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Abstrak—Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

konsentrasi inokulum bakteri Zymomonas mobilis dan lama 

fermentasi terhadap produksi etanol yang optimum. Penelitian ini 

dilakukan pada bulan November 2012 sampai Mei 2013 di 

Laboratorium Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember. 

Penelitian ini menggunakan variasi perlakuan yaitu konsentrasi 

inokulum (0, 5, 10 dan 15%) dan lama fermentasi (0, 2, 4, 6, dan 8 

hari). Masing-masing perlakuan diulangi sebanyak 2 kali, 

sehingga diperoleh 40 unit percobaan dan dianalisis 

menggunakan uji ANOVA. Parameter yang diamati adalah kadar 

etanol. Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini adalah kadar 

etanol optimum sebesar 9,5% (v/v) dihasilkan pada interaksi 

konsentrasi inokulum 10% dan lama waktu fermentasi 6 hari.  

Kata Kunci—Zymomonas mobilis, Sampah sayur dan buah 

Pasar Wonokromo Surabaya, Etanol. 

I. PENDAHULUAN 

asalah global yang terjadi di Indonesia salah satunya 

yaitu sampah. Sampah adalah sebagian dari sesuatu yang 

tidak dipakai, harus dibuang, umumnya berasal dari kegiatan 

yang dilakukan manusia dan bersifat padat [1]. Kurangnya 

usaha pemanfaatan sampah berdampak volume sampah 

bertambah setiap harinya. Jumlah rata-rata sampah di Surabaya 

per harinya adalah 8700 m
3
. Total sampah organik sebesar 

87% terdapat di Pasar Wonokromo Surabaya didominasi oleh 

sampah sayur dan buah [2]. Perlu dilakukan upaya dalam 

memanfaatkan sampah menjadi sesuatu yang berharga yaitu 

bioetanol sebagai alternatif mengatasi masalah bahan bakar 

minyak dan gas yang semakin terbatas. 

 Bioetanol merupakan etanol yang berasal dari sumber hayati 

dan dapat dijadikan sebagai bahan alternatif karena sifatnya 

yang ramah lingkungan [3], mengandung emisi gas CO lebih 

rendah (19-25%) [4], memiliki kandungan oksigen yang tinggi 

(35%) sehingga terbakar lebih sempurna [5], bernilai oktan 

lebih tinggi (117) [6], dan dapat diproduksi terus menerus oleh 

mikroorganisme [7], salah satunya adalah bakteri Zymomonas 

mobilis. Adapun dasar penggunaan bakteri ini dikarenakan 

memiliki kelebihan yaitu tahan terhadap konsentrasi tinggi 

(15%) [8], lebih toleran terhadap suhu dan pH rendah (3,5-7,5) 

[9], dan dapat menghasilkan etanol lebih cepat dibandingkan 

dengan Saccharomyces cerevisiae. Penggunaan jalur Entner-

Doudoroff (ED) inilah yang membuatnya lebih cepat 

menghasilkan etanol dibandingkan dengan mikroorganisme 

yang menggunakan jalur Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) 

[10].  

 Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan [11], 

memanfaatkan sampah organik di Pasar Wonokromo Surabaya 

dengan metode hidrolisis asam dan fermentasi menggunakan 

bakteri Zymomonas mobilis terbukti mengandung etanol. 

Sedangkan penelitian [12], dihasilkan etanol optimum 11,64% 

selama 6 hari dari sampah buah jeruk, dan penelitian [13] 

dihasilkan etanol optimum 9,68% selama 6 hari dari sampah 

buah tomat. Melihat tidak hanya kandungan amilum yang 

tinggi, namun kandungan selulosanya juga besar dalam sayur 

dan buah, maka peneliti bermaksud menggunakannya sebagai 

substrat dalam pembuatan etanol. Diharapkan dengan 

memanfaatkan sampah sayur dan buah didapatkan hasil etanol 

yang lebih optimum melalui proses pretreatment, hidrolisis 

enzim menggunakan kapang Aspergillus sp, fermentasi etanol 

menggunakan bakteri Zymomonas mobilis  dan destilasi.  

II. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2012 sampai 

Mei 2013 di Laboratorium Botani, Laboratorium Mikrobiologi 

dan Bioteknologi, Laboratorium Zoologi dan Laboratorium 

Mikologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember; 

Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Kimia Farmasi, 

Fakultas Farmasi, Universitas Airlangga; dan Laboratorium 

Penelitian, Fakultas Farmasi, Universitas Surabaya. 

Pengambilan sampah sayur dan buah dilakukan di Pasar 

Wonokromo Surabaya. 

 

A. Persiapan Bahan dan Perlakuan Awal (Pretreatment) 

Sampah sayur dan buah diambil dari Pasar Wonokromo 

Surabaya sebanyak 2 kg. Kemudian dipilah, diambil sampah 
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sayur dan buah yang mengandung selulosa dan dicuci bersih. 

Perlakuan awal (pretreatment) pada sampah dilakukan secara 

fisik, mekanik dan kimia. Pretreatment secara fisik, sampah 

dikeringkan di bawah sinar matahari sampai kering (±1-2 

hari). Kemudian dilakukan pretreatment secara mekanik 

dengan dipotong-potong berukuran ±2 cm, dihaluskan dengan 

diblender, diayak dengan saringan mesh ukuran 40 dan 

disimpan di tempat yang kering. Sedangkan untuk 

pretreatment secara kimia, sampah direndam dengan NaOH 

2% (wt), perbandingan 1:6 (b/v) pada suhu ruang selama 24 

jam, kemudian diautoclave pada suhu 120
o
C selama 1 jam. 

Setelah itu dicuci dengan air kran hingga pH netral (7) dan 

dioven pada suhu 65
o
C hingga diperoleh berat konstan [14]. 

Penggunaan ekstrak ini untuk proses pembuatan kurva 

pertumbuhan, pembuatan starter, hidrolisis dan proses 

fermentasi. 

B. Proses Hidrolisis Enzim Menggunakan Aspergillus  

Tahap ini terdiri dari beberapa tahapan diantaranya tahap 

kultur kapang Aspergillus sp. isolat dari hasil eksplorasi 

kapang di Taman Nasional Alas Purwo Jurusan Biologi, 

Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga. Setelah 

tahap kulur kapang, dilakukan tahap produksi enzim, tahap 

pemanenan dan pengujian aktivitas enzim [14]. Tahap kultur 

kapang Aspergillus sp. dimulai dengan membuat media kultur 

Potato Dextrose Agar (PDA). Aspergillus sp. dikultur dalam 

tabung reaksi yang berisi media PDA steril menggunakan 

jarum tanam tajam dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 

ruang [15].  

Tahap produksi enzim diawali dengan membuat medium 

Andreoti yang dituang ke dalam botol ukuran 500 ml sebanyak 

150 ml, ditambahkan ekstrak sampah yang telah di-

pretreatment sebanyak 1,5 gr (1%), ditutup menggunakan 

kapas lemak dan dilakukan pengaturan pH awal yaitu 5, 

selanjutnya ditutup dengan kapas lemak, disterilisasi pada suhu 

121
o
C selama 20 menit dalam autoklaf [15]. Suspensi spora 

yang dibuat dari Aspergillus sp. berumur 7 hari dipindahkan ke 

dalam medium fermentasi pada konsentrasi 10% (v/v) dan 

diaduk secara aseptis di atas rotary shaker dengan kecepatan 

120 rpm selama 7 hari [14].  

Tahap pemanenan dan pengujian enzim dilakukan pada 

akhir fermentasi yaitu hari ke-7. Enzim kasar disentrifuse 

dengan kecepatan 4000 rpm selama 16 menit, diambil filtrat. 

Kemudian disaring menggunakan kertas saring sampai larutan 

menjadi bening. Hasil saringan merupakan enzim kasar yang 

siap dianalisis. Selanjutnya hasil hidrolisis disebut hidrolisat. 

Dalam penelitian ini parameter yang diamati yaitu pengujian 

aktivitas enzim endoglukanase menggunakan substrat CMC 

1%. Hasil pengukuran absorbansi filtrat enzim (dikoreksikan 

dengan blanko), diplotkan dalam satuan unit/ml filtrat enzim. 

