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KHAMIR ASAL SERANGGA SEBAGAI AGEN PENGHASIL
BIOETHANOL

Dorkas Elisabeth, Cipta Edward, Teti Mardyatul, Amaryllis Anindyaputri, dan
Rio Adhitya Reginaldi
Departemen Biologi, Institut Pertanian Bogor

ABSTRAK

Khamir merupakan organisme yang mampu melakukan fermentasi terhadap
gula sederhana menjadi CO; dan ethanol. Tujuan kegiatan ini adalah mengisolasi
khamir asal serangga yang berpotensi sebagai agen penghasil bioethanol.
Khamir diperoleh dari permukaan tubuh delapan ekor serangga dan dari saluran
pencernaan lima ekor serangga. Kemampuan fermentasi dari isolat khamir diuji
terhadap empat jenis gula, yaitu glukosa, laktosa, sukrosa, soluble starch.
Semakin kompleks sumber karbon semakin sedikit isolat yang mampu
mengubahnya menjadi asam atau yang mampu membentuk gas. Isolat yang
mampu melakukan fermentasi terhadap soluble starch adalah isolat 12 asal
permukaan tubuh serangga dan menghasilkan gas yang menjadi indikator
produksi ethanol. Ethanol yang dihasilkan dapat digunakan sebagai bahan bakar
alternatif untuk kendaraan bermotor atau yang dikenal dengan bioethanol

sehingga dapat mengurangi emisi gas CO,.

Kata Kunci : khamir, bioethanol, serangga, soluble starch

PENDAHULUAN

Khamir adalah organisme uniseluler yang dapar digolongkan ke dalam tiga
kelompok besar yaitu khamir askomiset, khamir basidiomiset dan khamir
imperfekti. Khamir bereproduksi secara aseksual dengan tunas atau membelah
diri. Sedangkan reproduksi seksualnya dengan pembentukan spora. Sel khamir
biasanya berbentuk oval atau bulat seperti telur, sosis, dan lemon. Ukuran sel
khamir sangat bervariasi. Pada umumnya panjang berkisar antara 5-30 pm dan
lebar berkisar antara 1-5 pm (Pelczar dan Reid 1958).

Khamir hidup pada habitat yang cukup luas. Khamir dapat hidup di tanah,
permukaan dan bagian tanaman (seperti buah-buahan dan dedaunan), serta pada
insckta. Pada kegiatan ini, khamir diisolasi dari serangga yang ada di Wana
Wisata Cangkuang.

Serangga-serangga di hutan alam Wana Wisata Cangkuang terdiri dari
kupu-kupu, belalang, tawon, kumbang, dan capung. Serangga-serangea ini diduga
terkontaminasi khamir yang hidup di permukaan luar tubuh dan saluran



pencernaan serangga. Menurut Morais ef al. (1992) spesies-spesies khamir yang
berasosiasi dengan serangga dan variasinya bergantung dari jenis makanannya.

Khamir memiliki peranan penting dalam industri, khususnya industri
pangan. Khamir mampu melakukan proses fermentasi dan khamir mempunyai
sifat pereduksi yang kuat. Bila suatu media mengandung zat gula dan khamir
dalam kondisi fermentatif aktif, maka berbagai zat lain yang ditambahkan dapat
pula tereduksi.

Khamir-khamir yang mampu melakukan fermentasi sumber Karbon yang
kompleks seperti pati dan selulosa akan dimanfaatkan dalam produksi ethanol
Ethanol bisa digunakan dalam bentuk murni ataupun sebagai campuran untuk
bahan bakar gasolin (bensin) maupun hidrogen. Interaksi ethanol dengan hidrogen
bisa dimanfaatkan sebagai sumber energi fuel cell ataupun dalam mesin
pembakaran dalam (internal combustion engine) konvensional. Ethanol yang
secara teoritik memiliki angka oktan di atas standar maksimal bensin, cocok
diterapkan sebagai substitusi sebagian ataupun kescluruhan pada mesin bensin
(Marris 2006).

