








[image: C:\Users\BagoesComp\Downloads\unnes1.png]PROGRAM KREATIVITAS MAHASISWA

INOKULASI YEAST OLEAGINOUS  DARI LIMBAH SLUDGE SEBAGAI BAHAN BAKU UTAMA PEMBUATAN LIPID UNTUK BIODISEL


BIDANG KEGIATAN : PKM-PENELITIAN


Diusulkan Oleh	:
Khayatun Nufus	(4311413018) 		Angkatan 2013
 Tazkia Tunnisa 	   (4311413008)	   Angkatan 2013
[bookmark: _GoBack]

	




UNIVERSITAS NEGERI SEMARANG
SEMARANG
2015
Ringkasan
Adanya krisis energi di dunia telah mendorong para peneliti untuk mendapatkan bahan bakar alternatif sebagai penggangti bahan bakar yang berasal dari minyak bumi. Bahan bakar alternatif yang layak dikembangkan adalah bahan bakar yang bersifat renewable atau terbarukan, salah satunya adalah biodiesel. Pengembangan bioenergi mendapat perhatian luas di dunia akibat kekhawatiran akan habisnya sumber minyak dan perubahan iklim global (Osunkoya dan Okwudinka, 2011). Selain itu, pengembangan bioenergi juga diharapkan mampu meningkatkan perekonomian dan membuka lowongan kerja terutama di negara berkembang seperti Indonesia. Salah satu bioenergi yang banyak dikembangkan dewasa ini adalah biodiesel atau biosolar. Produksi biofuel terutama biodiesel telah menjadi alternatif dalam mengatasi kelangkaan bahan bakar minyak. Permintaan biodiesel baik ekspor maupun konsumsi dalam negeri mencapai 1,1 juta ton pada tahun 2011.
Yeast oleagenous Indigenous merupakan mikrobia dalam bagasse yang diharapkan dapat mengonversi selulosa menjadi lipid secara optimum. Tujuan penelitian ini antara lain memanfaatkan limbah kertas sludge menjadi biosolar menggunakan Yeast oleaginous Indigenous sludge dengan aktivitas terbaik untuk mengonversi selulosa menjadi lipid bahan baku biosolar.
Isolasi yeast oleaginous osmotoleran asal limbah bagasse dilakukan dengan mengkulturkan sampel bagasse pada medium penapisan yang terdiri dari (%/L); 2 % xylose , 0.05 % yeast extract, 2 % agar, 0.05 % MgSO4·7H2O, 0.5 % (NH4)2SO4, 0.1 % KH2PO4, 20 mL dari 2% stok sodium deoxycholate (C24H39O4Na) dan 3.3 mL larutan streptomycin  (%/L). Produksi lipid dilakukan dengan menggunakan isolat terbaik dari langkah tersebut dengan menggunakan medium produksi yang terdiri dari glucose 60, yeast extract 1, NH4Cl 1, KH2PO4 2, MgSO4.7H2O 0.75, CaCl2.2H2O 0.05, ZnSO4.7H2O 0.01, FeCl3.6H2O 0.01, Na2HPO4 1g/L pada pH 7.4 selama 6×24 jam. Analisis yang dilakukan antara lain analisis biomassa, kandungan lipid total dan efisiensi konversi baggase menjadi lipid oleh yeast oleaginous terpilih.
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BAB I
PENDAHULUAN
a. Latar Belakang
Adanya krisis energi di dunia telah mendorong para peneliti untuk mendapatkan bahan bakar alternatif sebagai penggangti bahan bakar yang berasal dari minyak bumi. Bahan bakar alternatif yang layak dikembangkan adalah bahan bakar yang bersifat renewable atau terbarukan, salah satunya adalah biodiesel. (Tim KBK Bioorganik, 2015).
Eksploitasi berlebihan minyak bumi menyebabkan kelangkaan cadangan minyak bumi dunia (Demirbas, 2008). Salah satu solusi alternatif untuk mengatasi persoalan ini adalah dengan cara mengoptimalkan produksi biosolar. Permintaan biosolar baik di dalam maupun luar negeri sangat besar, namun permintaan yang tinggi ini belum didukung oleh perkembangan industri biosolar yang memadai di Indonesia (Fakuda et al, 2009; Hala et al, 2009). Wacana revitalisasi biosolar dengan bahan baku minyak nabati sejalan dengan salah satu kebijakan ekonomi yang disampaikan Presiden Indonesia pada bulan Agustus 2013, tentang peningkatan penggunaan dan produksi biosolar di Indonesia. 
Pengembangan bioenergi mendapat perhatian luas di dunia akibat kekhawatiran akan habisnya sumber minyak dan perubahan iklim global (Osunkoya dan Okwudinka, 2011). Selain itu, pengembangan bioenergi juga diharapkan mampu meningkatkan perekonomian dan membuka lowongan kerja terutama di negara berkembang seperti Indonesia. Salah satu bioenergi yang banyak dikembangkan dewasa ini adalah biodiesel atau biosolar. Produksi biofuel terutama biodiesel telah menjadi alternatif dalam mengatasi kelangkaan bahan bakar minyak. Permintaan biodiesel baik ekspor maupun konsumsi dalam negeri mencapai 1,1 juta ton pada tahun 2011 (Redaksi BakrieGlobal, 2011).  
Pembuatan biosolar berbasis sludge ini dilakukan dengan cara hidrolisis selulosa menggunakan asam kuat sebagai katalisnya, seperti: ZrO2, Al2O3, NaOH, atau KOH. Hidrolisis selulosa akan menghasilkan selobilosa dan D-glukosa (Poedjiadi, 2012). Pembuatan biosolar dengan pretreatment tersebut akan menghabiskan biaya yang relatif tinggi. Penggunaan mikrobia indigenous akan memberikan keuntungan karena relatif murah dan umumnya tumbuh sebagai flora normal pada Sludge kertas serta mampu memecah selulosa yang terdapat dalam Sludge kertas secara alami hingga dapat mengonversi selulosa menjadi lipid secara langsung. Berdasarkan ulasan diatas, perlu dilaksanakan penelitian untuk menapis  aktivitas yeast oleaginous indigenous terbaik dalam mengonversi glukosa yang berasal dari selulosa sludge kertas menjadi lipid sebagai bahan baku bidiesel.
b. Rumusan Masalah
Permasalahan yang akan dijawab dalam penelitian ini adalah dapatkah yeast oleaginous indigenous menghasilkan lipid yang optimal dari limbah sludge kertas sebagai bahan baku biodiesel?
c. Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi yeast oleaginous indigenous untuk menghasilkan lipid yang optimal sebagai bahan baku biodiesel yang bermanfaat untuk membantu mengatasi krisisnya bahan bakar fosil.
d. Manfaat 
Manfaat yang diharapkan dalam peneitian ini adalah terciptanya Microbia oils  yang optimal sebagai bahan baku untuk pembuatan biodiesel. Selain itu penelitian ini juga bermanfaat untuk  meningkatkan nilai jual dari sludge kertas yang selama ini banyak dimanfaat sebagai pupuk.
e. Luaran
Luaran dari penelitian ini adalah metode baru dengan peluang mendapatkan hak paten yang digunakan dalam produksi lipid yang berasal dari selulosa sludge kertas yang berpotensi digunakan sebagai bahan baku biosolar menggunakan yeast oleaginous indigenous. Luaran lain dari penelitian ini adalah karya ilmiah yang dapat digunakan sebagai acuan pemanfaatan sludge kertas sebagai bahan baku biosolar dengan menggunakan yeast oleaginous indigenous.

BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1. YEAST OLEAGINOUS
Beberapa Oleaginous Microorganism penghasil lipid seperti khamir, jamur, bakteri maupun mikroalga dapar memproduksi Microbial Oils. Mikroorganisme penghasil lipid ini, telah diketahui beberapa tahun yang lalu, dan telah diadakan penelitian dan terbukti bahwa mikroorganisme jenis ini dapat menghasilkan lipid. Memproduksi Microbia Oil memiliki beberapa keuntungan, yaitu siklus hidupnya singkat sehingga mudah memproduksi lipid dalam waktu yang relatif cepat dan tidak dipengaruhi oleh iklim ataupun musim serta hasilnya tak jauh berbeda dari lipid yang di hasilkan oleh tumbuh-tumbuhan maupun hewan.(Eka Yulia Pratiwi, 2010) 
Biomassa mikroorganisme oleaginous adalah sumber TAGs yang optimal dan berlebih yang memiliki komposisi Fas yang sama dan nilai energi seperti minyak tumbuhan. Mikrobia lipid juga mempunyai banyak keuntungan (siklus pendek)  yang mampu mengatasi pembatasan minyak nabati tetapi, mampu dihasilkan dari substrat yang tidak mahal dengan hasil dan produktivitas yang tinggi (Azocar et al.,2010; Liu and Zongbao, 2007; Rossi et al.,2011).
Di antara mikroorganisme heterotrofik, yeast oleagenous merupakan produsen lipid yang baik karena terdapat banyak TAGs.  Hal ini dikarenakan yeast oleagenous memiliki kemampuan untuk   mensintesis  dan mengumpulkan lipid netral (mencapai 70% dari berat biomassa) yang disimpan dalam kompartemen intraselular yang dikenal dengan badan lipid (Czabany et al., 2011). Beberapa yeast oleagenous yang telah diidentifikasi yaitu dalam genus Yarrowia, Candida, Rhodontorula, Rhodosporodium, Cryptococcus, dan Lypomyces  (Ageitos et al., 2011; Li et al., 2008; Amaretti et al, 2010; Rossi et al., 2011).
Kemampuan Yeast oleaginous dalam mengakumulasi lipid telah dikenal sejak tahun 70-an, tetapi dalam beberapa tahun terakhir studi tentang Yeast oleaginous ini telah difokuskan pada eksploitasi SCO (Single Cell Oil) untuk produksi biodesel/biosolar. Yeast SCO ini memiliki siklus yang pendek, dan produksi mereka tidak mengalami variasi cuaca musiman (Rosi et al, 2011)
2.2. Biodisel
Biodiesel didefinisikan sebagai ester monoalkil dari minyak tanaman dan lemak hewan dan turunannya yang berpotensi sebagai pengganti bahan bakar diesel (Srivastava dan Prasad, 2000 dalam Putri et al, 2012 ). Biodiesel dihasilkan melalui proses transesterifikasi minyak atau lemak dengan alkohol. Gugus alkil dalam alkohol akan menggantikan gugus hidroksil pada struktur ester minyak melalui katalis (Susilo, 2006 dalam Georgogianni et al, 2007 dalam Putri et al, 2012). 


