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Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh suhu fermentasi dan penambahan suplemen metal ion terhadap
pertumbuhan Z.mobilis serta mengukur kemampuannya dalam menghasilkan etanol. Penelitian ini dilaksanakan
dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok dengan dua faktor, yaitu suhu fermentasi (30, 34, dan 38 °C)
dan penambahan ion logam dari senyawa garam (Kalium dikromat, Magnesium klorida, dan Asam borat). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa suhu saat fermentasi dan penambahan suplemen ion logam memberikan pengaruh
signifikan terhadap pertumbuhan sel, total gula reduksi, dan kadar etanol. Pertumbuhan sel tertinggi sebesar 0,753
NTU dengan penambahan kalium dikromat pada suhu fermentasi 38 °C. Total gula reduksi terendah sebesar 789,97
mg/ml dengan penambahan Asam borat pada suhu fermentasi 34 °C. Kadar etanol tertinggi sebesar 2,234% dengan
penambahan kalim dikromat pada suhu fermentasi 34 °C.
Kata kunci: gula reduksi, ion logam, kadar etanol, tekanan suhu tinggi, Zymomonas mobilis

Abstract

This study was aimed to find out the effect of fermentation temperature and metal ion supplement addition
towards the growth of Z.mobilis as well as to measure its capability in producing ethanol. This research was conducted
by using the randomized block design with two factors namely fermentation temperature (30,34,38 °C) and metal
ion supplement addition of Potassium dichromate, Magnesium chloride and Boric acid. The result showed that
temperature stress and metal ion supplement addition had significant influence on cell growth, total reducing sugar,
and the amount of ethanol production. The highest cell growth was 0,753 NTU with Potassium dichromate addition
at fermentation temperature of 38 °C. the lowest total reducing sugar was 789.97 mg/ml with Boric acid addition at
fermentation temperature of 34 °C. the highest ethanol production was 2.234% with Potassium dichromate addition
at fermentation temperature of 34 °C.
Keywords: reduction sugar, metals ion, amount of ethanol, temperature stress, Zymomonas mobilis

PENDAHULUAN bensin, biodiesel sebagai pengganti solar dan

biogas sebagai pengganti gas alam (LPG).

Telah dipahami secara luas, bahwa bahan
bakar fosil merupakan sumber bahan bakar
yang bersifat tak terbaharukan. Oleh karena
itu penyediaan sumber bahan bakar alternatif
yang bersifat dapat diperbaharui sangat perlu
dilakukan, mengingat tingkat konsumsi manusia
terhadap semua kebutuhan tidak terkecuali
energi, dari waktu ke waktu semakin meningkat
(Gray et al., 2000).

Biofuel adalah jawaban dari isu energi,
bahkan diharapkan akan mendukung penyelesai-
an masalah terkait isu ekonomi. Secara komersial,
biofuel terdiri atas bioetanol sebagai pengganti