Khamir pada kondisi anaerob memperoleh energi dengan mengubah asam
piruvat hasil glikolisis menjadi CO, dan etanol. (Pelczar dan Chan 2006). Ethanol
adalah bahan kimia yang paling sering digunakan dalam kehidupan sehari-hari.
Khamir asal serangga yang mampu melakukan fermentasi masih belum banyak
diteliti. Potensi khamir asal serangga sebagai agen penghasil bioethanol penting
untuk digali lebih lanjut. Hingga pada akhirnya dapat meningkatkan efisiensi
dalam menghasilkan ethanol yang berpotensi menjadi bioethanol.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan pada kegiatan ini berasal dari hasil isolasi khamir
pada serangga, bromtimol biru, media GPY, media dasar uji fermentasi dengan
empat sumber karbon yaitu glukosa, sukrosa, laktosa, dan soluble starch.



Pengambilan Contoh

Pengambilan contoh dilakukan di Wana Wisata Cangkuang, Sukabumi
pada 11-12 Juli 2007. Isolasi khamir dilakukan di Laboratorium Mikologi dan

Zoologi Departemen Biologi, IPB.

Isolasi Khamir

Khamir diisolasi dari permukaan tubuh dan saluran pencernaan serangga.
Serangga yang masih hidup dimasukkan ke dalam cawan yang berisi media GPY,
dan dibiarkan beberapa saat. Kemudian serangga dikeluarkan dari cawan dan
dibawa ke laboratorium Zoologi untuk diambil saluran pencernaannya.

Tubuh serangga dibedah dengan menggunakan cuiter steril. Kemudian
saluran pencernaan diambil dengan pinset steril. Sedikit isi saluran pencernaan
diambil dengan jarum inokulasi dan digoreskan ke media GPY cawan.

Cawan-cawan tersebut kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama
kurang lebih dua hari. Setiap koloni khamir yang menunjukkan penampakan
berbeda dan dari setiap serangga yang berbeda diisolasi pada media GPY cawan
hingga diperoleh biakan murni. Biakan murni dipelibara dalam agar miring GPY
sebagai kultur stok, sedangkan biakan agar cawan yang berumur 48 jam
digunakan untuk kultur kerja. Media GPY digunakan sebagai sumber inokulum
dalam pengamatan morfologi dan uji fermentasi.

Uji Fermentasi

Kemampuan fermentasi khamir-khamir ini diuji terhadap beberapa sumber
karbon yaitu glukosa, sukrosa, laktosa dan soluble starch. Media dasar fermentasi
ditambah sebanyak 2% sumber karbon. Kemudian ke dalam media ini
ditambahkan larutan bromtimol biru sebanyak 4 ml setiap 100 ml media
fermentasi. Sebanyak 5 ml media fermentasi ini dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi tabung Durham dalam posisi terbalik kemudian disumbat dan
disterilisasi.

Setelah media dingin, sebanyak tiga lup khamir dinokulasikan ke dalam
media fermentasi steril dan diinkubasi pada suhu ruang selama tujuh hari.



Kemampuan fermentasi diamati berdasarkan perubahan warna bromtimol biru dan
pembentukan gas pada tabung Durham. [solat-isolat yang menunjukkan produksi
gas adalah isolat-isolat yang berpotensi sebagai penghasil ethanol.

HASIL

Isolasi Khamir

Sebanyak 22 ekor serangga berhasil ditangkap dari hutan alami Wana
Wisata Cangkuang.yang terdiri dari sebelas ekor Lepidoptera, sepuluh ekor
Odonata, dan satu ekor Coleoptera. Khamir diisolasi dari permukaan tubuh semua
serangga yang diperoleh. Sedangkan dari saluran pencernaannya, hanya 18 ekor
serangga yang dapat dijadikan sumber khamir karena sisanya rusak. Sebanyak 13
ekor serangga (4 Lepidoptera, 9 Odonata) membawa khamir sedangkan 9 ekor
lainnya (7 Lepidoptera, 1 Odonata, dan 1 Coleoptera) tidak membawa khamir.

Dari 13 ekor serangga, 8 ekor (3 Lepidoptera, dan 5 Odonata) membawa
khamir di permukaan tubuhnya dan 5 ekor (1 Lepidoptera dan 4 Odonata)
membawa khamir pada saluran pencernaannya (Tabel 1).

