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ABSTRAK : Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh variasi massa Saccharomyces 
cerevisiae (ragi roti) dan menentukan waktu optimum yang diperlukan untuk proses fermentasi 
bioetanol dari  limbah padat pati aren. Proses fermentasi menggunakan variasi massa ragi 
yaitu: ragi 0,8 g/100ml; 1,6 g/100ml, 2,4 g/100ml,  3,2 g/100ml  dan waktu fermentasi yaitu: 
awal fermentasi sampai hari ke 7. Penelitian ini menggunakan metode Simultaneous of 
Saccarification and Fermentation adalah gabungan proses hidrolisis  dan fermentasi secara 
serempak.Hidrolisis menggunakan campuran enzim dari Aspergillus niger dan Trichoderma sp 
dan fermentasi menggunakan ragi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa massa 
Saccharomyces cerevisiae 3,2 g/100ml  menghasilkan kadar bioetanol paling tinggi 4,7868% 
dan waktu optimum yang diperlukan untuk proses fermentasi adalah 4 hari. 
Kata kunci : Bioethanol; Limbah padat pati aren; Saccharomyces cerevisiae; SSF 
  
 
ABSTRACT: This study aims to determine the effect of mass variation of Saccharomyces 
cerevisiae (baker's yeast) and determine the optimum time required for the bioethanol 
fermentation process from solid waste of sugar palm starch. The fermentation process uses 
variations in yeast mass : 0.8 g / 100ml; 1.6 g / 100ml, 2.4 g / 100ml, 3.2 g / 100ml and 
fermentation time from start fermentation until the 7th days. This study uses the Simultaneous 
of Saccarification and Fermentation method, which is a combination of hydrolysis and 
fermentation processes simultaneously. Hydrolysis using a mixture of enzymes from 
Aspergillus niger and Trichoderma sp and fermentation using yeast. The results showed that 
the mass of Saccharomyces cerevisiae 3.2 g / 100ml produced the highest bioethanol content 
of 4.7868% and the optimum time required for the fermentation process was 4 days. 
Keywords: bioethanol; Saccharomyces cerevisiae; SSF; the palm starch industrial solid 

waste  
 

1. PENDAHULUAN) 

Bioetanol merupakah salah satu 

sumber energi alternatif yang dapat 

diproduksi dari limbah padat pati aren, 

karena kandungan selulosanya yang tinggi 

yaitu 60,61% (Purnavita dkk., 2014). 

Proses sakarifikasi dalam bahan tanaman  

mengandung selulosa menjadi lebih sulit 

karena mengandung lignin (Agustryanto 

(2012). Limbah padat pati aren 

mengandung lignin perlu didelignifikasi 

terlebih dahulu mengunakan katalis kimia 

berupa NaOH (Safaria, 2013). 

Selulosa dari proses delignifikasi 

ampas pati aren selanjutnya disakarifikasi 

menghasilkan monosakarida kemudian 
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dikonversi menjadi bioetanol. Sakarifikasi 

ialah pemecahan polisakarida menjadi 

glukosa, salah satu prosesnya 

menggunakan enzim selulase. Hidrolisis 

serat aren dilakukan dengan 

menggunakan enzim selulase yang 

dihasilkan oleh Aspergillus niger dan 

Trichodermaa viride (Fuadi dkk., 2015). 

Sakarifikasi dan Fermentasi Simultan 

(SSF) adalah metode konversi karbohidrat 

menjadi etanol. Perubahan  glukosa 

menjadi bioetanol dapat dilakukan dengan 

fermentasi menggunakan ragi 

(Saccharomyces cerevisiae). 

