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Pembuatan Bioetanol dari Glukosa Hasil Hidrolisis Biji Durian
(Durio zibethinus) dengan Bantuan Saccharomyces cerevisiae

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi HCl terhadap kadar glukosa hasil hidrolisis dan
mengetahui pengaruh pH fermentasi terhadap kadar etanol hasil
fermentasi. Glukosa hasil hidrolisis baik cake maupun sirup glukosa
ditentukan  kadar glukosanya dengan metode DNS. Glukosa hasil
hidrolisis difermentasi menjadi etanol dengan bantuan
Saccharomyces cerevisiae, kadar etanol hasil fermentasi ditentukan
dengan menggunakan metode cawan conway. Berdasarkan hasil
penelitian yang  dilakukan, perolehan kadar glukosa di pengaruhi
oleh konsentrasi HCl yang digunakan pada saat hidrolisis, pada
hidrolisis 2,5 g biji durian dengan suhu 70 oC dan waktu 3 jam,
kadar glukosa pada sirup glukosa semakin meningkat dengan
meningkatkanya konsentrasi HCl dan dihasilkan kadar glukosa
tertinggi pada hidrolisis 4 M HCl sebesar 36400 ppm, namun pada
cake glukosa kadar glukosa tidak berbanding lurus dengan
peningkatan konsentrasi HCl, terdapat titik optimum hidrolisis yaitu
pada 1 M HCl dengan kadar glukosa sebesar 20100 ppm. Selama
96 jam fermentasi dengan mengggunakan substrat glukosa sebesar
8000 ppm (0,8% b/v), pH fermentasi juga tidak berbanding lurus
terhadap perolehan kadar etanol, namun terdapat titik optimum pH
fermentasi yaitu pada pH 4 dengan kadar etanol sebesar 1,61%
(v/v).

Kata kunci : biji durian, etanol, cawan conway, fermentasi,
hidrolisis
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Bioethanol Production by Saccharomyces cerevisiae from Yield
Glucose of Hydrolized Durian (Durio zibethinus) Seeds

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of HCl concentration on
hydrolysis yield glucose levels and determine the effect of
fermentation pH on  fermentation yield ethanol levels. Hydrolysis
yield glucose which glucose syrup and cake either glucose levels
determined by the DNS method. Hydrolysis yield glucose fermented
into ethanol by Saccharomyces cerevisiae, fermentation ethanol
content was determined using the method of cawan conway. Based
on the research conducted, obtaining glucose is influenced by the
concentration of HCl used during hydrolysis, the hydrolysis of 2.5 g
seed durian by temperature of 70 ° C and for 3 hours, glucose levels
of glucose syrup is increased by increasing of concentration of HCl
and the resulting glucose levels are highest in 4 M HCl hydrolysis at
36400 ppm. However the glucose cake, it glucose levels are not
proportional to the increase in the concentration of HCl, there is an
optimum point that hydrolysis in 1 M HCl with glucose levels at
20100 ppm. During 96 hours of fermentation with glucose substrate
8000 ppm (0.8% w / v), pH fermentation also not proportional to the
acquisition of ethanol content, but there is a point that fermentation
pH optimum at pH 4 with ethanol content of 1.61% (v/v).

Keywords: durian seeds, ethanol, cawan conway, fermentation,
hydrolysis
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang
Sejak beberapa tahun terakhir Indonesia mengalami

penurunan produksi minyak nasional yang disebabkan menurunnya
secara alamiah cadangan minyak serta pertambahan jumlah
penduduk, meningkatnya penggunaan transportasi dan aktivitas
industri yang berakibat pada peningkatan kebutuhan konsumsi Bahan
Bakar Minyak (BBM) [1]. Untuk mengatasi keadaan tersebut
diperlukan adanya bahan bakar alternatif yang dapat diperbaharui
serta ramah lingkungan [2]. Salah satu alternatif pengganti bahan
bakar minyak adalah bioetanol. Bioetanol merupakan etanol yang
berasal dari sumber hayati. Bioetanol bersumber dari gula sederhana,
amilum dan selulosa [3]. Amilum yang berbentuk polisakarida dapat
dihidrolisis menjadi glukosa melalui pemanasan, menggunakan
katalis dan pemanfaatan enzim. Glukosa yang diperoleh selanjutnya
difermentasi untuk menghasilkan etanol [4].

Fermentasi etanol merupakan aktivitas penguraian gula
(karbohidrat) menjadi senyawa etanol dengan mengeluarkan gas
CO2, fermentasi ini dilakukan dalam kondisi anaerob atau tanpa
adanya oksigen. Produksi bioetanol umumnya menggunakan
mikroba Saccharomyces cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae dapat
mengkonversi gula menjadi etanol dengan kemampuan konversi
yang baik [5], tahan terhadap etanol kadar tinggi, tahan terhadap pH
rendah, dan  tahan terhadap temperatur tinggi [6].

Salah sumber hayati yang memiliki potensi besar sebagai
bioetanol adalah biji durian. Biji durian (Durio zibethinus ) terbukti
mengandung karbohidrat dengan kadar tinggi, yakni 43,6% [4].
Dari penelitian yang dilakukan Nurfiana dkk pada tahun 2009 [4],
Agar kadar etanol yang dihasilkan optimal tanpa menggunakan
katalis, biji durian (setelah dikukus) dan yeast Saccharomyces
cerevisiae (merk “DK”) yang digunakan memiliki perbandingan
25:1. Produksi bioetanol dengan bantuan mikroba dipengaruhi oleh
kadar glukosa sebagai substrat dan kondisi lingkungan proses
fermentasi seperti suhu dan pH [5-6]. Berdasarkan hal tersebut
maka penelitian ini bertujuan untuk menghidrolisis biji durian
menggunakan katalis asam klorida (HCl) untuk mengetahui
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pengaruh peningkatan konsentrasi asam terhadap kadar glukosa dan
mengatur pH fermentasi untuk mengetahui kadar etanol yang
dihasilkan.

1.2 Perumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Bagaimana pengaruh konsentrasi HCl terhadap kadar glukosa
hasil hidrolisis karbohidrat pada biji durian ?

2. Bagaimana pengaruh pH fermentasi terhadap kadar etanol hasil
fermentasi ?

1.3 Batasan Masalah
Penelitian ini dibatasi pada :

1. Konsentrasi HCl pada proses hidrolisis sebesar 0, 1, 2, 3, 4 M
dengan suhu pemanasan sebesar 70 oC selama 3 jam

2. Waktu yang digunakan untuk fermentasi maksimal 4 hari (96
jam) dengan keadaan anaerob pada suhu ruang

3. Menggunakan kultur murni Saccharomyces cerevisiae yang
telah dibiakkan pada media YGA (yeast glukosa agar)

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi HCl terhadap glukosa hasil
hidrolisis karbohidrat pada biji durian.