Gambar 2.1 Transesterifikasi asam lemak menjadi biodiesel 
Sumber: (Suwarno, 2012).

Biodiesel atau mikrobiodiesel merupakan hasil aktivitas oleaginous microbes melalui transesterifikasi lipid di dalam sel. Oleaginous microbes merupakan kelompok mikrobia yang mampu mengakumulasi lipid di dalam sel yang mencapai >20 % dari berat kering sel (Beopoulos, 2009).

2.3. Limbah Sludge Industri Kertas

Industri kertas menghasilkan beberapa jenis limbah padat antara lain sludge, biosludge, dan pith. Diantara limbah padat tersebut sludge merupakan limbah dengan volume terbesar. Semakin meningkatnya kebutuhan kertas, semakin tinggi pula limbah sludge yang dihasilkan. Karakteristik sludge industri kertas antara lain lembek strukturnya lunak seperti bubur, berwarna abu-abu keruh atau kehitaman, dan berbau tidak sedap. Seperti halnya limbah agroindustri lainnya. Sludge merupakan limbah dengan kandungan senyawa karbon yang sangat tinggi. Limbah pada pabrik kertas juga mengandung unsur-unsur lain yaitu kalium, kalsium, magnesium, besi, dan sulfida yang merupaan hara untuk tanaman. (widyati, 2006).
Sludge merupakan limbah padat pabrik kertas yang terdiri dari padatan 90% dan air 10% yang didapat dari proses pengendapan pada Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL). Selain tu limbah padat kertas juga menghasilkan sludge skunder yang merupakan hasil sampingan dari pengendapan air (biological aeration) limbah yakni dengan penambahan mikroorganisme untuk menetralisir bahan kimia yang terkandung pada air limbah sebelum dialirkan, sludge skunder tersusun dari bahan baku pulp yang mengandung mikroorganisme sebagai efek dari biological aeration, limbah kertas juga menghasilkan pith yang berupa bahan dari proses depething plant yaitu pemisahan secara mekanik bahan baku pulp yaitu serat dan bahan bukan serat. (Hastuti dkk., 2006)
Hasil analisa potensi limbah sludge pabrik kertas dapat dilihat pada tabel berikut
Tabel 2.1 
	Parameter
	Satuan
	Hasil Uji

	pH
	-
	7,2-7,3

	Selulosa
	%
	60,3

	Karbon Total
	%
	24,15-28,49

	Nitrogen
	%
	0,24-0,31

	Posor
	%
	0,05-0,65

	Kalium
	%
	0,17-0,77


(Rina, 2008)

BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan januari-mei 2016 di laboratorium kimia organik fakultas matematika dan ilmu pengetahuan alam universitas negeri semarang.

