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Pendahuluan

Biomassa laut termasuk alga, saat ini menjadi
pertimbangan untuk mengatasi isu pemanasan
global dan sebagai alternatif bahan bakar
nabati, karena memiliki produktivitas yang
tinggilll. Makroalga sangat potensial sebagai
sumber biofuel karena tidak dapat dikonsumsi,
dapat tumbuh eksponensial dalam air garam,

Abstract

One alternative to make biofuels and replace petroleum-based fuels is to
convert non-food ingredients from Ulva reticulata seaweed into bioethanol.
Seventy percent of the earth's surface is covered by microalgae and
seaweeds that can be converted into bioethanol. Ulva seaweed contains
50.3% carbohydrates in the form of heteropolysaccharides such as glucose,
arabinose, rhamnose and xylose. Optimization of the seaweed hydrolysis
catalyzed by HNO:s using Microwave irradiation was done by varying acid
concentration (1, 3, 5, 7%), hydrolysis time (30, 40, 50, and 60 minutes), and
hydrolysis temperature (75, 100, 125, 150°C). Fermentation was carried out
by varying inoculum concentrations (6, 8, and 10% (v/v)) for 5, 6 and 7 days
at a temperature of 30°C and a pH of 4.5. Analysis of the surface texture of
the sample was carried out by Scanning Electron Microscopy (SEM). The
analysis of reducing sugars concentration was carried out using the
dinitrosalicylate (DNS) method. Ethanol analysis was carried out by Gas
Chromatography (GC). The results of SEM analysis showed that prior to
hydrolysis, the surface morphology of the powder was still compact and
intact. Whereas after being hydrolyzed with HNOs it was seen that the
surface texture of the powder suffered significant damage. The hydrolysis
results showed that the optimum conditions during the pretreatment of UL
reticulata powder was at acid concentration of 7%, reaction time of 50
minutes, reaction temperature of 150°C and 250 watts of power which gave
hydrolysate with reducing sugar concentration of 86.5 g/L. Fermentation of
the hydrolysate using yeast Saccharomyces cerevisiae produced bioethanol
with concentration of 37.2% as analyzed using a gas chromatograph.

Keywords: Ulva reticulata; Hydrolysis; Microwave; Fermentation; Bioethanol

kondisi buruk, dan dalam air asinf.
Kandungan karbohidrat dan lipid pada rumput
laut dianggap dapat menjadi sumber energi
terbarukan generasi ke-3BL Yu-Qing et al,
(2016) menyebutkan bahwa rumput laut Ulva
reticulata mengandung karbohidrat berupa
heteropolisakarida jenis glukosa, arabinosa,
ramnosa, dan xilosa yang sangat berlimpah.

Tentu hal ini sangat mendukung program
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pemerintah Indonesia untuk mewujudkan
pemanfaatan energi terbarukan sekurang-
kurangnya 23% di tahun 202501 Selain itu,
rumput laut jenis Ulva reticulata banyak
tersebar di laut Timor - Nusa Tenggara Timur.
Namun, Ulva reticulata ini belum dimanfaatkan
oleh masyarakat di Pulau Timor sebagai bahan
makanan, sehingga tidak berkompetisi dengan
pangan saat menjadi bioetanol.

Konversi biomassa dari rumput laut menjadi
bioetanol dapat dilakukan melalui beberapa
tahap yakni perlakuan awal, hidrolisis, dan
(pemurnian)®l.
Penggunaan katalis asam saat hidrolisis sangat
berpengaruh  terhadap  perolehan  gula
pereduksi. Katalis HCI dan HNOs lebih efisien
dalam menghasilkan glukosa kadar tinggi pada
suhu, konsentrasi, dan waktu yang sama jika
dibanding dengan katalis H2504. Penambahan
asam dan suhu tinggi, reaksi katalis semakin

fermentasi serta  destilasi

cepat sehingga pati terdegradasi menjadi
glukosa lebih cepat. Asam klorida (HCI) dan
asam nitrat (HNOs) adalah asam kuat yang
bersifat monoprotik, dimana proses
pembentukan H* terjadi dalam satu tahap,
sehingga reaksi hidrolisis yang dikatalisisnya
berlangsung lebih cepat dibanding H2S5O4!"l.
Selain itu, salah satu alternatif alat pada
perlakuan awal (deliginifikasi dan hidrolisis)
yakni  penggunaan
Penggunaan  microwave

microwave  irradiation.
irradiation  dapat
meningkatkan efisiensi reaksi kimia dan
memiliki banyak keuntungan, yakni waktu
yang dibutuhkan relatif lebih singkat
dibandingkan dengan metode konvensional,
laju reaksi hidrolisis pati menjadi glukosa
meningkat 50-100 kali, waktu produksinya
lebih pendek, menghemat biaya, selain itu lebih
ramah lingkungan karena konsentrasi asam
yang digunakan lebih rendah®l.

