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ABSTRAK  

Etanol merupakan produk industri kimia yang kebutuhannya diperkirakan akan 
semakin meningkat pada masa mendatang. Bioetanol adalah etanol yang dihasilkan 
melalui proses fermentasi gula dari sumber karbohidrat menggunakan bantuan 
mikroorganisme. Salah satu sumber karbohidrat yang potensial adalah limbah nenas. 
Penelitian ini ingin mengetahui penggunaan limbah nenas untuk memproduksi bioetanol 
menggunakan sel ragi imobil. Sel ragi imobil telah terbukti dapat meningkatkan kadar 
bioetanol. Metode imobilisasi yang digunakan adalah entrapment (penjeratan) dalam 
matriks agar-agar. Beberapa parameter yang diteliti adalah pH, kadar gula dalam 
limbah nenas, perbandingan berat limbah nenas dan sel ragi, waktu inkubasi serta uji 
stabilitas sel ragi imobil. Hasil penelitian menunjukkan pH optimum sel ragi imobil 
berada pada pH = 6, kadar gula optimum 24,4 g (dalam 200 g limbah nenas), 
perbandingan berat optimum limbah nenas terhadap sel ragi 1 : 0,5, waktu inkubasi 3 
hari dan sel ragi imobil tidak mengalami penurunan aktivitas yang berarti setelah 
penggunaan sebanyak 3 kali secara berkesinambungan dengan nilai efisiensi fermentasi 
sebesar 38,48% (b/b). Dalam penelitian ini dilakukan juga proses fermentasi limbah 
nenas dengan sel ragi tanpa diimobilisasi sebagai pembanding, dan hasil yang diperoleh 
menunjukkan pH optimum sel ragi berada pada pH = 5, kadar gula optimum 24,4 g 
(dalam 200 g limbah nenas), perbandingan berat optimum limbah nenas terhadap sel 
ragi 1 : 0,5, dan waktu inkubasi optimum 3 hari dengan nilai efisiensi fermentasi sebesar 
37,79% (b/b).  

Kata kunci: bioetanol, sel ragi imobil, limbah nenas   

PENDAHULUAN 

Etanol mempunyai kegunaan yang penting dalam industri minuman, bahan kimia, 

industri farmasi, dan juga sebagai bahan bakar bebas polusi (Maemunah et al., 2005). 

Etanol sebagian besar terbuat dari petroleum (Volk & Wheeler, 1990) dan dari sintesis 

gas etilena (Johannesen, 1991). Akan tetapi semakin berkurangnya ketersediaan yang 

mengakibatkan semakin meningkatnya harga petroleum, perhatian mulai teralihkan pada 

bahan mentah yang dapat diperbaharui untuk dijadikan bahan dasar dalam pembuatan 

etanol (Caylak & Vardar-Sukan, 1998). Seiring dengan hal tersebut, kemudian mulai 

berkembang istilah bioetanol. Bioetanol adalah etanol yang diproduksi dari tumbuhan. 
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Bioetanol dapat diproduksi dari bahan mentah seperti tebu, jagung, singkong, ubi, dan 

sagu (Indartono, 2005). 

Salah satu bahan  mentah yang menjanjikan untuk produksi etanol adalah limbah 

nenas. Abdullah dan Mat (2001) menyatakan limbah nenas sangat potensial digunakan 

sebagai sumber karbon pada fermentasi asam organik karena mengandung gula. Ban-

Koffi dan Han (1990) melaporkan bahwa komposisi gula dalam limbah nenas terdiri atas 

5,2% sukrosa, 3,1% glukosa dan 3,4% fruktosa. Namun selama ini di Indonesia, 

khususnya pada industri rumah tangga yang berbahan dasar buah nenas, limbah nenas 

hanya dibuang begitu saja tanpa dilakukan pengolahan lebih lanjut. Dalam produksi 

etanol secara fermentasi, sel ragi ditambahkan dalam limbah nenas dan akan 

menyebabkan pengkhamiran, yaitu perubahan gula menjadi etanol (Gembong, 2001). 

