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Alhamdulillah, puji syukur senantiasa kita panjatkan ke hadirat
Alloh Subhanahu wa ta`alaa, yang telah melimpahkan rahmat dan
hidayahnya, sehingga pada kesempatan ini, kita bisa hadir
bersama-sama di hari yang berbahagia ini. Tak lupa, sholawat
serta salam senantiasa kita panjatkan kepada junjungan kita, Nabi
Agung Muhammad Shallallahu`alaihi wasallam, yang merupakan
suri tauladan dalam semua sisi kehidupan kita.

Selanjutnya saya dengan tulus menyampaikan terima kasih dan
penghargaan sebesar-besarnya atas kehadiran ibu bapak sekalian, ini
merupakan suatu kehormatan dan kebahagiaan bagi saya sekeluarga.
Pada kesempatan yang berbahagia ini, perkenankan saya di hadapan
sidang senat, untuk menyampaikan pidato pengukuhan saya sebagai
guru besar dalam Bidang Mikrobiologi, pada Fakultas Keguruan dan
Ilmu Pendidikan (FKIP) Universitas Ahmad Dahlan (UAD) dengan
judul “Keragaman, Potensi, dan Gen Penyandi Produksi Etanol
Pada Khamir Indigenous Nira Aren, Kelapa, Nipah, dan Siwalan”.



Hadirin yang saya hormati,

Pada dekade terakhir ini populasi manusia telah meningkat secara
cepat, sehingga berdampak pada pemanfaatan bahan bakar fosil
yang semakin banyak. Bahan bakar fosil, batu bara, gas alam, dan
minyak menyumbang 90% dari total permintaan energi di dunia.
Sumber-sumber tersebut tidak lagi dianggap berkelanjutan, dan
ketersediaannya terbatas. Sebagai sumber energi utama bahan bakar
fosil tersebut menyebabkan timbulnya masalah di seluruh dunia
seperti polusi lingkungan dan pemanasan global [1]

Menipisnya pasokan energi dunia yang tak terhindarkan,
menyebabkan negara-negara di seluruh dunia beralih pada sumber
energi alternatif, antara lain pemanfaatan bioetanol. Bioetanol
adalah salah satu sumber energi terbarukan utama di masa depan [2].
Bioetanol memiliki angka oktan relatif lebih tinggi dibandingkan
dengan bensin, penggunaannya sebagai bahan campuran pada
bensin mengurangi emisi CO2, NOx, dan hidrokarbon setelah
pembakaran. Penggunaan bioetanol menunjukkan rasio kompresi
yang tinggi dan peningkatan produksi energi dalam mesin
pembakaran [3].

Produksi bioetanol sebagai bahan bakar melalui fermentasi
potensial menjadi alternatif untuk pengganti bahan bakar fosil dan
dapat digunakan sebagai satu-satunya bahan bakar di kendaraan
dengan peralatan khusus atau dalam campuran bahan bakar.
Bioetanol saat ini berasal dari gula, pati, dan bahan selulosa. Tiga
alasan utama untuk produksi bioetanol dari biomassa selulosa
adalah: i) terbarukan, (ii) tidak menghasilkan gas berbahaya seperti
CO2, SO2, NO2 ke lingkungan, dan (iii) ekonomis. Substrat fermentasi
yang murah dan dapat memenuhi permintaan bahan bakar di masa
depan adalah biomassa lignoselulosa. Biomassa lignoselulosa dapat
diperoleh dari limbah tanaman yang tidak dikonsumsi, seperti
batang dan cabang tanaman [4]. Saat ini produksi bioetanol dari
biomassa lignosellulosa tersebut menjadi solusi masalah lingkungan,
ekonomi, dan energi yang dihadapi di seluruh dunia [5].

Pembuatan bioetanol dalam sistem biologi dimulai dari
pengubahan gula pentosa dan heksosa menjadi senyawa antara, yaitu
asam piruvat, kemudian diubah menjadi produk fermentasi berupa



bioetanol. Hanif et al. (2017)[6] menyatakan bahwa bioetanol
umumnya diproduksi dari sakarifikasi pati menggunakan enzim alfa-
amilase dan glukoamilase. Hasil sakarifikasi menjadi gula sederhana
mengalami proses fermentasi oleh bakteri, khamir, atau
mikroorganisme lainnya.

Hadirin yang kami hormati,
Pembuatan bioetanol melalui beberapa tahapan, tetapi hanya

ada dua tahapan yang pertama kali dijumpai pada khamir dan
bakteri Zymomonas sp., yaitu tahapan pengubahan gula pentosa
menjadi piruvat dan tahapan pengubahan piruvat menjadi bioetanol
dan karbondioksida. Produksi bioetanol memerlukan gen kunci,
yaitu piruvat dekarboksilase (pdc) yang mengkode enzim yang
mengkatalisis dekarboksilasi piruvat untuk menghasilkan CO2 dan
asetaldehida, yang kemudian direduksi menjadi etanol oleh enzim
alkohol dehidrogenase (adh) [7]. Enzim katalitik tersebut
membutuhkan thiamin pyrophosphate (TPP) dan Mg2+ sebagai
kofaktor [8]. Menurut Elahi & Rehman (2018)[9] adanya Na2+, Mg2+

dan Fe2+ menyebabkan peningkatan substansial dalam aktivitas
enzim pdc dan adh, tetapi terjadi sedikit penurunan dengan adanya
Mn2+, Zn2+ dan Cu2+.

Saccharomyces cerevisiae memiliki tiga gen struktural (pdc1,
pdc5, dan pdc6) yang mengkode isoenzim dekarboksilase [10].
Berbagai bentuk alkohol dehidrogenase yaitu adh1, adh2, adh3, dan
adh4 telah dibuktikan dengan gel elektroforesis dalam strain haploid
Saccharomyces cerevisiae. Gen adh tersebut berperan mereduksi
asetaldehid menjadi etanol [11].

Berbagai penelitian telah dilakukan untuk memproduksi
etanol dari beberapa biomassa termasuk mikro dan makroalga [12],
molase[13]; [14], Sargassum [15]; [16]; [17], nira kelapa (Cocos
nucifera) [18]; nira dari Nypa [19]; [20], dan nira dari Borassur
flabellifer [21]. Indonesia memiliki banyak tanaman palmae seperti
Enau atau Aren (Arenga pinata); Gebang (Corypha utan); Kelapa
(Cocos nucifera); Kelapa Sawit (Elaeis guineensis dan Elaeis
oleifera); Nibung (Oncosperma tigillarium); Nipah (Nypa fruticans);
Rotan (Calamus rottan); Salak (Salacca zalacca);



Siwalan atau Lontar (Borassus flabellifer); Sagu atau Rumbia
(Metroxylon sago); Palem Kuning (Chrysalidocarpus lutescens);
Palem Merah atau Pinang Merah (Cyrtostachys renda dan Areca
vestiaria); Palem Raja (Roystonea regia); Palem Botol (Hyophorbe
lagenicaulis); dan Pinang (Areca catechu) [22]. Tanaman Aren (A.
pinata), Kelapa (C. nucifera), Nipah (N. fruticans), dan Siwalan (B.
flabellifer) banyak dimanfaatkan untuk diambil getah atau niranya
dalam pembuatan gula jawa ataupun sekedar diminum, karena
mengandung gula berkisar 7,5 sampai 20,0%. Menurut Kurniawan et
al.(2018)[23] nira aren, kelapa, nipah, dan siwalan secara berurutan
mengandung gula sebesar 12,04%, 10,27%, 12%, dan 10,96%. Nira-
nira tersebut dihasilkan dari usaha penyadapan tandan bunga.
Kualitas nira yang baik diperoleh dari tandan bunga jantan, sehingga
tandan bunga jantan inilah yang kemudian diambil niranya. Nira
aren mengandung mineral, antara lain Ca, Cu, Fe, Na, Mg, K, dan P;
dengan kadar antara 1,50 ± 0,23%. Nira memiliki kandungan gizi
yang cukup tinggi, sehingga cepat mengalami proses fermentasi,
yang dimulai saat nira keluar dari tandan bunga dan berpotensi
untuk tempat berkembangnya mikroorganisme antara lain jamur
atau bakteri. Pada saat penyadapan kadang-kadang bambu untuk
menyadap tidak steril, sehingga mikroorganisme mempercepat
proses fermentasi. Saat penyadapan nira dari tandan bunga
mempunyai pH berkisar 7, cairan itu mudah mengalami kontaminasi
oleh mikroorganisme, sehingga pH nira menjadi lebih rendah [24].

Berdasarkan kandungan glukosa yang tinggi dalam nira
aren, kelapa, nipah, dan siwalan serta adanya mikroorganisme yang
memfermentasi glukosa tersebut menjadi etanol dengan bantuan gen
pdc dan adh, maka penting kiranya dilakukan penelitian tentang
keragaman, potensi, dan gen penyandi produksi etanol pada khamir
indigenous nira aren, kelapa, nipah, dan siwalan. Potensi isolat
khamir indigenous nira pada produksi etanol berguna untuk
produksi etanol dengan bahan lain, selain itu juga dapat diketahui
kondisi optimum produksi etanol isolat khamir indigenous dari nira
tersebut. Produksi etanol memerlukan peran gen pdc dan adh,
sehingga penting juga diteliti gen pdc dan adh yang terdapat dalam
khamir indigenous nira aren, kelapa, nipah dan siwalan, yang
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selanjutnya diteliti kondisi optimum enzim pdc dan adh yang
bertanggung jawab dalam produksi etanol.