Hidrolisis menggunakan microwave irradiation
pada beberapa rumput laut menghasilkan
kadar gula pereduksi yang berbeda. Hidrolisis
mikroalga Chorella vulgaris menghasilkan kadar
gula pereduksi yang sangat tinggi sebesar 98.11
g/LPl sedangkan hidrolisis makroalga merah
Euchema denticulatum menghasilkan kadar gula
pereduksi sebesar 51.47 g/LI. Kolo et al,
(2021) melaporkan bahwa hidrolisis rumput
laut U. reticulata dengan H2SO4 2% selama 50

menit dapat memaksimalkan produksi gula
pereduksi sebesar 334 g/L. Selanjutnya
fermentasi produk hidrolisis menggunakan
Saccharomyces cerevisiae pada kondisi
konsentrasi inokulum 10% selama 6 hari
menghasilkan bioetanol dengan konsentrasi
sebesar 5.02%I". Nilai ini belum optimal untuk
menghasilkan bioetanol dengan kadar sesuai
SNI sehingga perlu dilakukan optimasi waktu
dan konsentrasi inokulum saat fermentasi.
Salah satu karakteristik bioetanol menurut SNI
yakni memiliki kadar bioetanol sebesar 94%
setelah denaturasi. Berdasarkan penelitian
sebelumnya bioethanol dari rumput laut Ulva
reticulata  belum memenuhi SNI. Hal ini
dikarenakan belum optimalnya pada perlakuan
awal, saat fermentasi dan pemurnian melalui
destilasi bertingkat.

Sejauh  pengetahuan  penulis, penelitian
mengenai produksi bioetanol dari U. reticulata
pertama kali diteliti tahun 2021 oleh Kolo et
allll, Penelitian Kolo et al.,(2021) menggunakan
pelarut H:S5Os4 tanpa optimasi pada proses
hidrolisis dan fermentasi sehingga dihasilkan
kadar bioetanol yang rendah. Permasalahan
utama pada produksi bioetanol dari biomassa
yakni perlakuan awal baik alat maupun
pemilihan pereaksi yang digunakan. Oleh
karena itu, produksi bioetanol dari U. reticulata
pada penelitian ini perlu dilakukan untuk
mendapatkan hasil gula pereduksi dan
bioetanol yang optimum melalui optimasi pada
proses hidrolisis dan fermentasi. Kebaruan dari
penelitian ini yakni rumput laut Ulva reticulata
asal laut Timor ini dikonversi menjadi
bioetanol melalui optimasi waktu hidrolisis,
suhu hidrolisis dan konsentrasi HNOs
menggunakan microwave dan dilanjutkan
optimasi waktu dan variasi konsentrasi
inokulum saat proses fermentasi. Penggunaan
katalis HNOs dilakukan dengan tujuan
mendapatkan kadar gula pereduksi yang tinggi
saat proses hidrolisis. Hidrolisat dengan kadar
gula yang tinggi diharapkan menghasilkan
kadar etanol yang tinggi saat proses fermentasi.
Tekstur permukaan serbuk U. reticulata
sebelum dan sesudah hidrolisis dianalisis
dengan SEM. Keberhasilan hidrolisis diselidiki
dengan analisis gula pereduksi. Bioetanol yang
diproduksi kemudian dimurnikan dengan
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destilasi bertingkat dan dikarakterisasi dengan
Kromatografi Gas (GC).

Metodologi Penelitian

Bahan kimia

Pelarut tahap perlakuan awal yaitu: HNOs
(Merck) dan NaOH (teknis), Bahan penetralan
media fermentasi yaitu HCl (teknis), Bahan
untuk tahap analisa yaitu: Glukosa (Merck),
Etanol (Merck), dan asam asetat (Merck).

