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ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan untuk membuat bioetanol dari biji durian yang telah dihidrolisis oleh asam 

klorida. Glukosa hasil hidrolisis difermentasi menjadi etanol dengan bantuan S.cerevisiae dengan variasi pH 
fermentasi. Kadar etanol yang dihasilkan ditentukan menggunakan metode cawan conway. Berdasarkan 
penelitian yang  telah dilakukan diperoleh kadar glukosa tertinggi dengan hidrolisis menggunakan HCl 4 M pada 
sirup glukosa sebesar  36400 ppm dan pada  cake glukosa sebesar 20100 ppm pada hidrolisis menggunakan 1 M 
HCl. Dengan konsentrasi substrat glukosa 8000 ppm, kadar etanol tertinggi dihasilkan pada pH fermentasi 4 
sebesar 1,61% (v/v). 
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ABSTRACT 
This research aim to produce bioethanol from durian seeds that have been hydrolyzed by hydrochloric 

acid. Hydrolysis yield glucose fermented into ethanol by S.cerevisiae with variation of fermentation pH. 
Produced ethanol levels were determined using the method cawan conway. Based on the research that has been 
conducted with the highest glucose levels were obtained in glucose syrup for 36400 ppm by hydrolysis using 4 
M HCl and glucose on the cake for 20100 ppm by hydrolysis using 1 M HCl. With a glucose substrate 
concentration 8000 ppm, the highest levels of ethanol produced for 1.61% (v/v) at fermentation  pH 4.  
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PENDAHULUAN 

Sejak beberapa tahun terakhir Indonesia mengalami penurunan produksi minyak 

nasional yang disebabkan menurunnya secara alamiah cadangan minyak serta pertambahan 

jumlah penduduk, meningkatnya penggunaan transportasi dan aktivitas industri yang 

berakibat pada peningkatan kebutuhan konsumsi Bahan Bakar Minyak (BBM) [1]. Untuk 

mengatasi keadaan tersebut diperlukan adanya bahan bakar alternatif yang dapat diperbaharui 

serta ramah lingkungan [2]. Salah satu alternatif pengganti bahan bakar minyak adalah 

bioetanol. Bioetanol merupakan etanol yang berasal dari sumber hayati. Bioetanol bersumber 

dari gula sederhana, amilum dan selulosa [3]. Amilum yang berbentuk polisakarida dapat 

dihidrolisis menjadi glukosa melalui pemanasan, menggunakan katalis dan pemanfaatan 

enzim. Glukosa selanjutnya difermentasi menghasilkan etanol [4-13]. 
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Fermentasi etanol merupakan aktivitas penguraian gula (karbohidrat) menjadi senyawa 

etanol dengan mengeluarkan gas CO2, fermentasi ini dilakukan dalam kondisi anaerob atau 

tanpa adanya oksigen. Umumnya, produksi bioetanol menggunakan mikroba Saccharomyces 

cerevisiae. Mikroba ini dapat digunakan untuk konversi gula menjadi etanol dengan 

kemampuan konversi yang baik [5], tahan terhadap etanol kadar tinggi, tahan terhadap pH 

rendah, dan  tahan terhadap temperatur tinggi [6]. 

Salah satu sumber hayati yang memiliki potensi besar sebagai bioetanol adalah biji 

durian. Biji durian (Durio zibethinus ) terbukti mengandung karbohidrat dengan kadar tinggi 

yakni 43,6% [4].  

Dari penelitian yang dilakukan Nurfiana, dkk pada tahun 2009 [4], selain tidak 

menyebutkan kadar etanol yang dihasilkan, penelitian tersebut juga melakukan hidrolisis biji 

durian hanya dengan pemanasan tanpa penambahan katalis. Agar kadar etanol yang 

dihasilkan optimal, biji durian (setelah dikukus) dan yeast Saccharomyces cerevisiae (merk 

“DK”) yang digunakan memiliki perbandingan 25:1. Produksi bioetanol dengan bantuan 

mikroba dipengaruhi oleh kadar glukosa sebagai substrat dan kondisi lingkungan proses 

fermentasi seperti suhu dan pH. Berdasarkan hal tersebut maka penelitian ini bertujuan untuk 

menghidrolisis biji durian menggunakan katalis asam klorida, menggunakan kultur murni 

S.cerevisiae dan mengatur pH fermentasi untuk mengetahui kadar etanol yang dihasilkan. 

