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RINGKASAN

Produktivitas Yeast Candida parapsilosis Strain AUMC 10417 dan Candida
guilliermondii dalam Fermentasi Etanol Menggunakan Media Molases;
Amelia Robby; 131710101026; 2017; 43 halaman; Jurusan Teknologi Hasil
Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Faktor yang mempengaruhi peningkatan produksi bioetanol diantaranya
substrat, yeast, dan kondisi fermentasi. Ketersediaan substrat yaitu molases di
Indonesia cukup melimpah, setiap ton tebu menghasilkan 2,7% molases. Molases
memiliki harga yang murah dan dapat langsung dikonversi menjadi etanol dengan
sedikit pretreatment dan memiliki kadar gula 50-60%. Pada umumnya produksi
etanol menggunakan Saccharomyces cerevisiae, namun upaya eksplorasi yeast
digunakan untuk mengetahui produktivitasnya, diantaranya yaitu C. parapsilosis
strain AUMC 10417 dan C. guillermondii serta optimasi kondisi fermentasi
seperti pemberian agitasi dan aerasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
produktivitas C. parapsilosis strain AUMC 10417 dan C. guilliermondii dalam
mengkonversi molases menjadi bioetanol dengan variasi kondisi fermentasi.

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan dua faktor. Faktor A yaitu C.
parapsilosis strain AUMC 10417 (Al) dan C. guilliermondii (A2). Faktor B
adalah variasi kondisi fermentasi meliputi agitasi 150 rpm dan tanpa aerasi (B1)
dan agitasi 150 rpm dan aerasi 0,3 vvm selama 24 jam (B2). Proses fermentasi
dilakukan secara batch pada suhu 30 °C selama 72 jam. Medium molases (600 ml,
24 °Brix, pH 4,5) yang telah di preparasi ditambahkan nutrisi diamonium
hidrogen phosphat 1 g/L sebagai sumber nutrisi, kemudian diinokulasikan yeast
C. parapsilosis strain AUMC 10417 dan C. guillermondii sebanyak 60 ml (10%
v/v) dari volume media yang digunakan. Pengamatan dilakukan secara periodik
setiap 12 jam meliputi perubahan populasi yeast, kadar gula reduksi, dan kadar
etanol.

Hasil penelitian bahwa produksi etanol oleh C. parapsilosis strain AUMC
10417 lebih tinggi daripada C. guilliermondii. Perlakuan tanpa aerasi oleh C.
parapsilosis of AUMC 10417 menghasilkan etanol 5,33 g/L dengan produktivitas
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0,11 g/L/jam dan Y p/s 0,20, sedangkan dengan aerasi menghasilkan etanol 3,60
g/L dengan produktivitas 0,10 g/L/jam dan Y p/s 0,28. Perlakuan tanpa aerasi oleh
C. qguilliermondii menghasilkan etanol 3,45 g/L dengan produktivitas 0,07
g/L/jam and Y p/s 0,13, sedangkan dengan perlakuan aerasi menghasilkan etanol

3,74 g/L dengan produktivitas 0,10 g/L/jam dan Y p/s 0,22.
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SUMMARY

Productivity of Yeast Candida Parapsilosis Strain AUMC 10417 and Candida
guilliermondii in Ethanol Fermentation using Molasses Medium; Amelia
Robby; 131710101026; 2017; 43 pages; Department of Agricultural Product of
Technology, Faculty of Agricultural Technology, University of Jember.

Factors affected the bioethanol production i.e as substrate, yeast, and
fermentation conditions. The availability of molasses substrate in Indonesia is
quite abundant, each ton of sugar cane produces 2.7% molasses. Molasses has a
low price and can be directly converted to ethanol with a little pretreatment and
has a 50-60% sugar content. In generally, ethanol production using
Saccharomyces cerevisiae, but yeast exploration efforts are used to determine its
productivity, including C. parapsilosis strain AUMC 10417 and C. guillermondii
and optimization of fermentation conditions such as agitation and aeration. These
research aimed to determine productivity of C. parapsilosis strain of AUMC
10417 and C. guilliermondii in converting molasses into bioethanol with variation
of fermentation condition.

This research was conducted by using two factors. Factor A were C.
parapsilosis strain AUMC 10417 (Al factor) and C. guilliermondii (A2 factor).
Factor B were variation of fermentation condition i.e agitation 150 rpm without
aeration (B1) and agitation 150 rpm with aeration 0,3 vvm during 24 hours (B2).
Fermentation processes were carried out batch condition at 30 °C for 72 hours.
Medium molasses (600 ml, 24 °Brix, pH 4.5) was prepared by added 1 g/L
diamonium hydrogen phosphate as a source of nutrients, then innoculated yeast
C. parapsilosis strain AUMC 10417 or C. guillermondii (10% v/v). Observations
were conducted periodically every 12 hours including yeast population, reduction
sugar, and ethanol content.

The results showed that ethanol produced of C. parapsilosis strain AUMC
10417 was more higher than C. guilliermondii. Without aeration by C.
parapsilosis of AUMC 10417 resulted 5.33 g/L with the productivity was 0.11
g/L/nhand Y p/s 0.20, while using aeration resulted 3.60 g/L with the productivity
was 0.10 g/L/h and Y p/s 0.28. Without aeration ethanol produced by C.
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guilliermondii 3.45 g/L with the productivity was 0.07 g/L/h and Y p/s 0.13, while
using aeration resulted 3.74 g/L with the productivity was 0.10 g/L/h and Y p/s
0.22.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Permintaan kebutuhan etanol dunia semakin meningkat. Pada tahun 2015
kebutuhan etanol dunia mencapai 529,16 juta liter, diperkirakan kebutuhan etanol
akan meningkat setiap tahunnya (Organisation for Economic Co-operation and
Development, 2015). Upaya peningkatan produktivitas etanol, untuk memenuhi
kebutuhan masyarakat harus dilakukan. Pengembangan produksi etanol di
Indonesia memiliki prospek yang baik, karena ketersediaan bahan baku yang
melimpah seperti molases.

Ketersediaan molases di Indonesia cukup melimpah, diperkirakan setiap ton
tebu menghasilkan 2,7% molases (El-gendy et al., 2013; Mukhtar et al., 2010).
Produksi tebu di Indonesia pada tahun 2014 mencapai 2,6 juta ton (Direktorat
Jenderal Perkebunan, 2014). Menurut Hidayat et al. (2006), molases memiliki
harga yang murah dan dapat langsung dikonversi menjadi etanol dengan sedikit
perlakuan dibandingkan dengan bahan-bahan lain dan tidak dapat dibentuk lagi
menjadi sukrosa, namun masih memiliki kadar gula 50-60%. Kandungan gula
yang tinggi pada molases dapat digunakan sebagai substrat dalam fermentasi
etanol. Dengan keunggulan tersebut, molases lebih efektif dan efisien digunakan
sebagai produksi etanol.

Jenis yeast memiliki peranan yang penting dalam produksi etanol karena
berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan. Yeast yang umum digunakan
dalam produksi etanol adalah Saccharomyces cerevisiae (Azizah et al., 2012).
Beberapa strain yeast memiliki kemampuan produksi etanol yang berbeda.
Beberapa hal yang mempengaruhi jenis yeast yang digunakan antara lain harus
mampu menghasilkan kadar etanol yang tinggi, toleran terhadap kadar etanol yang
tinggi, rentan dalam suhu tinggi, stabil selama kondisi fermentasi dan dapat
bertahan hidup pada pH rendah (Suyandra, 2007). Produksi bioetanol dengan
menggunakan yeast Saccharomyces sp yang ditumbuhkan pada media molases
memiliki toleran alkohol yang berkisar antara 3-12% (Gupta et al., 2009). Hasil
penelitian Thammasittrong et al. (2013), etanol yang diproduksi oleh
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Saccharomyces cereviceae NR1 yang ditumbuhkan dalam media molases
menggunakan UVR56 dapat meningkatkan toleran alkohol hingga 15%.

Selain tidak tahan pada kadar alkohol yang tinggi, beberapa strain yeast
tidak tahan terhadap kadar gula yang tinggi. Produksi etanol pada beberapa jenis
strain termasuk Saccharomyces cerevisiae NCYC 431, Saccharomyces cerevisiae
NCYC 975 dan Saccharomyces diastaticus NCYC 994 ditumbuhkan pada media
molases gula beet dan jus beet. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Saccharomyces cerevisiae NCYC 975 memiliki toleransi terhadap konsentrasi
gula 20,8 % (Zayed dan Foley, 1987 dalam Jayus et al., 2014). Pengembangan
produksi etanol salah satunya adalah dengan eksplorasi jenis yeast yang
digunakan untuk mengetahui produktivitasnya. Eksplorasi yeast yang dapat
memfermentasi glukosa adalah jenis yeast Candida guillermondii dan Candida
parapsilosis strain AUMC 10417 yang ditumbuhkan dalam media molases
dengan kadar gula yang tinggi mampu memfermentasi jenis gula salah satunya
yaitu glukosa (Fitriyah, 2016). Berdasarkan hasil penelitian tersebut,
menunjukkan bahwa perbedaan jenis yeast memiliki aktivitas yang berbeda dalam
fermentasi etanol.

Kondisi pertumbuhan yeast akan mempengaruhi produksi bioetanol. Salah
satunya adalah penggunaan aerasi dan agitasi. Menurut Arindhani (2015),
pemberian aerasi sebesar 0,3 vvm pada produksi bioetanol dengan menggunakan
New Aule Baker Yeast dalam media molases memiliki kadar bioetanol yang lebih
tinggi dibandingkan dengan tanpa pemberian aerasi. Pemberian agitasi diikuti
dengan aerasi akan menghomogenkan nutrisi yang terdapat di dalam media
fermentasi. Pemilihan jenis yeast yang tepat dan kondisi fermentasi yang
digunakan (tanpa dan dengan pemberian aerasi dan agitasi) diharapkan
meningkatkan produktivitas etanol.