Media agar miring yaitu: (ekstrak ragi 10 g/L;
pepton 20 g/L; glukosa 20 g/L; agar 25 g/L),
media inokulum terdiri atas media inokulum
Saccaromyces cerevisize (ekstrak ragi 5 g/L;
pepton 5 g/L; xilosa dan glukosa 20 g/L sebagai
sumber karbon), media fermentasi terdiri atas
ekstrak ragi 5 g/L; Pepton 5 g/L; KH2PO45 g/L,

MgSO+7H0 04 g/L, NHiSO: 05 g/L;
Hidrolisat glukosa.
Peralatan

Alat-alat gelas yang digunakan dalam
penelitian biokimia meliputi: cawan petri, gelas
piala 50, 100, 1000, dan 2000 mL; labu
erlenmeyer 250 mL; gelas ukur 5, 10, dan 25
mL; gelas arloji, corong kaca, pengaduk, tabung
reaksi, pipet tetes dan peralatan gelas lainnya.
Penimbangan bahan  dilakukan
menggunakan neraca analitik (Mettler Toledo
AG 204, USA dan OHAUS Portable advance).
Pengecekan pH larutan menggunakan pH
meter (Thermo Orion model 710 A+). Alat-alat
dan media pertumbuhan disterilisasi dengan
autoclave (Sturdy SA-232 X). Inkubasi dilakukan

menggunakan inkubator temperatur 37°C

semua

(FISHER model 503), inkubator temperatur 65°C
(J.P. Selecta, s.a), dan water bath (Precision 280
series), GC, Spektrofotometer UV-Vis,
Microwave merk Kirin, fermentor dan alat SEM
(Zeiss, Type EVO MA 10). Alat-alat lainnya
meliputi: pengaduk magnetik (Jeio Tech TM-
17R), pengocok atau vortex (Genie 2 Sciencetific
Industries), kuvet, kawat ose, dan tabung falcon
ukuran 15 mL dan 45 mL.

Prosedur penelitian

Stock Pembiakan dan Peremajaan S. cerevisiae

S. cerevisiae dari stock diinokulasi pada 50 ml
medium (Glukosa 10 g/l; ekstrak ragi 1.0 g/l;
KHzPO: 0.1 g/l; MgSO+7H0 0.1 g/l; dan
(NH4)2504, 0.1 g/l
kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 24

dalam erlenmeyer,
jam menggunakan orbital shaker dengan
kecepatan 100 rpm!2.

Preparasi Rumput Laut U. reticulata.

Preparasi U. reticulata terdiri dari dua langkah
yaitu pengeringan dan penggilingan, kemudian
disaring menggunakan saringan + 35 mesh
sehingga diperoleh tepung U. reticulata.

Sakarifikasi Tepung Rumput Laut U. reticulata

Tahapan sakarifikasi pada tepung U. reticulata
bertujuan untuk menghidrolisis selulosa
menjadi bentuk monosakarida seperti glukosa.
Sakarifikasi ~dilakukan dengan perlakuan
konsentrasi HNOs (4 perlakuan), suhu (4
perlakuan) dan waktu (4 perlakuan) yang
ditunjukkan pada Tabel 1. Semua perlakuan
dilakukan 3 kali pengulangan.

Tabel 1. Optimasi hidrolisis serbuk U. reticulata dengan katalis HNO:s.

Perlakuan Variast
% (v/v) HNOs Waktu (menit) Temperatur (°C) Daya (watt)
1. 1;3;,5,7 40 100 100
2. Hasil perlakuan 1 30; 40; 50 dan 60 100 100
3. Hasil perlakuan 1 Hasil perlakuan 2 75; 100; 125 dan 150 100
Hasil perlakuan 1 Hasil perlakuan 2 Hasil perlakuan 2 100; 152;5500 dan
4. Produksi Bioetanol dengan Konsentrasi, Waktu, Temperatur dan Daya Optimum
14
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Hidrolisis asam dilakukan dengan cara sebagai
berikut: 3 g tepung U. reticulata dan 100 ml
HNO:s 1%; 3%; 5%; dan 7% (v/v) dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 250 ml,
dipanaskan menggunakan

irradiation. Hasil optimum pada variasi
konsentrasi HNO: selanjutnya dilanjutkan

kemudian
Microwave

dengan variasi waktu, temperatur dan daya
dengan kondisi yang tertera pada Tabel 1.
Medium tersebut selanjutnya didinginkan pada
hidrolisat
didetoksifikasi menggunakan larutan NH«OH

suhu ruang, selanjutnya
hingga pH 10 dan selanjutnya pH diturunkan
menjadi 5. Medium fermentasi tersebut
dilakukan penambahan nutrisi NPK 0.04% dan
NH2S04 0.15% ke dalam medium, selanjutnya,
medium dipanaskan pada suhu 105°C selama
15 menitl.

