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6. HASILPENELITIAN 

A. RINGKASAN 

 
Kandungan sulfur batu bara kalori rendah atau batu bara muda diatas 2% sehingga apabila batu bara 
akan digunakan sebagai bahan bakar, masih perlu dilakukan penurunan kandungan sulfur agar 
kandungan sulfur total dibawah 2%. Beberapa metode penurunan kandungan sulfur atau 
desulfurisasi telah dilakukan oleh peneliti sebelumnya diantaranya adalah metode pencucian batu 
bara secara flotasi menggunakan bahan tambahan surfaktan (detergen). Metode ini memerlukan 
biaya yang tinggi dan menggunakan detergen SBS (Sodium Benzene Sulfonat) yaitu surfaktan 
berbasis petroleum yang tidak ramah lingkungan karena SDS sulit diuraikan oleh mikroorganisme di 
alam. Dalam penelitian initelah dilakukan pencucian batu bara menggunakan metode metode spray 
dengan menambahkan bahan biosurfaktan SIA (Stearil Isopropil Alginat). Stearil isoprolil alginat telah 
adalah surfaktan ramah lingkungan dengan nomer paten IDP 000066485. Biosurfaktan dibuat dari 
renewable resources ekstrak alga coklat sehingga mudah diuraikan oleh mikoorganisme 
alam..Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan alat yang dirancang untuk mencuci batu bara 
dengan ukuran yang divariasi (-30/+60, -60/+80, -80/+100) mesh. Konsentrasi biosurfaktan divariasi 
dari 5 ppm (part per million) sampai dengan 100 ppm. Biosurfaktan SIA dilarutkan di dalam air 
pencuci kemudian disemprotkan dipermukaan batu bara dan air cucisn disirkulasi sebanyak 8 kali 
dengan debit 2,5 liter per menit. Batu bara yang telah dicuci dikeringkan didalam oven pada suhu 
80oC selama 5 jam  dan batu bara yang telah kering dianalisis menggunakan metode ASTM D 
2013/D 2013M-09 Standard Practice for Preparing Coal Samples for Analysis  ASTM D5142-09 

Standard Test Methods for Proximate Analysis of the Analysis Sample of Coal and Coke by 

Instrumenal Procedures. ASTM D7582-10 Standard test Methods for Proximate Analysis of Coal and 
Coke by macro Thermogravimetric Analysis. Hasil analisis batu bara hasil pencucian menunjukan  
kenaikan nilai kalor sebesar 55 % diatas nilai kalor mula mula sebelum batu bara dicuci dan 



penurunan kandungan sulfur dari 3,5 % menjadi 1,65 % (sudah dibawah 2%). Kondisi terbaik 
didapatkan pada konsentrasi biosurfaktan 5 ppm, ukuran batu bara -80/+100 mesh dengan debit 
2,5 liter/menit 8 kali sirkulasi. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa metode spray 
dengan bantuan bahan biosurfaktan SIA dengan konsentrasi yang sangat rendah dapat 
dijadikan sebagai metode pilihan yang  efektif dalam menaikan nilai kalor batu bara dan efektif 
juga untuk menurunkan kadar sulfur batu bara. Penelitian tahun kedua dianai sebesar 
Rp.204.650.000,-. (Dua ratus empat juta enam ratus lima puluh ribu rupah).Luaran dari 
penelitian ini adalah sistem pencucian batubara menggunakan metode spray dengan bahan 
tambahan biosurfaktan. TKT yang ditargetkan adalah 6. 
 

B. KATA KUNCI 
Batubara, biosurfaktan, desulfurisasi, nilai kalori, sulfur total 

 
C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN 

Penelitian pencucian batu bara menggunakan metode spray dengan bantuan biosurfaktan SIA 
dilakukan dengan  
 
C.1 Pelaksanaan Penelitian 
Diagram alir proses pembuatan biosurfaktan SIA dan aplikasi SIA sebagai agensia untuk mencuci 
batu bara menggunakan metode spray 
1) Alga coklat dicuci bersih menggunakan air kran kemudian ditiriskan 
2).Dicampur dengan auadest 1:6 (b/v) kemudian diblender sampai menjadi bubur alga coklat. 
3) Membuat larutan Na2CO3 2 % berat 
4).Mencampur bubur Alga coklat dengan larutan Na2CO3 2 % berat dengan perbandingan berat 
bubur:: volume larutan= 1:5 (b/v) 
5). Campuran dimasukan ke dalam alat ekstraktor yang dilengkapi dengan penaduk, pengatur suhu 
dan timer. Selanjutnya dilakukan ekstraksi selama 2 jam pada suhu 79 sampai 80oC 
6). Setelah waktu ekstraksi selesai, pemanas dimatikan dan hasil ekstraksi disaring menggunakan 
kain saring untuk meisahkan ampas dari cairan hasl ekstraksi (filtrat) 
7). Ampas dibuang dan Filtratnya adalah Larutan Natrium alginat. Natrium Alginat selanjutnya 
diesterifikasi untuk menghasilkan Stearil Isopropil Alginat.  
 8).Estrifikasi dilakukan di dalam reaktor yang dilengkapi dengan pemanas listrik, pengetur suhu dan 
pengaduk. 
9). Hasil reaksi disaring menggunakan saringan dengan diameter pori 7 mikro meter untuk 
memisahkan residu dan ester. 
10). Ampas dibuang sebagai limbah sedangkan filtratnya adalah surfaktan SIA. 
11). Surfaktan dianalisis untuk menentukan spesifikasi produk. Analisis yang dilakukan adalah 
pengukuruna densitas, viskositas, pH, IFT (interfacial Surface Tention) dan CMC (critical Micele 
Concentration), kelarutan di dalam pelarut polar dan non polar. 
12). Surfaktan selain ditentukan sifat sifat fisika juga diaplikasikan sebagai agensia untk mencuci batu 
bara dengan tujuan untuk menurunkan kadar sulfur dan menaikan nilai kalori batu bara. 
13). Pencucian batu bara menggunakan metode spray dan dibantu dengan surfaktan SIA. Variabel 
yang digunakan adalah ukuran batu bara dan konsentrasi surfaktan (SIA). 
14). Konsentrasi surfaktan diamati pada konsentrasi yang rendah 10 sampai dengan 100 ppm. 
15). Ukuran batu bara divariasi dengan ukuran 30,60 dan 80 mesh. 
16). Batu bara yang sudah dicuci dikeringkan menggunakan oven sampai berat konstan kemudian 
dianalisis. 
16) Analiasis proximate dilakukan dengan tujuan untuk menentukan kadar volatil matter, adar karbon 
dan kadar minsture. 
17). Analisis nilai kalor dilakukan dengan tujuan untuk menentukan potensi surfaktan di 
dalammeningkatkan nilai kalor batu bara setelah dicuci. 
18).Analisis kadar sulfur dilakukan dengan tujuan untuk menentukan penurunan sulfur batu bara 
setelah dicuci.  
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C.2. Hasil penelitian 
C2.1. Hsil analisis nilai kalor 
 
 

 
 
 
Gambar 1. Grafik %  kenaikan nlai kalori batu bara setelah dicuci menggunakan SIA dengan 
konsentrasi 0 sampai dengan 100 ppm dengan 8 kali sirkulasi air pencuci. 
 
C.2.2. Hasil analisis Proximate 
 

 



 
Gambar 2. Penurunan kadar air terikat batu bara dipengaruhi oleh konsentrasi SIA dalam air pencuci 
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PRODUKSI SOLKETAL (BAHAN ADITIF SOLAR DAN BENSIN) DARI 

GLISEROL DALAM RANGKA MEMANFAATKANGLISEROL HASIL SAMPING 

BIODIESEL MENJADI SENYAWA KIMIA BERNILAI EKONOMI TINGGI 

 

INTISARI 

 
Solketal adalah bahan tambahan untuk meningkatkan angka setan solar dan untuk menaikan 

angka oktan bensin. Bahan baku Solketal adalah Gliserol dan Aseton merupakan bahan baku 

yang dapat diperbaharui. Keuntungan Solketal adalah bersifat biodegradable, diharapkan 

dapat menggantikan Metil Tetra butil Eter (MTBE) yang selama ini digunakan sebagai 

bahan tambahan pada bahan bakar. Solketal telah dihasilkan menggunakan variasi jenis 

katalis yaitu katalis homogen asam sulfat (H2SO4) dan Phosphotungstic acid (H3PW12O40) 

dan katalis heterogen Fe-Algiat/Al-Alginat (Fe-Alg/Al-Alg). Kondisi terbaik pada reaksi 

pembentukan Solketal menggunakan katalis asam sulfat adalah perbandingan mol Aseton: 

mol Gliserol= 6: 1 (mol/mol) dengan konversi gliserol 62%, waktu reaksi 8 jam pada suhu 

didih 62ºC. Kondisi terbaik menggunakan katalis Phosphotungstic acid (H3PW12O40) hanya 

memerlukan waktu reaksi 4 jam dan perbandingan mol aseton/gliserol 3:1. Dilihat dari 

waktu dan perbandingan mol maka katalis asam padat PWA lebih baik dibandingkan dengan 

asam sulfat. Hal ini disebabkan karena tingkat keasaman dari katalis asam padat PWA lebih 

tinggi dibandingkan dengan asam sulfat. Dari dua jenis katalis menunjukkan bahwa semakin 

tinggi perbandingan mol reaktan didapatkan konversi yang lebih tinggi. Hal ini konsisten 

dengan azas Lecatelier. Dari data konversi pada waktu terjadi kesetimbangan didapatkan 

panas reaksi pembentukan solketal dari gliserol dan aseton (∆H= 95.948 J (mole)-1.dan 

entropi (∆S =280.02 J (mole K)-1 dan  dari panas reaksi dapat disimpulkan bahwa reaksi 

adalah eksotermis. Katalis asam sulfat dan PWA adalah katalis yang larut di dalam reaktan. 

Untuk memisahkan katalis dari sistem reaksi memerlukan bahan penetral basa. Untuk 

mengeleminasi proses netralisasi dan agar katalis dapat digunakan kembali, dicoba 

menggunakan katalis padat yaitu Fe-Algiat/Al-Alginat. Katalis dibuat dengan metode 

presipitasi Natrium-Alginat dan larutan garam FeCl3/ Al(NO3)3. Penentuan aktivitas katalis 

dilakukan karakterisasi baik uji sifat fisi meliputi luas permukaan menggunakan BET, sifat 

termal menggunakan TGA/DTA dan struktur kimia menggunakan FTIR. Aktivitas katalis 

juga diuji dengan mengaplikasikan katalis Al-Alg/Fe-Alg) dalam reaksi pembentukan 

Solketal dari Aseton dan Gliserol. Hasil analisis menunjukan bahwa Solketal telah terbentuk 

dengan selektivitas mendekati 100 % menggunakan katalis Al-Alg, tetapi katalis Fe-Alg 

menghasilkan Solketal dengan selektivitas yang masih rendah (56 %). Dari data tersebut 

dapat disimpulkan bahwa katalis Al-Alg mempunyai potensi sebagai katalis dalam 

pembentukan Solketal dari Aseton dan Gliserol. Dana penelitian tahun ketiga (tahun 

terakhir) sebesar 118.028.000 (Seratus delapan belas juta dua puluh delapan ribu rupiyah) 

digunakan untuk bahan habis pakai, biaya pengambilan data dan biaya analisis dan 

konsumsi.  
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BAB I  

PENDAHULUAN 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 
Solketal dapat digolongkan sebagai bahan kimia hijau karena (1) bahan baku berasal dari 

sumber terbarukan, (2) biodegradable, (3) reaksi  pada suhu dan tekanan rendah, (4) tidak 

menghasilkan limbah berbahaya, (5) tidak menggunakan pelarut beracun, (6) dapat disintesisi 

menggunakan katalis non logam berat dan ramah lingkungan. Proses pembentukan Solketal 

baik menggunakan katalis homogen maupun heterogen berlangsung pada suhu rendah dan 

tekanan atmosferis, reaksinya eksotermis. Mengingat kegunaan Solketal sangat penting dalam 

meniakan angka okan dan angka cetane bahan bakar, maka perlu untuk memproduksi Solketal 

pada skala pilot.  

Katalis merupakan faktor yang sangat penting di dalam suatu reaksi. Perkembangan teknologi 

proses yang menuju ke green chemical, mendorong peneliti untuk menggunakan katalis yang 

dapat digunakan beberapa kali dengan penurunan aktivitas yang kecil. Hal ini dapat dipenuhi 

dengan menggunakan katalis heterogen. Katalis heterogen memerlukan logam aktif atau dari 

golongan logam mulia seperti (Pt, Pd, Au, Ag). Logam logam tersebut termauk logam berat 

dan limbahnya termasuk dalam golongan limbah B3. Disamping itu, logam mulia harganya 

mahal. Perkembangan terakhir katalis heterogen dibuat dari bahan baku logam dari golongan 

2 dan 3 seperti Fe dan Al yang didistribusikan di dalam kerangka molekul organik seperti 

karbohidrat. Contohnya adalah Alginat, kitosan, atau karbohidrat dari tanaman darat seperti 

selulosa.  

Alginat mempunyai kelebihan sebagai molekul rangka untuk mendispersi logam aktif seperti 

Fe dan Al karena molekul Alginat mempunyai dua gugus aktif pada setiap monomernya yaitu 

gugus COOH (karboksilat) dan gugus OH (hidrosida). Kedua gugus aktif tersebut dapat 

berinteraksi secara ionik dengan kation membentuk struktur ikatan ionik yang kuat. 

Keuntungan yang kedua adalah, karbohidrat seperti Alginat mempunyau derajat polimerisasi 

yang tinggi >200 monomer sehingga sangat efektif untuk mendistribusikan komponen aktif 

katalis. Dengan demikian dapat diharapkan aktifitas katalis juga tinggi karena sisi aktif 

terdisbrusi dengan baik.  

Katalis padat yang digunakan sebagai katalis dalam reaksi pembentukan Solketal 

sudah banyak digunakan tetapi katalis Fe-Alginat dan Al-Alginat belum banyak dikaji, 



 

2  

sehingga sangat penting untuk mensintesis katalis Fe/Al-Alginat karena mempunyai beberapa 

keuntungan dibandingkan dengan katalis padat lainnya.  

Tujuan penelitian di tahun ke tiga adalah memproduksi Solketal menggunakan katalis 

hetrogen Fe/Al-Alginat, menguji kemurnian solketal menggunakan HPLC dan menguji 

Solketal yang dihasilkan sebagai bahan aditif untuk menaikan angka oktan bensin dan untuk 

meniakan angka cetane solar. Uji Solketal sebagai bahan aditif dilakukan di laboratorium 

Lemogas Jakarta.  

 

1.2. Permasalahan 

Reakasi pembentukan solketal dari aseton dan gliserol adalah reaksi bolak balik eksotermis, 

sehingga reaksi lebih baik dijalankan pada suhu rendah. Tetapi pada suhu rendah kecepatan 

reaksi lambat sehingga suhu reaksi harus dioptimasi. Disamping itu reaksi menghasilkan air 

sehingga untuk menggeser agar reaksi berjalan ke kanan air harus selalu dipisahkan. Tetapi 

suhu didih air diatas suhu didih reaktan (aseton) sehingga tidk bisa dilakukan distilasi pada 

saat reaksi berlangsung. Air sebagai produk reaksi juga menyebabkan permukaan katalis 

(katalis padat) mengadsorbsi air dipermukaan yang menghambat adsorbsi reaktan 

dipermukaan katalis sehingga pada tahun pertama reaksi pembentukan solketal dilakukan 

menggunakan katalis homogen. Katalis homogen dapat digunakan dengan perbandingan mol 

reaktan yang cukup tinggi yaitu 6 :1 dengan konversi maksimal 62% sehingga dianggap tidak 

ekonomis. Pada tahun ke tiga reaksi dilakukan menggunakan katalis padat yang disintesis 

sendiri oleh peneliti yaitu Fe/Al-Alginat dengan tujuan untuk meningkatkan efesiensi proses.  
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BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Katalis padat Fe-Alginat 

Katalis padat Fe-Alg telah digunakan sebagai katalis Elektro- Fenton yang efektif 

dalam oksidasi limbah zat warna sintetis (Lissamine Green B dan Azure B). Daya 

oksidasi mencapai 98 %.  Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh (Rosales et al, 

2012)  menunjukkan bahwa kation Fe 3+ dapat dengan mudah dan efektif  terperangkap 

dalam matriks biopolimer seperti alginat tanpa pengurangan reaktivitasyang signifikan. 

Mengimobilisasi kation  dalam kerangka alginat adalah salah satu metode yang paling 

umum untuk mengimobilisasi sel hidup di industri makanan dan minuman dan juga 

untuk mengimobilisasi surfaktan, karbon aktif, dan logam hidroksida (Fe3+ dan Ni2+) 

untuk mengolah limbah cair yang mengandung tembaga, bahan organik, dan limbah 

yang mengandung Arsenik. Proses imobilisasi dalam matriks biopolimer adalah 

sederhana, murah dan efektif. Selain itu, Alginat tidak beracun, biodegradable, dan 

nonimmunogenic, menghasilkan  gel yang tidak larut air. Selain itu, keunggulan lain 

dari sistem katalis yang didukung adalah pemisahan katalis yang mudah dari larutan 

reaksi yaitu pemisahan dengan cara filtrasi Proses pembuatan Fe-Alginat dilakukan 

dengan proses pengendapan Natrium-Alginat 2 % berat (berat/volume)dititrasi dengan 

larutan FeCl3 0,05 M. Selama titrasi terbentuk endapan Fe-Alginat berwarna coklat 

kemudian endapan berbentuk gel disimpan pada suhu 4oC selama 2 jam. Kemudian 

disaring dan dicuci dengan aquades berulang ulang dan disimpan di dalam aquadest.   

 

  Spektrum pada bilangan gelombang 1596,6 cm−1 (III) dan 1406.2 cm−1 (II), 

masing-masing menunjukan getaran peregangan asimetris dan simetris karboksil 

kelompok molekul alginat. Puncak baru sekitar 1710-1720 cm−1 (IV) dalam spektrum 

gel Fe alginat mungkin juga termasuk dalam serapan getaran dari gugus karboksil dari 

molekul alginat. Selain itu, terjadi sedikit pergeseran puncak II dan III ke 1.595,0 cm − 1 

dan 1407.1 cm − 1 dalam spektrum manik-manik gel Fe alginat. Fakta ini menunjukkan 

perubahan jarak ikatan C-O pada gugus karboksilat alginat karena adanya ikatan antara 

ion logam dan oksigen dari gugus karboksil. Pergeseran spektrup ke energi yang lebih 

rendah disebabkan karena adanya ion logam yang terikat pada gugus karboksil dari 
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molekul alginat. Kekuatan ikatan C-O menjadi semakin lemah dan oleh karena itu 

memerlukan energi yang lebih rendah untuk mengetarkan. Hal ini mengindikasikan 

bahwa terjadi ikatan komplek di permukaan gel alginat antara ion karboksilat dan 

kation logam. (E. Rosales,  et al, 2012)  

 

 
 Gambar 2.1. Spektrum FTIR : (a) Natrium-Alginat dan (b) Fe-Alginat (Rosales et al, 

2012) 

 

2.2 Bentuk interaksi Fe/Al dan Alginat 
 

Alginat (Alg) mengandung banyak gugus karboksilat (–COO-) yang dapat berinteraksi 

dengan ion multivalen dari  kation logam (misalnya ion  Ca2 +, Zn2 +, Pb2 +, Al3 +, Cr3 +). 

