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Abstrak—Sumber selulosa yang murah dan melimpah dapat 

diperoleh dari gulma alang-alang (Imperata cylindrica (L.) 

Beauv). Produksi etanol dari bahan baku selulosa alang-alang 

umumnya difermentasikan oleh yeast. Pada penelitian ini 

fermentasi dilakukan menggunakan bakteri Zymomonas mobilis. 

Penelitian dilakukan pada bulan November 2012 hingga Mei 

2013 di laboratorium Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam, ITS. Penelitian bertujuan untuk 

mengetahui potensi alang-alang (I. cylindrica (L) Beauv.) dalam 

produksi etanol menggunakan bakteri Z. mobilis pada 

konsentrasi inokulum dan waktu fermentasi yang optimum. 

Penelitian ini dilakukan dalam tiga langkah utama yaitu 

pretreatment substrat, hidrolisis enzimatik oleh Penicillium sp., 

dan fermentasi etanol oleh Z. mobilis. Fermentasi dilakukan 

menggunakan berbagai perlakuan konsentrasi inokulum (0, 5, 

10, dan 15%) dan lama fermentasi (0, 3, 5, 7, dan 9 days) serta 

dianalisa menggunakan uji Analysis of Varians (ANOVA). 

Masing-masing perlakuan dilakuan 2 kali pengulangan, sehingga 

diperoleh 40 unit percobaan dengan parameter yang diamati 

adalah kadar etanol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

alang-alang (I. cylindrica (L.) Beauv.) berpotensi untuk dijadikan 

sebagai bahan baku produksi etanol dengan konsentrasi etanol 

tertinggi diperoleh dari interaksi antara 10% konsentrasi 

inokulum Z. mobilis dan waktu fermentasi 7 hari yaitu sebesar 

9,02 % (v/v).  

 

 Kata Kunci—alang-alang, etanol, Imperata cylindrica selulosa, 

Zymomonas mobilis. 

I. PENDAHULUAN 

lang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv) merupakan 

tumbuhan rumput menahun yang tersebar hampir di 

seluruh belahan bumi dan dianggap sebagai gulma pada lahan 

pertanian. Garrity [1] di wilayah Asia Tenggara dapat 

dijumpai sekitar 35 juta ha, dan sekitar 8,5 juta ha tersebar di 

Indonesia. Sejauh ini, alang-alang dimanfaatkan sebagai bahan 

baku obat-obatan, bahan baku kertas, pupuk, selebihnya 

dipotong dan dibuang karena menghambat pertumbuhan 

tanaman utama. Dilihat dari kandungan kimianya, gulma 

tersebut mengandung α-selulosa 40,22%, holoselulosa 

59,62%, hemiselulosa (pentosan) 18,40%, dan lignin 31,29% 

[2]. Kandungan selulosa yang lebih dari 40% ini berpotensi 

sebagai bahan baku untuk energi terbarukan, yaitu bioetanol.  

 Selulosa ditemukan terikat kuat dengan hemiselulosa dan 

dilapisi oleh lignin membentuk kompleks lignoselulosa 

sehingga untuk membebaskan ikatan tersebut diperlukan 

tahapan awal yang penting yaitu pretreatment. Setelah 

perlakuan awal, selulosa dari alang-alang akan diubah menjadi 

glukosa dengan hidrolisis enzim. Hidrolisis enzim ini 

memanfaatkan kapang penghasil enzim selulase, Penicillium 

sp. kode T1.2, koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan 

Bioteknologi, Jurusan Biologi, ITS. Penggunaan kapang ini 

berdasarkan pada kemampuannya menghasilkan 

endoglukanase, eksoglukanase dan β-glukosidase dalam 

jumlah yang tinggi [3]-[4].  

