
 

 

  

PRODUKSI BIOETANOL DARI BATANG Sorghum bicolor (L.) 

Moench DENGAN Saccharomyces cerevisiae DAN KONSORSIUM S. 

cerevisiae-Pichia stipites 

 

BIOETANOL PRODUCTION FROM Sorghum bicolor (L.) Moench 

USING Saccharomyces cerevisiae AND CONSORTIUM S. cerevisiae-

Pichia stipitis 

 
Audiananti Meganandi Kartini 1) Ellina S. Pandebesie 2) 

1)Fakultas Teknik Sipil dan Perencanaan/Teknik Lingkungan/Laboratorium Sampah 

dan B3, Institut Teknologi sepuluh Nopember, Jalan Raya ITS Surabaya, 60111. 
2) Fakultas Teknik Sipil dan Perencanaan/Teknik Lingkungan/Laboratorium Sampah 

dan B3, Institut Teknologi sepuluh Nopember, Jalan Raya ITS Surabaya, 60111 

*E-mail: Audiamega.its@gmail.com 
 

Abstrak 

 
Indonesia merupakan penghasil biomassa lignoselulosa residu pertanian yang cukup melimpah, salah satunya 

adalah limbah pertanian sorgum yang belum memiliki nilai ekonomis berupa batang Sorgum (Sorghum bicolor 

(L.) Moench). Total gula dalam nira sorgum hampir setara dengan nira tebu. Berdasarkan kandungan total gula 

yang cukup tinggi tersebut, limbah pertanian sorgum berupa batang sorgum beserta kandungan niranya adalah 

salah satu potensi sumber bioetanol yang menjanjikan. Penelitian ini dilakukan untuk menentukan konsentrasi 

substrat optimum dan proses fermentasi batang sorgum dengan menggunakan metode Simultaneous 

Saccharification and Fermentation (SSF). Pretreatment  yang akan digunakan adalah dengan metode  fisik 

dan kimia. Batang sorgum yang  telah  menjadi  bubuk  dibuat dalam  konsentrasi 25 gram (5%) dan 50 gram 

(10%), kemudian dilakukan penambahan aquades hingga 500 ml. Substrat diperlakukan dengan pretreatment 

pencacahan, pengeringan dan penggilingan, kemudian dilakukan penambahan H2SO4 0,25% dan dipanaskan 

pada suhu 121o C selama 10 menit. Metode hidrolisis pada penelitian ini menggunakan metode hidrolisis 

enzimatik, yaitu dengan memanfaatkan kapang T. viride dan A. niger. Sampel yang telah ditambahkan T. viride 

dan A. niger kemudian ditambahkan S. cerevisiae CC 3012 dan konsorsium S. cerevisiae CC 3012-P. stipitis 

untuk proses fermentasi. Data yang diperoleh dalam penelitian ini yaitu kadar lignin, selulosa, hemiselulosa, 

gula reduksi, pH, C, N, P dan bioetanol. Analisis menggunakan Response Surface digunakan untuk mengambil 

kesimpulan dan mengetahui nilai optimum terhadap berbagai perlakuan substrat yang digunakan. Hasil 

penelitian ini menunjukkan bahwa pemanfaatan batang sorgum berpotensi rendah sebagai bahan baku 

bioetanol karena menghasilkan kadar gula reduksi dan etanol yang tergolong rendah. Hasil etanol tertinggi 

dihasilkan pada substrat 50 gram (10%), yaitu sebesar 2.1% dengan penambahan konsorsium S. cerevisiae CC 

3012-P. stipitis 10 % selama 24 jam fermentasi. 

 

Abstract 

 
Lignocellulosic agricultural biomass residues in Indonesia are abundant enough, one of agricultural wastes is 

sorghum straw (Sorghum bicolor (L.) Moench) that does not have economic value. Total sugar in the sorghum 

straw almost same with sugar cane juice. Based on the high enough total sugar content in the sorghum crop 

residues, sorghum straw is one of the promising potential source for bioethanol production. This study was 

conducted to determine the optimum substrate concentration and sorghum straw fermentation process using 

Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF). Pretreatment in this study using physical and chemical 

methods. Sorghum straw was treated with chopping, drying and grinding and separate with concentration of 

25 grams (5%) and 50 grams (10%) then adden aquades until 500 ml. Substrat pretreated by added 0.25% 

H2SO4 and heated at temperature of 121o C for 10 minutes. Hydrolysis method in this study using enzymatic 
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hydrolysis method using T. viride and A. niger. Samples that have been added T. viride and A. niger then added 

S. cerevisiae CC 3012 and consortium S. cerevisiae CC 3012-P. stipitis for the fermentation process. The data 

that obtained in this research are the value of lignin, cellulose, hemicellulose, reducing sugar, pH, C, N, P and 

bioethanol. Response Surface Analysis is used to draw conclusions and determine the optimum value of 

various treatments substrate that used. Results of this study indicate that sorghum straw is low potential as raw 

material for producing bioethanol because of low reducing sugar and ethanol content. The highest ethanol 

yield is produced with 50 g (10%) substtrat as optimum substrat using 10% optimum concentration of 

consortium S. cerevisiae CC 3012-P. stipitis for 24 hours of fermentation with etanol value 2.1 %. 

Kata kunci: Sorgum, bioetanol, fermentasi 

 

1. PENDAHULUAN 

 

Sumber biomassa yang selalu melimpah adalah 

limbah biomassa pertanian dengan salah satu 

potensinya adalah kandungan lignoselulosa yang 

terdiri dari selulosa, hemiselulosa dan lignin. 

Struktur kompleks lignoselulosa dan struktur 

kristal selulosa sebagian besar bersifat 

recalcitrant atau sulit terdegradasi, sehingga 

akan lebih baik bila dapat dimanfaatkan agar 

bernilai ekonomis. Biomasa lignoselulosa residu 

pertanian berpotensi untuk digunakan sebagai 

sumber biofuel generasi kedua yaitu bioetanol, 

biogas dan biohidrogen, karena lignoselulosa 

tidak berkompetisi dengan produksi pangan 

dalam hal kebutuhan lahan (Kleinert and Barth, 

2008). Salah satu sumber biomassa lignoselulosa 

residu pertanian adalah limbah pertanian batang 

sorgum (Sorghum bicolor (L.) Moench) yang 

belum memiliki nilai ekonomis (Sari, 2009). 