Hasilnya adalah material yang membentuk struktur jaringan tiga dimensi yang 

terbentuk dari hasil ikatan silang  ionik rantai Alg. Ikatan silang yang disebabkan oleh 

interaksi ionik dapat berlangsung pada kondisi atmosferis dan suhu rendah. Di sini Alg 

dihubungkan oleh ion Fe2 + atau Fe3 + membentuk molekul yang dapat mengendap. Ion 

atau kation misalkan Fe+2 dapat berikatan dengan ion yang bermuatan negatif yaitu 

grup karboksilat dan atau ion  hidroksil pada rantai utama alginat. Seperti yang 

ditunjukkan pada Gambar 2.2, ion Fe2 + berinteraksi dengan gugus karboksilat/hidroksil 

dalam Alg yang menghasilkan gelasi ionotropik dari polysaccharide. Ikatan ionik 

antara Fe2+ dan alginat adalah ikatan ionik Fe2+ dan sepasang gugus karboksilat dan 

sepasang gugus hidroksil membentuk chelat dalam struktur seperti kotak telur. 
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Struktur seperti itu dapat dibentuk melalui salah satunya mekanisme asosiasi intra atau 

antar molekul yang mencapai kondisi koordinasi geometri stabil. Selain itu, penelitian 

sebelumnya menunjukkan bahwa baik ionotropik dan gelasi asam terjadi secara 

bersamaan pada Alg- Sistem Fe2 +. (Quadrado, et al, 2017)  

 

 

 
 

Gambar 2.2. Interaksi ionik antara ion Fe2+ dan ion Fe3+ dengan gugus karboksilat dan 

gugus hidroksil dari molekul alginat membentuk struktur kotak telur (Egg 

box) (Qoadrado et al 2017 

Katalis padat Fe/Al-Alginat telah digunakan dalam beberapa reaksi esterifikasi, 

ketalisasi dan merupakan katalis yang menggunakan pendukung molekul karbohidrat 

spesifik dimana komponen aktif katalis dapat terdistrinusi dengan baik di semua 

monomer karbohidrat sehingga memungkinkan katalis mempunyai luas permukaan 

yang luas dan aktivitas yang tinggi karena distribusi komponen aktif di tingkat 

molekuler.  
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2.3. Review aplikasi Katalis padat dalam beberapa reaksi 

  Pada tabel 2.1. menunjukan beberapa jenis katalis padat pada beberapa 

reaksi ketalisasi misalnya H-Beta-Zeolit (Pandian Majunathan et al , 2015). Pandian 

mempelajari pengaruh ukuran kristal dan peranan keasaman terhadap konversi. Reaksi 

pembentykan solketal menggunakan katalis H-Beta-Zeolit dapat dilakukan pada suhu 

ruangan. Penelitian yang lain menggunakan katalis karbon yang diasamkan dan dapat 

menghasilkan produk solketal dengan selektivitas tinggi dilakukan oleh (Maraísa 

Gonçalves et al, 2016). Katalis Fe+3 digunakan dalam reaksi pembentukan solketal dan 

konversi mencapai 99 % dilakukan oleh (Roberto Esposito, et al, 2017). Dapat 

disimpulkan potensi katalis padat dalam reaksi ketalisasi dapat dipertimbangkan 

terutama dalam pembentukan solketal.  

 
Tabel 2.1. Penelitian yang telah dilakukan pada reaksi ketalisasi yang menggunakan 

katalis padat. 
 

No Judul Kesimpulan Referensi 

1. Room temperature 

synthesis of solketal from 

acetalization of 

glycerolwith acetone: 

Effect of crystallite size 
and the role of acidity of 

H-Beta –Zeolit adalah katalis yang dapat 

mengkatalisis reaksi pembentukan solketal 

dari gliserol dan aseton. Proses 

dealuminasi dapat menurunkan aktivitas 

katalis. Reaksi menggunakan katalis H-

Beta Zeolit dapat 
dilakukan pada suhu ruangan. 

Pandia

n 

Majun

athan, 

et al , 

2015 

 betazeolite   
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Highly selective 

acetalization of glycerol 

with acetone to solketal 

over acidic carbon-based 

catalysts from biodiesel 

waste 

 

Karbon yang diasamkan dengan asam 

sulfat dapat digunakan sebagai katalis 

reaksi pembentukan solketal dari gliserol 

dan aseton. Konversi gliserol mencapai 

84% dan selektivitas solketal 90%. Faktor 

yang berpengaruh terhadap aktivitas katalis 

adalah keberadaan sufat yang terikat pada 

atom karbon. Katalis stabil dan dapat 

bekerja pada suhu ruangan dalam waktu 

reaksi 4 jam. Perbandingan mol gliserol: 

mol aseton 1:1 sampai dengan 1:3. Persen 

katalis 0,75 sampai dengan 5% berat. 

 

Maraísa 

Gonçalve

s et al, 

2016 
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3 Highly efficient iron(III) 

molecular catalysts for 

solketal production 

Katalis Fe (3) digunakan untuk reaksi 

pembentukan solketal dari gliserol dan 

aseton dengan perbandingan mol aseton: 

mol gliserol = 2:1 sanpai dengan 6:1. 

Dengan % katalis = 0,05 % mol. Waktu 

reaksi 1,5 jam. Konversi tertinggi didapat 

99%. 

Rober

to 

Espos

ito, et 

al, 

2017 

4 Esterification of oleic 

acid to biodiesel over 

a 12-phosphotungstic 
       acid-based solid catalyst 

Katalisator PWA digunakan dalam reaksi 

pembentukan Biodiesel 

WANG 

Hong-

hong, et 

al, 2017 

 

 

2.4. Metode pembentukan katalis Fe/Al-Alginat. 

Sintesis film Alg-Fe2+ dan Alg-Fe3+ dilakukan dalam dua langkah. Yang pertama adalah 

persiapan larutan Natrium-Alginat. Alginat dapat langsung dibeli dalam bentuk garam 

Natrium-Alginat atau dengan menggunakan bahan baku Alga coklat. Apabila menggunakan 

Alga coklat, perlu dilakukan ekstraksi Alginat dari Alga coklat menggunakan larutan 

Natrium karbonat. Ekstrak berbentuk larutan garam Natrium Alginat. Tahap kedua adalah 

mereaksikan Natrium-Alginat dengan garam yang mengandung Fe atau Al. Biasanya 

menggunakan FeCl3 atau FeCl2 dan Al(NO3)3. Reaksi antara Natrium-Alginat FeCl2, FeCl3 

dan Al(NO3)3 adalah reaksi pengendapan. Endapan akan terbentuk apabila larutan FeCl2, 

FeCl3 dan Al(NO3)3 ditambahkan ke dalam larutan Na-Alginat. Endapan yang terbentuk 

disaring dan endapanya di cuci dengan aquades beberapa kali kemudian dikeringkan di dalam 

oven pada suhu 60oC selama 2 jam kemudian disimpan di dalam desikator.  

 

2.5. Karakterisasi Fe/Al-Alginat. 

Metode analitik Spektrum Fourier transform infrared (FTIR) direkam pada Affinity 

spektrometer dalam mode transmisi menggunakan pelet KBr dari sampel dalam kisaran 400-

4000 cm-1 dengan resolusi 4 cm-1. Dari hasil analisis FTIR akan mendapatkan informasi 

mengenai struktur kimia katalis dimana ikatan antara logam dan alginat dilihat pada puncak 

spektrum yang nampak pada bilangan gelombang diantara 400-900 cm-1. Pada bilangan 

gelombang 700 sampai dengan 825 cm-1 menunjukan puncak dari monomer asam Manuronik 

dan asam Guluronik dari Alginat. Puncak pada bilangan gelombang 400-700 cm-1 adalah 

serapan komponen anorganik atau logam.  
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Analisis termogravimetri (TGA) dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan informasi 

mengenai sifat termal molekul katalis. Kandungan logam di dalam katalis dapat dideteksi 

dengan cara memanaskan sampel katalis dengan laju pemindaian 10oC/mnt di bawah 

atmosfer N2 (g) atau atmosfer udara dengan kecepatan aliran 20 mL/mnt dalam kisaran suhu 

25-700 oC. Kurve hubungan antara suhu dan pengurangan masa sampel menunjukan 

karaketristik bahan yang memberikan informasi mengenai reaksi degradasi bahan terhadap 

suhu. Bahan organik seperti alginat akan terdegradasi pada suhu 400-450 oC menghasilkan 

molekul molekul kecil hasil pembakaran seperti CO2 dan H2O. Masa sampel yang ada setelah 

pemanasan diatas suhu degaradasi bahan organik adalah masa logam yang ada di dalam 

katalis. Pola difraksi sinar-X (XRD) direkam dengan radiasi Cu-Kα (λ = 0,154 Å) pada 30 

kV / 20 mA dalam kisaran (2θ) 5–70º dengan laju pemindaian 8 º/mnt. Untuk menentukan 

morfologi material dianalisis menggunakan mikroskop elektron (SEM) ditambah dengan 

analisa X-ray dispersif-energi (EDX). Sebelum visualisasi SEM, sampel dilapisi emas dengan 

sputtering. 

 

2.6. Mekanisme Reaksi ketalisasi menggunakan katalis padat 

 Reaksi ketalisasi adalah reaksi pembentukan ketal dari bahan baku dari golongan 

keton dan gliserol. Dari golongan keton telah dilakukan oleh (Ruiyun Li, et al, 2018) yaitu 

sikloheksanon dan gliserol menghasilkan senyawa ketal. Reaksi dilakukan pada suhu 50oC 

selama 3 jam menggunakan katalis Amberlist (SBA 15) 1,3 %, konversi tertinggi 85 % 

dengan perbandingan mol Gliserol : Sikloheksanon 2:1. Selektivitas mencapai 100 %. 

 Ketalisasi adalah reaksi yang bolak balik. Mekanisme untuk ketalisasi 

sikloheksanon dengan glikol menggunakan katalis SBA-15 berlangsung melalui dua langkah. 

Pada langkah pertama, sikloheksanon terprotonasi dimana proton berasal dari katalis asam 

SBA 15. (ion H+ dari katalis) untuk menghasilkan zat antara (2) dan kemudian diaktifkan 

untuk penambahan nukleofilik atom O alkohol untuk membentuk hemiasetal (4). Protonasi 4 

menghasilkan senyawa antara (5) yang berikutnya mengalami dehidrasi menghasilkan 

senyawa nomer  (6). Ia menerima molekul alkohol (hidroksil) yang kedua  untuk membentuk 

senayawa antara (7). Langkah ini juga merupakan reaksi eksotermik, dan terakhir, pelepasan 

proton dari (7) membentuk  senyawa ketal (8) 
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Gambar 2.3. Mekanisme reaksi ketalisasi sikloheksanon dan Gliserol menggunakan katalis 

SBA 15. (Ruiyun Li et al, 2018) 

 

2.7. Pemurnian produk solketal  

 

Untuk mendapatkan solketal dalam keadaan murni perlu dilakukan pemurnian hasil 

reaksi. Pemurnian dilakukan menggunakan distilasi bertingkat. Komponen yang paling ringan 

di dalam campuran hasil reaksi adalah aseton kemudian air, solketal dan gliserol. Distilasi 

dilakukan secara bertahap. Tahap pertama adalah memisahkan aseton dengan cara 

memanaskan campuran pada suhu 52oC (suhu didih aseton). Kemudian suhu pemanasan 

dinaikan pada suhu 100oC untuk meisahkan air dan selanjutkan suhu pemanasan dinaikan 

untuk memisahkan solketal. Solketal yang didapatkan dianalisis menggunakan Gas 

Chromathography untuk menentukan komponen apa saja yang ada di dalam kondensat 

solketal. Gambar 2.1 Menampilkan alat pemisah distilasi 
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Gambar 2.4. Alat pemisah distilasi sederhana terdiri dari : Labu distilasi, (2) pendingin 

balik, (3) Penampung kondensat, (4) Air pendingin masuk kondensor, (5) 

air pendingin keluar kondensor, (6) pemanas 

 

 2.8. Analisis produk Solketal sebagai bahan aditiv 

 
Karakteristik bahan bakar bensin Gasoline (bensin) dapat memberikan kerja mesin yang 

memuaskan apabila dapat menghasilkan pembakaran sempurna dalam ruang bakar. 

Pembakaran yang sempurna dapat dilakukan dengan mengupayakan agar perbandingan 

campuran bahan bakar dan udara seimbang dengan percikan api busi, merambat dengan 

merata ke ruang bakar secara serentak. Bila hal ini dipenuhi, maka tidak akan terjadi ketukan 

(knocking) di dalam mesin. http://www.pusdiklatmigas.com/file/t5-_Korelasi_ON_---

_arluky.pdf.

3 

6 

1 

4 
5 

2 

http://www.pusdiklatmigas.com/file/t5-_Korelasi_ON_---_arluky.pdf
http://www.pusdiklatmigas.com/file/t5-_Korelasi_ON_---_arluky.pdf
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Definis lain dari angka oktan adalah persentase volume iso oktana dalam bahan bakar standar 

atau rujukan yang yang menghasilkan intensitas ketukan yang saa dengan bahan bakar yang 

diuji. Bahan bakar rujukan merupakan campuran iso oktan dan n-heptan. Senyawa n-heptan 

diberi angka oktan =0 dan iso oktan diberi angka oktan=100. American socisty for test 

material (ASTM) mendefinisikan angka oktan dalam dua parameter yang berbeda  yaitu  RON  

(Research  octane  number) dan MON (Motor octane number) 

https://ardra.biz/sain-teknologi/ilmu-dan-teknologi-terapan/pengertian-dan-menentukan- 

bilangan-oktan-bensin/ 

Solketal merupakan bahan aditiv untuk menaikan angka oktan bensin melalui penambahan 

unsur oksigen ke dalam bahan bakar. Untuk membuktikan potensi solketal sebagai octane 

number improver harus dilakukan uji terhadap bahan bakar. Uji standar yang digunakan 

adalah menguji bahan aditiv dengan manambahkan ke dalam bahan bakar dan angka oktan 

diukur sebelum dan sesudah penambahan aditiv. 

Bilangan Oktan adalah standar pengukuran dari performa mesin atau kualitas bahan bakar. 

Semakin tinggi nilai oktan, maka semakin besar bahan bakar tersebut bertahan dalam tekanan 

sebelum terbakar dalam siklus mesin Otto (mesin yang umum digunakan pada mobil dan 

motor). Di dalam mesin, campuran udara dan bahan bakar (yang telah dikabutkan oleh 

karburator atau injection system) mendapat tekanan oleh piston hingga volume campuran 

tersebut sangat mampat dan kemudian terbakar oleh percikan api dari busi. 

http://www.pusdiklatmigas.com/file/t5-_Korelasi_ON_--- 

_arluky.pdf 

Parameter standar yang digunakan untuk mengukur angka oktan bahan bakar adalah RON 

(Research ctane number) dan MON (Motor octane number). Research Octane Number 

(RON), ini adalah cara yang paling umum digunakan di seluruh dunia untuk menentukan 

angka oktan bahan bakar.. Reserach Octane Number ditentukan dengan uji coba 

menggunakan test engine dengan variasi compression ratio. Hasilnya akan dibandingkan 

untuk mendapatkan campuran yang tepat untuk iso-oktana dan n-heptana. Motor Octane 

Number (MON). Cara lain untuk menetapkan bilangan oktan adalah MON. Metode ini 

dilakukan dengan engine test yang sama dengan RON namun menggunakan rotation per 

minute (rpm) yang lebih tinggi yaitu 900. RON menggunakan 600 rpm. Perbedaan lain adalah 

MON menggunakan pre-heated fuel dan variasi dari ignition timing. Anti-Knock Index atau 

(R+M)/2. Beberapa negara seperti Australia, New Zealend, dan beberapa 

http://www.pusdiklatmigas.com/file/t5-_Korelasi_ON_---
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negara Eropa menggunakan RON. Tetapi negara seperti Canada, USA, Brazil dan beberapa 

lainnya menggunakan rata-rata dari RON dan MON, yang disebut Anti Knock Index (AKI), 

biasa ditulis sebagai (R+M)/2. Nama lainnya adalah PON (Posted Octane Number). 

Observed Road Octane Number (RdON). Metode lainnya adalah RdON yang didapatkan

 dengan menguji  

bahan bakar pada mesin multi silinder dengan throttle yang terbuka 

lebar. Metode ini dikembangkan pada tahun 1920 dan  masih reliable hingga saat ini. 

Awalnya pengujian ini dilakukan pada mobil yang benar- benar berjalan di track namun 

dengan perkembangan teknologi, pengujian saat ini dapat dilakukan pada chassis 

dynamometer dengan parameter yang dapat dikontrol untuk mendapatkan konsistensi 

pengukuran. (//www.energy-techno.blogspot.com/). Pengujian RON mengacu pada metode 

uji ASTM D2699 dan MON mengacu pada ASTM D2700. Keduanya menggunakan mesin uji 

yang sama tetapi kondisi putaran yang berbeda. Mesin yang digunakan adalah CFR 

(Combustion Fuel Research).F-1/F-2 Combustion engine. https://ardra.biz/sain-

teknologi/ilmu-dan-teknologi-terapan/pengertian-dan-menentukan- bilangan-oktan-bensin/ 

http://www.energy-techno.blogspot.com/)
http://www.energy-techno.blogspot.com/)
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BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

 

 

3.1. Tujuan Penelitian 

1. Tujuan utama penelitian ini adalah memproduki Solketal dari Aseton dan Gliserol dengan 

menggunakan katalis Fe/Al-Alginat.  

2. Karakterisasi katalis Fe/Al-Alginat untuk menentukan sifat fisika dan kimia katalis 

3. Karakterisasi Solketal sebagai bahan aditiv untuk menaikan angka oktan bensin 

 

3.2. Manfaat Penelitian 

Memproduksi bahan kimia hijau dari bahan baku terbarukan untuk mensubstitusi bahan 

aditive konvensional yang tidak ramah lingkungan. Memanfaatkan sumber daya lokal Alga 

coklat sebagai pendukung katalis Fe dan Al sebagai bahan kimia yang bernilai ekonomi tinggi 
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BAB IV  

METODE PENELITIAN 

 
Penelitian tahun kedua dilakukan untuk menghasilkan Solketal dari Gliserol dan Aseton 

dengan menggunakan katalis Fe/Al-Alginat. Solketal yang dihasilkan dimurnikan secara 

distilasi dan produk yang sudah dimurnikan dianalisis menggunakan GC-MS. Untuk menguji 

potensi solketal sebagai bahan aditiv untuk menaikan angka oktan bensin, solketal diuji 

menggunakan metode uji standar yaitu uji RON menggunakan ASTM ASTM D2699 dan 

MON mengacu pada ASTM D2700. Uji angka oktan dan angka cetane dilakukan di 

Laboratorium Lemigas. Produksi Solketal dilakukan melalui dua tahap yaitu tahap pertama 

sintesis katalis Fe/Al-Alginat dan tahap dua aplikasi katalis dalam reaksi pembentukan 

solketal dari Gliserol dan Aseton. 

4.1. Sintesis katalis Fe/Al-Alginat. 

Sintesis Fe/Al-Alginat dilakukan melalui dua tahap yaitu ekstraksi alga coklat menggunakan 

larutan Natrium karbonat 2 % berat untuk menghasilkan Natrium alginat. Tahap kedua 

adalah reaksi Natrium-Alginat dan garam FeCl3 untuk menghasilkan Fe-Alginat dan reaksi 

Natrium-Alginat dengan garam Al(NO3)3 untuk menghasilkan Al-Alginat. Diagram alir 

sintesis Fe/Al-Alginat dapat dilihat pada Gambar 4.1.  

4.1.1. Bahan bahan yang digunakan 

1. Alga coklat  

2. Larutan Natrium karbonat 2 % berat 

3. Aquades 

4. Garam FeCl3 

5. Garam Al(NO3)3 

6. Etanol 96 % 

4.1.2. Alat alat  

1. Seperangkat alat gelas 

2. Oven 

3. Alat penyaring 

4. Ekstraktor 
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Gambar 4.1. Diagram alir sintesis katalis Fe/Al-Alginat 

  

 4.2. Produksi Solketal menggunakan katalis Fe/Al-Alginat 

  
 Katalis Fe-Alginat dan Al-Alginat yang dihasilkan dari sub bab 4.1 digunakan untuk 

produksi Solketal dari Aseton dan Gliserol. Diagram alir produksi solketal dapat dilihat 

pada Gambar 4.2.  