1.2 Perumusan Masalah
Produktivitas yeast dalam menghasilkan etanol berbeda-beda, tergantung
jenis strain yang digunakan dan kondisi fermentasi. Penggunaan strain yang

unggul dapat meningkatkan produksi etanol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
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pemilihan strain dan kondisi fermentasi dapat meningkatkan produksi bioetanol
(Thammasittirong et al., 2013; Khongsay et al., 2012; Yan et al., 2009). Pada
umumnya, fermentasi etanol menggunakan S. cereviceae, namun upaya kombinasi
strain yeast diperlukan untuk menghasilkan jumlah etanol yang tinggi. Isolasi
strain yeast yang telah dilakukan dan ditumbuhkan dari media molases, kemudian
diidentifikasi menghasilkan strain Candida yang akan digunakan untuk
mengetahui produktivitas etanol yang dihasilkan, sehingga perlu dilakukan
penelitian produktivitas isolat yeast strain Candida yang telah diperoleh yaitu
Candida parapsilosis strain  AUMC 10417 dan Candida guilliermondii
menggunakan media molases pada fermentasi etanol dengan menggunakan

kondisi fermentasi yang berbeda yaitu pemberian agitasi dan aerasi.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Mengetahui produktivitas Candida parapsilosis strain AUMC 10417 dan
Candida guilliermondii dalam fermentasi etanol.
2. Mengetahui pengaruh pemberian agitasi dan aerasi selama fermentasi
terhadap produktivitas etanol oleh Candida parapsilosis strain AUMC
10417 dan Candida guilliermondii.

1.4 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Meningkatkan produksi etanol dengan mengoptimalkan yeast strain yang
digunakan.
2. Meningkatkan nilai guna limbah molases sebagai substrat etanol.
3. Menambah metode alternatif dalam produksi etanol.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fermentasi Etanol

Bioetanol adalah etanol yang dihasilkan dari proses fermentasi glukosa
dengan bantuan mikroorganisme (Firdausi et al., 2013). Proses preparasi
fermentasi etanol berbeda-beda, sesuai dengan sifat bahan baku yang digunakan.
Bahan baku untuk  fermentasi  bioetanol dapat dalam  bentuk
monosakarida/disakarida (gula tebu, tetes tebu), pati (jagung, padi dan umbi-
umbian) dan bahan selulosa (kayu dan limbah pertanian). Golongan
monosakarida/disakarida biasanya memerlukan sedikit pretreatment dalam
fermentasi, sedangkan substrat polisakarida (pati dan selulosa) harus dihidrolisis
terlebih dahulu menjadi gula sederhana yang akan digunakan oleh yeast dalam
fermentasi etanol (Riyanti, 2009).

Menurut Judoamidjojo et al. (1992), fermentasi etanol dilakukan dengan
menggunakan yeast tertentu yang dapat mengubah glukosa menjadi etanol. Yeast
akan melakukan metabolisme glukosa dan fruktosa membentuk asam piruvat
melalui tahapan reksi pada jalur Embden Meyerhof-Parnas. Asam piruvat yang
dihasilkan akan mengalami dekarboksilasi menjadi asetaldehida yang kemudian
mengalami dehidrogenasi menjadi etanol. Satu molekul glukosa akan membentuk
2 molekul etanol dan 2 molekul CO,. Reaksi pembentukan etanol dari glukosa
berlangsung sesuai persamaan reaksi berikut ini :

CesH1206 2C,Hs0OH +  2CO;
Glukosa Etanol Karbondioksida

Beberapa faktor yang mempengaruhi keberhasilan fermentasi etanol, antara
lain suhu, konsentrasi inokulum, lama inkubasi, kondisi media fermentasi meliputi
pH, oksigen, nutrient, konsentrasi media dan kondisi lingkungan lain seperti
penambahan agitasi dan aerasi. Faktor-faktor tersebut perlu diperhatikan dan
dikontrol selama fermentasi untuk mendapatkan hasil yang optimal (Judoamidjojo
etal., 1992).

Yeast memiliki suhu pertumbuhan maksimal, optimal, dan minimal. Suhu

pertumbuhan optimal yeast berkisar antara 25° — 30 °C dan maksimal antara 35° -
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47 °C. Suhu berpengaruh terhadap fermentasi melalui dua cara yaitu secara
langsung dan tidak langsung. Secara langsung, suhu akan mempengaruhi
pertumbuhan yeast dan aktivitas enzim yang dihasilkan. Secara tidak langsung,
suhu akan mengurangi jumlah alkohol karena penguapan. Suhu yang baik untuk
fermentasi alkohol adalah sekitar 31° — 33°C (Machfud et al., 1989).

Konsentrasi biomassa mempengaruhi jumlah produk yang dihasilkan.
Jumlah sel yeast yang semakin banyak, akan menghasilkan enzim dengan
konsentrasi yang semakin tinggi. Hal tersebut akan menyebabkan semakin banyak
substrat yang terkonversi menjadi alkohol. Namun, konsentrasi biomassa yang
terlalu tinggi akan mengurangi kadar alkohol yang dihasilkan, jika jumlah substrat
yang tersedia tidak mencukupi. Bila substrat dalam media telah habis digunakan,
maka untuk mencukupi kebutuhan sel terhadap unsur karbon (C), yeast akan
menggunakan alkohol untuk aktivitas metabolismenya (Judoamidjojo et al.,
1992). Konsentrasi biomassa yang ditanam umumnya berkisar antara 3-10% dari
volume media fermentasi (Hidayat et al., 2006). Semakin tinggi konsentrasi
substrat, maka konsentrasi alkohol yang dihasilkan akan semakin tinggi pula. Hal
ini berlangsung sampai pada batas tertentu, karena konsentrasi substrat yang
terlalu tinggi akan menghambat fermentasi (Judoamidjojo et al., 1992). Menurut
Xin et al., (2003) melaporkan bahwa pada konsentrasi gula diatas 35%
pertumbuhan mikroorganisme telah terhambat akibat tingginya tekanan osmotik
medium fermentasi.

Derajat keasaman (pH) merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
produksi bioetanol yang dihasilkan. Yeast memiliki pH optimum, minimum dan
maksimum. Derajat keasaman (pH) awal pada saat fermentasi diatur antara pH
4,0-4,5. Penggunaan pH di bawah 3 dan di atas 5 akan mengakibatkan pada
menurunnya  aktivitas fermentasi dan yield etanol (Smith, 2007). Derajat
keasaman (pH), yang cocok bagi pertumbuhan yeast akan memproduksi etanol
yang optimum.

Oksigen adalah salah satu zat nutrisi yang penting dalam proses fermentasi
aerob. Mikroorganisme membutuhkan oksigen untuk pertumbuhannya dengan

volume yang berbeda tergantung terhadap jenis mikroorganisme yang digunakan.
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Kadar oksigen yang berbeda pada media akan berpengaruh terhadap ketersediaan
oksigen dalam media tersebut. Namun, ketersediaan oksigen dapat menimbulkan
dampak negatif berupa toksik dari oksigen dalam pembentukan radikal bebas pada
mikroorganisme yang bersifat anaerob (Schlegel, 1999 dalam Noorvita et al ,
2016). Yeast akan tumbuh lebih baik dalam keadaan aerob, akan tetapi proses
fermentasi gula lebih cepat dalam keadaan anaerob. Penambahan kadar oksigen
dapat dilakukan dengan aerasi yang bertujuan untuk meningkatkan konsentrasi
oksigen dalam bioreaktor yang dibutuhkan dalam pertumbuhan mikroorganisme.
Menurut Khongsay et al. (2012), produktivitas etanol mengalami peningkatan
dengan pemberian aerasi selama 2 hingga 4 jam pada awal fermentasi tetapi
pemberian aerasi terlalu lama (hingga 6 jam) dapat menurunkan produktivitas
etanol karena yeast mengalami reaksi respirasi untuk memperbanyak jumlah sel
dan tidak melakukan reaksi fermentasi untuk memproduksi etanol.

Produksi bioetanol memiliki perbedaan lama waktu fermetasi bergantung
pada jenis substrat yang digunakan, yeast dan kondisi fermentasi yang digunakan.
Waktu fermentasi optimum yeast pada beberapa penelitian berkisar antara 48-72
jam (Dake et al.,, 2010). Pada saat fase sel yeast mulai memasuki fase
eksponensial, maka akan dihasilkan etanol sebagai metabolit primer. Tahap
selanjutnya, yaitu sel khamir mulai memasuki fase stasioner dan kematian,
sehingga alkohol yang dihasilkan menurun (Satyarana et al., 2012). Semakin lama
fermentasi akan mengakibatkan etanol yang dihasilkan akan dikonsumsi oleh sel

khamir untuk memproduksi asam-asam organik, seperti asam laktat.

2.2 Karakteristik Molases

Molases adalah limbah dari pembuatan gula tebu (Saccharum officinarum
L). Molases berupa cairan kental dan diperoleh dari tahap pemisahan kristal gula.
Molases tidak dapat lagi dibentuk menjadi sukrosa namun masih mengandung
gula dengan kadar tinggi 50-60% (sukrosa 30-40%, glukosa 4-9%, dan fruktosa 5-
12%), asam amino, dan mineral. Molases bersifat asam dan memiliki kisaran pH
antara 5,5 — 6,5 (Hidayat et al., 2006). Tingginya kandungan gula dalam molases
berpotensi dimanfaatkan sebagai bahan baku dalam bioetanol. Ketersediaan
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molases di Indonesia cukup melimpah. Menurut Hambali et al. (2008), setiap 1
ton tebu akan menghasilkan 2,7% limbah molases. Pemilihan molases sebagai
bahan baku dapat meningkatkan efektivfitas dan efisiensi produksi bioetanol dan
salah satu upaya pemanfaatan limbah, karena kandungan gula dalam molases
masih cukup tinggi serta dapat langsung dikonversi menjadi etanol dengan sedikit
pretreatment. Komposisi molases bervariasi sesuai dengan lokasi, variaetas/jenis
tebu, karakter tanah, iklim, dan metode pemrosesannya di pabrik gula. Secara
garis besar rata-rata komposisi molases dalam berat kering ditunjukkan pada
Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi molases/100 gram berat kering

Komponen Persentase (%)
Total gula 46-52
Sukrosa 30-40
Dekstrosa 4-9
Fruktosa 5-12
Gula reduksi lain 1-5
Karbohidrat lain 2-5
Senyawa nitrogen 2-6
Asam-asam non-nitrogen 2-8
Abu 7-15
Lilin sterol dan fosfolipid 0,1-1

Sumber: Hidayat et al. (2006).