Tabel 1 Serangga dan isolat khamir

Jdeiititas Asal Khamir Identitas Asal Khamir
Serangga Permukaan Saluran Serangga Permukaan Saluran
Tubuh Pencernaan Tubuh Pencernaan
1 +(1) K i - +(5)
2 - K 2 - +(6)
3 +(2) K 3 - +(7)
S 4 *0 - < 4 - +(8)
. < -
E 5 K 7 5 K
§ 6 - +(4) Q 6 +(9) -
= 7 s - o 7 +(10) K
= 8 - K 3 +(11) .
9 - K 9 +(12) K
10 ” - 10 +(13) -
11 - - COLEOPTERA - -
Keterangan:

+ = ada; - = tidak ada; (1,2,3,...) = no isolat; K = tidak dibedah karena serangga rusak
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Gambar 1 Contoh serangga dari Gambar 2 Contoh isolat khamir
ordo Odonata sebagai pada cawan |
sumber khamir
Tabel 2 Hasil uji fermentasi
No Fermentasi
Kel. Escilat Glukosa Sukrosa Laktosa Soluble starch
Warna Gas Wama Gas Wama Gas Warma Gas
1 1 + 4+ + T + 4+ T + + + T ++ T
2 2 +++ C ++ + C ++ + C +++ T
4 ++++ C + + + T +++ T - T
3 3 +++ C +++ T + + T ++ T
11 4+ + C ++ + T + T + 4 + T
4 4 + + + T +++ C +++ T - T
10 ++ + T +4 4+ T + + T + + T
12 + + -+ C +++ T + + T + + C
5 5 +++ C +++ T + + T ++ T
13 +++ T +++ T F++ T ++ T
6 6 ++ + T +++ T +++ T ++ T
7 8 ++ + T + 4+ + T ++ + T + + T
8 9 ++ + L ++ + T +++ T + + T
Keterangan :

Perubahan warna ditetapkan dengan standar skor sebagai berikut:

+++++ = 100% berubah warna

++++ = 75-95% berubah warna
+++ = 45-65% berubah wama
++ = 25-35% berubah wama

C
L
T

+ = 15% berubah warna
- =tidak ada perubahan wama
Sedangkan pembentukan gas dinyatakan dalam kriteria sebagai berikut:

= terbentuk banyak gas dalam waktu tujuh hari
= terbentuk gas dengan cepat setelah tujuh hari

“ tidak terbentuk gas



Keterangan : (a) isolat 2
(b) isolat 3
(c)isolat 5
(d) isolat 7
(¢) kontrol

Sukrosa
Keterangan : (a) isolat 7
(b) isolat 2
(c) isolat 4
(d) isolat 6
(e) kontrol
Gambar 3 Hasil uji fermentasi terhadap empat sumber karbon

PEMBAHASAN

Laktosa
(a) isolat 10
(b) isolat 5
{c)isolat 3
(d) isolat 8
(e) kontrol

Soluble starch
(a) isolat 1
(b) isolat 2
(c) isolat 3
(d) isolat 11
(e) kontrol

Khamir pada Drosophilla sp. dapat diperoleh dari permukaan tubuh dan
saluran pencernaannya. Jumlah isolat yang ditemukan pada permukaan tubuh
lebih banyak daripada di saluran pencemaan dan variasi jenis khamir yang
diperoleh bergantung dari makanannya. Gula dan buah-buahan dengan kandungan
gula tinggi merupakan substrat hidup yang baik bagi khamir. Hasil kegiatan ini
menunjukan bahwa tidak semua serangga membawa khamir pada permukaan
tubuhnya. Hal ini diduga karena serangga tersebut belum pernah mengalami
kontak dengan substrat khamir seperti bunga, buah, permukaan daun dan tanah.
Selain itu, populasi khamir pada substrainya terlalu rendah ketika serangga
tersebut mengadakan kontak (Morais et al. 1992). Pada kegiatan ini, serangga



T e e L L A S

yang membawa khamir berasal dari ordo Lepidoptera dan Odonata yang dikenal
sebagai serangga penyerbuk. Untuk mengetahui tingkat kemampuan khamir
dalam melakukan fermentasi, maka dilakukan uji fermentasi terhadap empat jenis
sumber karbon, yaitu glukosa, sukrosa, laktosa dan soluble starch.