Satu unit aktivitas enzim endoglukanase sebanding dengan 

satu mikromol glukosa yang dihasilkan dari perlakuan enzim 

terhadap substrat larutan CMC 1% selama 1 menit, atau 

jumlah mg/ml glukosa yang dihasilkan dikalikan dengan 0,185 

unit [14].  

C. Pembuatan Kultur Stok dan Kultur Kerja 

Isolat Zymomonas mobilis disubkultur dalam tabung reaksi 

yang berisi medium NA (Nutrien Agar) miring dan diinkubasi 

pada suhu 30
o
C selama 24 jam. Untuk memperkaya jumlah sel, 

maka medium ditambahkan 20g/L glukosa, 10 g/L yeast 

extract, 1 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L K2HPO4, 0,5 g/L 

MgSO4.7H2O) [16]. 

D. Pembuatan Kurva Pertumbuhan 

Aktivasi Zymomonas mobilis dilakukan dengan mengambil 

1 ose kultur kerja yang diinokulasi ke dalam erlenmeyer 50 ml 

yang berisi 5 ml hidrolisat ekstrak sampah yang telah 

disterilisasi dan telah diatur pH menjadi 4 dengan penambahan 

larutan HCl 30% dan diinkubasi dalam inkubator suhu 30
o
C 

selama 24 jam (aktivasi I). Setelah 24 jam, hasil dari aktivasi I 

diambil sebanyak 1 ml (10%) dan diinokulasikan ke dalam 

erlenmeyer 50 ml yang berisi 9 ml hidrolisat ekstrak sampah 

yang telah disterilisasi kemudian diinkubasi dalam inkubator 

pada suhu 30
o
C selama 24 jam (Aktivasi II). Kemudian 

diambil 5 ml (10%) dari hasil aktivasi II dan dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer 100 ml yang berisi 45 ml hidrolisat ekstrak 

limbah sayur dan limbah buah yang telah disterilisasi 

kemudian diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30
o
C selama 

24 jam yang disebut sebagai kultur fermentasi [17][18]. 

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 10
-9

. 

Pembuatan grafik kurva pertumbuhan dilakukan dengan cara 

pengukuran absorbansi Zymomonas mobilis diukur pada 

panjang gelombang 600 nm dengan interval tiap 1 jam sekali 

selama 24 jam. Dibuat grafik kurva pertumbuhan dari nilai 

absorbansi dan waktu fermentasi [19]. Penentuan regeneration 

(doubling) time (Td) dilakukan selama fase log, dimana waktu 

inkubasi dengan nilai Td tertinggi dijadikan sebagai usia 

starter [20].  

E. Pembuatan Starter 

Zymomonas mobilis diambil 1 ose dan diinokulasi ke dalam 

erlenmeyer 50 ml yang berisi 5 ml hidrolisat ekstrak limbah 

sayur dan limbah buah steril yang telah diatur pH menjadi 4 

dengan penambahan larutan HCl 30%. Kemudian diinkubasi 

dalam inkubator pada suhu 30
O
C selama 24 jam (Aktivasi I). 

Sebanyak 1 ml dari aktivasi I (10%) dipipet dan diinokulasi 

kembali ke dalam erlenmeyer yang berisi 9 ml hidrolisat 

ekstrak limbah sayur dan limbah buah, diinkubasi dalam 

inkubator pada suhu 30
O
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 

hidrolisat ekstrak limbah sayur dan limbah buah, diinkubasi 

dalam inkubator pada suhu 30
O
C sampai jam dimana fase log 

Zymomonas mobilis terjadi (sesuai dengan kurva 

pertumbuhan) (Aktivasi III) [17][18]. 

F. Proses Fermentasi 

Starter ditambahkan dengan konsentrasi sesuai dengan 

rancangan penelitian (0,5,10 dan 15%) ke dalam botol 
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fermentor 100 ml yang berisi 50 ml ekstrak limbah sayur dan 

limbah buah, diinkubasi dengan lama sesuai dengan rancangan 

penelitian (0,2,4,6 dan 8 hari) pada suhu kamar. Proses 

fermentasi dilakukan pada kondisi anaerob dengan 

menggunakan teknik Hungate, yaitu dengan mengalirkan gas 

nitrogen selama 2 menit ke dalam fermentor kemudian ditutup 

dengan penutup sumbat karet. Untuk proses fermentasi 0 hari 

langsung melalui tahap pasteurisasi. Setelah proses fermentasi 

selesai, tutup botol dilepas, ditutup dengan kapas lemak dan 

dipasteurisasi pada suhu ±80
o
C selama 10 menit [21]. Tujuan 

dari pasteurisasi ini adalah untuk mematikan bakteri yang 

terkandung dalam sampel sehingga proses fermentasi dapat 

berhenti [13]. 

