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HIDROLISIS GUGUS METOKSIL PEKTIN AMPAS TEBU UNTUK 
MENGHASILKAN BIOMETANOL 

 
Akyunul Jannah, S.Si, M.P dan drg.Arief Suryadinata  

 
ABSTRAK 

 
 Methanol is a potential in two areas, namely as fuel cells and biodiesel. 
Among the many biomass, pectin is one of the best for the production of methanol. 
The purpose of this study was to determine the influence of pectin methyl esterase 
enzyme concentration (PME) group metoksil rough on pectin hydrolysis of 
bagasse to produce the highest levels of biometanol. 
 Methods This study includes the preparation of the bagasse, further hydrolysis 
using crude extract of the enzyme pectin methyl esterase (PMEs) resulting from 
bacterial culture Bacillus subtilis at Borth Nutrient media (NB) with 1% pectin. 
Hydrolysis of Metoksil groups of poligalakturonat acid in the pectin bagasse to 
obtain the concentration of methanol to vary the enzyme crude extract PMEs. 
Concentration of crude enzyme extract PMEs used was 10%, 15%, 20% and 25% 
in 24-hour incubation with 2 repetitions performed. The resulting methanol levels 
were analyzed using GC (Gas Chromatography). 
 The results of this study concluded that allowing the concentration used for 
hydrolysis of bagasse to produce methanol using crude enzyme from Bacillus 
subtilis (PMEs) is 10% with a methanol content of 0.02% 
 
Keywords: Methanol, Bacillus subtilis, bagasse, PMEs and pectin 
 
A. PENDAHULUAN 
 Metanol sangat berpotensi dalam 
dua bidang yaitu sebagai sel bahan 
bakar dan biodiesel. Sehingga sangat 
penting untuk dilakukan penelitian 
bagaimana cara efektif menghasilkan 
metanol. Saat ini, sebagian besar 
metanol dibuat dari gas alam. Pada 
tahun 1997, 86% metanol dihasilkan 
dari gas alam (Ohlström et al, 2001) 
yang merupakan sumber energi non-
terbarukan yang semakin lama 
semakin habis. Sehingga diperlukan 
alternatif pengganti pembuat metanol 
dari bahan lain yaitu dari biomasa. 
 Di antara banyak biomassa, 
pektin adalah salah satu yang terbaik 
untuk produksi metanol. Penelitian 
yang dilakukan oleh Wang (2006) 
melaporkan kondisi optimum yang 
diperoleh pada pembuatan methanol 
dari ampas tebu menggunakan enzim 

Pectin Metil Esterase murni. Pektin 
kaya akan sisi metoksil sehingga 
dapat diesterifikasi untuk 
menghasilkan metanol, dalam hal ini 
yang berperan dalam hidrolisis sisi 
metoksil pada pektin adalah Pectin 
Metil Esterase (PME). Enzim pektin 
metil esterase dihasilkan dari kutur 
bakteri Aspergillus niger (Bhat, 
2000; Kashyap et al., 2001). 
Aspergillus awamori (Blandino et 
al., 2002), Aspergillus foetidus 
(Sebastian et al., 1996; Hours et al., 
1988), Aspergillus japonicum 
(Semenova et al., 2003), Aspergillus 
carneus (El-Sheekh et al., 2009), 
Aspergillus flavus (Yadav et al., 
2008) and Bacillus subtilis (Ahlawat 
et al., 2009). 
 Ampas tebu mengandung 55% - 
62%  pektin yang mengandung 9% - 
10% kelompok sisi metil. Kelompok 
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sisi metil ini adalah hasil dari 
esterifikasi dengan gugus asam 
karboksilat. Oleh karena itu, 
Hidrolisis dari kelompok ester ini 
akan menghasilkan metanol, 
sehingga ampas tebu merupakan 
sumber biomassa yang baik untuk 
produksi metanol menggunakan  
Pektin Metil Esterase .  
 Ketersediaan ampas tebu saat ini 
sangat melimpah, pemanfaatan 
sebagai bioetanol sudah mulai 
banyak dilakukan baik oleh peneliti 
maupun praktisi. Sedangkan 
pemanfaatan sebagai bahan baku 
methanol khususnya di Indonesia 
masih belum banyak dilakukan dan 
merujuk dari penelitian Wang (2006) 
penelitian ini bertujuan mengkaji 
pembuatan methanol dari ampas tebu 
menggunakan enzim Pektin Metil 
Esterase (PME) dengan kajian 
berbeda dari penelitian sebelumnya 
yaitu menggunakan PME dari 
Bacillus subtilis dengan variasi 
konsentrasi PME yang masih dalam 
bentuk crude enzim (kasar). 
1. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 
mengetahui pengaruh konsentrasi 
enzim pektin metil esterase (PME) 
kasar pada hidrolisis gugus metoksil 
pektin ampas tebu untuk 
menghasilkan kadar biometanol 
tertinggi.  
2. Manfaat Penelitian   

Penelitian ini diharapkan dapat 
memberikan inovasi energi alternatif 
sebagai pengganti energi bahan 
bakar fosil pada dunia, khususnya 
pada negara Indonesia yang mana 
semakin lama semakin berkurang, 
serta untuk meminimalisir produksi 
karbon monoksida (CO) yang 
dihasilkan dari proses pembakaran 
yang berakibat pada pemanasan 
global (efek rumah kaca). Juga 
alternatif pengolahan limbah dari 

pabrik gula khususnya ampas tebu 
menjadi produk yang berguna dan 
mempunyai nilai ekonomi yang 
cukup tinggi. 

