akan
dipecah menjadi dua molekul etanol (CH3CH.OH) dan dua molekul karbondioksida
(COy). Proses pemecahan glukosa akan menghasilkan energi dalam bentuk ATP
untuk pertumbuhan selnya. Pembentukan etanol diawali dengan proses penguraian
glukosa menjadi asam piruvat atau lebih dikenal dengan proses glikolisis melalui
jalur Embden Meyerhof Parnas (EMP) Setiap molekul glukosa yang mempunyai
enam atom karbon (CeH120s) akan diubah menjadi 2 molekul asam piruvat beratom
karbon 3 (CH3sCOCOQ") dan 2 NADH (hasil reduksi NAD"). Selain itu terjadi
reaksi fosforilasi 2 molekul ADP menjadi 2 ATP sebagai energi mikroba
Saccharomyces sp. dan juga terbentuk 2 molekul H20. NADH (Nikotinamida
Adenina Dinukleotida Hidrogen) adalah elektron berenergi tinggi karena sebagai

koenzim pengikat elektron hidrogen (H), begitu juga ATP (Adenosin Trifosfat)
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yang mana setiap pelepasan fosfatnya menghasilkan energi. Tahap selanjutnya
yaitu pembentukan etanol melalui dua proses, proses pertama adalah dekarboksilasi
asam piruvat oleh piruvat dekarboksilase dengan bantuan tiamin pirofosfat menjadi
asetaldehid, kemudian asetaldehid yang terbentuk kemudian direduksi oleh alkohol

dehidrogenase dengan NADH> menjadi etanol.

Gluk ¥  (Glukos-6-F Qi ruktoss-6-P
ATP
\\‘, ADP
Diludroksiascton fosfat ¢——»  Frukiosa-1 6-di-P
Ticoraldehida. 3P
NADH +H Ghiseraldeluda-3-F Fosfat an -
NAD > . /
NAD \DHH 1 3. Difosfosli
HO AT 3.Fosfogliserat
A )
Ghliserol v
2-Fosfoghserat
.
O ._/'
\DP Asam "‘~ X0
ATP > v
Asam puu
O ,__/I
Asctaldeluda

Enl alkohol

Gambar 4. 4. Skema metabolisme glukosa menjadi etanol oleh Saccharomyces
cerevisiae

Menurut Hossain et al. (2017), menyatakan bahwa diantara banyak jenis
ragi, tampaknya Saccharomyces cerevisiae yang paling efisien dalam beberapa
penelitian karena diketahui sangat efektif dalam mengubah gula menjadi etanol.
Pendapat lain adalah Moede et al. (2017).Saccharomyces cereviae mempunyai
kemampuan toleransi yang besar terhadap etanol sehingga galur ini sering
digunakan untuk proses fermentasi. Ragi komersil seperti ragi roti mudah
didapatkan karena tersedia dalam jumlah yang banyak dan sudah digunakan sejak

zaman dahulu untuk proses fermentasi.
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4.3. Pengaruh Lama Fermentasi Terhadap Kadar Etanol

Kadar etanol yang dihasilkan dari beberapa perlakuan kemudian dianalisis
secara statistik menggunakan Two way Analisis of Varians (Anova) untuk
mengetahui pengaruh variasi lama fermentasi yang diberikan terhadap kadar etanol
yang terbentuk. Lama waktu fermentasi yang digunakan adalah 5, 7, dan 9 hari dan
hasil Anava dua jalur dapat dilihat dalam bentuk diagram pada (gambar 4.5.).
Kemudian jika berbeda nyata maka akan dilanjutkan dengan Dnucan Multiple
Range Test dengan menggunakan taraf kepercayaan (0=5%) untuk mengetahui

perlakuan mana yang terbaik dari parameter yang diamati.