Ampas  

Rumput laut   

Rumput laut coklat 

basah  

Pengeringan dalam oven T=60oC 

sampai berat konstan 

Rumput laut coklat kering 

Rumput laut halus 

Blender  (mengecilkan ukuran) 
Aquadest  secukupnya agar 

rumput laut dapat diblender 

Aquadest  15 bagian dari 1 

bagian rumput laut halus 
  

Filtrat  

Larutan Na2CO3 2 % berat ( 9 

bagian larutan Na2CO3 dari 1 

bagian rumput laut halus) 

Ekstraksi selama 2 jam, T=80oC 

Penyaringan   

Filtrat  

Reaksi  pada suhu ruangan sampai 

membentuk gumpalan 

Larutan Al(NO3)3 / FeCl3 dengan 

variasi molaritan (0,1 sampai 

dengan 0,5 M)  

Penyaringan  

Katalis kering  

Endapan 

(katalis)  

Oven vacuum 60 oC (pengeringan) 

sampai berat konstan  

Analisis FTIR, BET 

dan TGA/DTAXRD  
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 4.2.1. Bahan bahan yang digunakan 

 1. Aseton 96 % berat. 

 2. Gliserol 96 % berat 

 3. Etanol 96 % 

 4. Katalis Fe/Al-Alginat 

 4.2.2. Alat alat yang digunakan 

 1. Reaktor (Labu keher tiga dilengkapi dengan pengendali suhu dan pemanas serta 

kondensor balik). 

 2. Alat filtrasi untuk memisahkan katalis 

 3. Oven  

 4. Seperangkat alat gelas. 

 

 

 

Gambar 4.2. Rangakaian alat reaktor untuk memproduksi Solketal dari Aseton dan 

Gliserol menggunakan katalis Fe/Al-Alginat 

 

Keterangan gambar 

 

1. Labu leher tiga 

2. Motor pengaduk 

3. Termometer 

4. Kondensor balik 

5. Water bath 

6. Penjepit kondensor 
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7. Statif 

8. Batang pengaduk 

 

 

 

 

Gambar 4.3. Rangkaian alat distilator untuk pemurnian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4. Diagram alir produksi solketaldari Aseton dan Gliserol menggunakan katalis 

Fe/Al-Alginat. 

Glycerol, Acetone, 

Ethanol  

(3:1:1) (mol:mok:mol) + 

Fe-Alg 2 % wt 
 

Reaction: T = 62oC,  
t = 4 hour 

 

Filtration 
 

Distillation at 78oC until there is 
no more liquid dripping 

 

Distillation at 100oC until there is 
no more liquid dripping 

 

Distillation at 188oC until there is 
no more liquid dripping 

 

Aceton

e 

Ethanol 

 

Water 

 

Solketal 

 

GC-MS analysis, 

RON, MON 
 

Residue (Glycerol) 

 

Distillation at 58oC until there is 

no more liquid dripping 
 

Catalyst 

Filtrate 
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4.2.3. Pembuatan katalis Fe-Alg 

Bahan bahan yang langsung digunakan yaitu FeCl3 dan NaCO3 tanpa ada perlakuan 

awal. Alga coklat didapatkan dari pantai Ngedenan Yogyakarta. Proses pembuatan 

katalis Fe-Alg pertama menimbang Alga coklat kemudian dicuci dengan air kran untuk 

menghilangkan garam dan kotoran yang menempel. Alga yang sudah bersih ditirskan 

selama beberapa jam sampai tidak air yang menetes dari alga. Alga yang sudah bersih 

diremdam di dalam aquadest dengan perbandingan (1:6) sampai semua Alga terendam 

selama 2 jam. Kemudian di blender sampai membenuk campuran homogen (bubur alga 

coklat). Langkah selanjutnya  membuat larutan Natrium karbonat 2 % berat. Larutan 

Natrium karbonat digunakan untuk mengekstrak Alginat dari Alga coklat. Esktraksi 

Alga coklat dilakukan di dalam alat ekstraktor yang volumenya 50 liter dilengkapi 

dengan pengatur suhu, kecepatan pengaduk dan timer. Perbandingan volume bubur 

Alga: Volume larutan Natrium karbonat = 1: 20 (volume/volume). Ekstraksi selama 2 

jam pada suhu 80oC. Hasil ekstraksi disaring dan filtratnya didinginkan untuk proses 

pengendapan menggunakan larutan FeCl3. Filtrat mengandung Natrium-Alginat akan 

dirubah menjadi Fe-Alginat pada proses pengendapan. Sebagai pengendap adalah 

larutan FeCl3 dengan konsentrasi divariasi dari 0,1 sampai dengan 0,5 M. Pengendapan 

dilakukan dengan cara menitrasi larutan ekstrak Natrium-Alginat dengan larutan FeCl3 

tetes demi tetes dan akan terbentuk endapan berwarna coklat. Titrasi dihentikan setelah 

tidak ada lagi endapan yang terbentuk. Endapan dipisahan degan cara filtrasi. 

Selanjutnya endapan dikeringkan dalam oven pada suhu 80oC sampai berat konstan 

disebut katalis Fe-Alg. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Hasil uji TGA/DTA 

 

Hasil uji katalis Fe-Alginat F(0,5) menggunakan TGA/DTA ditampilkan pada Gambar 

5.1.  Gambar 5.1 menunjukan pola TGA/DTG Fe-Alg. Pengukuran termogravimetri 

(TG) dilakukan menggunakan termogravimetri TGA-2050 digabungkan ke penganalisis 

termal TGA-2100 (keduanya dari Instrumen TA) menggunakan massa Masa sampel 20 

mg dan pemegang sampel alumina. Kecepatan pemanasan  10°C min-1 di bawah 

atmosfer Nitrogen. Pengukuran (DSC) dilakukan dalam DSC-910 modulus digabungkan 

ke penganalisis termal TGA-2100 (keduanya dari Instrumen TA) menggunakan massa 

sampel 20,0 mg dalam wadah sampel aluminium tertutup dengan lubang pin pusat 

dengan laju pemanasan 10 ° C min-1 di bawah atmosfer udara.  

Kurva analisis termogravimetri (TGA) dan termogravimetri diferensial Analisis 

(DTG) dari Fe-Alg pada tingkat pemanasan 10 oC/menit di bawah atmosfer udara 

disajikan dalam Gambar 6. Tahap penurunan berat Fe-alginat terletak di suhu yang luas. 

Pada zona (dari 30 hingga 600oC). Suhu dekomposisi kandungan air kristal onset 

(Tonset, didefinisikan sebagai suhu di mana terjadi  penurunan 5% berat) dari Fe- Alg. 

adalah pada suhu 129 sampai dengan 221 oC dan puncaknya pada suhu 153 oC. Pada saat 

pelepasan air kristal memerlukan sejumlah panas dan ini tampak pada kurva DTG 

penurunan suhu menandakan pelepasan air adalah proses endotermis dan suhu turun 

sampai dengan 10oC dari suhu mula mula.  

 
 

Gambar 5.1. Hasil analisi TGA/DTA katalis Fe-Alginat 
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Gambar 5.2. Hasil analisi TGA/DTA katalis Al-Alginat 

 

Kurva analisis termogravimetri (TGA) dan termogravimetri diferensial Analisis 

(DTG) dari Al-Alg pada tingkat pemanasan 10 oC/menit di bawah atmosfer Nitrogen 

disajikan dalam Gambar 6. Tahap penurunan berat Fe-alginat terletak di suhu yang luas. 

Pada zona (dari 30 hingga 600oC). Suhu dekomposisi kandungan air kristal onset 

(Tonset, didefinisikan sebagai suhu di mana terjadi  penurunan 5% berat) dari Al- Alg. 

adalah pada suhu 67 sampai dengan 179,4 C dan puncaknya pada suhu 121,4 oC. Pada 

saat pelepasan air kristal memerlukan sejumlah panas dan ini tampak pada kurva DTG 
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penurunan suhu menandakan pelepasan air adalah proses endotermis dan suhu turun 

sampai dengan 25oC dari suhu mula mula.  

Laju degradasi semakin cepat ditandai dengan kenaikan suhu atau proses 

eksotermis. Proses eksotermis terjadi mulai pada suhu 240oC dan berakhir pada suhu 400oC. 

Selanjutnya terjadi penurunan berat Fe-Alginat semakin cepat dan degradasi Alginat 

menghasilkan H2O, CO2, terjadi pada suhu 450 sampai dengan 600oC dimana reaks 

pelepasan air dan karbondioksida terjadi secara eksotermis  sehingga suhu naik. Puncak 

eksotermis terjadi lagi pada suhu 450 sampai dengan 600oC.  Kehilangan berat pada tahap 

degradasi termal pertama sesuai dengan evolusi intensif molekul kecil dan degradasi alginat 

dengan fraktur ikatan glikosidik untuk membentuk senyawa antara, melepaskan molekul 

kecil seperti H2O dan CO2. Secara umum, reaksi kimia terjadi selama proses degradasi termal 

pada alginat melibatkan dehydroxylation, decarboxylation, decarbonylation dan pemecahan 

rantai makromolekul menjadi fragmen yang lebih kecil. Reaksi menghasilkan residu dan gas 

char, dan gas yang dilepaskan dapat dianalisis dengan teknik FTIR dan MS 

. 

5.2.  Hasil analisis BET Fe/Al-Alg 

 

Hasil analisis BET Fe-Alg dapat dilihat pada Gambar 4.  Fe-Alg dibuat dari Larutan Natrium-

Alginat diendapkan untuk menghasilkan endapan Fe-Alg. Sebagai simbol Fe-Alg yang 

didapat dari hasil pengendapan dengan FeCl3 0,1 M disebut (F 0,1), sampel Fe-Alg dari 

hasilpengendapan FeCl3 0,2M disenut (F 0,2) dan seterusnya sampai dengan (F 0,5) adalah 

sampel Fe-Alg yang didapatkan dari hasil pengendapan dengan FeCl3 0,5 M. Gambar 4 

menunjukan hasil uji analisis BET yang telah dilakukan di LPPT UGM menunjukan bahwa 

luas permukaan katalis Fe-Alg yang didapatkan dari hasil pengendapan menggunakan larutan 

FeCl3 0,5 M atau F (0,5). Dari Gambar tersebut dapat dilihat bahwa luas permukaan katalis 

masih relatif kecil atau pori pori dalam belum terbentuk. Hal ini disebabkan karena belum 

dilakukan proses pembuakaan pori pori. Pori pori bagian dalam atau interparticle pori dapat 

terbentuk pada suhu tinggi. Pada penelitian ini baru dilakukan pemanasan pada suhu 80oC 

dengan tujuan untuk melepaskan molekul air.  

 

 

 

 

 

 



 

22  

Tabel 5.1. Luas permukaan katalis Fe-Alg pada berbagai konsentrasi larutan 

pengendap FeCl3 

 

Kode sampel M FeCl3 

Luas permukaan katalis 

Fe-Alg (m2) 

F 0,1 0,1 1,45 

F 0,2 0.2 2,01 

F 0,3 0.3 2,48 

F 0,4 0.4 3,69 

F 0,5 0.5 4,38 

 

5.3. Hasil analisis FTIR Fe-Alginat 

 

Tujuan dilakukan analisis FTIR  Fe/Al-Alginat adalah untuk membuktikan bahwa 

Fe dan Al telah berikatan dengan alginat dengan mengamati puncak puncak pada 

bilangan gelombang diantara 400 sampai dengan 900 cm-1. Pada bilangan 

gelombang 700-900 cm-1 merupakan puncak yang menandakan adanya ggugus 

guluronic dari alginat manuronic yaitu pada bilangan gelombang 700 cm-1 dan 

monomer manuronic dari alginat pada bilangan gelombang 800 cm-1. 

Tabel 5.2. Hasil analisis FTIR beberapa komponen yang merupakan ikatan logam  
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Gambar  5.3.  Pola FTIR katalis Al-Alginat yang disintesisi menggunakan laruan 

pengendap Al(NO3)3 0,1 M  

 

 
 

 

Gambar 5.4. Pola FTIR katalis Al-Alg yang disintesis menggunakan larutan 

pengendap Al(NO3)3 dengan konsentrasi 0,2 M 
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Gambar 5.5. Pola FTIR katalis Al-Alg yang disintesis menggunakan larutan pengendap 

Al(NO3)3 dengan konsentrasi 0,3 M 

 

 

 
 

Gambar 5.6. Pola FTIR katalis Al-Alg yang disintesis menggunakan larutan pengendap 

Al(NO3)3 dengan konsentrasi 0,4 M 
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Gambar 5.7. Pola FTIR katalis Fe-Alg yang disintesis menggunakan larutan pengendap 

FeCl3 dengan konsentrasi 0,1 M 

 

 
 

Gambar 5.8. Pola FTIR katalis Fe-Alg yang disintesis menggunakan larutan pengendap 

FeCl3 dengan konsentrasi 0,2 M 
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Gambar 5.9. Pola FTIR katalis Fe-Alg yang disintesis menggunakan larutan pengendap 

FeCl3 dengan konsentrasi 0,3 M 

 

 

 
 

Gambar 5.10. Pola FTIR katalis Fe-Alg yang disintesis menggunakan larutan 

pengendap FeCl3 dengan konsentrasi 0,4 M 
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Gambar 5.3sampai dengan 5.10 menunjukan pola FTIR Al/Fe –Alginat. Pada hasil 

analisis FTIR Al-Alginat menunjukan puncak pada bilangan gelombang 820 cm-1 

adalah puncak yang menunjukan gugus Manuronic dari Alginat yang memberikan 

tanda bahwa alginat telah terikat pada katalis Al-Alginat. Pada bilangan gelombang 

dibawahnya yaitu 570 cm-1 adalah puncak yang menandakan adanya logam 

Alluminium karena puncak puncak pada bilangan gelombang dibawah 1000 cm-1 

menunjukan ciri kehadiran komponen anorganik seperti logam logam. Dari hasil 

analisis FTIR terhadap Fe-Alg dan Al-Alg membuktikan bahwa telah terbentuk katalis 

Al/Fe-Alginat.  

 

5.4. Hasil uji GCMS 

Uji GCMS dilakukan pada hasil reaksi pembentukan Solketal dari Aseton dan Gliserol 

menggunakan katalis Fe-Alg F(0,5) (lihat Gambar 5. Hasil ujoi GCMS dapat dilihat 

pada gambar 6 dan Gambar 5.11. Pada tahap ini uji katalis dilakukan untuk 

menentukan kesesuaian katalis Fe-Alg dan Al-Alg apakah dapat untuk mengkatalisis 

reaksi yang diinginkan yaitu reaksi pembentukan Solketal dari Aseton dan Gliserol. 

Untuk tahap selanjutnya akan dilakukan proses kalsinasi pada suhu diatas 600oC 

dengan tujuan untuk memperluas permukaan katalis.  

 

Untuk hasil uji sampel dengan kode F(0,1) sampai dengan F(0,4) ditampilkan pada 

Tabel 1. Dari  Tabel 1 dapat dilihat bahwa konsentrasi pengendap larutan FeCl3  

mempengaruhi luas permukaan katalis Fe-Alg  yang dihasilkan. Semakin besar 

konsentrasi larutan pengendap, luas permukaan katalis semakin besar. Sampel F(0,5) 

mempunyai luas permukaan paling besar yaitu 4,38 m2/gram dan sampel F(0,1) 

mempunyai luas permukaan paling kecil yaitu 1,45 m2/gram. Hal ini dapat dijelaskan 

semakin besar konsentrasi FeCl3, maka  semakin banyak jumlah kation Fe3+ yang 

berinteraksi dengan molekul Alginat. Sesuai dengan Gambar 5.10, struktur 

molekul Alginat berubah ketika mengikat kation membentuk Egg box. Jarak antar 

molekul Alginat menjadi semakin jauh dan menyebabkan pembentukan rongga atau 

ruang diantara barisan molekul Alginat. Hal ini menyebabkan luas permukaan semakin 

besar sesuai dengan hasil analisis BET yang menunjukan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi bahan pengendap atau semakin banyak jumlah kation Fe3+, maka semain 

banyak rongga diantara molekul Alginat yang terbentuk dan luas permukaan semakin 

besar.  
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Gambar 5.11. Hasil analisis GCMS produk solketal dari Aseton dan Gliserol 

menggunakan katalis Fe-Alginat 
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Gambar 5.12. Hasil uji GCMS sampel produk solketal dari Aseton dan Gliserol. 

Sampel   didapat dari hasil distilasi pada suhu 188oC, menggunakan katalis Fe-Alg 

F(0,5). 
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Tabel 5.2. Daftar komponen-komponen yang ada di dalam produk (Solketal) hasil 

reaksi Aseton dan Gliserol menggunakan katalis Fe-Alg (F0,5) 

 

Number of 

peak  

Retention time 

(minute) 

Component Selectivity 

1  2.2  Vynil Methyl 

Esther 

0.408 

2 2.32 Methyl Ethyl 

Ketone 

0.002 

3 3.16 Diacetone Alcohol 0.0008 

4 3.94 Solketal 0.568 

5 4.2 Butanoic acid, 3 

hydrxy, 3 Methyl 

0.147 

6 4.42 Propane 1,1 di 

propoxy 

0.0017 

7 4.48 1,2,3 Propanediol 

(Gliserol) 

0.0045 

 

Tabel 5.2 menunjukan bahwa selektivitas Solketal mencapai 0,568 di dalam produk dan hasil 

samping berupa Vynil Methyl Ether mencapai 0,408.  Selektivitas Solketal sudah cukup 

tinggi tetapi harus ditingkatkan lagi untuk mencapai nilai selektivitas yang ekonomis. Dari 

data tersebut dapat disimpulkan bahwa katalis Fe-Alg dapat menjadi katalis dalam reaksi 

pembentukan Solketal dari Aseton dan Gliserol. Penelitian selanjutnya adalah meningkatkan 

aktivitas katalis dengan cara kalsinasi pada suhu diatas 600oC untuk membuka pori pori 

internal sehingga dapat diharapkan luas permukaan aktif akan meningkat dan selektivitas 

akan naik. Katalis Fe-Alg dapat disintesis menggunakan ekstrak Natrium-Alginat dan FeCl3 

menggunakan metode presipitasi pada suhu ruangan.  Hasil uji TGA/DTA menunjukan 

bahwa Alginat (organik) dapat terikat oleh Fe membentuk Fe-Alg. Hasil uji BET luas 

permukaan terbesar Fe-Alg dicapai pada konsentrasi FeCl3 0,4 M dengan luas permukaan 4 

m2/gram katalis. Hasil uji produk reaksi menggunakan GC-MS membuktikan bahwa Fe-Alg  

merupakan katalis baru yang dapat mengkatalisis reaksi pembentukan Solketal  dari Aseton 

dan Gliseol pada suhu 62oC selama 4 jam dan perbandingan mol Aseton: Gliserol 3:1,  

didapatkan produk Solketal dan hasil samping Vynil Methyl Esther. Selektivitas Solketal 

mencapai 0,568.  

 

5.5.  Hasil uji angka oktan bensin  

Hasil uji angka oktan bensin dilakukan di laboratorium Lemigas. Hasil analisis ditunjukan 

pada Gambar 5.13. 
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Gambar 5.13. Hasiluji angka oktan. Dengan menambahkan bahan aditiv sebanyak 

0,2 % berat didapatkan kenaikan angka oktan 0,1 point 

 
Dari hasil analisis tersebut dapat disimpulkan solketal telah terbukti dapat 

menaikan angka oktan bensin  
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Semua data yang saya isikan dan tercantum dalam biodata ini adalah benar dan dapat 

dipertanggung jawabkan secara hukum. Apabila di kemudian hari ternyata dijumpai 

ketidaksesuaian dengan kenyataan, saya sanggup menerima resikonya. 

Demikian biodata ini saya buat dengan sebenarnya untuk memenuhi persyaratan 

sebagai salah satu syarat pengajuan penelitian program studi. 

 

Yogyakarta, 6 Desember 2017  

                                                                                     Pengusul, 

 

 

Ir. Wasir Nuri, MT NIP. 

