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Abstrak: Sumber energi utama pada umumnya berasal dari energi fosil yang semakin
lama semakin langka ketersediaanya. Berdasarkan fakta tersebut perlu dikembangkan
berbagai energi alternatif yang dapat diperbaharui, ramah lingkungan, dan berkelanjutan
salah satunya adalah bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
penambahan (NH,),H,PO, pada eksplorasi khamir indegenous nira aren, kelapa, nipah,
dan siwalan yang potensial untuk produksi etanol. Penelitian ini diawali dengan sampling
nira aren dan kelapa serta nira nipah dan nira siwalan. Langkah berikutnya adalah skrining
khamir penghasil etanol dengan penambahan (NH,),H,PO, pada Nira meliputi pH, kadar
gula reduksi dengan menggunakan metode DNS, waktu fermentasi (0, 2, 4, 6) hari, dan
jumlah sel. Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kondisi awal nira, yaitu pH nira aren 4,9
kelapa 3,7, nipah 4,3, dan siwalan 4,7, kemudian gula reduksi nira aren 13,41 mg/ml,
kelapa 17,09 mg/ml, nipah 33,38 mg/ml, dan siwalan 43,35 mg/ml, kadar etanol nira aren
1,53%, kelapa 4,4 %, nipah 0,3%, dan siwalan 0,23%. Berdasar data tersebut terlihat kadar
etanol tertinggi pada nira kelapa, sehingga skrining berikutnya dengan menggunakan nira
kelapa dengan penambahan (NH,),H,PO,. Berdasar isolasi khamir dari keempat Nira
diperoleh 48 isolat s. Berdasar skrining yang dilakukan dengan penambahan (NH,),H,PO,
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dan memperhatikan pH nira, waktu fermentasi, gula reduksi, dan jumlah sel diperoleh isolat
yang unggul untuk produksi etanol sejumlah 18 isolat dengan waktu fermentasi 4 dan 6
hari.

Kata Kunci : Eksplorasi, Nira, isolat bioetanol.

Abstract: The main source of energy comes from fossil fuels that are becoming
increasingly rare. Based on that fact are needed to develop a variety of
alternative energy that can be updated, environmental friendly, and sustainable
one of them is bioethanol. This study aims to determine the effect of addition
(NH,),H,PO, on the exploration of indegenous yeast palm, coconut, nipah, and
siwalan potential for ethanol production. This research starting with sampling
palm juice and coconut as well as palm and siwalan nira. The next step is the
screening of ethanol-producing yeast with the addition of (NH4),H,PO, to Nira
including pH, reducing sugar content by DNS method, fermentation duration (0,
2,4,6) days, and cell count. The results showed the initial condition of palm
juice, namely pH palm sugar palm 4.9, 3.7, palm 4.3, and siwalan 4.7, then
sugar palm sugar reduction 13.41 mg/ml, coconut 17.09 mg/ml , nipah 33.38
mg/ml, and siwalan 43.35 mg/ml, ethanol level of palm sugar palm 1.53%,
coconut 4.4%, nipah 0.3%, and siwalan 0.23%. The highest ethanol content in
coconut palm, so the next screening using coconut juice with the addition of
(NH,),H,PO,. The isolation of yeasts from the four NIRA were obtained 48
isolates. The screening performed by addition (NH,),H,PO, and taking into
account the pH of nira, fermentation time, reducing sugar, and cell number were
obtained superior isolates for ethanol production of 18 isolates with
fermentation on 4 and 6 days.

Keywords: Exploration, nira, isolates bioethanol

1. Pendahuluan

Bahan bakar fosil, terutama minyak bumi, batu bara, dan gas
alam, merupakan sumber energi utama bagi sebagian besar industri
dan masih merupakan bahan baku yang paling penting untuk
menghasilkan energi di dunia. Saat ini, nilai pasar energi dunia
sekitar 1,5 triliun dolar didominasi oleh bahan bakar fosil
(Goldemberg, 2006). Namun, sumber-sumber ini tidak lagi
dianggap berkelanjutan, dan ketersediaannya jauh lebih sedikit.
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Shafiee dan Topal (2009) meramalkan bahwa minyak, batubara,
dan gas hanya akan tersisa secara berurutan sekitar 35, 107, dan 37
tahun. Selain itu bahan bakar tersebut menimbulkan dampak
lingkungan seperti pemanasan global akibat emisi gas rumah kaca
(Naik dkk., 2010). Oleh karena itu, diperlukan sumber energi
terbarukan, berkelanjutan, dan ramah lingkungan antara lain
bioetanol.

