BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah peneligksperimen. Termasuk
penelitian eksperimen karena dalam penelitian enddpat perlakuan dan kontrol
sebagai acuan antara keadaan awal dengan sesumah p#irlakuan, juga adanya

replikasi dan randomisasi untuk meyakinkan hagilgydiperoleh (Nazir, 2003: 88).

B. Desain Penelitian

Penelitian dilakukan dalam dua tahap. Tahap pertayadu tahap
pendahuluan dan tahap kedua adalah penelitian pytahep penelitian utama terdiri
dari tahap persiapapretreatment dantreatment. Tahap pendahuluan meliputi tahap
persiapan, pembuatan larutanS@,, pembuatan kurva standar alkohol, pembuatan
kurva standar glukosa, serta pengujian kadar gi@nggi pada sampah organik
dalam bentuk bubur, cacahan, sari dan ampas sgtemaberian K50, 1%, 5% dan
10% (v/v) (Isarankuraet al., 2007). Tahap penelitian utama meliputi tahap
pretreatment yaitu pemberian 50O, (%) sesuai penelitian pendahuluan yang telah
dilakukan, setelah itu dilanjutkan ke tahmpatment yakni fermentasi sari sampah
dengan kadar gula paling tinggi dari hapiletreatment dengan menggunakan

inokulumS. cerevisiae dengan berbagai konsentrasi.
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Rancangan dasar penelitian yang digunakan adaftedamgan acak lengkap
(RAL), dengan faktor lingkungan relatif homogen. twk perlakuan perbedaan
konsentrasiS cerevisiae pada penelitian utama dilakukan dengan empat kuenta

kombinasi dengan lima replikasi (Gomez, 1995).

T (R-1p15
4R-415
4Rx19
R>5
Penempatan sampel dilakukan secara acak berdagsekaondian. Variasi
jumlah inokulumS cerevisiae yang digunakan adalah 0, 3%, 5%, dan 7% (v/v)
(Buckle, 2007). Lama waktu fermentasi ditentukan dbsarkan lama waktu
fermentasi yang biasa dipakai pada proses pembuaitagtanol sari sampah
sebelumnya yaitu enam hari. Pengujian parameter kadar glukosa, dan kadar
alkohol dilakukan setiap dua hari sekali. Untuk gmebahan gula awal yang
digunakan adalah 5% berdasarkan hasil penelitiaels@nya (Anggara, 2010).
Kadar alkohol pada sampel ditentukan dengan caesitiisam basa. Untuk
mengetahui kadar alkohol pada sampel terlebih datiibiuat kurva standar alkohol
yang menyatakan hubungan antara kebutuhan NaOHjaebebagai sumbu x dan
kadar alkohol sebagai sumbu y. Prosedur titrasg yditakukan mengikuti Hidayat

(1995: 44).
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Kadar gula pereduksi dalam sampel diukur dengamaeefSomogyi-Nelson.
Sebanyak 2 ml sampel diambil kemudian ditambahleasgen Somogyi-Nelson
(pengerjaan sesuai dengan pembuatan kurva bakasglukNilai absorbansi sampel
dikonversikan ke dalam persamaan pada kurva bakkos#h, kurva baku glukosa
menyatakan hubungan antara konsentrasi glukosaadéereyapatan optik (panjang
gelombang 520 nm). Kurva ini dibuat untuk menentukarga konsentrasi larutan
glukosa dengan pengukuran transmisi cahaya menkgurspektrofotometer dengan
metode Somogyi-Nelson (Kusnadi, 2001: 40) sehingg#apatkan kadar gula

pereduksi dari sampel.

C. Populasi dan Sampel
Populasi dalam penelitian ini adalah semua sampgr slan buah-buahan
yang berasal dari Pasar Ciroyom Bandung, sedangkam dijadikan sampel adalah

sampah sayur dan buah-buahan yang digunakan dateesgdermentasi.

D. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Riset Biolo§ementara Jl. Jaya
Perkasa no. 12 dan di Laboratorium Mikrobiologi d&®enetika Universitas

Pendidikan Indonesia JI. Dr Setiabudhi No 229 gadan April-Juni 2010.