19550411198803 1 001 
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LAMPIRAN 3.5  

ALAT REAKTOR DISTILATOR 

 

 
Alat reaktor distilator dirancang untuk memproduksi Solketal skala pilot dengan kapasitas 8 

liter/batch. Alat ini dilengkapi dengan pengendali suhu,putaran pengaduk dan waktu proses. 

Reaktor juga dilengkapi dengan kondensor dimana kondensor ini mempunyai dua fungsi. 

Fumgsi pertama senbagai pengembun uap reaktan sehingga reaktan dapat dikembalikan lagi 

ke dalam reaktor. Fungsi yang kedua, kondensor digunakan setelah reaksi selesai. Kondensor 

digunakan untuk mengembunkan uap sisa reaktan dan ditampung di luar reaktor sehingga 

bisa dipisahkan dari campuran reaksi. Dengan demikian proses reaksi dan pemisahansiwa 

reaksi maupun hasil samping dapat dilakukan hanya menggunakan satu alat. 

Bagian bagian dari alat reaktor distilator 

1. Tabung reaktor untuk tempat terjadinya reaksi 

2. Kondensor 

3. Box kontrol 

4. Lubang inlet dan outlet 

5. Motor pengaduk 
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Gambar 1. Reaktor distilator: (1) Tabung reaktor,(2) Kondensor, (3) 

Box kontrol, (4)Lubang outlet/inlet, (5) Motorpengaduk, (6) 

box pengendali suhu, waktu dan kecepatan pengaduk. 

Box 

kontrol 

1 

3 4 

2 
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RINGKASAN 

 

 

Produksi biohidrogen dari lignoselulosa dilakukan melalui dua tahap yaitu tahap isolasi 

mikroba penghasil hidrogen dan tahap kedua adalah aplikasi isolat untuk memproduksi 

hidrogen. Hasil penelitian tahun pertama adalah isolat mikroba dan setelah dilakukan analisis 

gen sekuen PCR (Polymerase Chain Reaction) terbukti bahwa mikroba yang dihasilkan adalah 

Bacillus circulan (BC). Kita sebut BC I, II dan III. BC I adalah Bacillus circullans yang 

ditumbuhkan pada kondisi aerobic suhu ruangan. BC II adalah B. circullans yang ditumbhkna 

pada kondisi anaerobic suhu rendah. BC III adalah B. circullans yang ditumbuhkan pada 

kondisi anaerobic suhu 60 oC. Tahap selanjutnya adalah menumbuhkan kultur BC I, II dan III 

dan kultur campuran BC I+BC II, BC I+BC III, BC II+III di dalam media tumbuh alamiah 

yaitu sukrosa dan molasses. Konsentrasi sukrosa 1% dan konsentrasi molasses 1-2%, pH awal 

media =7,5 dan waktu inkubasi 72 jam pada temperatur konstan 60oC dalam kondidi anaerobik. 

Hasil pengamatan langsung terhadap cairan hasil fermentasi menunjukkan bahwa pH media 

turun dari 7,5 menjadi 5. Asam organik seperti asam asetat, etanol dan asam propionate dalam 

kaldu fermentasi dianalisis menggunakan HPLC (High Performance Liquid Chromathografy). 

Gas hasil fermentasi dianalisis menggunakan GC dan kultur campuran BCII+ BCIII 

menunjukkan produksi hidrogen tertinggi = 0,075 %. Dari pengamatan secara langsung dapat 

diismpulkan bahwa mikroba Bacillus circulan dapat menghasilkan hidrogen tidak tergantung 

pada substrat yang digunakan atau Bacillus circullans sudah stabil. Gas hidrogen tertinggi 

dihasilkan oleh kultur campuran (mixed culture) BCII+BC III dengan produksi hidrogen 0,075 

%. Cairan hasil metabolisme adalah asam asam organik seperti asam asetat, propionate dan 

etanol. Hasil dari analisis HPLC terhadap asam propionate dan asam asetat menunjukkan 

bahwa asam asetat lebih tinggi dibandingkan dengan asam propionate dan konsentrasi asam 

asetat tertinggi mendekati 8000 ppm, diiukuti dengan asam propionate 153 ppm sedangkan 

kandungan etanol belum di analisis. Kandungan asam asetat tertinggi dihasilkan oleh inokulum 

BC II, BC II dan BC I+II+III dengan substrat adalah molasses 2 %. Kesimpulan bahwa substrat 

molasses menghasilkan asam organik lebih tinggi dibandingkan dengan substtrat sukrosa 

disebabkan karena kandungan gula reduksi di dalam molasses lebih tingi dibandingkan dengan 

di dalam sukrosa. Hal ini dibuktikan oleh hasil pengukuran pH secara langsung terhadap hasil 

metabolisme. pH hasil metabolisme semuanya dibawah 5,5 menunjukkan perubahan dari 

molasses menjadi asam asam organik yang dilakukan oleh mikrobia Bacillus circullans. Sesuai 

dengan tujuan yaitu menghasilkan hidrogen dari lignoselulosa, maka substrat akan diganti 

dengan hidrolisat enzimatis ekstrak alga coklat. Proses hidrolisis sudah dilakukan dan akan 

digunakan sebagai substrat Bacillus circullans pada penelitian tahun 2015. Juga   penggunaan 

hidrogen sebagai bahan bakar Fuel Cell dan analisis kandungan etanol hasil metabolisme sel 

akan dilakukan pada penelitian tahun ke 3.  
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BAB I 

 PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar belakang. 

Lignoselulosa semakin dikenal sebagai bahan baku untuk memproduksi bahan kimia dan 

biofuel karena dapat diperbaharui dan mudah didapat. Peningkatan kebutuhan energi dan isu 

lingkungan mendorong untuk mencari jalur proses konversi lignoselulosa lebih efisien, hemat 

energi dan ramah lingkungan. Pemilihan jenis lignoselulosa yang tepat dapat mempermudah 

konversi lignoseslulosa menjadi produk yang diinginkan. Lignoselulosa seperti makro alga dan 

limbah nya mempunyai beberapa kelebihan dibandingkan dengan jenis lignoselulosa yang lain 

karena: Makro alga banyak diproduksi di Indonesia. Kandungan gula total dan gula reduksi 

cukup tinggi (kadar serat >55%, protein 1,8 %, lemak 0,5 %, kadar abu 14 %) berdasarkan 

berat kering. Karena makrolaga tidak mengandung lignin, maka mudah diuraikan oleh 

mikroorganisme untuk menghasikan hidrogen atau produk lain.  Dalam penelitian ini produksi 

hidrogen dari makroalga menggunakan proses fermentasi enzimatis  menggunakan Bacillus 

circulan yang merupakan produk hasil isolasi pada tahun pertama. 

 Produksi hidrogen dari lignoselulosa dilakukan melalui dua tahap. Tahap pertama 

isolasi mikroba  penghasil hidrogen didapatkan melalui isolasi mono kultur dari konsorsium 

mikroba yang berasal dari limbah semi padat pada reaktor anaerobik (biogas reactor). 

Berdasarkan pembandingan dengan data Bank mikroba isolate yang dihasilkan terbukti  adalah 

Bacillus circulan. Pada tahun ini (tahun ke dua) penelitian dilakukan untuk memproduksi 

hidrogen menggunakan isolate Bacillus circulan dengan menggunakan substrat sukrosa 

(disakarida) dan molasses (campuran disakarida dan monosakarida). Jenis substrat dipilih 

selain glukosa untuk menguji stabilitas isolate. Selanjutnya isolate yang sudah stabil digunakan 

untuk menghasilkan hidrogen dengan menggunakan substrat hidrolisat ekstrak lignoselulosa 

(alga coklat) yang akan dilakukan pada tahun ke 3 (2015). 

 Uji gas hidrogen yang dihasilkan oleh Bacillus circullans menggunakan alat uji Fuel 

Cell juga akan dilakukan pada tahun ke 3. Energi listrik yang dihasilkan dapat dijadikan ukuran 

kwantitatif jumlah gas hidrogen yang dapat dihasilkan oleh Bacillus circullans menggunakan 

substrat lignosellulosa.  

 

1.2 Permasalahan.  

x 



 

 

Substrat dan kondisi pertumbuhan adalah parameter yang penting bagi mikroba untuk proses 

metabolisme sel. Suatu spesies mikroba tertentu yang ditumbuhkan di dalam jenis substrat yang 

berbeda akan menghasilkan produk metabolisme yang berbeda. Begitu juga kondisi 

pertumbuhan seperti pH, temperatur, kadar oksigen sangat menentukan jenis metabolit yang 

dihasilkan oleh mikroba.  Pada tahun kedua ini Bacillus circulan yang telah ditemukan dari 

penelitian tahun pertama akan diuji untuk ditumbuhkan di dalam substrat selain glukosa yaitu 

di dalam sukrosa (disakarida) dan di dalam molasses (campuran disakarida + monosakarida).   

Tahap penggantian substrat untuk pertumbuhan isolate sangat penting untuk menguji stabilitas 

produk metabolisme sel isolate.  Bacillus circulan yang telah ditemukan oleh peneliti 

sebelumnya (Donio et al, 2013) dapat menghasilkan biosurfaktan, peneliti lain menemukan 

Bacillus circulan strain DZ 100, sebagai mikroba penghasil enzim protease pengurai keratin 

yang stabil pada temperatur dan kadar alkali tinggi (Amina Benkiar et al, 2013). Sampai saat ini 

belum ditemukan B. circulan penghasil hidrogen.  

Untuk mendapatkan kepastian mikroba yang konsisten menghasilkan hidrogen, maka dalam 

penelitian ini dilakukan variasi substrat sebagai sumber karbon yaitu sukrosa dan molasses. 

Kedua jenis substrat tersebut merupakan disakarida (sukrosa) dan campuran disakarida + 

monosakarida (molasses). Konsentrasi divariasi (2 dan 5%) pada pH media tetap 7,5. Kondisi 

fermentasi dilakukan secara anaerobik pada temperatur konstan 60 oC selama 72 jam.  

 

1.3.  Batasan Masalah 

Dalam penelitian ini sumber mikroba  adalah isolat Bacillus circulan. Komposisi media 

pembiakkan dalam penelitian ini sama dengan yang telah digunakan oleh penelitian  

sebelumnya yang disebut media hidrogen dengan mengganti glulosa dengan sukrosa dan 

molasses.  Kondisi inkubasi pada suhu tetap 60-65 oC, dan waktu inkubasi tetap 72 jam. Suhu 

dan waktu tidak divariasi. Uji dilakukan terhadap produk gas hidrogen menggunakan GC dan 

produk metabolit sekunder yang ada dalam kaldu fermentasi yaitu asam organik, etanol 

menggunakan HPLC (High Performance Liquid Chromatografhy) 
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BAB II 

 TINJAUAN PUSTAKA 

 

Hidrogen adalah bahan bakar non karbon yang dicanangkan akan komersial pada tahun 2050. 

Pada saat ini hidrogen dihasilkan dari metana dan minyak bumi dengan proses reforming atau 

gasifikasi. Sedangkan hidrogen dari lignoselulosa masih dalam tahap pengembangan dan 

penelitian. Konsumsi hidrogen pada saat ini sebagian besar digunakan untuk industri pupuk 

urea. Selain industri pupuk hidrogen juga digunakan dalam proses petrokimia (seperti 

hydrotreating, desulfurisasi, dealkilasi, dan proses perengkahan). Dalam industri kimia 

(misalnya, amonia dan metanol), pengolahan metalurgi, industri elektronik, dan pengolahan 

makanan (minyak dan hidrogenasi lemak) dan pada saat ini hanya sedikit yang digunakan 

sebagai sumber energi.  

Gambar 1 menunjukkan sumber bahan baku untuk produksi hidrogen dan kegunaan 

hidrogen. Bahan baku hidrogen bisa dari bahan baku terbarukan yaitu biomasa melalui reaksi 

gasifikasi. Hidrogen juga dapat diproduksi dari air melalui proses elektrolisis. Sumber energi 

untuk memproduksi hidrogen sebaiknya dari energi terbarukan (energi matahari, angin, hidro) 

atau energi Nuklir 
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Gambar 1. Sumber bahan baku hidrogen dan kegunaan hidrogen. 

 

2.1. Lignoselulosa sebagai Sumber Hidrogen Terbarukan. 

Lignoselulosa sebagai sumber hidrogen dianggap sebagai pilihan praktis dan layak dalam waktu dekat-

dan jangka menengah. Untuk produksi  hidrogen secara berkelanjutan, sejumlah masalah teknis dan 

non teknis harus ditangani, seperti rancangan teknologi  produksi hidrogen yang ekonomis dan ramah 

lingkungan, pilihan fase penyimpanan, teknik distribusi dan aplikasi yang aman serta integrasi dan 

penetrasi hidrogen sebagai energi ke masyarakat luas. Lignoselulosa (kayu, jerami, rumput-

rumputan, rumput laut) mengandung tiga komponen utama yaitu: lignin, selulosa dan 

hemiselulosa. Komposisi ketiga komponen secara umum dipengaruhi oleh jenis kayu dan umur 

kayu tetapi pada umumnya mengandung lignin, selulosa dan hemiselulosa dengan komposisi 

yang dapat dilihat pada  Tabel 1. Lignin adalah salah satu komponen kayu non karbohidrat sehingga 

bersifat rekalsitran (tidak dapat diurai oleh mikroba) sehingga sebelum lignoselulosa digunakan sebagai 

substrat, lignin harus dipisahkan. Selulosa terdiri dari rangakaian monosakarida seragam yaitu 

glukosa membentuk rantai polimer polisakarida melalui ikatan glikosidik. Hemiselulosa adalah 

karbohidrat yang tersusun oleh monomer monosakarida yag heterogen seperti yang 

ditampilkan oleh Gambar 3. Gambar 4 menunjukkan struktur lignin. Lignin adalah polimer 

yang tersusun oleh komponen yang mempunyai struktur tertutup oleh karena itu hasil 

depolimerisasi lignin menghasilkan senyawa kimia yang kompleks.  

 

Tabel 1. Komposisi selulosa, lignin dan hemiselulosa di dalam tiga jenis biomasa. 

 

Bahan baku Lignin (%) Selulosa (%) Hemiselulosa (%) 

 

Kayu keras 18-25 45-55 24-40 

Jerami 25-35 45-50 25-50 

Rumput 10-30  25-40 25-50 
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Gambar 2. Struktur kimia selulosa adalah polimer karbohidrat dengan unit D-glukosa 

dalam ikatan  β1-4. 
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Gambar 3. Struktur kimia hemiselulosa  (karbohidrat dengan unit Xylan gula 

penyusun hemiselulosa). 
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Gambar 4. Struktur lignin tersusun dari unit non karbohidrat terdiri dari coniferyl 

alcohol, mustard alcohol dan p-caumaryl alcohol. 
 

 

 

 

Gambar 5. Struktur kimia Alginate (ekstrak alga coklat). 

 

Gambar 5. Adalah struktur kimia alginate (ekstrak alga coklat) adalah sejenis karbohidrta rantai 

panjang dengan derajat polimerisasi diatanra  250-300 monomer. Monomer alginate terdiri dari 

asam guluronic dan manuronic  Dimana diantara monomer dengan monomer lainnya terikat 
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melalui ikatan 1-4 alfa glikosidik. Perbedaan antara selulosa dan alginate adalah jenis 

monomernya pada selulosa monomernya mempunyai jenis gugus fungsi aldehida (CHO) yang 

terikat pada atom C nomer 6 sedangkan pada alginate pada atom C nomer 6 gugus fungsi yang 

terikat adalah COOH.  

 

2.2. Potensi makroalga sebagai lignoselulosa potensial penghasil hidrogen. 

Produksi makro alga khususnya di Indonesia terus naik dari tahun 2001 – 2010. Kenaikan 

produksi makroalga dapat dilihat pada Gambar 5. Pada tahun 2010 produksi makro alga 

mencapai 16.000.000 ton/tahun dan dapat dipastikan akan terus naik. Dengan diberlakukannya 

perundang undangan yang melarang ekspor bahan mentah, maka fokus penelitian ditujukan 

untuk meningkatkan nilai ekonomi sumber daya alam Indonesia termasuk makroalga yang 

selama ini hanya sebagian yang diolah di dalam negri, sebagian lagi masih diekspor.  

Makroalga disebut juga (seaweed) atau rumput laut, baru baru ini mendapatkan banyak 

perhatian sebagai bahan baku yang ekonomis untuk menghasilkan bioenergi karena waktu 

regenerasi sangat cepat (40 hari) dan mudah dibudi dayakan. Makroalga mengandung 

karbohidrat dengan jenis bervariasi seperti tanaman darat tetapi ada satu komponen yang tidak 

terkandung di dalam makroalga yang membedakan dengan tanaman darat, makroalga tidak 

mengandung lignin. Lignin adalah komponen non gula yang terkandung di dalam lignoselulosa 

yang harus dipisahkan dari selulosa dan hemiselulosa sebelum lignoselulosa dikonversi 

menjadi monosakarida. Hal ini sangat menguntungkan karena dapat mengeleminasi satu tahap 

delignifikasi dalam memproduksi bioenergi dan bahan-bahan  biokimia dari lignoselulosa.  

Lignin adalah rekalsitran (sangat sulit untuk diurai oleh mikroorganisma) sehingga 

menghambat proses fermentasi selulosa  menjadi bahan bakar. Faktor yang sangat penting 

untuk dipertimbangkan di dalam produksi hidrogen dari lignoselulosa secara bio adalah 

pemilihan spesies mikroba. Penelitian untuk menemukan jenis mikroorganisma yang dapat 

menguraikan makroalga menjadi bahan bakar dan bahan kimia terus dilakukan melalui biologi 

molekular dan dipercaya bahwa keberhasilkan penelitian ini akan menjadi jalan untuk 

menjadikan makroalga sebagai bahan baku bioenergi rendah karbon yang potensial.  

Gambar 5 menunjukkan peningkatan produksi rumput laut dari jenis yang berbeda 

(rumput laut hijau, merah dan coklat). Tabel 2 menunjukkan komposisi senyawa kimia 

tanaman darat dan rumput laut (seaweed). Dari tabel 2 dapat disimpulkan bahwa lignin terdapat 

pada tanaman kayu tetapi tidak ada di dalam makroalga kecuali alga merah.  
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Gambar 6. Peningkatan produksi rumput laut dunia dari tahun 2001 sampai dengan 

2010.  

 

Tabel 2.  Komposisi senyawa kimia makro alga dan tanaman darat.  

Makroalga Mikroalga Kayu 

Alga hijau Alga merah Alga coklat   

Polisakarida Polisakarida Polisakarida Tepung Lignin 

   Karbohidrat 

total 

Selulosa 

Manan Karagenan Laminarin Arabinosa Hemiselulosa 

Ulvan Agar Manitol Fukosa  

Tepung Selulosa Alginat Galaktosa  

Selulosa Lignin Fukoidan Glukosa  

  Selulosa Ramnosa  

Monosakarida Monosakarida Monosakarida Ribosa  

   Xilosa  

Glukosa Glukosa Glukosa   

Manosa Galaktosa Galaktosa   

Ramnosa Agarosa Fukosa   

Xilosa  Asam uronik   

Asam uronik  Asam 

manuronik 

  

Asam 

glukoronik 

 Asam 

glukoronik 
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2.3. Produksi biohidrogen dari lignoselulosa secara fermentasi gelap  (dark 

fermentation). 

 

Biohidrogen adalah hidrogen yang dihasilkan oleh aktivitas metabolisme sel mikroba penghasil 

hidrogen. Jenis jenis mikroba penghasil hidrogen di antaranya Rhodobacter capsulatus JP91, 

Clostridium butyricum dan Rhodopseudomonas palustris. Beberapa spesies bakteri 

heterotropik mempunyai kemampuan untuk mengkonversi karbohidrat pada kondisi anaerobik 

menghasilkan hidrogen, asam lemak volatril (VFAs) dan karbondioksida (CO2). Terutama 

spesies bakteri pembentuk spora seperti Clostridium, Enterobakter sp fakultatif, Bacillus sp. 

dan beberapa bakteri yang bersifat termofilik.  

