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Bioethanol is an alternative energy source that has enough potential to replace fossil 

fuels. Bioethanol can be produced by fermentation of carbohydrate crops . One of the raw 

materials that can be used is a pineapple peel. Because today is still a waste of pineapple peel 

untapped. In pineapple peel contained 13.6 % reducing sugar , so as to have good potential to be 

processed into bioethanol . One way of making bioethanol is by microbial fermentation using 

Zymomonas mobilis . The fermentation process is influenced by several factors, including pH 

and time . This study was conducted to determine the optimum pH and time at fermentation 

process for bioethanol production from pineapple peel juice. The study was conducted by 

varying the pH of 4.5, 5.0, 5.5 and 6.0 with fermentation time 14 , 23 , 39 , 47 , 65 , and 71 hours 

using Zymomonas mobilis microbes . Bioethanol yield analysis using a gas chromatograph 

(GC). The result is the highest ethanol yield was 3.01% at pH 4.5 and fermentation time of 65 

hours. 
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1. Pendahuluan 

Sampai saat ini sumber energi masih 

didominasi oleh minyak bumi yang 

merupakan sumber daya alam yang tidak 

dapat diperbaharui. Cadangan minyak bumi 

khususnya di Indonesia semakin menipis. 

Sementara kebutuhan bahan bakar minyak 

sebagai sumber energi semakin hari semakin 

meningkat. Sehingga pemerintah Indonesia 

membuat Kebijakan Energi Nasional untuk 

mengembangkan sumber energi alternatif 

sebagai pengganti bahan bakar minyak. 

Kebijakan ini berupa Peraturan Presiden 

Nomor 5 tahun 2006 dan Instruksi Presiden 

No. 1 Tahun 2006. (Junaidi, 2012).  

Sumber energi alternatif yang cukup 

potensial adalah bioetanol, yang merupakan 

sumber energi yang dapat diperbaharui dan 

ramah lingkungan. Etanol yang terbuat dari 

tumbuhan disebut bioetanol digunakan sebagai  

 

bahan bakar mempunyai beberapa 

kelebihan,diantaranya lebih ramah 

lingkungan, memiliki nilai oktan yang lebih 

tinggi dari premium[Teresa, dkk., 2010]. 

Bioetanol dapat diproduksi melalui 

proses fermentasi dari tanaman penghasil 

karbohidrat dan gula. Salah satu bahan baku 

yang dapat digunakan untuk pembuatan 

bioetanol ini adalah kulit nanas. Kulit nanas 

mengandung 81,72% air, 17,53% 

karbohidrat, 4,41% protein, 13,65% gula 

pereduksi, dan 20,87% serat kasar. (Wijana., 

dkk, 1991). Kandungan gula pereduksi 

sebanyak 13,65% memungkinkan kulit buah 

nanas dapat dimanfaatkan sebagai bahan 

baku pada pembuatan bioetanol melalui 

proses fermentasi.  

 



Pemilihan kulit nanas sebagai bahan 

baku pembuatan bioetanol merupakan pilihan 

yang sangat dalam rangka pemanfaatan limbah 

untuk menghasilkan produk yang bermanfaat. 

Karena kulit nanas merupakan limbah belum 

dimanfaatkan secara maksimal dan potensinya 

cukup tinggi. Produksi buah nanas di 

Indonesia cukup melimpah, berdasarkan data 

dari Badan Pusat Statistik, produksi buah 

nanas di Indonesia pada tahun 2012 mencapai 

1.781.899 ton. 

Pemilihan mikroorganisme sangat 

menentukan keberhasilan proses fermentasi. 

Salah satu mikroorganisme yang bisa 

digunakan adalah Zymomonas mobilis. 