E. Alat dan Bahan
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Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitiarterdapat pada Tabel 3.1

dan Tabel 3.2.
Tabel 3.1. Alat — Alat Penelitian
No | Alat—alat Spesifikasi Jumlah
1. Alat destilasi - 1 unit
2. Alkoholmeter - 1 buah
3. Autoclave EYELA model HL36AE 1 unit
4. Blender Merk Nasional 1 unit
5. Botol fermentasi - 80 buah
6. Botol penampung bioetanol Pyrex 4 unit
7. Bunsen - 3 buah
8. Buret dan Statif - 1 buah
9. Ember - 5 buah
10. | Gelas Beaker Pyrex 5 buah
11. | Hotplate Eyela magnetic stirrer RCH.3 1 unit
12. | Inkubator Gallenkamp Cooled Inkubatdrbuah
13. | Kain penyaring - 5 buah
14. | Kamera digital Kodak 1 unit
15. | Kompor gas Rinai 1 unit
16. | Lemari es National 1 buah
17. | Makropipet 2 ml Eppendorf 1 unit
18. | Panci Penangas - 2 bugh
19. | Pipet tetes dan volum - 6 buah
20. | Pisau - 1 buah
21. | Shaker EYELA model multi shakef 1 unit
MMS
22. | Spektrofotometer Milton Rey Spectronic 20 D| 1 buah
23. | Termometer - 2 buah
24. | Timbangan Analitik AND HF-300 1 bual
25. | Water bath Eyela Unithermo Shaker 1 unit
NTS-130




Tabel 3.2. Bahan - Bahan penelitian
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No | Bahan — bahan Spesifikasi Jumlah

1. | Alkohol absolut p.a 100 ml

2. | Anhidrat asetat p.a 200 ml

3. | Aquades. Medilabs 10L

4. | Gula pasir Gulaku 250 gram

5. | InokulumSaccharomyces Kultur murni 5 tabung reak
cerevisiae

6. | Medium PDA p.a 200ml

7. | Medium PDB - 200ml

8. | NaOH1 M p.a 3 liter

9 pH Indikator - 1 pak

10. | Phenolfltalein p.a 50 mi

11. | Reagent Somogyi-Nellson p.a 2 liter

12. | Sampah organik - 10 kg

F. Prosedur Penelitian

Penelitian ini dibagi menjadi beberapa tahapan:

1. Tahap Pendahuluan

a. Tahap Persiapan

1). Analisis Komposisi Kimia Sari Sampah

Selulosa, Dayeuh Kolot Bandung.

Analisis kandungan kimia sari sampah dilakukan dbdlatorium Balai

2). Persiapan Alat dan Bahan

Alat-alat berupa botol fermentasi, gelas ukubutey reaksi dll, dibersihkan

dengan cara merendam botol-botol tersebut dengeemgde dan bilas, lalu botol-

botol tersebut direndam dengan larutan disinfekielama 30 menit dan dibilas lagi

dengan air mengalir, tiriskan.
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3). Pembuatan Sari Sampah
Sampah organik berupa sampah sayuran dan buahrbdddgasihkan dan
dibuat menjadi empat bentuk: ampas (A), bubur ¢Bxahan (C), sari (D). Masing-

masing substrat yang digunakan sebanyak 20 mkudiéa lima kali pengulangan.

b. Pembuatan Larutan H,SO, 1% , 5% dan 10 %

Konsentrasi k50, yang digunakan dalamretreatment adalah 1%, 5% dan
10% (Isarankurat al., 2007). Untuk pembuatan larutanS®, 1%, sebanyak 10 ml
H,SO, pekat diencerkan dengan akuades sampai volumedan_untuk pembuatan
larutan HSO, 5%, sebanyak 50 ml430, pekat diencerkan dengan akuades sampai
volume 1 L. sedangkan untuk pembuatan larutaBQd 10% sebanyak 100 ml

H,SO, pekat diencerkan dengan akuades sampai volume 1 L.

c. Pembuatan Kurva Standar Alkohol

1). Pembuatan Larutan Blanko

Satu ml akuades dimasukkan ke dalam erlenmeysmudian dimasukkan 1
ml asam anhidrida asetat dan 2 tetes phenolftéd&ianjutnya NaOH 1 M dari buret
diteteskan secara hati-hati ke dalam erlenmeyselbet sambil digoyang-goyangkan
sampai warnanya berubah (dari tidak berwarna menjaina merah muda).