G. Pengukuran Kadar Etanol 

Tabung distilasi dan labu gondok 250 ml disiapkan, 

selanjutnya 50 ml sampel cairan 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 sampai dapat 

dikumpulkan tepat 5 ml distilat. Sementara dilakukan destilasi, 

piknometer dikalibrasi. Piknometer diisi akuades 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 [22]. 

Distilat dipindahkan ke dalam gelas beaker 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 dengan menggunakan Tabel AOAC (Analysis of the 

Association of Official Analitical Chemist) dan selanjutnya 

persentase etanol dihitung [22]. 

H. Pengukuran Gula Reduksi 

Gula reduksi diukur dengan menggunakan metode Nelson-

Somogyi [15]. Sampel 1 ml ditambah akuades sampai volume 

akhir 10 ml. Campuran diambil 1 ml dan ditambah 9 ml 

akuades. Sampel diambil 1 ml dan dicampur 1 ml larutan 

Nelson (campuran Nelson A&B; 25:1 v/v), kemudian 

dipanaskan pada suhu 100
o
C selama 20 menit. Sampel 

didinginkan sampai mencapai suhu kamar. Sampel ditambah 1 

ml larutan arsenomolybdat dan 7 ml akuades kemudian 

digojok menggunakan vortex. Campuran tersebut dimasukkan 

kuvet dan diukur penyerapan cahaya tampak (visible) pada 

panjang gelombang 510 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh 

dikurangi nilai absorbansi blanko sehingga diperoleh nilai 

absorbansi sampel. Nilai absorbansi sampel dikonversi ke 

kadar gula reduksi (mg/ml) berdasar persamaan regresi larutan 

standar [23]. 

I. Analisa Data 

Data yang diperoleh dianalisis dengan ANOVA atau 

Analysis Of Variance untuk mengetahui pengaruh interaksi 

faktor konsentrasi inokulum Zymomonas mobilis dan lama 

waktu fermentasi terhadap kadar etanol yang dihasilkan 

dengan hipotesa: (H0) Tidak ada pengaruh interaksi antara 

konsentrasi   inokulum Zymomonas mobilis dan lama waktu 

fermentasi terhadap persentase (%) etanol yang dihasilkan. 

(H1) Ada pengaruh interaksi antara konsentrasi inokulum 

Zymomonas mobilis dan lama waktu fermentasi terhadap 

persentase (%) etanol yang dihasilkan. Jika H1 diterima, maka 

dilanjutkan dengan uji Tukey pada taraf kepercayaan 95% 

(α=0,05) untuk mengetahui perbedaan nyata antara pengaruh 

kombinasi perlakuan konsentrasi  inokulum dan lama waktu 

fermentasi [24]. 

III. HASIL DAN DISKUSI 

A. Proses Perlakuan Awal (Pretreatment) 

Sampel sampah sayur dan buah yang diambil yaitu terdiri 

dari lima jenis sampah sayur (kangkung, kacang panjang, 

selada, kenikir, dan sawi hijau) dan lima jenis sampah buah 

(pisang raja, apel, jeruk, jambu biji, dan pepaya) yang 

merupakan sampah terbanyak setiap harinya dengan 

kandungan serat yang besar juga. Macam pretreatment yang 

dilakukan yaitu pretreatment fisik, mekanik dan kimiawi. Pada 

pretreatment fisik, sampah yang telah dicuci bersih, dijemur di 

bawah sinar matahari sampai kering (±1-2 hari) dengan tujuan 

untuk mengurangi kadar air sampah sayur dan buah yang 

mencapai 55,38 % [25]. Setelah itu dilakukan pretreatment 

mekanik dengan memotong sampah yang sudah kering ±2 cm, 

diblender, diayak menggunakan mesh berukuran 40. Hal ini 

dilakukan dengan tujuan didapatkan ukuran yang homogen dan 

memperbesar luas permukaan substrat [26]. Menurut [27], 

ukuran bahan baku akan mempengaruhi porositas, sehingga 

dapat memaksimalkan kontak antara bahan baku dengan 

enzim. Semakin kecil ukuran substrat, maka akan 

mempermudah terdegradasinya lignin sehingga selulosa dan 

hemiselulosa akan terhidrolisis secara optimal.  