Zymomonas mobilis adalah salah satu 

mikroorganisme yang dapat      menguraikan 

glukosa, fruktosa dan sukrosa menjadi etanol 

melalui proses fermentasi. (Siti Muslihah dan 

Welly Nurusuli, 2010) 

Fermentasi etanol skala komersial 

sebagian besar dilakukan oleh jamur, salah 

satunya Saccaromyces cerevisiae yang 

menghasilkan etanol [Yudoamijoyo dkk, 

1992]. Namun Saccaromyces cerevisiae 

memilki beberapa kekurangan, diantaranya 

adalah tidak tahan dengan konsentrasi tinggi 

dari etanol yang dihasilkan. Zymomonas 

mobilis memiliki beberapa kelebihan 

dibandingkan Saccaromyces cerevisiae, 

diantaranya lebih toleran terhadap suhu, pH 

rendah, serta tahan terhadap etanol konsentrasi 

tinggi [Zhang et al., 2010]. Namun untuk 

mendapatkan yield bioetanol yang tinggi 

diperlukan kondisi lingkungan yang 

mendukung salah satunya adalah pH. 

Pada penelitian kali ini, pH proses 

fermentasi akan divariasikan 4,5; 5; 5,5 dan 6, 

dengan waktu pengambilan sample 12, 24, 36, 

48, 60 dan 72 jam. Dari variasi percobaan 

tersebut diharapkan, dapat mengetahui pH  

dan waktu optimum pada proses pembuatan 

bioetanol dari sari kulit nenas dengan 

fermentasi menggunakan Zymomonas 

mobilis. 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

menentukan pH dan waktu optimum dalam 

pembuatan etanol dari sari kulit nanas 

dengan menggunakan Zyomomonas mobilis. 

 

2. Metodologi 

Bahan yang digunakan 

Dalam penelitian ini bahan-bahan 

yang digunakan adalah: Sari kulit nanas, 

biakan murni Zymomonas mobilis, HCl, 

NaOH, Nutrient Agar (NA), KH2PO4, 

MgSO4,7H2O, (NH4)2SO4, etanol pro 

analysis (pa). 

 

Alat yang digunakan 

Peralatan yang digunakan pada 

penelitian ini adalah : Fermentor, Autoclave, 

Gas Chromatograph, Analitical balance 

Inkubator ,Cawan petri, Bunsen, jarum ose, 

pH meter, shaker, labu erlenmeyer, 

 

Variabel Penelitian 

Variabel tetap pada penelitian yang 

digunakan dalam penelitian adalah volume 

percobaan sebanyak  750 mL, volume 

inokulum 10% (v/v) dari volume total 

percobaan,  nutrisi tambahan 10%  dari total 

volume percobaan. Temperatur percobaan  

temperature mengikuti temperature ruangan. 

Sedangkan variabel tidak tetap pada 

percobaan ini adalah: variasi waktu dan pH 

fermentasi. Variasi waktu yang digunakan 

adalah: 12, 24, 36,  48,60,dan 72 jam dan 

variasi pH  yang digunakan:  4,5; 5; 5,5 dan 

6. 

 



Prosedur penelitian 

Prosedur penelitian ini meliputi 

persiapan bahan baku substrat, pengembangan 

inokulum Zymomonas mobilis, proses 

fermentasi, dan analisa hasil. Skema diagram 

penelitian dapat dilihat pada gambar 1. 

 

 
Gambar 1. Tahap-tahap penelitian 

Persiapan inokulum 

 Kultur murni Zymomonas mobilis, 

yang dibiakan pada Nutrient Agar (NA) 

kemudian dipindahkan ke media tumbuh 

bakteri yang telah diperkaya, dengan 

komposisi media glukosa 10%, yeast exstract 

1%, KH2PO4 0.1%, MgSO4.7H2O 0.05%, dan 

(NH4)2SO4 0.1% [Tanaka,1999 dalam 

Ageng,2009]. Stok bakteri zymomonas 

mobilis dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 

berisi media tumbuh diperkaya yang telah 

disterilisasi pada temperatur 121°C selama 15 

menit dan kemudian Erlenmeyer dishaker 

selama 24 jam pada kecepatan 120 rpm 

[Aditya, 2011]. 

Persiapan substrat 

Substrat yang digunakan dalam 

produksi etanol ini adalah sari kulit nanas. 

Kulit nanas diblender, kemudian diperas dan 

diambil airnya. 

 

Persiapan nutrisi tambahan 

 Nutrisi tanbahan untuk proses 

fermentasi dibuat dengan dengan komposisi 

yeast exstract 1%, KH2PO4 0.1%, 

MgSO4.7H2O 0.05%, dan (NH4)2SO4 0.1% 

[Tanaka,1999 dalam Ageng,2009]. 