 
B. METODE PENELITIAN 
1.  Rancangan Penelitian 
 Penelitian ini bersifat 
eksperimental laboratorik. Sampel 
yang digunakan adalah ampas tebu 
hasil gilingan terakhir dari pabrik 
gula (PG) Kerebet Kabupaten 
Malang. Pertama dilakukan preparasi 
pada ampas, yaitu dengan pencucian 
senyawa non-pektin dengan 
menggunakan pelarut non-polar 
(etanol 96 % dan aseton teknis) 
tujuannya untuk menghilangkan 
senyawa-senyawa residu yang 
terdapat pada ampas tebu. 
Selanjutnya dilakukan hidrolisis 
dalam tabung reaktor (erlenmeyer) 
dengan menggunakan ekstrak kasar 
enzim pektin metil esterase (PMEs) 
yang dihasilkan dari kultur bakteri 
Bacillus subtilis pada media Nutrien 
Borth (NB) dengan pektin 1 %. 

Proses hidrolisis gugus metoksil 
asam poligalakturonat pada pektin 
ampas tebu untuk memperoleh 
metanol dilakukan variasi 
konsentrasi ekstrak kasar enzim 
PMEs. Konsentrasi ekstrak kasar 
enzim PMEs yang digunakan adalah 
10 %, 15 %, 20 % dan 25 % pada 
inkubasi 24 jam dengan dilakukan 2 
kali pengulangan. Kadar metanol 
yang dihasilkan dianalisis 
menggunakan KG (Kromatografi 
Gas).  
2. Pelaksanaan Penelitian 

Untuk tahap preparasi disini 
meliputi preparasi sampel, ekstraksi 
pektin ampas tebu dan preparasi 
media pertumbuhan Bacillus subtilis.  
a. Preparasi Sampel 

Untuk proses preparasi 
digunakan metode maserasi 
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menggunakan pelarut etanol 96 % 
sebanyak 500 mL dicampurkan 
dalam 30 gr ampas tebu. Proses 
maserasi dilakukan selama 30 menit 
dalam gelas beker 500 mL. 
Kemudian ampas tebu disaring 
dengan penyaring vakum untuk 
memisahkan antara ampas tebu dan 
filtrat. 

Filtrat yang dihasilkan dibuang 
sedangkan ampas tebu dibilas 
kembali menggunakan 300 mL 
etanol 96 % kemudian disaring 
menggunakan penyaring vakum. 
Pembilasan yang terakhir dilakukan 
dengan penambahan 300 mL aseton 
teknis dan disaring kembali 
mengunakan penyaring vakum 
(Ujejski, 1957). 
b. Ekstraksi Pektin Ampas Tebu 

Untuk ekstrak pektin ampas tebu 
dilakukan dengan menimbang 10 gr 
ampas tebu hasil preparasi dengan 
ditambahkan 200 mL larutan HCl 
0,05 M dalam gelas beker 500 mL 
kemudian dipanaskan pada 
temperatur 85 oC selama 40 menit. 
Setelah itu didiamkan pada suhu 
kamar selama 1 jam dan disaring 
menggunakan penyaring vakum. 
Filtrat yang dihasilkan diukur pH-
nya menggunakan pH meter dan 
dinetralkan dengan ditambahkan 
NaOH 0,05 M pada pH 6 - 7 
(Rombout dan Thibaut, 1986). Filtrat 
yang dihasilkan ditambahkan 
aquades sampai volume 500 mL 
untuk memperoleh ekstrak pektin 
dengan kadar 1 %. 
c. Pembuatan Media 

Pertumbuhan Bacillus subtilis 
Untuk media pertumbuhan 

bakteri Bacillus subtilis dibuat 
menjadi dua macam, yaitu media 
padat dan media cair. 

1) Media Padat 
 Media padat yang digunakan 
untuk regenerasi bakteri Bacillus 

subtilis adalah Nutrien Agar (NA), 
dibuat dengan menimbang 1,15 gr 
serbuk NA (Criterion) kemudian 
dilarutkan dengan 50 mL aquades 
dalam erlenmeyer 100 mL, kemudian 
campuran tersebut dipanaskan 
menggunakan hot plate hingga 
larutan terhomogenkan dengan 
disertai pengadukan, setelah itu 
didinginkan pada suhu ruang. Diukur 
pH larutan dengan menggunakan pH 
meter dan dinetralkan pada pH 6 - 7 
dengan ditambahkan NaOH 0,05 M 
atau HCl 0,05 M. Larutan kemudian 
dituangkan pada 5 tabung reaksi, 
masing-masing tabung reaksi diisi 5 
mL NA, setelah itu ditutup dengan 
kapas. Masing-masing tabung reaksi 
yang berisi NA disterilisasi dengan 
menggunakan autoklaf selama 15 
menit pada temperatur 121 oC, 
sebelum dimasukkan pada autoklaf 
tabung reaksi yang berisi media NA 
dimasukkan terlebih dahulu pada 
kantong palstik tahan panas. Setelah 
dilakukan sterilisasi selanjutnya 
tabung reaksi yang berisi media NA 
dimiringkan pada suhu ruang sampai 
memadat untuk memperoleh media 
agar miring (Putra, S. R. Dan 
Yuneta, R. 2009). 

2) Media Cair 
Media cair yang digunakan 

sebagi inokulum adalah Nutrien 
Borth (NB). Cara membuat media 
NB, yaitu dengan menimbang 0,45 
gr dari serbuk NB (Criterion) 
kemudian dilarutkan dengan 50 mL 
aquades. Larutan tersebut 
dihomogenkan dengan dilakukan 
pemanasan menggunakan hot plate 
dengan disertai pengadukan, setelah 
itu larutan didinginkan pada suhu 
ruang. pH larutan diukur 
menggunakan pH meter dan 
dinetralkan pada pH 6 - 7 dengan 
ditambahkan NaOH 0,05 M atau HCl 
0,05 M. Diambil 15 mL media NB 
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dan dimasukkan dalam erlenmeyer 
100 mL yang selanjutnya digunakan 
untuk inokulum pembuatan kurva 
pertumbuhan dan sisa dimasukkan 
dalam erlenmeyer 100 mL yang 
selanjutnya digunakan untuk 
inokulum produksi ekstrak kasar 
enzim PMEs, kemudian masing-
masing larutan dalam erlenmeyer 
ditutup dengan kapas. Media NB 
selanjutnya disterilisasi 
menggunakan autoklaf selama 15 
menit pada temperatur 121 oC, 
sebelum dimasukkan dalam autoklaf 
erlenmeyer yang berisi NB tersebut 
dimasukkan dalam kantong palstik 
tahan panas (Putra, S. R. Dan 
Yuneta, R. 2009). 
3. Media Produksi 