Proses pretreatment yang terakhir yaitu pretreatment kimia 

dengan menggunakan NaOH. Proses ini biasa disebut dengan 

delignifikasi, yaitu suatu proses pembebasan lignin dari suatu 

senyawa kompleks. Delignifikasi dilakukan dengan larutan 

NaOH karena natrium hiroksida ini akan membentuk larutan 

alkali yang kuat ketika dilarutkan dalam air. Menurut [28], 

lignin tidak akan larut dalam larutan asam, tetapi mudah larut 

dalam larutan alkali encer. Sehingga larutan NaOH ini dapat 

menyerang dan merusak struktur lignin, bagian kristalin dan 

amorf, memisahkan sebagian lignin dan hemiselulosa serta 

menyebabkan penggembungan struktur selulosa [14]. Proses 

delignifikasi dengan NaOH menyebabkan ikatan silang dari 

struktur aromatik lignin dapat memperlambat penetrasi oleh 

enzim sehingga mempengaruhi proses hidrolisis. Ion OH
-
 dari 

NaOH akan memutus ikatan-ikatan dari struktur dasar lignin. 

Sedangkan ion Na
+
 akan berikatan dengan lignin membentuk 

natrium fenolat. Garam fenolat ini bersifat mudah larut. Lignin 

yang terlarut ditandai dengan warna hitam pada larutan yang 

disebut lindi hitam atau black liquor [15].  

Struktur kimia lignin akan mengalami perubahan di bawah 

kondisi suhu tinggi, mengakibatkan lignin terpecah menjadi 

partikel yang lebih kecil dan terlepas dari selulosa, maka dari 

itu diautoklaf pada suhu 121
o
C selama 1 jam [29]. Setelah 
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diautoklaf, dibilas dengan air mengalir sampai pH 7. Proses 

penghilangan lignin ini dapat dikatakan lama, yaitu ±12 jam. 

Semakin tinggi hemiselulosa dan lignin pada limbah, semakin 

banyak NaOH yang mengakses ikatan lignin dan hemiselulosa, 

menyebabkan banyaknya NaOH yang kontak dengan limbah, 

sehingga proses penghilangan NaOH semakin lama [30]. Hasil 

akhir proses pretreatment yaitu didapatkan ekstrak sampah 

sebesar 187 gr dari berat awal sampah sayur dan buah 2000 gr.  

B. Penentuan Umur Starter 

Starter merupakan biakan mikroba tertentu yang 

ditumbuhkan di dalam substrat atau medium untuk tujuan 

proses tertentu. Kurva pertumbuhan memberikan gambaran 

mengenai faktor-faktor lingkungan yang mempengaruhi 

pertumbuhan suatu mikroba misalnya substrat, suhu 

lingkungan, dan pH. Kurva pertumbuhan Zymomonas mobilis 

pada Gambar 1, diperoleh dengan menumbuhkan isolat dalam 

medium nutrien Broth. Pengukuran jumlah sel dilakukan 

dengan mengukur absorbansi larutan medium selama 24 jam 

dengan interval setiap 1 jam sekali dan 3 kali pengulangan. 

Untuk mencegah kontaminasi dalam pengambilan data, setiap 

pengukuran absorbansi dilakukan dengan mengambil data dari 

medium pada tabung yang berbeda. 

Setiap mikroorganisme memiliki bentuk kurva pertumbuhan 

yang spesifik. Pada kurva pertumbuhan tersebut, fase lambat 

atau lag phase ini terjadi pada jam ke-0 sampai jam ke-3. Pada 

fase ini bakteri melakukan metabolisme dalam mempersiapkan 

dan menyesuaikan diri dengan kondisi pertumbuhan di 

lingkungan yang baru sehingga tidak ada pertambahan jumlah 

sel yang signifikan. Pertambahan sel mulai terlihat dan terus 

menanjak pada jam ke-3 sampai jam ke-19. Fase ini juga 

disebut dengan fase eksponensial yaitu fase perbanyakan 

jumlah sel, aktivitas sel meningkat, dan merupakan fase yang 

penting dalam pertumbuhan Zymomonas mobilis.  