 Glukosa yang diperoleh selanjutnya dilakukan proses 

fermentasi oleh bakteri Z. mobilis. Pemilihan bakteri 

fermentatif ini berdasarkan pada beberapa keunggulan yang 

dimiliki antara lain mampu tumbuh dan mengkonsumsi gula 

dengan cepat menggunakan jalur Entner-Doudoroff (ED) 

(sekitar 1µmol glukosa per menit per mg protein sel), toleran 

terhadap konsentrasi substrat tinggi hingga 30% glukosa [5], 

toleran terhadap suhu tinggi hingga 40°C [6], toleran terhadap 

kadar etanol tinggi hingga 16% v/v [5], dan mampu 

menghasilkan etanol hingga 13% w/v [7]. Oleh karena itu, 

penulis melakukan penelitian untuk mengetahui potensi dari 

alang-alang (I. cylindrica (L) Beauv.) sebagai bahan baku 

dalam produksi etanol menggunakan bakteri Z.  mobilis pada 

konsentrasi inokulum dan waktu fermentasi yang optimum. 

II. METODE PENELITIAN 

 Penelitian dilakukan pada bulan November 2012 sampai 

Mei 2013 di Laboratorium Botani, Laboratorium Mikrobiologi 

dan Bioteknologi, Laboratorium Mikologi, Laboratorium 

Zoologi, Jurusan Biologi, Institut Teknologi Sepuluh 

Nopember, serta Laboratorium Mikrobiologi, Departemen 

Kimia Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Airlangga dan 

Laboratorium Penelitian, Fakultas Farmasi, Universitas 

Surabaya.  

 

A. Persiapan Bahan dan Perlakuan Awal  (Pretreatment) 

 Batang dan daun alang-alang diambil di daerah kampus 

ITS dan dikeringkan di bawah sinar matahari selama 12 jam. 

Alang-alang kering kemudian dipotong-potong dengan ukuran 

2 cm, digiling dan diayak hingga diperoleh alang-alang 

berukuran 40 mesh, kemudian disimpan di tempat kering [8]. 

Alang-alang direndam di dalam NaOH 2% (wt) dengan 

perbandingan 1:20 (w/v) [9] pada suhu ruang selama 24 jam, 

dan dilakukan pemanasan menggunakan autoklaf dengan suhu 

121ºC selama 1 jam. Setelah itu, dicuci dengan air kran hingga 

pH netral dan dikeringkan menggunakan oven pada suhu 65ºC 

hingga diperoleh berat konstan [10]. 
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B. Persiapan Kapang Penicillium sp. Kode T1.2 dan Proses 

Hidrolisis Enzimatik 

 Isolat kapang Penicillium sp. kode T1.2 diremajakan ke 

dalam tabung reaksi berisi medium PDA miring dan 

diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang [11]. Sebanyak 10 

ml aquades steril dituangkan ke dalam biakan Penicillium sp. 

kode T1.2 usia 7 hari, dikocok menggunakan jarum ose agar 

spora terlepas ke dalam fase cair. Substrat alang-alang 

sebanyak 1% (b/v) dimasukkan dalam erlenmeyer 100 ml 

berisi medium Andreoti dan diatur pH 5, ditutup dengan 

sumbat kapas, disterilisasi pada 121°C selama 15 menit dalam 

autoklaf. Suspensi spora dipindahkan ke dalam medium 

dengan konsentrasi 10% (b/v) dan diinkubasi dalam suhu 

ruang secara aseptis di atas shaker selama 13 hari dengan 

kecepatan 120 rpm. Hasil hidrolisis dilakukan sentrifugasi 

dengan kecepatan 4000 rpm selama 16 menit, dan filtrat 

disaring menggunakan kertas saring halus. Supernatan hasil 

sentrifugasi diambil 1 ml untuk dilakukan analisis gula reduksi 

awal [12]. Selanjutnya hasil hidrolisis disebut hidrolisat.  