Media produksi yang digunakan 
untuk produksi ekstrak kasar enzim 
pektin metil esterase (PMEs) adalah 
media cair NB dengan campuran 
pektin 1 %. Cara membuat media NB 
dengan pektin 1 % yaitu melarutkan 
4,5 gr serbuk NB (Criterion) 
dilarutkan dengan 500 mL larutan 
pektin 1 % dalam gelas beaker 500 
mL. Campuran tersebut dihogenkan 
dengan disertai pemanasan 
menggunakan hot palte dan disertai 
sedikit pengadukan untuk 
memperoleh larutan homogen, 
setelah itu didinginkan pada suhu 
ruang. Diukur pH larutan 
menggunakan pH meter dan 
dinetralkan pada pH 6 - 7 dengan 
ditambahkan NaOH 0,05 M atau HCl 
0,05 M. Media cair NB pektin 1 % 
hasil preparasi dimasukkan dalam 2 
erlenmeyer 250 mL, masing-masing 
erlenmeyer diisi dengan 150 mL 
media NB pektin 1 % untuk produksi 
enzim kasar PMEs dan selebihnya 
digunakan untuk pembuatan kurva 
pertumbuhan bakteri Bacillus 
subtilis, yaitu dengan dimasukkan 
dalam 12 erlenmeyer 100 mL, 

masing-masing erlenmeyer diisi 10 
mL media NB pektin 1 %. Setiap 
erlenmeyer yang berisi media NB 
pektin 1 % ditutup dengan kapas, 
kemudian disterilisasi menggunakan 
autoklaf selama 15 menit pada 
temperatur 121 oC, sebelum 
dimasukkan autoklaf terlebih dahulu 
erlenmeyer yang berisi media NB 
pektin 1 % dimasukkan dalam plastik 
tahan panas (Putra, S. R. Dan 
Yuneta, R. 2009). 
4. Regenerasi Bacillus subtilis 

Regenerasi bakteri Bacillus 
subtilis dapat dilakukan dengan 
mengambil 2 ose bakteri Bacillus 
subtilis dari stok kemudian 
digoreskan pada 5 media padat NA 
dari hasil preparasi dan diinkubasi 
selama 1 x 24 jam pada temperatur 
35 oC kemudian hasil peremajaan 
disimpan dalam almari es (Putra, S. 
R. dan Yuneta, R. 2009). 
5. Pembuatan Kurva Per-

tumbuhan Bacillus subtilis 
pada Media Produksi 
Untuk pembuatan kurva 

pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis 
pada media produksi harus melalui 
beberata tahapan, yaitu:  
a.  Pembuatan Inokulum Bacillus 

subtilis 
Sebelum melakukan kultur 

bakteri, terlebih dahulu tahapan yang 
harus dilakukan adalah pembuatan 
inokulum untuk menghologkan usia 
bakteri. Cara membuat inokulum 
yaitu dengan mengambil 2 ose bakeri 
Bacillus subtilis dari regenerasi 
kemudian diinokulumkan pada 15 
mL media NB hasil preparasi, 
selanjutnya diinkubasi dalam seker 
inkubator dengan kecepatan 120 rpm 
dan temperatur 35 oC selama 13 jam 
untuk memperoleh pertumbuhan 
bakteri pada fase eksponensial, 
inokulum tersebut selanjutnya 



78 
Hidrolisis Gugus Metoksil Pektin Ampas Tebu Untuk … 

SAINSTIS. VOLUME 1, NOMOR 2, JANUARI – JUNI 2012   ISSN: 2089-0699 

digunakan untuk starter pada 
pembuatan kurva pertumbuhan.   
b. Inkubasi Selama 24 Jam 

Setelah diperoleh inokulum 
bakteri Bacillus subtilis, selanjutnya 
untuk membuat kurva pertumbuhan 
harus dilakukan inkubasi bakteri 
dalam media produksi selama 24 
jam, dimana setiap 2 jam sekali 
(waktu inkubasi 0, 2, 4, 6, 8, 9, 15, 
18, 20, 22 dan 24 jam) dilakukan uji 
kekeruhan. Pembuatan kurva 
pertumbuhan dapat dilakukan dengan 
menginokulasi 10 % inokulum dalam 
12 erlenmeyer 100 mL yang berisis 
media produksi hasil preparasi. 
Setelah dilakukan proses inokulasi, 
dari masing-masing media dilakukan 
inkubasi selama 24 jam dalam seker 
inkubator dengan kecepatan 120 rpm 
dan temperatur 35 oC (Putra, S. R. 
dan Yuneta, R. 2009). kemudian 
dilakukan uji kekeruhan setiap 2 jam 
sekali, yaitu pada inkubasi 0, 2, 4, 6, 
8, 9, 15, 18, 20, 22 dan 24 jam 
menggunakan spektrofotometer UV-
VIS.    
6. Produksi Ekstrak Kasar Enzim 

Pektin Metil Esterase (PMEs) 
Untuk produksi ektrak kasar 

enzim pektin metil esterase (PMEs) 
dapat dilakukan dengan melalui 
tahapan-tahapan: 
a. Pembuatan Inokulum 

Inokulum dibuat dengan cara 
mengambil 2 ose bakeri Bacillus 
subtilis dari regenerasi kemudian 
diinokulumkan pada 50 mL media 
NB hasil preparasi, selanjutnya 
diinkubasi dalam seker inkubator 
dengan kecepatan 120 rpm dan 
temperatur 35 oC selama 15 jam 
untuk memperoleh pertumbuhan 
bakteri pada fase eksponensial, 
inokulum tersebut selanjutnya 
digunakan untuk produksi ektrak 
kasar enzim PMEs. 