3.2. Alat dan Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : isolat yeast oleaginous, sludge kertas , glycerol,  (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4·7H2O, yeast extract, NaOH, medium isolasi, medium YEPD, kapas, alumunium foil, tissue. Peralatan yang digunakan antara lain : Petridish steril, tabung reaksi, rak tabung  reaksi, bunsen, ose, keranjang bahan, gelas ukur, beaker glass, erlenmeyer, pipet mikro, tip besar dan kecil, vortex, timbangan dan oven.

3.3. Prosedur Kerja
3.3.1. Pengayaan Isolat

Metode pengayaan yaitu mengambil Isolat yeast oligenous asal limbah industri kertas sludge dan dibiakkan dengan inokulasi secara aseptis 5 g sampel sludge kedalam medium pengayaan yang terdiri dari (g/L): glycerol 100, (NH4)2SO4 1, KH2PO4 1, MgSO4·7H2O 0.5, dan yeast extract 0.2. Kultur pengayaan tersebut diinkubasi pada rotary incubator 100rpm selama 24 jam.

3.3.2. Isolasi Yeast Indigenous Sludge
Kultur pengayaan diencerkan dengan seri pengenceran 10-1-10-10 dan 100 µL dari seri pengenceran 10-3 hingga 10-9 ditransfer secara aseptis pada medium yang terdiri dari (%/L) 2 % xylose, 0.5 % (NH4)2SO4, 0.1 % KH2PO4, 0.05 % MgSO4·7H2O, 0.05 % yeast extract, 2 % agar, 20 mL dari 2% stok sodium deoxycholate (C24H39O4Na) dan 3.3 mL larutan streptomycin  (%/L). Kultur isolasi tersebut diinkubasi selama 4×24 jam pada suhu 30°C. 5 Isolat yang memiliki pertumbuhan paling cepat dan paling banyak diimurnikan untuk uji lebih lanjut [L.X. PAN et al.: Isolation of Oleaginous Yeasts, Food Technol. Biotechnol. 47 (2) 215–220 (2009)].
3.3.3 Fermentasi dan Induksi Yeast Oleaginous Indigenous
Isolat hasil pemurnian diremajakan pada medium YEPD selama 48 jam dan ditransfer sebanyak 10% dari 250 medium fermentasi yang terdiri dari (g/L) glucose 60, yeast extract 1, NH4Cl 1, KH2PO4 2, MgSO4.7H2O 0.75, CaCl2.2H2O 0.05, ZnSO4.7H2O 0.01, FeCl3.6H2O 0.01, Na2HPO4 1g/L pada pH 7.4. Kultur induksi tersebut diinkubasi pada rotary incubator pada suhu ruang selama 6×24 jam. Kultur induksi dibuat triplo (tiga kali ulangan) masing-masing untuk uji kandungan lipid dan berat kering sel.

3.3.4. Penentuan berat kering dan kandungan lipid
3.3.4.1 Penentuan Berat Kering
Berat kering sel ditentukan dengan menimbang berat basah pellet sel dari 100 ml kultur induksi dan dikurangi dengan berat kering pellet sel (pellet sel pertama dikeringkan dalam oven 105°C).
3.3.4.3 Penentuan Kandungan Lipid
Sebanyak 100 ml kultur induksi disentrifugasi untuk mendapatkan pellet sel. Dan lipid yang terkandung dalam sel diekstraksi berdasarkan metode Bligh-Dyer yang dilakukan oleh Pan et.al, (2009). Lipid yang berhasil diekstraksi dikeringkan dan ditimbang.
3.4. Konversi Limbah Sludge Oleh Yeast oleaginous Indigenous Menjadi Lipid
Metode ini dilakukan dengan memodifikasi langkah ke - 3. Glukosa yang digunakan diganti dengan menggunakan baggase kering yang telah melalui pretreatmen NaOH. Dan residu baggase yang tersisa dihitung untuk mengetahui efisiensi konversi baggase menjadi lipid.
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