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ABSTRAK

Rumput laut coklat Sargassum duplicatum selain banyak digunakan untuk industri makanan-
minuman, kosmetik, dan farmasi juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku untuk produksi
bioetanol karena kandungan selulosanya tinggi dan ligninnya rendah. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mendapatkan kondisi optimum hidrolisis enzimatis untuk produksi bioetanol dari
rumput laut coklat S. duplicatum dengan menggunakan kapang Trichoderma viride dan kondisi
optimum untuk fermentasi menggunakan khamir Pichia angophorae sehingga diperoleh
rendemen etanol yang tinggi. Metode yang digunakan terdiri dari beberapa tahap yaitu karakterisasi
S. duplicatum, hidrolisis enzimatis dengan menggunakan T. viride, dan fermentasi dengan P.
angophorae. Etanol kasar (crude) yang dihasilkan berdasarkan waktu optimum dari hidrolisis
enzimatis dan fermentasi kemudian didistilasi untuk meningkatkan kadar etanolnya. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa waktu optimum untuk hidrolisis enzimatis adalah selama 4 hari
pada suhu 28 °C dan pH 5,77 dengan aktivitas enzim CMCase 3,48 IU/ml yang menghasilkan
gula total 3,01 g/L dan gula pereduksi total 4,26 mg/L. Sedangkan waktu optimum untuk fermentasi
adalah selama 3 hari pada suhu 29 °C dan pH 4,17 dengan tingkat pertumbuhan (OD 600) P.
angophorae 0,48; oksigen terlarut 13,4%; konsentrasi CO, 440,33 mg/L yang menghasilkan
kadar etanol kasar 0,04 g/L. Proses distilasi dapat meningkatkan kadar etanol menjadi 10,50 g/
L.
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ABSTRACT

Brown seaweed Sargassum duplicatum, which has been used widely for food and beverage,
cosmetic, and pharmaceutical industries is also suitable as raw material for bioethanol production
due to its high cellulose and low lignin content. The objectives of this experiment are to find out the
optimum time for enzymatic hydrolysis for bioethanol production from S. duplicatum using fungi
Trichoderma viride and optimum time for fermentation using yeast Pichia angophorae to obtain
high yield of bioethanol. Experimental production method consists of characterization for S.
duplicatum, enzymatic hydrolysis using T. viride and fermentation using P. angophorae. Crude
ethanol produced based on optimum time of enzimatic hydrolysis and fermentation, was then
distilled to increase ethanol content. Result showed that optimum time for enzymatic hydrolysis
was 4 days at a temperature of 28 °C and pH 5.77 with CMCase activity of 3.48 IU/ml resulting in
sugar total of 3.01 g/L and reducing sugar total of 4.26 mg/L. The optimum time for fermentation
was 3 days at a temperature of 29 °C; pH 4.17 with cultivation rate (OD 600) of P. angophorae of
0.48; dissolved oxygen of 13.4%; and CO, concentration of 440.33 mg/L resulting in crude ethanol
content of 0.04 g/L. The distillation process increased up to 10.50 g/L ethanol content.
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PENDAHULUAN

Sargassum merupakan salah satu jenis rumput
laut coklat di Indonesia yang bernilai ekonomis,
memiliki umur panen yang relatif singkat, tersebar
luas di perairan Indonesia (Kadi & Atmadija, 1988)
dengan potensi produksinya cukup tinggi namun
produksinya masih banyak berasal dari hasil panen
persediaan dari alami (Saputra et al., 2012).
Sargassum banyak mengandung polisakarida alginat
yang dimanfaatkan untuk industri makanan-minuman,
kosmetik, dan farmasi. Polisakarida lainnya adalah
selulosa (bagian dari dinding sel), mannitol (sebagai
karbohidrat tersimpan) dan fucoidan (Kloareg et al.,
1986). Selulosa pada Sargassum berkisar antara
23,97-35,22% (Kawaroe et al., 2012; Saputra et al.,
2012). Selulosa yang dimanfaatkan adalah produk
turunannya yaitu carboxymethyl cellulose (CMC) yang
banyak dimanfaatkan sebagai bahan penstabil,
pengental, dan pengemulsi (Anon., 2014). Mannitol
terkandung dalam Sargassum sebanyak 1,8-5,0%
(Kalimuthu, 1969) dimanfaatkan pada makanan dan
industri farmasi (Kloareg et al., 1986).

Kandungan selulosa yang tinggi pada Sargassum
merupakan salah satu potensi untuk dijadikan sebagai
bahan baku untuk produksi bioetanol yang dapat
dimanfaatkan sebagai sumber energi terbarukan
(bioenergy). Bioetanol merupakan etanol yang
diproduksi dari lignoselulosa (jagung, singkong,
sorgum, kentang, gandum, tebu, dan bit) atau limbah
biomassa (tongkol jagung, limbah jerami, dan limbah
sayuran lainnya) atau rumput laut (Anon., 2008).