Hadirin yang kami hormati

Diversitas Khamir yang Berperan pada Fermentasi
Glukosa menjadi Etanol

Khamir yang paling banyak berperan pada pengubahan
glukosa dan bahan berpati menjadi etanol adalah Saccharomyces
cerevisiae, karena khamir ini mampu menghasilkan banyak etanol
dan memiliki toleransi yang tinggi terhadap etanol dan senyawa
inhibitor lainnya [25];[26], [27]. Pada fermentasi gula menjadi
etanol dengan substrat yang banyak mengandung campuran glukosa
dan fruktosa, fermentasi berjalan lambat dan fruktosa tetap tersisa
pada residu, sehingga produk fermentasi menjadi rendah [28]. Hal
tersebut terjadi karena S. cerevisiae lebih mampu mengubah glukosa
menjadi etanol daripada fruktosa menjadi etanol [29] , selain itu S.
cerevisiae tidak dapat memetabolisme xylose menjadi etanol,
sehingga diperlukan Candida tropicalis untuk membantu
pemecahannya [30].

Khamir lain yang berperan dalam pembentukan etanol
adalah Pichia kudriavzevii. Menurut Oberoi et al. (2012) [32], P.
kudriavzevii yang diisolasi secara termal dapat menghasilkan etanol
maksimum (0,43 G/G glukosa) dari pati singkong sedangkan Phuong
et al. (2012) [33] melaporkan produksi etanol maksimum oleh
Torulaspora globosa dengan substrat pati singkong adalah 0,26 g/g
glukosa. Pichia stipitis dapat memproduksi etanol 0,108-0,122g
etanol/g gula bit [34]. Pichia stipitis NRRL Y-7124 mampu
memproduksi etanol dari xylose [35]. Pada fermentasi anggur
dijumpai khamir Aureobasidium pullulans, C. inconspicua, C.
parapsilosis, C. saitoana, C. sake Cyberlindnera jadinii,
Debaryomyces hansenii, Dekkera bruxellensis, Filobasidium
magnum, Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia orientalis,
Kazachstania exigua, Kluyveromyces marxianus, Kregervanrija
fluxuum, Metschnikowia pulcherrima, Meyerozyma
guilliermondii, Naganishia diffluens, P. fermentans, P. kluyveri, P.



mandshurica, P. membranifaciens, P. norvegensis, P. occidentalis,
Rhodotorula glutinis, R. mucilaginosa S. cerevisiae, Starmerella
magnolia, T. delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus, Yarrowia
lipolytica, Zygosaccharomyces bailii, dan Zygotorulaspora
florentina [36].

Produksi Bioetanol
Bioetanol merupakan etil alkohol yang proses pembuatannya

memerlukan proses biologis dan bahan baku alami. Pembuatan
biomassa untuk produksi bioetanol sebagai bioenergi memiliki nilai
positif bagi lingkungan, karena bioetanol ramah lingkungan dan
dapat diperbaharui [6]. Etanol yang terdapat pada bahan bakar
bermotor mempunyai struktur kimia yang sama dengan etanol pada
minuman. Tingkat kemurnian etanol sebagai bahan bakar berkisar
99,5% yang disebut dengan Fuel Grade Ethanol (FGE), sehingga
bioetanol ini berbeda dengan etanol sintesik yang terbuat dari
senyawa hidrokarbon [37].

Untuk pembuatan bioetanol terdapat 4 macam bahan baku.
a. Gula

Bahan baku yang paling sederhana untuk pembuatan
bioetanol adalah glukosa dengan rumus kimia C6H12O6. Glukosa
dapat langsung dimanfaatkan untuk produksi bioetanol. Glukosa
berbeda pengertiannya dengan gula keseharian yang dikonsumsi
manusia, gula tersebut mengandung laktosa, fruktosa, dan sukrosa.
Hasil sampingan pengolahan gula yang berasal dari tebu (sugarcane)
berupa tetes tebu (molasses) yang juga dapat dimanfaatkan untuk
pembuatan bioethanol.

b. Pati

Makanan keseharian, seperti jagung, singkong, dan sagu
mengandung pati (C6H10O5)n dengan jumlah n antara 40–3.000.
Produksi bioetanol dengan bahan baku pati memerlukan proses
untuk memecahnya menjadi glukosa. Proses tersebut dapat berjalan
lancar dengan bantuan enzim amylase. Bahan baku bioetanol yang
berupa pati akan bersaing dengan penggunaan pati sebagai cadangan



pangan bagi manusia, sehingga dapat meningkatkan harga bahan
pangan.

c. Selulosa
Selulosa merupakan penyusun dinding sel tanaman dengan

rumus kimia (C6H10O5)n, dengan jumlah n ribuan hingga lebih dari
puluhan ribu. Senyawa organik selulosa ini paling banyak dijumpai
di muka bumi, diperkirakan akan mendominasi bahan baku
bioetanol di masa mendatang. Bahan baku bioetanol ini memerlukan
pengolahan awal yang lebih intensif dibandingkan dengan bahan
baku lain. Proses hydrolysis merupakan cara untuk mengubah
struktur selulosa menjadi glukosa, dapat melalui penambahan asam
yang dilarutkan pada suhu dan tekanan tinggi, tetapi kondisi asam
akan mengganggu proses fermentasi lanjutan, sehingga diperlukan
tahap penetralan keasaman, selain itu proses pengasaman
membutuhkan energi yang cukup besar sehingga net energy gain
yang dihasilkan menurun [38].

d. Tetes Tebu (Molase)

Tetes tebu (molase) merupakan sisa dari proses
pengkristalan gula pasir yang masih mengandung gula dan asam-
asam organik sehingga merupakan bahan baku yang baik untuk
pembuatan etanol. Dibandingkan bahan baku lain, tetes tebu
(molase) mempunyai keunggulan yaitu selain harganya murah juga
mengandung 50% gula sederhana yang dapat difermentasi langsung
oleh khamir menjadi etanol tanpa pretreatment. Molase merupakan
limbah pengolahan tebu dengan kuantitas sebesar lima persen dari
total produksi. Molase umumnya dimanfaatkan sebagai salah satu
bahan baku bioetanol dengan koefisiensi konversi sebesar 52% dari
total biomassa yang digunakan [13].

Proses pre-treatment diperlukan untuk pembuatan bioetanol
dengan bahan baku yang beraneka ragam tersebut dengan upaya
meningkatkan kadar glukosa semaksimal mungkin sebelum
memasuki tahap fermentasi. Kadar glukosa ditingkatkan dengan
tujuan mengubah gula kompleks (polisakarida) menjadi gula
sederhana. Tipe bahan baku yang digunakan untuk pembuatan
bioetanol berpengaruh terhadap proses pre-treatment. Proses



fermentasi mengubah bahan baku glukosa menjadi alkohol dan
residu karbon dioksida (Gambar 1). Pada proses tersebut dibutuhkan
bantuan Khamir S. cerevisae [39].

(Akhtara et al., 2018)[38]
Gambar 1. Fermentasi etanol

Fermentasi etanol: Satu molekul glukosa (C6H12O6) diubah menjadi
dua molekul asam piruvat (C3H4O3) selama proses glikolisis. Asam
piruvat selanjutnya didekarboksilasi menghasilkan dua molekul
asetaldehida (CH3CHO), yang direduksi menjadi etanol (C2H5OH).



Selama proses tersebut dihasilkan 2 molekul ATP dan satu molekul
glukosa yang diubah menjadi dua molekul etanol dan dua molekul
karbon dioksida (CO2).

Kadar alkohol maksimal yang diperoleh pada proses
fermentasi berkisar 7–9% (15% jika menggunakan strain khamir
yang paling toleran terhadap alkohol). Proses penyulingan
(distillation) dan dehidrasi (dehydration) dapat meningkatkan kadar
etanol hingga mencapai Fuel Grade Ethanol (FGE) 99,5%. Kadar
etanol tersebut tidak dapat ditingkatkan lagi karena larutan etanol-
air bersifat azeotrope [37].

Hadirin yang kami hormati
Fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain
1) Kadar gula

Pertumbuhan dan aktivitas fermentasi pada khamir
dipengaruhi kadar gula, apabila konsentrasi gula pada bahan
tersebut tinggi akan berefek negatif bagi khamir.
Apabila terlalu pekat, aktivitas enzim akan terhambat, karena sudah
tidak tersedia enzim lagi yang mengikat substrat, sehingga waktu
fermentasi menjadi lambat, di samping itu terdapat sisa gula yang
tidak terpakai dan jika terlalu encer maka hasilnya berkadar etanol
rendah. Kadar glukosa yang baik berkisar 10–18%.
2) Nilai keasaman

Kecepatan fermentasi dipengaruhi pH, khamir S. cereviseae
mempunyai pH optimum berkisar pH 4,3-4,7, tetapi secara umum
khamir tumbuh baik pada pH 3-6, apabila pH media di bawah 3,
maka kecepatan fermentasi akan menurun. Pada pH yang lebih
tinggi, adaptasi khamir lebih rendah dan aktivitas fermentasinya
juga meningkat, dan berpengaruh juga pada pembentukan produk
samping. Kondisi asam dapat menyebabkan terjadinya selektivitas
populasi mikroorganisme [40].
3) Suhu

Suhu memengaruhi aktivitas enzim khamir dan secara tidak
langsung memengaruhi hasil etanol karena adanya penguapan.
Kecepatan fermentasi bertambah sesuai dengan kenaikan suhu.



Suhu optimum umumnya 27–32oC. Pada 27oC etanol hilang
menguap 0,83%, pada 32oC sebesar 1,66%. Khamir S. cereviseae
mempunyai suhu maksimal sekitar 40–50 oC dengan suhu minimum
0 oC. Pada interval 15-30 oC, proses fermentasi menunjukkan gejala
bahwa fermentasi semakin cepat berlangsung apabila semakin tinggi
suhunya.
4) Nutrien

Pertumbuhan khamir memerlukan nutrien yang cukup
untuk tambahan makanan. Sebagai contoh nutrien yang diperlukan
khamir antara lain garam ammonium (NH4Cl) dan garam phosphate
(pupuk TSP).
5) Aerasi

Oksigen diperlukan untuk pertumbuhan khamir, untuk
pertumbuhan dinding sel khamir, tetapi tidak diperlukan dalam
proses fermentasi etanol oleh khamir, karena proses fermentasi
etanol bersifat anaerob atau tanpa oksigen.
6) Waktu

Khamir umumnya memerlukan waktu fermentasi berkisar 7
hari atau lebih, tetapi hal itu bergantung pada suhu, kadar gula, dan
faktor-faktor lain [40].

