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ABSTRACT

The purpose of this study is to get an alternative bioprocess technology of bioethanol
production from cassava using the technique of co-cultured “ tape”’ yeast and Saccharomyces
cerevisiae. The study was designed with a completely randomized design experiment using 7
level of co-culture techniques. All treatment was repeated 2 times. The parameters measured
were the final pH, percentage of substrate consumption, ethanol concentration and fermentation
efficiency. Using coculture technique in the process of fermentation to produce
bioethanol gives better results than the use of a single culture or pure culture of “ tape”
yeast and S. cerevisiae. Coculture technique that gives the best results is the treatment
of fermentation process by giving the “tape’ yeast to the first day and followed by
giving culture S cerevisiae for the next two days. This treatment has a final pH 4:05,
the percentage substrate or glucose consumption of 82.92%, the concentration ethanol

of 11.0% (w/v) and the fermentation efficiency of 52.94%.
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PENDAHULUAN

Berbagai jenis sumber bahan baku
bioetanol terdapat di Indonesia, seperti ubi
kayu, sagu, ubi jalar dan tetes tebu. Ubi kayu
sebagal bahan baku bioetanol mempunyai
kelebihan yaitu dapat tumbuh pada lahan yang
kurang subur, mempunyai daya tahan tinggi
terhadap penyakit dan dapat diatur masa
panennya. Perkembangan produksi ubi kayu
di Indonesia mengalami peningkatan sekitar
23 % (16 ton menjadi 20 ton) dari tahun 2000
- 2008 (Deptan, 2008).

Proses produksi bioetanol dapat
dilakukan melalui konvers bahan baku
dengan memanfaatkan mikroba yang sesuai.
Selama ini mikroba yang dipergunakan dalam
proses fermentas umumnya adalah kultur
tunggal (monokultur) Saccharomyces
cerevisae. Penggunaan kultur tunggal S
cerevisae memiliki kelemahan dalam ha
waktu proses yang lebih lama, karena sebelum
proses fermentasi diperlukan proses hidrolisis
pati dengan menggunakan enzim-enzim
hidrolase. Tahap hidrolisis pati diawali
dengan tahap likuifikasi menggunakan enzim

a-amilase untuk mengubah pati ubikayu
menjadi  dekstrin.  Proses ini  memerlukan
waktu 1 jam pada suhu 100°C. Setelah proses
likuifikasi diperlukan proses sakarifikas
menggunakan enzim amiloglukosidase untuk
mengubah dekstrin menjadi glukosa. Proses
ini memakan waktu 3 hari pada suhu 55-60°C.
Setelah terbentuk glukosa, dilanjutkan dengan
proses fermentas menggunakan S. cerevisiae
untuk mengubah glukosa menjadi bioetanol.
Proses ini memerlukan waktu 3 sampai 4 hari
(Budiyanto et al., 2005). Jadi dengan
menggunakan  kultur  tunggal untuk
memproduksi  bioetanol akan memerlukan
waktu sekitar 7 hari. Lamanya waktu proses
produks juga disebabkan oleh ketidak
mampuan dari S cerevisiae  untuk
menghasilkan enzim-enzim hidrolase yang
memecah pati menjadi glukosa, sehingga
secara umum akan memerlukan enzim-enzim
komersial penghidrolisis pati. Kondis ini juga
berakibat pada mahalnya proses produksi
karena enzim-enzim komersial sampai saat ini
harganya sangat mahal.
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Saat ini terdapat beberapa teknologi
proses produksi bioetanol yang telah
dikembangkan seperti proses hidrolisis dan
fermentasi secara bertahap, proses sakarifikasi
fermentasi secara simultan dan proses
hidrolisis ko-fermentasi (Taherzadeh dan
Karimi, 2007). Arnata et al. (2009)
melaporkan bahwa dengan penggunaan teknik
ko-kultur Trichoderma viride, Aspergillus
niger dan S cerevisiae pada proses fermentasi
tepung ubi kayu mampu menghasilkan
konsentrasi bioetanol 7,41 % (b/v) atau
meningkat 19,56 % jika dibandingkan dengan
proses fermentasi menggunakan monokultur
S cerevisae. Pada produks dengan
menggunakan proses sakarifikasi fermentas
simultan mampu menghasilkan bioetanol
dengan konsentrasi 5,32 %(b/v) (Bambang
dan Arnata, 2010)

Untuk produksi bioetanol berbahan
baku pati, penggunaan amilolitik yeast yang
mampu memproduksi enzim-enzim hidrolase
daam proses likuifikasi dan sakarifikas
larutan pati untuk menghasilkan glukosa
secara langsung memberikan salah satu
dternatif produksi yang lebih murah jika
dibandingkan dengan penggunaan enzim-
enzim amilolitik komersial yang harganya
sangat mahal. Ragi tape dapat menjadi
aternatif starter amilolitik yang dapat
dipergunakan dalam proses hidrolisis dan
fermentasi untuk produksi bioetanal.