2. Mengetahui pengaruh pH fermentasi terhadap kadar etanol
hasil fermentasi

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah mengetahui potensi biji durian
sebagai bahan baku pembuatan bioetanol yang mampu
memberikan kontribusi sebagai sumbangsih terhadap solusi krisis
energi beberapa tahun mendatang.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biji Durian
Biji durian merupakan benih dari pohon durian yang masih

terlindungi oleh daging buah durian, durian diklasifikasi sebagai
berikut menurut Dinas Pertanian Provinsi DIY [7-9] :

Kerajaan : Plantae
Ordo : Malvalean
Famili : Malvaceae
Genus : Durio
Spesies : Durio zibethinus

Selain buahnya yang memiliki banyak manfaat, biji durian
juga berpotensi menghasilkan bioetanol dikarenakan kandungan
karbohidrat yang dimiliki dalam 100 gram biji segarnya sebesar
43,6% sedangkan untuk biji durian masaknya sebesar 43,2 % jumlah
ini cukup potensial untuk diolah menjadi etanol [4].

Dari data  Michael J Brown terdapat kandungan nutrisi pada
biji durian adalah [4] :

Tabel 2.1.1 Kandungan nutrisi biji durian tanpa kulit terluar

Zat Per 100 gram biji segar Per 100 gram biji
Kadar air 51,5 g 51,1 g
Lemak 0,4 g 0,2-0,23 g
Protein 2,6 g 1,5 g

Karbohidrat
total

43,6 g 43,2 g

Serat kasar 0,7-0,71 g
Nitrogen 0,297 g

Abu 1,9 g 1,0 g
Kalsium 17 mg 3,9-88,8 g
Posfor 68 mg 86,65-87 mg
Besi 1,0 g 0,6-0,64 g

Natrium 3 mg
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2.2 Bioetanol

Alkohol merupakan senyawa hidrokarbon yang memiliki gugus
hidroksil (-OH). Dalam dunia perdagangan yang umum disebut
alkohol adalah etanol atau etil alkohol dengan rumus kimia C2H5OH.
Etanol yang berasal dari bahan organik disebut bioetanol. Etanol
dikelompokkan dalam dua kelompok antara lain [10] :
1. Etanol dengan kadar 95-96% v/v disebut etanol berhidrat yang

dibagi menjadi tiga kelas yaitu :
a. Technical raw/spread grade digunakan untuk bahan bakar

disinfektan, bahan bakar spritus, pelarut dan minuman
b. Industrial grade digunakan untuk bahan baku industri dan

pelarut
c. Potable grade untuk minuman berkualitas tinggi.

2. Etanol dengan kadar > 99,5% v/v  digunakan untuk bahan bakar.
Jika dimurnikan lebih lanjut dapat digunakan untuk keperluan
farmasi dan pelarut di laboratorium analisis. Etanol ini disebut
fuel grade ethanol (FGE) atau anhydrous ethanol (etanol
anhidrat) atau etanol kering, yakni etanol yang bebas air atau
hanya mengandung air minimal. Ada dua tahapan utama dalam
pembuatan bioetanol yaitu hidrolisis polisakarida dan fermentasi
gula menjadi alkohol [11].

Sifat fisik dan sifat kimia dari etanol [12]:

Tabel 2.2.1 Sifat fisik dan kimia etanol

Sifat kimia dan fisika Keterangan
Berat molekul 46 g/mol

Kerapatan 0,791 g/mL
Titik lebur -117,3 o C
Titik didih 78,3 o C
Titik bakar 21 o C
Titik nyala 372 o C

2.3 Pembuatan bioetanol
Pembuatan etanol dapat dilakukan dengan dua cara yaitu dengan

cara sintesis melalui reaksi hidrasi etilena yang menghasilkan etanol
sebagai hasil samping minyak bumi. Selanjutnya melalui cara
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fermentasi dengan menggunakan aktivitas mikroba, bahan yang
mengandung gula (sakarida) sederhana langsung diubah menjadi
etanol sedangkan yang masih dalam bentuk polisakarida dihidrolisis
terlebih dahulu untuk memperoleh gula sederhana. Tahapan pada
pembuatan etanol dari bahan yang mengandung pati yaitu [12] :

1. Hidrolisis pati
Hidrolisis pati (polisakarida) merupakan pemecahan

polisakarida kompleks menjadi gula  yang lebih sederhana akibat
penambahan molekul air [13-14]. Pembuatan bioetanol dari
bahan berselulosa harus melalui proses hidrolisis terlebih dahulu
dengan menggunakan senyawa asam seperti asam sulfat (H2SO4)
dan asam klorida (HCl) namun bahan tersebut menghasilkan yield
etanol yang kecil dan tidak ramah lingkungan serta biaya produksi
cukup tinggi [15]. Perkembangan proses hidrolisis tersebut  untuk
skala industri dapat diganti dengan menggunakan enzim yang
sering disebut dengan Enzymatic Hydrolysis yaitu hidrolisis
menggunakan enzim jenis selulase atau jenis yang lain.
Keuntungan hidrolisis dengan enzim dapat mengurangi
penggunaan asam dan ramah lingkungan [16].

Pati banyak diperoleh dari tanaman khususnya pada biji
dan  batang rumus molekul pati adalah (C6H10O5)n “n”
merupakan banyaknya glukosa yang terikat pada glukosa [17],
komponen penyusun pati sekitar 20-25% amilosa dan 75-80%
amilopektin. Proses hidrolisis menggunakan asam yang berperan
penting adalah ion H+, ion H+ akan menyerang ikatan gllikosidik
pada pati sehingga terbentuklah monomer karbohidrat yaitu
glukosa [17]. Hidrolisis asam dapat dilakukan dengan dua
kategori pendekatan yaitu hidrolisis menggunakan asam pekat
pada suhu ruang dan dengan katalis asam encer dengan
peningkatan suhu [18,19]. Konsentrasi asam pekat yang
digunakan pada suhu ruang umumnya HCl 42% sedangkan untuk
pemanasan 100o C dapat menggunakan HCl 1%. Mekanisme
hidrolisis polisakarida dengan katalis asam [19,31] :
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Gambar 2.3.1. Mekanisme reaksi hidrolisis  polisakarida pada
biji durian

Penggunaan asam kuat dan asam pekat mampu
mendegradasi karbohidrat atau polisakarida,  namun karena asam
merupakan katalis non spesifik asam kuat juga mampu
mendegradasi glukosa hasil hidrolisis lebih sehingga terbentuk 5-
hidroksimetil-2-2furfuraldehida atau disebut juga
hidroksimetilfurfural (HMF) kemudian HMF ini akan terus
membentuk asam-asam organik pada suhu tinggi yaitu asam
levulinat dan asam format. Mekanisme asam kuat membentuk
HMF, asam format dan asam levulinat [18]:

Polisakarida

Polisakarida yang lebih pendek

Glukosa
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Gambar 2.3.2 Diagram glukosa diubah menjadi
hidroksimetilfurfural (HMF), asam format dan
asam levulinat oleh asam kuat.