Produksi Bioetanol

Medium fermentasi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 100 ml hidrolisat dalam
erlenmeyer 250 ml untuk masing-masing
perlakuan  penelitian. Langkah pertama
pembuatan  starter  dilakukan
menginokulasikan kultur khamir S. cerevisiae
hasil peremajaan dari kultur cair ke dalam 100

ml medium fermentasi, kemudian diinkubasi

dengan

pada suhu kamar
pertengahan fase logaritmik(®3l. Fermentasi
dilakukan dengan menggunakan ragi S.
cerevisize. Volume kerja fermentasi untuk
medium hidrolisat sebanyak 200 mL. Hidrolisat
serbuk U. reticulata terlebih dahulu dinetralkan
untuk analisa gula pereduksi, lalu dimasukkan
media fermentasi dan diautoklaf pada
temperatur 121°C selama 15 menit. Fermentasi
Medium
fermentasi menggunakan aqua dm sebagai
pelarut. Fermentasi diatur pada pH 4.5 dan
temperatur 30°C menggunakan NaOH atau
HCI 2 M. Media inokulum dimasukkan secara
berurutan sesuai waktu pertumbuhan kedua
kultur ragi. Variasi inokulum yaitu 6%, 8%, dan
10% (v/v). Variasi Waktu Fermentasi yaitu 5, 6,
dan 7 haril'4l.

sampai terjadinya

dilakukan secara anaerobik.

Analisis Tekstur Permukaan Serbuk

Hasil hidrolisis disaring lalu dinetralkan untuk
proses selanjutnya. Fraksi padat dilihat tekstur

permukaannya dengan SEMI], sedangkan
fraksi cair dianalisis kandungan gula pereduksi

dengan  metode DNS menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.
Analisis Gula Pereduksi
Pengukuran gula reduksi menggunakan

metode 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS). Sampel
sebanyak 1 mL ditambah 1 mL reagen DNS
kemudian dicampur dan dipanaskan pada
suhu 100 °C selama 10 menit. Pengukuran gula
reduksi dilakukan dengan spektofotometer
dengan panjang gelombang 570 nm.
Kandungan  gula  reduksi  ditentukan

berdasarkan kurva standar glukosal'el.
Analisis Produk Bioetanol

Sebanyak 1 mL fraksi n-heksan, etil asetat dan
sisa air masing-masingnya ditambahkan 10 mL
akuades dikocok selama 1 menit sampai
terbentuk busa. Ditambahkan 2 tetes HCI
pekat, jika busa tidak hilang selama 7 menit,
maka sampel positif mengandung saponin.

Hasil dan Diskusi

Analisis  Tekstur = Permukaan  Serbuk
menggunakan Scanning Electron Microscope
(SEM)

Hasil perlakuan awal pada serbuk Ulva
reticulata selanjutnya dilakukan pengamatan
morfologi permukaan serbuk menggunakan
SEM sedangkan analisis kuantitatif dilakukan
menggunakan Spektrofotmeter UV-Vis.
Pengujian SEM bertujuan untuk melihat
permukaan serbuk sebelum dan setelah
perlakuan awal. Pengujian dilakukan pada 2
sampel yaitu serbuk awal ukuran 100 mesh, dan
serbuk hasil hidrolisis dengan perbesaran 750x
(Gambar 1).

Berdasarkan  analisis = Scanning  Electron
Microscope (SEM) pada hasil perlakuan awal
serbuk menunjukkan bahwa ada pengaruh atau
perubahan morfologi permukaan setelah
mendapat  perlakuan  dengan  bantuan
microwave. Sebelum hidrolisis, morfologi
permukaan serbuk masih kompak dan utuh

(Gambear 1a).
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Gambar 1. Citra SEM morfologi permukaan serbuk Ulva reticulata: a. tanpa perlakuan awal, b. Setelah

proses hidrolisis.