Ragi tape merupakan kultur starter
kering yang terbuat dari campuran tepung
beras, ramuan bumbu, air dan ekstrak gula
tebu (Merican dan Queeland, 2004). Di
Indonesia, Malaysia, Filipina dan Vietnam
secara tradisona ragi tape  sering
dipergunakan dalam proses fermentas
pembuatan tape ubi, beras atau ketan (Kofli
dan Dayaon, 2010). Ragi tape merupakan
kultur kering yang terdiri dari konsorsium
mikroba berupa yeast atau khamir, kapang
(Mucor, Rhizopus dan Amylomyces) dan
bakteri dengan jenis cocci (Kofli dan Dayaon,
2010). Merican dan Queeland (2004),
melaporkan bahwa ragi tape mengandung
sekitar 8x10° sel/g — 3x10° sdl/g kapang,
3x10° - 3x10’sel/g yeast dan 10° sel/g bakteri.
Kapang yang terdapat pada ragi tape
merupakan jenis kapang yang diketahui
mempunyai kemampuan untuk menghasilkan
enzim-enzim amilolitik, seperti dilaporkan
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oleh Rosita (2008) yang menyatakan bahwa
Rizhopus sp mampu memproduksi enzim
kasar amiloglusidase dengan aktivitas 470,02
U/ml dan enzim kasar a-amilase dengan
aktivitas 385,14 U/ml. Sdlain mempunyai
kemampuan amilolitik, penggunaan ragi tape
dalam proses produks juga mempunyai
keuntungan harganya murah dan mudah
didapatkan, sehingga memungkinkan untuk
diaplikasikan dimasyarakat.

Adanya potensi amilolitik dari ragi
tape memungkinkan dilakukan  proses
hidrolisis pati tanpa menggunakan enzim
amilolitik komersial khususnya
amiloglukosidase. Berkaitan dengan ha
tersebut di atas, maka pengembangan teknik
fermentasi secara ko-kultur dapat menjadi

aternatif untuk memproduksi  bioetanol
dengan harapan dapat  meningkatkan
konsentrass etanol yang dihasilkan jika

dibandingkan dengan penggunaan teknik
fermentasi monokultur. Dengan teknik ko-
kultur ragi tape dan S cerevisae, mikroba-
mikroba amilolitik yang terdapat pada ragi
tape terlebih dahulu akan menghidrolisis pati
menjadi glukosa dan glukosa yang terbentuk
selanjutnya akan dimanfastkan oleh S
cerevisae untuk menghasilkan bioetanol.
Dengan kata lain, kondis yang diharapkan
dengan teknik ko-kultur ini adalah adanya
sinergisme antara konsorsum mikroba ragi
tape dengan S cerevisae dalam
menghidrolisis dan memfermentasi. Dengan
adanya harapan terjadinya sinergisme ini,
maka permasalahan yang muncul adalah
bagaimana  teknik kokultur (waktu
pencampuran) yang tepat antara ragi tape
dengan S cerevisiae sehingga pati yang
dipergunakan sebagai substrat pada tahap