Menurut Adams et al. (2009), dengan
menggunakan enzim yang tepat, selulosa, mannitol,
dan laminaran dapat dihidrolisis dan dikonversi menjadi
glukosa dan fruktosa setelah itu dengan menggunakan
khamir dapat diproduksi menjadi bioetanol. Namun
karena kompleknya komposisi dari monosakarida
saat hidrolisis dan fermentasi mengakibatkan
ketidakkonsistenan pada tahapan produksi bioetanol
(Hyeon et al., 2011). Horn et al. (2000) melakukan
penelitian produksi bioetanol dengan bahan baku
mannitol dari hasil ekstraksi rumput laut coklat
Laminaria hyperborea dengan menggunakan khamir
Pichia angophorae. Penelitian tersebut menghasilkan
etanol sebanyak 40% (b/b). P. angophorae lebih
berpotensi digunakan dalam produksi bioetanol dari
rumput laut coklat dibandingkan dengan
Saccharomyces dikarenakan saat memfermentasi
gula alkohol (mannitol) Saccharomyces membutuhkan
pasokan oksigen agar tidak terjadi kekurangan enzim
transhydrogenase pada saat oksidasi glukosa (lack
transhydrogenase) (Quain & Boulton, 1987). Penelitian
lain yang dilakukan oleh Borines et al. (2013) yaitu
produksi bioetanol dari Sargassum spp menggunakan
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selulase dari T. reeseii ATCC 26921, dan P.
angophorae serta selobiase dari Aspergillus niger
Novozyme 188.

Berdasarkan penelitian di atas dan melihat
kenyataan kadar selulosa yang tinggi dan mannitol
yang dikandungnya, Sargassum berpotensi untuk
dimanfaatkan sebagai bahan baku produksi bioetanol.
Kondisi optimum untuk memproduksi bioetanol
dengan variasi penggunaan T. viride dan P.
angophorae belum diketahui maka dilakukan
penelitian ini dengan tujuan untuk mendapatkan
kondisi optimum produksi bioetanol dari rumput laut
coklat Sargassum duplicatum dengan menggunakan
T. viride dan P. angophorae sehingga dapat diperoleh
rendemen etanol yang tinggi. Tahapan produksinya
meliputi hidrolisis enzimatis dan fermentasi yang
kemudian diikuti dengan distilasi.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan adalah rumput laut coklat
Sargassum duplicatum yang dipanen dari perairan di
daerah Binuangeun, Propinsi Banten. S. duplicatum
dibawa ke laboratorium dalam kondisi segar
menggunakan cool box. Bahan lain yang digunakan
adalah kapang Trichoderma viride, khamir Pichia
angophorae CBS 5830, media Andreoti, pepton, tween
80, media PDA (potato dextrose agar), media GPYA
(glucose peptone yeast extract agar), HCI, NaOH, dan
buffer sitrat. Sedangkan bahan kimia untuk analisa
adalah H,SO,, NaOH, HCI, heksan, etanol, HNO,,
Na,SO,, NaClO,, CH,COOH, glukosa standar,
mannitol standar, larutan fenol, asam 3,5-
dinitrosalisilat (DNS), Na-metabisulfit, dan larutan
buffer pH (4, 7, dan 11).

Alat-alat yang digunakan meliputi: hammer mill
dengan ukuran saringan 60 mesh, stainless steel
batch bioreaktor dengan double jacket hasil rakitan
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Pengolahan Produk dan Boteknologi Kelautan dan
Perikanan (BBP4BKP) kapasitas 5 liter, pH meter,
CO, detector, dissolved oxygen (DO) meter, dan
peralatan distilasi. Sedangkan alat-alat analisa
meliputi: Spektrometer UV/VIS (Perkin EImer lamda
25), Breeze 2 High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Waters, dan Gas
Chromatography (GC) (Shimadzu QP2010).

Metode

Tahapan penelitian produksi bioetanol dari S.
duplicatum meliputi: (1) pembuatan tepung S.
duplicatum dan karakterisasi, (2) hidrolisis enzimatis,
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dan (3) fermentasi. Setelah itu dilakukan produksi
bioetanol secara keseluruhan berdasarkan waktu
optimum hidrolisis enzimatis dan fermentasi. Etanol
kasar yang dihasilkan kemudian didistilasi untuk
mendapatkan etanol murni. Setiap tahap proses
dilakukan dengan dua kali ulangan. Rincian setiap
tahapan tersebut dapat dilihat pada Gambar 1.

Pembuatan dan karakterisasi tepung
S. duplicatum

Untuk mengurangi kristalisasi selulosa (Resita,
2006) yang dapat menurunkan kekuatan mekaniknya
(Widyaningsih & Diastuti, 2008) dan memperkecil
ukuran, S. duplicatum segar yang telah dibawa ke
laboratorium kemudian dibersihkan, dikeringkan, dan
dihaluskan menggunakan hammer mill hingga
ukuran 60 mesh. Tepung S. duplicatum diamati
karakteristiknya yang meliputi kadar air (AOAC, 2005),
selulosa dengan menggunakan metode TAPPI: T17
wd-70 (Irawati, 2006) yang dilakukan di Laboratorium
Kimia Hasil Hutan-THH, IPB, dan penentuan kadar
mannitol menggunakan HPLC yang dilakukan di

Laboratorium Terpadu, IPB dengan kondisi
operasional HPLC sebagai berikut:

Fase gerak : air bebas ion

Laju alir : 0,5 ml/menit

Suhu kolom :80°C

Kolom : varian Metacarb Ca plus
Detector : Refractive Index Detector (RID)

