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Abstract

Bioethanol can be produced from fermented ingredients that contain carbohydrates. Taro
(Colocasia esculenta (L.) Schott) has a fairly high carbohydrate of 23.7% so that it can be
used as a bioethanol resource. Zymomonas mobilis is a microbe that can ferment glucose into
ethanol. This study aims to determine the inoculum concentration and fermentation time to
produce highest bioethanol concentration. Taro tuber is cut, dried and crushed and then
sifted with mesh to form flour. Taro flour is hydrolyzed with HCI solution (1, 3, and 5 %)
then the reducing sugar content is tested using Nelson-Somogyi method. The fermentation
stage was carried out for 0, 2, 4, 6 and 8 days and using inoculum concentrations of 0, 5, 10,
and 15 %. The fermentation results in the form of bioethanol were analyzed using gas
chromatography. Reducing sugar levels showed the highest sugar content at 5 % HCI
concentration. Bioethanol concentration measurement was 0.07 % which was reached at the
8" day of fermentation with 10 % inoculum concentration.
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Abstrak

Bioetanol dapat diproduksi dari fermentasi suatu bahan yang mengandung karbohidrat.
Umbi talas (Colocasia esculenta (L.) Schott) memiliki karbohidrat sebesar 23,7% sehingga
dapat dimanfaatkan sebagai penghasil bioetanol. Zymomonas mobilis merupakan mikrobia
yang dapat mengubah glukosa menjadi etanol. Penelitian ini bertujuan mengetahui
konsentrasi inokulum dan waktu fermentasi untuk menghasilkan kadar bioetanol tertinggi.
Umbi talas dipotong, dikeringkan dan dihancurkan lalu diayak sampai berbentuk tepung.
Tepung talas dihidrolisis dengan larutan HCI (1, 3, dan 5 %), diuji kadar gula reduksinya
dengan metode Nelson-Somogyi. Tahap fermentasi dilakukan sesuai rancangan percobaan
yakni 0, 2, 4, 6 dan 8 hari serta menggunakan konsentrasi inokulum 0, 5, 10, dan 15 %. Hasil
fermentasi berupa bioetanol dianalisis menggunakan kromatografi gas. Kadar gula reduksi
menunjukkan kadar gula tertinggi pada konsentrasi HCI 5 %. Kadar bioetanol sebesar 0,07
% diperoleh pada fermentasi hari ke-8 dan konsentrasi inokulum 10 %.

Kata kunci: Bioetanol, talas, Zymomonas mobilis, konsentrasi inokulum, waktu fermentasi
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yang mempunyai kelebihan dibandingkan
bahan bakar minyak, yaitu emisi gas CO yang

Pendahuluan

Bahan Bakar Nabati (BBN) adalah
bahan bakar yang diambil serta berasal dari
tumbuhan, contohnya bioetanol (Dien et al.,
2003; Jeffries, 2005; Rogers et al., 2007).
Bioetanol merupakan bahan bakar alternatif

dihasilkan lebih rendah dibandingkan bahan
bakar minyak yaitu sekitar 19-25% (Indriany
et al., 2013). Bioetanol dapat diproduksi dari
bahan baku yang mengandung gula, yakni
talas. Menurut Kong (2010), karbohidrat pada
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talas dapat dikonversi menjadi bioetanol dan
gas karbon dioksida melalui fermentasi.

Talas (Colocasia esculenta (L.) Schott)
adalah tumbuhan herba dengan umbi batang
yang bonggolnya tumbuh di bawah tanah
(Hidayat & Napitupulu, 2015). Menurut Albert
et al. (2015), karbohidrat umbi talas cukup
tinggi yaitu 23,7 % tiap 100 gram talas.
Karbohidrat yang cukup tinggi dibanding
tanaman lain seperti kentang (19,1 % tiap 100
gram) menjadikan talas berpotensi sebagai
bahan baku bioetanol melalui fermentasi
(Sadimo et al., 2016).