Penelitian produksi bioetanol melalui fermentasi telah
banyak dipublikasi di luar negeri dengan menggunakan berbagai
strain mikroorganisme, seperti bakteri, khamir, dan jamur dengan
sumber karbon yang berbeda (Dien dkk., 2003; Desai dkk.,2004;
Demain dkk.,2005; Chinn dkk., 2006; Stephanopoulos 2007;
Riyanti dan Rogers, 2009). Bioetanol umumnya diproduksi dengan
bantuan mikroorganisme jenis khamir dengan sumber karbon gula
sederhana dari tetes tebu (molase), jagung atau tebu (Riyanti,
2011).

Penelitian tentang produksi etanol dengan berbagai
macam bahan baku (molase, nira kelapa, nira nipah, mikro dan
makroalgae, Sargassum) sudah dilakukan (Sebayang, 2006;
Wardani dan Pertiwi, 2013; Wijaya dan Arthawan, 2012); Chairul
dan Yenti, 2013; Hadi dkk., 2013). Selain tetes tebu (molase),
bahan baku lain yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber etanol
adalah Nira. Nira merupakan cairan manis mengandung gula pada
konsentrasi 7,5 sampai 20,0 % yang terdapat di dalam bunga
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tanaman aren, kelapa, dan lontar yang pucuknya belum membuka
dan diperoleh dengan cara penyadapan (Dyanti, 2002). Nira aren
mengandung air 87,66 %, gula 12,04 %, protein 0,36 %, serta
lemak dan abu masing-masing 0,36 % dan 0,21 % (Hasbullah,
2001).

Berdasarkan  penelitian-penelitian yang sudah dilakukan
berkaitan dengan nira, molase, dan algae sebagai bahan pembuatan
etanol dengan memanfaatkan Saccharomyces cerevisiae.Tujuan
dari penelitian ini adalah mengeksplorasi khamir indegenous dari
nira aren, kelapa, nipah, dan siwalan dengan penambahan

(NH,4)2H2PO4 yang potensial dalam memproduksi bioetanol.

2. Bahan dan Metode

Penelitian ini diawali dengan sampling nira aren dan kelapa yang
diperoleh dari Desa Pagerharjo Samigaluh Kabupaten Kulon Progo
yang dilakukan pada 20 Desember 2016 serta nira nipah dari Desa
Ujung Manik Kecamatan Kawungan Cilacap yang dilakukan
pada 25 Desember 2016 , dan nira siwalan yang diperoleh dari
Desa Landoh, Rembang yang dilakukan pada 27 Desember 2017 .
Selanjutnya dilakukan isolasi khamir dari keempat sumber nira
tersebut berdasarkan Heard dan Armada, (1986) dalam Blanco
dkk., (2012). Langkah Dberikutnya adalah skrining khamir
penghasil etanol dengan penambahan (NH;);H,PO, pada Nira
meliputi pH, kadar gula reduksi dengan menggunakan metode
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DNS, waktu fermentasi (0, 2,4,6) hari, dan jumlah
selspektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm. Rancangan
percobaan menggunakan Rancangan acak kelompok.Data

dianalisis dengan Anava dan DMRT.

3. Hasil dan Pembahasan
Berdasar sampling nira aren, kelapa, nipah, dan siwalan dihasilkan
kondisi awal Nira tersebut seperti pada Gambar 1,2, dan 3 berikut
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Gambar 3. Kadar Bioetanol nira

Berdasar hasil pengujian awal nira terlihat kadar bioetanol
tertinggi pada nira kelapa, kemudian langkah selanjutnya
dilakukan skrining untuk mendapatkan isolat yang produktif dalam
produksi bioetanol dengan menggunakan nira kelapa dan
penambahan (NH,;),H,PO, dengan tujuan untuk menambah
kandungan N sebagai sumber hara bagi pertumbuhan khamir.
Berdasar skrining tersebut diperoleh data seperti pada Tabel 2
berikut.
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Tabel 2. Hubungan jenis isolat dan waktu fermentasi terhadap rata-rata kadar gula reduksi, pH kadar
bioetanol, dan jumlah sel.
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Keterangan: A: isolat dari nira Aren, K: isolat dari nira kelapa, N: isolat dari nira Nipah, S: isolat dari nira
siwalan, 1, 2 A, B, C, D: kode isolat.
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Setelah dilakukan uji statistik menunjukkan bahwa berdasar
perlakuan lama fermentasi yang menghasilkan kadar bioetanol
tertinggi adalah waktu fermentasi 6 hari, sedangkan berdasar kadar
bioetanol hasil fermentasi pada hari ke 6 menunjukkan ke 18 isolat
menghasilkan kadar bioetanol berkisar 9,27 - 13,02 %, dan
berdasarkan uji statistik menunjukkan tidak ada perbedaan yang
nyata antara jenis isolat terhadap kadar bioetanol, meskipun
berdasarkan pengukuran kadar bioetanol menunjukkan isolat K2C
menghasilkan kadar bioetanol tertinggi yaitu 13,02 (isolat dari nira
kelapa).