OH
HOOC X _NO,
+ Gula Pereduksi
/
NO

2
3,5- dinitrosalicylic acid (DNS)

OH
HoOC NH,

NO,
3-amino-5- dinitrosalicylic acid

Gambar 2. Reaksi antara DNS dengan Gula Pereduksi 7]

Sedangkan setelah dihidrolisis dengan HNOs
terlihat bahwa tekstur permukaan serbuk
mengalami kerusakan yang signifikan (Gambar
1b). Proses hidrolisis menggunakan asam
(HNOs) dapat memutuskan ikatan f-1,4-
glikosidik pada selulosa dan memutuskan (-
1,4-D-piranosil pada hemiselulosa menjadi gula
sederhana (glukosa, xilosa, galaktosa, arabinosa
dan manosa).

Proses Hidrolisis

Hidrolisat serbuk U. reticulata selanjutnya
direaksikan dengan DNS untuk menganalisa
kandungan gula pereduksi. Pereaksi DNS
digunakan untuk menentukan kandungan gula
pereduksi sebab DNS memiliki senyawa
aromatik yang dapat bereaksi dengan gula
pereduksi membentuk senyawa 3-amino-5-
dinitrosalicylic acid (Gambar 2). Reaksi ini
berlangsung dalam suasana basa sehingga jika
pada sampel terdapat gula pereduksi maka

larutan akan berubah warna dari kuning
menjadi jingga kemerahan. Senyawa 3-amino-5-
dinitrosalicylic acid yang terbentuk dari reaksi
antara DNS dengan gula reduksi dapat
menyerap gelombang elektromagnetik pada
panjang gelombang 540 nm. Semakin banyak
molekul 3-amino-5-dinitrosalicylic acid yang
terbentuk maka semakin banyak pula kadar
gula pereduksi yang terdapat pada sampel dan
mengakibatkan serapannya makin tinggil'”.

Kandungan Gula Pereduksi pada Serbuk U.
reticulata

Kadar gula pereduksi menyatakan tingkat
konversi dari polisakarida menjadi gula
sederhana akibat adanya perombakan pati
menjadi glukosa. Optimasi perlakuan awal
dilakukan dengan menganalisa kadar gula
pereduksi dari hidrolisat serbuk U. reticulata
dan hasilnya terlihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Data Gula Pereduksi serbuk U. reticulata

Tanpa HNO:s GP WR GP Temp GP DI GP
Microwave (% v/v)  (g/L) (Menit) (g/L) O (g/L) (watt)  (g/L)
(&/L)
1 24.5 30 17.2 100 39.2 100 -
3 41.9 40 31.9 150 86.5 150 -
31.87 5 57.9 50 459 200 73.9 200 -
7 72.5 60 352 250 51.9 250 83.3

Singkatan: HNOs: Asam Nitrat; GP: Gula Pereduksi; WR: Waktu Reaksi; Temp: Temperatur; DI: Daya

Iradiasi.

Perlakuan awal pada penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan hasil gula pereduksi yang
lebih tinggi. Optimasi dilakukan dengan
proses
menggunakan teknik Microwave irradiation
untuk meningkatkan efisiensi reaksi. Hasil

perlakuan awal hidrolisis asam pada serbuk U.

memodifikasi perlakuan  awal

reticulata  dengan menggunakan Microwave
irradiation yang disajikan pada Tabel 2.
Kekuatan Microwave irradiation tampaknya
mempengaruhi jumlah reduksi gula secara
signifikan (Tabel 2).

Berdasarkan hasil hidrolisis pada Tabel 2
terlihat adanya peningkatan konsentrasi gula
pereduksi seiring meningkatnya konsentrasi
asam nitrat yang digunakan dalam proses
hidrolisis. berbeda yang
ditunjukkan ketika dilakukan variasi waktu

Trend yang

dimana kadar gula pereduksi meningkat pada
waktu 30 hingga 50 menit (17.2—45.9 g/L), tetapi
menurun pada waktu 60 menit (35.2 g/L).
Ketika dilakukan variasi suhu reaksi, kadar
gula pereduksi meningkat pada suhu 100
hingga 150°C (39.2-86.5 g/L), tetapi menurun
pada 200 hingga 250 °C (51.9 g/L). Kondisi ini
disebabkan beberapa produk diubah menjadi
seperti furfural dan