Pengekstrak  : air

Hidrolisis enzimatis

Hidrolisis enzimatis dimaksudkan untuk mengubah
selulosa menjadi gula pereduksi dengan bantuan T.
viride sebagai penghasil selulase. Dalam tahap ini akan
ditentukan waktu optimum hidrolisis (1-9 hari) untuk
menghasilkan gula pereduksi total tertinggi. Dalam
proses ini, T. viride dikultivasi pada media PDA miring
kemudian kapang dipanen untuk digunakan dalam
hidrolisis. Kultivasi T. viride dilakukan pada media PDA
miring dan suhu 25-28 °C selama tujuh hari (Arnata,
2009). Setelah hari ke tujuh, kapang dipanen dan
disuspensikan dalam 10 ml akuades steril untuk
selanjutnya digunakan dalam hidrolisis.

Sargassum duplicatum

Kultivasi kapang T. viride/

Cultivation of T. viride

Hidrolisis enzimatis dengan kapang T. viride
suhu 25-28 °C, pH 4,8, 1-9 hari/

> Enzymatic hydrolysis with T. viride

4 temperature 25-28 °C, pH 4.8, 1-9 days

Kultivasi khamir
P. angophorae/
Cultivation of
P. angophorae

Kapang T. viride/
T. viride

Waktu hidrolisis enzimatis
optimum/Optimum period of
enzymatic hydrolysis

Khamir P. angophorae/
P. angophorae

Fermentasi dengan khamir P. angophorae
suhu 25-30 °C, pH 4,5, 14 hari/
Fermentation with P. angophorae

Temperature 25-30 °C, pH 4.5, 1-4 days

Waktu fermentasi optimum/
Optimum period of
fermentation

Bioetanol kasar/
Crude bioethanol

Gambar 1. Produksi bioetanol dari S. duplicatum (Sari et al., 2013).
Figure 1. Bioethanol production from S. duplicatum (Sari et al., 2013).
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Substrat untuk hidrolisis enzimatis (tepung S.
duplicatum) sebanyak 500 g dimasukkan ke dalam
bioreaktor kemudian ditambahkan akuades sambil
diaduk sampai menjadi bubur (dikuantifikasi jumlah
akuades yang diperlukan). Ke dalam substrat
ditambahkan media Andreoti (Subekti, 2006), pepton
sebanyak 2%, dan tween 80 0,1% (Arnata, 2009)
dengan dilakukan pengadukan. Kemudian pH diatur
menjadi 4,8 (Arnata, 2009) dengan penambahan HCI
3 M atau NaOH 3 M. Penggunaan asam dan basa
normalitas tinggi ini dimaksudkan agar saat mengatur
pH tidak terjadi penambahan volume substrat yang
banyak. Kemudian pH dijaga dengan penambahan
buffer sitrat 0,2 M. Selanjutnya substrat disterilisasi
dengan pemanasan pada 100 °C selama 30 menit
(Hogg, 2005). Setelah itu substrat didinginkan hingga
25-28 °C. Selama hidrolisis berlangsung tidak
dilakukan pengadukan (Jenie, 1990) untuk
menghindari masuknya oksigen karena hidrolisis
selulosa menjadi gula berjalan dalam kondisi
anaerobik.

Substrat yang telah disiapkan kemudian ditambah
suspensi T. viride sebanyak 10% (v/v) dari 100 mL
substrat. Hidrolisis dilakukan selama sembilan hari
pada suhu 25-28 °C (Gunam et al., 2011).
Pengambilan sampel dilakukan setiap hari selama
proses berlangsung. Analisa yang dilakukan adalah:
aktivitas enzim CMCase dengan metode Mandels et
al. (1976), kandungan gula total dengan metode Phenol
Sulfat (Dubois et al., 1956), dan gula pereduksi total
dengan metode DNS (Miller, 1959) serta dilakukan
pengukuran suhu dan pH selama hidrolisis.

Fermentasi

Fermentasi dimaksudkan untuk mengubah gula
pereduksi total hasil hidrolisis enzimatis dan fruktosa
menjadi etanol dengan bantuan P. angophorae. Dalam
tahap ini akan ditentukan waktu optimum selama 1-4
hari untuk menghasilkan kadar etanol kasar tertinggi.

Kapang P. angophorae dikultivasi pada media
glucose, peptone, yeast extract dan bacto agar
(GPYA) pada suhu 25 °C selama 5 hari (Sari, 2010).
Komposisi media GPYA per 1000 mL akuades adalah
glukosa sebanyak 40 g, bacto peptone 5 g, yeast
extract 5 g dan bacto agar 15 g (Carvajal et al., 2006).
Setelah hari ke lima, P. angophorae dipanen dan
disuspensikan dalam 10 ml akuades steril untuk
digunakan dalam fermentasi.

Fermentasi dengan menggunakan substrat hasil
hidrolisis enzimatis dilakukan berdasarkan waktu
optimum hidrolisis hasil pecobaan sebelumnya. Pada
akhir hidrolisis enzimatis dilakukan inaktivasi T. viride
dengan memanaskan substrat pada suhu 65 °C
selama 30 menit (Prihatini, 2008). Selanjutnya
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substrat didinginkan menjadi suhu 25-30 °C, pH
substrat diatur menjadi 4,5 dengan penambahan HCI
3 M atau NaOH 3 M (Horn, 2000) dan dijaga dengan
penambahan buffer sitrat 0,2 M. Substrat dipanaskan
pada suhu 100 °C selama 30 menit (Hogg, 2005)
kemudian didinginkan menjadi suhu 25-30 °C.