Bakteri memfermentasi glukosa,
fruktosa, sukrosa dan laktosa  serta
menghasilkan karbon dioksida, etil alkohol
dan asam laktat (Dien et al., 2003; Rogers et
al., 2007). Zymomonas mobilis merupakan
bakteri yang mampu memfermentasi glukosa
menjadi bioetanol. Z. mobilis dipilih karena
memiliki keunggulan seperti tumbuh secara
anaerob, produksi bioetanol lebih tinggi serta
mampu melakukan fermentasi lebih spesifik
(Seo dkk., 2005; Yang et al., 2009; Agrawal et
al., 2011).

Salah satu jalur glikolisis dalam
fermentasi yakni Entner-Doudoroff digunakan
oleh Z. mobilis. Pada jalur ini, konversi
glukosa menjadi dua molekul bioetanol dan
satu molekul ATP (Galinina dkk., 2012). Hasil
ATP yang sedikit ini menghasilkan massa sel
rendah serta potensi bioetanol lebih tinggi
(Jeffries, 2005; Kalnenieks et al., 2008).

Talas jarang dimanfaatkan sebagai
bahan makanan meskipun memiliki
karbohidrat yang cukup tinggi (23,7 %)
(Sadimo et al., 2016). Hal ini memberi peluang
untuk mengolah pati umbi talas menjadi
bioetanol. Pemanfaatan pati umbi talas untuk
memproduksi bioetanol melalui fermentasi
oleh Z. mobilis perlu dilakukan.

Perlakuan hidrolisis pati dilakukan
dengan variasi konsentrasi HCI (1, 3, dan 5 %)
untuk mempercepat proses fermentasi oleh Z.
mobilis (Irawan dan Arifin, 2012). Selanjutnya
dilakukan fermentasi dengan variasi inokulum
(0, 5, 10, dan 15 %) selama 8 hari (Gibbson
&Westhy, 1986). Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan produksi bioetanol tertinggi
dari variasi perlakuan hidrolisis pati dan
konsentrasi inokulum Z. mobilis (Sun &
Cheng, 2002).
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Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Alat utama yang digunakan yaitu neraca
analitik (Mettler Toledo AL204), vortex
(Thermo  Scientific  MaxiMix), autoklaf
(Hirayama), pH meter (Lovibond),
spektrofotometer UV-Vis (Genesys 10S UV-
Vis), mikroskop (Olympus), oven (Memmert),
blender (Philips), Laminar Air Flow (ESCO),
lemari asam (Biobase), Rotary Evaporator
(IKA RV 10 Digital V), hotplate (Cimarec 2),
dan Kromatografi Gas (Buck Scientific Model
910 Gas Chromatograph).

Bahan yang digunakan berupa umbi
talas dari perkebunan talas di daerah Muntilan,
akuabides, larutan HCI (Merck), larutan NaOH
(Merck), Nutrient Broth (Oxoid), Nutrient
Agar (Oxoid), urea (Merck), ammonium sulfat
(Merck), padatan glukosa (Merck), yeast
extract (Oxoid), padatan K,HPO, (Merck),
merah fenol (Merck), padatan sukrosa, laktosa
(Merck), larutan buffer, padatan MgS0,.7H,0
(Merck), cat Gram (A, B, C, D) (Merck),
larutan Nelson A dan B (Merck), larutan etanol
p.a (Merck), larutan Arsenomolybdat (Merck),
biakan Zymomonas mobilis LMBO01 dari
Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada,
larutan etanol 70% (Merck), dan akuades.