Bioetanol dibuat melalui proses fermentasi
dengan menggunakan berbagai macam material
biologis. Padabiofuel generasi pertama, bioetanol
dibuat dari tanaman penghasil gula, seperti tebu,
sorgum, buah-buahan serta material-material
berbasis pati. Adapun pada generasi kedua,
bioetanol dibuat dari biomassa lignoselulosa
(Sims et al., 2010). Proses produksi bioetanol
tidak akan lepas dari peran mikroorganisme
sebagai perombak material menjadi produk.
Dengan demikian, telah banyak pula penelitian
yang telah dilakukan, terkait pemanfaatan ber-
bagai macam mikroorganisme dalam bioproses
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untuk menghasilkan etanol. Sebagai organisme
model dalam dunia penelitian maupun industri,
Escherichia coli dan Sacharomyces cerevisiae
dipilih sebagai platform penting dengan tujuan
mendapatkan  bioetanol maupun  produksi
senyawa-senyawa bermanfaat lainnya melalui
rekayasa metabolik (Hong and Nielsen, 2012;
Chen et al., 2013; Nielsen et al., 2013). Namun
demikian mikroorganisme penghasil bioetanol
lainnya, yaitu Zymomonas mobilis (Z. mobilis)
juga menunjukkan potensi yang mirip dengan
dua model bakteri sebelumnya. Z.mobilis
mampu memanfaatkan substrat gula secara
optimal untuk memproduksi etanol dengan hasil
yang lebih tinggi, dengan tingkat (jumlah)
pertumbuhan sel  (biomassa) yang relatif
rendah, sekaligus tanpa memerlukan kontrol
oksigen selama masa fermentasi (Doelle et al.,
1993; Seo et al., 2005, Lin and Tanaka, 2006;
Panesar et al., 2006; Sahm et al., 2006; Rogers
et al., 2007). Bakteri ini juga sangat sesuai
untuk pembuatan etanol berbahan lignoselulosa
karena memiliki toleransi yang cukup tinggi
terhadap berbagai macam inhibitor yang ada
pada hidrolisat lignoselulosa (Shui et al., 2015).
Namun demikian, bakteri ini hanya bisa
mengasimilasi 3 jenis gula sederhana, yaitu
glukosa, fruktosa, dan sukrosa (Murata et al.,
2015).

Kemampuan dari mikroorganisme produ-
sen etanol dalam menghasilkan etanol tergan-
tung pada banyak faktor kunci, di antaranya
adalah jenis varietas, faktor pertumbuhan, dan
kondisi fermentasi (Khongsay et al., 2010;
Fakruddin et al., 2012). Toleransi pada stress
merupakan sifat penting dari mikroorganisme
dalam kaitannya dengan aplikasi di industri
(Somda et al., 2011). Stres atau tekanan secara
fisik dan kimia yang paling utama dan sering
dihadapi oleh mikroorganisme penghasil etanol
adalah tekanan suhu dan konsentrasi etanol
yang tinggi. Tekanan suhu berakibat pada
melambatnya laju pertumbuhan, viabilitas
(Michel and Starka, 1986) dan kemampuan
fermentatif pada sel mikroorganisme (Osman
and, Ingram, 1985). Stres/tekanan suhu tersebut
juga mengubah fluiditas dari membran plasma
(Carey and Ingram, 1983; Moreau et al., 1997)
serta menstimulasi respon-respon spesifik pada
stress terkait (Michel and Starka, 1986; An et
al., 1991; Barbosa et al., 1994). Lebih dari itu,
tekanan akibat suhu di atas suhu optimal
pertumbuhan, menyebabkan gangguan homeo-
stasis ionik seluler, yang memicu penurunan
aktivitas metabolik dan bahkan kematian sel

(Thanonkeo et al., 2007). Produksi etanol akan
mengalami peningkatan pada kisaran suhu 25°C
- 30°C, dan akan mengalami penurunan pada
suhu di atas 30°C (Fakruddin, 2012). Z. mobilis
sendiri, memiliki pertumbuhan yang optimal
pada suhu 30°C. Di atas suhu tersebut bakteri
ini sudah sulit tumbuh. Bahkan pada suhu 35°C,
beberapa strain sudah tidak bisa tumbuh sama
sekali (Swings and De Ley, 1977).

Fermentasi etanol adalah merupakan pro-
ses yang bersifat eksotermik. Pendinginan pada
fermentor sangat diperlukan untuk menstabil-
kan proses fermentasi oleh mikroba ethanolo-
genic. Namun demikian, kondisi dingin alami
agak sulit didapatkan, khususnya pada musim
panas, terlebih pada beberapa negara tropis
seperti Indonesia. Hal ini memicu munculnya
biaya tambahan, karena pada produksi skala
besar memerlukan penambahan cooling system
yang membutuhkan investasi yang besar pula.
Beberapa penelitian di luar negeri telah
memperkenalkan mikroba thermotolerant pada
fermentasi etanol melalui proses rekayasa
genetika (Nonklang et al., 2008; Rodrussamee
et al., 2011; Matsushita et al., 2016), termasuk
di antaranya dari spesies Z. mobilis. Namun di
Indonesia, mikroba tersebut masih belum
didapatkan, sehingga dengan tetap digunakan-
nya strain asli (wild type/WT), perlu dicari dan
ditetapkan faktor lain yang bisa mendukung
berjalannya proses fermentasi etanol dalam
suhu yang lebih tinggi dari suhu normal
pertumbuhannya (>30 °C).