Lama Fermentasi

8.00%
7,35%°

6.00%

5.00%
4.00%

3.00%

0/4a
2.00% )AA)

1.00%

0.00%
Hari ke-5 Hari Ke-7 Hari ke-9

Gambar 4. 5. Diagram pengaruh lama fermentasi terhadap kadar etanol
Berdasarkan hasil uji anava dapat diketahui bahwa ada pengaruh variasi
lama fermentasi terhadap kadar etanol yang terbentuk. Hal ini berdasarkan pada
nilai signifikansi yang didapatkan yaitu 0,00<0,05 (sig<a). Kadar etanol tertinggi
yang didapatkan adalah perlakuan lama fermentasi selama 7 hari dengan kadar
etanol yang dihasilkan yaitu 7,35%, sedangkan kadar etanol terendah adalah pada

perlakuan lama fermentasi 5 hari dengan nilai 1,71%. Kadar etanol yang dihasilkan
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semakin meningkat seiring dengan meningkatnya lama fermentasi yang diberikan.
Hasil penelitian ini sesuai dengan Permei (2022) menggunakan alga merah
Gracilaria verrucosa sebagai substrat dengan variasi waktu fermentasi 0 jam, 24
jam, 48 jam, 72 jam, 96 jam, dan 120 jam. Kandungan bioetanol tertinggi dihasilkan
dari lama waktu fermentasi 96 jam sebesar 8,85% yang menunjukkan kuatnya
pengaruh yang berbeda nyata antara lama waktu fermentasi dengan kadar etanol
yang dihasilkan. Hasil uji DMRT menunjukkan terjadi penurunan setelah lama
fermentasi tujuh hari yaitu sebesar 7,35% menjadi 6,93% pada lama fermentasi
sembilan hari

Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui pada hari ke-5 proses fermentasi
kadar etanol yang dihasilkan masih belum optimal. Hal ini dikarenakan mikroba
masih ada dalam fase adaptasi dengan kondisi lingkungan barunya. Menurut
Gandjar (2006) awal pertumbuhan dari mikroorganisme adalah fase penyesuaian
(lag fase) terlebih dahulu. Mikroba menyesuaikan diri dengan lingkungan dalam
hal ini medium fermentasi serta akan membentuk enzim untuk keperluan
metabolismenya, setelah itu menjadi aktif dan mulai melakukan pembelahan.
Kemudian sel mikroorganisme membelah dengan cepat sehingga jumlahnya
menjadi banyak atau disebut dengan fase pembelahan (eksponensial).

Pembelahan Saccharomyces cerevisiae menghasilkan metabolit primer
berupa etanol sehingga pada pertumbuha dihasilkan dalam jumlah yang banyak.
Pada penelitian kali ini fase pertumbuhan terbaik mikroba adalah pada hari ke-7
dengan menghasilkan kadar etanol mencapai 7,35%. Kemudian mengalami
penurunan pada hari ke-9 dengan nilai rata-rata 6,93% karena jumlah nutrisi dan

gula pada media sudah mulai menurun serta keberadaan etanol dapat



50

mempengaruhi Saccharomyces ceevisiae sehingga pertumbuhan melambat dan
mikroba mulai memasuki masa kematian. . Menurut Ahmad (2010) selama proses
fermentasi berlangsung terjadi proses oksidasi etanol menjadi senyawa asam
organik yang dapat menghambat proses fermentasi bahkan menyebabkan kematian
mikroba.

Allah SWT telah menciptakan semua yang ada di alam ini sebagai rahmat
bagi manusia selama mereka menggunakan akalnya. Firman Allah SWT dalam
surah Al-Jatsiyah ayat 13 menerangkan tentang tanda-tanda kebesaran Allah di

setiap ciptaan-Nya bagi mereka yang menggunakan akalnya untuk berfikir.

Jesled S v lE s o we Sy et & oas (g 80

exél/J JT ‘)’ d’T é J ’jj

)y i

5
Artinya: Dan Dia menundukkan untukmu apa yang ada di langit dan apa yang ada
di bumi semuanya, (sebagai rahmat) dari pada-Nya. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang
berfikir (Q.S. Aljatsiyah (45):13).

Berdasarkan Shihab (2012) dijelaskan bahwa hanya Allah saja yang mampu
menundukkan semua ciptaan-Nya baik yang ada di langit maupun di bumi. Seluruh
ciptaan Allah SWT adalah berkah bagi manusia asalkan mereka menggunakan akal
dan menjalankan ajaran yang sesuai. Manusia telah dianugerahi oleh Allah SWT
dua potensi penting, yaitu potensi fitriyah (di dalam manusia) dan potensi sumber
daya alam (di luar manusia). Selain itu, Al-Qur'an memberikan petunjuk praktis
kepada manusia berupa langkah-langkah penting untuk memahami alam untuk
kemaslahatan yang sebesar-besarnya. Tafsir lbnu Katsir (2005) menerangkan
semua ciptaan seperti bintang-bintang, bumi, gunung-gunung lautan, adalah

karunia Allah dan tiada sekutu bagi-Nya. Tidak hanya ciptaan yang begitu besar

saja tetapi keagungan Allah juga dapat dilihat dari ciptaan yang sangat kecil juga.

e
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Surah Al-Bagarah (1) ayat 26 menerangkan salah satu ciptaan yang tidak

boleh dilihat sebelah mata.