Substrat yang telah disiapkan kemudian ditambah
suspensi P. angophorae sebanyak 10% (v/v) untuk
tiap 100 ml media. Fermentasi ini berlangsung selama
4 hari pada suhu 25-30 °C (Horn, 2000). Selama
proses berlangsung dilakukan pengadukan secara
kontinyu dengan kecepatan 12 rpm (Irawati, 2006;
Subekti, 2006; dan Arnata, 2009) serta dilakukan
pengambilan sampel setiap hari untuk memantau
kadar etanol kasar. Selama proses juga dilakukan
pengukuran suhu, pH, laju pembentukan CO,, dan
oksigen terlarut (DO) (Horn, 2000).

Produksi bioetanol

Produksi bioetanol dilakukan berdasarkan waktu
optimum hidrolisis enzimatis dan fermentasi. Etanol
yang dihasilkan didistilasi untuk menghasilkan etanol
murni.

Substrat hasil fermentasi dipisahkan antara
padatan dan cairan (filtrat). Filtrat yang dihasilkan
selanjutnya dimurnikan dengan distilasi. Distilasi
dilakukan dengan memasukkan filtrat ke distilator dan
dipanaskan pada suhu 80 °C. Air sebagai media
pendingin bersuhu 10 °C dialirkan pada kondensor.
Distilasi ini dilakukan selama 2 jam (Irawati, 2006;
Subekti, 2006). Distilat yang dihasilkan kemudian
dianalisa kadar etanolnya dengan menggunakan GC
di Laboratorium Forensik-Mabes Polri, Jakarta.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Tepung S. duplicatum

Karakteristik tepung S. duplicatum diamati
berdasarkan kadar air, selulosa, dan mannitol.
Rumput laut S. duplicatum yang digunakan memiliki
kadar air 9,41 + 0,18%, selulosa 15,80 + 0,79%, dan
mannitol 0,71%.

Dari hasil tersebut tampak bahwa kadar air tepung
S. duplicatum tidak berbeda dengan dengan kadar
air bahan baku yang digunakan untuk produksi
bioetanol yang digunakan peneliti lain yaitu berkisar
antara 7,04-11,16% (Subekti, 2006; Shofiyanto, 2008;
Borines et al., 2013). Kadar air tersebut dijaga agar
tidak tinggi (maksimal 14-15%) karena menurut
Loebis (2008) kadar air bahan baku akan berpengaruh
pada pertumbuhan kapang, aktivitas enzim, penurunan
porositas, dan laju difusi oksigen. Kadar selulosa S.
duplicatum tidak berbeda dengan kadar selulosa
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bahan baku yang digunakan untuk produksi bioetanol
dalam penelitian-penelitian sebelumnya yaitu 3,5—
25,50% (Horn, 2000; Harvey, 2008; Siddhanta et al.,
2011; Santi et al., 2012; Borines et al., 2013). Kadar
mannitol S. duplicatum lebih kecil dibandingkan
dengan kadar mannitol bahan baku yang digunakan
untuk produksi bioetanol pada penelitian sebelumnya
yaitu 5,04% (Borines et al., 2013).

Kadar selulosa dan mannitol ini dapat
mempengaruhi potensi bahan baku yang digunakan
untuk memproduksi bioetanol. Selulosa yang terdapat
dalam S. duplicatum berperan sebagai penginduksi
enzim CMCase (endoglukanase) yang menjadi sumber
karbon untuk pertumbuhan kapang T. viride
sedangkan mannitol menjadi sumber karbon untuk
pertumbuhan khamir P. angophorae sehingga rumput
laut S. duplicatum berpotensi sebagai bahan baku
untuk produksi bioetanol.

Hidrolisis Enzimatis

Suhu dan pH substrat

Suhu selama hidrolisis enzimatis berkisar antara
27-31 °C. Suhu substrat telah sesuai untuk
mendukung pertumbuhan T. viride dan produksi enzim
selulase. Suhu optimal pertumbuhan T. viride sekitar
32-35 °C dan untuk produksi enzim sekitar 25—28 °C
(Waluyo, 2004). Namun suhu optimal untuk produksi
enzim selulase secara maksimal juga tergantung pada
strain Trichoderma sp. yang digunakan
(Gautam et al., 2010).

Perubahan pH selama hidrolisis enzimatis berkisar
antara 5,38-5,96. Nilai pH substrat telah sesuai
dengan aktifitas enzim selulase untuk menguraikan
selulosa menjadi glukosa sebagaimana hasil

4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50

Aktivitas Enzim/
Enzyme Activity (1U/ml)

penelitian lain (Susilawati et al., 2002; Ratnakomala,
2010; Nenci, 2012). Menurut hasil penelitian
Ratnakomala (2010) pH optimum enzim selulase
Trichoderma sp strain 1008-T004 adalah pada pH 5
dan strain 1008-T063 pada pH 6. Penelitian lainnya
yaitu Nenci (2012) memperoleh aktivitas enzim
selulase dari T. viride strain TO51 optimum pada pH 5
sedangkan Susilawati et al. (2002) mendapatkan pH
optimum untuk enzim selulase pada kisaran pH 4,5—
6,5.