b. Inkubasi pada Fase 
Eksponensial 
Setelah dibuat kurva 

pertumbuhan dan diketahui fase 
eksponensial dari  pertumbuhan 
bakteri Bacillus subtilis, dari data 
tersebut selanjutnya akan dibuat 
untuk inkubasi pada tahapan 
produksi ekstrak kasar enzim PMEs, 
dengan menginokulasi 10 % bakteri 
inokulum pada media NB pektin 1 % 
dalam 2 erlenmeyer 250 mL, 
masing-masing erlenmeyer berisi 
150 mL NB pektin 1 % dari hasil 
preparasi, selanjutnya diinkubasi 
sampai fase ekponensial yang 
diperoleh dari hasil pembuatan kurva 
pertumbuhan pada. Setelah 
dilakukan inokulasi pada media 
produksi, selanjutnya media tersebut 
dimasukkan dalam shaker inkubator 
dengan kecepatan 120 rpm dan 
temperatur 35 oC.  
7. Isolasi Ekstrak Kasar Enzim 

PMEs 
Enzim PMEs yang dihasilkan 

dari kultur Bacillus subtilis 
merupakan enzim intarseluler, yaitu 
enzim yang dihasilkan dari dalam sel 
suatu mikroorganisme, sehingga 
tahapan isolasinya dibutuhkan 
tahapan untuk pemecahan dinding 
sel dari mikroorganisme. Untuk 
pemecahan dinding sel dari Bacillus 
subtilis digunakan metode enzim 
litik, metode ini paling efektif pada 
bakteri gram positif dikarenakan 
dinding sel bakteri garam positif 
lebih banyak mengandung 
polisakarida jika dibandingkan 
dengan bakteri garam negatif. 

Setelah melewati masa inkubasi 
untuk mendapatkan ekstrak kasar 
enzim PMEs dilakukan proses 
sentrifugasi pada kecepatan 5000 
rpm selama 15 menit dan diambil 
supernatannya. Dikarenakan enzim 
PMEs yang dihasilkan dari bakteri 
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Bacillus subtilis merupakan enzim 
yang dihasilkan secara intraseluler 
sehingga harus dilakukan tahapan 
pemecahan dinding sel bakteri pada 
pasta (pelet) hasil dari proses 
sentrifugasi.  

Pemecahan mengunakan metode 
agitasi dengan abrasi, yaitu pasta 
(pelet) hasil dari sentrifus dibekukan 
selama 24 jam kemudian diletakkan 
dalam wadah yang mengandung 
butiran-butiran gelas dan ditumbuk 
dengan mortar dangan ditambahkan 
tiga kali dari volume pasta larutan 
buffer fosfat 0,1 M pH 7 setelah itu 
diambil supernatannya menggunkan 
sentrifius pada kecepatan 5000 rpm 
selama 15 menit. Timbulnya gaya 
gesek akibat gradien kecepatan oleh 
tumbukan antara butiran gelas 
dengan pasta mikroorganisme 
menyebabkan pecahnya sel yaitu 
dengan ditambahkan sedikit enzim 
lisozim pada pasta yang berfungsi 
untuk memecahkan ikatan β-1, 4 
glikosida dari polisakarida (asam 
muramat) penyusun dinding sel.    
8. Uji Konfirmasi Ekstrak Kasar 

Enzim PMEs 
Uji konfirmasi ekstrak kasar 

enzim PMEs dilakukan pada enzim 
hasil sentrifus sebelum dan sesudah 
dilakukan pemecahan dinding sel 
bakteri, tujuannya yaitu untuk 
membandingkan kemampuan dari 
kerja enzim PMEs. Uji konfirmasi 
ekstrak kasar enzim PMEs dapat 
dilakukan dengan cara mengambil 10 
mL ekstrak kasar PMEs hasil dari 
kultur Bacillus subtilis, kemudian 
ditambahkan dalam 50 mL larutan 
NaCl 0,15 M yang mengandung 
pektin 1 %, setelah itu diinkubasi 
dalam incubator dengan temperatur 
35 oC selama 24 jam. Setelah 
melewati waktu inkubasi selanjutnya 
aktifitas enzimatis dinonaktifkan 
dengan memanaskan pada air 

mendidih selama 10 menit 
(Mandhania, S., V. Jain dan S. P. 
Malhotra, 2010). 

Untuk mengetahui adanya gugus 
karboksil secara kualitatif dari asam 
pektat (hasil pemutusan metoksil dari 
akatifitas enzim PMEs) dapat 
dilakukan dengan melakukan titrasi 
dari hasil aktifitas enzimatis dengan 
larutan NaOH 0,02 M dengan 
menambahkan 2 tetes indikator PP 
(penolptalein).  
9. Produksi Biometanol 

Untuk produksi biometanol disini 
yaitu proses hidrolisis menggunakan 
ekstrak kasar enzim PMEs yang 
dihasilkan pada tahapan sebelumnya. 
Pada tahapan produksi biometanol 
digunakan dua variasi, yaitu variasi 
kosentrasi ekstrak kasar enzim pektin 
metil esterase (PMEs) dan variasi 
lama waktu inkubasi. 
10. Variasi Kosentrasi Ekstrak 