Artinya : Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan seekor nyamuk
atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka mereka
tahu bahwa itu kebenaran dari Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata, “Apakah
maksud Allah dengan perumpamaan ini?” Dengan (perumpamaan) itu banyak
orang yang disesatkanNya,dan dengan itu banyak (pula) orang yang diberi-Nya
petunjuk. Tetapi tidak ada yang Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu selain
orang-orang fasik (QS. Al-Bagarah(1):26).

Ayat tersebut adalah salah satu ayat tamtsil dalam Al-Quran, berisi
perumpamaan dalam hal ini Allah ingin menyampaikan pesan tersirat agar dapat
dijadikan pelajaran oleh manusia. Tafsir Jalalain (2010) menyebutkan bahwa Allah
tidak malu mengangkat nyamuk sebagai perumpamaan, atau bahkan yang lebih
kecil dari nyamuk. Fachr al-Razi mengatakan bahwa penggunaan nyamuk sebagai
metafora adalah kemampuan Tuhan untuk menanggapi kritik, yaitu tanggapan
berupa “al-tibaq” yang sangat berkesan bagi pendengarnya.

E)alam kalimat L # O g § ¢ &0 ditinjau dari arti kata (mufrodat) sesuatu

- -0
yang lebih kecil dari nyamuk dapat diartikan sesuatu yang tidak tampak langsung
oleh mata seperti kuman yang hanya mampu dilihat melalui bantuan mikroskop
berdasarkan pendapat dari Al-Maraghi. Menurut Sayyid Qutub perumpamaan
dalam ayat tersebut dapat diartikan sebagai alat untuk membuka pandangan.
Manusia akan diuji dengan perumpamaan tersebut terhadap hati dan jiwa mereka,

karena hal tersebut banyak orang yang disesatkan dan banyak juga yang diberi

petunjuk. Dalam ayat terakhir menyatakan tidak ada yang disesatkan kecuali orang
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Sesuatu ciptaan Allah SWT vyang Kkecil tersebut seperti mikroba
Saccharomyces cervisiae dan alga hijau Spirogyra sp. ternyata menyimpan suatu
manfaat yang jika terus digali akan membuka tanda kebesaran-Nya. Dari sini dapat
diambil pelajaran bahwa sesuatu yang rendah sekalipun memiliki hikmah yaitu
dapat dimanfaatkan sebagai pembuatan bioetanol untuk membantu kehidupan
manusia. Sesuatu tanda kebesaran tersebut hanya menyertai orang-orang yang

berakal. Dalam surah Ali-Imran (3) ayat ke 190-191 menerangkan mengenai hal ini

dan menunjukkan siapa orang yang menggunakan akal tersebut.

Artinya: Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam
dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal (190).
(Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau dalam
keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia;
Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka (QS: Ali-Imran (3): 190-191)

Ayat diatas menyebutkan kata ‘& ¢3 @

yaitu mereka yang selalu memikirkan segala fenomena yang ada dibumi dalam
setiap aktifitasnya. Hal tersebut dapat menambah keimanan serta kecintaan
mereka kepada zat yang menciptakan. Demikian tersebut merupakan orang yang
mampu menggunakan akal mereka (ulul albab). Maka dari itu, pemahaman akan
suatu konsep dalam hal apa saja sangat penting guna mendapatkan ilmu yang

benar. Sehingga timbul kecintaan
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terhadap ilmu yang dipahami tersebut. Dalam ayat ini, kita bisa mengambil
kesimpulan bahwa kemenangan dan keberuntungan hanyalah dengan mengingat
kebesaran Allah serta memikirkan segala makhluk.

Semua aspek kehidupan manusia tidak akan bisa terlepas dari pemenuhan

kebutuhan energi. Bioetanol merupakan sumber alternatif yang dapat dimaanfatkan
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untuk mengurangi ketergantungan terhadap energi dari fosil. Bahan baku untuk
pembuatan bioetanol berasal dari gula yang tersimpan di dalam organisme
berklorofil baik itu dalam bentuk pati maupun selulosa dalam hal ini mikroalga
Spirogyra sp. Senyawa tersebut didapatkan dari proses fotosintesis yang mana

dapat dilihat dalam surah Al An’am 99 menerangkan mengenai proses tersebut.