Aktivitas enzim selulase (CMCase)

Hasil analisis aktivitas enzim selulase (CMCase)
(Gambar 2) menunjukkan bahwa aktivitas CMCase
berada pada kisaran 0,42—3,48 IU/ml substrat. Pada
hari pertama sampai hari ke empat aktivitas enzim
mengalami kenaikan hingga mencapai nilai
maksimum. Hal ini diduga karena telah terjadi
kesesuaian substrat dan kondisi optimum yang dapat
mendukung kapang memproduksi enzim endof3-
glukanase untuk mendegradasi fraksi selulosa dalam
substrat menjadi glukosa dan selo-
oligosakarida. Selanjutnya pada hari ke lima sampai
akhir pengamatan aktivitas CMCase cenderung
menurun. Hal ini diduga karena pH substrat terus
mengalami kenaikan menjadi 5,96. Menurut Molla et
al. (2004) Trichoderma spp. dapat tumbuh dan
memetabolisme substrat pada kisaran pH 3-5.

Aktivitas CMCase yang dihasilkan dari penelitian
ini lebih rendah dibandingkan hasil penelitian Zhou et
al. (2008); Arnata (2009); dan Neethu et al. (2012). Hal
ini diduga karena perbedaan jenis substrat yang
digunakan saat hidrolisis enzimatis. Menurut Bakare
et al. (2006) aktivitas enzim selulase sangat
dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi substrat untuk
pencapaian aktivitas tertinggi sampai fase jenuh.

0.00
1 2 3 4

5 6 7 8 9

Hari ke-/Days

Gambar 2. Aktivitas CMCase dari T. viride.
Figure 2. CMCase activity of T. viride.
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Penelitian Neethu et al. (2012) menggunakan
bahan baku Basal Mineral Salt Medium (BSM) yang
ditambahkan CMC 1,25% menghasilkan aktivitas
selulase maksimum 173 IU/ml pada hari ke
enam dengan kondisi optimum pada suhu 28 °C dan
pH 4. Penelitian Arnata (2009) dengan bahan baku
ubi kayu menghasilkan aktivitas CMCase maksimum
5,05 IU/ml substrat pada hari ketujuh dengan
kondisi optimum pada suhu 25-28°C dan pH 3,28.
Sedangkan Zhou et al. (2008) menggunakan Avicel
1% menghasilkan aktivitas CMCase maksimum
pada hari ke empat sebesar 13,83 IU/ml substrat.

Formulasi susbtrat untuk pertumbuhan kapang dan
produksi enzim merupakan faktor penting yang
mempengaruhi desain penelitian yang akan dilakukan.
Dibandingkan dengan kondisi penelitian yang sudah
disebutkan sebelumnya penggunaan substrat S.
duplicatum yang dihidrolisis T. viride menghasilkan
aktivitas CMCase maksimal hari ke empat pada suhu
28°C dan pH 5,77.

Gula total

Gula total yang dihasilkan selama hidrolisis
enzimatis dapat dilihat pada Gambar 3 dengan kisaran
1,98-3,73 g/L. Selama proses berlangsung gula total
memiliki kecenderungan meningkat sampai akhir
pengamatan. Dari hari pertama sampai hari ke dua
gula total mengalami kenaikan namun di hari ke tiga
gula total mengalami penurunan yang signifikan.
Selanjutnya dari hari ke empat sampai akhir
pengamatan gula total memiliki kecenderungan
meningkat. Kecenderungan meningkatnya gula total
selama hidrolisis enzimatis ini diduga karena kondisi
substrat sudah optimum untuk mendukung kapang
memproduksi enzim endo-B-glukanase
yang mendegradasi fraksi selulosa dalam media
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4.50 A
4.00 1
3.50 1
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2.50
2.00

1.50 1
1.00 1
0.50

Gula Total/Total Sugar (g/1)

menjadi glukosa dan selo-oligosakarida. Konsentrasi
gula total dalam substrat dapat mempengaruhi
pertumbuhan kapang. Semakin tinggi konsentrasi gula
total dalam substrat maka pertumbuhan kapang juga
semakin tinggi (Pramanik, 2003).

Gula pereduksi total

Gula pereduksi total yang dihasilkan selama
hidrolisis enzimatis dapat dilihat pada Gambar 4
dengan kisaran 2,34-4,45 mg/L. Pada awal hidrolisis
gula pereduksi total cenderung mengalami kenaikan.
Kemudian pada hari ke empat sampai ke tujuh gula
pereduksi total mengalami penurunan. Selanjutnya
pada hari ke delapan gula pereduksi total meningkat
dan menurun kembali di akhir pengamatan.
Kecenderungan meningkatnya gula pereduksi total
selama hidrolisis enzimatis ini diduga karena
pada awal hidrolisis enzimatis terjadi aktivitas
selulase secara sinergis antara endoglukanase
(CMCase), selobiohidrolase, dan beta-glukosidase.
Endoglukonase menghidrolisis ikatan 1,4 secara acak
dan bekerja pada bagian amorf dari serat selulosa.
Selanjutnya selobiohidrolase menghidrolisis ujung
rantai selulosa menghasilkan selobiosa, di mana
selobiosa ini dihidrolisis oleh B-glukosidase menjadi
glukosa. Hal ini ditunjukkan dengan pencapaian gula
pereduksi total tertinggi pada hari ke tiga dan ke empat
yaitu 4,45 dan 4,26 mg/L. Da Silva et al. (2005)
menyatakan bahwa sistem pemecahan selulosa
menjadi glukosa terdiri dari tiga jenis selulase yaitu
endo-beta-1,4-glukanase, ekso-beta-1,4-glukanase,
dan beta-glukosidase. Di akhir hidrolisis enzimatis
terjadi penurunan gula pereduksi total yang diduga
terjadi karena tingginya gula pereduksi total yang
terbentuk pada substrat telah menghambat aktivitas