Penambahan metal ion supplement disebut
sebagai salah satu faktor yang mempengaruhi
pertumbuhan bakteri ethanologenic. Terutama
ion kalium pada konsentrasi yang tinggi (50-
200 mM) dapat meningkatkan pertumbuhan sel
pada suhu yang relatif tinggi (Swings and De
Ley, 1977; Fakruddin, 2012). Beberapa
penelitian lain juga menunjukkan bahwa ion
magnesium mengimplikasikan perbaikan pada
efek kerusakan yang disebabkan oleh stress dari
lingkungan pada S. cerevisiae (Dombek and
Ingram, 1986; Blackwell et al., 1997; Birch and
Walker, 2000). Thanonkeo et al., (2007)
membuktikan bahwa ion magnesium yang
ditambahkan pada media pertumbuhan Zymo-
monas mobilis memberikan efek protektif pada
sel dari kematian serta menstimulasi biosintesis
protein terkait stress yang dialami oleh sel.
Pada penelitian ini, akan dikaji efek dari
kombinasi kondisi pertumbuhan di atas suhu
optimal dan konsentrasi penambahan metal ion
supplement pada pertumbuhan Z. mobilis (WT)
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dalam menghasilkan etanol secara maksimal di
bawah pengaruh temperature stress. Adapun
substrat yang digunakan adalah substrat sintetis
dalam bentuk glukosa. Oleh Kkarena itu,
penekanan pada analisis dalam penelitian kali
ini adalah analisis perilaku Z. mobilis dalam
menghasilkan etanol pada suhu fermentasi di
atas suhu optimal pertumbuhannya.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian
adalah strain Zymomonas mobilis, ekstrak ragi,
pepton (Oxoid), glukosa, urea (teknis), kalium
dikromat (teknis), magnesium klorida (teknis),
asam borat (teknis), etanol 70% dan akuades.

Alat yang digunakan dalam penelitian
adalah peralatan gelas, Laminar Air Flow
(Lokal), autoklaf (Hiclave HVE-50), vortex
(Chiltern), incubator (Memmert), rotary va-
cuum evaporator (IKA HB 10 digital), dan
timbangan digital (Kern-Abj 220-4), mikropi-
pet, dan spektrofotometer (Thermo Scientific).

Prosedur Penelitian
1. Persiapan Kultur
Strains Zymomonas mobilis dikultiva-
si dalam media YPD yang terdiri atas eks-
trak ragi 0,3%(w/v) , pepton 0,5% (w/v)
dan glukosa 3% (w/v) (Michel et al., 1985)
pada suhu 30°C di kondisi statis.
2. Pembuatan Media YPD dengan penam-
bahan lon Logam
Media yang digunakan untuk proses
fermentasi adalah YPD yang terdiri atas
ekstrak ragi 0,3% (w/v) , pepton 0,5%
(w/v) , dan glukosa 13%, urea 0,2% dan
ditambahkan suplemen ion logam berda-
sarkan jenisnya (Kalium dikromat, Magne-
sium klorida, dan Asam borat) sesuai
dengan konsentrasi yang ditentukan, yaitu
20% (v/v).
3. Fermentasi Ethanologenic
Kultur Z. mobilis diinokulasikan pada
medium YPD yang telah ditambahkan ion
logam. Proses fermentasi dilakukan pada
suhu 30°C, 34°C, dan 38°C pada kondisi
statis, selama + 48 jam. Setelah proses
fermentasi selesai, dilakukan uji kadar
glukosa yang tersisa dan jumlah pertum-
buhan sel (Murata et al.,, 2015). Lalu
dilakukan juga proses destilasi untuk
mendapatkan destilat murni yang selanjut-
nya diukur kadar etanol yang terbentuk.