Ragi yang umum digunakan adalah Saccharomyces cerevisiae yang berperan dalam 

produksi minuman beralkohol seperti bir dan anggur dan juga digunakan untuk 

fermentasi adonan dalam perusahaan roti (Buckle et al., 1985). 

Ragi yang digunakan dalam produksi etanol secara fermentasi biasanya dalam 

bentuk kultur ragi bebas. Metode ini dinilai kurang efektif dan efisien karena 

membutuhkan waktu inkubasi relatif lama dengan prosentase etanol yang rendah. Metode 

baru yang diharapkan dapat lebih efektif dan efisien adalah teknik imobilisasi mikroba. 

Harapan ini didasarkan pada sifat dan karakter mikroba terimobilisasi, yakni dapat 

digunakan berulangkali tanpa mengalami penurunan aktivitas yang berarti dan tahan 

terhadap kadar alkohol yang tinggi. Teknik imobilisasi yang digunakan adalah metode 

penjeratan (entrapment) (Mappiratu et al., 1994). 

Kemampuan mikroorganisme dalam melakukan fermentasi etanol dipengaruhi 

oleh berbagai faktor yang berhubungan dengan pertumbuhannya, antara lain suplai zat 

gizi, waktu, suhu, nilai pH, aktivitas air, dan ketersediaan oksigen (Buckle et al., 1985). 

Mappiratu et al. (1994) melaporkan, produksi etanol dari limbah pabrik gula tebu 

(molase) menggunakan sel ragi yang diimobilkan dalam matriks alginat dengan kadar 

etanol tertinggi diperoleh pada pH optimum 4,7, waktu inkubasi optimum 6 jam, 

perbandingan sel ragi imobil dan substrat molase 2,5 : 1,0 dan sel ragi imobil tidak 

mengalami penurunan aktivitas yang berarti setelah pemakaian secara berkesinambungan 

sebanyak 8 kali. 

Sehubungan dengan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian mengenai 

produksi etanol dari limbah nenas menggunakan sel ragi imobil dengan mengkaji faktor-

faktor seperti pH, kadar gula dalam sampel, waktu inkubasi, banyaknya penggunaan sel 
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ragi imobil serta kemampuan sel ragi imobil untuk digunakan secara berulang dalam 

proses fermentasi.  

BAHAN DAN METODE 

Preparasi Sampel 

Sampel yang digunakan berupa limbah nenas dari nenas Cayene yang berasal dari 

daerah Barito Kuala yang banyak dijual di pasar Banjarbaru. Sebelum digunakan, limbah 

nenas dicuci bersih dengan air, kemudian dihaluskan dengan blender hingga berbentuk 

seperti bubur. Limbah nenas yang mengandung gula ini siap untuk difermentasi oleh ragi.  

Preparasi Ragi 

Ragi instan diperoleh di pasar Banjarbaru. Sebelum digunakan, ragi ini 

dihaluskan terlebih dahulu menggunakan lumpang porselin.  

Pembuatan Sel Ragi Imobil 

Sebanyak 0,36 g agar-agar dimasukkan dalam 18 mL larutan NaCl 0,9% (b/v) 

untuk menghasilkan konsentrasi akhir 2% (b/v). Campuran kemudian disterilkan dalam 

autoclave pada suhu 1210C selama 10 – 15 menit. Setelah suhu campuran mencapai 400C 

ditambahkan 0,03 g ragi roti suhu diatur konstan pada 400C. Campuran diaduk perlahan 

beberapa detik agar tidak terbentuk buih, dituang dalam cawan petri datar dan steril 

berdiameter 4 inci dan dibiarkan mengeras (membentuk gel). Balok agar yang mengeras 

kemudian dipotong sekecil-kecilnya, dimasukkan dalam buffer fosfat pH = 7,0 dan 

disimpan dalam lemari pendingin selama 1 jam. Setelah 1 jam, buffer fosfat didekantir 

dan sel ragi imobil yang terbentuk dicuci dengan akuades 3 sampai 4 kali (Adinarayana et 

al., 2005).  