Sorgum merupakan salah satu jenis tanaman 

serelia yang mempunyai potensi besar untuk 

dikembangkan di Indonesia karena mempunyai 

daerah adaptasi yang luas. Selain itu tanaman 

sorgum lebih resisten terhadap serangan hama 

dan penyakit sehingga resiko gagal relatif kecil, 

sorgum dapat dikatakan memiliki produktivitas 

yang tinggi (Pabendon et al., 2012). 

Produktivitas rata-rata batang tanaman sorgum 

berkisar antara 30 ton hingga 50 ton per hektar. 

Potensi batang dan daun sorgum dapat mencapai 

30-40 ton/ha berat basah. Sedangkan sorgum 

manis dapat menghasilkan 20 ton/ha berat basah 

dan sekitar 14-16 persen atau setara dengan 

sekitar 3 ton daun segar (Soebarinoto dan 

Hermanto, 1996). Selain itu, proses budidaya 

tanaman sorgum mudah dengan biaya yang 

relatif murah, dapat ditanam monokultur maupun 

tumpangsari. Menurut Irawan dan Sutrisna 

(2011), kandungan total gula pada nira sorgum 

sebesar 11-16 % dan sukrosa 10,0-14,4 % tidak 

berbeda jauh dengan kandungan total gula pada 

nira tebu sebesar 10-18 % dan sukrosa 9-17 %. 

Berdasarkan kandungan total gula yang cukup 

tinggi tersebut, limbah pertanian sorgum berupa 

batang sorgum adalah salah satu potensi sumber 

bioetanol yang menjanjikan (Pabendon et al., 

2012). Penelitian untuk melihat potensi batang 

sorgum sebagai sumber biomass produksi 

bioetanol perlu dilakukan untuk melihat 

konsentrasi substrat batang sorgum yang paling 

optimum dan melihat perbandingan penggunaan 

mikroorganisme tunggal dengan 

mikroorganisme konsorsium dalam produksi 

bioetanol optimum. S. cerevisiae dapat 

memproduksi etanol dalam jumlah besar dan 

mempunyai toleransi terhadap alkohol yang 

tinggi, namun tidak mampu memfermentasi gula 

pentosa (Wahlbom and Hahn-Hägerdal, 2002) 

sehingga menjadi salah satu kendala 

pemanfaatannya. Beberapa yeast diketahui dapat 

memfermentasi xylosa salah satunya adalah P. 

stipitis (Bayrakci and Kocar, 2014), sehingga P. 

stipitis digunakan dalam penelitian ini untuk 

membentuk konsorsium dengan S. cerevisiae dan 

diharapkan dapat menghasilkan etanol lebih 

baik. 

 

2. BAHAN DAN METODA 

 

2.1 Alat dan Bahan 

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam 

penelitian ini adalah batang sorgum, H2SO4, 

aquades, buffer asetat, media Potato Dextrose 

Agar, biakan T, viride, A, niger, S. cerevisiae, P. 

stipitis. Alat-alat yang digunakan adalah reaktor 

2 liter, erlenmeyer, petridish, shaker, neraca 

analitik, tabung reaksi, termometer, kertas pH 

indikator, spektrofotometer, gas 

chromatography. 
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2.2 Persiapan Bahan Baku 

Tahap persiapan bahan baku  dilakukan  dengan 

cara memisahkan batang sorgum dari akarnya. 

Setelah dipisahkan dilanjutkan mencuci bersih 

batang sorgum lalu diperas nira batangnya, 

kemudian nira disimpan pada suhu 4oC. 

Persiapan lainnya dengan mengembangbiakkan 

T. viride dan A. niger di Laboratorium Sampah 

dan Bahan Berbahaya dan Beracun Teknik 

Lingkungan ITS Surabaya. P. stipitis telah 

dikembangbiakkan di jurusan Biologi 

Universitas Airlangga dan S. cerevisiae CC 3012 

telah dikembangbiakkan di Food And Nutrition 

Culture Collection (FNCC), PAU Pangan dan 

Gizi, Universitas Gajah Mada. 

Pengembangbiakan di media PDB dilakukan 

dengan cara agitasi shaker 180 rpm dan 

diinkubasi berdasarkan kecepatan pertumbuhan 

yaitu ½ dari Vmax (fase log) T. viride, A. niger 

yaitu 3 hari, sedangkan ½ dari Vmax P. stipitis 

dan S. cerevisiae CC 3012 adalah 24 jam. 

 

2.3 Pretreatment 

Sisa ampas batang sorgum yang telah diperas 

dicacah kecil-kecil dengan ukuran ±5 mm. 

Sampel  kemudian  dikeringkan  didalam oven 

suhu 60oC selama 48 jam supaya berada dalam 

kondisi benar-benar kering sehingga mudah 

untuk ditumbuk/digiling. Batang sorgum yang 

telah menjadi bubuk dibuat dalam konsentrasi 25 

gram dan 50 gram. kemudian dilakukan 

penambahan H2SO4 2 %. Perbandingan substrat 

dan H2SO4 yaitu 5 mg substrat membutuhkan 12 

mL H2SO4. Setelah ditambah asam, substrat 

dipanaskan pada suhu 121o C selama 10 menit. 