Rancangan Percobaan
Rancangan percobaan yang digunakan

adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK)
faktorial. Pada rancangan ini digunakan 2 faktor
yaitu suhu fermentasi (T) dan penambahan
metal ion (M).
Faktor T: Suhu Fermentasi

T: :30°C

T, :34°C

Ts :38°C
Faktor M: Penambahan lon Logam

Mp : Kalium Dikromat

Mwm : Magnesium Klorida

Mg : Asam Borat

Berdasarkan 2 faktor di atas diperoleh 9

kombinasi perlakuan. Pada masing-masing
kombinasi perlakuan, dilakukan pengulangan
sebanyak 3 kali, sehingga secara keseluruhan
terdapat 27 unit percobaan. Parameter yang
diamati pada fermentasi ini adalah Cell growth
menggunakan Metode Turbidimetri, Total Gula
Reduksi menggunakan Metode DNS (Miller,
1959), dan kadar Etanol menggunakan Metode
Piknometer (AOAC Official Method 985.19:
2000).

Analisis Data

Data yang diperoleh kemudian di analisis
dengan menggunakan ANOVA (Analysis of
Variance) dan dilanjutkan dengan uji Tukey
pada selang kepercayaan 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Cell Growth pada Hasil Fermentasi Etanol
oleh Zymomonas mobilis

Pengukuran Cell Growth pada destilat
dilakukan dengan metode turbidimetri sehingga
tingkat kekeruhan dari larutan menunjukkan
adanya kandungan total suspended solid yang
berupa zat organik, yaitu bakteri Zymomonas
mobilis dan metabolit-metabolit yang dihasil-
kan dalam proses fermentasinya. Berdasarkan
uji ANOVA, efek tunggal faktor suhu fermen-
tasi (T), faktor metal ion supplement (M)
berbeda secara signifikan, serta hasil uji lanjut
pada interaksi antar kedua faktor tersebut
memberikan pengaruh signifikan terhadap nilai
cell growth.

Secara  keseluruhan sampel yang
diinkubasi pada suhu 34°C memberikan nilai
cell growth yang lebih tinggi jika dibandingkan
dengan suhu 30°C dan 38°C. Nilai cell growth
tertinggi diperoleh pada perlakuan penambahan
Kalium dikromat yang difermentasi pada suhu
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38°C, yaitu sebesar 0,753 NTU. Sementara itu,
nilai Cell Growth terendah diperoleh pada
perlakuan penambahan Asam borat yang
difermentasi pada suhu 30°C, vyaitu sebesar
0,143 NTU. Perbedaan nilai cell growth yang
dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 1.

080000

= 0.70000

=]

!;(l 60000 Kontrol

= 050000

Z 0.40000 m = Asam Borat
]

G 0.30000 Potasium Dikromat
T 0.20000
]

0.10000

000000 *

==Magnesium Klorida

30 34 38
Suhu Fermentasi (°C)
Gambar 1. Nilai cell growth pada fermentasi etanol

yang ditambahkan metal ion oleh bakteri
Zymomonas mobilis

Gambar 1 menunjukkan pola nilai cell
growth yang cenderung meningkat sampai pada
suhu fermentasi 34°C lalu cenderung konstan
pada suhu fermentasi 38°C. Sehingga dari
ketiga suhu fermentasi tersebut, maka pada
suhu fermentasi sebesar 34°C menunjukkan
nilai cell growth yang tertinggi. Cell growth
akan semakin menurun ketika suhu inkubasi
melebihi 35°C dan menurut Thanonkeo et al.,
(2007) sampai pada suhu 45°C hampir tidak ada
pertumbuhan dari Z. mobilis. Hal tersebut
diduga karena tingginya suhu fermentasi akan
menyebabkan stres sehingga dapat menghambat
RNA dan kemampuan sintesis protein pada Z.
mobilis dan menyebabkan menurunnya partum-
buhan dan massa sel (Osman and Ingram,
1985). Pada faktor penambahan ion logam,
perlakuan penambahan Kalium dikromat
menunjukkan nilai Cell Growth yang tertinggi
pada suhu fermentasi 34°C jika dibandingkan
dengan perlakuan lainnya.