Penentuan pH Optimum 

Sebanyak 250 g substrat dan 250 g sel ragi imobil dicampurkan dalam labu 

Erlenmeyer dan ditentukan pH awalnya. Kemudian dilakukan variasi pH masingmasing 4 

; 5 ; 6 dan 7 yang diatur dengan menambahkan HCl 1 M atau NaOH 1 M dan diukur 

dengan pH meter. Setelah itu difermentasi dengan waktu inkubasi 3 hari. Setelah waktu 

inkubasi tercapai, disaring dan kemudian dilakukan distilasi pada kisaran suhu 78–1000C. 

Distilat yang dihasilkan ditentukan kadar bioetanolnya. Kisaran pH optimum ditentukan 

dari kadar bioetanol tertinggi (Mappiratu et al., 1994). Sebagai pembanding, penentuan 

pH optimum juga dilakukan terhadap sel ragi tanpa diimobilisasi. 
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Penentuan Kadar Gula Optimum dalam Limbah Nenas 

Sebanyak 200, 250 dan 300 g limbah nenas masing-masing ditentukan kadar 

gulanya. Kemudian dilakukan fermentasi dengan waktu inkubasi 3 hari, perbandingan sel 

ragi imobil dan limbah nenas 1 : 1 dengan pH optimum. Setelah waktu inkubasi tercapai 

dilakukan penyaringan, cairan didistilasi dan dianalisis kadar bioetanolnya. Kadar gula 

optimum ditentukan berdasarkan nilai efisiensi fermentasi tertinggi yaitu banyaknya mol 

gula yang diubah menjadi bioetanol (Mappiratu et al., 1994). Sebagai pembanding, 

penentuan kadar gula optimum juga dilakukan terhadap sel ragi tanpa diimobilisasi.  

Penentuan Berat Optimum Sel Ragi Imobil terhadap Limbah Nenas 

Pengaruh berat sel ragi imobil terhadap limbah nenas ditentukan dengan 

menggunakan variasi perbandingan berat sebagai berikut: 

A = sel ragi imobil dan limbah nenas ; 0,5 : 1,0 

B = sel ragi imobil dan limbah nenas ; 1,0 : 1,0 

C = sel ragi imobil dan limbah nenas ; 1,5 : 1,0 

Fermentasi dilakukan dengan waktu inkubasi 3 hari, pH dan kadar gula optimum. 

Setelah waktu inkubasi tercapai, dilakukan penyaringan, cairan didistilasi dan ditentukan 

kadar bioetanolnya (Mappiratu et al., 1994). Sebagai pembanding, penentuan 

perbandingan berat optimum sel ragi imobil terhadap limbah nenas juga dilakukan 

terhadap sel ragi tanpa diimobilisasi.  

Penentuan Waktu Inkubasi Optimum 

Penentuan pengaruh lamanya waktu inkubasi pada proses fermentasi dilakukan 

dengan melakukan variasi waktu masing-masing 3, 4 dan 5 hari dengan pH, kadar gula 

dan perbandingan berat sel ragi imobil dengan limbah nenas optimum. Setelah waktu 

inkubasi tercapai, dilakukan penyaringan, cairan didistilasi dan ditentukan kadar 

bioetanolnya (Mappiratu et al., 1994). Sebagai pembanding, penentuan waktu inkubasi 

optimum juga dilakukan terhadap sel ragi tanpa diimobilisasi.  

Uji Stabilitas Sel Ragi Imobil 

Pada uji stabilitas, sel ragi imobil dan limbah nenas yang difermentasikan pada 

semua kondisi optimum dipisahkan dengan melarutkan dalam akuades kemudian 

didekantir. Sel ragi imobil dibilas dengan akuades dan difermentasikan kembali dengan 

limbah nenas yang baru. Penggunaan berulang ini dilakukan sebanyak 3 kali secara 
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berkesinambungan. Cairan hasil fermentasi didistilasi kemudian dianalisis kadar 

bioetanol dan dilakukan perhitungan efisiensi fermentasinya (Mappiratu et al., 1994).  