Hadirin yang kami hormati
Jalur Metabolisme Etanol pada Mikroorganisme

Di dalam sel mikroorganisme, gula yang dapat difermentasi
diubah menjadi senyawa antara (intermediate) piruvat, melalui tiga
siklus utama, yaitu Emden-Meyerhoff-Parnas (EMP), Entner-
Doudoroff (ED), dan siklus pentosa fosfat (Gambar 2). Siklus
metabolisme yang umum digunakan oleh mikroorganisme untuk
memecah gula adalah siklus EMP (atau lebih terkenal dengan nama
glikolisis). Siklus ini dapat terjadi pada kondisi aerobik maupun
anaerobik, dan menghasilkan energi dalam bentuk adenosin trifosfat
(ATP) melalui fosforilasi substrat [41]. Siklus ED sangat mirip
dengan EMP, dan kedua siklus berpusat pada piruvat. Namun, siklus
EMP menghasilkan 2 mol ATP per mol glukosa yang digunakan,
sedangkan siklus ED hanya menghasilkan 1 mol ATP. Sebagai
konsekuensinya, biomassa lebih banyak dihasilkan pada siklus EMP.



Oleh karena itu, organisme dengan siklus ini tidak diharapkan untuk
produksi etanol. Zymomonas mobilis, misalnya, menggunakan siklus
ED, menghasilkan etanol lebih tinggi (5−10%) dan produktivitas
etanol lebih tinggi (2,50 kali), tetapi menghasilkan biomassa yang
lebih rendah dibandingkan dengan Saccharomycess cerevisiae, yang
mempunyai siklus EMP [41]. Meskipun demikian, kedua
mikroorganisme tersebut mengandung siklus homoetanol yang
sangat efisien, yang mengubah piruvat menjadi asetaldehida dengan
menggunakan piruvat dekarboksilase (pdc), selanjutnya menjadi
etanol dengan menggunakan alkohol dehidrogenase (adh) (Gambar
2).

Sebagian besar bakteri mempunyai siklus EMP dan pentosa
fosfat (atau heksosa monofosfat), meskipun beberapa di antaranya
menggunakan siklus EMP daripada siklus ED. Perbedaan yang nyata
dari siklus pentosa fosfat jika bekerja simultan dengan siklus EMP
atau ED adalah pada senyawa antaranya (fruktosa-6-fosfat dan
gliseraldehida-3-fosfat) dari katabolisme gula pentosa dari siklus
pentosa fosfat dapat masuk ke siklus EMP dan ED, yang kemudian
diubah menjadi piruvat (Gambar 2). Mikroorganisme yang
mempunyai pentosa fosfat dan siklus EMP atau ED dapat
menggunakan gula pentosa dan heksosa. Di samping tiga siklus
utama, beberapa bakteri juga memfermentasi gula menjadi etanol
dan CO2 melalui siklus fermentasi heterolaktat (atau fosfoketolase).
Organisme yang bersifat homolaktat (seperti bakteri asam laktat)
menghasilkan piruvat melalui siklus EMP dan sebagian besar
mereduksinya menjadi asam laktat dengan menggunakan laktat
dehidrogenase (LDH). Organisme yang bersifat heterolaktat (seperti
Bacillus) menghasilkan xilulosa-5-fosfat mengubah senyawa antara
pentosa terfosforilasi ini menjadi asam laktat dan etanol (melalui
piruvat) (Gambar 2) [41]. Siklus heterolaktat ini bersama dengan
siklus ED menghasilkan 1 mol ATP per 1 mol glukosa yang digunakan.



(Dimodifikasi dari [41], [42]

Gambar 2. Jalur metabolisme etanol

Hadirin yang kami hormati
Salah satu bahan untuk pembuatan bietanol adalah Nira
Nira

Bunga tanaman aren, kelapa, dan lontar menghasilkan getah
manis yang disebut nira. Nira tersebut mengandung gula berkisar
7,5-20,0%. Nira diperoleh dengan cara menyadap bunga tanaman
aren, kelapa dan lontar yang pucuknya belum membuka. Nira biasa
dimanfaatkan sebagai minuman segar dengan cara langsung
maupun dibuat sirup. Nira kelapa biasa dibuat gula merah dan gula
semut [43]. Faktor yang memengaruhi komposisi nira antara lain
umur tanaman, varietas tanaman, kesehatan tanaman, keadaan
tanah, iklim, pemupukan, dan pengairan. Komposisi nira umumnya
terdiri atas air, gula reduksi, sukrosa, dan bahan organik serta
bahan anorganik. Air dalam nira merupakan bagian yang terbanyak
antara 75–90%, sukrosa terbanyak berkisar 12,30–17,40%, gula
reduksi antara 0,50–1,00%, dan sisanya merupakan senyawa



organik serta anorganik. Bahan organik terdiri dari karbohidrat
(tidak termasuk gula), protein, asam organik, asam amino, zat
warna, dan lemak. Bahan anorganik terdiri dari garam mineral, gula
reduksi terdiri atas heksosa, glukosa, dan fruktosa, serta mannosa
dalam jumlah yang sedikit sekali [44].

Nira mudah mengalami fermentasi, karena mengandung
khamir liar yang sangat aktif. Bila nira terlambat dimasak, biasanya
warna nira berubah menjadi keruh dan kekuning-kuningan, rasanya
masam, dan baunya menyengat. Hal ini disebabkan terjadi
pemecahan sukrosa menjadi gula reduksi. Proses ini membutuhkan
etanol, sehingga etanol yang diperoleh menjadi berkurang.
Kerusakan nira ditandai oleh penurunan pH disebabkan adanya
perombakan gula menjadi asam organik oleh mikroorganisme
seperti khamir (Saccharomyces sp.) serta bakteri Acetobacter sp.
Nira sangat mudah terkontaminasi karena mengandung nutrisi yang
lengkap seperti gula, protein, lemak, dan mineral yang sangat baik
untuk pertumbuhan mikroorganisme [44]. Untuk memperoleh gula
yang baik maka harus dilakukan proses penghambatan terhadap
kegiatan mikroorganisme.

Tanaman Penghasil Nira
Indonesia merupakan negara tropis yang kaya hasil pertanian,

salah satunya adalah tanaman perkebunan yang banyak
dimanfaatkan oleh masyarakat. Salah satu komoditas tersebut
adalah Nira. Nira merupakan cairan atau getah yang diperoleh
dengan cara penyadapan dari pohon keluarga palmae, misalnya
pohon aren, nipah, kelapa, dan siwalan. Nira mengandung gula
antara 10-15%. Nira merupakan hasil asimilasi dari daun dalam
bentuk karbohidrat dan disalurkan ke biji melalui jaringan floem
yang secara alami diubah menjadi gula (glukosa) dan berbentuk nira.
Nira tersebut dapat dihasilkan antara 4-5 Liter/hari-pohon (dua kali
penyadapan), bergantung pada tingkat kesuburan pohon palma. Nira
aren lebih segar, lebih jernih, dan sedikit lebih kental jika
dibandingkan dengan nira kelapa segar. Nira aren segar sampai kini
masih digunakan untuk membuat adonan di perusahaan roti atau
jamu tradisional [23])



Aren (Arenga pinnata Merr).
Aren adalah salah satu keluarga palmae yang tumbuh pada

daerah dengan ketinggian 0-1.500 meter di atas permukaan laut.
Tanaman aren merupakan tanaman yang berguna bagi manusia,
karena hampir semua bagian dari tanaman ini bisa dimanfaatkan,
baik untuk makanan ataupun bahan baku industri dan energi
terbarukan. Aren mempunyai potensi sebagai penghasil pangan dan
tanaman konservasi serta utamanya sebagai sumber bioenergi yang
ramah lingkungan. Pohon aren bila disadap terus-menerus selama
3–5 tahun akan menghasilkan rata-rata 15 liter nira/hari dengan
rendemen gula berkisar 12%. Petani mempunyai kemampuan
menyadap aren rata-rata 15 pohon/orang/hari, sehingga rata-rata
225 liter/hari nira dipanen oleh setiap petani dan dapat
menghasilkan etanol berkadar 80% sekitar 19 liter/hari atau 570
liter/bulan.

Kelapa (Cocos nucifera L.)
Jenis tanaman perkebunan yang dapat menghasilkan bahan

bakar nabati adalah Kelapa. Kelapa mempunyai potensi lebih baik
dibandingkan jenis tanaman perkebunan lainnya. Dengan
menggunakan kompor bertekanan yang sesuai dapat diperoleh
minyak murni sebagai pengganti minyak tanah. Tanaman kelapa di
setiap bagian tubuhnya dapat dimanfaatkan untuk bermacam-
macam kegunaan antara lain sebagai bahan perabotan, makanan,
minuman, hiasan, dan bahan bakar. Dua negara produsen kelapa
terbesar di dunia adalah Indonesia dan Filipina dengan luas area
masing-masing 3,7 juta ha dan 3,1 juta ha. Komoditas yang sangat
potensial untuk dikembangkan lebih lanjut berdasarkan luas area
tersebut salah satunya nira kelapa yang memiliki potensi besar untuk
produk pangan seperti gula semut, gula merah dan lain-lain, tetapi
juga dapat dikembangkan sebagai salah satu penganekaragaman
produk non pangan yaitu penggunaannya sebagai bahan bakar
nabati.

Pohon kelapa juga secara tradisional dieksploitasi untuk nira
yang mengandung terutama sukrosa. Salah satu contoh nira kelapa
dari Malang, Jawa Timur, mengandung 70,85% sukrosa, 3,00%



glukosa dan 2,92% fruktosa [23]. Nira kelapa adalah bahan baku
untuk berbagai produk, misalnya sirup kelapa, jaggery kelapa, madu
kelapa, permen kelapa, permen coklat dan item makanan ringan,
molase, cuka kelapa, minuman ringan nira, kue nira, cokelat nira,
dan neera sweet [45]. Nira kelapa memiliki sifat sangat cepat
terfermentasi sehingga kurang menguntungkan untuk diolah
menjadi gula merah. Potensi produksi nira kelapa adalah 360.000
s/d 720.000 Liter/tahun/ha. Kondisi ini menambah besarnya
kesempatan pemanfaatan nira kelapa untuk keperluan lain yaitu
sebagai sumber BBN (Bahan Bakar Nabati)[18].