Menurut penelitian Puspawati dkk 

(2016), produksi bioetanol dari limbah 

padat pati aren paling baik adalah metode 

SSF menggunakan Saccharomyces 

cerevisiae 0,8% b/v menghasilkan kadar 

sebesar 4,32%. Menurut penelitian 

Herawati (2019), pembuatan bioetanol dari 

limbah ampas pati aren metode SSF 

menggunakan Saccharomyces cerevisiae 

0,8% b/v menghasilkan kadar bioetanol 

3,5407%.  Berdasarkan hasil penelitian - 

penelitian terdahulu kadar ragi 

(Saccharomyces cerevisiae) yang 

digunakan masih sedikit dan kadar 

bioetanol yang dihasilkan juga rendah, 

maka perlu dilakukan penambahan ragi 

pada produksi bioetanol agar dihasilkan 

kadar bioetanol yang lebih tinggi. 

Penelitian yang sama memperlihatkan 

bahwa semakin tinggi bobot 

Saccaromyces cerevisiae pada proses 

fermentasi akan meningkatkan kadar 

bioetanol. Hal ini senada dengan penelitian 

Hapsari dan Pramashinta (2013), 

pembuatan bioetanol dari 800 gram pati 

singkong karet dengan variasi ragi 5, 10 

dan 15 gram dihasilkan kadar etanol 

tertinggi 94% menggunakan ragi 15 gram. 

Menurut Mustofa (2012) bahwa pembuatan 

etanol dari pati garut dengan variabel 

penambahan ragi 0,6% hingga 1,4% 

dihasilkan kadar etanol paling  tinggi 11% 

pada penambahan ragi 1,4 %. Penelitian 

kali ini akan memproduksi bioetanol dari 

limbah padat pati aren yang didelignifikasi 

dengan NaOH 3%, proses fermentasi 

menggunakan metode SSF dengan variasi 

penambahan berat Saccaromyces 

cerevisiae 

2. METODE PENELITIAN  

2.1 Alat dan Bahan  

Alat – alat yang digunakan adalah 

alat penggilingan, ayakan ukuran 40 mesh, 

autoclave, centrifuge, hotplate,  oven, 

peralatan gelas, gas cromatography, 

thermometer. 

Bahan utama dalam penelitian ini 

adalah limbah padat diperoleh dari industri 

pati aren desa Daleman, Kecamatan 

Tulung, Kabupaten Klaten. Jamur 

Trichoderma sp dari Universitas Sebelas 

Maret sedangkan jamur Aspergilus niger 

dan Saccharomyces cerevisiae dari 

laboratorium Universitas Setia Budi. Bahan 

pembantu yang digunakan adalah media 

tumbuh untuk produksi spora Aspergilus 

niger dan Trichoderma sp yaitu: Potato 

Dextrose Agar (PDA). Larutan nutrisi  : 

urea, CaCl.H2O ,(NH4)2SO4, , MgSO4.7H2O, 
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KH2PO4, K2SO4, akuades. Asam sulfat, pH 

stick, , NaOH, Arsenomolybdat, reagen 

Nelson, Glukosa pa. dan molase yang 

diperoleh dari Industri etanol di daerah 

Bekonang. 

 
2.2 Prosedur  

2.2.1. Preparasi sampel  

Mencuci ampas pati aren, 

dikeringkan, digiling dan diayak dengan 

ayakan ukuran 40 mesh. 

2.2.2. Delignifikasi sampel 

Sebanyak 50 g sampel yang telah 

dipreparasi dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer 1000 mL ditambah 800ml 

larutan NaOH 3% kemudian dipanaskan 

pada suhu 1210C selama 90 menit. 

Dinetralisasi sampai pH 5 kemudian di 

oven pada suhu 105ᵒC. Mengulangi 

langkah delignifikasi   tersebut  diatas 

sebanyak 4 kali.  