(HMF)®.  Hal ini
didukung oleh penelitian sebelumnya oleh

senyawa sekunder

hidroksimetilfurfural

Zhou et all®l yang melaporkan bahwa selama

proses perlakuan awal sejumlah senyawa
beracun seperti asam, furfural, HMF, dan
senyawa fenolik diproduksi bersamaan dengan
gula.  Senyawa-senyawa  tersebut  akan
menghambat saat proses fermentasi sehingga
perlu dilakukan detoksifikasi hidrolisat untuk
meningkatkan proses fermentasi [%l. Selain itu,
Kolo et al, 2022r0
penurunan kadar gula pereduksi seiring
peningkatan suhu hidrolisis menyebabkan gula
mengalami karamelisasi dan terbentuk arang
pada dinding labu (Gambar 3). Hasil gula

melaporkan bahwa

pereduksi tertinggi pada penelitian ini sebesar
86.5 g/L, lebih tinggi dari penelitian yang
dilakukan oleh Kolo et al, 2021 menggunakan
katalis H250s dengan kadar gula pereduksi
tertinggi mencapai 33.4 g/LI'l. Efektivitas jenis
katalis HNOs lebih tinggi
glukosa pada suhu, konsentrasi dan waktu
yang sama dibanding dengan H250s.

menghasilkan

Kondisi optimal hidrolisis asam serbuk U.
reticulata  yang
Microwave irradiation didapat pada konsentrasi
asam nitrat 7% (v/v) dengan suhu reaksi 150°C
selama 50 menit yang menghasilkan 86.5 g/L
gula reduksi. Hasil ini lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan awal tanpa
microwave yaitu hanya 31.87 g/L dengan
konsentrasi gula meningkat sebesar 36.8%

dikombinasikan  dengan

dibandingkan dengan yang tanpa microwave.
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PYRE X Esii
War GLAS’ K

Gambar 3. Hasil hidrolisis serbuk Ulva reticulata

Proses Fermentasi

Hidrolisat serbuk U. reticulata selanjutnya
digunakan sebagai substrat dalam proses
fermentasi menggunakan ragi S. -cerevisiae
secara anaerob atau tanpa menggunakan
oksigen. Konversi glukosa menjadi etanol
terjadi melalui jalur Embden Mayerhof Parans
(EMP) atau glikolisis?l. Hasil fermentasi
biasanya tidak menimbulkan bau busuk dan
akan menghasilkan gas karbon dioksida.

Hasil fermentasi biasanya dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti pH, suhu, waktu
fermentasi, bahan pangan atau substrat, jenis
mikroba, konsentrasi gula dan nutrisi. Dalam
penelitian ini, nutrisi yang digunakan adalah
ammonium sulfat (NH4)2504) yang berfungsi
sebagai sumber nitrogen. Penambahan
ammonium sulfat dalam media fermentasi
dapat meningkatkan pertumbuhan mikroba
yang lebih tinggi selama proses fermentasi jika
dibandingkan dengan nutrisi sumber nitrogen
lainnyal??l. Tingkat keasaman (pH) juga turut
berpengaruh dalam proses fermentasi dimana
pH yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
45. Penggunaan pH ini disebabkan karena
bakteri S. cerevisiae dapat hidup dan bertumbuh
dengan baik pada kondisi pH 4-5/%3I.

Selain tingkat keasamaan (pH), faktor lain yang
mempengaruhi proses fermentasi adalah waktu
fermentasi. Jika waktu fermentasi terlalu cepat
maka etanol yang dihasilkan jumlahnya sedikit
sebab ragi S. cerevisite masih dalam proses
pertumbuhan dan jika berlangsung dalam
waktu yang lama maka ragi S. cerevisizge akan

mati sehingga akan berpengaruh terhadap
etanol yang dihasilkan. Semakin lama waktu
fermentasi maka kadar bioetanol yang
dihasilkan cenderung semakin tinggi, akan
tetapi ketika fermentasi telah mencapai waktu
optimum maka kadar etanol untuk waktu
fermentasi berikutnya cenderung menurun.
Semakin lama waktu proses fermentasi maka
efisiensi substrat akan semakin tinggil?!. Dalam
penelitian ini, waktu fermentasi yang dipakai
adalah 5 hari. Pemilihan waktu fermentasi
didasarkan pada penelitian yang dilakukan
oleh Bahri et al yang menyatakan bahwa waktu
fermentasi berkisar antara 4-7 hari®l. Hal ini
juga diperkuat oleh penelitian yang dilakukan
oleh Muin et al®®! dimana hasil penelitiannya
didapatkan waktu fermentasi optimum adalah
120 jam.