Tahapan Penelitian

Penelitian dilakukan dengan
menerapkan rancangan acak lengkap faktorial.
Semua perlakuan diulang sebanyak lima kali
dengan tahapan sebagai berikut.

a. Pembuatan Medium Nutrient Agar (NA)
dan Nutrient Broth (NB)

Nutrient Agar (NA) diambil sebanyak
1,4 gram dan ditambahkan akuades sebanyak
120 ml. Larutan dipanaskan menggunakan
microwave lalu dimasukkan dalam cawan petri
sebanyak 15 ml dan tabung reaksi sebanyak 5
ml. Medium disterilisasi pada suhu 121°C
selama 15 menit (Kusumaningati et al., 2013).

Nutrient Broth (NB) diambil sebanyak
1,56 gram dan ditambahkan dengan akuades
sebanyak 120 ml. Larutan dipanaskan dalam
microwave, kemudian dimasukkan dalam
Erlenmeyer sebanyak 10 ml. Medium
disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit
(Kusumaningati et al., 2013).

93



Produksi Bioetanol Pati Umbi Talas

b. Pembuatan Kultur
mobilis

Isolat Z. mobilis LMBO1 disubkultur ke
tabung reaksi berisi medium NB, diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Pengkayaan
jumlah sel dilakukan dengan penambahan 20
o/L glukosa, 1 g¢/L yeast extract, 1 g/L
(NH4)ZSO4, 1 g/L K2HPO4 dan 0,5 g/L
MgS0O,.7H,0 pada medium (Kusumaningati et
al., 2013).

c. Persiapan Bahan Baku

Zymomonas

Talas dikupas, dipotong, dicuci dan
dikeringkan di bawah sinar matahari hingga
kering selama lima hari. Sampel talas yang
sudah kering dihaluskan dengan blender
sampai berbentuk  serbuk, kemudian
dikeringkan dalam oven pada suhu 100°C
selama 2 jam. Serbuk talas hasil ayakan 40
mesh sebanyak 400 gram digunakan untuk
tahap penelitian berikutnya (Sadimo et al.,
2016).

d. Hidrolisis dengan Asam Klorida
(HCI)

Hidrolisis HCI 1IN 1, 3, dan 5 % pati
umbi talas dengan nisbah 10:1 berdasar
volume/berat (v/b). Serbuk talas sebanyak 120
gram ditambah larutan HCI sesuai dengan
nisbah 10:1 yakni 32, 97, dan 162 ml. Serbuk
talas dihidrolisis pada suhu 100°C selama 2
jam. Hidrolisat disaring dengan kertas saring
dan didinginkan sampai mencapai suhu ruang
(27°C) (Irawan & Arifin, 2012).

e. Pengukuran Kadar Gula Reduksi

Larutan standar dibuat dengan glukosa
anhidrat sebanyak 100 mg untuk 100 ml
akuades. Larutan diencerkan menjadi 0, 2, 4, 6,
8 dan 10 mg/100ml. Absorbansi larutan diukur
pada spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 540 nm. Absorbansi yang
diperoleh diplotkan dalam kurva regresi linier
(Irawan & Arifin, 2012).

Gula reduksi ditentukan dengan metode
Nelson-Somogyi. Tiap sampel hidrolisat (1, 3,
dan 5 %) diambil sebanyak 1 ml dan ditambah
akuades hingga volume akhirnya 10 ml.
Campuran diambil 1 ml lalu ditambah 9 ml
akuades. Sampel diambil 1 ml lalu dicampur 1
ml larutan Nelson A&B (25:1), dipanaskan
pada 100°C selama 20 menit. Sampel
didinginkan sampai mencapai suhu ruang
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(27°C), lalu ditambah 1 ml Arsenomolybdat
dan 7 ml akuades lalu digojog (Gusakov et al.,
2011).