2.2.3. Pembuatan larutan nutrisi  

Membuat larutan nutrisi dengan. 

melarutkan MgSO4.7H2O (0,5 g/L), 

(NH4)2SO4 (10 g/L), urea (3 g/L), KH2PO4(3 

g/L), , CaCl.H2O  (0,5 g/L) dengan 1 L 

akuades (Singhania, et al., 2006).  Larutan 

nutrisi dibutuhkan pada produksi enzim 

selulase dari Aspergillus niger dan 

Trichoderma sp. pH larutan nutrisi dan 

diatur hingga pH  5 merupakan pH 

optimum untuk pertumbuhan Aspergillus 

niger(Harfinda, 2011) maupun 

Trichoderma sp. (Sukardati, dkk., 2010).  

2.2.4. Produksi Enzim 

Larutan nutrisi sebanyak 100 mL 

ditambahkan ke dalam Erlenmeyer 500mL 

yang berisi 10 g limbah padat pati aren  

yang telah mengalami preparasi dan 

delignifikasi  kemudian ditutup. Campuran 

disterilisasi pada suhu 1210C selama 15 

menit di dalam   autoclave kemudian 

didinginkan. Hasil sterilisasi campuran 

tersebut siap digunakan sebagai media 

bagi Aspergillus niger dan Trichoderma sp 

dalam menghasilkan enzim selulase. 

Produksi enzim dihasilkan dengan 

menginokulasi Aspergillus niger dan 

Trichoderma sp ke dalam media tersebut 

secara terpisah  diinkubasi selama 14 hari 

pada suhu ruang. 

2.2.5. Ekstraksi enzim 

Ekstraksi enzim dilakukan dengan 

cara mengestraksi hasil produksi enzim 

dengan menggunakan larutan 0,1% tween 

80 sebanyak 100 mL . Kemudian 

campuran diaduk dengan kecepatan 100 

rpm selama 120 menit pada suhu ruang.  

Selanjutnya larutan disentrifugasi dengan 

kecepatan 6000rpm selama 10 menit. 

Supernatan yang dihasilkan dipisahkan,  

sebagai ekstrak enzim kasar (Szendefy, et 

al., 2006).  

2.2.6. Produksi Bioetanol 

Masing-masing 5 g limbah padat 

pati aren yang telah didelignifikasi,  larutan 

nutrisi steril sebanyak 150 mL dan molase 

sebanyak 35% (v/v).dimasukan ke dalam 

erlenmeyer 500 mL, Kemudian dilakukan 

fermentasi secara serempak (SSF) 

menggunakan   enzim selulase dan ragi roti 

secara bersamaan secara aseptis. Enzim 

selulase yang digunakan  sebanyak 45 ml 

dengan perbandingan enzim dari 
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Aspegilus niger : enzim dari Trichoderma 

sp yaitu 1:2. (Puspawati dkk., 2016). Ragi 

roti  (Saccharomyses cerviseae) yang 

ditambahkan divariasikan bobotnya yaitu 

0,8g/100ml, 1,6g/100ml, 2,4g/100ml, 

3,2g/100ml. Proses produksi bioetanol 

secara SSF diamati setiap hari selama 7 

hari dan dianalisis kadar etanol yang 

diperoleh. 

2.3 Analisis Data  

Hasil penelitian dianalisis kadar 

bioetanolnya  setiap hari selama 7 hari. 

Analisis kadar bioetanol menggunakan 

metode Kromatografi Gas. 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN  

3.1 Delignifikasi 

 Delignifikasi bertujuan 

menurunkan kadar lignin bahan 

berlignoselulosa. .Larutan NaOH 3% 

sebagai delignifikator Delignifikasi 

berlangsung pada suhu ±121ᵒC selama 90 

menit. Berdasarkan hasil penelitian yang 

telah dilakukan (Herawati dkk, 2019) 

diperoleh kadar lignin setelah delignifikasi 

menurun     dari 91,5364 % menjadi 75,835 

%.  