Nipah (Nypa fruticansWurmb)
Indonesia memiliki potensi hutan nipah terluas di dunia

dengan luas 700.000 hektar [46]. Nipah adalah sejenis pohon palma
yang tumbuh di daerah pasang-surut air laut atau lingkungan hutan
bakau. Batang pohon nipah membentuk rimpang yang terendam
oleh lumpur. Nipah merupakan tanaman monokotil mempunyai akar
serabut yang dengan panjang 13 m. Anak daun dengan panjang 100
cm dan lebar daun 4-7 cm. Daunnya yang masih muda berwarna
hijau, sedangkan yang sudah tua berwarna kuning. Banyaknya anak
daun dalam tiap tandan mencapai 25-100 helai [20]. Salah satu
alternatif pemanfaatan tanaman nipah adalah sebagai bahan baku
pembuatan bioetanol. Total Komposisi kimia nira nipah adalah
19,5% berat, terutama terdiri dari sukrosa, glukosa dan fruktosa.
Pohon nipah menghasilkan nira per pohon per hari 0,4 sampai 1,2 L
dengan kadar gula bervariasi dari 15% hingga 21% (b/b) [46].
Pengaturan waktu untuk penyadapan sangat penting. Nira biasanya
disadap selama 38 hingga 63 hari per musim penyadapan yang sama
dengan 2 atau 3 siklus dan membuat penyadapan hanya dapat
dilakukan dari 80 hingga 180 hari per tahun. Kurniawan et al. (2018)
[23] melaporkan bahwa nipah dapat disadap hingga 100 hari per
tahun untuk masa hidup lebih dari 50 tahun, menghasilkan
maksimum 1,3 L/hari per pohon nira.



Siwalan (Borassus flabellifer Linn)
Borassus flabellifer Linn atau lontar dapat ditemukan di

negara-negara tropis seperti Thailand, Malaysia, Indonesia, India,
Myanmar, Sri Lanka, dan Kamboja. Bagian yang paling penting
produk pohon lontar adalah nira, sirup, dan kue. Proses penyadapan
nira lontar dengan melukai bagian bunga, sehingga merangsang
aliran nira. Tiga sampai enam perbungaan diikat bersama-sama dan
dimasukkan ke dalam wadah yang cocok untuk koleksi nira, biasanya
menggunakan pot gerabah (Sri Lanka) atau tabung bambu
(Thailand). Nira segar manis, bening, dengan pH hampir netral. Nira
tersebut steril (bebas dari mikroorganisme) mengalir di perbungaan
lontar. Namun, dapat juga ditemukan mikroorganisme dalam nira
yang berasal dari lingkungan selama proses pengumpulan.
Mikroorganisme yang ditemukan biasanya karena prosedur
penyadapan yang kurang bersih. Akibatnya, terdapat pertumbuhan
mikroorganisme di nira. Kontaminasi lebih lanjut pada nira terjadi
ketika peralatan tidak sepenuhnya dibersihkan dan disterilkan,
terutama selama musim panas, yang mendukung pertumbuhan
mikroorganisme yang cepat. Peningkatan suhu mendukung
pertumbuhan mikroorganisme yang cepat, sehingga meningkatkan
populasinya lebih cepat. Mikroorganisme menggunakan gula dalam
nira sebagai sumber energi. Fermentasi didominasi oleh khamir,
khususnya Saccharomyces cerevisiae dan bakteri asam laktat. Nira
lontar kaya gula (10-17%), sehingga cepat terjadi fermentasi dan
terjadi konversi menjadi asam dan etanol [21].

Kualitas nira B. flabellifer bervariasi bergantung pada
karakteristik genetik dan hasil metabolisme pohon, faktor
lingkungan, waktu pengumpulan, mikroorganisme, kebersihan
pribadi dan peralatan sanitasi. Mikroorganisme mungkin menjadi
faktor signifikan pada kualitas nira aren karena mereka
menggunakan gula sebagai substrat untuk menghasilkan asam
organik dan etanol. Asam-asam organik ini menyebabkan reaksi
pengubahan etanol memiliki rasa nira yang tidak enak [23].



Hadirin yang kami hormati
Dalam memproduksi bioetanol ini diperlukan peran gen yaitu

gen pdc (piruvat decarboksilase) dan adh (alcohol dehydrogenase).
Gen yang berperan pada produksi etanol adalah gen pdc dan adh
yang keberadaannya dalam sel khamir perlu dilakukan identifikasi.
Proses identifikasi daerah genom DNA yang mengkode protein
didefinisikan sebagai prediksi gen atau temuan gen. Temuan gen
adalah salah satu proses paling signifikan dalam memahami dan
menganalisis genom organisme setelah diurutkan [48]. Alkohol
dehidrogenase (adh) yang mengkatalisis interkonversi antara
asetaldehid dan etanol, memainkan peran sentral dalam produksi
dan asimilasi etanol. Selain itu, karena NAD (H) atau NADP (H) ikut
serta dalam reaksi, adh terlibat dalam mekanisme umum
keseimbangan kofaktor. Alkohol dehidrogenase khamir termasuk
dalam rantai panjang grup I (sekitar 350 residu per subunit) enzim
yang bergantung pada Zn dari mikrobia NAD- atau NADP-dependent
dehydrogenases. Meskipun sekuen nukleotida dan asam amino
primer dari adh khamir sangat dilestarikan, anggota, fungsi fisiologis
dan regulasi metabolisme sistem adh bervariasi di antara spesies
khamir yang berbeda. Selain itu, hanya satu atau dua gen adh
esensial yang diekspresikan dan bertanggung jawab untuk
pembentukan etanol dan asimilasi di sebagian besar khamir selama
metabolisme glukosa atau xilosa. Dalam S. cerevisiae, Sc adh 1
mengkodekan enzim yang bertanggung jawab untuk pembuatan
etanol, dan diekspresikan menjadi glukosa dalam jumlah banyak.
Saccharomyces cerevisiaea Sc adh2 mengkodekan enzim yang
mengubah etanol menjadi asetaldehida, dan secara negatif diatur
oleh glukosa. Enzim adh 1 dari Pichia stipitis, khamir yang
memfermentasi xilosa alami untuk produksi etanol, mengkode adh
utama dengan kedua fermentatif dan fungsi asimilasi, dan diinduksi
oleh keterbatasan oksigen. Pichia stipitis, Ps adh 2 tidak
diekspresikan dalam kondisi aerobik atau anaerob, kecuali Ps adh1
terganggu [28].

Pyruvate decarboxylase (pdc) adalah enzim yang bertanggung
jawab untuk dekarboksilasi non-oksidatif dari piruvat menjadi
asetaldehid dan karbon dioksida. Meskipun tersebar luas pada



tumbuhan dan di antara kelompok Ascomycetes, pdc relatif jarang
pada prokariota (Zyl et al., 2014). Enzim pdc pertama kali terdeteksi
dalam khamir fermentasi pada tahun 1911 oleh Neuberg dan Karzag,
dan beberapa gen pdc terdapat dalam S. cerevisiae. Enzim pdc yang
aktif secara katalitik adalah tetramer yang terdiri dari dua dimer.
Enzim hanya berfungsi dengan kofaktor tiamin pirofosfat (TPP)
bersama dengan ion logam Mg2+. Keempat subunit itu identik dan
memiliki massa molekul relatif kira-kira 60 kDa. Enzim pdc pada
khamir diaktifkan oleh substrat, yaitu piruvat, tetapi fosfat anorganik
adalah inhibitor kompetitif dari enzim. Namun, pemberian glukosa
sementara akan menyebabkan pengurangan langsung konsentrasi
fosfat intraselular. Sifat-sifat gen pdc ini menunjukkan bahwa
piruvat dalam khamir Crabtree-positif akan dimetabolisasikan
secara istimewa melalui piruvat dekarboksilase selama pemberian
kelebihan glukosa [50].

Enzim yang Berperan pada Produksi Etanol
Enzim utama yang terlibat dalam metabolisme alkohol adalah

alcohol dehydrogenase (adh) dan aldehyde dehydrogenase (aldh).
Kedua enzim muncul dalam beberapa bentuk yang dikodekan oleh
gen yang berbeda. Para peneliti sampai saat ini terutama telah
mempelajari varian pengkodean dalam gen adh 1c, dan aldh 2 yang
terkait dengan sifat kinetik yang diubah dari enzim yang dihasilkan.
Misalnya, alel adh 1b dan adh 1c tertentu menyandikan enzim adh
aktif, menghasilkan konversi alkohol yang lebih cepat (misalnya
etanol) menjadi asetaldehida [51].

Kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, terutama
substrat, suhu, keasaman, kofaktor dan inhibitor. Tiap enzim
memerlukan suhu dan pH (tingkat keasaman) optimum yang
berbeda-beda karena enzim adalah protein, yang dapat mengalami
perubahan bentuk jika suhu dan keasaman berubah. Di luar suhu
atau pH yang sesuai, enzim tidak dapat bekerja secara optimal atau
strukturnya akan mengalami kerusakan. Hal ini akan menyebabkan
enzim kehilangan fungsinya. Kerja enzim juga dipengaruhi oleh
molekul lain. Inhibitor adalah molekul yang menurunkan aktivitas



enzim, sedangkan aktivator adalah yang meningkatkan aktivitas
enzim. Banyak obat dan racun adalah inhibitor enzim [40].