 

2.4 Hidrolisis dan Fermentasi 

Inokulum T. viride  dan A. niger (2:1) berusia 3 

hari ditambahkan ke dalam  sampel dengan 

konsentrasi 2,5 % per 500 ml media (w/v) 

kemudian diinkubasi selama 3 hari. Setiap 24 

jam dilakukan pengukuran suhu, pH dan gula 

reduksi. Setelah itu dilanjutkan dengan tahap 

fermentasi. Fermentasi pada penelitian  ini 

menggunakan yeast S. cerevisiae CC 3012 serta 

konsorsium S. cerevisiae CC 3012 dan P. stipitis 

(2:1). Sampel yang telah ditambahkan T. viride 

dan A. niger dan diinkubasi selama 3 hari 

kemudian ditambahkan S. cerevisiae CC 3012 

10% (v/v) dan konsorsium S. cerevisiae CC 3012 

dan P. stipitis 10 % (v/v) sesuai dengan variabel 

masing-masing reaktor yang telah ditentukan. 

OD yeast sebelumnya telah diukur dan 

ditentukan konversi OD600 = 1 = 0.33 x 108 CFU. 

Sebelum dimasukkan ke dalam substrat, yeast 

dalam media diukur pH nya dan dikondisikan pH 

±5 dengan menambahkan buffer asetat 0,2 M. pH 

±5 merupakan pH optimum S. cerevisiae CC 

3012 dan P. stipitis. Selama proses fermentasi 

dalam reaktor, pertumbuhan konsorsium 

mikroba diamati setiap 24 jam. Dilakukan 

pengukuran suhu dan pH secara berkala selama 

proses hidrolisis dan fermentasi untuk menjaga 

kondisi pH stabil di 5. Kemudian dilakukan uji 

selulosa, hemiselulosa, dan lignin dengan 

menggunakan Metode Datta, serta gula reduksi 

dengan Metode Nelson Samogyi. Sampel diukur 

kadar bioetanolnya setelah dimulainya tahap 

fermentai yaitu setelah penambahan S. cerevisiae 

CC 3012 dan konsorsium S. cerevisiae CC 3012 

dan P. stipitis terhitung mulai 72, 96 dan 120 jam 

jam dengan Metode Gas Chromatography. 

 

2.5 Analisa Hasil 

Pengukuran yang dilakukan dalam penelitian ini 

adalah analisis lignin, selulosa, hemiselulosa, C, 

N, P, pH, gula reduksi, pertumbuhan mikroba 

dan kadar bioetanol. Pengukuran dilakukan 

untuk melihat pengaruh parameter terhadap 

kadar bioetanol yang terbentuk. Pengukuran 

Carbon, Nitrogen, dan Phospor (C, N dan P) juga 

perlu dilakukan hanya untuk mengetahui 

karakteristik substrat dan kecukupan nutrient 

bagi pertumbuhan mikroorganisme. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

3.1 Komposisi C:N:P Batang Sorgum. 

Karakteristik C, N dan P substrat batang sorgum 

dalam penelitian ini perlu diketahui untuk 

mengetahui karakteristik dan potensi nutrien 

yang terkandung di dalam batang sorgum (Tabel 

3.1). 

 

Kandungan C:N:P batang sorgum awal pada 

penelitian ini dapat diketahui yaitu 

55.36:1.6:0.48, sedangkan setelah melalui tahap 

pretreatment, rasio C:N:P diketahui adalalah 
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67:1.95:0.51. Perbandingan kandungan C:N:P 

yang ideal bagi biomassa untuk pertumbuhan 

mikroorganisme adalah 100:5:1. Hasil rasio C/N 

awal dalam penelitian ini adalah 34.6, sedangkan 

rasio C/N setelah proses pretreatment tidak jauh 

berbeda dengan rasio awal yaitu 34.35. 

 

Hasil tersebut sesuai dengan rasio ideal yaitu 30-

40 (Isroi, 2004). Menurut Isroi (2004), pada rasio 

C/N tersebut mikroba mendapatkan cukup 

karbon untuk energi dan nitrogen untuk sintesis 

protein. Jika bahan organik mempunyai rasio 

C/N tinggi, maka mikroba akan kekurangan 

nitrogen sebagai sumber makanan sehingga 

proses dekomposisinya akan berjalan lambat 

karena nitrogen akan menjadi faktor penghambat 

(growth-rate limiting factor), sebaliknya jika 

rasio C/N rendah (kandungan unsur N yang 

tinggi) maka akan kehilangan nitrogen karena 

penguapan selama proses perombakan 

berlangsung. Literatur lain menyebutkan rasio 

C/N ideal adalah 20-30% (Napon et al., 2013). 

 

Tabel 3.1  Kandungan C:N:P batang sorgum 
Waktu 

Pengukuran 

Kandungan C:N:P Batang 

Sorgum (%) 

C N P 

Sebelum 

Pretreatment 

Setelah 

Pretreatment 

55.36 

 

67.0  

1.6 

 

1.95  

0.48 

 

0.51  

 

Rasio C/N ideal dalam penelitian ini berpengaruh 

terhadap keseimbangan nutrien pada substrat 

batang sorgum untuk pertumbuhan dan 

perkembangbiakkan mikroorganisme 

penghidrolisis maupun pemfermentasi yang akan 

digunakan dalam tahapan produksi etanol. Proses 

biodegradasi sendiri dipengaruhi oleh 

temperatur, pH, kandungan air, dan nutrisi yang 

tersedia. Nutrisi merupakan faktor yang 

berpengaruh besar dalam sintesis dan 

petumbuhan sel serta dalam aktivitas enzim yang 

dihasilkan oleh mikroba untuk mendegradasi 

substrat. Beberapa nutrisi penting yang 

dibutuhkan mikroorganisme adalah karbon, 

nitrogen, dan fosfor. Pada dasarnya semua 

mikrooganisme memerlukan karbon sebagai 

sumber energi untuk aktivitasnya. Nitrogen dan 

fosfor merupakan penyusun senyawa-senyawa 

penting dalam sel yang menentukan aktivitas 

pertumbuhan mikrooganisme. Ketiga unsur ini 

harus ada dalam rasio yang tepat agar tercapai 

pertumbuhan mikroorganisme yang optimal. 