aval bisa terhidrolisis secara optimal,
selanjutnya.
Waktu pencampuran merupakan

salah satu faktor kritis yang mempengaruhi
sinergisme konsorsium mikroba dalam teknik
ko-kultur. Faktor tersebut berpengaruh
langsung terhadap Ilgu hidrolisis dan
pertumbuhan mikroorganisme. Laju hidrolisis
akan Dberpengaruh terhadap konsentras
substrat (glukosa) yang dihasilkan oleh ragi
tape, selanjutnya konsentras substrat akan
mempengaruhi  biosintesis glukosa menjadi
etanol oleh S cerevisiae. Konsentrasi substrat
yang terlau tinggi dapat menjadi faktor
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penghambat kinerja enzim-enzim hidrolitik,
penghambat pertumbuhan ragi dan bahkan
dapat menyebabkan inaktifnya se ragi.
Sebaliknya, konsentrasi yang terlalu rendah
menjadi faktor pembatas yang menyebabkan
sl ragi  kekurangan substrat  untuk
metabolisme pertumbuhan sel. Jika faktor
diatas dapat dikendalikan, maka akan dapat
meningkatkan produk yang dihasilkan. Tujuan
penelitian ini adalah mendapatkan alternatif
teknologi bioproses pembuatan bioetanol dari
ubi kayu dengan menggunakan teknik ko-
kultur ragi tape dan S cerevisiae yang
menghasilkan konsentrasi etanol yang lebih
tinggi dibandingkan dengan proses produksi
tanpa ko-kultur.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Bahan yang diperguanakan adalah
ubi kayu, ragi tape (diperoleh di pasar
komersial), Saccharomyces cerevisae ATCC
9763 (Laboratorium mikrobiologi  IPB).
Enzim yang dipergunakan dalam penelitian
ini adalah enzim o-amilase (Novozyme,
Sigma) Bahan-bahan untuk  propagas
mikroorganisme meliputi yeast ekstrak , malt,
pepton, NPK dan (NH4),SO,. Bahan kimia
yang dipergunakan adalah HCI, NaOH,
glukosa sandar, H,SO,;, asam 3,5-
dinitrosdisilat (DNS), Na-K Tatrat, fenol, Na-
Metabisulfit, asam sSitrat dan akuades. Alat-
adat yang dipergunakan adalah water bath,
pipet mikro, spektrofotometer, kromatografi
gas (GC), destilator, timbangan analitik dan
aat-alat gelas.

Rancangan Percobaan

Penelitian ini dirancang dengan
menggunakan 7 taraf perlakuan teknik ko-
kultur  yaitu  (Pl) substrat difermentas
dengan kultur tunggal S. cerevisiae selama 3
hari, (P2) substrat difermentas dengan kultur
ragi tape sdama 3 hari, (P3) substrat
difermentasi dengan kultur ragi tape dan S
cerevisiae yang ditambahkan secara simultan
selam 3 hari, (P4) substrat difermentas
dengan S. cerevisiae untuk 1 hari pertama dan
diikuti dengan penambahan ragi tape untuk 2
hari berikutnya, (P5) substrat difermentas
dengan S. cerevisiae untuk 2 hari pertama dan
diikuti dengan penambahan ragi tape untuk 1
hari berikutnya, (P6) substrat difermentas
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dengan ragi tape untuk 1 hari pertama dan
diikuti dengan penambahan S cerevisiae
untuk 2 hari berikutnya, (P7) substrat
difermentas dengan ragi tape untuk 2 hari
pertama dan diikuti dengan penambahan S
cerevisae untuk 1 hari berikutnya. Dari
perlakuan ini kemudian dilakukan
pengulangan 2 kali sehingga terdapat empat
belas (14) unit percobaan.

Tahapan Pendlitian
1. Persiapan substrat

Ubi kayu dikupas dan dicuci sampai
bersh kemudian diparut. Parutan ubi kayu
kemudian dihidroliss secara enzimatis.
Suspens ubi kayu dibuat dengan konsentras
30 % (b/v), pH diatur sampai 6,5 dengan
menggunakan NaOH 1N. Enzim a-amilase
(Thermamyl, NOVO) ditambahkan 1,2 ml/kg
pati (150 Unit/mg protein). Larutan
dipanaskan pada suhu 90-100 °C selama 1
jam. Selanjutnya hasil proses likuifikas
dianalisis konsentras gula reduksi dan total
gulanya.
2. Persiapan kultur ragi

Saccharomyces cerevisiae

Ragi tape dan isolat S. cerevisiae
dengan konsentras masing-masing 5 %
ditumbuhkan pada media yang terdiri dari
glukosa 10 g/l, yeast ekstrak 1 g/l, KH,PO,
0,1 g/l, MgSO,. 7H20 0,1 g/l dan (NH4),SO,
0,1 g/l, di dalam erlenmeyer 200 ml. Inkubasi
dilakukan pada shacker berkecepatan 125
rom dengan suhu 30°C sdama 24 jam
sebelum diinokul asikan.
3. Prosesfermentas