2. Fermentasi
Fermentasi berasal dari bahasa latin ferfere yang diartikan

sebagai mendidihkan yaitu terbentuknya gas-gas (gelembung)
sehingga dikatakan mendidih, namun berbeda seperti air
mendidih pada umumnya, gas yang terbentuk tersebut
diantaranya  gas karbon dioksida (CO2) [20]. Sedangkan Dalam
istilah mikrobial menurut Rachman (1989) fermentasi merupakan
kegiatan atau aktivitas suatu mikroorganisme untuk memperoleh
energi dengan memecah substrat untuk keperluan pertumbuhan
dan metabolisme dari mikroorganisme tersebut [21]. Keberhasilan
suatu fermentasi tergantung pada kondisi lingkungan biomassa
dan produk yang terbentuk, sehingga perlu dilakukan pengaturan
optimasi kondisi fermentasi dan penentuan komponen-komponen
yang terbentuk pada hasil akhir fermentasi [13]. Ada beberapa
faktor yang mempengaruhi kehidupan suatu mikroorganisme
yaitu pH, suhu, konsentrasi oksigen, tekanan, kelarutan dan
aktivitas air [22].Pati dapat diubah menjadi alkohol melalui
proses biokimia [3] :

Pati Hidrolisis Glukosa Fermentasi Alkohol

Pada proses fermentasi etanol dan gas CO2 dihasilkan ketika gula
diserap oleh bakteri dengan reaksi [3, 6, 13]:

C6H12O6 2CH3CH2OH + 2CO2

(glukosa) (etanol) ( karbon dioksida)

Glukosa (C6H12O6) HMF (C6H6O3)

Asam levulinat (C5H8O3) Asam format (HCOOH)

- 3H2O
+2H2O
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Mekanisme pembentukan etanol oleh mikroba melalui jalur EMP
(Embden-Meyerhof-Parnas) proses ini meliputi [6][23][24]  :

Glukosa glukosa-6-fosfat fruktosa-6-fosfat

Gambar 2.3.5 Mekanisme pembentukan etanol melalui jalur
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

AT P ADP

ATP

ADP

ATPADP
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1. Glikolisis dengan pemecahan glukosa menjadi senyawa
glukosa-6-fosfat, reaksi tersebut membutuhkan 1 ATP
dengan melepas 1 ADP yang dikatalisis oleh enzim
heksokinae atau glukokinase

2. Senyawa glukosa-6-fosfat di ubah menjadi senyawa
isomernya yaitu fruktosa-6-fosfat yang dikatalisis oleh enzim
fosfoheksosa isomerase

3. Fruktosa-6-fosfat diubah menjadi fruktosa-1,6-bifosfat
dengan bantuan enzim fosfofruktokinase dengan
menggunakan 1 ATP dan melepas 1 ADP

4. Selanjutnya adalah pemecahan senyawa fruktosa-1,6-bifosfat
menjadi 2 senyawa yaitu dihidroksiasetonfosfat (DHAP) dan
gliseraldehid-3-fosfat (GA-3P) dengan bantuan enzim
aldolase. Senyawa DHAP dan GA-3P merupakan senyawa
dengan penyusun yang sama, GA-3P langsung digunakan
untuk tahap glikolisis selanjutnya, sedangkan untuk senyawa
DHAP di ubah terlebih dahulu dalam bentuk GA-3P dengan
bantuan enzim triosefosfatisomerase

5. GA-3P  dioksidasi dengan penambahan fosfat inorganik (Pi)
menjadi 1,3-difosfo-gliserat (1,3-dP-GA) oleh enzim
gliseraldehid-3-fosfat-dehidrogenase.

6. 1,3-difosfo-gliserat melepaskan satu grup fosfatnya oleh
enzim 3-fosfogliseratkinase dengan membentuk ADP dan
senyawa 3-fosfogliserat (3P-GA)

7. 3P-GA dikonversi menjadi 2P-GA dengan bantuan 3-
fosfogliserat mutase

8. 2P-GA didehidrasi menjadi fosfofenol piruvat dengan
bantuan enzim enolase

9. Tahap terakhir adalah pada glikolisis terbentuknya piruvat
dari defosforilasi fosfofenol piruvat dengan bantuan enzim
piruvat kinase dengan melepas 1 ATP
Pada tahap glikolisis dari pembentukan senyawa DHAP dan
GA-3P terjadi dua kali reaksi untuk membentuk piruvat
sehingga didapatkan 2 molekul ATP dan 2 molekul piruvat
dengan reaksi keseluruhan yaitu :
Glukosa + 2ADP + 2NAD+ + 2pi            2piruvat + 2ATP +

2(NADH + H+ )
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Setelah melalui tahapan glikolisis piruvat yang dihasilkan di ubah
menjadi asetaldehid dan CO2 dengan menggunakan enzim
dekarboksilase, asetaldehid yang terbentuk diubah menjadi etanol
oleh enzim alkohol dehidrogenase.

2.4 Saccharomyces cerevisiae

Klasifikasi ilmiah dari Saccharomyces cerevisiae menurut
Reed dan Nagodawithana sebagai berikut [21]:

Kingdom : Fungi
Divisi : Eumicotina
Kelas : Hemiascomycetes
Ordo : Endomycetales
Famili : Saccharomycetaceae
Genus : Saccharomyces
Spesies : Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae merupakan mikroorganisme yang
penting dalam bio-industri dikarenakan  mikroorganisme ini mampu
bertahan hidup ketika ada etanol, hal ini merupakan karakteristik
utama yang dapat digunakan untuk fermentasi etanol [6] [25].
Saccharomyces cerevisiae merupakan mikroorganisme yang dapat
hidup dengan cepat pada kondisi aerob maupun anaerob atau disebut
sebagai mikroba anaerob fakultatif, sifat yang dimiliki tersebut
merupakan kemampuan unik Saccharomyces cerevisiae yang
dibutuhkan dalam suatu industri [6, 13]. Saccharomyces cerevisiae
sering digunakan dalam dalam proses fermentasi etanol dikarenakan
karakteristik dari mikroba ini mampu hidup pada kadar etanol yang
tinggi, merupakan mikroba yang termofilik, stabil saat fermentasi,
mampu bertahan pada pH rendah. Saccharomyces cerevisiae
termasuk dalam golongan khamir [18][26].