Setelah terjadi pertambahan sel, aktivitas sel akan 

meningkat pula, pada umumnya akan cenderung stagnan, 

disebut fase stasioner yaitu pada jam ke-19 sampai ke-24. Pada 

fase ini nutrisi yang tersedia makin lama makin habis atau 

terjadi penimbunan zat racun sebagai bahan akhir 

metabolisme. Akibatnya kecepatan pertumbuhan menurun dan 

pertumbuhan akhirnya terhenti. Pertumbuhan bakteri 

berlangsung dengan mengkonsumsi nutrien sekaligus 

mengeluarkan produk-produk metabolisme yang terbentuk, 

maka setelah waktu tertentu laju pertumbuhannya akan 

menurun dan akhirnya akan terhenti sama sekali yang disebut 

dengan fase kematian (death phase). Namun, pada penelitian 

ini tidak ditemukan death phase karena pada jam ke-24 kurva 

tetap menunjukkan grafik yang stagnan. 

Maka, dengan membuat kurva pertumbuhan ini dapat 

ditentukan waktu yang optimal untuk starter. Umur starter 

ditentukan dengan menghitung laju pertumbuhan spesifik (µ)  

 
Gambar 1. Kurva pertumbuhan bakteri Zymomonas mobilis pada medium 

sampah sayur dan buah. 

 

dan waktu doubling time (tg) berdasarkan data jumlah sel dan 

waktu inkubasi pada kurva pertumbuhan [31]. Umur starter 

Zymomonas mobilis yang digunakan berdasarkan kurva 

pertumbuhan yaitu jam ke-(6-7) dimana besar laju 

pertumbuhannya menunjukkan angka terbesar µ=0,476 

generasi/jam dengan waktu doubling time tercepat 80,56 

menit. 

C. Pengaruh Konsentrasi Inokulum dan Lama Fermentasi 

Gula merupakan faktor penting bagi sel bakteri sebagai 

sumber energi untuk metabolisme yang pada akhirnya akan 

berpengaruh terhadap konsentrasi etanol yang dihasilkan. 

Namun, besarnya konsentrasi etanol yang didapatkan dari 

proses fermentasi tidak dapat ditentukan hanya berdasarkan 

konsentrasi gula reduksi saja, karena ada banyak faktor yang 

mempengaruhi seperti konsentrasi inokulum, lama fermentasi, 

suhu, pH dan nutrisi.  

Pada penelitian ini terdapat dua variabel bebas yaitu 

konsentrasi inokulum bakteri Zymomonas mobilis (0, 5, 10 dan 

15%) dan lama waktu fermentasi (0, 2, 4, 6, dan 8 hari). 

Variasi konsentrasi inokulum ditetapkan atas dasar penelitian 

Wignyanto et al (2001), yang menyatakan bahwa rentang 

konsentrasi yang sempit (6, 8, dan 10%) tidak memberikan 

hasil yang berbeda nyata. Parameter yang diamati yaitu kadar 

etanol yang terbentuk.  

Berdasarkan hasil uji Anova, F hitung lebih besar dari F 

tabel yang berarti H0 ditolak dan H1 diterima. Sehingga ada 

pengaruh interaksi antara konsentrasi inokulum Zymomonas 

mobilis dan lama waktu fermentasi terhadap persentase (%) 

etanol yang dihasilkan. Karena H1 diterima, maka dilanjutkan 

dengan uji Tukey pada taraf kepercayaan 95% untuk diketahui 

apakah terjadi perbedaan nyata antara interaksi konsentrasi 

inokulum dan lama waktu fermentasi. Berdasarkan uji Tukey, 

didapatkan hasil bahwa konsentrasi inokulum dan lama 

fermentasi sama-sama memiliki perbedaan yang nyata. Begitu 

juga dengan hasil interaksi keduanya menunjukkan perbedaan 

yang nyata, ditunjukkan dengan notasi yang berbeda dapat 

dilihat pada Tabel 1. 