Proses fermentass menggunakan
sistem batch pada gelas erlenmeyer 500 ml
dengan volume substrat 250 ml. Erlenmeyer
yang telah diisi substrat terlebih dahulu
disterilisasi pada suhu 121 °C tekanan 1 atm
selama 15 menit, setelah sterilisas suhu
diturunkan sampai 30 °C  kemudian
diinokulas dengan inokulum sesuai perlakuan
dalam rancangan percobaan. Jumlah inokulum
yang ditambahkan kedalam substrat baik
untuk ragi tape dan S cerevisae masing-
masing 5 % (v/v) dan proses fermentas
dilakukan pada suhu ruang dengan pemberian
agitas 125 rpm. Bagan alir proses penelitian
disgjikan pada Gambar 1.

tape dan
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Gambar 1.

Parameter Yang Diamati

Parameter yang diamati sebagai
indikator kinerja proses produksi adalah
perubahan pH selama proses fermentas
(pH-meter), perubahan konsentrasi total
gula substrat selama fermentas (metode
Phenol H,SO,), konsentrasi etanol (gas
chromatography) dan efisiensi fermentasi.

Analisis Data

Pada akhir proses fermentas
dilakukan pengambilan sampel untuk masing-
masing perlakuan. Sampel  kemudian
diandlisis dan data yang diperoleh pada tahap
fermentasi dianalisis rerata dan
keragamannya Data dan hasil andiss
selanjutnya disgjikan dalam bentuk tabel dan
grafik.  Pemilihan  perlakuan terbaik
didasarkan pada kadar etanol tertinggi yang
dihasilkan dari aternative proses produksi.

'
| Didistilasi |
'

Bioetanol
Diagram alir penelitian

HASIL DAN PEMBAHASAN

pH Akhir Proses Fermentas

Dari hasil analiss keragaman
menunjukkan bahwa adanya perbedaan
perlakuan dalam teknik ko-kultur berpengaruh
nyata terhadap pH akhir proses fermentas
(P<0,05). Selama proses fermentas terjadi
penurunan ph awal substrat (5,0) pada seluruh
perlakuan. Penurunan pH tertinggi terjadi
pada perlakuan P2 yaitu pada proses
fermentas menggunakan kultur tunggal ragi
tape dengan pH akhir 3.55t0.07 dan
perlakuan ini berbeda nyata dengan perlakuan
yang lainnya. Penurunan ph awa terendah
terjadi pada perlakuan P1 yaitu pada proses
fermentasi menggunakan kultur tunggal S
cerevisae dengan pH akhir 4,25+0.07 dan
perlakuan ini berbeda dengan perlakuan P2.
Adanya perbedaan penurunan pH awal
fermentasi menunjukkan bahwa selama proses
fermentasi, selain terbentuk senyawa alkohol
juga terbentuk senyawa-senyawa asam.
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Terbentuknya  senyawa  asam  dapat
disebabkan oleh adanya oksigen dalam proses
fermentasi, sehingga metabolisme mikroba
berlangsung secara aerob. Suasana aerob
sebenarnya tidak diharapkan dalam proses
pembentukan  bioetanol, karena substrat
berupa glukosa yang seharusnya dikonvers
menjadi etanol akan dikonversi lebih lanjut
menjadi senyawa asam terutama asam-asam
organik. Perubahan pH awal substrat selama
proses fermentasi disagjikan pada Tabel 1.

Tabel 1. pH akhir substrat dalam proses
fermentasi
Perl akuan pH Akhir Rerata Ph
2 Akhir ”
P1 4,3 4,2 4,253
P2 3,6 35 355b
P3 4,3 4 4,158
P4 4 4,3 4,158
P5 4,1 4 4,058
P6 4,2 39 4,058
P7 4 3,9 3,95 a

*) Huruf yang sama dibelakang nilai rerata
menunjukkan perlakuan tidak berbeda nyata
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(P>0,05)