Kasar Enzim PMEs 
Metode yang digunakan untuk 

produksi biometanol yaitu 
menggunakan metode fermentasi 
terendam (Submerged Fermentation), 
hampir 90 % proses enzimatis 
menggunakan metode fermentasi 
terendam untuk memperoleh hasil 
yang optimum. Metode SmF 
dilakukan dengan cara, diambil 5 gr 
ampas tebu hasil preparasi dan 10 
mL (10%) ekstrak kasar enzim PMEs 
kemudian ditambahkan aquades 
sampai volume 100 mL dalam gelas 
beaker 500 ml. Larutan dibuat pada 
pH 6 - 7, setelah itu ditutup dan 
diinkubasi selama 24 jam 
menggunakan inkubator pada 
temperatur 35 oC. Setelah melewati 
waktu inkubasi diambil filtratnya 
dengan depisahkan menggunakan 
penyaring vakum. Perlakuan di atas 
diulangi untuk kosentrasi PMEs 15 
% (15 mL), 20 % (20 mL) dan 25 % 
(25 mL) dengan dilakukan 2 kali 
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pengulangan untuk memperoleh data 
yang akurat dengan analisis 
menggunakan KG untuk mengetahui 
hasil biometanol optimum. 
11. Pemisahan Biometanol Dengan 

Metode Destilasi 
Adapun perlakuaan proses 

destilasi hasil hidrolisi ampas tebu 
dengan menggunakan destilator 
biasa, yaitu filtrat hasil dari proses 
hidrolisis dimasukkan dalam labu 
alas bulat pada destilator. Sampel 
didestilasi pada temperatur 100 oC 
sampai teruapkan semua atau tidak 
ada cairan yang menetes pada labu 
destilat, kemudian destilat hasil 
destilasi ditampung dalam 
erlenmeyer 100 mL. Destilat yang 
dihasilkan dianalisis dengan 
menggunakan kromatografi gas (KG) 
untuk mengetahui kadar dari 
biometanol. 
12. Analisa Biometanol Dengan 

Kromatogafi Gas (KG) 
Analisa menggunakan 

Kromatografi Gas (KG) dapat 
digunakan untuk analisa secara 
kulitatif maupun kuantitatif. 
Dikarenakan menggunakan larutan 
standart secara eksternal, maka untuk 
analisa secara kualitatif yaitu dengan 
membandingkan tR puncak dari hasil 
kromatogram antara standart dan 
sampel. Sedangkan untuk analisa 
kuantitatif menggunakan metode 
kalibrasi pada persamaan garis linier 
y = b0 . x + b1 dengan y = ratio dan x 
= sebagai (%) sampel yang mana y, 
b0 dan b1 diperoleh dari perhitungan 
kurva kalibrasi.  
 
C. PEMBAHASAN 
1. Ekstraksi Pektin Ampas Tebu 

Ampas hasil preparasi yang 
bebas dari senyawa non-pektin 
selanjutnya digunakan untuk 
ekstraksi pektin. Menurut Stephen 
(1995) untuk ekstrak pektin dapat 

dilakukan dengan menggunakan 
pelarut air, senyawa kelat (amonium 
oksalat, natrium heksametaphospat, 
etilen diamina tetraasetat (EDTA) 
dan sikloheksana diamina tetraasetat 
(CDTA) ), asam dan alkali. Namun 
dari beberapa pelarut yang 
digunakan untuk ekstrak, pelarut 
asam panas adalah pelarut yang 
paling baik yang dapat mengekstrak 
pektin 59% (Thibault, 1988; 
Rombouts, Thibault, 1986). Menurut 
Hoejgaard (2004), pektin merupakan 
asam poligalakturonat 
yangmengandung metil ester. Pektin 
diekstraksi secara komersial dari 
kulit buah jeruk dan apel dalam 
kondisi asam. Pada penelitian ini 
dilakukan dengan cara 10 gr ampas 
tebu hasil preparasi dengan 
ditambahkan 200 ml larutan HCl 
0,05 M dalam beaker gelas 500 ml 
kemudian dipanaskan pada 
temperatur 85 oC selama 40 menit. 
Setelah itu didiamkan pada suhu 
kamar selama 1 jam dan disaring 
menggunakan penyaring vakum. 
Filtrat yang dihasilkan diukur pH-
nya menggunakan pH meter dan 
dinetralkan dengan ditambahkan 
NaOH 0,05 M pada rentan pH 6-7 
(Rombout dan Thibaut, 1986). Filtrat 
yang dihasilkan ditambahkan 
aquades sampai volume 500 mL 
untuk memperoleh ekstrak pektin 
dengan kadar 1%. Mekanisme 
ekstraksi pektin menggunakan HCl 
didasarkan pada kemampuan 
senyawa asam yang bersifat polar 
untuk mengikat senyawa polar yang 
terdapat dalam pektin yaitu asam 
galakturonat, sehingga akan 
memaksimalkan pengambilan 
senyawa pektin dalam ampas tebu. 
2 Media Produksi Enzim Kasar 

Pektin Metil Esterase (PMEs) 
Media produksi digunakan untuk 

produksi enzim kasar pektin metil 
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esterase (PMEs). Dari hasil 
penelitian Mardhania dkk (2010) 
menunjukkan bahwa enzim PMEs 
yang dihasilkan dari jamur 
Aspergillus heteromorphus MTCC 
9262 pada media Potato Dextrose 
Medium (PDM), Pektin Medium 
(PM), Pektin Minimum Medium 
(PMM) and Czapeck Dox Medium 
(CDM), yang memiliki aktivitas 
enzim PMEs tertinggi (213 unit) 
yaitu PMEs yang dihasikan dari 
media PM kemudian PDM. Sehingga 
untuk membuat media produksi 
enzim PMEs dari bakteri Bacillus 
subtilis dapat digunkan media cair 
NB dengan campuran pektin 1%. 
Cara membuat media NB dengan 
pektin 1% yaitu melarutkan 4,5 gr 
serbuk NB Criterion dilarutkan 
dengan 500 mL larutan pektin 1% 
dalam gelas beker 500 mL. 
Campuran tersebut dihomogenkan 
dengan disertai pemanasan 
menggunakan hot palte dan disertai 
sedikit pengadukan untuk 
memperoleh larutan homogen, 
setelah itu didinginkan pada suhu 
kamar. Diukur pH larutan 
menggunakan pH meter dan 
dinetralkan pada rentang pH 6-7 
dengan ditambahkan NaOH 0,05 M 
atau HCl 0,05 M. Media cair NB 
pektin 1% hasil preparasi 
dimasukkan dalam 2 erlenmeyer @ 
150 mL untuk produksi enzim kasar 
PMEs dan selebihnya digunakan 
untuk membuat kurva pertumbuhan 
bakteri, yaitu dengan dimasukkan 
dalam 10 erlenmeyer @ 20 mL. 
Erlenmeyer yang berisi NB pektin 
1% ditutup dengan kapas berlemak 
kemudian kertas dan diikat 
menggunakan karet gelang. Media 
NB pektin 1% kemudian disterilisasi 
menggunakan autoklaf selama 15 
menit pada 121 oC, sebelum 
dimasukkan autoklaf terlebih dahulu 

erlenmeyer yang berisi media NB 
pektin 1% dimasukkan dalam plastik 
tahan panas (Putra, S. R. Dan 
Yuneta, R. 2009). 