Penggunaan enzim pada hidrolisis merupakan pengembangan
teknologi bioproses yang diyakini sebagai suatu proses yang lebih
ramah lingkungan [52]. Pemanfaatan enzim sebagai penghidrolisis
bergantung pada substrat yang menjadi prioritas. Penelitian
menggunakan jamur pelapuk putih telah dilakukan untuk
menggantikan asam pada perlakuan awal kemudian dengan
menggunakan enzim selulase untuk menghidrolisis selulosa menjadi
glukosa, dan selanjutnya melakukan fermentasi untuk mengkonversi
menjadi etanol dengan menggunakan S. cerivisiae [53].

Enzim Piruvat dekarboksilase (pdc)
Piruvat dekarboksilase adalah enzim dari golongan Liase.

Enzim ini mengkatalisis reaksi dekarboksilasi asam piruvat menjadi
asetaldehid dan karbondioksida. Enzim ini banyak ditemukan dalam
tanaman, jamur (fungi), dan bakteri. Piruvat dekarboksilase adalah
enzim homotetrametri (EC 4.1.1.1) yang mengkatalisis reaksi
dekarboksilasi asam piruvat menjadi asetaldehid dan karbondioksida.
Enzim ini juga biasa disebut asam 2-okso karboksilase dan asam keto
karboksilase. Enzim ini diketahui bersifat sangat stabil dan sangat
mudah dimurnikan. Dalam kondisi anaerob, enzim ini merupakan
bagian dalam proses fermentasi, terutama dari khamir Genus
Saccharomyces, untuk menghasilkan etanol melalui fermentasi.
Piruvat dekarboksilase memulai proses ini dengan mengkonversi
piruvat menjadi asetaldehid dan karbondioksida seperti pada
Gambar 3 [7].



Gambar 3. Reaksi perubahan piruvat menjadi etanol

Enzim Alkohol dehidrogenase (adh)
Alkohol dehidrogenase (adh) termasuk ke dalam kelas

enzim oksidoreduktase dengan sub-kelas dehidrogenase, dengan
kode EC 1.1.1.1. Alkohol dehidrogenase terdapat pada hampir setiap
organisme. Pada khamir, tanaman, dan bakteri, alkohol
dehidrogenase mengkatalisis reaksi kebalikannya, yaitu mensintesis
alkohol sebagai bagian dari proses fermentasi. Enzim adh yang
paling aktif adalah yang berasal dari khamir. Alkohol dehidrogenase
pada S. cerevisiae merupakan protein tetramer, masing-masing
subunit mengandung satu atom zinc. Pada tiap subunit, ada dua sisi
aktif gugus sulfidril yang berjauhan. Kedua gugus ini dapat
dibedakan berdasarkan reaktivitasnya terhadap iodoasetat dan butil
isosianat. Residu histidin memiliki peranan penting dalam sisi aktif
(Demir et al., 2017). Pada bakteri dan khamir, adh akan
memfermentasikan glukosa menjadi etanol dan CO2, sesuai dengan
reaksi kimia 1.

Glukosa + 2 ADP + 2 Pi → 2 etanol + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H2O ........(1)
Glukosa melalui proses glikolisis akan menghasilkan piruvat

yang kemudian diubah menjadi asetaldehid dan CO2. Asetaldehid
inilah yang diubah oleh alkohol dehidrogenase menjadi etanol [7].
Hadirin yang kami hormati

Beragam jenis khamir telah terlibat dalam produk fermentasi
pangan tradisional dan khamir tersebut mampu memengaruhi
karakteristik dari produk tersebut. Untuk mengidentifikasi
keberadaan khamir dalam suatu produk dapat dilakukan secara



molekular meliputi tahap ekstraksi DNA, Amplifikasi 18S rDNA,
purifikasi produk PCR, Cycle sequencing, dan produk cycle.
Amplikon 18S rDNA yang terdiri dari hampir seluruh gen 18S rRNA
(nukleotida 22-1771; lokasi nukleotida ini merujuk pada S. cerevisiae)
yang diproduksi menggunakan primer NS-1 (5P-
GTAGTCATATGCTTGTCTC) (Fowerd) dan NS-8 (5P-
TCCGCAGGTGACC) (Reverse).

.

Sumber: [55]
Gambar 4. Lokasi dari primer NS1 sampai NS 8 padaNuclear Small rDNA

Inhibitor Enzim pdc dan adh
Inhibitor merupakan senyawa yang menghambat aktivitas

enzim. Inhibitor ini digunakan untuk meningkatkan produksi
metabolit target dan menekan produk yang tidak diinginkan.
Penghambatan enzim dapat disebabkan oleh sejumlah zat seperti
bahan kimia, pestisida, herbisida termasuk molekul obat. Dengan
demikian, laju aktivitas enzim dapat benar-benar dihentikan (Demir
et al., 2017). Ada beberapa studi tentang mekanisme penghambatan
adh dari berbagai sumber yang diperoleh. Sebagai contoh, beberapa
laporan menunjukkan bahwa 2,2,2-trifluoroethanol (Taber, 1998),
senyawa tiol (pirazol) [56] dan 4,4 'dithiodipyridine [57] [57]
menghambat alkohol dehidrogenase. Dalam studi lain, katekin, dan
flavonoid dari daun Camellia sinensis menunjukkan aktivitas
penghambatan alkohol dehydrogenase (adh) khamir dalam kisaran
IC50 8,0–70,3 μM [58]. Selain itu, Lee et al. (2013) [59]mempelajari
penghambatan asetaminofen pada isoenzim adh manusia.

Enzim pdc dari Saccharomyces cerevisiae kerjanya dihambat
oleh aspartat, mode penghambatan terjadi melalui efek antagonis
pada aktivasi oleh turunan asetil CoA, sedangkan pdc pada Rhizopus
arrhizus kerjanya dihambat oleh aspartat dan glutamate [60].



Pemurnian Enzim
Pemurnian enzim sangat penting untuk memperoleh

pengetahuan tentang sifat struktural dan fungsional serta
meramalkan aplikasinya (Baljit et al, 2014). Pemurnian dan
pemisahan enzim umumnya didasarkan pada kelarutan, ukuran,
polaritas, dan afinitas pengikatan. Pemurnian artinya membebaskan
suatu bahan dari pengotor atau bahan-bahan lain yang tidak
diinginkan (Demir et al., 2017). Pemilihan metode pemisahan yang
tepat mempertimbangkan penggunaan enzim untuk skala produksi,
timeline, dan sifat-sifat enzim [61].
Pada pemurnian enzim, secara umum diawali dengan proses
pemekatan enzim. Enzim dapat dipekatkan dengan dua metode yaitu
preparatif (penyiapan) dan analitik. Metode preparatif bertujuan
untuk mempertahankan aktivitas protein seperti metode dengan
pengendapan dengan senyawa organik, ultrafiltrasi, liofilisasi,
pengendapan garam dan dialisis [62]. Berikut ini agen yang sering
digunakan dalam presipitasi protein (Tabel 1).

Tabel 1. Agen presipitasi protein
Agen Tipe Karakteristik

Polietilen
glikol

Pelarut Bermuatan, tidak mudah terbakar

Aseton Pelarut Berisiko untuk terdenaturasi/kehilangan
aktivitas, mudah terbakar

Etanol Pelarut Berisiko untuk terdenaturasi, mudah
terbakar

Ammonium
sulfat

Garam Stabil, mudah larut

Sodium
sulfat

Garam Stabil, mudah larut

Sumber: [62]



Pemurnian enzim dengan cara pemekatan menggunakan
garam berdasarkan prinsip Salting out. Pada konsentrasi garam yang
tinggi (>0,15 M), kelarutan protein menurun dan menyebabkan
protein mengendap, kejadian ini disebut Salting out [63]. Pada saat
garam ditambahkan ke larutan enzim, tegangan permukaan air
meningkat, menghasilkan interaksi hidrofobik yang meningkat
antara protein enzim dan air. Protein merespon situasi ini dengan
menurunkan luas permukaannya dalam upaya untuk meminimalkan
kontak dengan pelarut air (Timasheff & Arakawa, 1997).

Peningkatan presipitasi (Salting out)
Anion : PO4

3->SO42->CH3COO->Cl->Br->ClO4->SCN-

Kation :NH4
+>Rb+>K+>Na+>Li+>Mg2+>Ca2+>Ba2+

Peningkatan kelarutan (Salting in)
Sumber : [63]

Gambar 5. Ion-ion pembentuk garam

Garam ammonium sulfat mempunyai kelarutan yang tinggi
di dalam air (Salting in) dibandingkan garam fosfat karena
ammonium sulfat mempunyai kekuatan ionik yang besar (Gambar 5),
dan pada konsentrasi garam yang tinggi kekuatan ionik garam
ammonium sulfat semakin kuat sehingga lebih mudah mengikat air
dan protein akan mengendap/presipitasi dan disebut Salting out.
Protein hasil pemekatan tersebut masih mengandung kadar garam
yang tinggi. Hal tersebut dapat dihilangkan dengan cara dialisis
protein enzim di dalam larutan bufer [65]. Protein enzim memiliki
berat molekul yang relatif tinggi, pemisahan berdasarkan ukuran
atau massa molekul mendukung pemurnian enzim. Dialisis adalah
metode yang umum menggunakan membran semipermeabel
digunakan untuk menghilangkan garam, molekul organik kecil, dan
peptida. Proses dialisis enzim membutuhkan volume dialisat yang
banyak, cairan di luar kantong dialisis, dan jangka waktu beberapa
jam atau hari untuk mencapai kesetimbangan. Gerak dialisis arus
balik juga dapat digunakan, larutan dialisis dialirkan ke satu arah,
dan dialisat dalam arah berlawanan di luar membran [63]



