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KINERJA Saccharomyces cerevisiae REKOMBINAN [GLO1] DALAM PROSES
SIMULTAN HIDROLISIS PATI DAN FERMENTASI

UNTUK PRODUKSIBIOETANOL1

[The Performance of Saccharomyces cerevisiae Recombinant [GLO1]
in The Producing Bioethanol from Starch by Simultaneous Saccharification and

Fermentation (SSF) Conditions]

Afaf Baktir^*, Nur Cholifah, Sri Sumarsih
Departemen Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga

Jin. Mulyorejo Kampus C Surabaya 60115 Telp/Fax: 031 -5922427
'e-mail: afafi2001 @yahoo.com; afafi@unair.ac.id

ABSTRACT
Recent development in fermentations for bioethanol production were focused three factors, i.e. abundance and cheap substrates,
superior yeast fermenting the substrates, and simultaneous saccharification and fermentation (SSF) technology. Nowadays national
and world bioethanol production still depend on sugar cane and starchy materials. This research aims to determinate the optimum
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) conditions to identify the performance of local strain Saccharomyces
cerevisiae recombinant [GLO1] in the producing bioethanol from starch. The optimum conditions for SSF process are in a media
composition containing glucose 2% (w/v), starch 5% and at aeration rate 50 rpm. At these optimum conditions Saccharomyces
cerevisiae recombinant [GLO1] produce 25.36% (v/v) bioethanol at day-20 of the fermentation process design.

Kata kunci: Saccharomyces cerevisiae, rekombinan, strain lokal, simultaneous saccharification and fermentation, bioetanol.

PENGANTAR

Secara tradisional produksi etanol dari bahan
baku berbasis pati dilakukan dalam dua tahap proses
berurutan yang terpisah satu sama lain, dinamakan
metode sequential two-step process. Pada proses
pertama pati dihidrolisis menjadi glukosa oleh a-amilase
dan glukoamilase, kemudian dilanjutkan dengan proses
keduayaitu fermentasi glukosa menjadi bioetanol oleh
ragi. Kekurangan metode ini berkaitan dengan
penurunan aktivitas enzimatis dan kinerja ragi yang
diakibatkan oleh efek inhibisi yang berasal dari kadar
glukosa tinggi dalam media fermentasi. Cara mengatasi
hal ini adalah dengan menyelenggarakan proses satu
tahap, yang terdiri dari dua jenis reaksi yang
berlangsung secara simultan. Reaksi pertama adalah
hidrolisis pati menjadi glukosa (sakarifikasi), yang
berlanjut secara simultan dengan reaksi kedua yaitu
konversi glukosa menjadi bioetanol (fermentasi).
Metode ini dikenal dengan simultaneous

saccharification and fermentation (SSF), memerlukan
strain ragi rekombinan (Altintas et al., 2002; Kroumov
et al., 2006). Di samping dapat meningkatkan kinerja
ragi dalam proses produksi etanol dari pati, metode
SSF juga memberikan efisiensi peralatan dan waktu
produksi. Pada penelitian ini proses SSF diaplikasikan

untuk produksi bioetanol dari pati dengan
menggunakan Saccharomyces cerevisiae [GLOl]

(Baktir et al., 2009).

Saccharomyces cerevisiae rekombinan [GLOl]

adalah S. cerevisiae galur lokal yang telah disisipi gen
penyandi enzim glukoamilase (GLOl). Berkaitan
dengan penyisipan gen GLOl, Baktir et al. (2009) telah
melaporkan isolasi dan rekayasa ragi dari minuman
Legen terfermentasi, dan memperoleh galur lokal S.

cerevisiae rekombinan [GLOl] yang memiliki daya
toleran bioetanol sebesar 13,5%, toleran glukosa dan
sukrosa sebesar 40%, serta memiliki kemampuan
mengekspresikan gen GLOl, yaitu gen penyandi enzim
glukoamilase yang berasal dari Endomycopsis

fibuligera (Baktir et al., 1995). Pada penelitian ini ragi
S. cerevisiae rekombinan (GLO1) ditentukan kinerjanya
untuk konversi pati menjadi bioetanol dengan teknologi
SSF.