Pada Gambar 2. dapat dilihat bahwa konsentrasi inokulum 

0% sebagai kontrol, grafik menunjukkan posisi stagnan yang 

artinya tidak ada produk fermentasi yang dihasilkan karena 

tidak ada bakteri Zymomonas mobilis yang ditambahkan. 

Fermentasi pada hari ke-4 sampai ke-8, etanol mulai terbentuk 

yaitu 0,2% (v/v). Hal ini diduga pada umumnya sayur dan 
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buah yang masak mengandung etanol secara alami. Sesuai 

dengan literatur [31], menyatakan bahwa semakin masak sayur 

dan buah, semakin tinggi kadar etanolnya namun masih di 

bawah 1%. Dugaan ini diperkuat dengan data statistik yang 

menyatakan bahwa pada hari ke-4 sampai ke-8 dengan hari ke-

0 sampai hari ke-2 termasuk dalam grup yang sama berarti 

tidak berbeda nyata. Seharusnya dalam kondisi tidak ada 

mikroba ini, konversi gula reduksi tidak lebih besar dari 

kondisi yang ditambahkan mikroba. Tetapi, konversi gula 

reduksi pada konsentrasti inokulum 0% tinggi yaitu 49,80%. 

Hal ini diduga karena etanol dari sampah sayur dan buah tanpa 

penambahan Zymomonas mobilis dengan pH 4 merupakan 

kondisi penggunaan konversi gula reduksi dan air yang 

mendukung terjadinya peristiwa fermentasi secara enzimatis 

yang dihasilkan dalam sampah sayur dan buah. Dugaan ini 

selaras dengan [32] yang menyatakan bahwa pada kondisi 

alami tanpa penambahan bakteri, gula reduksi cenderung 

terkonversi menjadi asetaldehid dan beberapa metabolit lain. 

Peningkatan kadar etanol terjadi seiring dengan waktu 

fermentasi yang semakin lama. Misalnya pada konsentrasi 

inokulum 5%, sampai pada fermentasi hari ke-8 menunjukkan 

grafik yang terus meningkat. Hal ini diduga bahwa sampai 

pada hari ke-8, masih terdapat nutrisi yang ditambahkan pada 

medium fermentasi seperti yeast extract yang merupakan 

sumber nitrogen untuk pertumbuhan Zymomonas mobilis [33]. 

Sehingga sel bakteri akan tumbuh dan membelah secara 

eksponensial sampai jumlah yang maksimal atau masih 

memasuki fase logaritma. Selain itu, glukosa pada medium 

fermentasi sampai pada hari ke-8 masih banyak, nilai konversi 

gula reduksinya 44,81%.  

Proses fermentasi ini dapat terus berlangsung dengan 

memanfaatkan glukosa sebagi sumber energi dalam siklus 

glikolisis yang menghasilkan piruvat. Kemudian katabolisme 

piruvat secara anaerob akan menghasilkan etanol dan CO2.  

Maka, dimungkinkan dengan konsentrasi inokulum 5%, akan 

didapatkan kadar etanol yang lebih besar dengan waktu 

fermentasi yang lebih lama, karena pada hari ke-8 hanya 

dihasilkan kadar etanol 6,6% (v/v). Maka dapat disimpulkan 

bahwa penggunaan konsentrasi inokulum 5% dalam skala 

produksi kurang efektif untuk produksi etanol karena 

membutuhkan waktu fermentasi yang lama. Hal ini diperkuat 

dengan data uji statistik yang menyatakan bahwa konsentrasi 

inokulum 5% berbeda nyata dengan konsentrasi 10 dan 15%. 

Sedangkan pada konsentrasi inokulum 10% dan 15%, 

menunjukkan grafik peningkatan etanol di hari ke-0 sampai 

hari ke-6 kemudian menurun pada hari ke-8. Penurunan kadar 

etanol terjadi di hari ke-8 diduga selama fermentasi, gula 

reduksi telah habis digunakan bakteri Zymomonas mobilis 

untuk dikonversi menjadi etanol. Hal ini sesuai dengan [34] 

yang menyatakan bahwa semakin banyak gula reduksi yang 

dapat dimanfaatkan oleh sel, semakin tinggi juga kadar etanol 

yang dihasilkan. Data nilai konversi gula reduksi jika 

dibandingkan dengan inokulum 5%, jauh lebih besar yaitu 

pada inokulum 10% (50,27%) dan inokulum 15% (47,87%).  