Hasil uji menunjukkan terbentuknya gelembung gas yang merupakan hasil
aktivitas sel khamir dalam melengkapi NAD' dengan mengubah asam piruvat dari
glikolisis menjadi CO, dan ethanol. Gelembung gas yang terbentuk di dalam
tabung Durham merupakan kumpulan CO, (Campbell 2003). Selain pengamatan
gelembung gas, juga dilakukan pengamatan terhadap perubahan warna pada
media. Pewarna yang digunakan adalah bromtimol biru yang berfungsi scbagai
indikator tingkat keasaman. Perubzhan warna media menjadi  kuning
menunjukkan larutan bersifat asam dan warna biru menunjukkan media bersifat
basa. Gelembung gas yang paling banyak dihasitkan terdapat pada uji dengan
sumber karbon berupa glukosa. Uji fermentasi tersebut menunjukkan bahwa
khamir lebih banyak menggunakan glukosa atau gula sederhana sebagai sumber
karbon, tetapi terdapat satu isolat yang mampu melakukan fermentasi terhadap
soluble starch atau pati.

Pati atau selulosa merupakan komponen dari kandungan biomassa yang
dapat menghasilkan ethanol melalui proses fermentasi oleh khamir. Proses
fermentasi tersebut dapat diketahui melalui reaksi berikut -

CeH 204 — 2 CH3CH;0H + 2 CO,
(White dan Plaskett 1981)

Pada tahap ini terjadi proses pemecahan gula-gula sederhana menjadi
ethanol dengan melibatkan enzim dan ragi. Enzim yang terlibat dalam pemecahan
gula sederhana adalah enzim glukosidase. Fermentasi dilakukan pada Kisaran suhu
27-32°C. Gas CO, yang dihasilkan memiliki perbandingan stoikiometri yang sama
dengan ethanol, yaitu 1:1 (Hambali et al. 2007). Pada pengamatan fermentasi
soluble starch, isolat yang berpotensi untuk menghasilkan ethanol adalah isolat
nomor 12 yang berasal dari permukaan tubuh serangga.

Berdasarkan pengetahuan sebelumnya, produksi ethanol melalui
fermentasi khamir hanya berasal dari pemecahan gula sederhana (White dan
Plaskett 1981). Namun kegiatan ini menunjukkan bahwa terdapat khamir yang
dapat melakukan fermentasi terhadap pati yang memiliki struktur yang lebih



kompleks daripada glukosa, sehingga dapat meningkatkan efisiensi dari
fermentasi gula kompleks menjadi ethanol.

Ethanol yang secara teoritik memiliki angka oktan di atas standar
maksimal bensin, cocok diterapkan sebagai substitusi sebagian ataupun
keseluruhan pada mesin bensin. Dari sisi teknik pembangkitan daya dan emisi gas
buang, ethanol (dalam bentuk murni ataupun campuran) relatif superior terhadap
gasolin. Penggunaan ethanol sebagai bahan bakar pada mesin pembakaran dalam
akan meningkatkan efisiensi mesin, serta menurunkan kadar emisi gas yang
berbahaya bagi lingkungan (relatif terhadap gasolin) (Marris 2006).

Dewasa ini, bioethanol merupakan salah satu campuran bahan bakar yang
sedang diusahakan oleh pemerintah di seluruh dunia untuk dapat dimanfaatkan
sebagai alternatif bahan bakar untuk kendaraan bermotor. Hal ini dilakukan
sebagai usaha untuk mengurangi emisi gas karbondioksida (CO,) yang merupakan
salah satu gas utama rumah kaca yang memberi kontribusi terhadap perubahan
iklim global. Bahan bakar bioethanol juga dapat menghasilkan pembakaran yang
lebih sempurna sehingga dapat membantu mengurangi polusi serta meningkatkan
kualitas udara.

KESIMPULAN

Satu isolat (no 12) dari 13 isolat khamir asal serangga penyerbuk memiliki
kemampuan dalam mendegradasi pati menjadi ethanol. Kemampuannya dalam
mendegradasi pati langsung menjadi ethanol meningkatkan efisiensi produksi
bioethanol.
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