Menurut Ibnu Al-Jawzi kata khadhira dapat diartikan sebagai “tanaman
yang hijau”, sedangkan Al-Baidhawi mengartikannya ‘“sesuatu yang berwarna
hijau”. Pada QS. al-Hajj (22): 63, zat hijau daun (klorofil) yang ada pada tumbuhan
berfungsi dalam menyusun gula dari bahan baku air dan CO2 dengan bantuan energi
yang berasal dari sinar matahari. Pada akhirnya energi tersebut tersimpan di dalam
tumbuh-tumbuhan. Dengan kata lain proses fotosintesis dapat menyimpan energi
matahari pada setiap sel organisme yang kemudian dapat dimanfaatkan sebagai
sumber bahan bakar.

Alga hijau Spirogyra sp. dapat melakukan fotosintesis karena terdapat
Klorofil pada selnya. Organisme ini memiliki masa pertumbuhan yang cepat dan
mendominasi suatu perairan sehingga sering dianggap sebagai gulma. Berdasarkan
dari beberapa penelitian dapat diketahui bahwa cahaya dan nutrisi yang tinggi dapat
meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan dari alga Spirogyra sp.. Wilayah
perairan di Indonesia cukup luas dan termasuk negara tropis dengan matahari
bersinar sepanjang tahun maka cocok untuk habitat organisme ini. Oleh karena itu
pemanfaatan Spirogyra sp. menjadi produk lain dalam hal ini pembuatan bioetanol

dapat dipertimbangkan.
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BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka kesimpulan yang dapat

diambil adalah.

1. Kombinasi perlakuan penambahan variasi jumlah ragi roti Saccharomyces
cerevisiae dan lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap kadar etanol
yang dihasilkan. Hasil tertinggi yang mampu dihasilkan yaitu pada
perlakuan penambahan 2% ragi dan lama fermentasi tujuh hari (S3H2) yaitu
dengan kadar etanol sebesar 10,10%. Kadar etanol terendah yang dihasilkan
yaitu pada perlakuan penambahan ragi roti 0,5% dan lama fermentasi lima
hari (S1H1) dengan nilai 1,26%.

2. Jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae yang diberikan berpengaruh
nyata terhadap kadar etanol yaitu semakin banyak jumlah ragi maka kadar
etanol yang dihasilkan semakin meningkat. Kadar etanol tertinggi yang
mampu dihasilkan yaitu pada penambahan jumlah ragi 2% dari volume
filtrat dengan nilai 7,02%

3. Lama fermentasi yang diberikan berpengaruh nyata terhadap kadar etanol
yang dihasilkan yaitu terjadi kenaikan secara signifikan dari hari ke-5
menuju hari ke-7 dengan nilai kadar etanol 1,71% menuju 7,35%, akan
tetapi kemudian terjadi penurunan pada hari ke 9 fermentasi yaitu dengan
nilai 6,92%.

5.2. Saran

Saran yang dapat dibuat pada penelitian kali ini adalah



Penambahan variasi jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae yang
digunakan pada penelitian kali ini perlu ditingkatkan lagi.

Penggunaan jenis mikroba fermentasi yang lain perlu dilakukan untuk
mengetahui kadar etanol yang mampu dihasilkan

Perlu dilakukan metode lain dari pemisahan etanol dari filtrat

Perlu dilakukan metode pemisahan lanjutan guna memisahkan larutan

azeotrop etanol-air agar dihasilkan kadar etanol yang lebih murni
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Data Penelitian
Lampiran 1.1. Analisis Kadar Gula Menggunakan Metode Fenol-Sulfat

L1.1.1. Kurva Standar Glukosa

Tabel L1.1. Nilai absorbansi glukosa standar

Konsentrasi (X) Absorbansi (Y)
10 ppm 0,118
20 ppm 0,251
30 ppm 0,454
40 ppm 0,519
50 ppm 0,776
0.9

0.8 y = 0.0158x - 0.0516
0.7 R?2=0.748
0.6 /
0.5 _
0.4 <
0.3 /
0.2 /
0.1 1
0
0 1 2 3 4

wn
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Gambar L1.1, Kurva standar glukosa