Kurva pertumbuhan dari Saccharomyces cerevisiae [6] :
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Gambar 2.4.1 Kurva pertumbuhan S.cerevisiae

Khamir memerlukan media pertumbuhan yang baik untuk
perkembangbiakan dan pertumbuhannya. Unsur yang umum yang
ada pada pertumbuhan khamir adalah karbon, fosfor, nitrogen,
magnesium, zat besi, hidrogen,dan oksigen. Kondisi suhu dan pH
pun berpengaruh terhadap pertumbuhan optimal khamir. Suhu
optimum pada pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae adalah
berkisar antara 25-30 oC suhu maksimal yang mungkin digunakan
adalah berkisar 37-47 oC sedangkan pH pertumbuhannya antara 3-5
[6, 18].

Kompisisi makanan bagi setiap mikroba berbeda-beda,
namun sumber utama yang dibutuhkan adalah sumber karbon. Pada
skala industri sumber karbon diperoleh dari karbohidrat. Karbohidrat
dapat diperoleh dari jagung, singkong, kentang dan sagu. Sumber
karbon juga dapat berasal dari hasil pertanian yang mengandung
selulosa contohnya bagas dan jerami. Sumber nitrogen dari mikroba
dapat berupa ekstrak khamir, urea, amonium sulfat, protein dan
tepung ikan [6].

2.5 Hipotesis

Peningkatan konsentrasi HCl pada proses hidrolisis akan
meningkatkan kadar glukosa hasil hidrolisis dan variasi pH akan
mempengaruhi optimasi kerja mikroba Saccharomyces cerevisisae
pada proses fermentasi.
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BAB III
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Fisika,
Laboratorium Biokimia, dan Laboratorium Instrumen Jurusan Kimia,
FMIPA, serta Laboratorium Sentral Ilmu Hayati (LSIH), Universitas
Brawijaya Malang pada bulan September sampai dengan bulan
November 2012

3.2 Bahan dan Alat Penelitian

3.2.1 Bahan Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji
durian lokal yang diambil dari Dinoyo, kota Malang. Saccharomyces
cerevisiae yang diperoleh  dari Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Brawijaya Malang, bahan kimia yang digunakan adalah
pepton, Glukosa, Aquades, NaOH, Urea (nutrien), HCl,
MgSO4.7H2O, (NH4)2SO4, KH2PO4, bacto Agar, H2SO4 pekat,
Na2CO3, Alkohol (pa), Reagen DNS (asam dinitrosalisilat), K2Cr2O7.

3.2.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah  pipet
tetes, pipet volume (10 ml, 5 ml), erlenmeyer, gelas kimia, tabung
reaksi, jarum ose, botol semprot, cawan conway, penangas air,
autoclave, shaker, sentrifuge, pH meter, spektrofotometer UV-Vis.

3.3 Tahapan Penelitian

Tahapan metode penelitian pada penelitian ini adalah :

1. Persiapan media kultur Saccharomyces cerevisiae
2. Persiapan bahan baku biji durian
3. Hidrolisis biji durian dengan berbagai konsentrasi HCl
4. Penentuan kadar glukosa menggunakan metode DNS
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5. Fermentasi konsentrasi tertentu biji durian menggunakan
Saccharomyces cerevisiae dengan mengatur pH fermentasi

6. Penentuan kadar etanol menggunakan metode cawan conway

3.4 Prosedur Kerja

3.4.1 Persiapan Media  kultur Inokulum

Saccharomyces cerevisiae ditumbuhkan pada media nutrien
agar miring, ektrak yeast, glukosa, bacto agar  dan pepton (media
YGA). Bakto agar 2 % (w/v) dipanaskan terlebih dahulu kemudian
glukosa 2 % (w/v), ekstrak yeast 0,5% (w/v), dan pepton 1% (w/v)
dimasukkan ke dalam larutan bakto agar hingga mendidih. Lalu
media agar disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121o C
selama 15 menit menggunakan tekanan 15 psi, selanjutnya dibiarkan
selama 1 hari pada tabung reaksi dengan dimiringkan. Satu ose sel
Saccharomyces cerevisiae ditumbuhkan selama 20 jam pada media
agar miring. Media cair yang mengandung glukosa 8% (w/v),  yeast
ekstrak 0,1 %, (w/v)  KH2PO4 0,2% (w/v), Urea 0,4 % (w/v),
MgSO4.7H2O 0,1% (w/v)   dalam 150 ml air lalu disterilisasi pada
suhu 121oC selama 15 menit menggunakan autoclave. Dengan
menggunakan nutrien ose sel Saccharomyces cerevisiae pada media
nutrien agar miring dipindahkan ke dalam  10 mL larutan media cair,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang dengan di kocok
menggunakan shaker 100 rpm selama 20 jam. Selanjutnya starter 10
mL yang telah diinkubasi tersebut dipindahkan ke dalam 140 ml
media cair diinkubasi pada suhu ruang selama 20 jam dengan
pengkocokan pada shaker 100 rpm  (cairan stok biomassa) kemudian
media cair tersebut disentrifugasi pada 6000 rpm selama 5 menit
[27]. Hasil mikroba yang diperoleh disimpan dalam lemari pendingin
(Freezer) untuk digunakan pada saat fermentasi.

3.4.2 Persiapan Bahan Baku Biji Durian

Kulit terluar dari biji durian dikupas sampai benar-benar
putih, kemudian biji durian dipotong  membentuk kotak-kotak kecil.
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3.4.3 Hidrolisis Biji Durian dengan Asam Klorida (HCl)

Biji durian yang telah dipotong-potong ditimbang sebanyak
2,5 g lalu ditambahkan  HCl 0 M sebanyak 20 ml kemudian
dipanaskan selama 3 jam dengan suhu 70o C. lalu dipisahkan cake
biji durian dengan larutannya secara dekantasi, setelah dipisah
larutan dan cake dipindahkan kedalam botol sampel yang berbeda,
kemudian masing-masing diukur kadar glukosanya.