Hadirin yang kami hormati

Dari 4 sumber Nira penghasil bioetanol didapatkan Isolat-
isolat Khamir yang berpotensi dalam Menghasilkan Etanol Ada
delapan belas isolat khamir yang didapatkan dan diuji potensinya
dalam menghasilkan etanol dengan menggunakan media nira kelapa
tanpa pengenceran dalam kondisi steril dengan hasil kadar etanol
nira kelapa paling tinggi (4,63%). Isolat penghasil etanol yang
potensinya tertinggi dari nira Kelapa, Nipah, Siwalan, dan Aren
secara berurutan adalah K1A (14,2%), N1A (9,6%), S1A (9,2%), dan
A3A (8,59%) (Gambar 6). Isolat dengan kadar gula reduksi terendah
setelah fermentasi secara berurutan adalah K1A (5,86 mg/mL), A22A
(6,73 mg/mL), S1A (7,36 mg/mL), dan N1A (7,8 mg/mL) (Gambar 7).
Isolat dengan jumlah sel khamir tinggi setelah fermentasi secara
berurutan adalah S1A (124,31 x 103 sel/mL), K3D (66,46 x 103

sel/mL), N1A (28,91 x 103 sel/mL), dan A3A (25,69 x 103 sel/mL)
(Gambar 8). Berdasar kadar etanol, kadar gula, dan densitas sel
terlihat bahwa terdapat korelasi bahwa isolat potensial (khususnya
K1A, N1A, dan S1A) dengan densitas sel yang tinggi menghasilkan
etanol yang paling tinggi juga dan berdampak pada kadar gula yang
rendah, karena gula tersebut diubah menjadi etanol. Hal tersebut
seusai pernyataan Jasman et al. (2012) [25], bahwa beberapa isolat
khamir mampu mengkonsumsi gula dan mengubahnya menjadi
etanol saat fermentasi. Isolat dengan selisih pH awal fermentasi dan
akhir fermentasi (6 hari) tertinggi secara berurutan adalah K1A
(0,42), A3A (0,38), N3E (0,36), dan S2D (0,26) (Gambar 6).



Gambar 6. Kadar etanol pada berbagai jenis isolat dengan waktu
fermentasi 6 hari

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan kadar
etanol tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarisolat

Gambar 7. Kadar gula reduksi pada berbagai jenis isolat dengan
waktu fermentasi 6 hari

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan kadar
gula reduksi tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarisolat



Gambar 8. Jumlah sel khamir pada berbagai jeni isolate dengan
waktu fermentasi 6 hari

Huruf yang sama di atas setiap histogrammenunjukkan jumlah sel
khamir tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarisolat

Gambar 9. Selisih pH awal dan akhir fermentasi (6 hari) pada
berbagai jenis isolat

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan pH tidak
berbeda nyata (p> 0,05) antarisolat

Isolat yang menghasilkan kadar etanol tertinggi yaitu K1A
(dari kelapa). Hal ini mungkin disebabkan isolat K1A indigenous dari
nira kelapa dan media fermentasi yang digunakan adalah nira kelapa,
sehingga adaptasi dari isolat tersebut lebih cepat dibandingkan isolat
N3E (dari nipah), A3A (dari aren) dan S1A (dari siwalan), sehingga
isolat K1A dapat bekerja maksimal dalam mengubah glukosa



menjadi etanol Khamir indigenous nira siwalan dalam
memfermentasi glukosa menjadi etanol bekerja lebih lambat terbukti
kadar etanol yang dihasilkan oleh isolat S1A (9,2%) lebih rendah
daripada isolat K1A (14,2%). Kadar gula reduksi isolat S1A (7,36
mg/mL) lebih tinggi daripada isolat K1A (5,86 mg/mL) yang
menunjukkan bahwa proses fermentasi pada isolat K1A berjalan
cepat dalam mengubah glukosa menjadi etanol, sehingga kadar gula
reduksinya rendah karena digunakan oleh sel khamir dalam
membentuk etanol. Hal tersebut juga didukung selisih pH di akhir
fermentasi tertinggi pada isolat K1A (0,42), karena selama proses
fermentasi terjadi penurunan pH. Hal tersebut sesuai pendapat Lin
et al. (2010) bahwa pada akhir fermentasi etanol terjadi penurunan
pH, yang disebabkan sumber nitrogen dikonversi menjadi NH4

+.
Media kultur isolat A3A (dari aren) pada akhir fermentasi

mengandung gula reduksi dengan kadar tertinggi 14,79 mg/mL,
tetapi jumlah selnya cenderung sedikit yaitu 25,69 x 103 sel/mL. Hal
tersebut kemungkinan disebabkan isolat A3A indigenous dari aren
memerlukan adaptasi yang lama di media nira kelapa, sehingga
pertumbuhannya lambat dan jumlah sel khamirnya cenderung
sedikit, proses pengubahan glukosa menjadi etanol lambat dan kadar
etanol hasil fermentasi 8,59% lebih rendah daripada isolat K1A
(14,2%).

Media kultur isolat S2D dengan kadar gula reduksi 12,55
mg/mL dan isolat N3E (10,75 mg/mL) dengan jumlah sel secara
berurutan 24,94 x 103 sel/mL dan 13,63 x 103 sel/mL menghasilkan
kadar etanol masing-masing 7,25% dan 8,98%, terlihat bahwa kadar
etanol yang dihasilkan cenderung lebih rendah daripada isolat K2C
(10%), K1C1 (9,5%), dan K3D (9,5%), yang masing-masing
mempunyai kadar gula reduksi secara berurutan 5,99 mg/mL, 7,95
mg/mL dan 9,91 mg/mL. Hal tersebut mungkin disebabkan isolat
K2C, K1C1, dan K3D indigenous nira kelapa, sehingga dapat
beradaptasi dan bekerja dengan cepat mengubah glukosa menjadi
etanol. Jasman et al. (2012)[25] menyatakan bahwa kemampuan
masing-masing strain dalam mengonsumsi gula dan menghasilkan
etanol berbeda karena perbedaan beberapa faktor seperti
konsentrasi gula, konsentrasi etanol, dan suhu. Perbedaan respon



tersebut juga ditentukan oleh stabilitas genetik dan fisiologis masing-
masing strain.

Hadirin yang kami hormati
Berdasar hasil skrining isolat penghasil etanol dengan menggunakan
media nira kelapa dihasilkan 10 isolat terpilih (menghasilkan etanol
tinggi), yaitu A3A, A11E (dari aren), K1A, K1C1, K2C (dari kelapa),
N1A, N3D, N3E (dari nipah), dan S1A, S2D (dari Siwalan). Isolat
terpilih tersebut dioptimasi potensinya dalam menghasilkan etanol
dibandingkan dengan kontrol, yaitu S. cerevisiae dengan media air
kelapa (yang diperoleh dari pasar di Malang dengan kadar gula 7,81
mg/mL). Optimasi dengan perlakuan pH (4; 4,5; dan 5), terlihat
isolat yang paling unggul pada produksi etanol adalah N3E (dari
nipah) dengan kadar etanol 4,5% dan optimum pada pH 4,5 dan 5.
Kadar etanol tersebut lebih tinggi daripada S. cerevisiae (kontrol)
(4,1%) (Gambar 10). Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat
indigenous nira nipah dapat bekerja optimal dalam mengubah
glukosa yang ada pada air kelapa menjadi etanol melebihi kerja S.
cerevisiae. Menurut Piriya et al. (2012)[68] pH optimum untuk
produksi etanol menggunakan Pichia stipitis sekitar 4,5-5,5,
sedangkan menurut Tesfaw & Assefa (2014) [69] pH optimum untuk
produksi etanol menggunakan S. cerevisiae sekitar 4,0-5,0.



Gambar 10. Kadar etanol isolat khamir indigenous berbagai nira
pada variasi pH dengan suhu 27 oC dan konsentrasi
glukosa 10%

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan kadar
etanol tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarperlakuan

Fermentasi pada konsentrasi gula 5%, 10%, dan 15%
menunjukkan isolat A3A dari nira aren paling unggul dalam
memproduksi etanol sebesar 12,25% pada konsentrasi gula 10% yang
tidak berbeda dengan S. cerevisiae (Gambar 11). Menurut Zabed et al.
(2014) [70] konsentrasi gula 12% optimal untuk produksi etanol oleh
Pichia stipitis, tetapi S. cerevisiae optimal pada konsentrasi 9%.
Peningkatan konsentrasi gula hingga konsentrasi tertentu
menyebabkan laju fermentasi meningkat, tetapi konsentrasi gula
yang tinggi menyebabkan terjadi plasmolisis pada sel khamir
tersebut. Hal tersebut juga disebabkan enzim yang mengikat substrat
sudah berikatan dengan semua substrat, sehingga laju fermentasi
berhenti.



Gambar 11. Kadar etanol isolat khamir indigenous nira pada
berbagai konsentrasi glukosa dengan suhu 27 oC dan
pH 4,5

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan kadar
etanol tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarperlakuan

Fermentasi etanol pada suhu 27 oC, 30 oC, dan 33 oC
menunjukkan bahwa isolat N3E (dari nira nipah) menghasilkan
kadar etanol tertinggi 5,25% pada suhu 27 oC yang tidak berbeda
dengan S. cerevisiae sebesar 5% (Gambar 12). Suhu merupakan
salah satu parameter paling penting dalam produksi etanol karena
hidrolisis enzimatik dan laju fermentasi glukosa bergantung pada
suhu. Semakin tinggi suhu fermentasi, laju fermentasi semakin
meningkat, sehingga produksi etanol juga meningkat, tetapi ada
batasan untuk bioproses. Suhu yang lebih tinggi mungkin tidak
mendukung pertumbuhan, sel-sel dapat mati, enzim dapat
mengalami denaturasi dan laju pembentukan produk terhambat.
Tingkat pertumbuhan mikroorganisme secara langsung dipengaruhi
oleh suhu [71]. Suhu tinggi yang tidak menguntungkan untuk
pertumbuhan sel menjadi faktor stres bagi mikroorganisme [72].
Kisaran suhu ideal untuk fermentasi antara 20-35 °C.
Saccharomyces cerevisiae memiliki suhu optimal mendekati 30 °C
sedangkan sel yang diimobilisasi memiliki suhu optimum yang
sedikit lebih tinggi karena kemampuannya untuk mentransfer panas
dari permukaan partikel ke dalam sel [73]. Selain itu, enzim yang
mengatur aktivitas mikroorganisme dan proses fermentasi sensitif



terhadap suhu tinggi yang dapat mengubah sifat struktur tersiernya
dan menonaktifkan enzim [74].