Pektin yang dibuat untuk media 
produksi dapat diperoleh dari ekstrak 
ampas tebu maupun serbuk pektin 
beli jadi. Untuk membuat 150 mL 
media produk dari serbuk pektin 
dapat dilakukan dengan melarutkan 
1,35 gr serbuk NB Criterion dalam 
150 mL aquades, kemudian 
ditambahkahkan 1,5 gr serbuk 
pektin. Untuk menghomogenkan 
campuran tersebut dapat dilakukan 
dengan pemanasan menggunakan hot 
plate sampai campuran 
terhomogenkan, kemudian media 
ditutup dan disterilisasi 
menggunakan autoklaf pada 
temperatur 121 oC selama 15 menit. 
Gambar A merupakan media 
produksi NB pektin 1% dari serbuk 
pektin, sedangkan gambar B 
merupakan media produksi NB 
pektin 1% dari pektin ekstrak ampas 
tebu. Dapat disimpulkan dari warna 
yang nampak (lebih coklat) bahwa 
media dari ekstrak pektin ampas tebu 
lebih banyak mengandung pektinnya 
dengan berat yang sama. 

 
A   B 
3.   Peremajaan Bacillus subtilis 
 Peremajaan bakteri dapat 
dilakukan dengan mengambil 2 ose 
bakteri Bacillus subtilis dari stok 
kemudian digoreskan pada  media 
padat NA dari hasil preparasi dan 
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diinkubasi selama 24 jam pada 
temperatur (Putra, S. R. dan Yuneta, 
R. 2009). 

 
Nampak pada gambar diatas 

kultur dari bakteri Bacillus subtilis 
yang ditumbuhkan pada media padat 
agar miring dalam tabung reaksi. 
Meskipun tidak menunjukkan koloni 
Bacillus subtilis secara detail, sudah 
bisa dipastikan bahwa kultur tersebut 
benar-benar Bacillus subtilis yang 
secara umum kulturnya berwarna 
putih agak lembek. 
4. Pembuatan Starter/Inokulum 

Bacillus subtilis 
Starter/inokulum dapat dibuat 
dengan mengambil 2 ose bakeri 
Bacillus subtilis dari stok kemudian 
ditumbuhkan pada 50 mL media NB 
hasil preparasi, selanjutnya 
diinkubasi dalam shaker incubator 
dengan kecepatan 120 rpm dan 
temperatur 35 oC selama 13 jam 
untuk memperoleh pertumbuhan 
bakteri pada fase lag, inokulum 
tersebut selanjutnya digunakan untuk 
starter pada pembuatan kurva 
pertumbuhan dan produksi ekstrak 
kasar enzim PMEs. Inkubasi selama 
13 jam didasarkan pada penelitian 
Kosim dan Putra (2009) yang 
menyatakan fase log Bacillus subtilis  
dimulai pada jam ke-5 sampai jam 
ke-13. 

 
Gambar . Starter/ Inokulum Bacillus subtilis 
5. Kurva Pertumbuhan Bacillus 

subtilis Pada Media Produksi 
Kurva pertumbuhan dapat 

dilakukan dengan uji OD (optikal 
density) dari hasil kultur pada media 
produksi dengan dilakukan analisis 
setiap 2 jam sekali selama 24 jam 
(waktu inkubasi 0, 2, 4, 6, 8, 9, 15, 
18, 20, 22 dan 24 jam), yaitu dengan 
menginokulasi 10% bakteri Bacillus 
subtilis hasil biakan (starter) pada 20 
mL media NB pektin 1% dalam 
erlenmeyer 100 mL, selanjutnya 
diinkubasi dalam shaker incubator 
dengan kecepatan 120 rpm dan 
temperatur 35 oC (Putra, S. R. dan 
Yuneta, R. 2009). 

Setelah dilakukan inkubasi 0, 2, 
4, 6, 8, 9, 15, 18, 20, 22 dan 24 jam 
masing-masing biakan diambil 5-7 
mL dan dimasukkan dalam tabung 
reaksi kemudian divortek sampai 
homogen. Larutan kemudian 
dimasukkan dalam kuvet dan diukur 
absorbansinya menggunakan 
spektronik 20+ pada panjang 
gelombang 600 nm.Data absorbansi 
Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis 
No Inkubasi (jam) Absorbansi (λ)  
1 0 0,04 
2 2 0,18 
3 4 0,34 
4 6 0,47 
5 8 0,51 
6 15 0,58 
7 18 0,57 
8 20 0,57 
9 22 0,57 
10 24 0,57 
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Dari masing-masing waktu inkubasi dibuat kurva pertumbuhan dengan regresi 
hubungan garis X (absorbansi) dan Y (waktu inkubasi) untuk mengetahui fase-
fase pertumbuhan dari Bacillus subtilis pada media NB pektin 1% untuk produksi 
ekstrak enzim kasar PMEs. 
 