Baktir (1991) melakukan identifikasi, produksi
dan amobilisasi amilase dari Endomycopsis fibulgera

ITB R.cc.64 untuk proses sakarifikasi dalam produksi
sirup glukosa dari pati sago. Baktir (1995)
mengidentifikasi dan memisahkan enzim glukoamilase
dan a-amilase dari mikroorganisme tersebut. Dua

'Diterima: 24 Nopember 2008 Disetujui: 16 Februari 2009
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laporan penelitian tentang enzim penghidrolisis pati
dari E. fibulgera ITB R.cc.64 ini membuktikan
keberadaan dan kinerja glukoamilase [GLOl]. Oleh
karena itu Purkan et al. (2006) melakukan kloning gen
penyandi enzim amilase tersebut [GLOl]. Selanjutnya
klongen [GLOl] tersebut ditransformasi dan diekspresi
menggunakan inang 5. cerevisiae strain lokal yang
memiliki toleransi tinggi terhadap etanol, glukosa dan
sukrosa Baktir et al. (2009).

Keberlangsungan proses fermentasi
menggunakan mikroorganisme bergantung pada
beberapa variabel, meliputi kondisi aerasi, keberadaan
nutrisi dan Iain-lain. Berdasarkan fenomena tersebut,
maka dalam rangka menentukan kinerja 5. cerevisiae

rekombinan {GLOl) untuk produksi bioetanol
menggunakan teknologi SSF, perlu dilakukan optimasi
kondisi fermentasi. Optimasi tersebut meliputi kadar
glukosa awal, kadar pati dan tingkat aerasi untuk suplai
oksigen selama proses fermentasi alkohol oleh S.

cerevisiae rekombinan (GLOl).

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan
dapat dirumuskan permasalahan sebagai berikut:
Berapakah kadar bioetanol yang dihasilkan pada proses
SSF oleh & cerevisiae rekombinan (GLOl).

BAHANDANCARAKERJA
Bahan

Mikroorganisme yang digunakan adalah ragi
rekombinan yang telah diidentifikasi sebagai S.

cereviseae rekombinan (GLOl), koleksi Laboratorium
Biokimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Airlangga. Mikroorganisme ini didapat dari penelitian
sebelumnya, dan telah dibuktikan kemampuannya
mengekspresikan enzim glukoamilase secara kualitatif
(Baktir et al., 2009).

Media yang digunakan untuk kultivasi ragi
adalah media yeast extract trypton glucose (YETG)
padat dan cair, mengandung ekstrak ragi 0,5%, tripton
1% dan glukosa 0,2% (Baktir et al., 2009). Media
fermentasi untuk produksi bioetanol juga
menggunakan media YETG dengan variasi kadar
glukosa dan pati.

Cara Kerja
Optimasi kondisi fermentasi

Optimasi kondisi fermentasi meliputi optimasi
kadar glukosa awal dan kadar pati optimum dalam media
fermentasi, serta tingkat aerasi optimum. Kadar glukosa
awal divariasi 0,5,1 dan 2% (b/v) dalam media fermentasi
mengandung pati 5%. Fermentasi dilangsungkan pada
suhu 30°C sambil diaduk dengan penggojokan 35 rpm.
Kemudian dilakukan uji kadar bioetanol, kadar glukosa,
dan kadar pati pada hari ke 3 dan seterusnya sampai
kadar bioetanol yang dihasilkan menurun, yaitu pada
harike 13.

Tingkat aerasi proses fermentasi divariasi
melalui penggojokan pada 35,50, dan 100 rpm. Proses
fermentasi dilakukan seperti pada prosedur optimasi
kadar glukosa awal.