Sumber bibit mikroba penghasil hidrogen kebanyakan adalah lumpur yang dihasilkan 

dari proses anaerobik. Enzim hidrogenase di dalam sel mikroba merupakan enzim 

pembentukan hidrogen di dalam fermentasi tanpa cahaya.  

Sebagai sumber karbon adalah karbohidrat yang dihasilkan dari proses hidrolisis 

polisakarida seperti selulosa, starch atau tepung. Asam orgaik yang dihasilkan adalah asam 

propionat, asam butirat asam laktat dan etanol. Dalam usaha untuk meningkatkan produksi 

hidrogen, produk asam harus diminimalisasi, karena hidrogen yang terbentuk dapat diubah 

menjadi asam sehingga dapat mengurangi produksi hidrogen. Asam butirat dihasilkan tiap 2 

mol hidrogen yang diproduksi. Apabila diproduksi asam propionate produksi hidrogen 

berkurang karena setiap pembentukan satu mol asam propionat equivalen dengan pengurangan 

satu mol hidrogen. Untuk mengendalikan produksi asam, beberapa parameter dalam 

pertumbuhan harus dikendalikan. Parameter yang paling sensitif adalah pH dan berikutnya 

adalah waktu inkubasi.  

 

2.4. Faktor faktor yang mempenagruhi produksi biohidrogen. 

Kehadiran bakteri pemakan hidrogen seperti homoacetogens, methanogens, bakteri pereduksi 

nitrat dan sulfat di dalam kultur yang tidak steril merupakan faktor yang dapat menurunkan 

produksi hidrogen. Untuk menghindari kehadiran mikroba pemakan hidrogen perlu dilakukan 

perlakuan pendahuluan terhadap kultur stok dengan cara memanaskan, perlakuan asam atau 

basa, pembekuan, sonikasi atau proses perlakuan yang lain seperti penambahan bahan kimia  

(kloroform, sodium bromoethanosulfonat atau asam 2-bromoethanosulfonic (BESA).  

 Untuk meningkatkan produkstivitas hidrogen juga dapat dilakukan dengan 

mengendalikan kondisi inokulasi yaitu control pH, temperature dan HRT (Hydroulic Retention 

Time) atau waktu tinggal kultur. Produksi hidrogen yang optimal dalam fermentasi tanpa 
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cahaya pada phase asidogensis yaitu pada pH 5,5 dan 6,5. Pada pH 4,5 sudah mulai terbentuk 

asam organic karena mikroba penghasil hidrogen seperti Clostridium acetobutylicum, 

Clostridium butylicum, dan Clostridium beijerinkii mempunyai kemampuan untuk 

menghasilkan etanol, butanol dan aseton pada pH rendah dan akan mengurangi pembentukan 

hidrogen. Penelitian lain menggunakan kondisi basa di dalam fermentasi gelap yaitu pada pH 

10 untuk menghindari pembentukan asam propionat dan untuk menghambat pertumbuhan 

bakteri asetogenesis karena bakteri asetogenesis adalah bakteri pemakan hidrogen apabila 

sebagai substrat menggunakan limbah lumpur aktif. Oleh karena itu kontrol pH sangat penting 

untuk mengendalikan produktivitas gas hidrogen.  

 Pembentukan gas hidrogen dalam fermentasi gelap dapat dilakukan pada kondisi 

mesofil (25-40) oC, termofil (40-65)oC atau hipertermofil (>80oC). Kondisi yang paling baik 

pada mesofil karena tidak banyak memerlukan energi. Walaupun pada kondisi termofil, 

produktivitas hidrogen lebih tinggi karena bakteri pemakan hidrogen sudah tidak bisa tumbuh 

dan kecepatan metabolism labih cepat tetapi untuk mengkondisikan suhu termofil >80oC 

banyak memerlukan energi sehingga tidak ekonomis.  

 Dalam memproduksi hidrogen tahap pertama adalah isolasi mikroba penghasil 

hidrogen, kemudian menguji sifat biologi dan biokimia isolat dan yang terakhir adalah aplikasi 

isolat untuk memproduksi hidrogen. Substrat yang digunakan pada tahap isolasi adalah media 

yang spesifik. Komposisi media spesifik disesuaikan dengan spesies mikroba yang akan 

diisolasi. Untuk mikroba penghasil hidrogen menggunakan media yang disebut  media 

hidrogen. Isolat ini diaplikasikan untuk menghasilkan hidrogen dengan menggunakan 

lignoselulosa sebagai substrat.  

 

2.5. Tahap isolasi mikroba penghasil hidrogen. 

Sumber mikroba anaerobik harus ditentukan sebelum isolasi, yaitu dari proses yang 

berlangsung secara anaerobik. Misalnya lumpur hasil pengolahan limbah ternak secara 

anaerobik atau mikroba yang hidup di dalam tanah dengan kedalaman tertentu. Sehingga 

langkah pertama yang harus dilakukan adalah menentukan sumber mikroba yang tepat dengan 

tujuan memperoleh mikroba yang dapat menghasilkan hidrogen. Dalam bioreaktor (biogas) 

yang menggunakan substrat kotoran ternak memungkinkan kita dapat menemukan mikroba 

penghasil hidrogen karena biogas yang dihasilkan dari metabolieme mikroba anaerobik 

mengandung hidrogen. 

 Di dalam reaktor anaerobik, sekumpulan mikroba dan jamur memanfaatkan sumber 

karbon dari lignoselulosa untuk melakukan metabolisme tanpa oksigen dan menghasilkan asam 
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organik,  gas metana, hidrogen dan CO2. Mikroba yang hidup di dalam reaktor biogas adalah 

konsorsium mikroba metanogenesis (penghasil metana), asetogenesis (penghasil asetat) dan 

mikroba dari spesies penghasil hidrogen seperti Clostridium dan Bacillus.  

Tahap kedua setelah menentukan sumber mikroba adalah menyeleksi mikroba yang ada 

di dalam lumpur. Teknik isolasi yang dilakukan tergantung pada tujuan  dan sifat sifat mikroba 

yang ada di dalam sampel. Tujuan isolasi yang menginginkan mendapatkan isolate tertentu 

dengan sifat tertentu menggunakan teknik yang tertentu pula. Dalam kaitannya mikroba 

penghasil hidrogen, teksik isolasi didasarkan kepada teknik isolasi mikroba penghasil hidrogen 

yang bersifat termofilik  dan aerobik atau anaerobik.  

Mikroba termofilik biasanya mempunyai spora sehingga untuk memisahkan mikroba 

ini dapat dilakukan dengan cara memanaskan kultur pada suhu dimana mikroba yang tidak 

berspora (mikroba psikrofil dan mesofil) sudah tidak dapat hidup. Selama pemanasan pada 

suhu didih diharapkan hanya spora yang masih ada, sel vegetative sudah tidak dapat bertahan 

hidup. Metanogeneis dan asetogenesis adalah mikroba tidak menghasilkan spora, dan sel 

vegetative mikroba-mikroba ini akan mati pada suhu tinggi. Untuk memisahkan kedua mikroba 

tersebut dari Bacillus dan Clostridium dilakukan pemanasan lumpur sampai mendidih selama 

30 menit. Spora spora ini selanjutnya disebut stock mikroba. Untuk mendapatkan sel vegetatif, 

spora harus ditumbuhkan di dalam media yang sesuai dalam tahap kultivasi. Media kultivasi 

sangat spesifik tergantung kepada spesies yang akan diisolasi. Dalam kaitannya dengan 

mikroba penghasil hidrogen seperti Bacillus dan Clostridium susunan media mengacu kepada 

penelitian yang sudah dilakukan (Cheng et al, 2011) yang disebut media hidrogen. Tujuan 

kultivasi ini adalah untuk mendapatkan sel vegetative yang stabil dengan cara kultivasi 

bertingkat (3 x kultivasi).  

Dalam tahap kultivasi, spora (stock mikroba) selanjutnya ditumbuhkan di dalam media 

hidrogen selama 72 jam untuk mendapatkan sub kultur pertama. Sub kultur pertama masih 

harus distabilisasi dengan cara mengganti media dengan media segar kemudian ditumbuhan 

lagi selama 72 jam dan seterusnya sampai didapatkan sub kultur ketiga. Sub kultur ketiga ini 

diharapka mempunyai sifat biologi dan biokimia yang stabil. 

Subkultur selanjutnya diuji secara mikrobiologi dan secara biokimia. Uji mikrobiologi 

dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui kemampuan hidup mikroba pada kondisi suhu dan 

lingkungan atau atmosfer yang berbeda. Suhu lingkungan uji adalah suhu ruangan sampai 

dengan suhu mesofil atau termofil (>60o C). Kondisi atmosfer yang dimaksud adalah konsisi 

aerobik, anaserobik dan mikroaerofil. Hasil uji mikrobiologi ini dijadikan dasar untuk 

memprediksi spesies mikroba yang diisolasi dengan cara membandingkan dengan sifat sifat 
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mikroba yang telah diketahui spesiesnya. Untuk menentukan spesies tidak cukup dengan uji 

mikrobiologi. Uji biokimia harus dilakukan untuk menguji kemampuan isolate mikroba dalam 

memproduksi metamolit primer atau sekunder.  

Uji mikrobiologi dan uji biokimia dapat dijadikan dasar penentuan spesies isolate tetapi 

belum cukup meyakinkan karena sifat biokimia mikroba  mudah termodifikasi oleh perubahan 

kondisi lingkungan. Satu parameter untuk menentukan spesies mikroba menggunakan uji 

DNA. DNA isolate dibandingkan dengan DNA mikroba yang sudah diketahui susunan DNA 

nya dalam bank data mikroba.   

     Parameter yang sangat berpengaruh terhadap produk dan komposisi metabolit sel adalah 

jenis substrat dan kondisi pertumbuhan. Uji stabilitas produk metabolisme isolate perlu 

dilakukan untuk memastikan bahwa isolate yang dihasilkan akan menghasilkan suatu produk 

yang diinginkan walaupun menggunakan jenis substrat yang berbeda. Hasil penelusuran 

literature sampai dengan tahun 2013 menunjukkan bahwa belum ditemukan Bacillus circulan 

yang dapat menghasilkan hidrogen (J´ulio Xandro Heck et al, 2006) menemukan Bacillus 

circulan BL 53 menghasilkan enzim xilanase. Peneliti lain (Donio et al, 2013) menemukan 

Bacillus circulan sebagai mikroba penghasil biosurfaktan. Sampai saat ini Bacillus circullan 

belum ada yang menghasilkan hidrogen, oleh karena itu dapat diismpulkan bahwa Bacillus 

circullans yang dihasilkan dari penelitian ini adalah strain Bacillus circullan baru walaupun 

untuk membuktikan  jenis strain baru secara analitik belum dilakukan tetapi dari gas yang 

dihasilkan dapat disimpulkan bahwa Bacillus circullans yang ditemukan mempunyai jenis 

enzim yang dapat merubah ion H+ menjadi hidrogen yang tidk dimilki oleh Bacillus circullans 

sebelumnya.  
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BAB III 

 TUJUAN PENELITIAN 

 

3.1 Tujuan Penelitian. 

 

3.1.1. Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan hidrogen dengan menggunakan 

substrat sukrosa, molasses dan hidrolisat ekstrak alga coklat dengan bantuan 

Bacillus circullans. 

3.1.2. Mempelajari pengaruh rasio volume ekstrak alga coklat dan enzim terhadap 

kandungan gula reduksi hasil hidrolisis. 

3.1.3. Produksi hidrogen dan asam organik dengan menggunakan substrat gula reduksi 

dari hidrolisat ekstrak alga coklat menggunakan mikroba Bacillus circulan.  

3.1.4. Membuat biosurfaktan polimer dialkil ester dari ekstrak alga coklat dan asam 

karboksilat 

 

3.2. Manfaat Penelitian. 

Hasil penelitian adalah hidrogen sebagai bahan bakar fuel cell untuk menghasilkan 

tenaga listrik. Hidrogen adalah bahan bakar terbarukan mempunyai nilai kalori 122 kJ/g 

hidrogen paling tinggi diantara bahan bakar yang ada. Hidrogen juga bahan bakar ramah 

lingkungan karena tidak menghasilkan gas rumah kaca.  

Bacillus circulan terbukti dapat menghasilkan hidrogen. Hasil penelusuran literatur, 

sampai dengan tahun 2013, belum ditemukan spesies mikroba lokal penghasil hidrogen 

sehingga hasil penelitian ini sangat bermanfaat untuk pengembangan konversi lignoselulosa 

dalam rangka menenukan jalur proses produksi bihidrogen ramah lingkungan yang efesien dan 

ekonomis.  

Keuntungan proses ini disamping menghasilkan hidrogen juga menghasilkan asam 

organik yang mempunyai nilai ekonomi cukup tinggi. Menggunaan bahan baku relatif murah 

dan terbarukan (renewable) dan proses berlangsung pada suhu dan tekanan rendah tanpa 

menghasilkan limbah sehingga bisa dikatakan prosenya adalah proses hijau atau (green 

processes and zero waste processes from renewable resources). 
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BAB IV 

 METODE PENELITIAN 

 

Dalam metode penelitian akan dijelaskan mengenai bahan bahan, alat, cra penelitian dan 

analisis hasil.  

 

4.1. Bahan  bahan. 

Bahan bahan penelitian ada dua macam yaitu bahan baku utama dan bahan pembantu. Bahan 

utama adalah bahan bahan yang diperlukan untuk membuat media pertumbuhan mikroba atau 

media kultivasi. Bahan pembantu adalah bahan-bahan untuk membuat media penguji. 

Disamping bahan media juga diperlukan gas Nitrogen untuk membuat kondisi anaerobik. 

Bahan utama media biakan yang digunakan sebagai media tumbuh Bacillus circulan dapat 

dilihat pada Tabel 3.  

 

Tabel 3. Komposisi media biakan mikroba penghasil hidrogen. 

No Nama Bahan  Rumus kimia Keterangan  

1. Stok A NH4Cl (10 g), NaCl (1 g), MgCl2 6H2O (1 g), 

CaCl2 2 H2O (0,5 g). 

Per 100 ml 

2. Stok B K2HPO4 3 H2O (20 g) Per 100 ml 

3. Stok C NaHClO3 (10,4 g) Per 200 ml 

4; Stok D FeCl2 4H2O (0,2 g), H3BO3 (0,005 g), ZnCl2 

(0,005 g), CuCl2 2H2O (0,0038 g), MnCl2 

4H2O (0,005 g), NH4 6 Mo7 (0,005 g), AlCl3 

(0,005 g),  CaCl2 6 H2O (0,005 g), NiCl2 6H2O 

(0,0092 g), EDTA (0,05 g), Na2SeO3 5H2O 

(0,01 g), HCl pekat (0,1 ml) 

Per 100 ml 

5. Stok E Yeast ekstrak (10 g) Per 100 ml 

6.  Stok F Na2S (2,5 g) Per 100 ml 

7. Stok G HCl 0,2 N  

8 Stok H Vitamin cair:  

Glutamic acid (0,001 g), Ascorbic acid 

(0,0025 g), Riboplavin (0,0025 g), Citric acid 

(0,002 g), Folic acid (0,001 g), p-amino 

benzoic acid (0,001 g), Creatine (0,025 g). 

Per 100 ml 
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Bahan pembantu : 

Tabel 4. Bahan bahan pembantu 

No Nama  bahan  Fungsi Grade 

1 Sukrosa Substrat  Teknis 

2 Molases Substrat Kandungan gula 

reduksi 41 % 

3 Alga coklat  Lignoselulosa Berasal dari Banten 

4. Enzim cellulose Katalis reaksi 

hidrolisis alginate 

menjadi gula reduksi 

Produksi BPPT  

5 DNS (Di Nitro Salisilat) Reagen penguji gula 

reduksi 

pa 

6 Glukosa standar Standar dalam 

analisis gula reduksi 

pa 

7 Asam klorida Pengatur pH Teknis 

 

 

 

Gambar  7.  Alga coklat 

 

4.2. Alat alat penelitian. 

Ada beberapa alat yang digunakan yang digunakan di dalam produksi hidrogen dari 

lignoselulosa yaitu alat fermentasi, alat ekstraksi dan alat analisis. Alat fermentasi ada dua yaitu 

Shaker incubator dan Bioreaktor. Alat ekstraksi dan alat hidrolisis sama yaitu labu leher tiga 

yang dilengkapi dengan pendingin balik, thermometer dan pengaduk. Daftar alat alat dapat 

dilihat pada Tabel 5. 
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Tabel 5. Daftar alat alat produksi hidrogen. 

No Nama Alat Fungsi 

1 Shaker inkubator Fermentasi 

2 Tabung Nitrogen Tabung penyimpan nitrogen untuk flushing sampel 

yang akan digunakan sebagai media tumbuh Bacillus 

circulan 

3 Autoclave Sterilisasi media tumbuh dan alat alat gelas 

4 Seperangkat alat ekstraksi Labu leher tiga dilengkapi pengaduk, thermometer dan 

pendingin balik, pemanas untuk ekstraksi alginate dari 

alga coklat 

5 Seperangkat alat hidrolisis Labu leher tiga dilengkapi pengaduk, thermometer dan 

pendingin balik, pemanas untuk reaksi hidrolisis 

alginate. 

6 Seperangkat alat analisis 

gula reduksi 

Alat alat gelas yang digunakan untuk analisis gula 

reduksi metode Somogi.  

7 Seperangkat alat penyimpan 

gas hasil fermentasi dan alat 

penyimpan kaldu 

fermentasi (freezer). 

Botol penyimpan sampel, venojet dll 

8 Sentrifugasi  Untuk memisahkan sel dari cairan hasil fermentasi.  

9 Bioreaktor Untuk memproduksi hidrogen dari hidrolisat alga 

coklat. 

 

 

 

 

Gambar 8. Alat utama produksi hidrogen: (a) Biorektor, (b) Shaker incubator, (c) Alat 

ekstraksi dan hidrolisis 

 

4.3 Cara penelitian. 

Tahapan penelitian meliputi:  

4.3.1. Menumbuhkan Bacillus circulan di dalam substrat sukrosa dan molasses. 

4.3.2. Ekstraksi alginate dari alga coklat menggunakan larutan natrium karbonat. 

4.3.3. Hidrolisis alginate menjadi gula reduksi secara enzimatis. 

a b c 
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4.3.4. Produksi hidrogen menggunakan substrat sukrosa dan molasses. 

4.3.5.  Produksi hidrogen menggunakan substrat hidrolisat alginate. 

 

4.3.1. Menumbuhkan Bacillus circulan di dalam substrat sukrosa dan molasses. 

 

Media tumbuh Bacillus circulan dibuat dengan mencampur larutan stok A, B, C, D, E, F dan 

stok H dicampur sampai homogen kemudian pH nya diukur (pH hasil pengukuran 8,5). Untuk 

menurunkan pH digunakan stok G sampai pH (pH =7.5). Ke dalam campuran media, 

ditambahkan larutan sukrosa 1%/molasses 1%/ molasses 2% kemudian disterilisasi pada suhu 

121o C, tekanan 2 bar selama 20 menit. Cara pembuatan 1 L media. Sukrosa 10 gram dilarutkan 

ke dalam air sehingga volumenya 1 L. Kemudian ditambahkan 10 ml stok A, 2 ml stok B, 50 

ml stok C, 1 ml stok D, 10 ml stok E, 10 ml stok F, 10 ml stok G dan 1 ml stok H dicampur 

dengan larutan sukrosa/molases 1 %. Kemudian pH larutan diukur menggunakan pH meter dan 

hasil pengukuran adalah 7,5. Media dengan pH 7,5 selanjutnya disebut media hidrogen (MH).   

Media steril dimasukkan ke dalam botol serum yang volumenya 100 ml. Volume media setiap 

botol=30 ml. Kedalam botol ditambahkan inukulum BC 2 ml. Variasi  jenis inokulum dan 

substrat dapat dilihat dalam matrik penelitian seperti ditampilkan pada Tabel.  