Perubahan Konsentrasi Total Gula

Selama proses fermentasi juga
terjadi penurunan konsentrasi total gula awal.
Penurunan  konsentrasi total gula awa
tertinggi dihasilkan dari perlakukan P6 yaitu
proses fermentasi menggunakan ragi tape
pada hari pertama yang diikuti dengan
penambahan S cerevisiae untuk dua hari
berikutnya. Penurunan terjadi dari konsentrasi
49,23+1,58%(b/v) menjadi 8,41+0.95%(b/v).
Ini menunjukkan bahwa dengan menggunakan
perlakuan P6, sekitar 82.92% substrat telah
dikonsumsi olen mikroba selama proses
fermentasi. Penurunan konsentrasi total gula
terendah dihasilkan dari perlakuan P1 yaitu
proses fermentass menggunakan yang hanya
menggunakan S. cerevisiae. Pada perlakuan
ini, penurunan konsentras total gula awa
terjadi  dari  49,23+1,58%(b/v) menjadi
16,63+1.19%(b/v) atau dapat dikatakan
sekitar 66,23% substrat telah dikonsumsi
selama proses fermentasi.  Penurunan
konsentrasi total gula awal dan persentase
konsumsi substrat selama proses fermentas
disgjikan pada Table2 dan Tabel 3.

Tabel 2. Perubahan konsentrasi total gula awal selama proses fermentas

Perl akuan Konsentrasi awal Konsentrasi Akhir % (b/v) Rerata .

% (bl/v) 1 2 Kons. akhir

P1 49,23 17,46 15,79 16,63

P2 49,23 10,76 12,77 11,76
49,23 14,78 15,79 15,28

P4 49,23 11,09 9,41 10,25
49,23 12,43 13,10 12,77

P6 49,23 9,08 7,74 8,41

P7 49,23 15,12 13,44 14,28

Tabel 3. Persentase konsumsi substrat selama proses fermentasi

Persentase Konsumsi substrat (%6)

Perl akuan Rerata’
1 2
P1 64,53 67,93 66,23 €
P2 78,15 74,06 76,11 bc
P3 69,98 67,93 68,95 de
P4 77,47 80,88 79,17 ab
74,75 73,38 74,06 bed
P6 81,56 84,28 82,92 a
P7 69,30 72,70 71,00 cde
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*) huruf yang sama dibelakang nilai rerata menunjukkan

perlakuan tidak berbeda nyata (P>0,05)

Tabel 4. Konsentras etanol selama proses fermentas

Konsentrasi etanol (% b/v)

Perlakuan Rerata”
1 2

P1 491 3.48 4.20c
P2 2.88 3.25 3.07c
P3 10.27 10.42 10.34 ab
P4 11.13 8.26 9.69 ab
P5 10.13 9.16 9.65ab
P6 12.27 9.73 11.00 a
P7 7.015 7.90 746 b

*) Huruf yang sama dibelakang nilai rerata menunjukkan

perlakuan tidak berbeda nyata (P>0,05)

Tabel 5. Efisiensi Fermentasi selama proses fermentas

Konsentrasi etanol (% b/v)

Perl akuan 5 Rerata’
P1 30.33 20.43 25.38 ¢
P2 14.69 17.48 16.08 c
58.44 61.11 59.77 ab
P4 57.21 40.66 48.94 ab
P5 53.98 49.74 51.86 ab
P6 59.92 45.96 52.94 a
P7 40.32 43.28 41.80b

*) Huruf yang sama dibelakang nilai rerata menunjukkan

perlakuan tidak berbeda nyata (P>0,05)

Konsentrasi Etanol

Selama proses ferrmentasi terjadi
proses biokonversi glukosa menjadi etanol.
Tinggi rendahnya konsentrasi etanol yang
dihasilkan  dadam  proses  fermentas
dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti pH,
tinggi rendahnya konsentrasi glukosa sebagai
substrat, konsentras kultur starter dan suhu
fermentasi. Pada penelitian ini dicoba
mengembangkan teknik ko-kultur dalam
proses fermentasinya untuk menghasilkan
etanol, dan dari hasil analisis menunjukkan
bahwa adanya perbedaan perlakuan dalam
teknik ko-kultur berpengaruh sangat nyata
terhadap konsentras etanol yang dihasilkan
(P<0.01). Konsentrasi etanol yang dihasilkan
selama proses fermentas disgjikan pada Tabel
4.