Dilakukan hal yang sama dengan konsentrasi HCl 1, 2, 3, 4 M

3.4.4 Penentuan Kadar Glukosa

Penentuan kadar glukosa pereduksi dilakukan dengan menggunakan
metode DNS.

3.4.4.1 Pembuatan Kurva Baku

Glukosa anhidrat ditimbang sebanyak 0,5 g kemudian dilarutkan
dalam 100 ml air (5000 ppm) merupakan stok larutan glukosa.
Kemudian larutan tersebut diencerkan masing-masing menjadi 200
ppm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm. Selanjutnya masing-masing-
masing dipipet sebanyak 2 ml, ditambah larutan DNS 2 ml, ditambah
aquades 2 ml kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi
selanjutnya di panaskan pada air mendidih selama 5 menit. Lalu
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 550 nm.

3.4.4.2 Penentuan Kadar Glukosa

Cake (direndam dalam 20 ml aquades) dan larutan hidrolisat hasil
hidrolisis masing-masing diambil 1 ml, diencerkan dalam 50 ml
kemudian dipipet 2 ml  lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi
selanjutnya ditambah larutan DNS 2 ml lalu ditambah aquades 2 ml
dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit kemudian diukur
absorbansinya pada 550 nm setelah itu dibandingkan dengan kurva
baku.

3.4.5 Fermentasi Glukosa dengan Saccharomyces cerevisiae
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Karbohidrat yang telah dihidrolisis menggunakan asam dan tanpa
asam dibuat sebagai stok sirup glukosa dan cake glukosa. Stok
tersebut diambil kemudian diencerkan menjadi 8000 ppm, dilakukan
fermentasi dengan kultur murni Saccaromyces cerevisiae sebanyak
0,2 g ditambah KH2PO4 sebanyak 0,2 g, urea 0,2 g dilarutkan dalam
20 ml aquades kemudian diatur pH 2 dengan penambahan NaOH.
Dilakukan hal yang sama untuk pH 4, 6, 8. Masing-masing dilakukan
triplo. Lalu dilakukan fermentasi dengan keadaan anaerob dengan
mengatur sedemikian sehingga agar tidak masuk udara. Fermentasi
dilakukan pada suhu ruang dikocok menggunakan shaker selama 96
jam. Kemudian diukur kadar etanol yang dihasilkan.

3.4.6 Penentuan Kadar etanol

Kadar etanol hasil fermentasi dilakukan dengan menggunakan
metode cawan conway [10, 28-29, 30] , metode ini menggunakan
spektrofotmeter UV-Vis. Metode cawan conway dilakukan sebagai
berikut :

1. Pembuatan larutan
Larutan A : Natrium Karbonat (Na2CO3) jenuh
Larutan B : 0,37 g K2Cr2O7 dilarutkan dalam 15 ml aquades.
Kemudian ditambahkan 28 ml H2SO4 pekat secara perlahan-lahan
sambil diaduk perlahan menggunakan magnetic stirrer. Kemudian
diencerkan dalam 50 ml
Larutan C : larutan stok alkohol dibuat dengan mengencerkan 1 ml
etanol PA dengan aquades hingga 250 ml

2. Pembuatan kurva baku etanol
 2 ml larutan B + 1 ml aquades
 2 ml larutan B + 0,2 ml larutan C + 0,8 ml aquades
 2 ml larutan B + 0,4 ml larutan C + 0,6 ml aquades
 2 ml larutan B + 0,6 ml larutan C + 0,4 ml aquades
 2 ml larutan B + 0,8 ml larutan C + 0,2 ml aquades
 2 ml larutan B + 1 ml larutan C

Diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 605 nm.

3. Pengukuran sampel
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Sampel diencerkan terlebih dahulu, diambil 5 ml kemudian
diencerkan menjadi 50 ml. Lalu 1 ml larutan sampel, 1 ml larutan B
dan 2 ml larutan B ditempatkan pada cawan conway sebagai berikut :

Kemudian cawan conway ditutup rapat, lalu larutan A dan larutan
sampel hasil fermentasi dicampur dengan memutar cawan conway
secara perlahan. Cawan conway yang telah berisi larutan didiamkan
selama 2 jam kemudian pada bagian tengah larutan diambil
kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 605 nm. Hasil yang diperoleh kemudian
dibandingkan dengan kurva baku etanol.

Larutan A

Larutan B

Larutan sampel
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Konsentrasi HCl Terhadap Kadar Glukosa

Pengaruh konsentrasi HCl terhadap kadar glukosa pada
proses hidrolisis dapat ditentukan baik secara kualitatif maupun
kuantitatif. Hidrolisis dilakukan untuk memperoleh monomer
karbohidrat yaitu glukosa. Terhidrolisisnya karbohidrat umumnya
terlihat dengan adanya perubahan warna pada larutan hasil hidrolisis,
berikut tabel perubahan warna yang terjadi akibat perubahan
konsetrasi HCl pada proses hidrolisis :

Tabel 4.2.1 Tabel perubahan warna larutan setelah 3 jam hidrolisis
menggunakan HCl pada suhu 70oC

No Konsentrasi larutan
HCl (M)

Perubahan warna

1 0 (aquades) Tidak berubah
2 1 Sedikit  jingga
3 2 Jingga
4 3 Jingga kecoklatan
5 4 coklat

Kepekatan perubahan warna mengindikasikan banyaknya
karbohidrat yang terhidrolisis menjadi glukosa. Ketika parameter
suhu dan waktu ditingkatkan dimungkinkan perubahan warna
masing-masing larutan akan lebih pekat disebabkan H+ atau proton
sebagai katalis pergerakannya akan semakin cepat, terhidrolisisnya
karbohidrat pun akan semakin cepat sehingga perubahan warna akan
menjadi semakin pekat. Secara kualitatif dapat terlihat bahwa
perubahan konsentrasi HCl berpengaruh terhadap kadar glukosa hasil
hidrolisis.