Kemudian  disterilisasi pada temperatur 

121°C selama 15. 

 

Persiapan Fermentor  

 Fermentor yang digunakan dalam 

proses fermentasi ini adalah botol kaca 

ukuran 1 liter. Sebelum digunakan, fermentor 

serta kulit nanas sebagai substrat yang akan 

digunakan disterilisasi terlebih dahulu pada 

temperatur 121°C selama 15 menit di dalam 

autoclave untuk menghilangkan 

mikroorganisme kontaminan.   

 

Inokulasi dan proses fermentasi 

Sari kulit nanas yang telah disterilisasi 

diinokulasikan dengan inokulum zymomonas 

mobilis yang telah disiapkan secara hati-hati 

dan aseptic sebanyak 10% (v/v) dari jumlah 

substrat kemudian ditambahkan nutrisi 

tambahan sebayak 10% dari volume total. pH 

awal diseting dengan meggunakan HCl atau 

NaOH sehingga didapat variasi pH yang 

diinginkan. Proses fermentasi berlangsung 

selama 72 jam dan diambil sampelnya setiap 

12 jam. Setiap pengambilan sample dilakukan 

pengecekan pH dan adjusting jika diperlukan 

 



 

 

Gambar 2. Rangkaian alat fermentasi 

Analisa Bioetanol 

 Etanol yang dihasilkan dianalisa 

dengan menggunakan gas chromatograph 

(GC). Dengan tahapan analisa sebagai 

berikut: 

a. Pembuatan Kurva Kalibrasi Standard 

etanol 

- Buat deret standard etanol dengan 

konsentrasi 0.1%, 0.2% 0.4%, 1%, 2%, 

4%, 8% dan 10% dengan cara 

mengencerkan etanol pa menggunakan 

aquadest 

- Standard tersebut dianalisa 

menggunakan gas chromatograph 

sehingga didapat data peak area dari 

masing-masing konsentrasi standar 

- Buat kurva kalibrasi (konsentrasi vs 

peak area) 

b. Analisis Kadar Etanol dari Sampel 

- Sampel dianalisa dengan menggunakan 

gas chromatograph sehingga diadapat 

data peak area. 

Kadar etanol dihitung dengan cara 

memplotkan peak area pada kurva 

kalibrasi.  

 

 

3. Hasil dan Pembahasan 

Tabel 1. Rendemen bioetanol berdasarkan 

waktu fermentasi pada masing-masing pH 

 

 

Gambar 3.  Grafik rendemen bioetanol vs  

waktu pada masing-masing pH fermentasi 

 

Gambar 3 menunjukkan grafik 

hubungan antara rendemen bioetanol yang 

didapatkan dari proses fermentasi dan waktu 

fermentasi pada masing-masing pH.  Variasi 

waktu fermentasi pada penelitian ini adalah 

0, 14, 23, 39, 47, 65 dan 71 jam. Sedangkan 

variasi pH proses fermentasi adalah 4,5 

(percobaan ke-1); 5,0 (percobaan ke 2); 5,5 

(percobaan ke-3); dan 6,0 (percobaan ke-4). 

Pada awal proses fermentasi, dimana bahan 

baku masih fresh dan belum ada 

monosakarida yang terkonversi menjadi 

bioetanol, rendemen bioetanol pada sample 

masing-masing percobaan masih 0%. Pada 

pengamatan 14 jam proses fermentasi, 

rendemen bioetanol  yang dihasilkan pada 

masing-masing percobaan adalah: pada 

percobaan ke-1 (pH 4,5) kadar bioetanol: 

0,50%, percobaan ke-2 (pH 5,0) kadar 

bioetanol: 0,50%, percobaan ke-3 (pH 5,5) 

kadar bioetanol: 0,56%, dan percobaan ke-4 

(pH 6,0) kadar bioetanol: 0,61%. Pada 

waktu fermentasi 14 jam bioetanol yang 

dihasilkan cenderung seragam. 