Rasio C/N yang didapatkan dalam penelitian ini 

menunjukkan bahwa substrat siap digunakan 

sebagai media tumbuh dengan sumber karbon 

bagi mikroba penghidrolisis dan pemfermentasi. 

 

3.2 Komposisi Hemiselulosa, Selulosa dan 

Lignin. 

Rekapitulasi perbandingan hasil analisis lignin, 

selulosa  dan  hemiselulosa  substrat batang 

sorgum setelah perlakuan pretreatment dan SSF 

dapat dilihat pada Tabel 3.2. 

 

Tabel 3.2. Analisis komposisi lignoselulosa pada 

keseluruhan tahap penelitian. 
Komposisi 

Lignoselulosa 

Awal 

(%) 

Setelah 

Pretreatment 

(%) 

Setelah 

SSF 

(%) 

Hemiselulosa 

Selulosa 

Lignin 

57.99 

17.41 

14.95 

50.33 

8.20 

10.28 

48.51 

7.80 

9.89 

 

Penelitian ini menunjukkan komposisi 

hemiselulosa, selulosa, lignin mengalami 

penurunan setelah melalui proses pretreatment 

fisik, asam dan pemanasan. Penurunan 

kandungan lignin berbanding lurus terhadap 

penurunan kandungan selulosa dan 

hemiselulosa. Penurunan selulosa yang 

signifikan ini dapat disebabkan oleh 

dilakukannya pemanasan suhu tinggi setelah 

penambahan asam. Menurut Cardoso et al. 

(2013), pretreatment dengan suhu 150-230oC 

dapat menurunkan kadar selulosa hingga 50%. 

Namun menurut Choudhary et al (2013), 

pretreatment menggunakan H2SO4 2% 

dilanjutkan pemanasan 121oC selama 10 menit 

dapat menghasilkan konsentrasi glukosa dan 

xylosa maksimum yaitu 0.2 g/g dan 0.4 g/g 

dibandingkan variasi konsentrasi asam dan 

waktu pemanasan lainnya. 

 

Pretreatment merupakan tahapan paling penting 

dalam proses konversi lignoselulosa.  Kombinasi 

proses pretreatment dalam penelitian ini 

dilakukan secara fisika dan thermokimia. 

Pretreatment fisik dengan pencacahan, 
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pengeringan, penggilingan dan proses 

thermokimia dengan menggunakan H2SO4 2% 

dilanjutkan pemanasan pada suhu 121oC selama 

10 menit. Pada tahap persiapan batang sorgum 

dicacah kecil, kemudian dikeringkan serta 

digiling/diblender sebagai proses fisika. Proses 

fisik pada tahapan persiapan seperti pencacahan 

(chipping), penggilingan (milling) yang 

dilakukan pada penelitian ini dapat memecah 

struktur lignin dan mereduksi kristal selulosa 

(cellulose crystallinity) (Sun dan Cheng, 2002). 

 

Kombinasi perlakuan pretreatment ini juga 

dibutuhkan untuk mengubah struktur biomassa 

selulosa supaya meningkatkan aksesbilitas 

selulosa menjadi fermentable sugars (gula 

sederhana yang mudah untuk difermentasi) 

(Mosier et al., 2005).  Selain itu, dengan 

perlakuan pretreatment dapat menghilangkan 

lignin, mengurangi kristalinitas selulosa, dan 

meningkatkan porositas bahan (Hermiati et al.  

2010). Ketika tahap hidrolisis berlangsung, 

rusaknya struktur kristal selulosa akan 

mempermudah terurainya selulosa menjadi 

glukosa. Selain itu hemiselulosa juga akan lebih 

mudah terurai menjadi senyawa gula sederhana 

seperti glukosa, galaktosa, manosa, heksosa, 

pentosa, xilosa dan arabinosa. Selanjutnya 

senyawa-senyawa gula sederhana tersebut dapat 

difermentasi oleh mikroorganisme menghasilkan 

etanol. 

 

Pada penelitian ini kadar hemiselulosa lebih 

tinggi daripada selulosa dan lignin yang 

merupakan dinding sel tumbuhan, yang berupa 

rangka molekul.  Kedua bagian tersebut menjadi 

kesatuan ikatan yang erat sehingga menyebabkan 

dinding sel menjadi kuat. Tahapan persiapan 

substrat dengan adanya mekanisme fisik, dinding 

yang terdiri dari selulosa dan lignin terdegradasi 

sehingga akses hemiselulosa menjadi besar, 

ditandai dengan kandungannya yang paling besar 

dibandingkan komponen selulosa dan lignin. 

 

Degradasi lignin merupakan kometabolisme 

degradasi selulosa sehingga kedua proses 

tersebut berlangsung bersamaan (Boominathan 

dan Adinarayana, 1991). Ada beberapa faktor 

yang mempengaruhi delignifikasi secara fisik, 

salah satunya ukuran sampel. Ukuran sampel 

dapat mempengaruhi porositas yang kemudian 

mempengaruhi kontak terhadap delignifikator. 

Selain itu, pengecilan ukuran sampel akan 

memutukan rantai polimer yang panjang menjadi 

rantai polimer yang lebih pendek sehingga 

memudahkan pemisahan lignin dari ikatan 

selulosa (Sun and Cheng, 2002). Semakin kecil 

ukuran sampel maka akan semakin mudah dalam 

mendegradasi lignin, karena itulah pada 

penelitian ini batang sorgum dicacah, 

dikeringkan dan digiling hingga berbentuk 

serbuk. 