Kadar glukosa hasil hidrolisis diukur menggunakan metode
DNS. DNS merupakan senyawa aromatis yang mampu bereaksi
dengan gula reduksi yang akan membentuk asam 3-amino-5-
nitrosalisilat yang menyerap kuat panjang gelombang 550 nm.
Semakin tinggi nilai serapan maka gula pereduksi akan semakin
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meningkat. Kadar glukosa dari sirup maupun cake glukosa dihitung
berdasarkan persamaan garis dari kurva baku glukosa yaitu y= 0,01x.
Berikut kurva kadar glukosa sirup dan cake glukosa :

Gambar 4.1 Kurva kadar glukosa dari sirup dan cake glukosa hasil
hidrolisis oleh HCl

Pada Gambar 4.1 terlihat bahwa kadar glukosa pada larutan
hidrolisis (sirup glukosa) meningkat seiring dengan peningkatan
konsentrasi HCl. Hidrolisis menggunakan aquades kandungan
glukosanya tidak terlalu tinggi yaitu sebesar 2950 ppm,
dimungkinkan aquades pada suhu 70 oC dengan waktu 3 jam belum
mampu menghidrolisis sempurna karbohidrat pada biji durian, hal ini
berhubungan langsung dengan laju reaksi, laju reaksi hidrolisis
dengan tanpa asam (aquades) lebih lambat dibandingkan dengan
adanya asam. Suhu meningkat mampu meningkatkan kecepatan
tumbukkan pada molekul sehingga reaksi hidrolisisnya akan semakin
cepat, boleh jadi ketika suhu dan waktu hidrolisis ditingkatkan pada
proses hidrolisis menggunakan aquades, akan meningkatkan kadar
glukosa yang diperoleh, namun hal tersebut tidak efisien, selain
membutuhkan waktu yang lebih lama energi yang digunakan untuk
meningkatkan suhu pun akan semakin tinggi. Penambahan HCl
sangat bermanfaat untuk mempercepat waktu dan mengurangi suhu
hidrolisis. Kadar glukosa tertinggi dihasilkan pada hidrolisis dengan
konsentrasi HCl 4 M sebesar 36400 ppm, pada konsentrasi HCl 3 M
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menuju 4 M peningkatan kadar glukosa tidak terlalu signifikan,
terbukti dengan menggunakan perhitungan statistik uji beda nyata
terkecil (BNT) (Lampiran 1.8), kadar glukosa akan meningkat sejalan
dengan peningkatan konsentrasi larutan HCl namun pada saat 4 M
konsentrasinya terlalu pekat, menyebabkan ion H+ pada HCl akan
mendegradasi glukosa lebih lanjut sehingga sebagian glukosa
terhidrolisis menjadi turunan furfural dan tidak terbaca oleh
spektrofotometer pada panjang gelombang 605 nm yang merupakan
serapan panjang gelombang dari kromium(III)sulfat. Optimasi kadar
glukosa sebaiknya dilakukan pada konsentrasi HCl 3 M untuk
mengurangi kadar glukosa yang nantinya mampu terdegradasi lebih
lanjut akibat tingginya konsentrasi HCl, pada larutan HCl 3 M pun
kadar etanol yang dihasilkan perbedaannya tidak terlalu jauh dengan
hidrolisis pada 4 M larutan HCl. Dari data yang diperoleh baik
penentuan secara kualitatif maupun kuantitatif perubahan konsentrasi
HCl terhadap kadar glukosa pada sirup glukosa hasil hidrolisis sangat
berpengaruh yakni semakin tinggi konsentrasi HCl semakin tinggi
kadar glukosa yang diperoleh.

Hasil hidrolisis pada cake glukosa dapat dikatakan sebagai
sisa hidrolisis atau merupakan padatan biji durian yang belum
terkonversi langsung menjadi sirup glukosa. Kadar glukosa yang
diperoleh tidak berbanding lurus dengan peningkatan konsentrasi
HCl namun terdapat titik optimum hidrolisis yaitu pada konsentrasi
HCl 1 M dengan kadar glukosa 20100 ppm keadaan ini menunjukkan
bahwa glukosa yang ada pada cake masih berada dalam padatannya
atau belum larut menjadi sirup glukosa, untuk melarutkannya
dibutuhkan waktu lebih lama lagi, jadi untuk 3 jam hidrolisis dengan
1 M HCl pada suhu 70 oC masih belum mampu membentuk sirup
glukosa dengan kandungan glukosa yang lebih tinggi. Hidrolisis
menggunakan aquades (0 M HCl) pada suhu 70 oC selama 3 jam
diperoleh kadar glukosa pada cake glukosa sebesar 5500 ppm, lebih
besar dibandingkan dengan kadar glukosa pada sirup glukosa yang
sama-sama dihidrolisis menggunakan aquades. Cake maupun sirup
glukosa dapat digunakan sebagai stok glukosa untuk fermentasi
karena keduanya memiliki kadar glukosa yang mampu diubah
menjadi etanol oleh mikroba dengan kondisi yang sesuai. Dengan
diketahuinya kadar glukosa maksimum pada hasil hidrolisis maka
dapat ditentukan berapapun konsentrasi yang dibutuhkan untuk
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melakukan suatu fermentasi selama konsentrasi glukosa yang
digunakan lebih kecil atau sama dengan batas maksimum kadar
glukosa yang diperoleh, sehingga pengaturan jumlah biomassa atau
mikroba menjadi lebih efisien.

4.2 Pengaruh pH Fermentasi Terhadap Kadar Etanol

Pengaruh pH Fermentasi terhadap kadar etanol yang
diperoleh ditentukan secara kuantitatif dengan mengukur kadar
etanol hasil fermentasi dengan menggunakan metode cawan conway.
Metode tersebut menggunakan prinsip kolorimetri dan reaksi redoks.
Pada larutan hasil hidrolisis dilakukan dengan penambahan larutan
natrium karbonat jenuh (Na2CO3). Natrium karbonat jenuh akan
membantu menguapkan atau melepaskan etanol pada larutan hasil
fermentasi yang menguap disekitar dinding cawan conway, karena
pada bagian tengah cawan conway telah terisi oleh larutan K2Cr2O7

dan larutan H2SO4 maka akan terjadi reaksi dengan uap etanol [30],
reaksi yang terjadi adalah :

2K2Cr2O7(aq) + 3CH3CH2OH(l) + 8H2SO4(l) 3CH3COOH(aq) +
2K2SO4(aq)+ 2Cr2(SO4)3(aq) + 11 H2O(l)

Dari hasil reaksi ini kemudian diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 605 nm yang
merupakan panjang gelombang kromium(III)sulfat (Cr2(SO4)3).
Selanjutnya hasil pengukuran dibandingkan dengan kurva baku
dengan persamaan garis y = 5,275x + 0,045. Dari hasil perhitungan
diperoleh kurva kadar etanol terhadap perubahan pH fermentasi :
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Gambar 4.2 Kurva kadar etanol terhadap perubahan pH fermentasi