Kemudian dicatat kedudukan skala pada buret
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2). Pengujian Larutan Alkohol Standar

Sebanyak 1 ml larutan alkohol standar (1-10%) dukkasn ke dalam
erlenmeyer kemudian ditambahkan 1 ml asam anhidadatat dan 2 tetes
phenolftalein. Sambil digoyang-goyangkan, ke dalasnlenmeyer tersebut
ditambahkan NaOH 1 M sampai terjadi perubahan wddaai tidak berwarna

menjadi warna merah muda). Kemudian dicatat kedadgkala pada buret.

d. Pembuatan Kurva Standar Gula

Sebelum dilakukan analisis kadar gula pereduksagampel, maka terlebih
dahulu dibuat kurva baku glukosa. Kurva baku glake®nyatakan hubungan antara
konsentrasi glukosa dengan kerapatan optik (pargafgmbang 520 nm). Kurva ini
dibuat untuk menentukan harga konsentrasi larulakoga dengan pengukuran
transmisi cahaya menggunakan spektrofotometer dengztode Somogyi-Nelson
(Kusnadi, 2001: 40).

Pembuatan kurva baku glukosa dimulai dengan memmlglukosa murni
sebanyak 200 mg dan dilarutkan dalam 1000 ml agualde dikocok sampai
homogen. Dengan mikropipet larutan tersebut diardaih dimasukkan ke dalam
tabung reaksi masing-masing sebanyak 0,2 ml; G,4®&Iml; 0,8 ml; 1.0 ml; 1,2 ml;
1,4 ml; 1,6 ml; 1,8 ml dan 2,0 ml. Selanjutnya kalath tabung reaksi tersebut
ditambahkan akuades masing-masing sebanyak 1 Béntl; 1,4 ml; 1,2 ml; 1.0 ml;

0,8 ml; 0,6 ml; 0,4 ml; 0,2 ml; dan 0 ml sehinggdwme masing-masing tabung 2
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ml. Maka pada masing-masing tabung diperoleh kdresnglukosa 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200 mg/ml.

Larutan Somogyi | sebanyak 1,6 ml dan Somogyi dbasyak 0,4 ml
ditambahkan ke dalam masing-masing tabung reaksg yialah berisi larutan
glukosa. Larutan tersebut dikocok dan ditutup dandeelereng. Kemudian
dimasukkan ke dalam penangas air mendidih selamméiilt, lalu diangkat dan
didinginkan dalam penangas es sampai mencapai sthR0°C. Kemudian
ditambahkan 2 ml larutan Nelson dan 4 ml akuadesamwolume total adalah 10 ml.
Tabung reaksi ditutup dengan ibu jari dan dikocekghn baik dan kuat, hingga gas
CQO;, tidak keluar lagi. Masing-masing larutan diukaptical density (OD) dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nmai Mibsorbansi dari kadar
glukosa standar dibuat dengan grafik linier, kerandkurva baku glukosa dapat
dibuat dan diperoleh persamaan yang akan digund&km penentuan kadar gula

pereduksi dari sampel.

e. Penentuan Konsentrasi K50, yang akan Digunakan (%)