L1.1.2. Kadar Gula Substrat Hasil Hidrolisis

Substrat Spirogyra sp, setelah dihidrolisis kemudian dianalisis kadar glukosa menggunakan metode
fenol-sulfat berdasarkan nilai absorbansi dari UV-Vis, selanjutnya diplotkan dengan kurva standar melalui
persamaan y=0,0158x-0,0516
dengan y merupakan absorbansi dan x adalah kadar gula yang dicari,

Perhitungan kadar gula hasil hidrolisis adalah sebagai berikut:

e Konsentrasi analisa

. . 5000 m,
Konsentrasi analisa = 54r = Y = 50,000 ppm
100 ml 0,11

e Faktor pengenceran

Faktor pengenceran = -2mL__ — 100 kali
0,02 nk

e Kadar gula bahan baku dalam ppm
Y = 0,0158x- 0,0516

2,668 = 0,0158x-0,0516



X = 2,668+0,0516 = 167,9493671
0,0158

= 167,95 ppm

e Kadar gula bahan baku dalam persen

Kadar gula (%) =—adarsulaem)  pp. 1009

konsentrasi

_ 167,95 ppm

50,000 ppm

=34,43%

analisa

x 100 x 100%

Tabel L1.2. Hasil analisis kadar gula media sebelum fermentasi
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Perlak Absorbansi Kadar Gula (%) R
erlakuan 01 m 03 m m 03 ata-rata
S1H1 2,502 2,551 2,656 32,32 32,94 34,27 33,18
S2H1 2,701 2,602 2,498 34,84 33,59 32,27 33,57
S3H1 2,604 2,426 2,602 33,62 31,36 33,59 32,86
S1H2 2,523 2,541 2,634 32,59 32,82 33,99 33,13
S2H2 2,648 2,518 2,603 34,17 32,53 33,6 33,43
S3H2 2,669 2,634 2,668 34,44 33,99 34,43 34,29
S1H3 2,557 2,448 2,525 33,02 31,64 32,62 32,43
S2H3 2,628 2,864 2,602 33,92 36,91 33,59 34,81
S3H3 2,606 2,626 2,661 33,64 33,89 34,34 33,96

L1.1.3. Kadar Gula Substrat Setelah Fermentasi

Sampel setelah fermentasi kemudian dianalisis kadar gula sama dengan perlakuan setelah hidrolisis seperti

berikut:

e Konsentrasi analisa

Konsentrasi analisa = 5.4r

__ 5000 mg __

100 ml

e Faktor pengenceran

0,11

Faktor pengenceran = -2nl__ — 100 kali
0,02 nk

e Kadar gula bahan baku dalam ppm

Y = 0,0158x- 0,0516

1,652 = 0,0158x-0,0516

X = L668+0,0156 — 107,8227848
0,0158

= 107,82 ppm

e Kadar gula bahan baku dalam persen

= 50,000 ppm

Kadar gula (%) =—adarsulaeem) o pp o 100%

konsentrasi

__ 107,82 ppm

50,000 ppm

=21,57%

analisa

x 100 x 100%



Tabel L1.3. Hasil analisis kadar gula media setelah fermentasi
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Absorbansi Kadar Gula (%)
Perlakuan 01 07 03 U1 U2 03 Rata-Rata
S1H1 2.083 2.128 2.232 27.02 27.59 28.91 27.84
S2H1 2.212 2.134 2.032 28.65 27.67 26.37 27.56
S3H1 1.925 1.716 1.888 25.02 22.37 24.55 23.98
S1H2 1.723 1.764 1.862 22.46 22.98 24.22 23.22
S2H2 1.762 1.628 1.728 22.96 21.26 22.53 22.25
S3H2 1.593 1.572 1.552 20.82 20.55 20.30 20.56
S1H3 1.652 1.559 1.622 21.56 20.39 21.18 21.05
S2H3 1.626 1.849 1.612 21.24 24.06 21.06 22.12
S3H3 1.512 1.612 1.614 19.79 21.06 21.08 20.64

Lampiran 1.1.4. Kadar Gula Terpakai pada Proses Fermentasi

Perhitungan konsentrasi gula yang digunakan selama fermentasi, konsentrasi gula prafermentasi

dikurangi dari konsentrasi gula pascafermentasi. Hasil konsentrasi gula yang digunakan dalam proses

fermentasi disusun (Tabel L1.4.).