Selain mengandung bermacam-macam gula dan mineral, molases juga
mengandung beberapa vitamin yang diketahui dapat menstimulasi aktivitas
mikroba. Selain itu, molases juga memiliki pH yang bervariasi karena dipengaruhi
oleh proses ekstraksi pengolahan gula yang dilakukan masing-masing pabrik,
namun pH molases diketahui berkisar antara 5,5-6,5. Bermacam-macam
mikroorganisme juga dapat ditemukan di dalam molases, seperti E. coli,
Leuconostoc mesenteroids, Bacillus sp, Pseudomonas, dan lain-lain. Kehadiran
mikroorganisme tersebut akan memberikan efek negatif selama proses fermentasi
karena dapat mempengaruhi yield dan produktivitas fermentasi (Kristiansen et al.,
2002). Adapun kandungan vitamin yang terdapat dalam molases dapat dilihat
pada Tabel 2.2.
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Tabel 2.2. Kandungan vitamin di dalam molases

Vitamin Kandungan (mg/100 g)
Tiamin 0,16
Riboflavin 0,30
Piridoksin 1,15
Asam nikotinat 2,10
Asam pantetonat 3,60
Asam folat 0,06
Biotin 0,13
Inositol 158,0

Sumber : Smirnow dalam Kristiansen et al. (2002).

Selain itu, molases secara umum dapat dimanfaatkan sebagai sumber pakan
ternak atau biomassa untuk fermentasi etanol, asam glutamat, asam laktat, asam
sitrat, dan sebagainya. Molases saat ini secara luas telah digunakan sebagai media
untuk fermentasi etanol karena harganya yang murah, siap tersedia, dan hanya
membutuhkan sedikit pretreatment jika dibandingkan dengan bahan-bahan lain.
Beberapa negara seperti India, Thailand, Brazil, Indonesia, dan lain-lain, banyak
dijumpai pabrik-pabrik produksi gula, sehingga hasil samping seperti molases
juga banyak dihasilkan. Melalui pemanfaatan molases sebagai media fermentasi
pada akhirnya dapat meningkatkan nilai tambah dari molases (Takara et al.,
2007).

Molases yang diproduksi oleh industri gula terbagi menjadi dua macam,
seperti  black strap molasses merupakan residu dari kristalisasi nira tebu dan
memiliki kandungan gula sebesar 50-60% dan light test molasses merupakan
residu dari evaporasi nira tebu dan memiliki kandungan gula yang lebih rendah.
Jenis molases yang biasanya digunakan sebagai media fermentasi adalah black
strap molasses karena masih memiliki kandungan gula yang tinggi (Yusma,
1999). Selain itu, menggunakan molases dalam produksi etanol memberikan
keuntungan tersendiri sebab keuntungan yang dapat dicapai adalah hingga sebesar
24%; rasio antara molases sebagai bahan baku (media) yang diperlukan dan
bioetanol sebagai hasilnya memiliki rasio yang terendah jika dibandingkan dengan
bahan lain (Nurdyastuti, 2008). Konversi mengenai bahan baku tanaman yang

dapat dikonversi menjadi bioetanol secara rinci dapat dilihat pada Tabel 2.3.
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Tabel 2.3 Konversi bahan baku tanaman yang mengandung pati atau karbohidrat dan
tetes menjadi bioetanol

Bahan Baku Kandungan Gula Jumlah Hasil Perbandingan
(/1000kg) dalam Bahan Konversi dalam Bahan Baku
Baku (kg) bentuk Bioetanol  dan Bioetanol
{)
Ubi Kayu 250-300 166,6 6,5:1
Ubi Jalar 150-200 125 8:1
Jagung 600-700 200 5:1
Sagu 120-160 90 12:1
Tetes tebu 500 250 4:1

Sumber: Nurdyastuti (2008).

2.3 Karakteristik Candida parapsilosis Strain AUMC 10417

Candida parapsilosis merupakan mikroorganisme yang biasa ditemukan
dilingkungan. Menurut Asbeck et al. (2009), C. parapsilosis dapat di isolasi dari
tanah, air laut maupun tanaman. Menurut Ridawati et al., (2010), C. parapsilosis
termasuk salah satu yeast osmofilik yang diisolasi dari makanan Indonesia dengan
konsentrasi gula tinggi yaitu selai stoberi, selai nanas dan susu dari Sumatera
Selatan. Menurut Kreger-van (1987) dalam Fitriyah (2016), genus Candida
memiliki bentuk sel bervariasi dari bulat, oval, silindris hingga memanjang, jarang
apikulat, ogival, triangular atau bentuk botol dengan atau tanpa pseudohifa.
Reproduksi aseksual dengan pertunasan multilateral. Genus Candida tidak
membentuk askospora, arthrospora, teliospora, atau pun ballistospora, tetapi
klamidospora mungkin terbentuk pada beberapa spesies. Tidak memiliki pigmen
karotenoid sehingga berwarna putih hingga krem.

Menurut Obasi et al. (2014), hasil diisolasi dan identifikasi yeast yang
fermentasi jus jeruk salah satunya adalah Candida spp. Yeast yang termasuk
dalam Candida spp. memiliki karakteristik fisiologi seperti membentuk atau tidak
membentuk pseudomicellium atau true mycelium, membentuk atau tidak
membentuk pelikel, mampu tumbuh pada 50% (w/v) glukosa, tumbuh pada 3%
etanol (v/v), tumbuh pada 3% (w/v) NaCl, tumbuh atau tidak tumbuh pada 10%
(w/v) NaCl, tumbuh pada suhu 30°C, 35°C, 37°C dan 42°C. Yeast tersebut
diidentifikasi berdasarkan uji asimilasi karbon menggunakan kit APl 20C Aux.

Hasil uji asimilasi karbon C. parapsilosis yaitu mampu mengasimilasi D-glucose,
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glyserol, calsium 2-keto gluconate, D-xylose, adonitol, xylitol, D-galactose,
Methyl-a-D glucopyranoside, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, D-saccharose,
D-trehalose, D-melezitose. Candida parapsilosis tidak dapat mengasimilasi L-

arabinose, inositol, sorbitol, D-cellobiose, D-lactose, D-raffinose.

2.4 Karakteristik Candida guilliermondii

Yeast merupakan mikroorganisme golongan fungi yang berbentuk uniseluler
yang memiliki daya tahan yang tinggi oleh adanya antibiotik, dan memiliki
ketahanan terhadap garam, asam dan gula (Roostita, 1993). Menurut Fardiaz
(1992), ditinjau dari mikroorganismenya, mikroorganisme yang hidup pada
konsentrasi gula tinggi termasuk mikroba osmofilik. Hampir semua yeast yang
bersifat osmofilik termasuk dalam jenis Saccharomyces, yaitu Saccharomyces
rouxii,  Saccharomyces rouxiivar, Saccharomyces polymorphus dan
Saccharomyces nelis. Pada penelitian Ridawati et al. (2010), dilakukan isolasi
pada yeast osmofilik dari makanan Indonesia dengan konsentrasi gula tinggi.
Jenis yeast yang diidentifikasi yaitu Candida metapsilosis, Candida etchelsii,
Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis dan Sterigmatomyces halophilus.

Masing-masing yeast mempunyai batas aktivitas air minimal dan kisaran
aktivitas air untuk pertumbuhan berbeda-beda, yaitu dipengaruhi oleh berbagai
faktor seperti kandungan nutrien substrat, pH, suhu, tersedianya oksigen, ada
tidaknya senyawa penghambat, dan sebagainya. Kisaran suhu untuk pertumbuhan
kebanyakan yeast pada umumnya hampir sama dengan kapang, yaitu dengan suhu
optimum 25-30°C dan suhu maksimum 35-46°C. Kebanyakan yeast lebih
menyukai tumbuh pada keadaan asam, yaitu pada pH 4-4,5 dan tidak dapat
tumbuh dengan baik pada medium alkali, kecuali jika telah beradaptasi. Yeast
tumbuh baik pada kondisi aerobik, tetapi yang bersifat fermentatif dapat tumbuh
secara anaerobik meskipun lambat (Fardiaz, 1992).

Karakteristik morfologi Candida guilliermondii terbagi atas dua yaitu

karakteristik makroskopis dan mikroskopis. Karakteristik makroskopis Candida
guilliermondii memiliki bentuk koloni bulat, warna koloni putih keruh, sedangkan

karakteristik mikroskoskopis yang dimiliki meliputi bentuk sel silinder, dan ada
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pertunasan dengan tipe multilateral. Menurut Fitriyah (2016), Candida
guilliermondii  memiliki karakteristik fisiologi dengan pengamatan suhu
pertumbahan yang cukup baik pada 30°C dan 40°C, sedangkan pH pertumbuhan
optimal 5. Dengan pengukuran uji fermentasi gula menggunakan kit API 20C
Aux, menunjukkan bahwa Candida guilliermondii setelah di inkubasi 72 jam pada
suhu 28°C, dapat memfermentasi beberapa jenis gula, seperti D-glukosa, glycerol,
calcium-2-Keto-Gluconate, arabinosa, D-Xylose, adonitol, xylitol, D-galaktosa,
sorbitol, methyl-o D-Glucopyranoside, N-Acetyl-Glucosamine, D-cellobiose, D-
maltosa, D-Saccharose, D-Raffinose dan tidak dapat memfermentasi jenis gula,

seperti inositol dan D-laktose.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil
Pertanian dan Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan Fakultas Teknologi
Pertanian, Universitas Jember pada bulan Januari-Agustus 2017.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat penelitian yang digunakan yaitu glass ware, Laminar Air Flow (LAF)
merek Crume SA 9005-FL, fermentor applicon biotechnology kapasitas 1 L,
autoklaf Sturdy SA-300VL, inkubator merk Heracus Instruments—tipe B-6200,
shaking inkubator-wise tube, hand refraktometer ATAGO, cawan conway,
spektrofotometer Genesys 10S UV-VIS, pH meter HANNA, mikroskop, dan
haemacytometer.
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan meliputi bahan baku, bahan kimia dan
kultur yeast. Bahan baku molases diperoleh dari PTPN XI pabrik Pengolahan
Gula Djatiroto. Bahan kimia yang digunakan antara lain diamonium hidrogen
phospat ((NH4),HPO,4), NaOH (PA), asam sitrat (C¢HgO7), metilen blue 0,1%,
fenol (CeHsO) 5%, H2S04, Na,CO3 K,Cr,07, reagen dinitrosalisilic acid (DNS),
K-Na Tartarat, pepton, glukosa, media MEA (Merck), dan MEB (Merck). Kultur
yeast yang digunakan adalah Candida parapsilosis strain AUMC 10417 dan
Candida guillermondii yang diperoleh dari Laboratorium Center for Development

of Advanced Sciences and Technology (CDAST) Universitas Jember.

3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan

Penelitian dilakukan dengan dua variasi perlakuan yaitu jenis strain yeast
(A) dan variasi kondisi fermentasi (B). Adapun jenis yeast yang digunakan yaitu
Candida parapsilosis strain AUMC 10417 (Al) dan Candida guilliermondii
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(A2). Kondisi fermentasi meliputi agitasi 150 rpm dan tanpa aerasi (B1) dan
agitasi 150 rpm dan aerasi 0,3 vvm selama 24 jam (B2).