Sampel diukur dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm.
Hasil  absorbansi yang didapat lalu
dibandingkan dengan kurva regresi linier
larutan standar. Sampel dengan kadar gula
tertinggi digunakan untuk analisis selanjutnya
(Irawan & Arifin, 2012).

f. Fermentasi Bioetanol

Filtrat steril dari hidrolisat dengan kadar
gula tertinggi ditambahkan NaOH 6M hingga
pH 5. Starter Z. mobilis ditambahkan masing-
masing sebanyak 0, 5, 10 dan 15 % ke dalam
botol fermentor yang telah diisi dengan 20 ml
hidrolisat. Larutan diinkubasi dengan variasi
waktu, yakni 0, 2, 4, 6, dan 8 hari pada suhu
ruang (27°C) (Sadimo et al., 2016).

Bioetanol dipisahkan dengan
memasukkan hasil fermentasi dalam labu pada
rotary evaporator. Proses ini dilakukan pada
suhu 78°C. Kadar bioetanol dianalisis
menggunakan kromatografi gas (Osvaldo et
al., 2012).

g. Pengukuran Kadar
dengan Kromatografi Gas

Larutan standar etanol 2, 6, 8, 10, dan 12
% dibuat melalui pengenceran. Larutan etanol
p.a diambil sebanyak 2, 6, 8, 10, dan 12 ml lalu
dimasukkan dalam labu ukur 100 ml dan
ditambahkan akuabides steril. Masing-masing
larutan diambil sebanyak 0,2 pul dan
diinjeksikan ke kolom kromatografi gas. Kurva
baku dibuat dengan memplotkan rasio luas
puncak etanol dan kadar etanol hingga
mendapatkan regresi linier (Sukowati et al.,
2014).

Sampel etanol sebanyak 0,2 pl
diinjeksikan ke kolom kromatografi gas.
Puncak kromatogram akan muncul di layar
komputer dengan aplikasi  Peaksimple,
selanjutnya luas area  dianalisis dan
dibandingkan dengan standar untuk
mendapatkan  konsentrasi  etanol  sampel
(Sukowati et al., 2014). Kurva standar etanol
akan menghasilkan nilai y (slope), lalu
konsentrasi etanol sampel dihitung dengan
cara:

Bioetanol

. L 1
Konsentra3|(%) = SuaE area sampel
Slope
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h. Analisis Data

Data dianalisis dengan ANOVA
(Analysis of Variance) untuk mengetahui
pengaruh faktor konsentrasi inokulum Z.
mobilis dan waktu fermentasi terhadap kadar
bioetanol. Analisis dilanjutkan dengan Uji
Tukey pada taraf kepercayaan 95% (a=0,05)
untuk mengetahui perbedaan nyata antara
kombinasi perlakuan konsentrasi inokulum Z.
mobilis dengan lama waktu fermentasi
(Kusumaningati et al., 2013).

Hasil dan Pembahasan

Pengukuran Kadar Gula Reduksi

Hasil absorbansi untuk konsentrasi HCI
1 % sebesar 0,166 A, konsentrasi 3 % sebesar
0,295 A dan konsentrasi 5 % sebesar 0,417 A.

Hasil  absorbansi  tertinggi  pada
konsentrasi HCI 5 % yakni 0,417 A. Penelitian
Sandi et al. (2016) didapatkan absorbansi
berbanding Ilurus dengan konsentrasi HCI.
Hasil penelitian ini sudah sesuai penelitian

tersebut karena semakin tinggi gula reduksi,
maka molekul yang menyerap cahaya pada
panjang gelombang tertentu juga semakin
banyak sehingga absorbansi semakin tinggi
(Neldawati et al., 2013).

Kurva regresi linier larutan standar
dapat diamati pada Gambar 1.