Pada pengamatan 23 jam proses 

fermentasi, bioetanol yang dihasilkan mulai  

bervariasi dengan rendemen tertinggi 

diperoleh dari percobaan ke-4 dengan 

rendemen bioetanol sebesar 1,13%. Untuk 

percobaan lain dengan pH fermantasi 4,5; 

5,0 dan 5,5 masing-masing diperoleh 

rendemen etanol 0,77%; 0,57%, dan 1,11%.  

Kenaikan rendemen bioetanol yang 

cukup signifikan terjadi pada  periode jam 

ke-23 sampai dengan jam ke-39, rendemen 

bioetanol meningkat tajam, dengan 

rendemen tertinggi dicapai oleh percobaan 

ke-1(pH 4,5) dengan dengan rendemen 

bioetanol mencapai 2,88%. Untuk percobaan 

lain diperoleh rendemen bioetanol masing-

masing: 1,62% untuk percobaan ke-2 (pH 

5,0),  2,38% untuk percobaan ke-3 (pH 5,5), 

dan 1,80% untuk percobaan ke-4 (pH 6,0). 

Periode ini dinamakan fase exponential, 

dimana mikroorganisme sudah dapat 

menyesuaikan diri dengan lingkungannya 

sehingga pertumbuhan mikroorganisme 

terjadi dengan cepat (Ahmad, 2009). Pada 

periode ini energy yang dibutuhkan cukup 

banyak,sehingga nutrient yang dibutuhkan 

dan etanol yang dihasilkan cukup banyak. 

Hasil metabolisme monosakarida oleh 

mikroorganisme adalah etanol, CO2 dan 

energy. Pada periode ini pertumbuhan 

mikroorganisme sangat dipengaruhi oleh 

ketersediaan nutrient dan pH (Ahmad, 

2009). Sehingga kondisi pH yang cocok 

dengan mikroorganisme zymomonas mobilis 

akan menghasilkan yield bioetanol yang 

tinggi. 

 

 

 

Pengamatan selanjutnya dilakukan 

pada jam ke-47. Pada pengamatan ini semua 

percobaan menunjukkan kenaikan rendemen 

bioetanol yang tidak signifikan  

dibandingkan dengan pengamatan 

sebelumnya (jam ke-39). Begitu juga untuk 

pengamatan selanjutnya (jam ke-65), 

kenaikan rendemen yang signifikan. Periode 

ini dinamakan fase stasioner (stationery 

fase), dimana pertumbuhan mikroorganisme 

mencapai keadaan yang maksimum, 

mikroorganisme  yang aktif dan yang mati 

relative setimbang karena makanan substrat 

relative sedikit. Pertumbuhan sel tersebut tua 

dan kemudian mati sedangkan sel  yang 

muda akan bertahan hidup sampai nutrisi 

habis (Ahmad, 2009). Untuk percobaan ke-2 

(pH 5,0) dan ke-4 (pH 6,0), pada 

pengamatan selanjutnya (jam ke-71), masih 

terjadi kenaikan rendemen bioetanol tetapi 

tidak begitu signifikan (masih dalam fase 

stationer). Untuk percobaan ke-1 (pH 4,5) 

dan ke-3 (pH 5,0), pengamatan pada jam ke-

71 menunjukkan penurunan rendemen 

bioetanol dibandingkan pengamatan 

sebelumnya (jam ke-65). Periode ini 

dinamakan fase kematian atau logarithmic 

death fase dimana sebagian populasi 

mikroorganisme telah banyak yang mati 

karena bahan nutrisi di dalam medium sudah 

habis dan energy cadangan di dalam sel pun 

sudah habis. Kecepatan kematian 

bergantung pada kondisi nutrient, 

lingkungan dan jenis mikroorganisme. 

(Ahmad, 2009). Penurunan kadar bioetanol 

disebabkan oleh reaksi lanjutan etanol 

menjadi senyawa asam karboksilat. 

 



4 Kesimpulan 

Dari penelitian yang telah dilakukan 

dapat ditarik kesimpulan sebagai adalah: 

Kondisi optimum pada proses pembuatan 

bioetanol dari sari kulit nanas dengan 

menggunakan mikroba zymomonas mobilis 

pada penelitian ini adalah pada pH 4,5 dan 

waktu fermentasi 65 jam dengan rendemen 

bioetanol yang didapat sebanyak  3.01% 

(b/v). 
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