Kadar gula terpakai (%) (S3H2 (U3)) = (kadar gula sebelum fermentasi — kadar gula setelah fermentasi)%

Tabel L1.4. Hasil analisis kadar gula terpakai pada proses fermentasi

= (34,43-20,30)%

=14,13%

Glukosa Terpakai (%)

Perlakuan U1 U2 U3 Jumlah (%) Rata-Rata (%)
STHI 530 535 537 16.03 534

S2H1 6.19 5.92 5.90 18.01 6.00

S3H1 8.59 8.99 9.04 26.62 8.87

S1H2 1013 984 9.7 29.73 9.91

S2H2 1122 1127 1108 3356 11.19

S3H2 1362 1344 1413 4119 13.73

S1H3 1146 1125 1143 3414 11.38

S2H3 1268 1285 1253 3806 12.69

S3H3 1385 1284 1325  39.94 13.31

Lampiran 1.2. Hasil Analisis Kadar Bioetanol Sampel Berdasarkan Nilai Berat Jenis (Specific
Gravity/SG)
L1.2.1. Kurva Standar Etanol

Tabel L1. 5. Hasil perhitungan kurva standar etanol

Kadar Etanol (%) SG
0 1
2 0,990776657
4 0,985863288
6 0,982501508
8 0,981467115
10 0,980949918
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SG
1.005
1
0.995 '
0.99
0.985 .
0.98 y=-0.0018x+ O,
R?=0.8411
0.975
0 5 10 15

Gambar L1. 2. Kurva standar etanol

L1.2.2. Perhitungan Kadar Etanol Sampel Perlakuan Saccharomyces cerevisiae 2% dan Lama
Fermentasi 7 Hari (S3H2)
Kadar etanol didapatkan dengan menghitung nilai berat jenis dari sampel terlebih dahulu menggunakan

rumus di bawabh ini:

Berat piknometer berisi sampel — berat piknometer kosong
Berat piknometer berisi aquades — berat piknometer kosong

Keterangan:
Berat piknometer berisi sampel = 28,946
Berat piknometer kosong = 17,607

Berat piknometer berisi aquades = 29,208

Contoh; 28946=17607 = () 97741574
29,208—17,607




Tabel L1.6. Nilai berat jenis seluruh sampel (specific gravity)
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Sampel Berat Sampel Berat Sampel-Pikno Kosong Spesific Gravity
S1H1(1) 29,136 11,529 0,993793638
S1H1(2) 29,136 11,529 0,993793638
S1H1(3) 29,134 11,527 0,99362124
S2H1(1) 29,130 11,523 0,993276442
S2H1(2) 29,132 11,525 0,993448841
S2H1(3) 29,134 11,527 0,99362124
S3H1 (1) 29,112 11,505 0,991724851
S3H1(2) 29,110 11,503 0,991552452
S3H1(3) 29,109 11,502 0,991466253
S1H2(1) 29,060 11,453 0,987242479
S1H2(2) 29,062 11,455 0,987414878
S1H2(3) 29,065 11,458 0,987673476
S2H2(1) 29,012 11,405 0,983104905
S2H2(2) 29,010 11,403 0,982932506
S2H2(3) 29,012 11,405 0,983104905
S3H2(1) 28,952 11,345 0,977932937
S3H2(2) 28,954 11,347 0,978105336
S3H2(3) 28,946 11,339 0,97741574
S1H3(1) 29,056 11,449 0,986897681
S1H3(2) 29,054 11,447 0,986725282
S1H3(3) 29,054 11,447 0,986725282
S2H3(1) 29,014 11,407 0,983277304
S2H3(2) 29,012 11,405 0,983104905
S2H3(3) 29,010 11,403 0,982932506
S3H3(1) 28,982 11,375 0,980518921
S3H3(2) 28,986 11,379 0,980863719
S3H3(3) 28,984 11,377 0,98069994

L1.2.3.Cara mendapatkan kadar etanol sampel

Hasil berat jenis sampel kemudian dimasukkan kedalam rumus persamaan kurva standar etanol y=-

0,0018x + 0,996, dimana y adalah berat jenis dan x adalah kadar etanol

Contoh :
Y = -0,0018x + 0,996
0,97741574 =-0,0018x + 0,996
0,97741574 — 0,996
- —0,0018
X = 10,3246
= 10,32%