Masing-masing perlakuan dilakukan pengulangan produksi sebanyak dua kali
dan pengulangan analisis sebanyak tiga kali. Data hasil penelitian diolah dengan
statistik sederhana seperti rerata dan standart deviasi. Data yang diperoleh akan
disajikan secara deskriptif dalam bentuk grafik.

3.3.2 Tahapan Penelitian
a.  Preparasi Media Fermentasi

Media yang digunakan adalah molases yang diperoleh dari limbah industri
pengolahan gula tebu di PG. Djatiroto. Molases yang diperoleh memiliki kadar
brix yang tinggi yaitu 80 °Brix. Molases di encerkan menggunakan aquadest
hingga 24 °Brix. pH awal molases diturunkan hingga 4,5 dengan asam sitrat.
Molases kemudian dipanaskan hingga mencapai suhu 90°C, kemudian diturunkan
hingga suhu 30°C dan di diamkan hingga 24 jam, sehingga terpisah padatan yang
tidak larut dalam molases, kemudian dilakukan penyaringan untuk memisahkan
antara padatan tidak terlarut dan filtrat molases. Molases ditambahkan diamonium
hidrogen phospat (NH4),HPO, sebanyak 1 gram/L sebagai sumber nutrisi.
Molases yang telah dipreparasi, kemudian disterilisasi dengan menggunakan suhu
121°C selama 15 menit.
b.  Preparasi Starter

Beberapa tahapan proses dalam preparasi starter antara lain pembuatan
media MEA untuk peremajaan, pembuatan media Yeast Extract Malt Extract
(YM), dan pembuatan starter. Media MEA sebanyak 2,4 gram dibuat dengan
melarutkan ke dalam 50 ml aquadest. Media MEA yang telah dibuat kemudian
dimasukkan ke dalam 10 tabung reaksi (@5 ml) dan di sterilisasi dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Media MEA yang telah steril kemudian
diletakkan dalam keadaan miring (agar miring).

Pembuatan media YM dilakukan dengan menyiapkan yeast extract 3 g/L,
pepton 5 g/L, malt extract broth 3 g/L dan glukosa 10 g/L dalam erlenmeyer.

Media YM dilarutkan dalam aquadest dengan volume media 10% (v/v) dari
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volume substrat. Media YM kemudian ditutup dengan alumunium foil dan
disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Pembuatan starter dilakukan dengan meremajakan masing-masing kultur
Candida parapsilosis strain AUMC 10417 maupun Candida guillermondii dengan
menginokulasikan ke agar miring MEA dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 48
jam. Setelah proses peremajaan, kultur pada media agar miring diinokulasikan
dalam media YM. Kemudian diinkubasi pada dalam shaking incubator pada suhu
30°C dengan agitasi 150 rpm selama 24 jam.

c.  Produksi Bioetanol

Produksi bioetanol dilakukan secara batch. Sebanyak 600 ml molases
dengan derajat brix 24 °Brix yang telah dipreparasi, kemudian ditambahkan starter
sesuai dengan perlakuan yaitu yeast yaitu Candida parapsilosis strain AUMC
10417 dan Candida guillermondii sebanyak 60 ml (10% v/v) dari volume media
yang digunakan. Kemudian dilakukan pengaturan tingkat aerasi pada fermentor
sesuai dengan perlakuan yaitu fermentasi tanpa aerasi dan fermentasi pada tingkat
aerasi 0,3 vvm selama 24 jam. Fermentasi dilakukan secara batch pada suhu 30 °C
selama 72 jam. Pengamatan dilakukan secara periodik setiap 12 jam meliputi
perubahan populasi yeast, kadar gula reduksi, dan kadar etanol.

3.4 Parameter Pengamatan

Parameter pengamatan dalam penelitian ini yaitu pengamatan mikrobiologi
dan kimia. Parameter mikrobiologi yang diamati dalam penelitian ini yaitu
populasi yeast dengan metode counting chamber menggunakan haemacytometer
(Lay, 1994), kadar etanol menggunakan medote Chamber Conway (Kartika et al.,
1992), dan kadar gula reduksi metode dinitrosalistic acid (DNS) (Miller, 1959
dalam Suhartini, 2015).
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3.5  Prosedur Analisis
3.5.1 Populasi Yeast Metode Counting Chamber (Lay, 1994)

Perhitungan populasi yeast menggunakan metode Counting Chamber
dengan alat haemacytometer Medium fermentasi yang akan dianalisa sebanyak 1
ml dilakukan pengenceran menggunakan aquades steril hingga pengenceran 10
Kemudian dari pengenceran tersebut diambil 0,5 ml dan ditambahkan 0,5 ml
metilen blue 0,1%. Setelah itu dipindahkan dengan mikro pipet ke
haemacytometer, kemudian kotak-kotak yang berisi sel dicari serta populasi yeast
diamati di bawah mikroskop dengan menggunakan perbesaran terkecil terlebih
dahulu, yaitu 4x10. Jika kotak-kotaknya telah ditemukan yeast diamati dengan
perbesaran yang lebih besar agar lebih jelas terlihat yaitu 10x10 kemudian 40x10.
Jumlah yeast yang berada di kotak ukuran kecil dihitung dengan menggunakan
counter. Perhitungan dilakukan secara representatif pada 5 kotak, jumlah yeast
dicatat dan dihitung kepadatannya. Berikut rumus perhitungan populasi yeast:
Luas kotak yang dihitung = p x |
Volume kotak yang dihitung (kotak sedang) =luas kotak yang dihitung x
kedalaman
Jumlah sel/ml dalam kotak sedang:

Jumlah sel (sel)

x FP 1 x FP [
Volume kotak yang dihitung (ml) X jumlah kotak yang dihitung parmpe meten blue

Keterangan:

FP : Faktor pengenceran

Ukuran kotak sedang pada haemacytometer:

Kotak sedang:

Panjang = 0,2 mm

Lebar =0,2 mm

Tinggi =0,1 mm

Gambar haemacytometer dan kotak-kotaknya dapat dilihat pada Gambar 3.1 dan
Gambar 3.2.
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Gambar 3.1 Haemacytometer
Sumber: Simulab (2017)
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Gambar 3.2 Kotak haemacytometer
Sumber: Laboratorium Medik (2017)

3.5.2 Penentuan Kadar Gula Reduksi (Miller, 1959 dalam Arindhani, 2015).
Tahapan penentuan kadar gula reduksi menggunakan metode dinitrosalisilic
acid DNS meliputi pembuatan reagen dinitrosalisilic acid (DNS), pembuatan

kurva standart dan penentuan kadar gula reduksi sampel.
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a. Pembuatan reagen dinitrosalisilic acid (DNS)

Sebanyak 1,76 gram NaOH, 2 gram DNS dan 60 g K-Na Tartarat ditambahkan
100 ml aquades dan diaduk hingga larut. Setelah itu larutan ditera hingga 200 ml
dan disimpan dalam botol coklat.

b. Pembuatan kurva standart.

Kurva standar diperoleh dengan cara membuat seri konsentrasi glukosa dari
larutan glukosa standart 0,1% dan dimasukkan dalam tabung reaksi. Sebanyak 1
ml DNS ditambahkan ke masing-masing tabung dan dipanaskan dengan penangas
100 °C selama 5 menit. Setelah dingin, semua tabung ditambahkan 5 ml aquades
dan divorteks hingga homogen. Selanjutnya, larutan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 540 nm. Kurva standar diperoleh dengan memplotkan
absorbansi dan konsentrasi glukosa. Seri pengambilan konsentrasi larutan standart
glukosa dan nilai pengukuran absorbansi dapat dilihat pada Tabel 3.1 serta kurva
standart gula reduksi dapat dilihat pada Gambar 3.3.

Tabel 3.1 Seri konsentrasi pengambilan larutan standart glukosa dan nilai pengukuran

absorbansi
Volume pengambilan Aquadest Konsentrasi Absorbansi
glukosa standart (ml) (ml) glukosa (540 nm)
[0,1%] (mg/ml)
0 1 0 0
0,05 0,95 0,05 0,017
0.1 0,9 0,1 0,025
0,15 0,85 0,15 0,074
0.2 0,8 0,2 0,12
0,25 0,75 0,25 0,155
05 0,5 0,5 0,318

1 0 1 0,714
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Gambar 3.3 Kurva standar gula pereduksi
c. Penentuan kadar gula reduksi.

Sampel yang akan dianalisis sebanyak 1 ml diencerkan dengan aquadest
hingga seri pengenceran 10%. Kemudian dari pengenceran tersebut diambil
sebanyak 0,5 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1
ml reagen DNS. Semua tabung dididihkan dalam penangas air selama 15 menit,
didinginkan dan ditambah 5 ml aquades. Larutan dihomogenisasi dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm. Jumlah gula reduksi sampel
dihitung dari perbandingan persamaan linear yang diperoleh dari kurva standart
dengan volume pengambilan sampel. Kadar gula reduksi yang terdapat di dalam
sampel dihitung dengan memasukkan nilai absorbansi pada persamaan regresi

linier y= bx+a.

x +0.0271
x FP;x ===

volume pengambilan 0.7288

Jumlah gula pereduksi =

y = Absorbansi sampel; FP= Faktor Pengenceran

3.5.3 Perhitungan Konsentrasi Etanol (Kartika et al., 1992).

Analisis etanol menggunakan metode Chamber Conway membutuhkan 3
larutan, yaitu larutan A, larutan B, dan larutan C. Larutan A merupakan Na,CO;
jenuh yang diperoleh dengan menimbang 10 g Na,COj3 lalu dilarutkan dengan 50

ml aquades. Larutan B dibuat dengan melarutkan 0,74 g K,Cr,O; dalam 30 ml
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aquades lalu ditambah 56 ml H,SO, pekat secara perlahan lahan dan diaduk
dengan magnetik stirer. Larutan B diencerkan hingga 100 ml. Larutan C
merupakan larutan stok yang dibuat dari 1 ml etanol 96% yang ditera aquades
hingga 100 ml. Pembuatan kurva standart dibuat dengan cara menambahkan
campuran berikut ke dalam cawan conway:
a. 2 ml Larutan B + 1 ml aquades (blanko)
b. 2 ml Larutan B + 0,2 ml larutan C + 0,8 ml aquades
c. 2 ml Larutan B + 0,4 ml larutan C + 0,6 ml aquades
d. 2 ml Larutan B + 0,6 ml larutan C + 0,4 ml aquades
e. 2ml Larutan B + 0,8 ml larutan C + 0,2 ml aquades
f. 2 ml Larutan B + 1 ml larutan C

Sebelum cawan conway ditutup, ditambahkan 1 ml larutan A dan
digoyangkan untuk mencampurkan larutan A dan C. Cawan conway diinkubasi
selama 2 jam pada suhu kamar. Setelah 2 jam, 2 ml aquades ditambahkan dalam
larutan B dan diamati absorbansinya pada panjang gelombang 605 nm.
Konsentrasi etanol yang terdapat di dalam sampel dihitung dengan memasukkan
nilai absorbansi pada persamaan regresi linier y= bx+a (Kartika et al., 1992).
Prosedur penggunaan cawan conway dapat dilihat pada Gambar 3.5. Nilai dari
hasil pengukuran absorbansi larutan standar etanol dan kurva standar etanol dapat
dilihat pada Tabel 3.2 dan Gambar 3.4.