Berdasarkan persamaan y = mx+c pada
Gambar 1, didapatkan kadar gula reduksi
untuk konsentrasi HClI 1 % sebesar 0,32
mg/100 ml, konsentrasi 3 % sebesar 4,80
mg/100 ml dan konsentrasi 5 % sebesar 9,03
mg/100ml. Kadar gula reduksi tertinggi ada
pada konsentrasi HCI tertinggi pula (5 %),
yakni 9,03 mg/100 ml larutan. Menurut Sandi
et al. (2016), konsentrasi HCI tertinggi (17 %)
menghasilkan kadar gula paling tinggi (16,50
%), sehingga penelitian ini sudah selaras yakni
konsentrasi 5 % menghasilkan kadar gula 9,03
mg/100ml. Konsentrasi asam yang tinggi dan
waktu yang lama pada proses hidrolisis
membuat selulosa dan hemiselulosa lebih
mudah terdegradasi menjadi glukosa (Sun &
Cheng, 2002; Gusakov et al., 2011).

Kurva Regresi Linier Larutan Standar

0.4

= y =0.0288x + 0.0778 =]

= g

g 03 R?=0.9819 == —&— Absorbansi

2 02 el Standar

2 0.1 g .

g ......... Linear

- 0 (Absorbansi
0 2 4 6 8 10 Standar)

Konsentrasi (mg/100ml)

Gambar 1. Kurva Regresi Linier. Regresi linier (garis titik-titik) didapatkan dari hubungan antara absorbansi
larutan standar (garis merah) dengan konsentrasi larutan standar. Nilai R? = 0,9819. Persamaan y =
mx+c yang didapat yaitu y = 0,0288x+0,0778.

Pengukuran Kadar Bioetanol dengan Pada konsentrasi inokulum 5 9%,

Kromatografi Gas

Hasil analisis kadar bioetanol dengan
Uji Tukey pada tingkat kepercayaan 95 % pada
Tabel 1. Konsentrasi inokulum 0 % sebagai
kontrol tidak berbeda nyata setelah dianalisis,
artinya tidak ada bioetanol yang dihasilkan
karena tidak ada kultur Z. mobilis yang
ditambahkan.
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bioetanol terbentuk di hari ke-4 yakni 0,06 %,
lalu hari ke-6 tidak terdeteksi dan hari ke-8
kadar bioetanol turun menjadi 0,05 %.
Penurunan kadar bioetanol saat fermentasi
disebabkan adanya produk samping hasil
metabolisme seperti asam organik (asam
asetat) yang memengaruhi kadar total
bioetanol (Patrascu et al., 2009; Ohimain,
2016).
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Tabel 1. Rerata Kadar Etanol (%) Hasil Fermentasi

Konsentrasi Waktu Fermentasi (Hari)
Inokulum 0 4 6 8
K1 (0%) 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
K2 (5%) 0,002 0,002 0,06 ° 0,002 0,05
K3 (10%) 0,00° 0,05 0,00° 0,00° 0,07°
K4 (15%) 0,00° 0,00° 0,00° 0,04° 0,04°

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf sama pada setiap kolom dan baris menunjukkan tidak berbeda nyata
menurut uji Tukey pada selang kepercayaan 95%.

Pada konsentrasi inokulum 10 %,
produksi bioetanol terlihat di hari ke-2 yakni
0,05 % namun pada hari ke-4 dan ke-6 tidak
terdeteksi. Pada hari ke-8, konsentrasi
bioetanol meningkat menjadi 0,07 %. Pada
konsentrasi inokulum 15 %, produksi bioetanol
terlihat di hari ke-6 dan ke-8 yakni 0,04 %.
Produksi bioetanol tidak meningkat semenjak
hari ke-6.

Menurut Popek (2008), tidak
terdeteksinya suatu senyawa disebabkan
senyawa organik yang memiliki karakteristik
sama cenderung memiliki waktu retensi yang
hampir sama. Senyawa dalam sampel
terkadang tidak terpisah secara sempurna dan
dideteksi karena adanya senyawa lain dengan
konsentrasi lebih tinggi dan waktu retensi yang
hampir sama. Contoh senyawa ini adalah
golongan alkohol, metanol, propanol dan
sebagainya (Ohimain, 2016).