Kadar pati optimum dalam media fermentasi
divariasi 5, 7 dan 10% (b/v). Kemudian dilakukan
prosedur seperti pada penentuan kadar glukosa awal
optimum.
Uji kadar bioetanol

Kadar bioetanol untuk optimasi kondisi
fermentasi ditentukan dengan menggunakan
alkoholmeter (Henan Hi-Tech Instruments,
spesifikasi: vol 0-30). Pada saat digunakan alat
tersebut selalu distandarisasi melalui pembuatan kurva
standar bioetanol sebagai berikut. Disiapkan larutan
standar bioetanol dengan variasi konsentrasi 0,5; 1; 5;
10; 15; 20; 25; dan 30% (v/v). Kemudian tiap larutan
tersebut diukur kadar bioetanolnya dengan
alkoholmeter, dan dibuatpersamaan regresi linier.
Uji kadar glukosa

Kadar glukosa yang terbentuk selama proses
fermentasi bioetanol diuji dengan menggunakan
metode DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat). Absorbansi
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Visible,
Pharmaspec l700, Shimadzu pada panjang gelombang
550 nm (Miller, 1960).
Uji kadar pati

Kadar pati sisa ditentukan dengan
menggunakan larutan I2 0,031% dalam 0,003% KI.
Absorbansi diukur dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Visible, Pharmaspecl700,
Shimadzu pada panjang gelombang 615 nm (Rice,
1959).
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Analisis Data
Data kadar glukosa, tingkat aerasi dan kadar

pati optimum adalah data setiap parameter tersebut

yang menghasilkan bioetanol tertinggi.

HASIL
Oprimasi kadar glukosa dalam media fermentasi

Data hasil analisis kadar bioetanol, kadar
glukosa, dan kadar pati sisa pada proses fermentasi
unruk optimasi kadar glukosa terdapat berturut-turut
pada Gambar 1,2 dan 3.

Percobaan fermentasi yang sama dilakukan
tanpa penambahan glukosa sebagai sumber karbon
awal. Hasil percobaan ini menunjukkan bahwa biakan
fermentasi sampai hari ke 7 tidak menghasilkan
bioetanol. Adapun percobaan fermentasi menggunakan
glukosa (3% b/v) sebagai satu-satunya sumber karbon
tanpa penambahan pati, dihasilkan bioetanol tertinggi
pada hari ke-6, yang lebih rendah yaitu sebesar 4,7%
(v/v).

Berdasarkan kurva di Gambar 1 dapat diketahui
bahwa kadar glukosa optimum yang berfungsi sebagai

13 (4

Gambar 1. Profil kadar bioetanol pada fermentasi dengan variasi kadar glukosa

Gambar 2. Profil kadar glukosa pada fermentasi dengan variasi kadar glukosa

Gambar 3. Profil kadar pati sisa pada fermentasi dengan variasi kadar glukosa
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karbon awal pada proses fermentasi adalah sebesar
2% (b/v). Hal ini ditunjukkan dengan produk bioetanol
yang tertinggi di antara kadar glukosa yang lain, yaitu
sebesar 10,06% (v/v) pada hari ke-11 fermentasi.
Adapun profil kadar glukosa dan pati selama fermentasi
tersebut terdapat pada kurva di Gambar 2 dan Gambar
3. Glukosa pada hari ke-0 adalah 100%, yang merupakan
glukosa yang ditambahkan dalam media YETS sebagai
sumber karbon awal (Gambar 2). Pada saat glukosa
mengalami penurunan (Gambar 2), tampak pada Gambar
3 bahwa pati juga mengalami penurunan karena
dihidrolisis menjadi glukosa. Akan tetapi, peningkatan

kadar glukosa tidak begitu tinggi. Hal ini menunjukkan
bahwa glukosa yang berasal dari pati langsung
digunakan untuk proses metabolisme menjadi
bioetanol maupun untuk penggandaan sel.
Optimasi tingkat aerasi selama proses fermentasi

Data hasil analisis kadar bioetanol, kadar
glukosa, dan kadar pati sisa pada proses fermentasi
bioetanol dengan variasi aerasi terdapat berturut-turut
pada Gambar 4, 5 dan 6.