 

C. Pembuatan Kultur Stok, Kultur Kerja, dan Kurva 

Pertumbuhan Bakteri 

 Isolat Zymomonas mobilis disubkultur dalam tabung reaksi 

yang berisi medium NA (Nutrien Agar) miring dan diinkubasi 

pada suhu 30
o
C selama 24 jam [13].  Z. mobilis diambil 1 ose 

dan diinokulasikan ke dalam erlenmeyer 50 ml ekstrak alang-

alang steril yang telah diatur pH menjadi 4 dengan 

penambahan larutan HCl 30%. Kemudian diinkubasi pada 

suhu 30 °C selama 24 jam (Aktivasi I). Sebanyak 1 ml dari 

aktivasi 1 (10 %) dipipet dan diinokulasi kembali ke dalam 

erlenmeyer 50 ml yang berisi 9 ml ekstrak, diinkubasi dalam 

inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam (Aktivasi II). 

Sebanyak 5 ml dari aktivasi II (10%) dipipet dan diinokulasi 

kembali ke dalam erlenmeyer 100 ml yang berisi 45 ml 

ekstrak, diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30°C selama 

24 jam yang disebut sebagai kultur fermentasi [14]-[15].  

 Dilakukan pengenceran dari 10
-1

 sampai dengan 10
-9

. 

Medium kultur diambil 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang berisi 9 ml aquades steril. Tabung reaksi yang 

berisi campuran tersebut divortex dengan vortex mixer, 

dipipet sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

berikutnya. Perlakuan diulangi sampai pengenceran ke 10
-9

. 

Kurva pertumbuhan dibuat dengan mengukur absorbansi 

kultur Z. mobilis diukur dengan panjang gelombang 600 nm 

dengan interval tiap 1 jam sekali selama 24 jam. Dibuat grafik 

kurva pertumbuhan dari nilai absorbansi dan waktu fermentasi 

[16]. 

 

D. Pembuatan Starter 

  Isolat Zymomonas mobilis masing-masing diambil 1 ose 

dan diinokulasi ke dalam erlenmeyer 50 ml yang berisi 

masing-masing 5 ml ekstrak alang-alang yang telah diatur pH 

menjadi 4 dengan penambahan larutan HCl 30%. Kemudian 

diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam 

(Aktivasi I). Sebanyak 1 ml dari aktivasi 1 (10 ml) dipipet dan 

diinokulasi kembali ke dalam erlenmeyer 50 ml yang berisi 9 

ml ekstrak, diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30°C 

selama 24 jam (Aktivasi II). Sebanyak 5 ml dari aktivasi II 

(10%) dipipet dan diinokulasi kembali ke dalam erlenmeyer 

100 ml yang berisi 45 ml ekstrak, diinkubasi dalam inkubator 

pada suhu 30°C sampai jam dimana fase log Zymomonas 

mobilis terjadi (sesuai kurva pertumbuhan) (Aktivasi III) [14] 

[15]. 

 

E. Proses Fermentasi 

 Sebanyak 50 mL hidrolisat dimasukkan ke dalam botol 

fermentor 100 mL dan disterilisasi menggunakan autoklaf 

selama 15 menit pada suhu 121ºC. Kemudian ditambahkan 

starter Zymomonas mobilis dengan konsentrasi sesuai dengan 

rancangan penelitian (0, 5, 10, dan 15%), dan diamati kadar 

etanol untuk 0, 3, 5, 7, dan 9 hari pada suhu kamar. Fermentasi 

dilakukan secara anaerob dengan teknik Hungate yaitu 

mengalirkan gas nitrogen selama 5 menit ke fermentor serta 

ditutup rapat dengan penutup karet kedap udara. Hasil 

fermentasi kemudian dilakukan pasteurisasi pada suhu ± 80ºC 

selama 10 menit, untuk selanjutnya dilakukan pengukuran 

kadar etanol dan konsentrasi gula reduksi akhir [17]. 

   

F. Pengukuran Kadar Etanol  

 Tabung distilasi dan labu gondok 250 ml dipersiapkan, 

selanjutnya 50 ml cairan sampel hasil fermentasi 

menggunakan labu ukur 50 ml, dan dimasukkan ke dalam 

tabung destilasi. Dididihkan dengan hati-hati untuk 

menghindari buih yang berlebihan, destilasi campuran alkohol 

dan air sampel dapat dikumpulkan tepat 50 ml distilat [18].  