Tabel 3.2 Seri konsentrasi pengambilan larutan standar etanol dan nilai pengukuran

absorbansi
Volume Aquadest Konsentrasi etanol Absorbansi
Pengambilan (ml) (ml) (ml/ml) (605 nm)
0 i| 0 0
0,2 0,8 0,0019 0,115
0,4 0,6 0,0038 0,235
0,6 0,4 0,0058 0,374

0,8 0,2 0,0077 0,461
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Gambar 3.4 Kurva standar etanol

Setelah konsentrasi etanol sampel diketahui, kemudian dilakukan beberapa

perhitungan lanjutan, seperti berikut:

a.

g.

h. Growth yield({28

Konsentrasi etanol (ml/ml) = V(002
61,205
Konsentrasi etanol (g/ml) = X"%2 x Berat Jenis
61,205
Konsentrasi etanol (g/L) = Konsentrasi etanol (g/ml) x 10(;0Lml

Etanol yang dihasilkan

Yield etanol (g/g) =

Gula yang dikonsumsi

- . Etanol dihasilk
Produktivitas etanol (g /L /jam) = fenutypne 038 a

Lama Fermentasi

x 100%

Etanol yang dihasilkan

Efisiensi Fermentasi (%) = —
Etanol teoritis

Ln populasi yeast saat fase log—Ln populasi yeast jam ke 0
Lama fase log (jam ke T2—jam ke T0 )(At)

Growth rate (/jam) =

cfu/ml))_ populasi yeast jam ke x —populasi yeast jam ke 0 (Ax)

@

gula reduksi jam ke 0—gula reduksi jam ke x (As)
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disebabkan oleh lama fermentasi yang disebabkan semakin menurunnya substrat
yang dikonversi menjadi etanol. Menurut Fauzi et al. (2009), beberapa faktor
yang mempengaruhi efisiensi fermentasi tersebut adalah temperatur, pH,
konsentrasi media, konsentrasi inokulum, nutrisi, ketersediaan oksigen, lama
fermentasi serta kondisi lain, seperti pemberian agitasi dan aerasi. Hal tersebut
menunjukkan bahwa penurunan produktivitas dan Yield (Yp/s) yang dihasilkan

selama fermentasi seperti penjelasan dalam sub bab sebelumnya.
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BAB 5. PENUTUP

5.1  Kesimpulan

Produktivitas C. parapsilosis strain AUMC 10417 dalam mengkonversi
etanol menggunakan media molases sebesar 0,11 g/L/jam dengan jumlah etanol
5,33 g/L dan yield 0,20, sedangkan produktivitas C. guilliermondii sebesar 0,07
g/L/jam dengan jumlah etanol 3,45 g/L dan yield 0,13 pada kondisi fermentasi
tanpa pemberian aerasi dengan lama fermentasi 48 jam.

Pemberian aerasi 0,3 vvm dan agitasi 150 rpm menurunkan jumlah etanol
yang dihasilkan oleh C. parapsilosis strain AUMC 10417 yaitu 3,60 g/L dengan
produktivitas 0,10 g/L/jam dan yield 0,28, sedangkan pada C. guilliermondii
mampu meningkatkan jumlah etanol yang dihasilkan oleh menjadi 3,74 g/L
dengan produktivitas 0,10 g/L/jam dan yield 0,22 dengan waktu fermentasi 36

jam.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan kombinasi
yeast yang potensial untuk produksi etanol. Selain itu, perlu dilakukan
pengoptimalan kondisi fermentasi dengan perbedaan tingkat aerasi dan agitasi

yang digunakan, sehingga dapat menghasilkan jumlah etanol yang optimal.
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Lampiran A

Parameter : Kadar Brix dan pH

A1BL1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

LAMPIRAN

%gﬁy Kla day Br|2x Rerata Stdev 1 P > Rerata  Stdev
0 24 24 24 0 4,5 4,5 4,50 0
12 23 23 23 0 4,55 4,56 4,56 0,005
24 23 23 23 0 4,57 4,58 4,58 0,005
36 22 22 22 0 4,6 4,6 4,60 0
48 21 21 21 0 4,65 4,65 4,65 0
60 21 21 21 0 4,7 4,7 4,70 0
72 21 21 21 0 4,7 4,7 4,70 0
A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
%gﬁy Kla dar Br|2x Rerata Stdev 1 PH > Rerata  Stdev
0 24 24 24 0 4,5 4,5 4,50 0,00
12 24 24 24 0 4,52 4,54 4,53 0,01
24 23 23 23 0 4,55 4,6 4,58 0,02
36 22 22 22 0 4,6 4,63 4,62 0,02
48 22 22 22 0 4,65 4,69 4,67 0,02
60 21 21 21 0 47 472 471 0,01
72 21 21 21 0 4,75 4,8 4,78 0,02
A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm
%2‘%’ Kla dar Br|2x Rerata Stdev 1 PH > Rerata  Stdev
0 24 24 24 0 4,5 4,5 4,50 0
12 23 23 23 0 4,52 4,53 4,53 0,005
24 23 23 23 0 4,55 4,55 4,55 0
36 22 22 22 0 4,6 4,6 4,60 0
48 2l 21 21 0 4,63 4,65 4,64 0,01
60 21 2u 21 0 4,7 4,7 4,70 0
72 21 21 21 0 4,7 4,7 4,70 0
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A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

45

%gﬁy Kla dar Br|2x Rerata Stdev 1 PH > Rerata Stdev
0 24 24 24 0 45 4,5 4,50 0,00
12 24 24 24 0 4,53 4,52 4,53 0,01
24 22 22 22 0 4,58 4,58 4,58 0,00
36 21 21 21 0 4,6 4,62 4,61 0,01
48 21 21 21 0 4,65 4,65 4,65 0,00
60 21 21 21 0 4,7 4,69 4,70 0,00
72 21 21 21 0 476 4,71 4,74 0,02
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Lampiran B.
Parameter: Kadar Gula Pereduksi
B.1 Nilai Absorbansi dan Kurva Standart Gula Reduksi

Larutan gula standart = 0,1% = 0,1 g/100ml= 1mg/ml

Lar, gula standar Aquadest (ml) Konsentrasi Glukosa  Absorbansi
[0,01%] (mL) (mg/ml) (490 nm)

0 1 0 0
0,05 0,95 0,05 0,017
0,1 0,9 0,1 0,025
0,15 0,85 0,15 0,074
0,2 0,8 0,2 0,12
0,25 0,75 0,25 0,155
0,5 0,5 0,5 0,318

L 0 il 0,714

Kurva Standar Gula Reduksi

y =0.7288x - 0.0271
R? =0.9955

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsentrasi glukosa (mg/ml)
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B.2 Data Kadar Gula Reduksi Selama Fermentasi
Al1B1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

Waktu Absorbansi Gula pereduksi (g/L)

(Jam) 1 > 1 2 Rerata Stdev
0 0,315 0,303 93,88 90,59 92,23 1,65
12 0,302 0,296 90,40 88,57 89,49 0,91
24 0,288 0,281 86,38 84,55 85,46 0,91
36 0,273 0,257 82,45 77,87 80,16 2,29
48 0,225 0,203 69,09 63,14 66,12 2,97
60 0,209 0,180 64,79 56,92 60,86 3,93
72 0,194 0,162 60,68 51,98 56,33 4,35

A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
\E\SZI;"[;J ,i\bsorbansl2 Gulalpereduk5| (Zg/L) Rerata Stded
0 0,345 0,332 102,20 98,64 100,42 1,78
12 0,339 0,314 100,56 93,61 97,08 3,48
24 0,329 0,305 97,63 91,04 94,34 3,29
36 0,307 0,276 91,59 83,09 87,34 4,25
48 0,294 0,264 88,21 79,79 84,00 4,21
60 0,283 0,254 85,10 77,05 81,07 4,02
72 0,273 0,245 82,45 74,67 78,56 3,89
A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm

%Zﬁ;l ,i\bsorbans.l2 Gulalpereduk5| (zg/L) Rerata Stdey
0 0,373 0,354 109,71 104,49 107,10 2,61
12 0,365 0,324 107,60 96,35 101,98 5,63
24 0,357 0,300 105,31 89,76 97,54 7,78
36 0,318 0,285 94,61 85,56 90,08 4,53
48 0,275 0,264 82,81 79,88 81,35 1,46
60 0,266 0,222 80,34 72,84 76,59 3,75

72 0,264 0,235 79,15 71,93 75,54 3,61
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A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
Gula pereduksi (g/L

Waktu Absorbansi supernatan) Rerata Stdev

(Jam) 1 2 1 2
0 0,372 0,340 109,61 100,65 105,13 4,48
12 0,361 0,333 106,50 98,82 102,66 3,84
24 0,332 0,298 98,45 89,12 93,79 4,67
36 0,306 0,284 91,32 85,37 88,35 2,97
48 0,282 0,277 84,92 83,45 84,18 0,73
60 0,264 0,268 79,88 80,98 80,43 0,55
72 0,264 0,256 79,79 77,60 78,70 1,10

Analisis gula reduksi yaitu dengan menyiapkan 1 ml sampel kemudian ditera
dengan 10 ml aquadest, pengenceran dilakukan hingga faktor pengenceran 107
kemudian di cuplik sebanyak 0,5 ml.

Berdasarkan persamaan kurva standart gula reduksi yaitu y= 0,7288 x- 0,0271.