 

4.3.2. Esktraksi alginate dari alga coklat. 

Alga coklat mengandung karbohidrat yang disebut alginate. Untuk memisahkan alginate dari 

serat kasar dilakukan ekstraksi. Ekstraksi dilakukan dengan cara menimbang 20 gram alga 

coklat kering ditambah dengan 400 ml larutan Na2CO3 2 %. Campuran dimasukkan ke dalam 

alat ekstraksi yang dilengkapi dengan pengaduk, thermometer dan pendingin balik. Pemanas 

dinyalakan dan suhu dijaga tetap pada 80oC. Ekstraksi berlangsung selama 2 jam. Hasil 

ekstraksi disaring dan filtratnta didinginkan. Filtrat 100 ml ditambah dengan enzim 2 gram 

kemudian di hidrolisis selama 6 jam. Hidrolisis akan meningkatkan kandungan gula reduksi  

dalam. Untuk mengetahui konversi alginate menjadi gula reduksi dilakukan analisis kandungan 

gula reduksi alginate sebelum dan sesudah prses hidrolisis menggunakan metode DNS-

Somogi.  

 

 

 

4.3.3. Hidrolisis alginate secara enzimatis. 
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Hidrolisis dilakukan di dalam labu leher tiga dilengkapi dengan pengaduk, thermometer dan 

pendingin balik dengan variasi kadar enzim dan waktu reaksi hidrolisis. 

 

4.3.4. Produksi hidrogen menggunakan substrat sukrosa atau molasses. 

Matrik penelitian produksi hidrogen menggunakan inokulan BC dengan substrat sukrosa dan 

molasses dapat dilihat pada table dibawah ini. Ada 18 sampel perlakuan yang diteliti. Setiap 

perlakuka diulang 3 kali.  

 

Tabel 6. Matrik penelitian produksi hidrogen dari sukrosa/molases 

Inokulan  Substrat 

 

Ulangan 

Sukrosa 1% 

 

Molases 1% Molases 2% 

BC I BC I-S11 BCI-M11 BCI-M21 1 

 BC I-S12 BCI-M12 BCI-M22 2 

 BC I-S13 BCI-M13 BCI-M23 3 

     

BCII BCII- S11 BCII- M11 BCII- M21 1 

 BCII- S12 BCII- M12 BCII- M22 2 

 BCII- S13 BCII- M13 BCII- M23 3 

     

BCIII BCIII- S11 BCIII- M11 BCIII- M21 1 

 BCIII- S12 BCIII- M12 BCIII- M22 2 

 BCIII- S13 BCIII- M13 BCIII- M23 3 

     

BC(I+III) BC(I+III)- S11 BC(I+III)- M11 BC(I+III)- M21 1 

 BC(I+III)- S12 BC(I+III)- M12 BC(I+III)- M22 2 

 BC(I+III)- S13 BC(I+III)- M13 BC(I+III)- M23 3 

     

BC(I+II) BC(I+II)- S11 BC(I+II)- M11 BC(I+II)- M21 1 

 BC(I+II)- S12 BC(I+II)- M12 BC(I+II)- M22 2 

 BC(I+II) -S13 BC(I+II)- M13 BC(I+II)- M23 3 

     

BC(II+III) BC(II+III)- S11 BC(II+III)- M11 BC(II+III)- M21 1 

 BC(II+III)- S12 BC(II+III)- M12 BC(II+III)- M22 2 

 BC(II+III)- S13 BC(II+III)- M13 BC(II+III)- M23 3 

BC (I+II+III) BC (I+II+III)-S11 BC 

(I+II+III)M11 

BC 

(I+II+III)M21 

1 

 BC (I+II+III)S12 BC 

(I+II+III)M12 

BC 

(I+II+III)M22 

2 

 BC (I+II+III)S13 BC 

(I+II+III)M13 

BC 

(I+II+III)M23 

3 

 

Sampel yang sudah ditambah dengan inokulan diinkubasi di dalam Shaker incubator selamam 

72 jam pada temperatur 60-65oC. pH selamam inkubasi berubah. 



 

 

 

4.3.5. Produksi hidrogen menggunakan substrat lignoselulosa. 

Produksi hidrogen menggunakan inokulum BC dengan menggunakan substrat lignoselulosa. 

dilakukan di dalam fermentor yang volumenya 5 liter dilengkapi dengan control temperatur 

dan pH, kondisi di dalam fermentor anaerobic dan bekerja secara semi batch. Umpan 

dimasukkan sedikit demi sedikit dank ran out put ditutup. Setelah waktu inkubasi 72 jam, 

proses dihentikan dan hasil fermentasi dikeluarkan untuk dianalisis. Selama proses fermentasi 

berlangsung gas hidrogen diproduksi dan dikeluarkan dari bagian atas fermentor. Kecepatan 

gas keluar reactor diukur dengan flow meter sehingga volume gas yang dihasilkan dapat 

ditentukan.  

 

4.4. Karakterisasi. 

4.4.1. Analisis gas hidrogen  

Setiap perlakuan yang dilakukan analisis dilakukan terhadap kadar hidrogen di dalam gas hasil 

fermentasi menggunakan GC.  

 

4.4.2. Analisis kandungan asam organik dan etanol. 

Konsentras asam organik (asam asetat, propionat dan butirat) sebagai hasil metabolit sekunder 

selain hidrogen dianalisis menggunakan HPLC. Pengukuran konsentrasi asam organik total 

secara kwalitatif dapat dilakukan dengan mengukur pH media setelah inkubasi 72 jam. 

Sebelum inkubasi  pH larutan = 7,5 dan setelah inkubasi pH larutan  = 5,5. Ada penurunan pH 

yan cukup signifikan menunjukkan bahwa mikroba menghasilkan asam. 

 

4.4.3. Kandungan gula total dan reduksi 

Gula total adalah jumlah karbohidrat total baik yang teredksi dalam bentuk monosakarida dan 

karbohidrat dalam bentuk polimer. Kandungan gula total dapat diketahui apabila sampel 

dihidrolisis sempurna di dalam autoclave pada kondisi asam selama 2 jam. Untuk mengetahui 

jumlah karbohidrat yang dikonsumsi oleh mikrobia, maka jumlah gula total harus dianalisis 

pada sampel sebelum fermentasi dan sesudah fermentasi. Kandungan gula reduski penting 

untuk dianalisis untuk mengetahui berapa jumlah gula yang tidak digunakan oleh mikroba. 

Analisis dilakukan menggunakan metode DNS (Dinitro Salicylic Acid)  dan metode Somogi.  

Untuk lebih jelas, jalannya penelitian digambarkan dalam diagram alir.  

 

4.4. 4. Diagram alir penelitian.  
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Gambar 9. Diagram alir penelitian produksi hidrogen dari lignoselulosa tahun 2.  

 

 

 

 

 

 

BAB V  
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Bacillus circulan 

BC I; BC II, BC III 

Inkubasi:T=60 C, 

72 jam dalam 

shaker inkubator 

Produk  cair  
Produk gas 

Media tumbuh steril 

Sukrosa 1%/ Molases 1 

dan 2% (tahun ke dua) 

Padat (sel)   

Analisis GC 
Sentrifugasi : 3000 rpm, 

10 menit  

Cair:Asam 

asetat, etanol, 

asam formiat   

Analisis 

HPLC  

Limbah 

(dibuang)   

Inokulum BC (II+III) 

menghasilkan hidrogen 

paling tinggi 

Ditumbuhkan dalam 

substrat hidrolisat 

ekstrak alga coklat Cair 

Gas 

hidrogen 
Kandungan asam 

asetat, propionate 

dan etanol  

Media tumbuh steril 

Hidrolisat ekstrak alga coklat 

(lignoselulosa) dilakukan pada 

tahun ke 3 



 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Produksi biohidrogen dari lignoselulosa selalu menggunakan dua tahap yaitu tahap isolasi dan 

aplikasi. Apabila menggunakan sunstrat adalah lignoselulosa, ada tambahan satu tahap yaitu 

hidrolisis lignoselulosa menjadi monosakarida. Hidrolisis dapat dilakukan menggunakan cara 

kimia seperti yang telah dilakukan oleh (Dwi Susilaningsih, 2008). Hidrolisis secara kimia 

terhadap lignoselulosa tandan sawit kosong menggunakan asam sulfat 40% atau asam perklorat 2-

4 %. Hidrolisis menggunakan asam kuat menghasilkan konversi yang tinggi 70-90%. Tetapi proses 

ini akan menghasilkan limbah pekat asam sulfat yang harus diolah sebelum dibuang ke lingkungan. 

Dalam penelitian ini hidrolisis lignoselulosa alga coklat dilakukan secara enzimatis menggunakan 

enzim cellulose. Konversi yang dihasilkan rendah tetapi enzim ini tidak mencemari lingkungan 

karena biodegradable.  

Tahap selanjutnya adalah pemanfaatan hasil hidrolisis sebagai substrat mikroba penghasil 

hydrogen. Beberapa macam mikroba penghasil hydrogen yang telah digunakan oleh peneliti 

sebelumnya: Bakteri asam laktat akan merubah glukosa menjadi asam laktat oleh bakteri asam 

laktat (Lactobacillus sp) dan selanjutnya asam laktat dirubah menjadi hidrogen oleh bakteri 

fotosintesis. 

Hidrogen adalah produk metabolit sekunder yang sudah tidak dibutuhkan lagi oleh sel 

dan dieksresikan keluar dari dinding sel. Bacillus circullans disamping menghasilkan produk 

metabolisme berupa gas hydrogen juga menghasilkan asam organic dan etanol. Di dalam 

penelitian sebelumnya asam organic dijadikan sebagai substrat mikroba fotosintetik untuk 

dirubah menjadi hydrogen. Penelitian menggunakan bakteri fotsintetik tidak dilakukan karena 

waktu isolasi memerlukan waktu yang lama. Isolasi dilakukan hanya untuk menghasilkan 

mikroba anaerobik untuk menghasilkan hydrogen.  

Produk metabolit sekunder adalah zat-zat yang diekskresikan oleh sel mikroba sebagai 

produk metabolisme. Produk metabolisme terbagi menjadi dua yaitu metabolit primer dan 

metabolit sekunder. Metabolit primer digunakan oleh sel untuk menyusun bagian bagian dari 

sel. Metabolit sekunder adalah hasil metabolism yang sudah tidak digunakan oleh sel dalam 

proses pembiakan dan pertumbuhan mikrobia. Metabolit sekunder tergantung kepada spesies 

mikroba dan dapat dimanfaatkan sebagai indikator untuk identifikasi. Kaitannya dengan 

penelitian yang telah dilakukan, apakah isolate mikroba yang didapatkan dari hasil isolasi 

merupakan mikroba penghasil hidrogen? Untuk menjawab pertanyaan ini maka dilakukan 

analisis terhadap gas yang dihasilkan selama proses kultivasi atau inkubasi. Analisis gas 

dilakukan terhadap SKII, SKIII dan SK IV. Setiap perlakukan dilakukan ulangan 3x. Sehingga 

ada 9 (sembilan) sampel. Analisis gas hidrogen  menggunakan GC (Simadzu GC 8 A) di 
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Laboratorium Instrumentasi Teknik Kimia, UGM. Metabolit cair mengandung asam organik, 

etanol dan gula sisa. Kandungan asam organik (asetat, propionat, etanol) dan kandungan gula 

reduksi di analisis menggunakan HPLC.  

 

5.1. Hasil Analisis Bahan Baku Alga coklat 

Dari analisis yang telah dilakukan di CV. Chemix Pratama diperoleh kandungan air 19,3331%, 

serat kasar 11,33625% dan Selulosa 25,35465%. Kandungan selulosa pada Sargassum sp 

teryata cukup besar. Sehingga dapat digunakan sebagai bahan baku untuk dijadikan substrat 

dalam pertumbuhan Bacillus circulan. Selulosa tidak dapat langsung bisa dimanfaatkan sebagai 

sumber karbon Bacillus circulan atau mikroba pada umumnya. Untuk dapat dimanfaatkan oleh 

mikroba, selulosa harus diuraikan menjadi gula reduksi melalui proses hidrolisis. Hidrolisis 

dapat dilakukan melalui dua cara yaitu hidrolisis asam atau hidrolisis enzimatis. Dalam 

penelitian ini hidrolisis dilakukan secara enzimatis menggunakan enzim cellulose. 

 

5.2. Hasil analisis gula reduksi pada hidrolisat ekstrak alga coklat. 

Proses untuk mendapatkan selulosa dari alga coklat dilakukan menggunakan cara ekstraksi 

dengan tujuan melarutkan selulosa (alginate) menggunakan pelarut Natrium karbonat (Na2CO3 

2 % berat).  

Ekstraksi dilakukan selama 2 jam di dalam alat ekstraktor (lihat Gambar ..). Serat kasar yang 

tidak terekstrak dipisahkan dengan cara disaring. Serat dibuang sebagai limbah dan  filtratnya 

diproses lebih lanjut dalam proses hidrolisis menggunakan enzim cellulose. Variasi 

perbandingan volume filtrate : enzim divariasi 1 – 5 %. Proses hidrolisis dilakukan dengan 

volume filtrat :50 ml, waktu hidrolisis : 7,5 jam, pH awal: 4-5, temperatur :45oC kecepatan 

pengadukan: 150 rpm. Konsentrasi gula reduksi setelah hidrolisis dapat dilihat pada Tabel 7. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 7. Hubungan rasio vol filtrate:vol enzim terhadap  konsentrasi gula reduksi hasil 

hidrolisis 21 



 

 

Rasio vol 

ekstrak: vol 
enzim 

Absorbansi, peneraan ke- 
Konsentrasi gula reduksi 

(mmol/liter),  
Konsentrasi 

rerata (m 
mol/liter) Satu Dua Tiga Satu Dua Tiga 

1 1,458 1,455 1,454 16,538 16,500 16,488 16,508 

2 2,045 2,045 2,044 23,875 23,875 23,863 23,871 

3 2,235 2,233 2,231 26,253 26,225 26,200 26,226 

4 2,117 2,107 2,105 24,775 24,650 24,625 24,683 

5 1,985 1,982 1,985 23,125 23,088 23,125 23,113 

 

Kandungan gula reduksi masih rendah disebabkan karena ekstrak alga coklat adalah 

polisakarida yang tersusun dari jenis monosakarida yang berbeda dengan monosakarida 

tanaman darat (selulosa). Monosakarida alginate (ekstrak alga coklat) adalah glukoronik dan 

Manuronik dengan ikatan glikosidik 1-4 alfa. Perbedaan struktur monosakarida dari selulosa 

(tanamna darat) dan alginate (karbohidrat tanaman laut) dimana perbedaan terletak pada gugus 

fungsi yang terikat pada atom C nomer 6 yaitu CHO (pada glukosa) dan COOH (pada 

manuronik dan glukoronik). Sehingga daya hidrolisis enzim cellulose terhadap selulosa lebih 

tinggi dibandingkan dengan daya hidrolisis enzim selulosa pada alginate. Walaupun demikian 

untuk mengetahui sejauh mana kemampuan Bacillus circullans dalam memanfaatkan 

bermacam macam monosakarida maka hasil hidrolisis alginate dengan enzim cellulose 

langsung digunakan sebagai substrat Bacillus circullans yang akan dilakukan pada penelitian 

tahun ke 3.  

Hasil hidrolisis langsung digunakan sebagai substrat dalam memproduksi biohidrogen tanpa 

setelah proses sterilisasi. Proses produksi hidrogen menggunakan substrat hidrolisat belum 

dilakukan pada tahun 2013 akan dilakukan pada tahun 2015..  

 

5.3. Hasil analisis pH proses inokulasi Bacillus circulan di dalam substrat sukrosa dan 

molases 
 

Variasi substrat : 1. Sukrosa 1 %; 2. Molases 1 % dan 3. Molases 2%. Variasi inokulan : 1. BC 

I; 2. BC II; 3. BC III; 4. BC I+II; 5. BC I+III; 6. BC II+III. Dengan dua variasi tersebut dan 

setiap perlakuan dilakukan 3 ulangan didapatkan matrik penelitian seperti pada Tabel… Hasil 

analisis pH terhadap cairan hasil fermentasi didapatkan data seperti yang ditampilkan pada 

Tabel  7. 

 

5.4. Hasil analis kandungan hidrogen dalam produk gas hasil fermentasi Bacillus 

circulan menggunakan substrat sukrosa dan molasses. 22 



 

 

 

Dari hasil analisis menggunakan GC, kandungan hidrogen dalam gas yang dihasilkan sangat 

kecil hampir pada semua inokulan tunggal. Pada inokulan campuran BC (II+III) menunjukan 

hasil yang positif dengan kandungan hidrogen 0,075 %. Dari data tersebut dapat disimpulkan 

bahwa Bacillus circulan dapat menghasilkan hidrogen apabila bekerja sama dengan jenis 

inokulan BC lainnya dalam kultur campuran. Gas hidrogen tertinggi dapat dihasilkan oleh 

campuran kultur BC (II+III). Selanjutnya kultur campuran BC (II+III) akan ditumbuhkan di 

dalam substrat sukrosa dan molasses tetapi konsentrasi substrat dinaikkan sampai dengan 5%. 

Kultur campuran ini juga akan ditumbuhkan di dalam substrat hidrolisat alga coklat untuk 

menghasilkan hidrogen.  

 

5.5. Hasil analisis asam organik pada produk cair fermentasi bacillus circulan dengan 

substrat sukrosa dan molasses. 

 
Tabel 8. pH larutan hasil metabolit sekunder Bacillus circullans menggunakan substrat Sukrosa 

dan Molases 

Inokulum Sukrosa 1% Molases 1% Molases 2% ULANGAN 

BC1 5,56 5,29 5,42 1 

  5,30 5,14 5,26 2 

  5,85 5,47 4,49 3 

BC2 5,56 5,37 5,22 1 

  5,53 4,95 4,67 2 

  4,81 5,36 5,05 3 

BC3 5,23 5,26 5,10 1 

  5,61 5,18 4,55 2 

  5,45 5,20 4,92 3 

BC I+II 5,78 5,46 5,03 1 

  5,53 5,31 4,94 2 

  5,43 5,02 4,53 3 

BCI+III 5,70 5,61 5,07 1 

  5,48 5,20 4,63 2 

  6 5,34 4,97 3 

BCII+III 5,57 4,81 5,17 1 

  5,59 5,45 5,14 2 

  5,78 5,38 5,59 3 

BC I+II+III 5,33 4,70 4,91 1 

  6,14 4,80 4,61 2 

  5,43 4,94 4,96 3 
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Tabel 8 menunjukkan bahwa pH produk berbeda dengan pH media mula mula. pH media mula 

mula = 7,5 dan pH hasil fermentasi bervariasi diantara 4,49 sampai dengan 6. Ini membuktikan 

bahwa selama proses fermentasi menghasilkan asam. Didasarkan kepada produk yang telah 

diamati pada proses isolasi, asam yang dihasilkan adalah asam asetat, asam propionate dan 

etanol. Kandungan asam asetat paling tinggi, kemudian asam propionate dan etanol. Semakin 

lama waktu fermentasi asam asetat semakin tinggi. Dalam penelitian ini data komposisi asam 

asetat, propionate dan etanol belum didapatkan. Masih dalam proses analisis.  