Pengolahan Data 

Data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel, grafik dan diagram batang. 

Penentuan kadar gula dilakukan menggunakan metode Luff Schoorl (SII 2454 – 90). 

Penentuan kadar bioetanol dengan metode Specific gravity, kadar bioetanol berdasarkan 

Specific gravity kemudian didapatkan dari Tabel Referensi AOAC (Williams, 1984). 

Penentuan efisiensi fermentasi menggunakan perhitungan efisiensi fermentasi (Caylak & 

Vardar-Sukan, 1998).  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Penentuan pH optimum 

Penentuan pH optimum menggunakan variasi pH = 4, 5, 6 dan 7 dengan sel ragi 

imobil dan sel ragi tanpa diimobilisasi.  

Gambar 1. Diagram Batang Hubungan Kadar Bioetanol terhadap pH  

Menurut Susiana et al. (2005), semakin tinggi pH maka kadar alkohol yang 

dihasilkan akan semakin tinggi. Pada pH yang rendah fermentasi akan berlangsung 

lambat, karena pH rendah membatasi kemampuan berkembangbiak mikroorganisme, 

sehingga alkohol yang dapat terbentuk pun lebih sedikit. Kisaran pH optimum 

pertumbuhan khamir berada pada range pH = 3,0 – 6,0. 

Dari Gambar 1. terlihat bahwa kadar bioetanol tertinggi untuk sel ragi imobil 

terdapat pada pH = 6 dan untuk sel ragi tanpa diimobilisasi pada pH = 5. Mappiratu et al. 

(1994) melaporkan bahwa pH optimum sel ragi imobil menggunakan kultur murni, yang 

diimobilkan pada matriks alginat, yang difermentasikan pada medium molase adalah pH 

= 4,7.  
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Penentuan Kadar Gula Optimum dalam Limbah Nenas 

Penentuan kadar gula optimum dilakukan berdasarkan perbedaan banyaknya 

limbah nenas yang digunakan untuk fermentasi, meliputi 3 variasi limbah nenas yaitu 200 

g, 250 g dan 300 g. Dengan penentuan kadar gula menggunakan metode Luff Schoorl, 

diperoleh hasil bahwa dalam 5 g limbah nenas terdapat gula dengan kadar 12,2% (b/b). 

Berdasarkan nilai tersebut kemudian dapat dilakukan perhitungan untuk menentukan 

kadar gula dalam 200 g, 250 g dan 300 g limbah nenas yaitu secara berurutan 24,4 g, 30,5 

g, dan 36,6 g. Masing-masing limbah nenas ini kemudian difermentasikan dengan sel ragi 

imobil dan sel ragi tanpa diimobilisasi pada perbandingan 1 : 1. 

Menurut Mappiratu et al. (1994), kondisi fermentasi terbaik pada hakekatnya 

tidak ditentukan oleh tingginya kadar alkohol yang terbentuk, akan tetapi ditentukan oleh 

efisiensi fermentasi, yakni banyaknya mol gula yang diubah menjadi alkohol. Semakin 

tinggi efisiensi fermentasi, semakin efektif kerja mikroba dalam mengubah substrat 

menjadi produk fermentasi. Untuk itu kemudian dilakukan perhitungan efisiensi 

fermentasi dengan menggunakan persamaan perhitungan efisiensi fermentasi (Caylak & 

Vardar-Sukan, 1998).  

Gambar 2. Diagram Batang Hubungan Efisiensi Fermentasi dengan Kadar Gula  

Gambar 2. menunjukkan bahwa efisiensi fermentasi cenderung menurun dengan 

meningkatnya kadar gula. Efisiensi tertinggi untuk sel ragi imobil dan sel ragi tanpa 

diimobilisasi sama-sama terdapat pada limbah nenas paling sedikit yaitu 200 g dengan 

kadar gula 24,4 g. Dapat diasumsikan bahwa sel ragi tidak dapat berkembang dengan baik 

pada kadar gula yang terlalu tinggi. 