X

Tabel L1.7. Kadar bioetanol

Kadar Etanol

Sampel Ul U2 U3

5 Hari 0,5% 1,23 1,23 1,32
1% 1,51 1,42 1,32
2% 2,38 2,47 2,52

7 Hari 0,5% 4,87 4,77 4,63
1% 7,16 7,26 7,16
2% 10,04 9,94 10,32

9 Hari 0,5% 5,06 5,15 5,15
1% 7,07 7,16 7,26
2% 8,60 8,41 8,50




Lampiran 1. 3. Data Hasil Analisis Statistik

L1.3.1. Analisis Statistik Menggunakan Two Way Anova
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Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Standardized Residual for Kadar | Statistic Df |Sig. Statistic | df Sig.
Etanol .078 200" .980 27 ].860
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogenity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 |Sig.
Kadar Bioetanol (%) Based on Mean 1.441 8 18 |.246
Based on Median 536 8 18 |.814
Based on Median and with|.536 8 8.202|.802
adjusted df
Based on trimmed mean 1.365 8 18 |.276
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Kadar Bioetanol (%)
Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) (%) | Lama Fermentasi (hari) | Mean | Std. Deviation | N
S1 H1 1.2577 |.05530 3
H2 4.7535 |.12052 3
H3 5.1207 |.05530 3
Total 3.7106 |1.84797 9
S2 H1 1.4173 |.09578 3
H2 7.1959 |.05530 3
H3 7.1639 |.09578 3
Total 5.2590 |2.88226 9
S3 H1 2.4549 |.07315 3
H2 10.1011{.19938 3
H3 8.5032 |.09582 3
Total 7.0197 |3.49479 9
Total H1 1.7100 |.56685 9
H2 7.3502 |2.32154 9
H3 6.9293 |1.47703 9
Total 5.3298 |3.04348 27
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Kadar Bioetanol (%)
Type Il Sum of Partial Eta
Source Squares Df| Mean Square | F Sig. | Squared
Corrected Model 240.639% 8 [30.080 2810.412 .000{.999
Intercept 766.985 1 |766.985 71660.795 .0001.000
Jumlah Ragi 49.343 2 |24.672 2305.116 .000.996
Lama Fermentasi 177.691 2 |88.846 8301.014 .000{.999
Jumlah Ragi*Lama | 13.604 4 13.401 317.759 .000|.986
Fermentasi
Error 193 18|.011
Total 1007.817 27
Corrected Total 240.831 26




L1.3.2. Uji Lanjut Menggunakan Duncan Multiple Range Test (@=5%)

Bioetanol (%)

Duncan?
Jumlah Ragi Roti dan Lama Subset for alpha = 0.05
Feremntasi N 1 2 3 4 5 6 7
S1H1 3 1.2577
S2H1 3 1.4173
S3H1 3 2.4549
S1H2 3 4.7535
S1H3 3 5.1207
S2H3 3 7.1639
S2H2 3 7.1959
S3H3 3 8.5032
S3H2 3 10.1011
Sig. .075 1.000 1.000 1.000 .710 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Jumlah ragi roti Saccharomyces cerevisiae
Duncan?®
Subset
Jumlah Ragi Roti (Saccharomyces cerevisiae) (%) [N|1 2 3
S1 9 [3.7106
S2 9 5.2590
S3 9 7.0197
Slg 1.000 [1.000 |1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =.011.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000.
b. Alpha = .05.
Lama Fermentasi
Duncan®®
Subset
Lama Fermentasi (hari) N 1 2 3
H1 9 1.7100
H3 9 6.9293
H2 9 7.3502
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .011.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000.

b. Alpha = .05.
y
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Lampiran 1. 4.Dokumentasi Penelitian

@Ol::l \S/:::Tc\l::émﬂ: ; : -r/’ 20‘2.;.11. o ,
Pengumpulan Alga Hijau
Spirogyra sp,

Hasil Pengeringan Alga Hijau
Spirogyra sp,

Analisis Kadar Gula Menggunakan
Metode Fenol-Sulfat

Proses Hidrolisis Enzimatis Alga
Spirogyra sp,

Proses Fermentasi Etanol oleh
Saccharomyces cerevisiae
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Destilasi Etanol Hasil Fermentasi

Pengukuran Kadar Etanol
Menggunakan Piknometer
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