Berdasarkan data pada Gambar 4, aerasi 50 ppm
adalah aerasi optimum, yang menunjukkan kadar
bioetanol tertinggi, yaitu mencapai 25,36% (v/v). Kadar

Gambar 4. Profil kadar bioetanol pada fermentasi pada berbagai kondisi aerasi

Gambar 5. Profil kadar glukosa pada fermentasi dengan berbagai tingkat aerasi

Gambar 6. Profil kadar pati pada fermentasi dengan berbagai tingkat aerasi
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bioetanol ini dicapai pada hari ke-20 fermentasi. Pada
proses fermentasi ini juga dilakukan pengukuran kadar
glukosa dan pati sisa dalam biakan fermentasi, yang
dapat membuktikan bahwa galur ragi rekombinan yang
digunakan mampu bertahan dalam kondisi kadar
bioetanol 25,36% Sebenarnya viabilitas ragi selama
fermentasi dapat dibuktikan dari data peningkatan
jumlah sel, namun data ini tidak dapat diambil karena
keberadaan pati dalam medium. Kadar pati yang
digunakan cukup tinggi sehingga medium berwujud
kental dan sukar untuk memisahkan sel dari campuran.
Di samping itu kadar pati dalam medium tidak konstan

selama proses fermentasi. Pada penelitian ini penentuan
jumlah sel selama proses fermentasi telah dicoba
dengan metode turbidimetri maupun penentuan berat
kering, namun tidak diperoleh data yang baik.

Data kadar glukosa dan pati sisa dalam biakan
fermentasi mengalami penurunan seiring dengan
peningkatan kadar bioetanol. Hal ini menunjukkan
bahwa pati dihidrolisis menjadi glukosa oleh
glukoamilase, kemudian glukosa yang terbentuk
difermentasi lebih lanjut menjadi bioetanol.
Kadar pati optimum

I 11 til 18 tt - A

Gambar 7. Profil kadar bioetanol selama fermentasi dengan variasi kadar pati

6 19 15
waMu Fermtntml

Gambar 8. Profil kadar glukosa selama fermentasi dengan variasi kadar pati

Gambar 9. Profil kadar pati sisa selama fermentasi dengan variasi kadar pati
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Data hasil analisis kadar bioetanol, kadar
glukosa, dan kadar pati sisa pada proses fermentasi
dengan variasi kadar pati terdapat berturut-turut pada
Gambar7,8dan9.

Berdasarkan data pada Gambar 8 dapat
diketahui bahwa di antara kadar pati yang dicoba, maka
yang memberikan kadar bioetanol tertinggi adalah pati
5% (b/v).

PEMBAHASAN
Optimasi kadar glukosa dalam media fermentasi

Variasi kadar glukosa sebagai sumber karbon
awal pada proses fermentasi oleh S. cerevisiae

rekombinan (GLOl) bertujuan untuk memperoleh kadar
glukosa optimum saat enzim glukoamilase rekombinan
belum diekspresi di awal fermentasi. Hal ini dilakukan
karena pada percobaan pendahuluan yang tanpa
penambahan glukosa, maka biakan fermentasi sampai
dengan hari ke 7 tidak menghasilkan bioetanol
berdasarkan pengukuran dengan alat alkoholmeter.
Bioetanol yang terbentuk pada percobaan ini boleh
jadi sangat kecil sehingga tidak terdeteksi oleh
alkoholmeter. Dengan penambahan glukosa dalam
jumlah yang tepat maka penggandaan sel berlangsung
baik sehingga glukoamilase segera diekspresi, reaksi
sakarifikasi berlangsung dan bioetanol dihasilkan.
Berdasarkan data hasil optimasi, kadar glukosa

Glukosa

Proses glikolisis

Piruvat

Piruvat dekarboksilase

Asetaldehid + C02

Alkohol dehidrogenase

Bioetanol

Gambar 10. Biokonversi glukosa menjadi bioetanol
(Crueger and Crueger, 2001)

optimum yang menghasilkan bioetanol tertinggi adalah
2%.