 

Komposisi hemiselulosa, selulosa dan lignin 

semakin mengalami penurunan seiring dengan 

berbagai tahapan yang dilakukan. Hal ini 

menunjukkan adanya degradasi konversi substrat 

batang sorgum akibat kombinasi perlakuan 

pretreatment fisik, asam dan pemanasan serta 

hidrolisis dan fermentasi secara enzimatis. T. 

viride memiliki kemampuan mendegradasi lignin 

saat proses hidrolisis. T. viride sangat baik dalam 

menghasilkan enzim selulase dan efektif untuk 

melengkapi degradasi komposisi lignoselulosa 

(Neethu et al., 2012). Jamur A. niger memiliki 

kemampuan menghasilkan enzim selulase untuk 

merombak selulosa dan sedikit hemiselulosa 

menjadi gula pereduksi Selain itu, A. niger juga 

dapat menghasilkan enzim xilanase. (Daud et al., 

2012). Kandungan lignin yang tersisa tidak habis 

terdegradasi setelah tahapan SSF yaitu sebesar 

9.89%.  Lignin yang tersisa dalam substrat 

disebabkan oleh adanya ikatan antara lignin dan 

karbohidrat yang dikenal dengan lignin-

carbohydrate complexes (LCCs) (Daud et al., 

2012). 

 

3.3 Analisis Gula Reduksi Awal. 

Pada penelitian ini kandungan  gula  reduksi awal 

perlakuan  substrat  25 g rata–rata  sebesar  2.70 

mg/g dan pada perlakuan substrat 50 g rata–rata 

sebesar 1.69 mg/g. Kandungan  gula reduksi  

yang  terbentuk  akibat adanya konversi 

komposisi lignoselulosa pada substrat batang 

sorgum. Produk utama hasil biokonversi yang 

diukur dalam penelitian ini adalah gula pereduksi 

yang dihasilkan dari hasil biokonversi selulosa 

dan hemiselulosa. Pretreatment asam 
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menyebabkan hidrolisis hemiselulosa terutama 

xylan yang terkandung dalam lignoselulosa. 

Hemiselulosa dapat terdegradasi menjadi xylosa, 

mannose, asam asetat, galaktosa, glukosa dan 

lainnya, sedangkan selulosa dikonversikan 

menjadi gula heskosa berupa glukosa. 

 

Kandungan gula reduksi yang terbentuk dalam 

proses pretreatment pada penelitian ini juga 

disebabkan kemampuan asam dalam 

membongkar rantai lignin yang kompleks 

sehingga dapat mempercepat akses enzim pada 

proses hidrolisis, selain itu juga dikarenakan 

komponen gula yang memang terkandung dalam 

sorgum yaitu 70% sukrosa, 20% glukosa dan 

10% fruktosa. Proses pemanasan menggunakan 

suhu tinggi yang juga dilakukan dalam penelitian 

ini dapat memutus ikatan dalam polisakarida 

substrat sehingga bisa dikonversi menjadi gula 

reduksi. Kadar gula yang dihasilkan dari 

keseluruhan proses pretreatment dan hidrolisis 

nantinya diharapkan dapat meningkatkan gula 

pada proses bioetanol yang dihasilkan dalam 

proses fermentasi (Sun dan Cheng, 2002). 

 

3.4 Analisis Gula Reduksi Setelah Hidrolisis 

dan Fermentasi. 

Metode dan variasi perlakuan yang dilakukan 

dalam penelitian ini mempengaruhi 

pembentukan gula reduksi. Tahapan hidrolisis 

dan fermentasi dalam penelitian ini dilakukan 

secara biologis (hidrolisis enzimatis). 

Mikroorganisme yang digunakan dalam proses 

hidrolisis adalah kombinasi kapang T. viride dan 

A. niger serta S. cerevisiae dan konsorsium S. 

cerevisiae - P. stipitis untuk fermentasi. Pada 

penelitian ini, hasil rata-rata gula reduksi yang 

terbentuk selama tahapan hidrolisis dan 

fermentasi dapat dilihat pada table 3.3. 

 

Tabel 3.3 Rata-rata gula reduksi selama tahap 

hidrolisis dan fermentasi 
Mikroba Tahapan Rata-rata gula 

reduksi 

TV AN Hidrolisis 4.18 

SC 10% Fermentasi 2.42 

TV AN Hidrolisis 4.71 

K 10% Fermentasi 2.74 

 

Nilai tersebut menunjukkan bahwa hidrolisis 

mempengaruhi peningkatan gula reduksi seiring 

dengan lamanya waktu hidrolisis. Dalam 

penelitian ini, peningkatan gula reduksi juga 

terjadi seiring dengan besarnya jumlah substrat. 

Semakin banyak substrat maka akan semakin 

banyak gula reduksi yang dihasilkan karena 

proses dekomposisi substrat dapat berlangsung 

secara optimal (Sanito dan Pandebesie, 2014). 

Pada proses fermentasi kadar gula mengalami 

penurunan seiring berjalannya waktu 

dikarenakan gula yang dihasilkan dalam proses 

hidrolisis dimanfaatkan oleh mikroba 

pemfermentasi sebagai sumber karbon. T. viride 

menghasilkan selulase lengkap dengan semua 

komponen-komponen yang dibutuhkan untuk 

hidrolisis total selulosa kristal dengan kadar gula 

yang dihasilkan cukup tinggi (Esterbauer et al., 

1991). 

 

Proses hidrolisis bertujuan memecah ikatan 

hemiselulosa, menghilangkan kandungan lignin, 

serta merusak struktur kristal selulosa menjadi 

senyawa gula sederhana. Enzim selulase yang 

dihasilkan T. viride dan A. niger adalah 

campuran beberapa enzim yaitu endoglukanase, 

eksoglukanase, dan β-glukosedase. Keberadaan 

enzim selulase menyebabkan kapang ini mampu 

menghidrolisis selulosa dan sebagian 

hemiselulosa menjadi gula pereduksi seperti 

glukosa (Daud et al., 2012). 

 

Dalam proses hidrolisis penelitian ini, T. viride 

berperan dalam menghancurkan selulosa tingkat 

tinggi dan memiliki kemampuan mensintesis 

beberapa faktor esensial untuk melarutkan 

bagian selulosa yang terikat kuat dengan ikatan 

hidrogen. Selain itu, T. viride menghasilkan 

selulase lengkap dengan semua komponen-

komponen yang dibutuhkan untuk hidrolisis total 

selulosa kristal dengan kadar gula yang 

dihasilkan cukup tinggi (Esterbauer et al., 1991). 