Selain itu, semakin lama waktu fermentasi, maka nutrisi 

dalam medium semakin berkurang dengan adanya jumlah sel 

yang semakin bertambah dapat mengakibatkan kompetisi dan 

akhirnya akan memasuki fase kematian. Akumulasi etanol 

Tabel 1.  

Rerata kadar etanol (%) hasil fermentasi ekstrak samapah sayur dan buah 

pasar wonokromo surabaya menggunakan bakteri Zymomonas mobilis. 

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada setiap kolom dan 

baris menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji Tukey pada selang 

kepercayaan 95%. 

 

 
Gambar 2. Grafik kadar etanol selama proses fermentasi dengan 

menggunakan bakteri Zymomonas mobilis. 

 

hasil metabolisme mikroorganisme menurut [35] dapat 

menghambat pembelahan dan aktivitas fermentasi sel, yang 

mengakibatkan jumlah etanol sedikit. Hal ini akan lebih kuat 

dugaannya bila didukung dengan adanya data perhitungan 

jumlah sel bakteri Zymomonas mobilis. 

Untuk mengetahui jumlah konsentrasi inokulum dan lama 

waktu fermentasi yang tepat agar didapatkan produksi etanol 

yang optimum dapat ditentukan dengan melihat kadar etanol 

tertinggi pada Tabel 1. Kadar etanol tertinggi pada konsentrasi 

inokulum 10% dengan lama fermentasi 6 hari sebesar 9,50% 

(v/v). Berdasarkan uji statistic dapat dilihat bahwa konsentrasi 

inokulum10% dan 15% tidak berbeda nyata (notasi a). Namun, 

untuk skala produksi menggunakan konsentrasi inokulum 15% 

kurang efektif, karena hasil etanol yang dihasilkan pada hari 

ke-6 (9,40%) dan ke-8 (9,20%) tidak berbeda nyata sekali 

dengan etanol tertinggi 9,50% di hari ke-6 dengan konsentrasi 

inokulum 10%. Sehingga dapat disimpulkan bahwa jika 

dengan konsentrasi inokulum 10% saja sudah dihasilkan etanol 

tertinggi, maka tidak perlu lagi digunakan inokulum 15% yang 

membuat semakin tidak efisien. Bahkan menurut [36], 

penggunaan konsentrasi inokulum yang terlalu tinggi dapat 

menyebabkan pengurangan viabilitas sel. 

Bakteri Zymomonas mobilis dapat menghasilkan etanol 

karena mampu menguraikan glukosa, fruktosa atau sukrosa 

sebagai sumber karbon melalui jalur metabolik Entner-

Doudoroff. Jalur metabolisme ini hanya menghasilkan 1 mol 

ATP tiap mol glukosa atau fruktosa, sehingga Zymomonas 

mobilis menguraikan glukosa dengan kecepatan tinggi supaya 

Konsentrasi 

inokulum 

Jumlah etanol yang dihasilkan (%) dalam waktu fermentasi 

0 hari 2 hari 4 hari 6 hari 8 hari 

0% 0,00 h 0,00 h 0,10 h 0,20 h 0,20 h 

5% 0,00 h 0,30 h 2,70 f 4,40 e 6,60 c 

10% 0,00 h 2,30 g 5,00 d 9,50 a 9,10 b 

15% 0,00 h 2,40 fg 5,40 d 9,40 ab 9,20 ab 
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menghasilkan cukup energi untuk pertumbuhannya. Oleh 

karena hanya menghasilkan satu molekul ATP, maka 

Zymomonas mobilis harus menguraikan glukosa dengan cepat 

untuk memenuhi kebutuhan ATP. Hasil bersih dari jalur 

Entner-Doudoroff ini adalah etanol dan CO2 [33]. 

 

IV. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 

terdapat pengaruh konsentrasi inokulum bakteri Zymomonas 

mobilis  dan lama fermentasi. Kadar etanol optimum sebesar 

9,5% (v/v) dihasilkan pada konsentrasi inokulum 10% dan 

lama fermentasi 6 hari.  
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