Hasil ini  menunjukan bahwa 

perolehan kadar lignin hasil delignifikasi 

limbah padat pati aren menggunakan 

delignifikasi basa dengan konsentrasi 

NaOH 3% mengalami penurunan. NaOH 

sebagai delignifikator dapat merusak 

struktur lignin pada bagian kritalin dan 

amorf dan mampu mengekstraksi 

hemiselulosa dengan cara memecah 

struktur amorf pada hemiselulosa. NaOH 

juga dapat menguraikan lignin pada suhu 

kurang dari 180ᵒC (Hidayat, 2013) 

Berdasarkan hasil penelitian Wang 

et al (2010), konsentrasi NaOH 3% dengan 

waktu delignifikasi 90 menit pada suhu 

121ᵒC  dapat mendegradasi lignin 

sebanyak 85,41%. Hasil delignifikasi 

penelitian relatif rendah dibandingkan 

dengan penelitian tersebut, hal ini 

disebabkan kurangnya kontrol suhu pada 

saat proses delignifikasi sehingga 

kemungkinan selulosa juga terdegradasi. 

Hal ini senada dengan pernyataan Singh & 

Bishnoi (2012), suhu 121ᵒC  merupakan 

suhu optimum untuk delignifikasi, apabila 

suhu terlalu tinggi menyebabkan 

kemungkinan selulosa ikut terdegradasi 

dan terlarut, NaOH yang tersisa akan 

mendegradasi selulosa. Apabila 

delignifikasi pada suhu lebih rendah lignin 

belum terurai, selulosa terlindungi  

sehingga selulosa tidak  terdegradasi. 

 

3.2 Kadar gula (glukosa) dalam proses 

fermentasi 

Aktivitas pertumbuhan stater 

dipengaruhi oleh banyaknya gula dalam 

substrat.  Kondisi pertumbuhan stater 

membutuhkan gula  dengan kadar 10 – 

18%. Gula sebagai sumber karbon bagi 

Saccharomyces cereviceae yang 

mempercepat pertumbuhannya 

selanjutnya menguraikan karbohidrat 

menjadi etanol terfermentasi (Moeksin dan 

Francisca, 2010). 

 Hasil analisis kadar gula total  

limbah padat  pati aren menggunakan 
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metode Nelson Semogy sebesar 

0.904%b/v. Kadar gula total ini masih 

belum memenuhi range kadar gula dalam 

proses fermentasi. Jika kadar gula kurang 

dari 10% fermentasi etanol tidak dapat 

berlangsung secara optimal bahkan 

kemungkinan mengalami kegagalan. 

Kadar ethanol yang dihasilkan dari 

fermentasi menggunakan kadar gula 

rendah sangat rendah dibawah 1% tidak 

efisien untuk didestilasi. Jika kadar gula di 

atas 18 % laju fermentasi menurun dan 

alkohol yang dihasilkan menghambat 

aktivitas ragi, menyebabkan  waktu 

fermentasi bertambah lama dan sisa  gula 

tidak terfermentasi .(Moeksin dan 

Francisca, 2010).  

Limbah padat pati aren mempunyai 

kadar gula 0,904%b/v, kadar gula tersebut 

dibawah kadar gula optimum untuk 

aktivitas stater ( Moksien dan Fransisca 

2010) maka diperlukan  tambahan glukosa 

agar dapat terfermentasi dengan baik. 

Molase ditambahkan  untuk meningkatkan  

kadar gula dalam limbah padat pati aren. 

Molase mempunyai kadar gula total 

sebesar 41,493%v/v. Kadar gula total 

molase ini melebihi range kadar gula dalam 

proses fermentasi, sehingga perlu 

penyesuaian kadar gula yang ditambahkan 

ke dalam  limbah padat pati aren sehingga 

mendapatkan kadar gula yang optmal 

untuk terjadinya fermentasi. Penelitian ini 

menggunakan range kadar glukosa 

sebanyak 14%.  