0.00 -

1 2 3 4

5 6 7 8 9

Hari/Days

Gambar 3. Gula total yang dihasilkan pada hidrolisis enzimatis
Figure 3. Total sugar resulted from enzymatic hydrolysis
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Gambar 4. Gula pereduksi total yang dihasilkan dari hidrolisis enzimatis.
Figure 4. Total reducing sugar resulted from enzymatic hydrolysis.

enzim selulase untuk memproduksi gula pereduksi
(feedback inhibition).

Hasil gula pereduksi total yang diperoleh dari
penelitian ini lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian
Ashriyani (2009). Penelitian tersebut menggunakan
bahan baku rumput laut Eucheuma dan Glacilaria
untuk produksi bioetanol. Gula pereduksi yang
dihasilkan dari hidrolisis enzimatis Eucheuma
menggunakan T. viride selama 48 jam sebesar 0,09
mg/ml dan Gracilaria 0,09 mg/ml. Perbedaan gula
pereduksi yang dihasilkan diduga karena perbedaan
konsentrasi bahan baku yang digunakan dan waktu
hidrolisis enzimatis. Penelitian ini menggunakan S.
duplicatum dengan konsentrasi 0,17 g/ml sedangkan
Ashriyani (2009) menggunakan tepung Eucheuma
konsentrasi 0,08 g/ml dan tepung Gracilaria 0,05 g/
ml. Faktor lain yang juga berpengaruh adalah kadar
selulosa pada bahan baku. Kadar selulosa pada S.
duplicatum yang menjadi bahan baku pada penelitian
ini sebesar 15,80% berat kering. Sedangkan kadar
selulosa pada Eucheuma dan Gracilaria berturut-turut
19,7 dan 7,1% berat kering (Kim et al., 2007).
Menurut Saparianti et al. (2012) semakin banyak
substrat selulosa yang bisa dihidrolisis oleh
selulase menjadi monomernya maka semakin tinggi
kadar glukosanya.

Dari hasil penelitian di atas, waktu optimum
hidrolisis enzimatis S.duplicatum menggunakan
kapang T. viride adalah selama empat hari dengan
aktivitas enzim CMCase 3,48 IU/ml pada suhu 28 °C
dan pH 5,77 menghasilkan gula total 3,01 g/L dan
gula pereduksi total 4,26 mg/L. Faktor utama yang
menentukan kondisi optimum tersebut adalah gula
pereduksi total karena persentase dari gula pereduksi
total dapat menentukan konsentrasi etanol (bioetanol)

yang dihasilkan dari proses fermentasi selanjutnya.
Namun demikian pada penelitian ini juga
dipertimbangkan aktivitas selulase. Meskipun gula
pereduksi total tertinggi dihasilkan pada hari ke tiga,
aktivitas selulase dicapai pada hari ke empat sehingga
waktu optimum adalah pada hari ke empat. Lama
waktu hidrolisis enzimatis ini juga didukung oleh hasil
penelitian Yanagisawa et al. (2011) yang menyatakan
bahwa konsentrasi glukosa yang dihasilkan dari
rumput laut coklat chigaiso (Alaria crassifolia Kjellman)
menggunakan enzim meicelase CEPB-5394 dari T.
viride adalah 67,2 g/L pada hidrolisis hari ke empat.

Setelah hidrolisis enzimatis selesai kemudian
dilanjutkan dengan fermentasi.

Fermentasi

Suhu dan pH substrat

Suhu selama fermentasi berkisar antara 27-31 °C.
Suhu substrat ini sudah memungkinkan P.
angophorae tumbuh dengan baik. Suhu untuk
pertumbuhan P. angophorae adalah 25—-35 °C (Anon.,
2009).

Perubahan pH yang terukur pada fermentasi
selama empat hari berkisar antara 4,17-4,42. pH
substrat sudang mendukung P. angophorae untuk
dapat memfermentasi S. duplicatum menjadi etanol.
Horn (2000) memproduksi bioetanol dari ekstrak
rumput laut coklat L. hyperborea menggunakan P.
angophorae dengan kisaran pH antara 4-5,5.