 

A. niger banyak berperan memproduksi enzim 

hemiselulase yang dapat menghidrolisis 

hemiselulosa kompleks menjadi glukosa, dan 

juga memproduksi selulase yang juga tinggi. 

Kelebihan A. niger dari jamur lain yaitu selain 

dapat memproduksi enzim selulolitik juga 
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memproduksi xyloglukanase (Pham et al., 2010). 

Pada tahap fermentasi S. cerevisiae berperan 

dalam fermentasi gula yang dihasilkan selama 

proses hidrolisis menjadi etanol. S. cerevisiae 

memfermentasi semua gula heksosa dalam 

biomassa lignoselulosa batang sorgum dan 

menghasilkan yield etanol, tetapi tidak mampu 

menggunakan gula pentosa (Wahlbom and 

Hahn-Hägerdal, 2002). Sedangkan P. stipitis 

mengubah xilosa (gula pentose) dan semua 

senyawa gula sederhana menjadi etanol (Van et 

al., 1988). 

 

3.5 Pertumbuhan Mikroba Selama Hidrolisis. 

Tahapan hidrolisis dan fermentasi dalam 

penelitian ini dilakukan secara biologis 

(hidrolisis enzimatis). Mikroorganisme yang 

digunakan dalam proses hidrolisis adalah 

kombinasi kapang T. viride dan A. niger. Hasil 

pengamatan pertumbuhan mikroba selama 

hidrolisis menggunakan kombinasi kapang T.  

viride dan A. niger ditunjukkan pada Gambar 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1. Hasil Pengamatan Pertumbuhan 

Mikroba Selama Hidrolisis Menggunakan 

Kombinasi Kapang T.  Viride Dan A. Niger 

 

Hasil pengamatan pertumbuhan T. viride dan A. 

niger pada penelitian ini menunjukkan bahwa 

kombinasi kedua kapang tersebut mengalami 

peningkatan cukup signifikan pada jam ke 48. 

Peningkatan pertumbuhan sel yang signifikan 

pada jam ke 48 tersebut merupakan fase log 

(eksponensial) pada penelitian ini. Pada fase log 

ini pertumbuhan mikroorganisme berlangsung 

paling cepat. Hal ini dikarenakan terjadi 

katabolisme substrat dalam jumlah besar yang 

digunakan untuk pertumbuhan, sintesis enzim 

dan sintesis senyawa lainnya (Ernes et al., 2014), 

seiring dengan tingginya kadar gula yang 

dihasilkan pada tahap hidrolisis. Namun pada 

jam ke 72 T. viride dan A. niger mulai memasuki 

masa stasioner karena substrat yang dapat 

dihidrolisis semakin menurun sehingga proses 

katabolisme substrat juga menurun. Hal ini 

berbanding terbalik dengan kadar gula reduksi 

yang dihasilkan.  

 

Selama fase ekponensial kadar gula terus 

meningkat bahkan hingga jam ke 72. Hal ini 

dikarenakan proses katabolisme selulosa menjadi 

gula-gula sederhana akibat aktivitas enzim 

selulosa T. viride dan A. niger. 

 

Biomassa sorgum mengandung polisakarida 

yaitu hemiselulosa dan selulosa.  Menurut Sun 

dan Cheng (2002), polisakarida hemiselulosa dan 

selulosa tersebut dihidrolisis oleh T. viride dan A 

niger sebagai sumber karbon untuk 

memproduksi gula monomer seperti, glukosa, 

xylosa, arabinosa, mannosa, dan galaktosa. 

Proses hidrolisis dalam penelitian ini 

menghasilkan glukosa dari kinerja enzim 

selulotik yang dihasilkan oleh kedua 

mikroorganisme penghidrolisa tersebut. 

Kombinasi kapang T. viride dan A. niger yang 

digunakan dalam penelitian ini sangat 

mempengaruhi pembentukan gula reduksi. Hal 

inilah yang menyebabkan pertumbuhan sel 

kapang T. viride dan A. niger berbanding lurus 

dengan peningkatan gula reduksi. 

 

3.6 Pertumbuhan Mikroba Selama 

Fermentasi. 

Tahapan hidrolisis dan fermentasi dalam 

penelitian ini dilakukan secara biologis 

(hidrolisis enzimatis). Mikroorganisme yang 

digunakan dalam proses fermentasi adalah S. 

cerevisiae dan konsorsium S. cerevisiae-P. 

stipitis untuk. Hasil pengamatan pertumbuhan 

mikroba selama fermentasi menggunakan S. 

cerevisiae dan konsorsium S. cerevisiae-P. 

stipitis ditunjukkan pada Gambar 3.2. 

 

Hasil pengamatan pertumbuhan S. cerevisiae dan 

konsorsium S. cerevisiae-P. stipitis pada 

penelitian ini menunjukkan bahwa baik S. 

cerevisiae sebagai mikroorganisme tunggal 
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maupun S. cerevisiae-P. stipitis sebagai 

konsorsium mengalami peningkatan 

pertumbuhan sel cukup signifikan pada jam ke 48 

fermentasi. Peningkatan pertumbuhan sel yang 

signifikan pada jam ke 48 tersebut diindikasikan 

sebagai fase log (eksponensial) pada masing-

masing mikroorganisme. Namun pada jam ke 72 

baik S. cerevisiae sebagai mikroorganisme 

tunggal maupun S. cerevisiae-P. stipitis sebagai 

konsorsium tidak lagi mengalami peningkatan 

jumlah sel yang signifikan. Hal ini dikarenakan 

mikroorganisme memasuki fase stasioner 

dimana jumlah sel relatif tetap karena 

terbatasnya jumlah substrat sehingga sel hidup 

sama dengan sel yang mati (Wardani dan Pertiwi, 

2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2. Hasil Pengamatan Pertumbuhan 

Mikroba Selama Fermentasi Menggunakan S. 

cerevisiae dan konsorsium S. cerevisiae-P. 

stipitis. 