Berdasarkan kurva pada Gambar 4.2 untuk waktu fermentasi
96 jam pH fermentasi tidak berpengaruh linear terhadap kadar etanol
yang dihasilkan, pH optimum fermentasi terlihat pada pH 4 dengan
kadar etanol sebesar 1,61 %. pada pH yang sedikit basa, mikroba
masih mampu mengubah glukosa menjadi etanol namun dengan
kadar yang lebih sedikit dibandingkan dengan kadar etanol yang
diperoleh pada pH 4. Untuk keadaan asam, pada pH 2 kadar etanol
yang mampu diubah sangat kecil dibandingkan pada pengubahan
glukosa pada pH 4, hal tersebut dikarenakan pada pH sangat asam
akan menyebabkan kemampuan mikroba menurun dalam mengubah
glukosa, diperkirakan mikroba mati dan tidak mampu mengubah
glukosa lebih lanjut lagi. Keadaan yang terlalu asam dapat
mendenaturasi protein-protein yang ada pada tubuh mikroba, enzim
yang juga merupakan suatu protein akan terdenaturasi dan rusak,
karena adanya pengaruh tersebut maka jalur Embden-Mayerhof-
Parnas (EMP) yang setiap tahapannya dikatalisis oleh enzim akan
terhambat, sehingga etanol tidak dapat terbentuk.

sentrifugasi
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Perolehan kadar glukosa di pengaruhi oleh konsentrasi HCl
yang digunakan pada saat hidrolisis, pada hidrolisis 2,5 g biji
durian dengan suhu 70 oC dan waktu 3 jam, kadar glukosa pada
sirup glukosa semakin meningkat dengan meningkatkanya
konsentrasi HCl dan dihasilkan kadar glukosa tertinggi pada
hidrolisis 4 M HCl sebesar 36400 ppm, namun pada cake
glukosa kadar glukosa tidak berbanding lurus dengan
peningkatan konsentrasi HCl, terdapat titik optimum hidrolisis
yaitu pada 1 M HCl dengan kadar glukosa sebesar 20100 ppm.
Selama 96 jam fermentasi dengan mengggunakan substrat
glukosa sebesar 8000 ppm (0,8% b/v), pH fermentasi juga tidak
berbanding lurus terhadap perolehan kadar etanol, namun
terdapat titik optimum pH fermentasi yaitu pada pH 4 dengan
kadar etanol sebesar 1,61% (v/v).

5.2 Saran

Sebaiknya dilakukan lagi penelitian dengan menggunakan
variasi suhu hidrolisis untuk mendapatkan suhu optimal
hidrolisis. Jika dilihat dari kadar glukosa yang dihasilkan pada
penelitian ini,  biji durian sangat potensial sebagai bahan baku
bioetanol, yang perlu dilakukan adalah pematangan kembali
pada proses fermentasi, baik waktu dan suhu fermentasi serta
menggunakan variasi mikroba pada proses fermentasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data pada Proses Hidrolisis

1.1 Pengenceran HCl dari 12 M HCl

- menjadi 1 M HCl sebanyak 100 ml

M1.V1=M2.V2

12 M.V1 = 1 M. 100 ml

V1 =  8,3 ml

- menjadi 2 M HCl sebanyak 100 ml

M1.V1=M2.V2

12 M.V1 = 2 M. 100 ml

V1 = 16,6  ml

- menjadi 3 M HCl sebanyak 100 ml

M1.V1=M2.V2

12 M.V1 = 3 M. 100 ml

V1 = 25 ml

- menjadi 4 M HCl sebanyak 100 ml

M1.V1=M2.V2

12 M.V1 = 4 M. 100 ml

V1 = 33,3 ml
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1.2 Data Absorbansi Glukosa  Standar Metode DNS

1.3. Kurva Baku Glukosa dengan Metode DNS

konsentrasi glukosa
(ppm) Absorbansi

0 0

200 0,16

400 0,411

600 0,555

800 0,845
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1.4 Tabel Absorbansi Glukosa pada Sirup Glukosa

Hidrolisis
menggunakan

Absorbansi

Aquades 0,059

HCl 1 M 0,286

HCl 2 M 0,541

HCl 3 M 0,702

HCl 4 M 0,728

1.5 Tabel Absorbansi  Glukosa pada Cake Glukosa

Hidrolisis
menggunakan Absorbansi

Aquades 0,11

HCl 1 M 0,402

HCl 2 M 0,253

HCl 3 M 0,046

HCl 4 M 0,077
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1.6 Perhitungan Kadar Glukosa Tereduksi

-Sirup glukosa

1. Aquades

Y = 0,001x x = Y/0,001
x = 0,059/0,001 = 59 ppm
M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 59 ppm x 50
ml
M1 = 2950 ppm

2. HCl 1 N
Y = 0,001x
x = Y/0,001
x = 0,286/0,001 = 286 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 286 ppm x 50
ml
M1 = 14300 ppm

3. HCl 2 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001
x = 0,541/0,001 = 541 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 541 ppm x 50
ml
M1 = 27050 ppm

4. HCl 3 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001
x = 0,702/0,001 = 702 ppm

M1.V1 = M2.V2

M1 x 1 ml = 702 ppm x 50
ml
M1 = 35100 ppm

5. HCl 4 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001
x = 0,728/0,001 = 728 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 728 ppm x 50
ml
M1 = 36400 ppm
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- Cake
1. Aquades

Y = 0,001x
x = Y/0,001
x = 0,110/0,001 = 110 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 110 ppm x 50
ml
M1 = 5500 ppm

2. HCl 1 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001
x = 0,402/0,001 = 402 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 402 ppm x 50
ml
M1 = 20100 ppm

3. HCl 2 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001

x = 0,253/0,001 = 253 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 253 ppm x 50
ml
M1 = 12650 ppm

4. HCl 3 N
Y = 0,001x

x = Y/0,001
x = 0,046/0,001 = 46 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 46 ppm x 50 ml
M1 = 2300 ppm

5. HCl 4 N
Y = 0,001x
x = Y/0,001
x = 0,077/0,001 = 77 ppm

M1.V1 = M2.V2
M1 x 1 ml = 77 ppm x 50 ml
M1 = 3850 ppm
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1.7 Kadar Glukosa pada 2,5 Gram Biji Durian

Hidrolisat cair  (sirup glukosa) :

Hidrolisis
menggunakan

Kadar glukosa (ppm)

Aquades 2950

HCl 1 M 14300

HCl 2 M 27050

HCl 3 M 35100

HCl 4 M 36400

Cake :

Hidrolisis
menggunakan

Kadar glukosa (ppm)

Aquades 5500

HCl 1 M 20100

HCl 2 M 12650

HCl 3 M 2300

HCl 4 M 3850
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1.8 Perhitungan Statistik Uji Beda Terkecil Dari Data Hasil
Hidrolisis