 

5.6. Hasil analisis produk metabolit sekunder. 

Selain gas hidrogen, mikroorganisme Bacillus circullans juga menghasilkan produk 

metabolisme cair. Produk cair dipisahkan dari sel dengan menggunakan sentrifuge dengan 

kecepatan puran 3000-5000 rpm selama 10 menit. Hasil bawah adalah padatan sel (biomasa) 

merupakan limbah (dibuang) sedangkan filtratnya adalah asam asetat, proionat, etanao,dan air 

serta sisa gula reduksi. Hasil analisis HPLC ditampilkan pada Tabel 8. Kondisi uji sebagai 

berikut: 

2 ml sampel diencerkan dengan aquades sampai menjadi 4 ml. Kemudain disaring dengan 

penyaring dengan diameter pori saringan 0,45 um. 0,45 uL diinjeksikan ke dalam alat HPLC 

untuk dianalisis. Larutan standar dibuat dengan melarutkan asam asetat pa dengan aquades 

sehingga konsentrasinya 10.000 ppm (50 mg/5 ml) dan diencerkan sampai konsentrasinya 

2.500 ppm untuk asam asetatg dan 50 ppm untuk asam propionate stabdar. Kondisi HPLC: 

Eluen adalah asam sulfat 250 uL dalam 1000 ml aquades. Kecepatan aliran 0,6 ml/menit.  

Tabel 8. Menampilkan hasil analisis HPLC dengan kondisi diatas: 

Tabel 9.  
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Dari table diatas dapat dilihat bahwa hasil metabolit sekunder adalah asan asetat, asam 

propionate dan sisanya adalah gula reduksi dan etanol (belum dianalisis karena hambatan 

teknis). Hasil asam asetat cukup tinggi sedangkan asam propionate rendah. Hal ini dapat 

dijelaskan menggunakan teori dasar fermentasi anaerobik. Untuk mikroorganisme fakultatif 

seperti Bacillus circullan dapat melakukan dua jalur metabolisme yaitu metaboilisme aerobik 

terjadi di dalam cairan sel (sitosol) dan jalur anaerobic terjadi di dalam mitokondria. Jalur  

metabolisme aerobic lebih banyak menghasilkan produk metabolit primer atau ATP 

(Adenosein tri fosfat) atau sel. Sedangkan ATP yang dihasilkan pada jalur anaerobic lebih 

sedikit dan mengakibatkan produk metabolit sekunder yang dihasilkan lebih banyak. 

Spesifikasi produk metabolit sekunder berbeda tergantung kepada jenis spesies mikroba yang 

digunakan. SEbagai contoh Sacharomyces cerevisiae lebuh banyak menghasilkan etanol 

dibandingkan dengan asam. Spesies Bacillus sp. lebih banyak menghasilkan asam organic 

seperti asam asetat dan propionate (ini dibuktikan oleh hasil penelitian tahun peratama) dimana 

produk etanol hanya 1-2 % dari asam asetat yang dihasilkan oleh Bacillus circullan yang 

ditumbuhkan di dalam media glukosa. Asam asetat selalu dihasilkan lebih banyak 

dibandingkan asam propionate dengan jenis substrat yang berbeda. Hal ini menunjukkan 

bahwa waktu inkubasi selama 72 jam adalah waktu inkubasi dimana sebelumnya telah 

dihasilkan asam propionate kemudian terjadi metabolisme lanjutan yaitu menuju ke jalur 

urutan berikutnya yaitu jalur oksidasi asam propionate menjadi asam asetat oleh enzim 

oksidoreduktase di dalam sel.   

Tabel 9 menunjukkan hasil analisis HPLC terhadap sampel yang menggunakan substrat 

molasses karena substrat molasses menghasilkan pH rendah lebih rendah dibandingkan dengan 

substrat sukrosa. Inokulum yang digunakan adalah inokulum tunggal (inokulum 1), inokulum 

campuran  
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BAB VI   

RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA 

 

Dalam tijuan penelitian tahun kedua akan dihasilkan hidrogen dan asam asetat dari substrat 

alamiah yaitu alga coklat menggunakan isolate mikroba Bacillus circullans yang telah 

dihasilkan dari penelitian tahun pertama. Sebelum menggunakan substrat alamiah, perlu 

dilakukan uji stabilitas mikroba isolate dengan menggunakan molasses (campuran mono dan 

disakarida) dan sukrosa (disakarida). Hasil uji menggunakan kedua substrat menunjukkan 

produksi hidrogen lebih rendah dibandingkan dengan substrat glukosa <0.75 %. Produk 

metabolit lain yaitu asam asetat juga lebih rendah (8.000 ppm atau 0,8 %) sebelumnya 24 mM 

dalam 1 ml sampel. Asam propionate hamper sama 153 ppm. Rencana penelitian tahun 

selanjutnya (tahun ke 3) adalah.  

 

6.1. Menyelesaikan analisis data komposisi produk cair dan gas. 

6.2. Menumbuhkan Bacillus circulan dalam substrat sukrosa 5%, molasses 5% dan hidrolisat 

alga coklat. 

6.3. Mengukur kandungan hidrogen dengan uji fuel cell. 
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BAB VII   

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

Dari data yang didapat dapat diismpulkan bahwa: 

7.1. Gas hidrogen dapat dihasilkan oleh Baciluus circulan BC (II+III). 

7.2. Kandungan gas hidrogen masih rendah karena konsentrasi substrat kecil. 

7.3.Kandungan asam asetat yang dihasilkan oleh Bacillus circullans lebih besar dibandingkan 

dengan asam propionate dengan menggunakan substrat yang sama yaitu sukrosa dan 

molasses.  

7.4. Untuk meningkatkan produksi hidrogen diperlukan proses fermentasi lanjut dengan 

memanfaatkan asam organik sebagai substrat bakteri fotosintetik untuk menghasilkan 

Hidrogen. 
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PETUNJUK PEMAKAIAN ALAT 

   

Step  Keterangan  operasi Nomer bagian alat pada 

Gambar  alat 

1. Tekan tombol power pada panel kontrol dan power 

supply motor pada posisi on.  Akan tampil  menu pada 

lcd 

Lihat nomer 7  

2. Set suhu  

Set ph 

Jalankan alat  

Ada beberapa tombol : 

1. Tombol up :   untuk menaikan suhu dan  ph yang  

dinginkan.  

2. Tombol down :   menurunkan suhu dan ph jika  

        terjadi  kelebihan  

3. Tombol reset: jika menu kosong atau mengalam 

error tekan tombol reset. 

4. Tombol  fix : berarti  sudah setuju dengan pilihan. 

5. Tombol cancel :  tidak ada pengaruh terhadap   

sesuatu. 

 

Lihat nomer 1. 

3. Setting suhu idem 

 Arahkan kursor pada tanda panah ke menu set suhu. 

Tekan tombol ok. Tampilan akan berubah ke setting  

suhu. Tekan tombol up atau down untuk  memilih suhu 

yang  Diinginkan.  Jika sudah maka tekan tombol ok. 

 

4 Setting pH.  idem 

 Arahkan kursor tanda panah ke menu pH. Tekan 

tombol up atau down untuk menentukan  ph yang 

diinginkan, jika sudah tekan tombol ok. 

 

 

5 Jalankan alat   

6 Jika suhu dan ph sudah di setting,  arahkan kursor 

tanda. Panah ke menu jalankan  alat,  dengan cara tekan 

tombol ok. Maka alat akan jalan.  
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KOMPOSISI DAN PROSES ESTER STEARIL ISOPROPIL ALGINAT 

SEBAGAI SURFAKTAN UNTUK MENURUNKAN TEGANGAN PERMUKAAN 

ANTAR MINYAK DAN AIR 

 
Inventor: Mahreni, Harso Pawignyo, Siti Diyar Kholisoh 

 
BIDANG TEKNIK INVENSI 

 
Surfaktan (surface acting agent) merupakan senyawa organik 

dimana dalam molekulnya memiliki gugus yang bersifat 

hidropfilik dan gugus hidrofobik. Apabila surfaktan 

ditambahkan ke dalam suatu zat cair dalam jumlah yang 

sedikit dapat menurunkan tegangan permukaan dan tegangan 

antara muka zat cair tersebut. Antar muka adalah bagian 

permukaan yang kontak dengan permukaan zat lain misalnya 

dengan gas biasanya udara. Zat cair lain misalnya minyak. 

Penemuan ini berhubungan dengan produk dan proses pembuatan 

surfaktan “Ester Stearil isopropil alginat” untuk digunakan 
dalam sistem campuran minyak dan air. Surfaktan Ester 

Stearil isopropil alginat mempunyai gugus hidrofilik –OH- 
atau gugus hidroksida yang melekat pada struktur alginat 

sedangkan gugus hidrofobik adalah Stearil isopropil. 

Alginat diperoleh dengan cara mengekstrak rumput laut coklat 

(Sargassum sp.) menggunakan larutan Natrium karbonat 

(Na2CO3)2% berat. Stearil berasal dari asam stearat 

(C17H35COOH) dan isopropil berasal dari isopropyl alkohol 

(C3H7OH). 
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Bahan dasar surfaktan yang dapat menurunkan tegangan 

permukaan antar fasa minyak dan air selama ini menggunakan 

surfaktan yang berbahan dasar minyak bumi dan minyak nabati. 

Akan tetapi, surfaktan dengan bahan dasar minyak bumi akan 

meninggalkan limbah sekunder dari bahan surfaktan itu 

sendiri dan surfaktan dari bahan dasar minyak nabati akan 

mengurangi ketersediaan minyak makan.  

     Invensi ini bertujuan untuk menghasilkan surfaktan 

dengan bahan baku non pangan dan mudah diuraikan oleh 

mikroorganisme sehingga dapat mengatasi masalah pencemaran 

lingkungan dan tidak mengurangi ketersediaan bahan pangan 

minyak nabati. Dalam penemuan ini surfaktan diproduksi dari 

bahan dasar alami non pangan yaitu alginat yang diperoleh 

dengan cara mengekstrak rumput laut coklat untuk mendapatkan 

asam alginat. Selanjutnya asam alginat direaksikan dengan 

asam lemak bebas seperti asam stearat (C17H35COOH) dan 

isopropil alkohol (C3H7OH) untuk menghasilkan Ester. 

Isopropil alkohol berperan sebagai komponen deaktifator 

gugus COOH yang terikat pada alginat sehingga asam stearat 

dapat bereaksi dengan alginat melalui reaksi esterifikasi 

membentuk Ester Stearil isopropil alginat.  

     Surfaktan berbahan dasar ester stearil isopropyl 

alginat belum pernah disintesis sebelumnya. Ester ini 

mempunyai stabilitas yang tinggi di dalam campuran minyak 

dan air garam dan stabil pada suhu sampai dengan 100oC.  

     Khusus apabila surfaktan akan digunakan sebagai 

Surfaktan untuk EOR (Oil Enhanced Recovery) disamping harus 

stabil pada air dengan kadar garam tinggi juga harus dapat 

memisahkan minyak mentah dan air secara sempurna setelah 

emulsi dibiarkan dalam jangka waktu yang diinginkan. Atau 

stabilitas emulsi minyak dan air yang terlalu lama akan 

merugikan karena banyak waktu terbuang untuk mendapatkan 

kembali minyak  mentah dari emulsinya.      Stabilitas 

emulsi yang terlalu singkat juga tidak dikehendaki, karena 
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95 

dikhawatirkan minyak mentah dan air sudah terpisah kembali 

sebelum sampai di permukaan sumur. Dalam uji stabilitas 

emulsi menggunakan ester Stearil isopropil alginate (SIPA) 

didapatkan stabilitas emulsi 80 menit dan setelah 80 menit 

secara bertahap minyak terpisah kembali dari air. 

Karakteristik stabilitas emulsi dan kemampuan untuk 

memisahkan minyak kembali merupakan salah satu persyaratan 

yang mutlak harus dimiliki oleh surfaktan yang akan 

digunakan di dalam EOR. Karena surfaktan hanya diperlukan 

ketika minyak masih ada di dalam sumur sampai dengan diatas 

permukaan. Setelah itu, minyak harus terpisah dari air 

formasi. Beberapa pustaka yang berkaitan dengan surfaktan 

EOR ditampilkan dibawah ini. 

1. Ji Sheng Yang, Qi Quan Zhou, Wen He. Amphipathicity 

and self-assembly behavior of amphiphilic alginat 

esters Carbohydrate Polymers 92 (2013) 223– 227. 
2. Anam, Khairul and Fachriyah, Enny and Hudiyanti, 

Dwi (2002).  Anam, Khairul and Fachriyah, 

Enny and Hudiyanti, Dwi (2002)  

http://eprints.undip.ac.id/20833/ 

http://eprints.undip.ac.id/20833/. 

3. Ji Sheng Yanga, Biao Jiangb, Wen He, Yong Mei Xi 
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in water. Carbohydrate Polymers 87 (2012) 1503– 
1506. 
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for enhanced oil recovery and their tertiary oil 

recovery potential Journal of Petroleum Science and 
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URAIAN LENGKAP INVENSI 

 

Surfaktan Ester Stearil isopropil alginat pada temperatur 

kamar berbentuk padat berlemak berwarna putih kekuningan. 

Temperatur leleh 45oC sampai dengan 60oC. Pengenceran 

surfaktan Ester Stearil isopropil alginat sampai dengan 20 

kali menghasilkan padatan yang lebih lembek. Cara 

menggunakan surfaktan: Surfaktan dipanaskan sampai mencair 

kemudian dalam keadaan panas ditambahkan kedalam zat cair 

yang akan diemulsikan dengan zat cair lain dalam hal ini 

air dan minyak mentah (crude oil).  

  

Cara pembuatan Surfaktan Ester Stearil isopropyl alginat. 

  

1. Mengekstrak rumput laut coklat menggunakan larutan 

Natrium karbonat 2% berat. Ekstraksi dilakukan dengan 

perbandingan volume/berat (rumput laut: larutan = 1:20) 

sampai dengan 1:50. Ekstraksi selama 2-8 jam pada 

temperatur 80-100oC. Hasil ekstraksi disaring untuk 

memisahkan filtratnya yang mengandung alginat. Dan 

endapannya menjadi hasil samping dibuang. 

2. Esktrak dengan volume 175 ml ditambah dengan Asam stearat 

yang sudah dilarutkan di dalam Isopropil alkohol dengan 
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perbandingan 10-50 gram Asam stearat dan 100-500 ml 

Isopropilalkohol. Perbandingan volume ekstrak:larutan = 

175 ml/100 ml sampai dengan 175ml/500 ml. 

3. Campuran kemudian dipanaskan pada temperatur 80-100oC 

selama 2-5 jam untuk menghasilkan Ester Stearil isopropil 

alginat.  

4. Produk hasil reaksi adalah cairan kental berwarna kuning 

seperti terlihat pada Gambar 1 (c). 

5. Setelah dingin berubah manjadi padat seperti pada Gambar 

1 (a).  

 

 

Gambar produk Ester Stearil isopropyl alginat dapat dilihat 

pada Gambar 1.  

 

Gambar 1. Surfaktan Ester Stearilisopropilalginat: (a) 

Tanpa pengenceran pada temperatur ruangan.  b. Setelah diencerkan 16 kali .c. Ester 

Stearil isopropil alginat dipanaskan sampai 60oC membentuk 

cairan kental berwarna kekuningan. 

 

     Hasil uji surfaktan sebagai penurun tegangan permukaan 

minyak mentah dan air dengan kadar garam dalam air sampai 

dengan 3 % berat NaCl dapat dilihat pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Interfacial Surface Tention Surfaktan (Tegangan 

antar muka) Ester Stearil isopropil alginat pada dosis 500-

2000 ppm. 

 

    Hasil uji Ester Stearil isopropil alginat sebagai 

penurun tegangan permukaan antar fasa minyak mentah dan air 

dapat dilihat pada Gambar 3.  

 

 

 

Gambar 3. Hasil uji penurunan tegangan permukaan minyak 

mentah dan air. (a) Air (bagian bawah) dan minyak (bagian 
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atas) sebelum ditambah dengan surfaktan Ester Stearil 

isopropyl alginat, (b) setelah ditambah dengan surfaktan 

dengan dosis 500 ppm dan digojok secara manual selama 5 

menit, terlihat minyak dan air tercampur membentuk emulsi 

stabil, (c) setelah dibiarkan selama 60 menit air mulai 

memisah, (d) setelah dibiarkan 70 menit dan (e) setelah 

dibiarkan 80 menit, (f) setelah dibiarkan selamam 100 menit.  

 

    Reaksi pembentukan Ester Stearil isopropil alginat dari 

Alginat, Asam stearat dan Isopropil alkohol dapat dilihat 

pada Gambar 4.  
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Gambar 4. Jalannya reaksi pembentukan Ester Stearil 

isopropil alginat dan Struktur kimia Ester Stearil isopropyl 

alginat. 
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Struktur ester dibuktikan oleh hasil analisis FTIR (Fourier 

Transmited Infra Red Spectroscopy) seperti ditampilkan pada 

Gambar 5.  

 

 
Gambar 5. Hasil analisis FTIR surfaktan Ester Stearil 

isopropyl alginat. Puncak absorbansi pada bilangan 

gelombang 1750 cm-1 membuktikan bahwa Ester Stearil 

isopropil alginat telah terbentuk dari hasil reaksi 

esterifikasi yang terjadi antara asam stearat, isopropil 

alkohol dan alginat. Puncak pada bilangan gelombang 1750 
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cm-1 adalah puncak absorbansi ikatan C=O ester. Gugus C-O 

pada bilangan gelombang 1300-1000 cm-1. Pada bilangan 

gelombang 2890 cm-1 terdeteksi puncak absorbansi yang 

menunjukkan ikatan C-H alipatik. Tiga indicator ikatan C=O, 

C-H dan C-O pada hasil analisis FTIR dari surfaktan 

membuktikan menandakan bahwa struktur surfaktan masuk ke 

dalam golongan Ester. 

 

 
RINGKASAN INVENSI 

 

Surfaktan baru dari bahan baku rumput laut coklat (Sargassum 

sp.) telah diproduksi melalui reaksi esterifikasi. Rumput 

laut lebih spesifik adalah rumput laut coklat (Sargassum 

sp). Surfaktan ini telah diuji coba langsung sebagai 

surfaktan sistem campuran minyak mentah dan air. Tujuan uji 

coba pada campuran tersebut adalah agar surfaktan dapat 

digunakan dalam EOR (Enhanced Oil Recovery). Proses 

pembuatan surfaktan melalui beberapa tahap yaitu: Ekstraksi 

asam alginat dari rumput laut coklat dengan menggunakan 

pelarut natrium karbonat 2% selama 2-7 jam pada temperatur 

80-100oC dengan perbandingan berat rumput laut : volume 

larutan = 1:20 sampai dengan 1:50(gram/ml). Tahap berikutnya 

adalah melarutkan asam stearat ke dalam pelarut Isopropil 

alkohol. Selanjutnya ekstrak alginat dicampur dengan 

larutan asam stearat dalam Isopropil alkohol. Campuran 

dipanaskan pada temperatur 80-100oC selama 2-4 jam di dalam 

labu leher tiga yang dilengkapi dengan pengaduk dan 

pengendali temperatur menghasilkan surfaktan Ester Stearil 

isopropyl alginat. Untuk membuktikan bahwa produk yang 

dihasilkan adalah ester, analisis struktur kimia dilakukan 

menggunakan FTIR. 

    Hasil analisis menunjukkan bahwa gugus C=O ester nampak 

pada bilangan gelombang 1750 cm-1 membuktikan bahwa ester 



 

 

 

 

 

330 

 

 

 

 

335 

 

 

 

 

340 

 

 

 

 

345 

 

 

 

 

350 

 

 

 

 

355 

 

 

 

 

sudah terbentuk. Gugus C-O pada bilangan gelombang 1300-

1000 cm -1. Pada bilangan gelombang  

2890 cm -1 terdeteksi puncak absorbansi yang menunjukkan 

ikatan C-H alipatik. Dari puncak absorbansi tersebut 

membuktikan bahwa surfaktan yang dihasilkan benar mempunyai 

struktur kimia golongan Ester. 

    Sifat penurunan tegangan permukaan dari surfaktan yang 

dihasilkan diuji langsung untuk menurunkan tegangan 

permukaan minyak mentah dan air dengan perbandingan volume 

air garam (3%) dan minyak mentah = 0,1:1 sampai dengan 1:0,1 

(ml/ml). Hasil pengamatan menunjukkan air garam dan minyak 

mentah tercampur membentuk emulsi stabil sampai dengan 60 

menit. Campuran terpisah kembali setelah dibiarkan selama 

100 menit. Uji tegangan permukaan IFT menunjukkan bahwa 

tegangan permukaan = 0,8 mN/m dengan dosis surfaktan 500 

ppm. Surfaktan juga telah diuji pada temperatur sampai 

dengan 100oC dan emulsi tetap stabil. Dari data tersebut 

dapat disimpulkan bahwa ester stearil isopropil alginat 

dapat digunakan sebagai surfaktan untuk EOR.   