Sebanyak 1 kilogram sampah yang terdiri dari &alyi, tomat dan wortel dicuci
dengan air ledeng, sebanyak % kilogram dicacahghirftplus, dan % kilogram
diblender hingga menjadi bubur sampah. ¥4 kilograrnub sampah dipisahkan, %2
kilogram bubur sampah diperas hingga menghasilkeain sampah dan ampas
sampah. Sehingga didapat sampah dalam bentuk gB)pdmibur (B), cacahan (C),

dan sari (D). Konsentrasi ,BO, yang diuji cobakan yaitu 1%, 5% dan 10%
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(Isarankureet. Al., 2007). Sebanyak 60 buah botol disiapkan dan dibbgl, 20
botol pertama digunakan untuk sampah dengan peambkdrutan HSO, 1%, 20
botol kedua untuk pemberian Larutan3@, 5% dan 20 ketiga kedua untuk
pemberian Larutan 30, 10%. Sebanyak 20g sampel ditambah 20 ml Larutan
dimasukan ke dalam botol, tutup rapat dan dididihkalama 35 menit. Dilakukan
pengulangan sebanyak lima kali dan untuk mendapatkasentrasi yang tepat data
yang diperoleh diolah dengan ujiwo Way Anova untuk melihat perbedaan
signifikan dari perlakuan dan dilanjutkan dengan Rgst-hoc untuk mengetahui
bentuk substrat dan konsentrasi mana yang menigaasgula pereduksi paling
tinggi.

Al 220 g Ampas sampah  +20 ml LarutagSa, 1% \
B1-> 20 g Bubur sampah  + 20 ml LarutapS®, 1%

C1- 20 g Cacahan sampah + 20 ml LarutaB® 1%
D1 ->20 ml Sari sampah + 20 ml LarutaaS®, 1%

A2 220 g Ampas sampah  +20 ml LarutagS, 5%
B2 > 20 g Bubur sampah  + 20 ml LarutapS@®, 5%

C2-> 20 g Cacahan sampah + 20 ml LarutaB® 5% >
D2 >20 ml Sari sampah + 20 ml LarutanS®, 5%

Panaskan

A3 >20 g Ampas sampah + 20 ml LarutazgSdy, 10%
B3 > 20 g Bubur sampah  + 20 ml LarutapS®, 10%
C3-> 20 g Cacahan sampah + 20 ml LarutaB®; 10%
D3 > 20 ml Sari sampah + 20 ml LarutapS3D, 10% J
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2. Tahap Penelitian Utama
a. Persiapan Bahan
Bahan utama yang akan digunakan dalam penelitiaradalah sampah
organic berupa sayur dan buah. Sebelum perlakudgbite dahulu sayur dan
buah dicuci dengan air mengalir lalu ditiriskan ukntmenghilangkan kotoran

yang menempel.

b. Pembuatan Sari Sampah

Berdasarkan hasil percobapretreatment kadar gula paling tinggi terdapat
pada sampah dengan bentuk bubur, maka sampah diaietnh bentuk bubur.
Sebanyak 5 kg sampah diambil pada hari tersebkitasg@ukul 6 pagi dari Pasar
Ciroyom, Bandung. Sampah terdiri dari sampah woktel,tomat dan sawi dengan
perbandingan 1:1:1:1. Sampah dicuci dengan air alendkemudian diblender

hingga terbentuk bubur sampabh.

c. PersiapanSaccharomyces cerevisiae
1). Pembuatan Media

Terdapat dua macam media yang digunakan untuk mmgutukan dan
memeliharaS cerevisiae yaitu medium aktivasiPotatoes Dextrose Agar (PDA) dan

medium kulturPotatoes Dextrose Borth (PDB).
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a). Medium Aktifasi PDB (Potatoes Dextrose Borth)

Sebelum dimasukkan ke dalam medium fermentaskuiom S cerevisiae
diaktivasi terlebih dahulu. Medium aktivasi yangyuhakan adalah medium PDB
(Potatoes Dextrose Broth). Medium PDB dibuat dengan cara sebagai berikd® 2
gram kentang dididihkan dalam akuades 1 L hingdarmenya tinggal 1/2 atau 2/3
nya, lalu disaring dengan menggunakan kertas safetglah disaring ditambahkan
dextrose sebanyak 2 gram. Masukan kedalam tabuegriaeyer kemudian ditutup
dengan sumbat. Sterilisasi dalam autoklaf padantekd5 Ibs, suhu 121 ° C selama

15 menit.