Berdasar Tabel 2 terlihat pada hari ke 6 kadar bioetanol
didapatkan semakin meningkat. Hal tersebut disebabkan karena
pada hari ke 6 merupakan fase eksponensial yaitu mikrobia akan
tumbuh dengan laju pertumbuhan yang sangat tinggi sehingga
peningkatan jumlah sel terjadi secara eksponensial atau logaritmik
(Yuwono, 2005). Berdasarkan Tabel 2 tersebut terlihat bahwa
kadar bioetanol tertinggi terdapat pada Isolat K2C yaitu sebesar
13,02 %, fase ini masih pada fase eksponensial dikarenakan kadar
bioetanol masih mengalami kenaikan, hal ini sesuai dengan teori
yang dikemukakan oleh Desrosier (2008) bahwa untuk
menghasilkan kadar bioetanol yang optimal melalui fermentasi,

waktu yang dibutuhkan adalah 3-6 hari.
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Berdasar Tabel 2 setelah dilakukan proses fermentasi
kondisi pH mulai menurun. Pada fermentasi hari ke 6
menunjukkan pH mengalami penurunan, meskipun tidak
signifikan hal ini sesuai dengan pendapat Azizah (2012), bahwa
pertumbuhan mikroba optimal pada kondisi pH kisaran antara 3,5-
6,5 sedangkan pada kondisi basa tidak akan tumbuh. Lingkungan
yang terlalu asam atau basa membuat mikroorganisme sulit untuk
beradaptasi.Selama fermentasi perubahan pH dapat disebabkan
oleh hasil fermentasi yang merupakan asam atau basa yang
dihasilkan selama pertumbuhan mikroorganisme dan komponen
organik dalam medium (Keenan dkk, (1990) dalam (Rahmawati,
2010)).Kecenderungan  media fermentasi  semakin  asam
disebabkan amonia yang digunakan sel khamir sebagai sumber
nitrogen  diubah  menjadi  NH,".  Molekul  NH, akan
menggabungkan diri ke dalam sel sebagai R-NH3. Dalam proses
ini H* ditinggalkan dalam media, sehingga semakin lama waktu
fermentasi semakin rendah pH media (Judoamidjojo dkk, (1989)
dalam (Rahmawati, 2010)).

Waktu fermentasi yang semakin lama menunjukkan kadar
gula reduksi yang menurun tetapi kadar bioetanolnya semakin
meningkat (Tabel 2), hal tersebut disebabkan karena gula tersebut
diubah menjadi bioetanol oleh khamir. Berdasar jumlah sel terlihat
semakin lama waktu fermentasi jumlah sel semakin meningkat, hal

tersebut menunjukkan bahwa sel khamir dapat tumbuh dengan
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baik pada kondisi pH berkisar 4 (asam) dan dengan panambahan
(NHg),H,PO, terlihat khamir dapat mengalami pertumbuhan
dengan baik akibat tersedianya unsur N dalam media nira kelapa

4. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan terlihat bahwa nira

aren, kelapa, nipah dan siwalan terdapat khamir indegenous yang
dapat memproduksi bioetanol. Isolat yang unggul untuk produksi
etanol sejumlah 10 isolat, yaitu A11E, A3A (dari Aren), K1C1,
K2C, K1A (dari Kelapa),N3D, N3E, N1A (dari Nipah), dan S1A,
S2D (dari Siwalan). dengan waktu fermentasi 4 dan 6 hari.

Saran yang dapat disampaikan berdasar hasil penelitian
yaitu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
jenis khamir indegenous dari nira aren, kelapa, nipah, dan siwalan
yang selanjutkan dapat diketahui hubungan kekerabatan dari
isolat-isolat tersebut untuk selanjutnya digunakan dalam produksi
bioetanol.
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