Secara keseluruhan sampel memiliki
perbedaan nyata ketika dianalisis Tukey karena
terdapat 5 notasi (a, b, ¢, d, e). Waktu dan
konsentrasi inokulum paling optimal untuk
menghasilkan bioetanol berada pada sampel
WH5K3 (hari ke-8 dengan konsentrasi inokulum
10 %) yakni sebesar 0,07 %. Penelitian
Kusumaningati et al. (2013) konsentrasi
inokulum 0 % digunakan sebagai kontrol.
Konsentrasi inokulum 5 % menghasilkan
bioetanol tertinggi pada hari ke-8 yakni 6,60 %
sedangkan konsentrasi inokulum 10 %
menghasilkan bioetanol tertinggi pada hari ke-
6 yakni 9,50 %. Konsentrasi inokulum 15 %
menghasilkan bioetanol tertinggi pada hari ke-
6 yakni 9,40 %.

Konsentrasi  bioetanol penelitian ini
relatif kecil dibandingkan dengan penelitian
Kusumaningati et al. (2013), karena perbedaan
proses hidrolisis. Kusumaningati et al. (2013)
menggunakan enzim dari Aspergillus sp. untuk
menghidrolisis sampah buah dan gula reduksi
tertinggi yang diukur mencapai 49,80 %
sedangkan penelitian ini, gula reduksi tertinggi
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hanya sebesar 9,03 mg/100ml atau setara
dengan 9,03 %. Menurut Taherzadeh dan
Karimi  (2007), hidrolisis dengan enzim
mengkonversi gula lebih baik dibandingkan
dengan asam, sehingga kadar bioetanol yang
dihasilkan lebih tinggi.

Menurut Yang et al. (2016), Z. mobilis
mampu memfermentasi selulosa, hemiselulosa
dan pektin. Umbi talas memiliki kadar pektin
yang tinggi yakni 43,7 % (Nurdjanah & Elfira,
2009). Hal ini menyebabkan produksi senyawa
lain seperti asam asetat, furfural, aldehid
fenolik selain bioetanol selama fermentasi
(Yang et al., 2016).

Perlakuan konsentrasi 10 %
menghasilkan bioetanol lebih tinggi dibanding
konsentrasi 15 % sehingga tidak diperlukan
konsentrasi yang lebih tinggi lagi. Menurut
Gibbson dan Westby (1986), penggunaan
konsentrasi inokulum terlalu tinggi (>15 %)
dapat menyebabkan penurunan viabilitas sel
disebabkan kadar bioetanol terlalu tinggi (>15
%) dari hasil fermentasi bersifat toksik bagi sel
sehingga sel mengalami kematian dan
menurun viabilitasnya.

Ketidaksesuaian ~ waktu  fermentasi
menurut Hanum et al. (2013) dan Kalnenieks
(2006) dapat disebabkan oleh jumlah inoculum
dan jenis mikrobia, penggunaan enzim
pengkatalisis fermentasi serta jumlah dan jenis
substrat yang terkandung dalam suatu bahan.
Saat ini sedang dilakukan pengembangan galur
Z. mobilis melalui rekayasa genetika yang
diharapkan dapat menghasilkan bioetanol lebih
tinggi (Seo et al.,, 2005; Yang et al., 2009;
Linger et al., 2010).

Simpulan

Konsentrasi  inokulum  Zymomonas
mobilis 10% menghasilkan bioetanol tertinggi
sebesar 0,07% pada hari ke-8 fermentasi.
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Beberapa penelitian lanjutan dapat
dilakukan yaitu melakukan proses hidrolisis
menggunakan enzim agar menghasilkan kadar
gula yang lebih tinggi untuk fermentasi
bioetanol talas, penambahan bahan pengkaya
sel bakteri untuk memperbanyak jumlah sel Z.
mobilis dalam kultur agar fermentasi bioetanol
lebih maksimal, dan optimasi waktu fermentasi
menggunakan enzim pada medium agar
fermentasi bioetanol lebih cepat dan maksimal.
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