METODA PENELITIAN 

Bahan dan alat 

Bahan yang digunakan adalah Pepton, Glukosa anhidrat, NaOH, Urea (nutrien), HCl 

37% (v/v), MgSO4.7H2O, (NH4)2SO4, KH2PO4, bacto Agar, Asam Dinitrosalisilat (DNS), 

H2SO4  pekat, Na2CO3  masing-masing  dengan spesifikasi sama (dari merck), Aquades dan  

Etanol (pa). Peralatan yang digunakam adalah cawan conway, pH meter (Schott-gerate tipe 

CG-820), autoclave (Delixi), penangas listrik (Janke-Kunkel),  Spektrofotometer UV-Vis 

Simadzu 1601A  

Prosedur pembiakan Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae ditumbuhkan pada media  padat  YGA yaitu media yang 

mengandung nutrien agar, ekstrak yeast, glukosa, dan pepton. Kemudian dipindahkan ke 

dalam media cair yang mempunyai kandungan yang sama dengan media padat tanpa agar. 
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Hidrolisis biji durian dengan variasi konsentrasi HCl 

Sampel biji durian yang telah dikupas sampai benar-benar putih dipotong-potong 

membentuk kotak-kotak kecil ditimbang sebanyak 2,5 g lalu ditambahkan aquades sebanyak 

20 ml kemudian dipanaskan pada suhu 70 oC  selama 3 jam menggunakan penangas air. 

Dipisahkan antara biji durian matang (cake biji durian) dengan larutannya kemudian masing-

masing diukur kadar glukosanya menggunakan metode DNS. Dilakukan hal yang sama 

dengan variasi konsentrasi HCl 1, 2, 3, dan 4 M. 

Penentuan kadar glukosa menggunakan metode DNS 

Cake dan larutan hidrolisat (sirup glukosa) hasil hidrolisis diencerkan dalam 50 ml 

kemudian dipipet 2 ml  lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambah larutan 

DNS 2 ml, ditambah aquades 2 ml dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit selanjutnya 

diukur absorbansinya pada 550 nm setelah itu dibandingkan dengan kurva baku. 

Fermentasi menggunakan S. cerevisiae dengan variasi pH 

Stok cake dan sirup glukosa diambil kemudian diencerkan menjadi 8000 ppm, 

dilakukan fermentasi dengan kultur murni S. cerevisiae sebanyak 0,2 g ditambah KH2PO4 

sebanyak 0,1 g, urea 0,1 g dilarutkan dalam 20 ml aquades kemudian diatur pH memnjadi 2 

dengan penambahan NaOH. Dilakukan hal yang sama untuk pH 4, 6, 8. Masing-masing 

dilakukan triplo. Lalu dilakukan fermentasi dengan keadaan anaerob dengan mengatur 

sedemikian sehingga agar tidak masuk udara. Fermentasi dilakukan pada suhu ruang dengan 

bantuan shaker selama 96 jam. Kemudian diukur kadar etanol yang dihasilkan. 

Penentuan kadar etanol hasil fermentasi 

Kadar etanol hasil fermentasi dilakukan dengan menggunakan metode cawan conway, 

dengan pengaturan panjang gelombang pada spektrofotometer UV-Vis 605 nm. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pembiakan kultur murni S. cerevisiae 

Pembiakan S. cerevisiae diperoleh 5,8 g sel basah dari 600 ml media cair yang 

digunakan.  

Penentuan kadar glukosa dengan metode DNS 

Metode yang digunakan pada tahap ini adalah dengan menghidrolisis biji durian 

menggunakan asam klorida untuk memperoleh monomer pati yaitu glukosa, pada penelitian 

ini terjadi perubahan warna pada masing-masing larutan variasi konsentrasi HCl. Hal tersebut 

mengindikasikan banyaknya glukosa hasil hidrolisis. Ketika parameter suhu dan waktu 
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ditingkatkan dimungkinkan perubahan warna masing-masing konsentrasi akan lebih pekat, 

hal tersebut berhubungan dengan laju reaksi hidrolisis masing-masing larutan. Dengan waktu 

dan suhu hidrolisis yang sama dengan perbedaan konsentrasi HCl pada masing-masing 

larutan hidrolisis, dapat disimpulkan semakin cepat laju reaksi, semakin pekat perubahan 

warna untuk waktu dan suhu reaksi yang sama. Dari hasil pengukuran kurva baku glukosa 

dengan metode DNS, diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,001x dengan R2 = 0,986, 

persamaan tersebut digunakan untuk menghitung kadar glukosa hasil hidrolisis, kadar glukosa 

hasil hidrolis dengan variasi konsentrasi HCl ditunjukkan pada Gambar 3. 