 

Pertumbuhan sel mikroba pemfermentasi 

berbanding terbalik dengan kadar gula reduksi. 

Semakin meningkat jumlah sel S. cerevisiae 

sebagai mikroorganisme tunggal maupun S. 

cerevisiae-P. stipitis, maka semakin menurun 

kadar gula reduksi. Hal ini dikarenakan gula-gula 

sederhana yang dihasilkan selama hidrolisis, 

dimanfaatkan oleh mikroba pemfermentasi, baik 

S. cerevisiae maupun konsorsium S. cerevisiae-

P. stipitis sebagai sumber karbon dan diubah 

menjadi etanol. Pada tahap fermentasi ini, S. 

cerevisiae memproduksi ethanol dari gula 

heksosa yang terdapat didalam substrat 

(Bayrakci and Kocar, 2014), sedangkan P. 

stipitis memfermentasi heksosa dan pentosa 

menjadi etanol (Ganguly et al., 2013). 

3.7 Analisis pH dan Suhu Terhadap Hasil 

Gula Reduksi dan Bioetanol  

Penelitian ini menggunakan proses biologis pada 

tahap hidrolisis dan fermentasinya. Derajat 

keasaman (pH) dan suhu merupakan salah satu 

faktor penting yang mampu mempengaruhi 

keseluruhan proses dalam fermentasi bioetanol. 

Mikroorganisme yang digunakan mempunyai 

suatu kondisi pH tertentu yang mempengaruhi 

pertumbuhan dan pembentukan produk dalam 

proses fermentasi. 

 

Pada penelitian ini buffer asetat pH 5 pada 

inokulum yang disesuaikan dengan kondisi 

optimum mikroorganisme. Kisaran pH rata–rata 

dalam penelitian ini adalah pH 5. Suhu awal 

substrat sebelum perlakuan adalah 30oC, 

sedangkan kisaran suhu setelah pretreatment 

dalam penelitian ini meningkat menjadi 31oC dan 

terus meningkat hingga 32.5oC pada akhir tahap 

fermentasi. Pengukuran suhu dilakukan dengan 

thermometer ruang skala 0.5. Tidak terjadi 

peningkatan pH yang signifikan selama proses 

hidrolisis dan pada proses fermentasi terjadi 

sedikit penurunan pH, namun suhu terus 

meningkat selama proses hidrolisis dan 

fermentasi berlangsung. Penurunan pH yang 

terjadi selama proses fermentasi karena 

mikroorganisme yang digunakan selain 

menghasilkan bioetanol juga menghasilkan CO2 

dan asam-asam organik (Wignyanto et al., 2001). 

Sedangkan peningkatan suhu yang terjadi pada 

tahap hidrolisis dan fermentasi membuktikan 

terjadinya aktivitas mikroba di dalam reaktor. 

 

Penstabilan pH digunakan buffer asetat pH 5. pH 

5 merupakan pH optimum pertumbuhan jamur, 

terutama yeast S. cerevisiae dan P. stipitis. 

Menurut Apriwinda (2013), yeast dapat tumbuh 

pada kisaran pH 2,5-8,5 dan dapat tumbuh 

optimum pada pH 4,0-5,0. Selain itu, 

menumbuhkan yeast pada pH rendah dapat 

mencegah kontaminasi bakteri. Dalam 

fermentasi, kontrol pH penting sekali dilakukan 

karena pH yang optimum harus dipertahankan 

selama fermentasi. Pengkondisian pH agar stabil 

di 5 adalah untuk menjaga aktivitas yeast dalam 

fermentasi lebih optimal. pH juga mempengaruhi 
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aktivitas enzim dan proses degradasi lignin (Patel 

et al., 2009). 

 

3.8 Analisis Kadar Bioetanol Hasil Fermentasi 

Batang Sorgum oleh S. cerevisiae dan 

konsorsium S. cerevisiae-P. stipitis. 

Fermentasi umumnya dilakukan pada kisaran 

suhu 30°C, pH 5 dan kondisi sedikit aerobik. 

Pada proses fermentasi glukosa, satu molekul 

glukosa menghasilkan dua molekul etanol dan 

dua molekul karbon dioksida (CO2) (Hermiati et 

al., 2010). Hasil analisis kadar bioetanol dengan 

menggunakan jamur S. cerevisiae dan 

konsorsium dapat dilihat pada Gambar 3.3. 

 

Gambar 3.3 menunjukkan pada reaktor substrat 

25 gram dengan menggunakan inokulum S. 

cerevisiae 10% rata-rata kadar bioetanol yang 

diperoleh jam ke 24 dan jam ke 48 adalah 0.77% 

dan 0.44%. Pada reaktor substrat 25 gram dengan 

menggunakan inokulum konsorsium 10% rata-

rata kadar bioetanol yang diperoleh jam ke 24 

dan jam ke 48 adalah 0.89% dan 0.63%. Pada 

reaktor substrat 50 gram dengan menggunakan 

inokulum S. cerevisiae 10% rata-rata kadar 

bioetanol yang diperoleh jam ke 24 dan jam ke 

48 adalah 0.72% dan 0.57%. Pada reaktor 

substrat 50 gram dengan menggunakan inokulum 

konsorsium 10% rata-rata kadar bioetanol yang 

diperoleh jam ke 24 dan jam ke 48 adalah 2.1% 

dan 31.53%. Sedangkan pada jam ke-72 rata-rata 

kadar bioetanol yang dihasilkan cenderung 

menurun menjadi 0. 

. 

 
Gambar 3.3 Hasil analisis kadar bioetanol 

dengan menggunakan jamur S. cerevisiae 10% 

dan konsorsium 10% 

Hasil kadar bioetanol tertinggi dihasilkan oleh 

konsorsium S. cerevisiae-P. stipitis 10% dengan 

konsentrasi substrat 50 gram pada jam ke 24 

yaitu 2.1 %. Penelitian ini menunjukkan bahwa 

konsentrasi substrat terbaik dalam produksi 

bioetanol adalah 50 gram (10% substrat) dengan 

menggunakan yeast konsorsium S. cerevisiae-P. 

stipitis konsentrasi 10% sebagai mikroba 

pemfermentasi.  