Gambar 12. Kadar etanol isolat khamir indigenous nira pada
berbagai variasi suhu dengan konsentrasi glukosa 10%
dan pH 4,5

Huruf yang sama di atas setiap histogram menunjukkan kadar
etanol tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarperlakuan

Berdasar hasil optimasi produksi etanol dengan perlakuan
pH, suhu, dan konsentrasi gula, menunjukkan kadar etanol tertinggi
pada pH 4,5 dan 5, konsentrasi gula 10%, dan suhu 27 oC. Perlakuan
berikutnya menguji isolat unggul yaitu A3A (dari nira aren), K1A
(dari nira kelapa), N3E (dari nira nipah), dan S1A (dari nira siwalan)
dengan perlakuan pH 4,5, konsentrasi gula 10%, dan suhu 27 oC.
Isolat A3A dari nira aren potensinya paling tinggi menghasilkan
etanol sebesar 12,25%, yang tidak berbeda dengan S. cerevisiae
(kontrol) (Gambar 13). Isolat A3A dapat menghasilkan kadar etanol
paling tinggi mungkin disebabkan isolat khamir tersebut dapat
beradaptasi dengan kondisi fermentasi pH 4,5, konsentrasi gula 10%,
dan suhu 27 oC, sehingga dapat mengubah gula dalam air kelapa
menjadi etanol dengan kadar yang tinggi.



Gambar 13. Produksi etanol oleh isolat khamir pada konsentrasi
glukosa 10%, pH 4,5, dan suhu 27 oC

Huruf yang sama di atas setiap histogrammenunjukkan kadar
etanol tidak berbeda nyata (p> 0,05) antarisolat

Hadirin yang kami hormati
Spesies Khamir yang berpotensi Penghasil Bioetanol

Identifikasi secara molekular menggunakan sekuen 18S rDNA
menunjukkan bahwa isolat A3A dan N3E mempunyai similaritas
99,99% dengan Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T (Gambar
14). Hasil tersebut sesuai dengan penelitian Udomsaksakul et al.
(2018) [75] bahwa khamir indigenous nira kelapa yang berasal dari
Samut-Songkram Thailand teridentifikasi sebagai Spesies S.
cerevisiae NL010. Isolat K1A mempunyai similaritas 99,99% dengan
Pichia manshurica IFO 10726 (Gambar 15). Madigal et al. (2019)[76]
melaporkan bahwa Saccharomyces cerevisiae dan Pichia
kudriavzevii juga ditemukan pada nira Nypa fruticans dari Philipina.



Gambar 14. Pohon filogeni isolat A3A dan N3E dengan khamir acuan
berdasarkan sekuen 18S rDNA dengan algoritma Likelihood
dengan bootstrap 1000

Isolat S1A mempunyai similaritas 99,99% dengan Candida
tropicalis ATCC 20615 (Gambar 16). Hasil tersebut sesuai dengan
penelitian Wiratno & Soleman (2018)[77] yang mengisolasi khamir
indigenous nira siwalan dari Tuban Jawa Timur, mendapatkan
khamir C. tropicalis mampu memproduksi etanol sebesar 14%
dengan menggunakan glukosa 50 g/L. Candida tropicalis juga
ditemukan pada nira Borassus flabellifer L. dari Thailand [78]. Nira
Borassus akeassii dari Burkina Faso, Afrika Barat juga terdapat
khamir Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae dan Candida
pararugosa [79].

Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T



Gambar 15. Pohon filogeni isolat K1A dengan khamir acuan berdasarkan
sekuen 18S rDNA dengan algoritma Likelihood dengan
bootstrap 1000

Gambar 16. Pohon filogeni isolat S1A dengan khamir acuan berdasarkan
sekuen 18S rDNA dengan algoritma Likelihood dengan
bootstrap 1000

Pichia manshurica IFO

Candida tropicalis ATCC 20615



Gen piruvat dekarboksilase (pdc) dan alkohol
dehidrogenase (adh)
Gen pdc

Gen yang berperan dalam menyandi enzim-enzim penghasil
etanol, antara lain pdc dan adh. Deteksi gen penyandi enzim pdc
pada isolat A3A, K1A, N3E, dan S1A yang telah dilakukan
menghasilkan profil pita berkisar 1.000–1.500 bp (Gambar 17). Gen
pdc isolat A3A mempunyai nilai similaritas 99,92% dengan gen pdc
isolat N3E, dan 99,01% dengan gen pdc isolat S1A serta 99,95%
dengan gen pdc1p Saccharomyces cerevisiae VL3 chromosome XII.
Gen pdc isolat N3E mempunyai nilai similaritas 99,92% dengan gen
pdc1p Saccharomyces cerevisiae VL3 chromosome XII dan gen pdc
isolat K1A mempunyai nilai similaritas 100% dengan gen pdc1p
Saccharomyces cerevisiae VL3 chromosome XII (Gambar 18)

Gambar 17. Pita gen pengkode piruvat dekarboksilase (pdc) (A)
dan alkohol dedidrogenase (adh) (B) isolat khamir
A= A3A (aren), K=K1A (kelapa), N=N3E (nipah), dan
S=S1A (siwalan)

Pada identifikasi molekular dengan sekuen 18S rDNA, isolat
K1A mempunyai nilai similaritas 99,99% dengan Pichia manshurica
IFO 10726. Hal tersebut menunjukkan bahwa di dalam isolat K1A

A B



mengandung gen pdc1p Saccharomyces cerevisiae VL3 chromosome
XII, meskipun pada identifikasi molekular menunjukkan berkerabat
dengan Pichia manshurica yang masih satu familia dengan
Saccharomyces cerevisiae dan dapat memfermentasi glukosa
menjadi etanol [80].

Pada identifikasi molekular dengan sekuen 18S rDNA, isolat
A3A dan N3E mempunyai nilai similaritas 99,99% dengan
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T (Gambar 18). Menurut
Vuralhan et al. (2003) [81]Saccharomyces cerevisiae mengandung
tiga gen struktural (pdc1, pdc 5, dan pdc 6) yang masing-masing
dapat mengkodekan pyruvate decarboxylase aktif. Pyruvate
decarboxylase adalah enzim yang mengandung thiamine
pyrophosphate (TPP) yang bertanggung jawab untuk konversi
piruvat menjadi asetaldehid. Piruvat adalah zat antara dalam
metabolisme karbohidrat sentral dan dapat dikonversi menjadi
asetaldehid (Gambar 19) [7].

Gambar 18. Pohon filogeni isolat A3A, K1A, N3E, S1A, dan isolat acuan
berdasarkan similaritas sekuen gen pdc menggunakan
algoritma Likelihood dengan bootstrap 1000



Sumber: [7]

Gambar 19. Skema perubahan piruvat menjadi asetaldehid oleh enzim pdc

Gen pdc isolat S1A mempunyai nilai similaritas 99% dengan
gen pdc Candida tropicalis MYA 3404 (Gambar 18). Identifikasi
molekular berdasarkan sekuen 18S rDNA, isolat S1A mempunyai
similaritas 99,99% dengan Candida tropicalis ATCC 20615 (Gambar
16). Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat S1A merupakan spesies
Candida tropicalis. Menurut Eram & Ma (2013) [7] gen pdc
ditemukan tersebar luas pada fungi dan tanaman tingkat tinggi,
tetapi relatif jarang pada prokariota dan tidak diketahui pada hewan.
Gen pdc ditemukan pada S. cerevisiae, S. carlsbergensis (juga
dikenal sebagai S. pastorianus) dan S. uvarum, Neurospora crassa,
anggota Kluyveromyces, antara lain meliputi Aspergillus, spesies
Hanseniaspora uvarum, Schizosaccharomyces pombe, Candida
glabrata, dan C. tropicalis.

Gen adh
Alkohol dehidrogenase mengkatalisis interkonversi antara

asetaldehida dan etanol serta memainkan peran sentral dalam
produksi dan asimilasi etanol. Selain itu, NAD (H) atau NADP (H)
ikut serta dalam reaksi, adh terlibat dalam mekanisme umum
'keseimbangan kofaktor' [28]. Profil pita gen penyandi enzim adh
pada isolat A3A, K1A, N3E, dan S1A berkisar 500-1000 bp (Gambar
17). Gen adh pada isolat N3E mempunyai nilai similaritas 100%
dengan gen adh pada isolat K1A dan mempunyai nilai similaritas
98,10% dengan gen adh pada isolat A3A dan adh Saccharomyces
cerevisiae YJM 456 (Gambar 20). Pada identifikasi molekular
berdasarkan sekuen 18S rDNA, isolat A3A dan N3E tersebut



mempunyai nilai similaritas 99,99% dengan Saccharomyces
cerevisiae NRRL Y-12632T (Gambar 14). Hal tersebut menunjukkan
bahwa isolat A3A merupakan Spesies Saccharomyces cerevisiae.
Menurut Lopez et al. (2016)[82] gen adh 4 dijumpai pada S.
cerevisiae, sedangkan menurut Smidt et al. (2012) [83] adh1 adalah
satu-satunya alkohol dehidrogenase yang mampu mengkatalisis
pengubahan asetaldehid menjadi etanol secara efisien. Ketika S.
cerevisiae ditumbuhkan pada sumber karbon yang dapat
difermentasi, seperti glukosa, adh 1 bertanggung jawab untuk
regenerasi NAD+ dari NADH dengan mengkatalisis pengubahan
asetaldehid untuk menghasilkan etanol [7].

Gen adh pada isolat S1A mempunyai nilai similaritas 97,57%
dengan gen adh Candida tropicalis H5343 clone B4 (Gambar 20).
Identifikasi molekular berdasar sekuen 18S rDNA, isolat S1A tersebut
mempunyai nilai similaritas 99,99% dengan Candida tropicalis
ATCC 20615 (Gambar 15). Menurut Wang et al. (2016)[85] adh 1
dijumpai pada Candida tropicalis, sehingga isolat S1A yang
teridentifikasi sebagai C. tropicalis ini memang memiliki gen adh.