Tingkat pertumbuhan P. angophorae

Tingkat pertumbuhan P. angophorae dinyatakan
dengan nilai optical density yang diukur pada panjang
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gelombang 600 nm (OD600) yang hasilnya dapat
dilihat pada Gambar 5. Hasilnya, OD600 P.
angophorae ada pada kisaran 0,36-0,75. Tingkat
pertumbuhan P. angophorae ini rendah. Nilai ideal
ODG600 adalah berkisar antara 1,5-2,5 (Anon., 2015).
Rendahnya tingkat pertumbuhan P. angophorae
diduga karena inhibisi oleh polyphenols atau ion alkali
yang terdapat pada S. duplicatum. Faktor-faktor yang
menyebabkan terjadinya inhibisi pada fermentasi
makroalga oleh P. angophorae adalah polyphenols,
adanya ion alkali pada makroalga, inhibisi nutrisi
karena defisiensi atau inhibisi produk seperti
meningkatnya konsentrasi etanol (Adams et al.,
2011).

Selama fermentasi tingkat pertumbuhan P.
angophorae memiliki kecenderungan meningkat
sampai hari ke empat. Hal ini diduga karena P.
angophorae memanfaatkan glukosa yang ada pada
substrat sebagai nutrisi untuk pertumbuhan karena
glukosa merupakan gula sederhana yang mampu
dikonsumsi tanpa harus mengalami proses
pemecahan terlebih dahulu sebagaimana bila substrat
berupa polisakalida atau oligosakarida (Tanti et al.,
2011).

Oksigen terlarut

Oksigen terlarut (dissolved oxygen; DO) selama
fermentasi dapat dilihat pada Gambar 6, yaitu berkisar
antara 10,3-18,1%. Dari gambar tersebut dapat dilihat
oksigen terlarut cenderung menurun bersamaan
dengan waktu fermentasi. Pada awal fermentasi,
oksigen terlarut dalam substrat masih tinggi kemudian
cenderung turun sampai fermentasi selesai.
Menurunnya oksigen terlarut diduga terjadi karena
khamir memasuki fase pertumbuhan awal sampai
logaritmik sehingga diperlukan oksigen lebih banyak
untuk mendukung pertumbuhannya. Oksigen terlarut
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dalam substrat fermentasi ini sudah berada pada
batasan tidak lebih dari 20%. Karena apabila oksigen
terlarut lebih dari 20% maka dapat meningkatkan
produksi asam organik dan mengurangi rendemen
bioetanol (Horn, 2000).

Menurut Wirahadikusumah (1985) menurunnya
oksigen terlarut dalam substrat selama fermentasi
berlangsung menyebabkan respirasi khamir terhenti
dan proses pengangkutan elektron yang dirangkaikan
dengan fosforilasi bersifat oksidasi melalui rantai
pernafasan yang menggunakan molekul oksigen
sebagai penerima elektron terakhir tidak berjalan.
Akibatnya jalan metabolisme lingkar asam
trikarboksilat (daur Krebs) akan terhenti pula sehingga
piruvat tidak lagi masuk ke daur Krebs melainkan
dialihkan pemakaiannya yaitu diubah menjadi etanol.

Selama fermentasi berlangsung dilakukan
pengadukan (agitasi). Pengadukan bertujuan untuk
memperlancar difusi oksigen dalam media sehingga
mendukung pertumbuhan sel khamir secara aerobik
dan konsentrasi substrat lebih merata. Oksigen dalam
substrat diperlukan oleh P. angophorae untuk
mengubah NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide,
NAD*) menjadi NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate, NADP*) yang akan
mengoksidasi mannitol menjadi fruktosa (C.H,,O,) dan
selanjutnya dikonversi menjadi bioetanol (Horn, 2000).

Konsentrasi CO,

Konsentrasi CO, yang dihasilkan selama proses
fermentasi dapat dilihat pada Gambar 7 yaitu berkisar
antara 320,72-1052,76 ppm. Dari Gambar 7 tersebut
dapat terlihat konsentrasi CO, cenderung berfluktuasi
sampai hari ke empat. Hal ini diduga karena selama
fermentasi berlangsung P. angophorae telah
memetabolisme glukosa membentuk asam piruvat
melalui tahapan reaksi pada jalur Embden-Meyerhof-

Hari ke-/Days

Gambar 5. Tingkat pertumbuhan P. angophorae.
Figure 5. Growth rate of P. angophorae.
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Gambar 6. Oksigen terlarut dalam substrat fermentasi.
Figure 6. Dissolved oxygen in fermentation substrate.

Parnas. Sedangkan asam piruvat yang dihasilkan
akan didekarboksilasi menjadi asetaldehid yang
kemudian mengalami dehidrogenasi menjadi etanol,
CO,, dan energi (ATP) (Subekti, 2006).

Kadar etanol kasar

Kadar etanol kasar selama fermentasi dapat dilihat
pada Gambar 8 yang berkisar antara 0,01-0,04 g/L.
Dari Gambar 8 tersebut jika dilihat secara keseluruhan
kadar etanol kasar cenderung fluktuatif namun tidak
berbeda nyata. Pada hari pertama fermentasi
berlangsung diduga kondisi substrat sudah
mendukung P. angophorae untuk mengkonsumsi
mannitol dengan cepat dan dengan bantuan mannitol
dehidrogenase, P. angophorae mampu mengoksidasi
mannitol menjadi fruktosa kemudian mengkonversinya
menjadi etanol (Van Dijken & Scheffers, 1986).
Sedangkan di hari ke dua terjadi proses glikolisis yaitu
proses perubahan satu molekul glukosa menjadi dua
molekul piruvat dan dilanjutkan dengan proses