Penentuan Kadar Bioetanol pada Sampel
Serbuk U. Reticulata

Analisis Kualitatif

Analisis kualitatif dilakukan untuk mengetahui
adanya etanol dari sampel hasil fermentasi.
Adanya etanol dalam suatu larutan dapat diuji
secara oksidasi menggunakan larutan kalium
dikromat (K2Cr207). Prinsip yang digunakan
adalah reaksi redoks yang terjadi antara etanol
dengan K2Cr207 dalam suasana asam, menurut
persamaan reaksi berikut!?7l:

3C2Hs0H + Cr2072 + 8H* — 3CH3COH + 2Cr3+
+ 7H20
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a. Larutan K,Cr,0O4

b. Etanol Standar

o

c. Bioetanol U.

Gambar 4. Hasil Uji Kualitatif Etanol Standar dan Bioetanol

Uji kualitatif dari sampel hasil fermentasi dan
etanol murni  dalam  penelitian = ini
menggunakan senyawa K>Cr207 dapat dilihat
pada Gambar 4.

Hasil uji kualitatif pada Gambar 4, terlihat
bahwa terjadi perubahan warna dari jingga
(Gambar 4a) menjadi hijau kebiruan baik pada
etanol murni maupun pada sampel hasil
fermentasi (Gambar 4b dan c). Menurut Bello et
al menyebutkan bahwa uji positif adanya
etanol ditandai dengan berubahnya warna
kalium dikromat dari jingga menjadi hijau
kebiruanl?l. Jadi dapat disimpulkan bahwa
pada sampel hasil fermentasi telah terjadi
perubahan glukosa menjadi etanol yang
ditandai dengan terjadi perubahan warna
larutan kalium dikromat dari jingga menjadi
hijau kebiruan saat ditambahkan sampel hasil
fermentasil?9.

Analisis Kuantitatif

Analisis kuantitatif kadar bioetanol dalam
sampel serbuk U. reticulata dilakukan dengan
menggunakan alat kromatografi gas (GC).
Analisis menggunakan GC dilakukan untuk
mengetahui ada tidaknya etanol yang
dihasilkan dari proses fermentasi. Dalam
analisis menggunakan GC, diperlukan senyawa
tambahan sebagai standar internal agar terjadi
pemisahan sempurna antara pesk sampel
sehingga pengukuran kadar senyawa tidak
dipengaruhi oleh senyawa lain. Senyawa yang
digunakan sebagai standar internal dalam
penelitian ini adalah toluena. Toluena dipilih

sebagai standar internal karena memiliki rumus
molekul yang mirip dengan rumus molekul
dari etanol. Adanya kemiripan tersebut maka
kelarutan diantara kedua larutan pun mudah
diketahui berdasarkan prinsip like dissolve
liker®o1,

Kromatogram hasil kromatografi gas pada
Gambar 5, menunjukkan bahwa pada sampel
hasil fermentasi mengandung 3 puncak dengan
waktu retensi yang berbeda yaitu 2.963, 3.233,
dan 4.297 menit dimana senyawa yang keluar
terlebih dahulu yakni senyawa heksana
kemudian diikuti dengan etanol dan toluena.
Peak dari senyawa heksana keluar lebih dahulu
karena heksana memiliki titik didih yang
paling rendah (68.7°C) dibandingkan dengan
etanol (78.3°C) dan toluena (110.6°C)131. Hal ini
dikarenakan komponen-komponen campuran
dalam sampel akan terpisah atau keluar sesuai
dengan titik didih yang dimiliki. Komponen
yang memiliki titik didih lebih rendah akan
menguap terlebih dahulu sehingga akan keluar
sebagai peak pertama pada kromatogram.
Dalam penelitian ini, heksana digunakan
sebagai pelarut untuk melarutkan etanol dan
toluena sebelum diinjeksikan pada GC.
Heksana digunakan sebagai pelarut karena
heksana merupakan senyawa non polar dan
merupakan pelarut organik yang baik sebab
memiliki titik didih yang rendah (mudah
menguap), tidak berbahaya, tidak beracun,
tidak mudah meledak atau terbakar, murah
dan bersifat inert (tidak bereaksi dengan zat
terlarut)[20.
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Gambar 6. Pengaruh Konsentrasi Inokulum dan Lama Fermentasi terhadap Perolehan Kadar Etanol