Proses hidrolisis glukosa dalam 

penelitian ini menggunakan campuran 

kapang., sehingga dapat menghemat 

enzim yang digunakan . Enzim campuran 

kapang menghasilkan aktivitas enzim 

selulase yang tinggi. Hal ini juga akan 

meningkatkan  kadar etanol. Menurut 

penelitian Kusuma (2010), konsentrasi 

enzim .  tertentu diperlukan untuk 

mengubah semua substrat menjadi produk 

Hal ini berarti jumlah etanol optimal yang 

dihasilkan ditentukan oleh konsentrsi 

substrat (glukosa) yang diubah oleh enzim.  

 

3.3 Pengaruh variasi massa ragi 

(sacharomyces cerevisiae) terhadap 

kadar etanol 

Berdasarkan analisis kadar etanol 

menggunakan Gas Chromatograpy 

diperoleh data pengaruh massa ragi roti 

terhadap kadar etanol dari limbah padat 

pati aren dengan metode SSF 

menggunakan campuran enzim selulase 

Aspergillus niger dan Trichoderma sp (1:2) 

seperti  terlihat pada Gambar 1. 

Fermentasi dilakukan pada suhu ruang 

dengan pH 5. 

Gambar 1 menunjukan bahwa 

fermentasi etanol dari limbah padat pati 

aren   menggunakan  ragi dengan massa  

0,8gram/100ml konsentrasi 0,27% sampai 

3,2gram/100mL konsentrasi 1,02% 

menghasilkan kadar bioetanol dari 

3,5407% menjadi  4,7868%. 
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Gambar 1. Grafik kadar etanol limbah 
padat  pati aren  

 

Data tersebut menunjukan bahwa 

seiring bertambahnya jumlah ragi yang 

digunakan pada saat proses fermentasi 

maka akan menghasilkan kadar bioetanol 

yang tinggi pula. Menurut Rikana dan 

Adam (2008), jumlah ragi roti menunjukkan 

jumlah mikroba yang diberikan, sehingga 

kerja ragi dalam merubah gukosa menjadi 

etanol lebih optimal dengan semakin 

banyak maka  kadar etanol semakin tinggi. 

Hasil penelitian ini sesuai   dengan 

pernyataan Moeksin dan Francisca (2010), 

bahwa konsentrasi ragi optimal sebanyak 

1% dari volume larutan. Jika konsentrasi 

ragi kurang dari kadar optimal akan 

menurunkan laju fermentasi karena 

sedikitnya massa ragi  yang akan 

menguraikan glukosa menjadi etanol. 

Hasil dari penelitian ini senada 

dengan penelitian Faizal dkk (2012), yang 

menggunakan variasi berat ragi pada 

proses fermentasi ampas kelapa dan 

didapatkan kadar etanol tertinggi pada 

berat ragi 15 gram  dalam 500 gram ampas 

kelapa yaitu berat ragi paling banyak. 

Penelitian Moeksin dan Francisca (2010), 

juga menghasilkan kadar etanol tertinggi 

pada berat ragi paling banyak yaitu 6 gram, 

dalam 300 mL larutan semakin besar 

massa ragi menyebabkan  semakin tinggi 

etanol yang terbentuk. Penelitian Rahman 

& Setyawati(2012)  menyebutkan bahwa 

pembuatan bioetanol dari kulit buah nanas 

menggunakan  variasi massa 

Saccharomyces cereviceae, penambahan 

30 gram Saccaromyces cerevisiae.pada 

sari kulit nanas dengan kadar glukosa awal 

8,5325% mendapakan kadar bioetanol 

tertinggi yaitu 3,965%  

 
3.4. Pengaruh waktu fermentasi 

terhadap kadar etanol 

Hasil penelitian diperoleh data 

pengaruh waktu fermentasi terhadap kadar 

etanol dari limbah ampas aren. 

Berdasarkan analisis kadar etanol 

menggunakan alat Gas Chromatography 

dapat diketahui kadar etanol pada 

fermentasi hari ke 1 sampai hari ke 7 

diperlihatkan pada Gambar 1. 