 

ABSTRAK 

 

Ester Stearil isopropil alginat adalah surfaktan non ionik 

baru dari ekstrak alga coklat dengan Asam lemak bebas (asam 

stearat) dalam pelarut isopropil alkohol (IPA). Ekstrak alga 

coklat direaksikan dengan asam lemak (stearat) dalam pelarut 

Isopropil alcohol menghasilkan Ester. Ester Stearat-

isopropil alcohol yang dihasilkan diuji untuk mengemulsikan 

campuran minyak mentah-air. Hasil uji menunjukkan dengan 

dosis 500 ppm campuran minyak mentah telah membentuk emulsi 

yang stabil selama 60 menit. Setelah 100 menit minyak 

terpisah kembali dari air.  

     Uji struktur ester dilakukan menggunakan FTIR (Fourier 

Transmitance Infra Red Spectroscopy). Gugus ester 
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dibuktikan dengan adanya puncak absorbansi pada bilangan 

gelombahng gugus karbonil (C=O). Hasil uji FTIR menunjukkan 

puncak absorbansi gugus C=O terdeteksi pada bilangan 

gelombang (1750) cm -1. Gugus C-O pada bilangan gelombang 

1300-1000 cm -1. Pada bilangan gelombang  

2890 cm -1 terdeteksi puncak absorbansi yang menunjukkan 

ikatan C-H alipatik. Dari puncak absorbansi tersebut 

membuktikan bahwa surfaktan yang dihasilkan benar mempunyai 

struktur kimia golongan Ester. Kekuatan surfaktan diuji 

dengan mengukur tegangan permukaan antar fasa (Interfacial 

Surface Tention, IFT) pada berbagai dosis surfaktan untuk 

campuran minyak-mentah-air garam dengan perbandingan minyak 

mentah:air tak terbatas.  

    Emulsi minyak mentah dan air juga stabil pada suhu uji 

sampai dengan 100oC. Dari hasil analisis IFT didapatkan pada 

dosis (1500- 2000 ppm) IFT = 0,8 mN/m. Dari stabilitas 

emulsi 60 menit dalam air garam dan nilai IFT yang kecil, 

maka data tersebut dapat disimpulkan bahwa surfaktan Ester 

Stearilisopropilalginat  dapat digunakan sebagai surfaktan 

pada EOR.  

 

 

 

KLAIM 

 

1. Ester stearil isopropil alginat sebagai surfaktan 

untuk penurunan tegangan permukaan antar fasa minyak 

dan air yang dibuat dengan komposisi alga coklat 50-70 

%, asam stearat 10%-20%, isopropil alkohol 10-20%, NaOH 

2-5% dan Na2CO3 5-15% menggunakan bahan alami alga 

coklat yang mengandung karbohidrat dengan struktur 

gugus karboksilat. 

2. Air sebagaimana yang disebut dalam klaim 1 mengandung 

garam 0 sampai 3% berat. 
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3. Temperatur sebagaimana yang disebut dalam klaim 1 dari 

temperatur ruangan sampai 100 oC 

4. Alga coklat sebagaimana yang disebut dalam klaim 2 

sebagai sumber alginat. 
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Abstract 

 
Biohydrogen and bioacetic acid are very important chemicals. Both of these chemicals can be produced 

through anaerobic fermentation by using Bacillus circulans. Bacillus sp can be isolated from biogas solid 

sludge by growing it in the modified media. The isolation was carried out by boiling the biogas sludge for 

2 hours. After it boiled, only the spores-producing microbes would survive, such as Bacillus sp and 

Clostridium sp. Therefore, spores were grown in hydrogen media with glucose as a carbon source, for 72 

hours, in anaerobic conditions and at 60 °C. During the growth, hydrogen produced was analyzed by using 

gas chromatography (GC), whereas metabolite liquid products were analyzed by using HPLC to determine 
the composition of organic acids and other products quantitatively. Finally, the identification of microbes 

producing hydrogen was conducted through the PCR test. The results of the analysis proved that the 

microbes matched to Bacillus circulans with 97% similarity. The results of GC showed that the hydrogen 

was produced by Bacillus circulans. The highest content of hydrogen was found in samples 8 and 9 (SC 

IV). They contained acetic acid of 7.800 ppm, propionate acid of 53 ppm. PCR test by comparing the 16S 

rDNA gene sequences through Blast program showed that the three isolates were most likely identified as 

Bacillus circulans (first isolate) and Bacillus sp (second and third isolates), with 97% similarity. Bacillus 

circulans was known as a microbe producing enzyme. Therefore, it could be concluded that this study has 

successfully found a species of Bacillus circulans with a new strain that was able to produce hydrogen and 

has not been previously discovered. 

 

Key Words: Anaerobic; Bacillus circulans; bioacetic acid; biohydrogen; PCR; thermophilic 

 

 

1. Introduction 

Energy consumption is growing because of the increasing world population. The imbalance between 
supply and demand led researchers and industry to find and produce alternative energy from renewable 

sources [1].  

Hydrogen is one of the renewable energy can be produced by anaerobic bacteria that grow on the 
substrate that is rich in carbohydrates. The fermentation process can be done in the dark conditions and 

can be performed at low temperature using mesophile (298-313 K), thermopile (313-338 K), extreme 

thermopile (338-353 K) and hiperthermophile (> 353 K ) bacteria. Gas produced from the fermentation 
process is a mixture of H2, CO2, H2S and CH4 . Theoretically every mole of glucose can produce 4 

moles of H2. Bacillus and Clostridium are two species of bacteria that can produce spores and can be 

found in sludge biogas and can be obtained from anaerobic sludge processing [2].   

Microbes that will be used to produce chemical products or other materials on an industrial scale has 

to go through the process of isolation and acclimatization. Microbial sources should be adjusted to the 

desired microbial species. For example, to get the microbes that can produce hydrogen, microbial 

sources can be obtained from biogas sludge. As already known, hydrogen contained in the biogas. 
Therefore we can conclude that in the biogas reactor is expected to have a hydrogen-producing 
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microbial. Due to in the mud is not only the hydrogen-producing microbial so isolation is necessary for 
one of the microbes from other. From the literature says that the hydrogen-producing microbes can form 

spores. This information is used as the basis of the isolation process [3]. To separate the hydrogen-

producing microbes by heating the sludge to the conditions in which microbial cells that do not form 

spores will die. The spores then cultured in a enriched medium to support the growth of hydrogen-
producing bacteria. Isolation produces a particular microbial species [4]. But does not guarantee 

consists of stable microorganism so  the next step is acclimatization. Acclimatization is done by 

expanding the culture of microorganisms that have been isolated in fresh medium several times. 
Stability of the microorganisms tested again using the non glucose substrates such as sucrose or 

molasses and then in real substrate i.e. lignocelluloses substrates. It is expected that the type of substrate 

does not affect the product. 

 

2. Material and Methods. 

 

Isolation techniques are as follows: Sludge simmer for 30-60 minutes with the purpose of eradicating 
vegetative cells. In these circumstances the spores are still survive and spores will be grown in enriched 

media. Enriched medium composition is adapted to inflate the hydrogen-producing bacterial culture 

and suppress the growth of non-hydrogen bacteria. The composition of the media can be seen in Table 
1. Table 1 shows the composition of the media components in one liter of media. Isolation of microbes 

is very important to obtain pure microbes. The process of isolation of microorganisms from biogas 

slurry. Can be seen in Figure 2. The first stage is to take the sludge from the bottom of the biogas reactor 
to obtain microorganisms that can produce gas in anaerobic conditions. Phase two boiling mud to kill 

vegetative cells. The spore forming microorganisms then conditioned in anaerobic conditions by 

bubbling nitrogen into the bottle containing the growing medium. After anaerobic condition, further 

incubation for 72 h at 60 ° C for 72 hours continuously to obtain the initial culture or sub-culture I 
(SKI). Isolation process followed by acclimatization process with the aim to obtain a stable microbial 

means if microbes were grown in the same media will produce the same metabolic products. 

Acclimatization performed three times with acclimatization time is 72 hours. Acclimatization is done 
by rejuvenating microbes in the new media with the same treatment. Microbial isolates named sub-

culture I (SC I). Isolates were already acclimatized called sub-culture II, III and IV respectively. Sub 

culture IV is stable microbial. For more details, isolation, acclimatization and production of hydrogen 

and acetic acid using SK IV with different substrate can be seen in the flow chart below (Fig. 1). 
 

Table 1. The composition of enriched media for hydrogen forming bacteria (MH) 

No Component Ammount for 1 L solution 

1 Pepton 4.0 g 

2 L-Cystein 0.5 g 

3 NaCl 3.0 g 
4 MgCl2 0.1 g 

5 FeCl2 0.1 g 

6 K2HPO4 2.5 g 
7 Liquid vitamins 10 ml 

8 MnCl2 0.01 g 

9 ZnCl2 0.05 g 

10 H3BO3 0.01 g 
11 CaCl2 0.01 g 

12 Na2MoO4 0.01 g 

13 CoCl2 6 H2O 0.2 g 
14 AlK (SO4)2 0.01 g 

15 NiCl2 6 H2O 0.01 g 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

Fig. 1. Process flow diagram of hydrogen and acetic acid –production. 

The result of DNA analyzed using PCR techniques SK IV is a new strain of Bacillus circullans with 

97% similarity. There were three strains based on DNA sequences where all three are Bacillus 

circullans. Three strains of Bacillus circullans named BC I, BC II, and BC III. The next step is to choose 

one of the three most superior strains to produce hydrogen and acetic acid using the substrate sucrose 

1%,  molasses 2% and lignocelluloses. Production of hydrogen and acetic acid carried out in anaerobic 

conditions at 60 ° C and incubation time of 72 hours. The research method using a random system with 

three replications. Table 2 shows the encryption system used.  

Activated sludge (Sub 

culture I)(SKI) 
Boiled at 100o C during 2 hours  

Sub culture II (SKII) 

Mixing in the Serum Bottle (Vol: 250 ml) 

(Ratio of Seed:Media=1:9) (v/v) 

Hydrogen media (HM) 

Hydrogen composition 

analysis using GC 

Seed of bacteria 

(Stock of bacteria) 

Flushing using N2  gas during 10 minutes .  

Incubation in the Shaker Incubator at 

constant temperature (65o C, 72 hours) 

HM (Hydrogen 

media) 

15 ml of Sub culture (SKII) 

Sub culture III (SKIII)  

Sub culture IV (SKIV) 

Microbiology test 

and DNA test 

Incubation in the Shaker Incubator at 

constant temperature (65o C, 72 hours) 

Bacillus circullans BC 

I, II and BC III 
Incubation at 60 C, 72 h in 

anaerobic condition 

Substrate: 1 % 

Sucrose, 1 % 
molasses, 2 % 

mollases 

Gas product 

Liquid 

product 

HPLC 

analysis 

GC analysis 



 

 

 

Fig.  2. The process of isolation of microorganisms from biogas slurry 

Table 2. The research method of hydrogen production and acetic acid using Bacillus circullans in 

different substrates. 

Inoculant  Substrate 

 

Replication  

Sucrose 1% 

 

Molasses 1% Molasses 2% 

BC I BC I-S11 BCI-M11 BCI-M21 1 

 BC I-S12 BCI-M12 BCI-M22 2 

 BC I-S13 BCI-M13 BCI-M23 3 

     
BCII BCII- S11 BCII- M11 BCII- M21 1 

 BCII- S12 BCII- M12 BCII- M22 2 

 BCII- S13 BCII- M13 BCII- M23 3 
     

BCIII BCIII- S11 BCIII- M11 BCIII- M21 1 

 BCIII- S12 BCIII- M12 BCIII- M22 2 

 BCIII- S13 BCIII- M13 BCIII- M23 3 
     

BC(I+III) BC(I+III)- S11 BC(I+III)- M11 BC(I+III)- M21 1 

 BC(I+III)- S12 BC(I+III)- M12 BC(I+III)- M22 2 
 BC(I+III)- S13 BC(I+III)- M13 BC(I+III)- M23 3 

     

BC(I+II) BC(I+II)- S11 BC(I+II)- M11 BC(I+II)- M21 1 
 BC(I+II)- S12 BC(I+II)- M12 BC(I+II)- M22 2 

 BC(I+II) -S13 BC(I+II)- M13 BC(I+II)- M23 3 

     

BC(II+III) BC(II+III)- S11 BC(II+III)- M11 BC(II+III)- M21 1 
 BC(II+III)- S12 BC(II+III)- M12 BC(II+III)- M22 2 

 BC(II+III)- S13 BC(II+III)- M13 BC(II+III)- M23 3 

BC(I +II+III) BC(I +II+III)-S11 BC(I +II+III)-
M11 

BC(I +II+III)-M21 1 

 BC(I +II+III)-S12 BC(I +II+III)-

M12 

BC(I +II+III)-M22 2 

 BC(I +II+III)-S13 BC(I +II+III)-

M13 

BC(I +II+III)-M23 3 

 

 

3. Results and Discussion 



 

 

3.1. pH Measurement on inocculation Bacillus circulans in Sucrose and Molasses Substrate 

Table 3 shows the pH measurement results of liquid fermentation medium by using Bacillus circulans 

(BC). This process used sucrose and molasses as substrates. 

Table 3. pH measurement results on the product of liquid fermentation. 

Inoculant Sucrose  1% s 1% Molasses 2% Repeatation 

BC1 5,56 5,29 5,42 1 

  5,30 5,14 5,26 2 

  5,85 5,47 4,49 3 

BC2 5,56 5,37 5,22 1 

  5,53 4,95 4,67 2 

  4,81 5,36 5,05 3 

BC3 5,23 5,26 5,10 1 

  5,61 5,18 4,55 2 

  5,45 5,20 4,92 3 

BC I+II 5,78 5,46 5,03 1 

  5,53 5,31 4,94 2 

  5,43 5,02 4,53 3 

BCI+III 5,70 5,61 5,07 1 

  5,48 5,20 4,63 2 

  6 5,34 4,97 3 

BCII+III 5,57 4,81 5,17 1 

  5,59 5,45 5,14 2 

  5,78 5,38 5,59 3 

BC I+II+III 5,33 4,70 4,91 1 

  6,14 4,80 4,61 2 

  5,43 4,94 4,96 3 

 

As shown in Table 3, pH of fermentation products were different from the initial pH. Intial pH was 

adjusted at 7.5, whereas the average final pH was measured at 5 – 5.5. This phenomenon proved that 

fermentation process produced organic acids. Based on the products observed through isolation process, 

these organic acids comprised acetic acid, propionic acid, and ethanol, in which acetic acid had the 
highest content compared to propionic acid and ethanol. In addition, the longer fermentation resulted in 

the higher acetic acid content. As with previous studies in producing hydrogen from Clostridium, the 

anaerobic fermentation phase (dark fermentasig) the result is hydrogen gas and organic acids in which 
more organic acids than hydrogen [5][6]. To improve the productivity of hydrogen, fermentation 

continues in the next stage of (photo fermentation) using photosynthetic microorganisms. The study of 

hydrogen production using organic acids using photosynthesis mikroorgnisme will be done in 

subsequent studies. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Table 4. Hasil analisis produk cair menggunakan HPLC dan pH meter 

 

No. Sample code Acquisition (ppm) 

 

pH 

  Acetic acid Propionic acid  

1 BCI-M23 4,526.40 50.00 4,49 

2 BC(II+III)- M22 6,761.58 57.66 4,63 

3 BCII- M22 7,020 33.18 4,67 

4 BCIII- M22 7.020.94 153.56 4,55 
5 BC(I +II+III)-M22 7,225.84 55.44 4,61 

 

 
From Table 4 it can be concluded that the process of fermentation produces organic acid. This is 

evidenced by a decrease in pH of the medium. Decrease in pH is not the same depending on the strain 

of Bacillus circullans and also depends on the type of substrate. 2% molasses was the best substrate 

among the three substrates used. While the best strain is a strain mixture of BC (I + II + III). Type of 
substrate affects the production of organic acids can be explained by the level of oxidation of the 

substrate. Molasses is the liquid that contains high sugar in the form of monosaccharide. The most 

preferred by microorganisms compared to the disaccharide (sucrose). The content of monosaccharide  
accelerate the adaptation time in the growth of microorganisms. At the same fermentation conditions, 

the concentration of monosaccharide will result in higher metabolic products. Since the product is an 

organic acid, the pH can indicate the amount of total organic acids. As shown in Table 4. Acid content 
in the fermentation medium is approaching 2%. It can be concluded that Bacillus circullans can also 

produce acetic acid in addition to produce hydrogen. The productivity of acetic acid can be increased 

by increasing the concentration of sugar in the medium. This can be done in a continuous fermentation 

process.  
 

3.2 Hydrogen Content in Gas Product of Fermentation by Using Bacillus circulans 

The results of gas chromatography (GC) analysis showed that hydrogen content in gas product of 
fermentation was very low. It was observed on almost all single inoculants. Mixture of inoculants BC 

(II+III) produced the highest hydrogen product with the content of 0.075%. Based on the fact, it could 

be concluded that Bacillus circulans could produced hydrogen when it worked in mix culture (or 
cooperated) with other BC strain in the mixed culture.  

 

 
 
Fig. 3. The results of GC analysis. Peak seen is showing the peak of hydrogen. 



 

 

 
Hydrogen produced by the BC I + II 0.075% (very low) because the fermentation is done in a very low 

concentration substrate. The results of GC analysis for all treatments are not shown but is almost equally 

under 1%. This is because more produce acetic acid, in the liquid products. In the anaerobic metabolic 

pathway, a secondary metabolite product more than the product of primary metabolites. Secondary 
metabolites are the gas and liquid. The product gas is a mixture of methane, carbon dioxide and 

hydrogen. In the biogas process, at an early stage approximately the first 2 weeks at most gas 

composition is carbon dioxide. The composition of the low methane. After 2 weeks the composition of 
reduced carbon dioxide and methane increases. Anaerobic process takes a long time to produce gas. In 

this study, the fermentation time was only 3 days, the possibility of the gas composition is the most 

carbon dioxide and methane to hydrogen low due to the incubation time is just 3 days so that the carbon 
dioxide in the product is dominated by CO2 . While low hydrogen and methane. It can be concluded 

that in order to produce gas in large quantities, it can take a long fermentation and is expected to contain 

a lot of hydrogen gas composition. 

 
There are many strains of Bacillus circullans that have been found by previous researchers. Bacillus 

circullans DZ 100 found by (Benkiar et al, 2013) [7] as a producer of protease enzyme. Bacillus 

circullans also found as a producer of biosurfactant [8][9]. Other strain can produce xylanase enzyme 
[10], lipase enzyme [11], polyhydrxy alcanoat (PHA) [12]  PHB [13] and others. But it has not been 

found circullans bacillus that produces hydrogen. It was concluded that Bacillus circullans found from 

this research is a new strain of Bacillus circullans. 
 

4. Conclusion. 

 
From the description above it can be concluded that:  

1.  Bacillus circullans can produce hydrogen and acetic acid.  

2. The best results for the hydrogen is mixed culture of BC (I + II), while for acetic acid is mixed  culture 
of BC (I + II + III).  

3. Bacillus circullans produce low hydrogen content due to the fermentation time just 72 hours. 

Therefore, this research needs to continue to examine the best fermentation time.  
4. There has never been found (Bacillus circullans) that produce hydrogen. Some strains of Bacillus 

ciecullans produce cellulase enzymes, xylanase, poly hydroxy alkanoic (PHA), poly hydroxy 

butanoic (PHB) etc. So it can conclude that Bacillus were found from this study is a new strain of 

Bacillus circullans. 
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