 
Gambar 1. Kurva variasi konsentrasi HCl terhadap kadar glukosa hasil   hidrolisis pada     

sirup glukosa dan cake glukosa           cake glukosa 
            sirup glukosa 
 

Pada suhu 70 oC dan waktu tiga jam, laju reaksi hidrolisis dengan tanpa asam lebih 

lambat dibandingkan dengan adanya asam. Penambahan HCl sangat bermanfaat untuk 

mempercepat waktu dan mengurangi suhu hidrolisis dengan kadar etanol yang lebih tinggi, 

pada grafik terlihat pada konsentrasi HCl 3 M menuju 4 M peningkatan kadar glukosa tidak 

terlalu signifikan. Untuk optimasi kadar glukosa sebaiknya dilakukan pada konsentrasi HCl 3 

M untuk mengurangi glukosa yang nantinya mampu terdegradasi lebih lanjut akibat tingginya 

konsentrasi HCl.  

Hasil hidrolisis pada cake glukosa dapat dikatakan sebagai sisa hidrolisis atau 

merupakan padatan biji durian yang belum terkonversi langsung menjadi sirup glukosa. 

Kadar glukosa tertinggi pada cake glukosa pada hidrolisis 1 M HCl sebesar  20100 ppm. Cake 

maupun sirup glukosa dapat digunakan sebagai sumber bioetanol karena keduanya memiliki 

kadar glukosa yang cukup tinggi dan mampu diubah menjadi etanol oleh mikroba dengan 

kondisi yang sesuai. 
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Mekanisme reaksi hidrolisis karbohidrat pada biji durian adalah : 

 
Skema 1. Mekanisme reaksi hidrolisis karbohidrat pada biji durian 

Fermentasi variasi pH 

Dari 96 jam fermentasi dengan variasi pH terjadi perbedaan kekeruhan pada masing-

masing larutan fermentasi, hal tersebut mengindikasikan banyaknya biomassa yang dihasilkan. 

Semakin keruh larutan  maka biomassa yang dihasilkan semakin banyak. Penentuan etanol 

pada larutan menggunakan metode cawan conway, prinsip kerjanya berdasarkan reaksi 

reduksi-oksidasi berikut: 

3C2H5OH(aq) + 2K2Cr2O7(l) + 8H2SO4(aq)              3CH3COOH(l) + 2Cr2(SO4)3(l) + 11H2O(l) +  

2K2SO4(l)      

Dengan metode cawan conway dibuat kurva baku etanol dengan persamaan garis y = 

5,257x + 0,045 dengan R2 = 0,996, dari persamaan tersebut dapat ditentukan kadar etanol 

yang dihasilkan setelah mengalami fermentasi. Kadar etanol yang dihasilkan pada variasi pH 

fermentasi ditunjukkan pada Gambar 2. 

 
Gambar 2. Kurva etanol hasil fermentasi terhadap variasi pH fermentasi 

Pada Gambar 2 terlihat bahwa pH 4 merupakan pH optimum yang dimiliki S.cerevisiae 

untuk melakukan fermentasi. Pada pH 2 kadar etanol yang mampu diubah sangat kecil 
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dibandingkan pada pengubahan glukosa pada pH lainnya (4, 6, 8), hal tersebut dikarenakan 

pada keadaan yang terlalu asam dapat mendenaturasi enzim-enzim yang dibutuhkan untuk 

melakukan proses glikolisis didalam tubuh mikroba, Karena adanya pengaruh tersebut maka 

jalur glikolisis atau jalur Embden-Mayerhof-Parnas (EMP)  yang setiap tahapannya dikatalisis 

oleh enzim akan terhambat, yang kemudian akan berpengaruh terhadap konsumsi dan 

perubahan glukosa menjadi etanol [6,14-15].  Pada kadar glukosa 8000 ppm, S. cerevisiae 

mampu mengubah glukosa menjadi etanol sekitar 1,61% (v/v). 

KESIMPULAN  

Pada sirup glukosa untuk selang 0-3 M HCl pada proses hidrolisis dapat disimpulkan 

bahwa semakin tinggi konsentrasi HCl  maka kadar glukosa yang dihasilkan akan semakin 

meningkat, sedangkan peningkatan konsentrasi HCl diatas 3 M akan menyebabkan kadar 

glukosa stasioner atau menurun. Proses fermentasi dengan peningkatan pH, tidak 

menghasilkan etanol yang berbanding lurus dengan peningkatan pH, namun terdapat titik 

optimum pH dari perubahan glukosa menjadi etanol yaitu pada pH 4.  
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