dekarboksilasi piruvat menjadi asetaldehid dan CO,
dengan katalis piruvat dekarboksilase. Kondisi ini
didukung dengan konsentrasi CO, pada hari ke dua
tertinggi yaitu 1052,76 ppm dan pH substrat dari 4,44
menjadi 4,09. Kemudian pada hari ke tiga terjadi
kenaikan kadar etanol kembali. Hal ini diduga karena
P. angophorae dengan kecukupan sumber karbon
(fruktosa dan glukosa hasil hidrolisis enzimatis)
memasuki fase logaritmik dan mereduksi asetaldehid
menjadi etanol. Proses reduksi tersebut dilakukan
oleh nikotinamida adenin dinukleotida ditambah ion
hidrogen (NADH) dan dikatalisis dengan alkohol
dehidrogenase. Menurut Voet et al. (2006)
pembentukan NAD+ tersebut akan digunakan dalam
proses reaksi gliseraldehida 3-fosfat dehidrogenase
(GADPH) glikolisis. Kondisi demikian menyebabkan
kadar etanol meningkat dan mencapai maksimum.
Di akhir pengamatan, biomassa P. angophorae masih
terus bertambah sementara sumber karbon semakin
berkurang maka kadar etanol yang dihasilkan pun
menurun kembali.
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Gambar 7. Konsentrasi CO, selama fermentasi.
Figure 7. CO, concentration during fermentation.
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Gambar 8. Kadar etanol kasar yang dihasilkan selama fermentasi.
Figure 8. Crude ethanol content resulted during fermentation.

Kadar etanol kasar tertinggi dihasilkan pada
fermentasi hari ke tiga yaitu 0,04 g/L. Kadar etanol
kasar yang dihasilkan dari fermentasi ini masih lebih
rendah dibandingkan dengan hasil penelitian Horn et
al. (2000) yang menggunakan P. angophorae dalam
memfermentasi ekstrak rumput laut coklat L.
hyperborea menjadi etanol dengan rendemen 0,43 g/
g substrat (40% (b/b)). Rendahnya kadar etanol kasar
ini diduga terjadi karena pada bahan baku S.
duplicatum masih terdapat senyawa-senyawa lain
seperti alginat, fucoidan, protein, dan polyphenols
yang menyebabkan kinerja P. angophorae menjadi
tidak efektif.

Dari hasil penelitian di atas, waktu optimum
fermentasi S. duplicatum menggunakan P.
angophorae adalah tiga hari dengan tingkat
pertumbuhan (OD 600) 0,48; oksigen terlarut 13,4%,
konsentrasi CO, 440,33 ppm, suhu 29 °C dan pH 4,17
menghasilkan kadar etanol kasar 0,04 g/L. Waktu
fermentasi ini didukung oleh penelitian yang dilakukan
oleh Borines et al. (2013) dan Ota et al. (2013).
Borines et al. (2013) menghasilkan etanol dengan
konsentrasi 2,27 g/L selama tiga hari fermentasi
Sargassum spp. menggunakan S. cerevisiae pada
suhu 40°C dan pH 4,5. Ota et al. (2013) menghasilkan
etanol juga selama tiga hari fermentasi mannitol
menggunakan P. angophorae CBS 5830.

Etanol kasar yang dihasilkan kemudian didistilasi
sehingga kadar etanolnya meningkat menjadi 10,50
g/L. Berdasarkan kadar etanol tersebut untuk
memproduksi 1 L bioetanol diperlukan tepung S.
duplicatum sebanyak 2,90 ton atau 41,40 ton S.
duplicatum segar. Dengan harga jual bioetanol Rp.
10.000,-/L maka produksi bioetanol dengan bahan
baku S. duplicatum menggunakan T. viride dan P.
angophorae secara ekonomi belum layak
dikembangkan.
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KESIMPULAN

Produksi bioetanol dari rumput laut coklat S.
duplicatum menghasilkan kadar etanol tertinggi
dengan kondisi optimum sebagai berikut: (a). Hidrolisis
enzimatis menggunakan T. viride selama empat hari
dengan aktivitas enzim CMCase 3,48 IU/ml pada suhu
28 °C dan pH 5,77 menghasilkan gula total 3,01 g/L
dan gula pereduksi total 4,26 mg/L; (b). Fermentasi
menggunakan khamir P. angophorae selama tiga hari
dengan tingkat pertumbuhan (OD600) 0,48 pada suhu
29 °C, pH 4,17, oksigen terlarut 13,4%, dan
konsentrasi CO, 440,33 ppm menghasilkan kadar
etanol kasar 0,04 g/L. Distilasi mampu meningkatkan
kadar etanol menjadi 10,50 g/L.

Keseimbangan massa pada produksi bioetanol ini
adalah selulosa sebanyak 79 g dan mannitol 3,55 g
menghasilkan gula pereduksi total 4,26 mg/L dan
kadar etanol kasar 0,04 g/L sehingga untuk
memproduksi 1 | bioetanol diperlukan tepung S.
duplicatum sebanyak 2,90 ton atau 41,40 ton S.
duplicatum segar. Secara ekonomi, produksi
bioetanol dari rumput laut coklat S. duplicatum dengan
menggunakan teknologi yang dikembangkan dalam
penelitian ini belum layak diterapkan.
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