 
Kurva Pertumbuhan Bacillus subtilis 

 
 Kurva pertumbuhan diperoleh 
dengan metode turbidimetri, yaitu 
melihat jumlah bakteri dengan 
mengukur densitas optik pada 
panjang gelombang 600 nm (DO

600 
) 

sebagai fungsi waktu dimana 
pengukuran dilakukan selama 24 jam 
dengan selang waktu 2 jam. Prinsip 
dasar metoda turbidimetri adalah, 
jika cahaya mengenai sel, maka 
cahaya dipantulkan dan cahaya yang 
tidak mengenai sel akan diteruskan. 
Jumlah cahaya yang diteruskan 
proporsional (berbanding lurus) 
dengan transmitan, sedangkan 
cahaya yang dipantulkan berbanding 
terbalik dengan transmitan atau 
berbanding lurus dengan absorbansi. 
Dari kurva pertumbuhan Bacillus 
subtilis pada Gambar diatas, dapat 
dilihat bahwa Bacillus subtilis 
melakukan adaptasi pada fase lag 
selama ± 2 jam. Waktu adaptasi ini 

dapat dikatakan singkat. Hal ini 
dikarenakan media starter untuk 
pertumbuhan awal bakteri sama 
dengan media produksi, akibatnya 
usia sel relatif seragam atau 
homogen, karena transter ini hanya 
bertujuan untuk menghomologkan 
umur bakteri agar seragam. Setelah 
mengalami fase adaptasi, sel mulai 
membelah dengan kecepatan yang 
sangat rendah karena baru selesai 
tahap penyesuaian diri. Fase ini 
merupakan fase pertumbuhan awal.  
 Setelah mengalami fase adaptasi, 
maka bakteri akan memasuki fase 
log. Fase log adalah fase dimana 
bakteri mengalami pertumbuhan 
yang sangat cepat, dan dapat 
dikatakan pada fase ini bakteri 
mengalami pertumbuhan 
eksponensial. Selain itu, kebutuhan 
akan energi bagi bakteri pada fase ini 
lebih tinggi dibandingkan pada fase 
lainnya. Oleh karena itu, pada fase 
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ini bakteri banyak memproduksi zat-
zat metabolit yang dibutuhkan dalam 
memenuhi kebutuhan nutrisinya. 
Pada penelitian ini, fase log bakteri 
terjadi pada jam ke-2 hingga jam ke-
15. Oleh karena itu dilakukan isolasi/ 
produksi ekstrak kasar enzim pektin 
metil esterase (PMEs) pada jam ke-8 
sebagai pertengahan dari fase log 
bakteri.  

Kerapatan optik menurun setelah 
jam kelimabelas. Pada fase ini 
bakteri mulai memasuki fase 
kematian. Kematian ini terjadi 
karena zat makanan yang diperlukan 
bakteri berkurang dan hasil ekskresi 
bakteri telah bertimbun dalam 
medium, sehingga menganggu 
pembiakan dan pertumbuhan bakteri 
selanjutnya. 
6. Produksi Ekstrak Kasar Enzim 

Pektin Metil Esterase (PMEs) 
 Untuk produksi ekstrak kasar 
enzim pektin metil esterase (PMEs) 
dapat dilakukan dengan 
menginokulasi 10% bakteri starter 
pada media NB pektin 1% dalam 2 
erlenmeyer 250 mL @ 150 mL hasil 
preparasi, selanjutnya diinkubasi 
selama 8 jam pada shaker incubator 
dengan kecepatan 120 rpm dan 
temperatur 35 oC. Hasil produksi 
enzim PMEs dengan menggunakan 
media NB pektin 1% dapat dilihat 
pada gambar dibawah ini, gambar A 
menggunakan media NB pektin 1% 
pektin hasil ekstrak, sedangkan 
gambar B menggunakan media NB 
pektin 1% pektin serbuk.    

 
A   B 

Setelah dilakukan inkubasi, 
untuk mengekstrak enzim kasar 
pektin metil esterase (PMEs) dapat 
dilakukan dengan mensentrifugasi 
hasil biakan dengan kecepatan 5000 
rpm selama 30 menit dan temperatur 
5 oC. Selanjutnya dipisahkan antara 
filtrat dan endapan sel. Enzim kasar 
pektin metil esterase terdapat pada 
filtrat (merupakan enzim 
ekstraseluler), yang selanjutnya 
digunakan untuk proses hidrolisis 
ampas tebu menghasilkan metanol. 
7. Uji Konfirmasi Ekstrak Kasar 

Enzim Pektin Metil Esterase 
(PMEs) 
Uji konfirmasi ekstrak kasar 

enzim PMEs merupakan tahap untuk 
karakterisasi terhadap enzim kasar 
(PMEs) yang dihasilkan. Pada 
penelitian ini dapat dilakukan dengan 
cara mengambil 10 mL ekstrak kasar 
PMEs hasil dari kultur Bacillus 
subtilis pada media pektin hasil 
ekstrak, kemudian ditambahkan 
dalam 50 mL larutan NaCl 0,15 M 
yang mengandung pektin 1%. 
Gambar A larutan NaCl 0,15 M 
pektin 1% dari hasil ekstrak 
sedangkan B larutan NaCl 0,15 M 
pektin 1% serbuk.   
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A  B 
 Setelah itu diinkubasi dalam 
incubator dengan temperatur 35 oC 
selama 24 jam. Setelah melewati 
waktu inkubasi selanjutnya aktifitas 
enzimatis dinonaktifkan dengan 
memanaskan pada air mendidih 
selama 10 menit (Mandhania, S., V. 
Jain dan S. P. Malhotra, 2010). 
 Untuk mengetahui adanya gugus 
karboksil pada asam pektat (hasil 
pemutusan metoksil dari aktifitas 
enzim PMEs) dapat dilakukan 
dengan melakukan titrasi dari hasil 
aktifitas enzimatis dengan larutan 
NaOH 0,02 M dengan menambahkan 
2 tetes indikator PP (penolptalein). 
Titrasi pada uji konfirmasi ini 
merupakan titrasi asam basa, dimana 
hasil yang kita inginkan adalah 
seberapa banyak NaOH yang 
dibutuhkan untuk menetralkan asam 
pektat dalam sampel yang 
selanjutnya dianalisis kadar metanol 
dengan GC yang merupakan hasil 
pemutusan metoksil dari aktifitas 
enzim PMEs. 