Total Reducing Sugar pada Hasil Fermentasi
Etanol oleh Zymomonas mobilis

Total Reducing Sugar atau Total gula
reduksi (TGR) menunjukkan konsentrasi dari
gula reduksi, yang menngindikasikan kemam-
puan mikroorganisme untuk menggunakan gula
dalam medium selama proses fermentasinya.
Dalam penelitian ini gula yang dimaksud
adalah glukosa pada sampel yang telah diberi
penambahan metal ion supplement yang
difermentasi oleh bakteri Zymomonas mobilis.
Uji ANOVA, menunjukkan bahwa efek tunggal
faktor suhu fermentasi (T) berbeda signifikan

namun pada faktor metal ion supplement (M)
tidak berbeda signifikan terhadap nilai TGR.
Adapun interaksi antar faktor suhu dan penam-
bahan metal ion menunjukkan adanya pengaruh
signifikan terhadap nilai TGR.

Secara keseluruhan, nilai total gula reduksi
terendah dihasilkan pada suhu fermentasi 34°C
hal tersebut menunjukkan bahwa pada suhu
tersebut bakteri Z.mobilis dapat menggunakan
gula yang ada pada media fermentasi dengan
maksimal untuk mendukung pertumbuhan
selnya secara optimal. Pada suhu fermentasi
34°C yang ditambahkan dengan Asam borat
menunjukkan nilai TGR terendah, yaitu sebesar
789,97 mg/ml namun nilai tersebut tidak
berbeda nyata secara statistik jika dibandingkan
dengan nilai TGR pada penambahan Magne-
sium Klorida dan kontrol karena memiliki
notasi yang sama. Nilai TGR tertinggi didapat
pada perlakuan tanpa penambahan ion logam
(kontrol) yang difermentasi pada suhu 30°C,
yaitu sebesar 1410,6 mg/mg. Perbedaan nilai
TGR yang dihasilkan pada berbagai perlakuan
dapat dilihat pada Gambar 2.

1450.00
1350.00
1250.00
1150.00
1050.00

950.00

850.00

Total Reducing Sugar (mg/ml)

750.00

30 34 38
Suhu Fermentasi (°C)
=&=Kontrol =~ Asam Borat
Potasium Dikromat  =*=Magnesium Klonda

Gambar 2. Nilai total reducing sugar pada
fermentasi etanol dengan penambahan metal ion
oleh Zymomonas mobilis

Pada Gambar 2 menunjukkan pola penu-
runan nilai total gula reduksi (TGR) pada
sampel yang difermentasikan pada suhu 34 °C
sedangkan pada sampel yang difermentasikan
pada suhu 30°C dan 38 °C menunjukkan nilai
TGR vyang tidak jauh berbeda hal tersebut
mengindikasikan bahwa pada suhu 34 °C
pertumbuhan bakteri Z. mobilis optimal sedang-
kan pada suhu 38 °C pertumbuhannya mulai
terhambat karena adanya suhu yang melampaui
suhu optimal tumbuh.
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Kadar Etanol yang Dihasilkan

Pengukuran kadar etanol pada distilat
dilakukan dengan metode piknometer. Berda-
sarkan uji ANOVA, efek tunggal faktor suhu
fermentasi menunjukkan perbedaan signifikan
serta interaksi antara faktor suhu dan supplemen
metal ion memberikan pengaruh signifikan
terhadap kadar etanol.