b). Medium Kultur PDA ( Potatoes Dextrose Agar)

S cerevisiae yang akan digunakan dalam penelitian ditumbuhkalam
medium agar miring. Medium agar miring yang diguraladalah medium PDA
(Potatoes Dextrose Agar) yang dibuat dengan cara sebagai berikut: sebaBy&ak
gram PDA instan dilarutkan dalam 100 ml akuadesdidinkan. Lalu masukan ke
dalam tabung reaksi masing-masing 5-7 ml kemudiaterilisasi dalam autoklaf
pada tekanan 15 Ibs, suhu 121 °C selama 15 memnidohginkan dalam keadaan
miring.

c). Medium Fermentasi
Medium fermentasi merupakan medium yang terbuat skampah organik

yang dibuat dengan cara sebagai berikut: sampamigrdibersihkan, dan diblender,

lalu ditimbang. Kemudian sampah organik ditambamgde HSO, 1% (1:1),
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kemudian dipanaskan selama 30 menit. Selanjutrsaridg ditambahkan gula awal
sebanyak 5% (w/v). Setelah dingin diatur keasamarsghingga pH-nya 5. Lalu

dimasukkan ke dalam botol sebanyak 100 ml danugitdengan plastik.

2. Aktivasi Saccharomyces cerevisiae
a). Aktivasi | Saccharomyces cerevisiae

Persiapan alat dan bahan (alkohol, bunsen, medDB1 B ml, jarum ose),
semua bahan disimpan di dalam laminar dan dipapaskear UV selama 15 menit.
Sebanyak 1 ose kultur mur8i cerevisiae diinokulasikan ke dalam medium PDB 10
ml, medium yang telah diinokulasikan ditutup rapahgan sumbat dan plastik wrap

kemudian disimpadi shaker 120 rpm selama 24 jam.

b). Aktivasi Il Saccharomyces cerevisiae

Setelah dishaker selama 24 jam (aktivasi 1) medium PDB yang berisi
Saccharomyces cerevisiae dipindahkan ke dalam medium aktivasi ke-11 (PDBn8,
Setelah dipindahkan ke medium aktivasi ke-1l, meditersebutdi shaker kembali
selama 6 jam.
c. Pembuatan SO, Sesuai Penelitian Pendahuluan (19%)

Untuk pembuatan larutan ,80, 1%, sebanyak 10 ml 280, pekat

diencerkan dengan akuades sampai volume 1 L.
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d. Pretreatment Kimiawi

Bubur sampah diberi perlakuan kimiawi (direndammgdsm HSO, 1:1),
konsentrasi K50, yang digunakan sesuai penelitian pendahuluanlaBete diperas
sampai didapat sari sampah lalu netralkan deng@®@H\BM sampai pH menjadi 5.

Masukan ke dalam 20 botol fermentor masing-masgyril.

e. Proses Fermentasi

Setelah diberi perlakuan kimiawi, ke dalam fermentysebut dimasukan
gula awal sebesar 5% sesuai penelitian pendah(#ueggara, 2010)inokulasikanS,
cerevisiae sebanyak 0% (sebagai kontrol hanya di beri PDB)s8pPb6, 5% dan 7%
dengan lima kali pengulangan untuk tiap konsenti@gakukan pengukuran kadar

alkohol, glukosa, dan pH pada hari ke 0, 2, 4,@lan

f. Pengukuran Kadar Glukosa (Somogyi-Nelson)

Ambil 2 ml sampel ke dalam tabung reaksi kemudiamhahkan 1,6 ml
larutan Somogyi | dan 0,4 larutan Somogyi |l kenamdihomogenkan dengan
menggunakan vorteks tabung ditutup dengan menggunké&lereng lalu panaskan
dalam penangas selama 10 menit. Setelah 10 mewmialgtan tabung ke dalam es
kemudian tambahkan 2 ml larutan Nelson dan 4 miaflkes, setelah itu homogenkan
larutan, masukan larutan dalam cuvet kemudian wemgan spektrofotometer

dengan panjang gelombang 520 nm. Jika larutanugrtkat dan tidak terbaca pada
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spektrofotometer dilakukan pengenceran, ambil llanitan kemudian encerkan

dengan menambahkan 9 ml ak uades.