 
A  B 

Volume titran (NaOH 0,02 M) untuk 
media pektin hasil ekstrak (gambar 
B) sebesar 8 mL, sedangkan volume 
titran untuk media pektin serbuk 
(gambar A) sebesar 4 mL. Dengan 
demikian aktifitas PMEs untuk 
memutuskan gugus metoksil asam 
galakturonat lebih besar pada media 
pektin hasil ekstraksi (B) sehingga 
metanol yang dihasilkan lebih besar, 
dan hasil dari analisis kadar metanol 
menggunakan GC adalah 0,12 % 
dengan hasil samping etanol sebesar 
0,02%. Perhitungan dan data hasil 
dari GC ada di lampiran 1. 
8. Produksi Biometanol 

(Hidrolisis oleh PMEs) dengan 
Variasi Kosentrasi Ekstrak 
Kasar Enzim Pektin Metil 
Esterase (PMEs) 
Metode yang digunakan untuk 

produksi biometanol yaitu 
menggunakan metode SmF 
(Submerged Fermentation), hampir 
90% proses enzimatis menggunakan 
metode SmF untuk memperoleh hasil 
yang optimum. Metode SmF 
dilakukan dengan cara, diambil 10 gr 
ampas tebu hasil preparasi kemudian 
ditambahkan 200 ml aquades, 
dengan dicampur 10% ekstrak kasar 
enzim PMEs (20 ml) dalam beaker 
glass 500 ml setelah itu ditutup dan 
diinkubasi menggunakan inkubator 
pada temperatur 35 oC. Setelah 
melewati waktu inkubasi (24 jam) 
diambil filtratnya dengan dipisahkan 
menggunakan penyaring vakum. 
Perlakuan diatas diulangi untuk 
konsentrasi PMEs yang lain yaitu: 
15% (30 mL), 20% (40 mL) dan 
25% (50 mL) dengan pengulangan 2 
kali. 
9. Analisis Kadar Biometanol 
 Analisis menggunakan 
Kromatografi Gas (KG) dapat 
digunakan untuk analisa secara 
kulitatif maupun kuantitatif. Untuk 
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analisa kadar biometanol (kuantitatif) 
dikarenakan menggunakan kurva 
kalibrasi standart internal maka 
sampel juga ditambahkan larutan 
pembanding asam propionat dengan 
komposisi yang hampir sama dengan 
larutan sandart. Sampel diinjeksikan 
sebnyak 1 μgr  dalam inlet kemudian 
dilakukan runing menggunakan KG 
yang sudah dipreparasi untuk 
menghasilkan kromatogram.  
 Untuk mengetahui kadar 
biometanol dari sampel, langkah 
prtama yang harus dilakukan yaitu 
mencari peak dari hasil kromatogram 
yang memiliki tR (waktu retensi) 
metanol yaitu antara 3 – 4, setelah 
ditemukan peak dengan tR metanol (3 
- 4) kemudian dianalisa 
menggunakan metode kalibrasi pada 
persamaan garis linier y = b0 . x + b1 
dengan y = ratio area sampel 
(metanol) dan x = sebagai kadar (%) 
sampel yang mana y, b0 dan b1 
diperoleh dari perhitungan kurva 
kalibrasi. 
 
Hasil analisis kadar metanol dengan variasi 
konsentrasi 

Variasi Konsentrasi 
PMEs (%) 

Kadar methanol (%) 
Ulangan 

1 
Ulangan 

2 
10 0,02 0 
15 0 0 
20 0 0 
25 0 0 

 
 Dari hasil analisa kadar 
biometanol menggunakan intrumen 
KG dan kromatogram yang 
dihasilkan (lampiran 2),  pada 
konsentrasi PMEs 10% terdapat 
kadar metanol sebesar 0,02% dan 
pada ulangan ke-2 dan pada 
konsentrasi yang lain ternyata pada 
kromatogram tidak ditemukan peak 
dengan tR metanol (3 - 4), dengan 
demikian eksperimen kali ini gagal. 
Kegagalan tersebut dimungkinkan 
karena ampas yang digunakan terlalu 

lama sehingga dapat merusak 
kandungan selulosa ampas tebu, 
secara tidak langsung gugus metoksil 
pada pektin ampas tebu akan 
berkurang, sehingga proses hidrolisis 
gugus metoksil pektin ampas tebu 
menggunakan enzim PMEs tidak 
bekerja secara maksimal untuk 
menghasilkan metanol.  
 
D. KESIMPULAN DAN SARAN 
1. Kesimpulan 

Pada penelitian ini dapat 
disimpulkan konsentrasi yang 
memungkinkan digunakan untuk 
hidrolisis ampas tebu untuk 
menghasilkan metanol dengan 
menggunakan enzim kasar PMEs 
dari Bacillus subtilis adalah 10% 
dengan kadar metanol 0,02 %. 
2. Saran 

Pada penelitian ini masih belum 
dihasilkan metanol yang optimal, ada 
beberapa kemungkinan yang 
menyebabkan hal tersebut terjadi, 
yaitu : 
a. Ampas tebu yang rusak selama 

penyimpanan. Sebaiknya 
menggunakan ampas tebu yang 
masih baru dari limbah 
pembuatan gula. 

b. Penggunaan waktu untuk 
produksi PMEs tidak sesuai 
dengan fase log kurva 
pertumbuhan Bacillus subtilis 
yang seharusnya 8 jam, tapi 
dilakukan pada waktu 24 jam. 
Sehingga kemungkinan PMEs 
yang dihasilkan sedikit sehingga 
tidak bekerja secara optimal 
untuk menghasilkan metanol. 
Sebaiknya produksi PMEs sesuai 
fase log dari Bacillus subtilis. 
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