Untuk sirup glukosa  dikatakan perubahannya signifikan jika 30%
dari perubahan kadar glukosa / kadar glukosa terbesar

Konsen
trasi HCl/

M

kadar
glukosa

/ppm

konsentrasi HCl/M
0 1 2 3 4

kadar glukosa/ppm
2950 14300 27050 35100 36400

0 2950
1 14300 11350
2 27050 24100 12750
3 35100 32150 20800 8050
4 36400 33450 22100 9350 1300

Keterangan : angka tebal = beda nyata

Untuk cake glukosa :

konsentras
i HCl/ M

kadar
glukos
a /ppm

konsentrasi HCl/M
3 4 0 2 1

kadar glukosa/ppm
2300 3850 5500 12650 20100

3 2300
4 3850 1550
0 5500 3200 1650
2 12650 10350 8800 7150
1 20100 17800 16250 14600 7450

Keterangan : angka tebal = beda nyata

Kadar glukosa optimum pada hidrolisis 1 M HCl
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Lampiran 2. Data pada Proses Fermentasi

2.1 Perhitungan Kadar Etanol Menggunakan Metode Cawan
Conway:

Tabel serapan pada 605 nm pada konsentrasi baku alkohol:

Konsentrasi etanol
(%v/v) Absorbansi

0 0,0615
0,025 0,1588
0,047 0,2882
0,066 0,394
0,084 0,4889
0,1 0,5791

Keterangan : glukosa yang digunakan sebanyak  0,8% (b/v) atau
8000 ppm

2.2 Kurva Baku Etanol
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2.3 Perhitungan Kadar Etanol

1. Untuk pH 2

pengulangan Absorbansi Konsentrasi Etanol (%
v/v)

1 0,0876 0,400
2 0,1187 0,695
3 0,1464 0,960

Rata-rata 0,685

Dengan perhitungan :

1. x = (0,0875-0,045)/5,275
x= 0,00875 %
konsentrasi sampel : 0,00875 x 50 = 0,40 %

2. x = (0,1187-0,045)/5,275
x= 0,0139 %
konsentrasi sampel : 0,0139 x 50 = 0,695 %

3. x = (0,1464-0,045)/5,275
x= 0,0192 %
konsentrasi sampel : 0,0192 x 50 = 0,96 %

dengan menggunakan perhitungan rata-rata diperoleh kadar
etanol sebesar : 0,68 %

2. Untuk pH 4

Pengulangan Absorbansi Kadar etanol (% v/v)

1 0,2151 1,61

2 0,2426 1,87

3 0,1897 1,70

Rata-rata 1,61
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1. Untuk pH 6

2. Untuk pH 8

pengulangan Absorbansi Kadar etanol (% v/v)

1 0,149 0,98

2 0,132 0,82

3 0,1385 0,88

Rata-rata 0,89

Keterangan : perhitungan untuk kondisi fermentasi pH 4,6 dan 8
untuk menentukan kadar etanol sama dengan perhitungan pada
pH 2

2.4 Kadar Etanol Rata-Rata

pH kadar etanol %v/v

2 0,68
4 1,61
6 1,21
8 0,89

Pengulangan Absorbansi Kadar etanol (% v/v)

1 0,1422 0,92

2 0,1652 1,385

3 0,1870 1,345

Rata-rata 1,21
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2.5 Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) pada Data Kadar Etanol

pH

kadar etanol %v/v total

pengulangan
1

pengulangan
2

Pengulangan
3

2 0,40 0,69 0,96 2,05
4 1,61 1,87 1,37 4,85

6 0,92 0,13 1,34 2,38

8 0,98 0,82 0,88 2,68

total 3,91 3,51 4,55 11,97

Uji F untuk mengetahui pengaruh dari perubahan pH terhadap kadar
etanol yang diperoleh :
Jika FH>Ftabel maka Ho ditolak ( perubahan pH berpengaruh
terhadap kadar etanol hasil fermentasi)
Jika FH<Ftabel maka Ho diterima (perubahan pH tidak berpengaruh
terhadap kadar etanol hasil fermentasi)
Perhitungan :

FK =

FK = = 11,94

JKT= - FK

JKT =16,4772-11,94 = 4,5322

JKP = -FK

JKP = 48,157/3 =16,052-11,94 = 4,1122

JKG= JKT-JKP
JKG= 4,5322-4,1122 = 0,42

DBT= 4X3 =12-1 =11
DBP =4-1=3
DBG=11-3=8
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KTP=JKP/DBP=4,1122/3=1,3707
KTG=JKG/DBG=0,42/8=0,052
FHP=KTP/KTG=1,3707/0,052= 26,359
FHP>FTABEL

Ho ditolak artinya perubahan pH sangat berpengaruh terhadap kadar
etanol yang dihasilkan pada proses fermentasi.

KK = (0,053)0,5/1,01)x100% = 22,7%

Uji beda nyata terkecil :

pH

kadar
etanol
%v/v

pH

2 8 6 4

kadar etanol %v/v

0,68 0,89 1,21 1,61

2 0,68
8 0,89 0,21ns

6 1,21 0,53* 0,32ns

4 1,61 0,93** 0,72* 0,4ns

Keterangan : angka tebal = beda nyata
*=signifikan
**=sangat signifikan
ns= tidak signifikan

Sd= [2xKTG/n]0,5 = [2x0,053/3]0,5=0,187
BNT( 8,5%) = 0,187x2,306 = 0,431
BNT (8,1%) =0,187x3,355= 0,6273
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Lampiran 3. Dokumentasi

3.1 Proses Hidrolisis

Biji durian setelah dikupas

bij

Biji durian setelah dipotong
kecil-
kecil

Biji durian sebelum proses
hidrolisis

setelah hidrolisis berbagai
konsentrasi HCl selama 3 jam
suhu 70 oC

Sirup glukosa hasil hidrolisis
beda konsentrasi HCl (dari
kiri-kekanan,konsentrasi HCl
meningkat)
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3.2 Pembiakan
Saccharomyces
cerevisiae

S.cerevisiae pada media padat
setelah 20 jam peremajaan

S.cerevisiae pada media cair
selama 20 jam

S.cerevisiae dipisahkan dari
media cair menggunakan
sentrifuge 6000 rpm selama 5
menit
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3.3 Fermentasi dan
pengukuran kadar etanol

Sirup glukosa 8000 ppm
setelah diencerkan dari stok
glukosa hasil hidrolisis

Persiapan fermentasi setelah
pengaturan pH

Setelah fermentasi selama 96
jam

persiapan kurva baku etanol

Pengukuran kadar etanol
dengan Metode cawan
conway
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