Optimasi tingkat aerasi selama proses fermentasi
Pada kondisi anaerobik pembentukan bioetanol

mengikuti jalur metabolisme pada Gambar 10. Di
lingkungan aerob glukosa masuk ke jalur lain, yaitu
Kreb's cycle dan rantai respirasi, sehingga glukosa
dikonversi menjadi energi yang berguna untuk
penggandaan sel dan reaksi metabolisme Iain. Dalam
kondisi demikian bioetanol tidak dihasilkan.

Oleh karena itu perlu ditentukan tingkat aerasi
optimum yang dapat memberikan energi cukup untuk
metabolisme dan penggandaan sel, namun bioetanol
tetap dihasilkan. Tingkat aerasi optimum adalah
kecepatan aerasi yang menghasilkan produk bioetanol
tertinggi. Hasil percobaan optimasi aerasi menunjukkan
bahwa aerasi 50 rpm merupakan aerasi optimum yang
menghasilkan kadar bioetanol tertinggi.
Kadar pati optimum

Variasi kadar pati 5, 7 dan 10% tidak tampak
pengaruhnya pada tingkat hidrolisis pati menjadi
glukosa (Gambar 8 dan 9), namun berpengaruh pada
kadar bioetanol yang dihasilkan (Gambar 7). Pada kadar
pati yang semakin tinggi pada penelitian ini, tampak
kekentalan medium semakin meningkat, dan sangat
kental pada kadar pati 10%, yang berakibat aerasi sel
ragi terhambat. Pada tingkat aerasi yang sangat kurang
maka perkembangbiakan sel ragi menurun, yang
berakibat bioetanol yang dihasilkan menurun pula.
Kinerja S. cerevisiae rekombinan (GLOl) pada
kondisi fermentasi optimum

S. cerevisiae rekombinan (GLOl) yang berasal
dari strain lokal mampu menghasilkan bioetanol sebesar
25,36% (v/v) pada kondisi optimumnya dengan
menggunakan teknologi SSF. Hal yang mendukung
kinerja ragi rekombinan ini ditengarai berasal dari dua
hal. Pertama, strain ragi yang digunakan memang
diseleksi dari sumber potensial sehingga memiliki
toleransi tinggi terhadap etanol. Kedua, regulasi
hidrolisis pati yang selaras dengan ketersediaan
glukosa dalam medium fermentasi (Gambar 8 dan 9)
sebagai berikut. Pati sisa sebagai tampak pada kurva
profil kadar pati sisa di Gambar 9, menurun tajam dari
jam ke 0 hingga hari ke 10, selanjutnya kurva tetap
menurun namun tidak tajam lagi. Data ini menunjukkan
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bahwa hidrolisis pati berlangsung jauh lebih cepat pada
10 hari pertama fermentasi dibandingkan dengan pada
hari berikutnya. Hal ini terjadi akibat dua kemungkinan.
Kemungkinan pertama, berhubungan dengan
perubahan tingkat ekspresi gen glukoamilase oleh sel
rekombinan. Kemungkinan kedua, berhubungan
dengan regulasi aktivitas enzim glukoamilase dalam
menghidrolisis substrat pati. Pada regulasi aktivitas
enzim dikenal mekanisme feedback inhibition oleh
produk yang jumlahnya meningkat (terakumulasi).
Berdasarkan kurva profil kadar glukosa di Gambar 8,
yaitu setelah hari ke 10 tampak terjadi peningkatan
glukosa dalam media fermentasi, maka diduga
kemungkinan kedua yang menyebabkan penurunan laju
hidrolisis pati.