+0,0271 r . _
yo —2es X~ kadar gula reduksi, sedangkan y = nilai absorbansi.

sehingga x=

Contoh perhitungan total gula A2B2 36 jam fermentasi Ulangan 2:
Absorbansi A2B2 36 jam U2 = 0,284

_0,284+0,0271
0,7288

=0,4268

Kadar Gula Pereduksi = ——=——— x Faktor pengenceran

volume cuplikan

0,4268
= x 100
0,5

= 85,37 g/L
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B.3 Laju Konsumsi Gula Pereduksi Selama Fermentasi
Al1BL1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

49

Gula pereduksi

Laju konsumsi gula

V(‘J’:r‘:f; (S) (g/L) AS g/L (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2
0 9388 9059 000 000 000 000 000 000
12 9040 8857 348 201 0,29 017 023 006
24 8638 8455 750 604 031 025 028 003
36 8245 7787 1143 1271 032 035 034 002
48 6909 6314 2479 2745 052 057 054 003
60 6479 5692 2909 3366 048 056 052 004
72 6068 5198 3321 3860 046 054 050 004

A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

Wakiu Gula pereduksi AS Laju konsm_Jmsi gula
(jam) (S) (g/L) (g/L) (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2
0 102,20 98,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 100,56 9361 165 5,03 0,14 0,42 0,28 0,14
24 97,63 91,04 457 7,559 0,19 0,32 0,25 0,06
36 91,59 83,09 10,61 15,55 0,29 0,43 0,36 0,07
48 88,21 79,79 14,00 18,84 0,29 0,39 0,34 0,05
60 85,10 77,05 17,11 2159 0,29 0,36 0,32 0,04
72 82,45 74,67 19,76 23,97 0,27 0,33 0,30 0,03
A2BL1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm
Wakiu Gula pereduksi AS Laju konSl_Jmsi gula
(jam) (S) (g/L) (g/L) (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2
0 109,71 104,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 107,60 96,35 2,10 8,14 0,18 0,68 0,43 0,25
24 105,31 89,76 4,39 14,73 0,18 0,61 0,40 0,22
36 94,61 85,56 15,09 18,94 0,42 0,53 0,47 0,05
48 82,81 79,88 26,89 24,61 0,56 0,51 054 0,02
60 80,34 68,27 29,36 36,22 0,49 0,60 0,55 0,06
72 79,88 71,93 29,82 32,56 0,41 0,45 0,43 0,02
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A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

50

Wakiu Gula pereduksi AS Laju konsumsi gula
(jam) (S) (g/L) (g/L) (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2
0 109,61 100,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 106,50 98,82 3,11 1,83 0,26 0,15 0,21 0,05
24 98,45 89,12 11,16 11,53 0,46 0,48 0,47 0,01
36 91,32 85,37 18,29 15,28 0,51 0,42 0,47 0,04
48 84,92 83,45 24,70 17,20 0,51 0,36 0,44 0,08
60 79,88 80,98 29,73 19,67 0,50 0,33 0,41 0,08
72 79,79 77,60 29,82 23,05 0,41 0,32 0,37 0,05
Contoh perhitungan laju konsumsi gula pereduksi A1B1 48 jam U2:
Jumlah gula reduksi 0 jam A1B1 U2 = 90,59 g/L
Jumlah gula reduksi 36 jam A1B1 U2=63,14 g/L
Maka, AS = (90,59-63,14) g/L = 27,45 g/L
Laju konsumsi gula pereduksi= = = 27458/ 0,57 g/L/jam

Waktu fermentasi 48 jam
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Lampiran C

Parameter: Populasi Yeast

Al1B1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

o1

Waktu Populasi sel/mi log sel/ml
(Jam) Rerata stdev
1 2 1 2 1 2
0 61 58 6,05x10° 580x10° 878 876 877 0,01
12 75 70 750x10° 7,00x10° 888 885 886 0,02
24 86 79 855x10° 7,90x10° 893 890 891 0,02
36 90 92 895x10° 920x10° 895 896 896 0,01
60 49 64 490x10° 635x10° 869 880 875 0,08
72 19 41 1,90x10° 4,05x10° 828 861 844 0,23
A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
Waktu FopQiesy sel/ml log sel/ml
(Jam) Rerata stdev
1 2 1 2 1 2
0 55 47 550x10° 4,70x10® 874 867 871 0,05
12 83 73  825x10° 7,30x10° 892 886 889 0,04
1,22 x 10° 1,39 x 10°
36 70 99 6,95x10° 9,90x10®° 884 900 892 0111
48 41 46  4,10x10° 455x10° 861 866 864 0,03
60 32 33 320x10° 3,30x10®° 851 852 851 0,01
72 27 23 2,65x10° 2,30x10° 842 836 839 0,04
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A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm

Populasi
I/ml | I/ml
\E\ggﬁ;] Yeast sel/im 0g sel/m Rerata stdev
1 2 1 2 1 2
0 56 54 555x10° 540x10® 874 873 874 0,01

12 69 62 6,85x10° 620x10® 884 879 881 0,03

7,00 x 10® 7,40 x 10°
36 83 92 8,30x10° 920x10®° 892 896 894 0,03
48 99 108 9,85x10° 1,08x10° 899 9,03 901 0,03
60 49 46  490x10° 460x10° 869 866 868 0,02
72 25 24 250x10° 240x10° 840 838 839 0,01
A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
Populasi

I/ml I I/ml

%2&? Yeast sel/im 0g sel/m Rerata stdev
i) 2 1 2 1 2

0 60 53 6x10° 525x10®8 8,78 8,72 8,75 0,04

12 79 75 790x10% 745x10° 890 887 888 0,02
104 109 1,04x10°  1,09x10°

36 55 69 5,5x10° 6,85x10° 8,74 8,84 8,79 0,07
48 30 55 2,95x10°  545x10° 847 874 8,60 0,19
60 31 42 3,10x10°  4,20x10®° 849 8,62 8,56 0,09
72 12 28 1,15x10°  2,80x10° 8,06 8,45 8,25 0,27

Analisis perhitungan populasi yeast yaitu 1 ml sampel ditera dengan faktor
pengenceran sampel adalah 100, sedangkan faktor pengenceran MB (metilen blue)
adalah 2. Yeast kemudian dihitung dalam kotak sedang, pada haemacytometer
dibawah mikroskop,

Diketahui volume kotak yang dihitung pada haemacytometer yaitu:
= p x| x t x jumlah kotak yang dihitung

0,2mmx0,2mmx0,1mmx5

0,02 mm*®=10,02 x 10° ml =2 x 10° ml

jumlah sel

Rumus: x FP sampel x FP pewarnaan (metilen blue)

volume kotak yang dihitung

Keterangan: FP = faktor pengenceran
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Contoh perhitungan A2B2 36 jam U1:

. jumlah sel
Populasi yeast = =

volume kotak yang dihitung
104

——1X100><2

T 2x10-5m

=1,04x10° sel/ml

x FP sampel x FP pewarnaan (MB)

53
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Lampiran D

Parameter: Data Perhitungan Growth Rate
Al1B1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

54

Waktu

Populasi yeast (sel/ml)

Ln

Growth rate

(jam) 1 > 1 > Rerata  Stdev 1 > Rerata  Stdev
0 605000000 580000000 20,22 20,18 20,20 0,02 0,00 0,00 0,00 0,000
12 750000000 700000000 20,44 20,37 20,40 0,03 1,70 1,70 1,70 0,003
24 855000000 790000000 20,57 20,49 20,53 0,04 1,71 1,71 1,71 0,003
36 895000000 920000000 20,61 20,64 20,63 0,01 1,72 1,72 1,72 0,001
48 940000000 1105000000 20,66 20,82 20,74 0,08 1,72 1,74 1,73 0,007
60 490000000 635000000 20,01 20,27 20,14 0,13 1,67 1,69 1,68 0,011
72 190000000 405000000 19,06 19,82 19,44 0,38 1,59 1,65 1,62 0,032
A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
V(\j/:rlﬁ)u Po;iulam yeast (sel2/ml) - In _ Refats Lol Glrowth ra;e Rerata  Stdev
0 550000000 470000000 20,13 19,97 20,05 0,08 0,00 0,00 0,00 0,000
12 825000000 730000000 20,53 20,41 20,47 0,06 1,71 1,70 1,71 0,005
24 1220000000 1385000000 20,92 21,05 20,99 0,06 1,74 1,75 1,75 0,005
36 695000000 990000000 20,36 20,71 20,54 0,18 1,70 1,73 1,71 0,015
48 410000000 455000000 19,83 19,94 19,88 0,05 1,65 1,66 1,66 0,004
60 320000000 330000000 19,58 19,61 19,60 0,02 1,63 1,63 1,63 0,001
72 265000000 230000000 19,40 19,25 19,32 0,07 1,62 1,60 1,61 0,006
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A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm

55

V(\J{Zrl;t)u Popflaa yeast (seZI/mI) : Ln : Rerata  Stdev Glrowth ra;e Rerata  Stdev
0 555000000 540000000 20,13 20,11 20,12 0,01 0,00 0,00 0,00 0,000
12 685000000 620000000 20,34 20,25 20,30 0,05 1,70 1,69 1,69 0,004
24 700000000 740000000 20,37 20,42 20,39 0,03 1,70 1,70 1,70 0,002
36 830000000 920000000 20,54 20,64 20,59 0,05 1,71 1,72 1,72 0,004
48 985000000 1075000000 20,71 20,80 20,75 0,04 1,73 1,73 1,73 0,004
60 490000000 460000000 20,01 19,95 19,98 0,03 1,67 1,66 1,66 0,003
72 250000000 240000000 19,34 19,30 19,32 0,02 1,61 1,61 1,61 0,002

A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

v(\j/::;t)u Popfla5| yeast (sel2/ml) - Ln . Rerata  Stdev Glrowth ra;e Rerata  Stdev
0 600000000 525000000 20,21 20,08 20,15 0,07 0,00 0,00 0,00 0,000
12 790000000 745000000 20,49 20,43 20,46 0,03 81 1,70 1,70 0,002
24 1035000000 1085000000 20,76 20,80 20,78 0,02 1,73 1,73 1,73 0,002
36 550000000 685000000 20,13 20,34 20,24 0,11 1,68 1,70 1,69 0,009
48 295000000 545000000 19,50 20,12 19,81 0,31 1,63 1,68 1,65 0,026
60 310000000 420000000 19,55 19,86 19,70 0,15 1,63 1,65 1,64 0,013
72 115000000 280000000 18,56 19,45 19,01 0,44 1,55 1,62 1,58 0,037
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Lampiran E.