Berdasarkan kromatogram pada Gambar 5,
terlihat bahwa waktu retensi dari sampel hasil
fermentasi terdeteksi etanol pada 3233 menit.
Kromatogram yang diperoleh dapat digunakan
untuk menghitung konsentrasi bioetanol dalam
sampel dengan membandingkan luas area dari
puncak etanol dengan luas area dari standar.
Hasil perhitungan didapatkan konsentrasi
optimum etanol pada konsentrasi inokulum
10% sebesar 37.2 % pada waktu fermentasi 5
hari (Gambar 6).

Hasil distilasi bioetanol Ulva reticulata memiliki
kemurnian  tertinggi pada  konsentrasi
inokulum 10% yang dipanen pada hari ke-5
sebesar 37,22% menggunakan kromatografi gas
(GC) yang terdeteksi pada waktu retensi 3233
menit (Gambar 5). Hasil bioetanol pada
penelitian ini lebih tinggi jika dibandingkan
penelitian terdahulu oleh Kolo et al. (2021)
menggunakan bahan baku yang sama yakni
Ulva reticulata sebesar 5.02%['. Hal ini
dipengaruhi oleh perbedaan kadar gula
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pereduksi  saat perlakuan awal yang
menggunakan katalis H250s dan HNO:s.
Perlakuan konsentrasi inokulum 10% pada
fermentasi hari ke-5 menghasilkan bioetanol
lebih tinggi. Febriani et al, (2020) melaporkan
penggunaan konsentrasi inokulum terlalu
tinggi (>15%) dapat menyebabkan penurunan
viabilitas sel. Selain itu, kadar bioetanol terlalu
tinggi dari hasil fermentasi yang lama akan
bersifat toksik bagi sel sehingga sel mengalami
kematian dan menurun viabilitasnyal2..

Rendahnya  konsentrasi
dihasilkan dalam penelitian ini disebabkan oleh
beberapa faktor seperti belum semua molekul
glukosa yang diubah menjadi etanol dan juga
proses  hidrolisis
menggunakan asam biasanya terbentuk
senyawa hidroksimetilfurfural (HMF) dimana
senyawa ini merupakan senyawa inhibitor
yang  dapat
mikroorganisme dalam proses fermentasi.
Selain itu juga disebabkan karena proses
fermentasi yang berjalan lambat karena
kandungan nutrien dalam media yang
jumlahnya sedikit. Keadaan ini juga disebabkan

bioetanol  yang

karena  pada  saat

menghambat  pertumbuhan

karena etanol sudah mengalami oksidasi
menjadi asam asetat baik pada saat proses
penyaringan atau saat pemindahan sampel
hasil distilasi dari labu distilasi ke botol reagen.
Anggraini dan Yuniningsih menyebutkan
bahwa aktivitas dalam proses fermentasi
mengakibatkan peningkatan pada kadar etanol.
Namun, lama kelamaan etanol akan terurai
menjadi asam asetat meskipun aktivitas
fermentasi menurun®l. Faktor lain yang
menyebabkan rendahnya konsentrasi bioetanol
yaitu adanya kontaminan seperti bakteri asam
laktat dan bakteri asam asetat yang mampu
menjadi inhibitor dalam proses fermentasil®l.
Faktor yang juga mempengaruhi yaitu masih
terdapat kandungan air pada sampel hasil
distilasi.

Kesimpulan

Penelitian ini dapat disimpulkan Kondisi
optimal perlakuan awal serbuk U. reticulata
menggunakan microwave irradiation Tipe Kirin
pada proses hidrolisis dengan HNO: encer
adalah konsentrasi HNOs 7 %, waktu reaksi 50

menit dan suhu 150°C yang menghasilkan gula
pereduksi dengan kadar sebesar 86.5 g/L. Hasil
fermentasi menggunakan ragi S. cerevisiae
didapatkan kadar bioetanol sebesar 37.2%
berdasarkan analisa kromatografi gas.
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