Laju hidrolisis pati yang menurun sejak hari ke
10 memberikan pengaruh yang baik terhadap viabilitas
sel, karena di saat kurva etanol mulai meningkat maka
pengaruh akumulasi glukosa yang dapat memperburuk
kondisi lingkungan justru terhambat. Mekanisme
pengaturan hidrolisis pati ini diduga berperan penting
pada produk bioetanol yang tinggi dalam media
fermentasi, melalui penurunan efek toksik yang berasal
dari kadar glukosa tinggi.

Apabila dibandingkan dengan penelitian
produksi bioetanol oleh Shigechi et al. (2004), maka
kinerjaS. cerevisiae rekombinan (GLOl) lebihunggul.
Penelitian Shigechi et al. (2004) tentang produksi
bioetanol dari pati menggunakan 5. cerevisiae YF207,
kondisi yang digunakan adalah suhu 30°C dengan
aerasi 100 rpm, pada hari ke-3 dihasilkan bioetanol
tertinggi, yaitu sebesar 61,8 g/liter biakan fermentasi
atau 6,18%.

Lyubenova et al. (2007) menggunakan teknologi
SSF dalam produksi bioetanol, pada saat produktivitas
maksimum dicapai menunjukkan data kadar bioetanol
hampir20%. Data ini lebih rendah dibanding kinerjaS.
cerevisiae rekombinan {GLO\). Namun percobaan
yang dilaporkan Lyubenova et al. (2007) lebih unggul
dari sisi desain proses yang digunakan. Penelitian
tersebut menggunakan software sensors yang dapat
mendeteksi kadar glukosa sistem. Bila kadar glukosa
sistem berubah maka akan terjadi perubahan desain
batch dan fed-batch secara otomatis, sehingga kadar

glukosa terkontrol dan produksi bioetanol menjadi
lebih baik.

Mikroorganisme dapat beradaptasi terhadap
gangguan pertumbuhan yang berasal dari lingkungan
sel, misal peningkatan kadar etanol. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ragi S. cerevisiae rekombinan
[GLOl] mampu beradaptasi terhadap kadar etanol
medium yang tinggi. Hal ini berkaitan dengan proses
penapisan bentuk wild type dari ragi rekombinan ini
(Baktir, 2009). Sebelum proses transformasi, bentuk wild

type didapat melalui proses penapisan dari minuman
Legen yang difermentasi selama 7 hari. Selama proses
penapisan, ragi berada dalam lingkungan dengan kadar
etanol yang meningkat secara bertahap hingga
mencapai 15%. Ragi yang terpapar etanol dengan kadar
yang meningkat secara bertahap ini mengalami adaptasi
dengan kondisi lingkungan, serta menunjukkan ukuran
sel lebih kecil dibanding sel Saccharomyces pada
umumnya (Baktir, 2009). Fakta ini sesuai dengan
penelitian yang dilaporkan oleh Dinh et al. (2008).

Proses adaptasi S. cerevisiae terhadap kadar
etanol tinggi telah dilaporkan berkaitan dengan
perubahan komposisi fosfolipid penyusun membran
sel. Perbandingan kandungan asam palmitat (C16:0)
penyusun membran sel meningkat pada sel ragi yang
telah beradaptasi. Ukuran sel juga mengalami
penyusutan pada ragi yang beradaptasi dengan etanol
kadar tinggi (Dinh etal, 2008).

Walaupun kinerja 5. cerevisiae rekombinan
(GLOl) tinggi dalam hal kadar bioetanol yang
dihasilkan dalam biakan cair fermentasi, akan tetapi
desain yang dicoba pada riset ini belum optimal, karena
waktu fermentasi yang dibutuhkan untuk menghasilkan
bioetanol sebesar 25,36% (v/v) cukup lama, yaitu 20
hari. Oleh karena itu, perlu dilakukan sedikit modifikasi
desain yang dapat mempercepat waktu fermentasi.
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