 

Hasil penelitian ini menunjukkan kadar etanol 

tertinggi rata-rata terbentuk pada jam ke 24 

dengan kondisi pH 5 dan suhu sekitar 32oC. 

Menurut Wahlbom dan Hahn-Hägerdal (2002), 

S. cerevisiae dapat menghasilkan etanol secara 

optimum dalam keadaan fakultatif anaerob pada 

suhu 30 - 35 oC dan kisaran pH 4-5. Konsentrasi 

substrat 10% (50 gram) yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan konsentrasi susbtrat 

optimum untuk produksi etanol. 

 

Hasil penelitian ini menunjukkan kadar etanol 

tertinggi rata-rata terbentuk pada jam ke 24 

dengan kondisi pH 5 dan suhu sekitar 32oC. 

Menurut Wahlbom dan Hahn-Hägerdal (2002), 

S. cerevisiae dapat menghasilkan etanol secara 

optimum dalam keadaan fakultatif anaerob pada 

suhu 30 - 35 oC dan kisaran pH 4-5. Konsentrasi 

substrat 50 gram (10%) yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan konsentrasi susbtrat 

optimum untuk produksi etanol. Jika 

dibandingkan dengan fermentasi oleh S. 

cerevisiae sebagai mikroorganisme tunggal, 

etanol yang dihasilnya konsorsium S. cerevisiae-

P. stipitis cenderung lebih tinggi. Hal ini 

dikarenakan kemampuan S.  cerevisiae yang 

hanya mampu memfermentasi gula heksosa, 

namun tidak mampu memfermentasi xilosa 

maupun gula pentosa lain yang umumnya 

terdapat dalam hemiselulosa, baik secara aerob 

maupun anaerob. Sedangkan dalam tahap 

hidrolisis juga dihasilkan xilosa karena 

banyaknya kandungan hemiselulosa dalam 

batang sorgum. P. stipitis mampu 

memfermentasi dalam kondisi aerobik dan 

anaerobik, dan memiliki kemampuan alami yang 

dikenal tertinggi dalam memfermentasi xilosa, 

mengubahnya menjadi etanol tanpa 

menghasilkan xilitol (Nigam, 2002). P. stipitis 
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melengkapi kinerja S. cerevisiae sehingga 

konsorsium keduanya dapat menghasilkan etanol 

lebih baik dibandingkan menggunakan 

mikroorganisme tunggal saja 

 

Kadar etanol yang cukup rendah dalam 

penelitian ini dapat disebabkan oleh beberapa 

faktor. Pada tahap fermentasi dapat dihasilkan 

pula furfural hasil degradasi xilosa, asam 

karboksilat dan asam asetat hasil dekomposisi 

hemiselulosa dan komponen fenol dari hasil 

degradasi lignin (Li et al., 2011). Senyawa-

senyawa tersebut merupakan inhibitor 

pertumbuhan mikroba pemfermentasi selama 

fermentasi berlangsung. Pertumbuhan mikroba 

pemfermentasi yang tidak meningkat secara 

signifikan dalam penelitian ini mengindikasikan 

pertumbuhan yang terhambat dan dimungkinkan 

akibat adanya senyawa-senyawa inhibitor yang 

terbentuk selama proses fermentasi, namun 

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui 

kandungan senyawa-senyawa inhibitor seperti 

furfural, asam-asam dan fenol, tidak dilakukan 

pada penelitian ini. 

 

Hasil analisis kadar bioetanol baik menggunakan 

S. cerevisiae maupun konsorsium menunjukkan 

pada waktu fermentasi jam ke-48 kadar etanol 

menurun dibandingkan dengan pada jam ke-24. 

Hal ini menunjukkan adanya hubungan lama 

fermentasi dengan kadar bioetanol yang 

dihasilkan. Waktu fermentasi ini juga 

berhubungan dengan pertumbuhan sel yeast. 

Dari hasil pengamatan pertumbuhan mikroba, 

fase log (ekponensial) S. cerevisiae dan 

konsorsium adalah pada jam ke 24 hingga 48. 

Sedangkan pada jam ke 48 hingga 72 mulai 

memasuki fase stasioner. Pada fase stasioner 

mikroba berada pada fase stag, dimana nutrisi 

sudah mulai habis dan jumlah sel cenderung 

stabil hingga memasuki fase kematian. Selama 

fase akan terjadi penumpukan zat-zat toksin 

sehingga dapat melumpuhkan mikroba lain 

(Griffin, 1996).  

Konsentrasi bioetanol yang cukup rendah dalam 

penelitian ini juga dapat disebabkan kandungan 

lignin yang tersisa. Kadar lignin belum maksimal 

terdegradasi pada tahapan pretreatment dalam 

penelitian ini mengakibatkan rendahnya kerja 

enzim pada substrat karena sifat kristalinitas 

selulosa yang belum terdegradasi dengan 

maksimal.  Residual lignin serta turunan senyawa 

fenoliknya merupakan penghambat yang dapat 

mengurangi fermentabilitas selulosa dan 

hemiselulosa menjadi bioetanol (Stenberg et al., 

2000)  

 

4. KESIMPULAN 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

kesimpulan yang didapatkan adalah Konsentrasi 

substrat optimum untuk menghasilkan kadar 

bioetanol tertinggi adalah substrat batang sorgum 

50 gram (10%). Mikroorganisme yang 

menghasilkan kadar bioetanol tertinggi adalah 

konsorsium S. cerevisiae-P. stipitis. Hasil 

bioetanol tertinggi sebesar 2.1 % pada waktu 

fermentasi jam ke-24. Konsentrasi inokulum 

optimum dengan kadar bioetanol tertinggi yang 

diperoleh dalam penelitian ini yaitu sebesar 10% 

(v/v). 
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