 Sementara dilakukan destilasi, piknometer dikalibrasi. 

Piknometer diisi aquades destilasi dan ditutup. Piknometer dan 

akuades ditimbang, berat yang didapat adalah W2. Kemudian 

piknometer dikosongkan, akuades yang tersisa diabsorbsi 

dengan aseton. Tabung piknometer dikeringkan dengan oven. 

Piknometer yang telah kering ditimbang, berat yang 

didapatkan adalah W1. Berat akuades (W) dihitung dengan 

cara W2-W1 [18]. 

 Distilat dipindahkan ke dalam gelas beker kering. Distilat 

diaduk supaya homogen sebelum diisikan ke piknometer. 

Piknometer kering diisi dengan distilat, permukaan luar 

piknometer dikeringkan dan ditimbang. Hasil yang didapat 

adalah W3. Berat distilat adalah W3-W1=L. Berat air (L) 

dihitung dengan “specific gravity” atau spg= L/W. Nilai spg 

ditentukan menggunakan tabel AOAC (Analysis of 

Association of Official Analitical Chemists) dan selanjutnya 

persentase etanol dihitung [18].  

 

G. Rancangan Penelitian 

 Rancangan penelitian yang digunakan adalah RAL 

(Rancangan Acak Lengkap) dengan pola faktorial yang terdiri 

dari 2 faktor. Faktor pertama adalah konsentrasi inokulum 

Zymomonas mobilis yang terdiri dari 5 level (0, 5, 10, dan 

15%). Faktor kedua adalah lama waktu proses fermentasi yang 

terdiri dari 5 level (0, 3, 5, 7, 9 hari). Masing-masing 

perlakuan diulang sebanyak 2 kali, sehingga diperoleh 40 unit 

percobaan. 

III. HASIL DAN DISKUSI 

A. Hasil Pretreatment dan Hidrolisis 

 Perlakuan awal dilakukan secara mekanik, fisik, dan 

kimiawi. Perlakuan mekanik meliputi pengeringan, 
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pemotongan, dan penggilingan bertujuan untuk memperkecil 

ukuran substrat sehingga memperbesar kontak enzim ke dalam 

serat. Pretretament fisik-kimia dilakukan dengan perendaman 

dalam NaOH 2% dan pemanasan suhu 121°C selama 1 jam 

untuk membebaskan lignin dari ikatan lignoselulosa sehingga 

diperoleh selulosa.  

Pada penelitian ini 100 tanaman dengan berat 1 kg diubah 

menjadi 500 g berat kering, dan setelah perlakuan NaOH, 500 

g substrat kering diperoleh berat basah substrat 216,47 g. 

Berat basah setelah perlakuan NaOH diasumsikan 

mengandung selulosa, sehingga dalam penelitian ini 1 kg 

alang-alang bisa mengandung 433 g selulosa. Menurut Karimi 

[20] sebanyak 390 g selulosa secara teori dapat dikonversi 

menjadi 220 g atau 283 ml etanol. Maka secara teori, 433 g 

selulosa alang-alang dalam penelitian ini dapat dikonversi 

menjadi 244,2 g atau 314,2 ml. 

 

Substrat alang-alang yang dihidrolisis menggunakan enzim 

selulase yang disekresikan oleh Penicillium sp. kode T1.2 

menghasilkan kadar gula reduksi awal sebesar 10,37%, 

dengan kadar gula reduksi kontrol (tanpa penambahan kapang) 

sebesar 2,14%. Konsentrasi gula reduksi yang berbeda 

tersebut menunjukkan bahwa reaksi hidrolisis tersebut 

melibatkan kerjasama tiga komponen enzim yaitu enzim 

endoglukanase, eksoglukanase, dan β-glukosidase sehingga 

dihasilkan hasil akhir gula.  