Data Perhitungan Growth Yield
Al1B1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

56

V(\J./Zrl;t)u I(ig seI/r;I 1 2 > Rerata Stdev 1 < > Rerata Stdev lY XIs > Rerata Stdev
0 8,78 8,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,000
12 8,88 8,85 0,09 0,08 0,09 0,01 348 2,01 2,74 0,73 0,03 0,04 0,03 0,007
24 8,93 890 0,15 0,13 0,14 0,01 750 6,04 6,77 0,73 0,02 0,02 0,02 0,001
36 8,95 89 0,17 0,20 0,19 0,02 1143 12,71 1207 064 0,01 0,02 0,02 0,000
48 8,97 9,04 0,19 0,28 0,24 0,04 24,79 2744 26,12 133 0,01 0,01 0,01 0,001
60 869 880 -009 004 -003 007 2909 3366 31,38 229 0,00 0,00 0,00 0,002
72 8,28 861 -050 -0,16 -0,33 0,17 33,21 3860 3590 2,70 -0,02 0,00 -0,01 0,006

Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

V(\J./Z:;[)u Iig sel/r;l 1 Ax > Rerata Stdev 1 > > Rerata Stdev 1 Y ¥ > Rerata Stdev
0 8,74 8,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
12 892 886 0,18 0,19 0,18 0,01 165 5,03 3,34 239 0,11 0,04 0,07 0,034
24 9,09 914 035 0,47 0,41 0,06 457 7,59 6,08 2,13 0,08 0,06 0,07 0,007
36 8,84 900 0,10 0,32 0,21 0,11 10,61 15,555 13,08 3,49 0,01 0,02 0,02 0,006
48 861 866 -0,13 -0,01 -0,07 0,06 14,00 1884 1642 343 -0,01 0,00 -0,005 0,004
60 851 852 -024 -0,15 -0,19 0,04 17,11 2159 1935 317 -001 -0,01 -0,01 0,003
72 842 836 -032 -031 -0,31 000 19,76 2397 2186 298 -0,02 -0,01 -0,01 0,002
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A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm

57

V(\J(Zrknt)u I(ig sel/r:l 1 Ax > Rerata Stdev 1 As > Rerata Stdev 1 Y Xs > Rerata Stdev
0 8,74 8,73 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
12 884 8,79 0,09 0,06 0,08 0,016 2,10 8,14 512 3,02 0,04 0,01 0,03 0,018
24 88 887 010 0,14 0,12 0,018 4,39 14,73 956 517 0,023 0,01 0,02 0,007
36 892 896 0,17 0,23 0,20 0,028 15,09 1894 17,01 1,92 0,01 0,01 0,01 0,000
48 899 903 025 0,30 0,27 0,025 26,89 2461 2575 1,14 0,01 0,01 0,01 0,001
60 869 866 -005 -0,07 -0,06 0,008 2936 36,22 32,79 343 -0,002 -0,002 -0,002 0,000
72 840 838 -035 -0,35 -0,35 0,003 29,82 3256 31,19 1,37 -0,01 -0,01 -0,01 0,000

A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

V(\j/:rlﬁ)u I;)g sel/rr;l 1 Az > Rerata Stdev 1 > Rerata Stdev 1 RS > Rerata Stdev
0 8,78 8,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
12 890 8,87 0,12 0,15 0,14 0,02 311 1,83 2,47 0,64 0,04 0,08 0,06 0,022
24 9,01 9,04 024 0,32 0,28 0,04 11,16 1153 11,34 0,18 0,02 0,03 0,02 0,003
36 8,74 884 -0,04 0,12 0,04 0,08 18,29 15,28 16,79 1,51 -0,002 0,01 0,00 0,005
48 8,47 8,74 -0,31 0,02 -0,15 0,16 24,70 17,20 2095 3,75 -0,01 0,00 -0,01 0,007
60 849 862 -029 -0,10 -0,19 0,09 29,73 19,67 24,70 503 -0,010 0,00 -0,01 0,002
72 8,06 845 -0,72 -0,27 -050 0,22 29,82 2305 2644 338 -0,02 -0,01 -0,02 0,006

Contoh perhitungan growth yield sampel A2B1 lama fermentasi 48 jam ulangan 2:

Rumus growth yield = i— =

X _ (Populasiyeast jam ke 48—populasi yeastjam ke 0) _ (9,03-8,73)

S

(Gula reduksi jam ke 0—gula reduksi jam ke 48)

T (104,49-79,8

8)

= 0,01 log sel/ml/g/L


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

58

Lampiran F.
Parameter : Jumlah etanol dan Produktivitas etanol Selama Fermentasi

F.1 Nilai Absorbansi Etanol dan Kurva Standart

Volume Etanol

(ml) Aquadest Konsentrasi Absorbansi
[96%] (ml) etanol (ml/ml) (605 nm)
0 1 0,00000 0
0,2 0,8 0,00192 0,115
0,4 0,6 0,00384 0,235
0,6 0,4 0,00576 0,374
0,8 0,2 0,00768 0,461

Kurva Standart

0.5
0.45

y = 61.51x + 0.0008
R2 = 0.9962

o
© w°
w o s

1

o

)

ol
1

Absorbansi (605 nm)

o

©

oo
1

0.05

0 T T T T 1
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800 0.01000

Konsentrasi Etanol (ml/ml)

1 ml etanol [96%] dilakukan peneraan dengan menggunakan aquadest hingga 100 ml,
sehingga V1 X M; =V, X My

ImlIx 0,96 =100 mlx M,
Maka M =0,0096 ml/ml
Larutan etanol dengan konsentrasi = 0096 ml/ml pada cuplikan volume etanol 0,8 ml.
ViXMi=Vox M,
0,8 ml x 0,0096 mi/ml = 1 ml x M, maka, M, = 0,00768 ml/ml
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F.2 Data Jumlah etanol dan Produktivitas etanol Selama Fermentasi

AIB1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

. Konsentrast Etanol (g/L Produktivitas
\ég:rl;t;] Absorbansi frtnalr;ﬁ; Rerata Stdev supernatan) Rerata Stdev  (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2 1 2
0 0,000 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,184 0,128 2,97 2,06 2,52 045 2,35 1,63 1,99 0,36 0,20 0,14 0,17 0,03
24 0,340 0,262 552 4,24 4,88 064 436 3,35 3,85 0,50 0,18 0,14 0,16 0,02
36 0,076 0,066 6,05 5,20 5,62 042 4,77 4,10 4,44 0,33 0,13 0,11 0,12 0,01

60 0,066 0,078 526 6,24 575 049 415 492 453 039 007 008 0,08 0,01
72 0,056 0,067 4,41 528 485 044 348 41/ 382 034 005 006 0,05 0,005

AIB2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

. Konsentrast Etanol (g/L Produktivitas
\?J/:rlﬁ;l Absogaps (erﬁr}ﬁ; Rerata Stdev supernatan) Rerata Stdev (g/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2 1 2
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
12 0,093 0,074 149 1,17 1,33 022 117 092 105 0412 010 0,08 0,09 0,01
24 0,097 0,131 155 211 1,83 040 122 166 144 022 005 0,07 0,06 0,01
48 0,212 0,282 3,43 4,57 4,00 081 271 361 316 045 006 008 0,07 0,01
60 0,166 0,201 2,68 3,26 2,97 040 212 257 234 023 004 004 0,04 0,004

72 0,069 0,105 109 169 1,39 042 086 133 110 023 0,01 002 0,02 0,003
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A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm

Konsentrasi

Waktu  Absorbansi etanol Etanol (g/L Produktivitas
(Jam) (mi/L) Rerata Stdev supernatan) Rerata Stdev (9/L/jam) Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2 1 2
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0094 0077 150 123 136 019 118 097 107 0411 010 008 0,09 001
24 0128 0135 206 217 212 008 162 171 167 005 007 007 007 0,002
36 0140 0207 225 335 280 078 178 265 221 043 005 007 006 001

60 0243 0207 394 335 364 042 311 264 28 023 005 004 005 0004
72 0,204 0,175 3,29 2,83 3,06 033 260 2,23 2,41 0,18 0,04 0,03 0,03 0,003

A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm

Konsentrasi

Waktu  Absorbansi etanal Etanol (g/L Produktivitas
supernatan /L/jam
(Jam) (mi/L) Rerata Stdev sup ) Rerata Stdev  (9/L/jam)  Rerata Stdev
1 2 1 2 1 2 1 2
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
12 0,096 0,088 153 1,41 1,47 009 121 111 1,16 0,06 010 0,09 0,10 0,004
24 0,238 0,268 3,86 435 411 0,35 3,05 343 324 0,19 013 0,14 0,13 0,008
48 0,215 0,202 3,47 327 3,37 015 274 258 2,66 0,08 0,06 0,05 0,06 0,002
60 0,162 0,189 261 3,06 283 031 206 241 2724 0,17 0,03 0,04 0,04 0,003

72 0,147 0,169 2,37 2,73 255 0,257 1,592,159 2,01 0,14 0,03 0,03 0,03 0,002
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y—0,0008,

Berdasarkan persamaan kurva standart etanol yang diperoleh yaitu y= 61,51x + 0,0008, sehingga x= 1

x = kadar etanol, sedangkan y = nilai absorbansi,

Contoh perhitungan A2B2 pada 36 jam fermentasi ulangan 2 (nilai y=0,282):

a. Konsentrasi etanol (ml/L)= 2-22008 ,1000m] _ 0,282-0,0008 , 1000 ml _ 4 57 m|/L
61,51 1L 61,51 1L
b. Konsentrasi etanol (g/L) =2 _601‘(;0108 xlO(iOLml x BJ etanol (0,789 g/ml)=2 ;()1(:_)0108 mgoLml x 0,789 g/ml= 3,61 g/L

.- . Etanol dihasilkan (&
c. Produktivitas (g/L/jam) = —nolyane dihastikan () _3,61 /L

= 0,10 g/L/jam

waktu fermentasi (jam) " 36 jam

Keterangan: BJ Etanol= 0,789 g/ml

61
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Lampiran G.