Kecepatan pertumbuhan sel 

sacharomyces cerevisiae pada hari ke1 

hingga hari ke 4 terus mengalami 

peningkatan. Hal ini menandakan bahwa 

sacharomyces cerevisiae mengalami fase 

pertumbuhan eksponensial (fase log), 

sehingga mikroba merombak substrat 

menjadi nutrisi untuk pertumbuhannya dan 

merubah glukosa menjadi bioetanol. 

Kavanagh (2005), menyebutkan bahwa 

pada fase ini Saccharomyces cerevisiae 

ber produksi kembali dengan membentuk 
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tunas. Reaksi fermentasi alkohol adalah 

sebagai berikut : 

C6H12O6 +  ragi → 2C2H5OH + CO2    (1) 

Glukosa         etanol 

Setelah hari ke 4, sel 

Saccharomyces cerevisiae mengalami 

fase kematian (death phase) ditandai 

dengan  mulai menurun jumlahnya, ini 

dikarenakan metabolit primer (bietanol) 

yang dihasilkan bersifat toksik bagi 

Saccharomyces cerevisiae (Wahono dkk, 

2011). Penurunan kadar bioetanol Pada 

hari ke 5 sampai 7 disebabkan ragi tidak 

dapat lagi memecah glukosa menjadi 

etanol, dan semakin berkurangnya glukosa 

dan nutrisi pada sampel tersebut. Hal ini 

sependapat dengan Moeksin dan 

Francisca (2010), bahwa kadar etanol yang 

terbentuk akan semakin tinggi hingga 

mencapai  waktu tertentu (waktu maksimal) 

dan setelah waktu maksimal terlewati 

kadar etanol akan menurun. Menurunnya 

kadar etanol dimungkinkan terjadinya 

penguraian alkohol, . dan akan teroksidasi 

menjadi asam asetat dalam waktu yang 

lama. Menurut Prescott dan Dunn (1959), 

reaksi yang terjadi saat fermentasi etanol 

dalam jangka waktu yang lama adalah 

sebagai berikut: 

C2H5OH + O2 → CH3COOH + H2O     (2) 

Etanol       Asam asetat 

Terjadinya penuruanan pH 

kemungkinan disebabkan terbentuknya 

asam-asam pada proses fermentasi antara 

lain  asam asetat, asam piruvat, dan asam 

laktat, sedangkan asam butirat dan asam 

lemak lainnya hanya sedikit berpengaruh 

dalam penurunan pH cairan (Wahono dkk, 

2011). Media fermentasi cenderung 

semakin asam disebabkan amonia sebagai 

sumber Nitrogen oleh sel khamir diubah 

menjadi NH4+. Molekul NH4+ akan 

bergabung ke dalam sel sebagai R-NH3. H+ 

dalam proses ini tetap berada dalam 

media, sehingga semakin lama waktu 

fermentasi maka semakin rendah pH 

media (Judoamidjojo dkk., 1989). Derajat 

keasaman akan mempengaruhi laju  

fermentasi, sedangkan 4-4,5 merupakan 

pH  optimum untuk pertumbuhan 

Saccharomyces cerevisiae .(Budiyanto, 

2003). 

Berdasarkan hasil pengamatan 

bahwa waktu optimal Saccharomyces 

cerevisiae pada proses fermentasi adalah 

pada hari ke 4. Setelah lebih dari 4 hari 

dapat disimpulkan bahwa proses 

fermentasi telah selesai dilakukan karena 

sebagian Saccharomyces cerevisiae telah 

mati dan etanol berubah menjadi asam 

asetat dan asam-asam. 

 

4. KESIMPULAN  

Berdasarkan hasil penelitian dan 

pembahasan, dapat disimpulkan .bahwa 

variasi massa Saccharomyces cerevisiae 

berpengaruh terhadap perolehan kadar 

bioetanol yaitu pada massa ragi terbesar  

3,2 g/100ml  menghasilkan kadar bioetanol 

paling tinggi 4,7868% dan waktu optimum 

pada hari ke 4. 
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