 

B.  Hasil Fermentasi Menggunakan Z. mobilis 

 Hasil yang diperoleh berdasarkan uji ANOVA 

menunjukkan bahwa interaksi perlakuan konsentrasi inokulum 

dan waktu fermentasi masing-masing berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap kadar etanol.  

 Berdasarkan tabel 2, dapat diketahui bahwa pada interaksi 

antara konsentrasi 0% dengan waktu fermentasi 0, 3, 5, 7, dan  

9 hari berturut-turut adalah 0,00%, 0,04%, 0,09%, 0,17%, dan 

0,17%. Namun berdasarkan uji ANOVA yang dilanjutkan 

dengan uji Tukey dengan selang kepercayaan 95%, kadar 

etanol sebesar 0,00%, 0,04%, 0,09% dan 0,17% memberikan 

hasil yang tidak berbeda nyata (notasi a), sehingga meskipun 

terdapat kadar etanol pada konsentrasi inokulum 0% dan 

waktu fermentasi 3, 5, 7, 9 hari sebesar 0,04%, 0,09%, 0,17% 

dianggap tidak berbeda nyata dengan kadar etanol 0,00%. 

Tidak dihasilkannya etanol dikarenakan tidak adanya 

inokulum yang diinokulasikan ke dalam medium fermentasi, 

sehingga tidak ada mikroorganisme yang memanfaatkan 

substrat maupun nutrisi untuk difermentasikan menjadi etanol. 

Pada interaksi antara semua konsentrasi inokulum dengan 

waktu fermentasi 0 hari diketahui tidak terdapat etanol pada 

medium fermentasi. Hal ini diduga karena bakteri masih 

mengalami adaptasi terhadap medium fermentasi yang baru, 

bakteri cenderung memanfaatkan nutrisi untuk sintesis sel 

daripada menghasilkan etanol. Menurut Thiel [20], bakteri 

yang dipindahkan dari medium lama ke medium baru perlu 

untuk mensintesis asam amino, enzim, dan vitamin sebelum 

memulai pertumbuhan. Selain itu pengaliran gas nitrogen baru 

dilakukan sehingga kondisi di dalam medium belum 

sepenuhnya anaerob. Breed [21], menyatakan Z. mobilis dapat 

tetap hidup pada kondisi aerob untuk membentuk massa sel  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gambar 1. Grafik kadar etanol hasil fermentasi substrat alang-alang oleh 

bakteri Z. mobilis. 

 

asalkan tersedia gula sebagai sumber karbon. 

 Kadar etanol mengalami peningkatan pada semua 

konsentrasi inokulum dan waktu fermentasi 3 hari hingga 9 

hari. Peningkatan kadar etanol seiring dengan waktu 

fermentasi menunjukkan adanya aktivitas sel bakteri yang 

aktif melakukan proses fermentasi menghasilkan etanol. 

Presscott and Dunn [22], menyatakan faktor yang 

mempengaruhi peningkatan kadar etanol selama proses 

fermentasi adalah ketersediaan substrat gula reduksi dan 

jumlah mikroorganisme Z. mobilis.  

 Faktor lingkungan fisik dan kimia yang optimal juga dapat 

meningkatkan hasil fermentasi, diantaranya suhu 30°C, pH 4, 

dan kondisi yang anaerob. Menurut Jungwoo [23], suhu dan 

pH mempengaruhi kinerja enzim-enzim dalam jalur Entner-

Doudoroff, diantaranya enzim fosfoglukokinase yang 

mengkonversi glukosa menjadi glukosa 6-fosfat. Keberadaan 

oksigen dapat meningkatkan akumulasi asetaldehid, asam 

asetat, dan metabolit lain yang dapat menghambat 

Tabel 1. 

Hasil pretreatment alang-alang. 
 

Berat 

kering awal 

(g) 

Berat kering setelah 

perlakuan NaOH (g) 

Hasil 

Etanol 

(ml) 

Penelitian 

1000 390 283 Karimi [20] 

1000 433 314,2 Penelitian ini. 

 

 
Tabel 2. 