Hal ini sesuai dengan pernyataan Buckle et al. (1985) bahwa larutan gula dan 

garam yang pekat dapat menyebabkan sel mikroorganisme kekurangan air dan mati. 

Larutan gula atau garam yang terlalu pekat mengakibatkan tekanan osmotik pada sel 

mikroorganisme. Dengan menyerap air ke luar dari dalam sel akan menyebabkan sel 
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kekurangan air dan mati. Air berperan dalam reaksi metabolik sel mikroorganisme dan 

merupakan alat pengangkut zat-zat gizi atau bahan limbah ke dalam dan ke luar sel.  

Penentuan Berat Optimum Sel Ragi Imobil terhadap Limbah Nenas 

Penentuan berat optimum sel ragi dengan limbah nenas dilakukan menggunakan 

3 variasi perbandingan berat antara limbah nenas dan sel ragi, yaitu 1 : 0,5 ; 1 : 1 dan 1 : 

1,5.  

Gambar 3.  Diagram Batang Hubungan Efisiensi Fermentasi dengan Perbandingan Berat 
Limbah Nenas dan Sel Ragi  

Fardiaz (1989) dalam Kusumaningrum (2004) menyatakan bahwa jumlah ragi 

mempengaruhi persaingan dalam mendapatkan nutrisi yang digunakan untuk 

metabolisme sel. Menurut Page (1997), laju reaksi akan meningkat secara linear dengan 

bertambahnya konsentrasi enzim, selama konsentrasi enzim jauh lebih sedikit daripada 

konsentrasi substrat. Berdasarkan pernyataan tersebut, maka perbandingan berat optimum 

limbah nenas dan sel ragi untuk sel ragi imobil dan sel ragi tanpa diimobilisasi adalah 1 : 

0,5.  

Penentuan Waktu Inkubasi Optimum 

Penentuan waktu inkubasi optimum menggunakan 3 variasi waktu yaitu 3 hari, 4 

hari dan 5 hari. Gambar 4. menunjukkan waktu inkubasi optimum untuk sel ragi imobil 

dan sel ragi tanpa diimobilisasi adalah 3 hari. 
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Gambar 4. Diagram Batang Hubungan Efisiensi Fermentasi dengan Waktu Inkubasi  

Hal ini diduga, setelah 3 hari mikroba mengalami fase pertumbuhan tetap, 

dimana pada fase ini kecepatan pertumbuhan menurun dan pertumbuhan akhirnya 

terhenti. Hal ini terjadi karena habisnya kandungan nutrisi dalam limbah nenas. Habisnya 

nutrisi kemungkinan karena adanya kompetisi antara enzim dalam ragi dengan enzim 

bromelain dalam limbah nenas dan enzim proteolitik yang juga memerlukan nutrisi untuk 

memecah protein dan komponen nitrogen lainnya. Selain itu juga ada kemungkinan 

terdapatnya mikroba lipoloptik yang menghidrolisa lemak, fosfolipid dan turunannya.  

Uji Stabilitas Sel Ragi Imobil 

Dalam uji stabilitas, sel ragi imobil digunakan secara berulang untuk mengetahui 

tingkat penurunaan aktivitasnya. Uji stabilitas dilakukan 3 kali, setiap selesai fermentasi 

sel ragi imobil dipisahkan dari limbah nenas dan dicuci dengan akuades kemudian 

difermentasikan kembali dengan limbah nenas yang baru. Hasil yang diperoleh 

menunjukkan bahwa sel ragi imobil tidak mengalami penurunaan aktivitas yang berarti 

setelah digunakan 3 kali secara berkesinambungan.  

Gambar 5. Diagram Batang Hubungan Efisiensi Fermentasi dengan Uji Stabilita 
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