Gambar 20. Pohon filogeni isolat A3A, K1A, N3E, S1A dan isolat acuan
berdasarkan similaritas sekuen gen adh menggunakan
algoritma Likelihood dengan bootstrap 1000



Aktivitas Enzim pdc dan adh
Aktivitas enzim pdc dalam bentuk crude enzim dan
pemurnian parsial

Enzim pdc dan adh berperan pada pengubahan glukosa
menjadi etanol. Enzim pdc mempunyai aktivitas dalam pengubahan
glukosa menjadi asetaldehid sedangkan enzim adh mempunyai
aktivitas mengubah asetaldehid menjadi etanol. Aktivitas enzim pdc
bentuk crude enzim dan pemurnian parsial pada semua isolat
menunjukkan kenaikan dan penurunan meskipun tidak berbeda
nyata. Hal tersebut berkaitan dengan sifat enzim yang terdapat
dalam isolat yang berbeda. Crude enzim pdc pada isolat A3A, K1A,
S1A, dan S. cerevisiae (kontrol) secara berurutan memiliki aktivitas
sebesar 61,35 U/mg, 24,92 U/mg, 20,35 U/mg, dan 78,44 U/mg;
setelah pemurnian parsial aktivitasnya secara berurutan menjadi
60,74 U/mg, 25,47 U/mg, 10,37 U/mg, dan 74,72 U/mg (Tabel 3).
Penurunan aktivitas enzim setelah pemurnian parsial pada isolat
A3A dan S1A terjadi karena adanya sebagian protein yang hilang.
Pada saat pemurnian protein, kotoran seperti keratin [86], protein,
dan garam akan dihilangkan, sehingga terjadi penurunan
konsentrasi protein total serta pengurangan aktivitas enzim [87].
Kenaikan aktivitas enzim setelah pemurnian parsial pada isolat K1A
dan S. cerevisiae (kontrol) terjadi karena terpisahnya protein selain
enzim pdc pada saat pemurnian, sehingga jumlah protein lebih
sedikit sebagai pembagi dalam penghitungan aktivitas spesifik enzim
pdc tersebut [50].



Tabel 3. Aktivitas enzim piruvat dekarboksilase crude dan hasil
pemurnian parsial pada isolat A3A, K1A, dan S1A
dibandingkan dengan Saccharomyces cereviasiae

Nama
Isolat

Konsentrasi
Protein
(mg/mL)

Aktivitas enzim (U/mg)

Crude
Permurni
an 80%

Crude
Permurnian

80%

A3A 32,32 54,40 61,35±0,04c 60,74±0,05c

K1A 15,72 12,36 24,92 ± 0,02 b 25,47 ± 0,02 b

S1A 9,78 13,35 10,35 ± 0,01 a 10,30 ± 0,02 a

S. cerevisiae
(Kontrol)

39,33 38,12 74,72 ± 0,04 d 78,44 ± 0,03 d

Huruf yang sama dalam setiap kolom aktivitas enzim
menunjukkan tidak berbeda secara nyata antarisolat (p> 0,05)
menurut uji Duncan

Konsentrasi protein enzim pdc hasil pemurnian parsial isolat
A3A dan S1A secara berurutan 54,40 mg/mL dan 13,35 mg/mL lebih
tinggi daripada crude enzim yang secara berurutan sebesar 32.32
mg/mL dan 9,78 mg/mL (Tabel 3). Hal tersebut karena pada saat
pemurnian terjadi pemisahan protein selain enzim pdc, sehingga
jumlah protein menjadi lebih sedikit sebagai pembagi dalam
penghitungan aktivitas spesifik enzim pdc tersebut dan konsentrasi
protein spesifik meningkat. Pada isolat K1A konsentrasi protein
crude enzim 15,72 mg/mL lebih tinggi daripada pemurnian parsial
sebesar 12,36 mg/mL. Hal tersebut karena saat pemurnian kotoran
seperti keratin, molekul kecil, protein, dan garam akan dihilangkan,
sehingga terjadi penurunan konsentrasi protein total. Menurut Wang
et al. (2009) [89] pemurnian protein merupakan serangkaian proses
yang dimaksudkan untuk mengisolasi satu atau beberapa protein
dari organ atau jaringan yang berbeda dengan hasil konsentrasi
protein dapat lebih tinggi atau lebih rendah. Kontrol (S. cerevisiae)
terlihat bahwa konsentrasi protein saat pemurnian parsial sedikit
menurun, tetapi aktivitasnya sangat meningkat, hal tersebut



mungkin karena dalam S. cerevisiae terkandung berbagai macam
enzim pdc, seperti pdc1, pdc 5, dan pdc 6 yang masing-masing dapat
mengkodekan piruvat dekarboksilase aktif [90].

Tabel 4. Aktivitas enzim alkohol dehidrogenase crude dan hasil
pemurnian parsial pada isolat A3A, K1A, dan S1A
dibandingkan dengan Kontrol (S. cerevisiae)

Nama
Isolat

Konsentrasi
Protein (mg/mL) Aktivitas enzim (U/L)

Crude Permurnian
80% Crude Permurnian

80%

A3A 34,11 24,30 28,73 ± 0,15 d 24,40 ± 0.06 d

K1A 13,97 12,26 1,75 ± 0,05 a 10,35 ± 0,10 b

S1A 13,20 13,25 10,63 ± 0,06 b 8,36 ± 0,03 a

S.
cerevisiae
(Kontrol)

34,89 38,02 21,46 ± 0,04 c 24,13 ± 0,05 c

Huruf yang sama pada kolom aktivitas enzim menunjukkan
aktivitasnya tidak berbeda nyata (p> 0,05) menurut uji Duncan

Konsentrasi protein adh hasil pemurnian parsial lebih rendah
daripada crude enzim, kecuali pada S. cerevisiae kontrol.
Konsentrasi protein crude enzim isolat A3A dan K1A secara
berurutan 34,11 mg/mL dan 13,97 mg/mL, setelah pemurnian parsial
turun menjadi 24,30 mg/mL dan 12,26 mg/mL (Tabel 4). Hal
tersebut dapat terjadi karena saat pemurnian, kotoran seperti
molekul kecil, protein, dan garam akan dihilangkan, sehingga terjadi
penurunan konsentrasi protein total. Pada isolat S1A dan S.
cerevisiae konsentrasi protein crude enzim awalnya secara
berurutan 13,20 mg/mL dan 34,89 mg/mL setelah pemurnian
parsial meningkat menjadi 13,25 mg/mL dan 38,02 mg/mL (Tabel 4).



Hadirin yang kami hormati
Berikut adalah Berat Molekul Enzim pdc dan adh pada
Isolat Khamir Terpilih

Berat molekul enzim pdc dan adh ditentukan menggunakan
SDS PAGE. Menurut Berlowska et al. (2009) [50] enzim pdc
Saccharomyces cerevisiae memiliki berat molekul 60 kDa. Berat
molekul crude enzim pdc isolat A3A, K1A, S1A, dan S. cerevisiae
(kontrol) secara berurutan 66,31 kDa; 59,32 kDa; 64,90 kDa), dan 60
kDa. Berat molekul enzim pdc hasil pemurnian parsial isolat A3A,
K1A, S1A, dan kontrol (S. cerevisiae) secara berurutan 58,3 kDa; 57,3
kDa; 64,90 kDa; dan 64,20 kDa (Gambar 21). Berat molekul enzim
pdc baik crude maupun hasil pemurnian isolat A3A, K1A, S1A
berbeda dengan berat molekul pdc S. cerevisiae hal tersebut
disebabkan pdc merupakan enzim komplek, pada organisme yang
berbeda mempunyai struktur dan berat molekul yang berbeda pula,
pada E.coli berkisar (65-66) kDa dan pada B. Stearothermophilus
(49-76) kDa [91].

Menurut Edenberg (2007)[51] berat molekul enzim adh
Saccharomyces cerevisiae 36,85 kDa. Berat molekul crude enzim
adh isolat A3A, K1A, S1A, dan S. cerevisiae (kontrol) secara
berurutan adalah 39,31 kDa; 33,19 kDa; 37,79 kDa, dan 39,80 kDa;
sedangkan berat molekul enzim adh hasil pemurnian parsial
keempat isolat khamir tersebut secara berurutan adalah 39,30 kDa;
38,10 kDa, 37,80 kDa, dan 39,80 kDa. Berat molekul enzim adh baik
crudemaupun hasil pemurnian isolat A3A, K1A, S1A berbeda dengan
berat molekul adh S. cerevisiae hal tersebut disebabkan adh pada
setiap makhluk hidup mempunyai berat molekul yang berbeda-beda,
pada hati kuda berat molekul adh 41 kDa [92].



Gambar 21. Profil protein enzim pdc dan adh tiga isolat khamir
terpilih dan S. cerevisiae berdasarkan analisis SDS-
PAGE

Lane (a) Marker, (b) isolat A3A (crude ekstrak), (c) isolat K1A
(crude ekstrak), (d) isolat S1A (crude ekstrak), (e) Kontrol (crude
ekstrak), (f) isolat A3A (pemurnian 80 %), (g) isolat K1A
(pemurnian 80%), (h) isolat S1A (pemurnian 80%), (i) Kontrol
(pemurnian 80%), (j)Marker enzim adh enzim pdc



PENUTUP

Hadirin yang berbahagia

Bioetanol sebagai alternatif solusi menipisnya sumber
energi di dunia ini telah banyak digunakan oleh negara-negara di
Asia dan Eropa, karena merupakan salah satu sumber energi
terbarukan utama di masa depan. Bioetanol ini sudah banyak
diproduksi dari berbagai limbah yang mengandung selulosa dan gula,
dengan harapan dapat mengurangi limbah pertanian maupun rumah
tangga. Khamir indigenous (asli) dari tanaman juga sudah banyak
diisolasi dan digunakan untuk membantu memfermentasi limbah
menjadi bahan yang bisa termanfaatkan antara lain menjadi
bioetanol ini.
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