Kadar etanol hasil fermentasi substrat alang-alang oleh Z. mobilis. 
 

 

Konsentrasi 

inokulum 

Z. mobilis 

Kadar etanol yang dihasilkan (%) dalam 

waktu 

0 

hari 

3 

hari 

5 

hari 

7 

hari 

9 

hari 

0% 0,00
a
 0,04

a
 0,09

a
 0,17

a
 0,17

a
 

5% 0,00
a
 0,98

ab
 3,83

d
 5,64

e
 6,24

e
 

10% 0,00
a
 1,90

bc
 5,90

e
 9,02

f
 9,19

f
 

15% 0,00
a
 3,04

cd
 6,47

e
 9,15

f
 8,95

f
 

Keterangan : angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada setiap 

kolom dan baris menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji Tukey 
pada selang kepercayaan 95%. 
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pembentukan etanol, sedangkan tanpa adanya oksigen terdapat 

peningkatan kinerja enzim piruvat decarboxylase dan alcohol 

dehidrogenase yang berperan dalam pembentukan etanol [24]. 

 Kadar etanol mulai mengalami penurunan pada hari ke-9 

dengan konsentrasi inokulum 15%. Hal ini disebabkan nutrisi 

yang semakin berkurang, dan kadar etanol yang semakin 

tinggi dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Menurut Hart 

dan Suminar [25], penurunan kadar etanol disebabkan adanya 

oksidasi alkohol menjadi aldehid dan keton. Pada oksidasi ini, 

nikotamida adenin dinukleotida (NAD) yang merupakan 

oksidator memicu enzim mengoksidasi alkohol menjadi 

senyawa-senyawa karbonil dan NAD tereduksi menjadi 

NADH. Etanol dapat dioksidasi menjadi asetaldehid yang bisa 

menghambat pertumbuhan Z. mobilis.  

 Kadar etanol tertinggi 9,19% diperoleh pada konsentrasi 

inokulum 10% dan waktu fermentasi 9 hari. Namun 

berdasarkan uji ANOVA yang dilanjutkan dengan uji Tukey 

dengan selang kepercayaan 95%, hasil tersebut tidak berbeda 

nyata dengan kadar etanol pada konsentrasi inokulum 10% 

dan waktu fermentasi 7 hari sebesar 9,02%, serta pada 

konsentrasi inokulum 15% dan waktu fermentasi 7 hari (notasi 

f). Konsentrasi inokulum 10% lebih baik digunakan dalam 

proses fermentasi dibandingkan dengan konsentrasi 15%. Hal 

ini dikarenakan semakin banyak inokulum yang ditambahkan 

pada medium, akan menyebabkan padatnya populasi di dalam 

medium, dan memicu kompetisi sel dalam memanfaatkan 

nutrisi. Waktu fermentasi 7 hari lebih baik dibandingkan 9 

hari. Hal ini dikarenakan semakin lama waktu fermentasi 

maka semakin banyak pula etanol yang terbentuk, konsentrasi 

etanol yang tinggi dapat menyebabkan pH medium semakin 

rendah. Azizah et al. [26],  menyatakan bahwa alkohol bersifat 

asam sehingga menyebabkan pH substrat semakin rendah. pH 

yang rendah akan mempengaruhi aktivitas dan viabilitas 

Zymomonas mobilis.  

IV. KESIMPULAN 

 Alang-alang (Imperata cylindrica (L) Beauv.) berpotensi 

sebagai bahan baku dalam pembuatan etanol yang 

difermentasikan oleh bakteri Zymomonas mobilis. Potensi 

tersebut ditunjukkan dengan hasil kadar etanol optimum 

sebesar 9,02% pada konsentrasi inokulum 10% dan waktu 

fermentasi 7 hari. Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu 

rentang waktu  perolehan konsentrasi etanol yang optimum 

perlu dipersempit lagi dengan memperhatikan suhu, pH, dan 

kondisi fermentasi yang optimum bagi bakteri  Z. mobilis. 
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