Data Perhitungan Yield Etanol

AIBL1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

62

Waktu P As Y P/s Rerata Stdev
Gam) 1 2 1 2 1 2
0 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
12 235 163 348 201 067 081 0,74 0,07
24 436 335 750 604 058 0,55 0,57 0,01
36 477 4,10 11,43 12,71 042 0,32 0,37 0,05
48 505 561 24,79 2744 0,20 0,20 0,20 0,000
60 415 492 29,09 3366 0,14 0,15 0,14 0,002
72 348 4,17 3321 3860 0,10 0,11 0,11 0,002
AIB2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
Waktu P As Y P/s Rerata Stdev
gam) 1 2 1 2 1 2
0 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
12 1,17 092 165 503 0,71 0,18 0,45 0,26
24 122 166 457 759 027 0,22 0,24 0,02
36 306 4,14 1061 1555 0,29 0,27 0,28 0,01
48 2,71 361 1400 1884 0,19 0,19 0,19 0,001
60 212 257 17,11 2159 0,12 0,12 0,12 0,002
72 086 1,33 19,76 2397 0,04 0,06 0,05 0,01
A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm
Waktu P As Y P/s Rerata Stdev
Gam) 1 2 1 2 1 2
0 0 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
12 12 1,18 097 2,10 814 0,56 0,12 0,34
24 24 1,62 171 439 1473 0,37 0,12 0,24
36 36 1,78 2,65 15,09 18,94 0,12 0,14 0,13
48 48 3,45 345 26,89 2461 0,13 0,14 0,13
60 60 3,11 264 29,36 36,22 0,11 0,07 0,09
72 72 260 223 29,82 3256 0,09 0,07 0,08
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A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
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Waktu P As Y P/s Rerata Stdev
(jam) 1 2 1 2 1 2
0 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 121 1,11 311 1,83 0,39 0,61 0,50 0,11
24 305 343 11,16 1153 0,27 0,30 0,29 0,01
36 388 361 1829 1528 0,21 0,24 0,22 0,01
48 2,74 258 24,70 17,20 0,11 0,15 0,13 0,02
60 2,06 241 29,73 19,67 0,07 0,12 0,10 0,03
72 187 215 29,82 2305 0,06 0,09 0,08 0,02

Jumlah gula reduksi 0 jam A2B2 U2 = 100,65 g/L
Jumlah gula reduksi 36 jam A2B2 U2= 85,37 g/L
Maka, AS = (105,13-85,37) g/L = 15,28 g/L

Rumus yield etanol =

Jumlah etanol yang dihasilkan

_ 361g/L _

Contoh perhitungan A2B2 pada 36 jam fermentasi ulangan 2 :

Jumlah gula reduksi yang dikonsumsi V1528 g/L_

0,24
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Lampiran H
Efisiensi Fermentasi

AIBL1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

Kadar Etanol S Rerata
V(\j/:_rl:::)u Kadar Etanol (g/L) Teoritis (/L) Efisiensi Efisiensi  Stdev
1 2 1 2 1 2 (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 2,35 1,63 1,78 1,03 132 158 14523 0,13
24 4,36 3,35 3,83 309 1,14 1,09 111,09 0,03
36 4,77 4,10 5,84 6,50 082 063 7240 0,09
48 5,05 5,61 12,67 14,02 040 0,40 39,92 0,001
60 4,15 4,92 1486 17,20 0,28 0,29 28,25 0,004
72 3,48 4,17 16,97 19,73 0,21 0,21 20,82 0,003
A1B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
Kadar Etanol AT o Rerata
v(\j/:rL;t)u Kadar Etanol (g/L) Teoritis (/L) Efisiensi Efisiensi  Stdev
1 2 1 2 1 2 (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 18447 0,92 0,84 257 139 036 87,68 0,52
24 1,22 1,66 2,34 388 052 043 4754 0,05
36 3,06 4,14 5,42 795 056 052 5428 0,02
48 2,71 3,61 7,15 963 038 037 37,67 0,002
60 2,12 2,57 8,74 11,03 0,24 0,23 23,76 0,005
72 0,86 1,33 10,10 12,25 0,09 0,11 9,72 0,01
A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm
Kadar Etanol i Rerata
V(\j/:rt;t)u Kadar Etanol (g/L) Teoritis (g/L) Efisiensi Efisionsi  Stdey
1 2 1 2 1 2 (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 1,18 0,97 1,08 4,16 1,10 0,23 66,58 0,43
24 1,62 1,71 2,24 753 0,72 023 4759 0,25
36 1,78 2,65 7,71 968 0,23 027 2521 0,02
48 3,45 3,45 13,74 1257 0,25 0,27 26,29 0,01
60 3,11 2,64 15,00 18,51 0,21 0,14 17,49 0,03

72 2,60 2,23 15,24 16,64 0,17 0,13 15,23 0,02
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A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm
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Kadar Etanol Rerata

v(\j/::;t)u Kadar Etanol (g/L) Teoritis (g/L) Efisiensi Efisiensi  Stdev
1 2 1 2 1 2 (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 1,21 1,11 1,59 093 076 119 97,28 0,21
24 3,05 3,43 5,70 589 053 058 5586 0,02
36 3,88 3,61 9,35 781 041 046 4382 0,02
48 2,74 2,58 1262 879 0,22 0,29 2553 0,04
60 2,06 2,41 1519 10,05 0,14 0,24 18,78 0,05
72 1,87 2,15 1524 11,78 0,12 0,18 15,27 0,03

Perhitungan etanol teoritis :
1 mol glukosa menghasilkan 2 mol etanol, seperti dalam persamaan berikut:
CeH1206 » 2C,Hs0OH + 2CO,

Glukosa Etanol Karbondioksida

gram |

mol = vl

Mr CgH1,06 = 180; Mr C,HsOH = 46, sehingga 1 gram glukosa

mampu menghasilkan 0,5111 gram etanol.
Contoh perhitungan efisiensi fermentasi A2B2 36 jam ulangan 2:
Jumlah gula reduksi 0 jam A2B2 = 100,65 g/L

Jumlah gula reduksi 36 jam A2B2 = 85,37 g/L
Maka, AS = (105,13-85,37) g/L = 15,28 g/L,
Etanol teoritis = 15,28 g/L x 0,5111 g = 7,81 g/L

Efisiensi fermentasi (%6)=—anolyang dihasilian _ 351_ 4 46 x 100%= 46%

Etanol teoritis 7,81_
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Lampiran I. Kinetika Fermentasi Etanol
AIB1: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm

66

Populasi

Gula Laju Etanol - Growth Y  Efisiensi
V(\J(grlﬁ)u \((Egsgt Reduksi (JA/E) Konsfjmsi (x\/(s) teoritis E(';a;g)l Pr((; ?Ell;gx;as rate  (p/s) (%)
simy @) (9/L/jam) (9/L) (9/9)
0 8,77 92,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 8,86 89,49 2,74 0,23 0,03 1,40 1,99 0,17 1,70 0,74 145,23
24 8,91 85,46 6,77 0,28 0,02 3,46 3,85 0,16 1,71 057 111,09
36 8,96 80,16 12,07 0,34 0,02 6,17 4,44 0,12 1,72 0,37 72,40
48 9,01 66,12 26,12 0,54 0,01 1335 5,33 0,11 1,73 0,20 39,92
60 8,75 60,86 31,38 0,52 0,00 16,03 4,53 0,08 1,68 0,14 28,25
72 8,44 56,33 35,90 0,50 -0,01 18,35 3,82 0,05 162 011 20,82
A2B2: Candida parapsilosis strain AUMC 10417 Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm (A1B2)
Populasi \ S
Waktu YF:east Gula AS Laju =y B@anol ppnol produktivitas SOV Y Ef'f)'enS'
(jam) (Log Reduksi (9/L) Konsumsi (x/5) teoritis (/L) (g/L/jam) rate  (p/s) (%)
selympy (/L) (g/L/jam) (9/L) (9/9)
0 8,71 100,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 8,89 97,08 3,34 0,28 0,07 1,71 1,05 0,09 1,71 045 87,68
24 9,11 94,34 6,08 0,25 0,07 311 1,44 0,06 1,75 024 4754
36 8,92 87,34 13,08 0,36 0,02 6,68 3,60 0,10 1,71 0,28 54,28
48 8,64 84,00 16,42 0,34 0,00 8,39 3,16 0,07 166 019 37,67
60 8,51 81,07 19,35 0,32 -0,01 9,89 2,34 0,04 163 012 23,76
72 8,39 78,56 21,86 0,30 -0,01 11,17 1,10 0,02 161 0,05 9,72
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A2B1: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm
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Waktu P%ZI;IS?[SI Total Gula_ Laju_ Y Etar_lql Etanol Produktivitas Growth ¥ Efiiiensi
(jam) (Log gula Reduksi (g/L) Konsymm (x/5) teoritis (g/L) (g/L/jam) rate  (p/s) (%)
selymy @0 (@) (9/L/jam) (9/L) (9/9)
0 8,74 85557 107,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 8,81 843,07 101,98 5,12 0,43 0,03 2,62 1,07 0,09 169 0,34 66,58
24 8,86 818,26 97,54 9,56 0,40 0,02 4,88 1,67 0,07 1,70 0,24 4759
36 894 793,88 90,08 17,01 0,47 0,01 8,69 2,21 0,06 1,72 0,13 2521
48 9,01 782,85 81,35 25,75 0,54 0,01 13,16 3,45 0,07 1,73 0,13 26,29
60 8,68 760,95 76,59 30,51 0,51 -0,002 1559 2,87 0,05 166 0,09 1852
72 8,39 738,23 7554 31,56 0,44 -0,01 16,13 241 0,03 161 0,08 15,03
A2B2: Candida guilliermondii Agitasi 150 rpm Aerasi 0,3 vvm (A2B2)
Waktu Populasi  Gula AS Laju Y Etanol Etanol Produktivitas Growth Y  Efisiensi
(Jam) Yeast Reduksi (g/L) Konsumsi (x/s) teoritis (g/L) (g/L/jam) rate  (p/s) (%)
(Log (9/L) (9/L/jam) (9/L) (9/9)
sel/ml)
0 8,74 107,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 8,81 101,98 5,12 0,43 DIOSW 2162 1,07 0,09 169 0,34 66,58
24 8,86 97,54 9,56 0,40 0,02 4,88 1,67 0,07 1,70 0,24 4759
36 8,94 90,08 17,01 0,47 0,01 8,69 2,21 0,06 1,72 013 2521
48 9,01 81,35 25,75 0,54 0,01 13,16 3,45 0,07 1,73 0,13 26,29
60 8,68 76,59 30,51 0,51 0,00 1559 2,87 0,05 166 0,09 1852
72 8,39 7554 31,56 0,44 -0,01 16,13 2,41 0,03 161 0,08 15,03
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Lampiran J, Dokumentasi penelitian

* Penyaringan

= 2X9) /ﬁ‘ﬁﬁlﬁ@/&; =

Pemanasaan (90°C)

Peremajaan yeast

68
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Media YM (Yeast Extract Malt Extract) Shaker 30°C (24 jam)

Setelah inkubasi 24 jam

Analisis Gula Pereduksi

Analisis Total Gula
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Sebelum di inkubasi

Setelah inkubasi 2 jam A1B1
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Analisis Populasi yeast
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