Dari Tabd 4 telihat bahwa
konsentrasi etanol tertinggi 11,0 % (b/v)
dihasilkan dari perlakuan P6 yaitu perlakuan

fermentasi dengan pemberian ragi tape untuk
satu hari pertama dan dilanjutkan dengan
pemberian kultur S. cerevisiae untuk dua hari
berikutnya. Perlakuan ini  berbeda nyata
dengan perlakuan P1, P2 dan P7, namun tidak
berbeda nyata dengan perlakuan P3, P4, dan
P5. Perlakuan P1 dan P2 merupakan proses
fermentasi dengan menggunakan  kultur
tunggal, dan jika dibandingkan dengan proses
fermentasi  menggunakan kultur campuran,
terlihat bahwa penggunaan kultur campuran
baik yang dicampurkan secara simultan (P3)
maupun bertahap (P4, P5, PG, P7)
memberikan hasil konsentrasi etanol yang
lebih tinggi dibandingkan dengan
menggunakan  kultur  tunggal. Adanya
konsentrass perbedaan ini, menunjukkan
bahwa antara ragi tape dan S. cerevisiae
mampu bersinergi untuk menghasilkan etanol
dengan konsentrasi yang lebih tinggi.
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Efisens Fermentas

Efisenss fermentass merupakan
persentase konsentras etanol hasil produksi
terhadap konsentrasi etanol secara teoritis.
Konsentrasi  etanol  teoritis  merupakan
konsentrasi etanol yang diperoleh berdasarkan
persamaan reaksi berikut:

CeH120s —» 2C,HsOH + 2CO;,
Secara teoritis 100 % glukosa diubah menjadi
51,1 % etanol dan 48,9 % menjadi CO,
(Rudolf et al., 2005). Dari hasil analisis
menunjukkan bahwa adanya perbedaan
perlakuan dalam teknik ko kultur berpengaruh
sangat nyata terhadap efisiens fermentasi
(P<0.01). Efisens fermentas tertinggi
sebesar 52,94 % diperoleh dari perlakuan P6
yaitu perlakuan fermentas dengan pemberian
ragi tape untuk satu hari pertama dan
dilanjutkan dengan pemberian kultur S
cerevisae untuk dua hari  berikutnya.
Perlakuan ini berbeda nyata dengan
perlakuan P1, P2 dan P7, namun tidak
berbeda nyata dengan perlakuan P3, P4, dan
P5.

Adanya perbedaan antar perlakuan
ini menunjukkan bahwa secara umum dengan
menggunakan teknik kultur campuran ragi
tape dan S. cerevisiae pada proses fermentas
dapat meningkatkan efisiensi fermentasi jika
dibandingkan dengan penggunaan kultur
tunggal baik dengan ragi tape maupun S
cerevisiae. Secara umum juga dapat dilihat
bahwa teknik pencampuran dalam ko-kultur
berpengaruh secara nyata terhadap efisiens
fermentasi. Ini terlihat dari adanya perbedaan
antara perlakuan P4, P5, P6 dengan perlakuan
P7. Efisens fermentas  selama proses
fermentasi disgjikan pada Tabel 5.

Efisens fermentas 52,94 %
menunjukkan bahwa hanya 52,94% dari
glukosa yang dikonsumsi oleh kultur ragi tape
dan S cerevisae dimanfaatkan untuk
pembentukan etanol, sedangkan sisanya
47,06% dimanfaatkan untuk proses lain,
seperti untuk mempertahankan metabolisme
sel, untuk pembentukan biomassa atau asam
piruvat yang terbentuk pada proses glikolisis
belum mampu sepenuhnya dirubah menjadi
etanol oleh S. cerevisiag, tetapi dapat
membentuk senyawa-senyawa asam organik.
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Senyawa asam-asam organik dapat berupa
asam asetat, laktat dan asam piruvat (Arnata,
2009).

KESIMPULAN DAN SARAN

Penggunaan teknik kokultur dalam
proses fermentas untuk  memproduksi
bioetanol memberikan hasil yang lebih baik
daripada penggunaan kultur tunggal ragi tape
maupun kultur musni S. cerevisiae. Teknik
kokultur yang memberikan hasil terbaik
adalah perlakuan proses fermentasi dengan
pemberian ragi tape untuk satu hari pertama
dan dilanjutkan dengan pemberian kultur S.
cerevisae untuk dua hari  berikutnya.
Perlakuan ini mempunyai pH akhir 4.05,
persentase konsumsi substrat atau glukosa
sebesar 82,92 %, menghasilkan etanol dengan
konsentrass 11,0 %(b/v) dan efisiens
fermentasi 52,94%.
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