Sampel yang difermentasi pada suhu
34°C dan penambahan Kalium dikromat
menunjukkan kadar etanol yang tertinggi
sebesar 2,234% hal tersebut sejalan dengan
parameter sebelumnya, yaitu nilai cell growth
dan total gula reduksi. Masih pada suhu yang
sama, penambahan Magnesium klorida pada
medium YPD juga menghasilkan kadar etanol
yang hanya sedikit lebih rendah daripada
perlakuan penambahan Kalium dicromat, yaitu
sebesar 1,047%. Magnesium diketahui memili-
ki pengaruh terhadap serapan glukosa oleh
mikroorganisme (Sue and Horst, 1981) serta
pengaruh terhadap pertumbuhan  melalui
pengendalian siklus selnya (Graeme and John,
1980; Dombek and Ingram, 1986). Nilai kadar
etanol terendah terdapat pada sampel yang
difermentasi pada suhu 38°C dengan penam-
bahan Kalium dikromat. Hal tersebut diduga
karena pada suhu di atas 35°C akan
menghambat pertumbuhan bakteri Z. mobilis
sehingga menyebabkan menurunnya kadar
etanol (Thanonkeo et al., 2007). Nilai kadar
etanol yang dihasilkan pada berbagai perlakuan
dapat dilihat pada Gambar 3.

2.500
a‘é‘?.ﬂﬂﬂ
= 1.500
=
5
= 1,000
=
=
= 0.500 4 1
0.000 *
30 34 38
Suhu Fermentasi (°C)
==K ontrol
== Asam Borat

Potasium Dikromat

Gambar 3. Kadar etanol pada fermentasi etanol
yang ditambahkan metal ion oleh bakteri
Zymomonas mobilis

Pada Gambar 3 menunjukkan pola kenaik-
an kadar etanol yang signifikan pada sampel
yang difermentasikan pada suhu 34°C lalu
menurun pada sampel yang difermentasikan
pada suhu 38°C. Hal tersebut sesuai dengan

penelitian yang menyebutkan bahwa semakin
tinggi suhu fermentasi dapat menyebabkan
menurunnya kadar etanol yang dihasilkan. Hal
tersebut diduga karena, suhu fermentasi yang
terlalu tinggi dapat menurunkan efektivitas dari
membrane plasma sebagai pembatas semiper-
meabel yang diikuti dengan terlepasnya kofak-
tor esensial dan koenzim yang bertugas dalam
katabolisme glukosa dan produksi alkohol
(Osman and Ingram, 1985). Pada berbagai jenis
metal ion supplement yang ditambahkan, nilai
kadar etanol tertinggi diperoleh pada perlakuan
Kalium dikromat dan berikutnya diikuti oleh
perlakuan penambahan Magnesium klorida.
Crane (1975) menyebutkan bahwa Kalium dan
Magnesium merupakan ion yang dibutuhkan
sebagai kofaktor selama proses glikolisis yang
mengubah glukosa menjadi asam piruvat untuk
selanjutnya dengan terlepasnya CO, dan
katalisasi oleh enzim alkohol dehydrogenase,
terjadi pembentukan etil alkohol (etanol).
Adapun nilai kadar etanol terendah diperoleh
pada perlakuan Asam borat. Hasil tersebut
sesuai dengan penelitian Fakrudin et al. (2012)
yang menunjukkan bahwa penambahan ion
logam yang menghasilkan kadar etanol dari
yang tertinggi hingga terendah adalah Kalim
dikromat, Magnesium klorida, Asam borat, dan
Tembaga sulfat.

KESIMPULAN

1. Tekanan suhu (temperature stress) dan
penambahan suplemen ion logam membe-
rikan pengaruh signifikan terhadap Cell
Growth, Total Reducing Sugar, dan Kadar
Etanol.

2. Pertumbuhan sel (Cell Growth) dari Z.
mobils yang tertinggi sebesar 0,753 NTU,
yaitu yang ditumbuhkan pada media YPD
dengan penambahan Kalium dikromat,
pada suhu 38°C.

3. Total Reducing Sugar terendah sebesar
789,97 mg/ml pada perlakuan suhu
fermentasi 34°C.

4. Kadar etanol tertinggi sebesar 2,234%,
yaitu pada media dengan penambahan
Kalium dikromat yang difermentasi pada
suhu 34 °C.
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