g. Pengukuran pH

Pengukuran pH pada sari sampah dengan menggunidkadigator.

h. Pengukuran Kadar Alkohol (Titrasi alkohol)

Pada hari ke 0, 2, 4, dan 6, sari sampah hasilefetasi dari fermentor
diambil sebanyak 1 ml ke dalam labu erlenmeyer m@0tambahkan 1 ml anhidrat
asetat dan 2 tetes phenolftalein kemudian titrasgdn NaOH 1 molar dengan buret
sampai terlihat perubahan warna menjadi warna merata. Catat kedudukan skala
pada buret. Kadar alkohol pada sampel ditentukargale cara membandingkan
NaOH yang dibutuhkan pada titrasi sampel denganHNgéng dibutuhkan pada

alkohol standar.

3. Perlakuan Il (Skala Pilot)

a. Persiapan Alat dan Bahan

Alat-alat berupa tabung Erlenmeyer besar (2 Lyagekur, tabung reaksi dll,
dibersihkan dengan cara merendam alat-alat tersmgan detergen selama satu

malam, lalu dibersihkan bagian dalam dan luarnydgelsh dibilas, botol-botol
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tersebut direndam dengan larutan disinfektan seBOnmenit lalu bilas lagi dengan

Akuades steril dan ditiriskan.

b. Perlakuan

Sebanyak 4 kg sampah dicuci dan dihaluskan (dielg@ndampai halus.
Kemudian tambahkan 430, dengan perbandingan 1:1 lalu dipanaskan selama 30
menit. Tambahkan gula 5% ke dalam larutan, homageniasukan ke dalam labu
Erlenmeyer, setelah dingin inokulasi k& cerevisiae 3% lalu simpan pada

inkubator dengan suhu 30 selama 2 hari.

c. Destilasi
Alkohol yang terbentuk dari hasil fermentasi dariofp plan kemudian

didestilasi dengan menggunakan destilator.

d. Uji Gas Chromatograph-Mass Spectrometry (GC-MS)

Sampel hasil destilasi dibawa ke laboratorium rigghia Universitas
Pendidikan Indonesia untuk diuji kandungan etarelny
G. Pengolahan Data

Pengolahan data dilakukan untuk mengetaprgtreatment mana yang
menghasilkan kadar gula pereduksi paling tinggi klansentrasi asam ¢80) yang

berbeda darireatment mana yang menghasilkan kadar alkohol paling bpsda
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fermentasi sari sampah organik dengametreatment kimiawi. Pengolahan data

dilakukan dengan menggunaksaftware SPSS 16.0 for windows.

Untuk olah dataretreatment terdiri dari beberapa faktor, yaitu kadagS@,

yang digunakan (0%, 1%, 5% dan 10%) dan bentuktrsibgang diuji-cobakan

(ampas, bubur, cacah dan sari). Olah ta@ment juga terdiri dari beberapa faktor,

yaitu hari (0, 2, 4 dan 6) dan konsentrasi inokulbncerevisiae (0%, 3%, 5% dan

7%). Untuk itu dilakukan tahap pengujian sepertikoz:

1.

2.

Uji Normalitas dan Homogenitas.

Uji Anova dua jalur Two way ANOVA), untuk menentukan bahwa
terdapat perbedaan banyaknya kadar gula peredaksikddar alkohol
yang diperoleh dari faktor-faktor dari seti@patment yang diberikan.

Uji lanjutan dengan menggunakan Ujikkey, untuk menentukan faktor-
faktor daritreatment mana saja yang menghasilkan kadar gula pereduksi
dan kadar alkohol paling banyak.

Analisis Korelasi, untuk melihat tingkat signifikei pengaruh antara
kadar gula dengan kadar alkohol, kadar pH dengalarkalkohol, dan

kadar pH dengan kadar gula.
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H. Alur Penelitian
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Gambar 3.1 Alur penelitian



