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Abstrak 

Proses produksi biobutanol dapat dilakukan melalui proses fermentasi gula oleh Clostridium sp. Pada proses 

industri, aplikasi fermentasi ini sering mengalami kendala karena perolehan butanol yang rendah dan biaya 

nutrisi untuk pertumbuhan agen hayati yang cukup tinggi. Salah satu upaya yang dilakukan untuk menekan 

kendala-kendala tersebut adalah dengan menggunakan medium fermentasi yang dimodifikasi. Pada 

penelitian ini dilakukan modifikasi berupa penambahan FeSO4.7H2O dan peniadaan komponen ekstrak 

daging sapi dalam medium fermentasi reinforced clostridial media (RCM). Penambahan ion besi dengan 

konsentrasi tertentu dapat mempengaruhi pembentukan asetil ko-A yang diperlukan dalam proses sintesis 

produk-produk fermentasi. Peniadaan komponen ekstrak daging sapi dalam medium fermentasi dilakukan 

karena memiliki harga relatif mahal, perlakuan ini menyebabkan fase lag bakteri menjadi lebih lama dari 

kontrol, namun tidak memberikan perbedaan signifikan terhadap laju pertumbuhan spesifik, yaitu   0,369 

jam-1(kontrol) dan 0,255 jam-1(modifikasi). Pada penelitian ini, diperoleh produk solventogenik berupa 

etanol dengan konsentrasi 0,452 g/L dan 0,317 g/L masing-masing pada medium fermentasi kontrol dan 

modifikasi. Produk butanol belum terdeteksi, diduga karena konsentrasi asam butirat dan tekanan parsial 

gas di dalam sistem fermentasi belum mencukupi untuk pembentukan butanol. 

Kata-kata kunci: Clostridium acetobutylicum, solventogenik, glukosa, ion besi, asam butirat 

PENDAHULUAN 

Menipisnya ketersediaan bahan bakar fosil dan polusi terhadap lingkungan meningkatkan ketertarikan dan 

usaha para peneliti untuk menemukan sumber energi terbarukan yang ramah lingkungan. Biobutanol 

merupakan senyawa kimia yang menjanjikan sebagai alternatif bahan bakar karena memiliki karakteristik 

yang hampir sama dengan bensin dari segi kandungan energi, angka oktan, dan air-fuel ratio. Hal ini 

menyebabkan butanol dapat dicampur dengan bensin dalam konsentrasi tinggi dan bahkan dapat digunakan 

langsung pada mesin tanpa perlu modifikasi [1]. Selain itu, butanol memiliki beberapa keunggulan dibanding 

biofuel lain seperti metanol dan etanol, yaitu butanol lebih tidak korosif dan lebih aman untuk dicampur 
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 dengan bensin, karena memiliki nilai tekanan uap yang jauh lebih rendah namun mengandung konten energi 

yang lebih tinggi [2].  

 

Biobutanol dihasilkan melalui proses fermentasi aseton-butanol-etanol (ABE) oleh bakteri solventogenik 

clostridia dari genus Clostridium sp., dengan perbandingan perolehan 3:6:1 [3]. Karakteristik khas dari 

fermentasi bakteri solventogenik adalah adanya dua tahap fermentasi, asidogenik dan solventogenik. Tahap 

awal, yaitu asidogenik terjadi selama fase pertumbuhan eksponesial sel. Pada tahap ini, gas CO2 dan H2 serta 

senyawa asam, yaitu asam asetat dan asam butirat dihasilkan dalam jumlah banyak sehingga menyebabkan 

suasana asam pada medium. Oleh karena itu, sebagai bentuk pertahanan sel, metabolisme bakteri masuk ke 

tahap kedua, yaitu solventogenik, senyawa asam ter-reasimilasi dan digunakan kembali sebagai prekursor 

dalam pembentukan ABE [4,5]. Alur metabolisme dan tahap fermentasi pada Clostridium sp. ditunjukkan 

pada gambar 1. 

 

 

Gambar 1. Alur metabolisme pada Clostridium sp. [4] 

 

Produk yang dihasilkan selama tahap asidogenik (H2, asam asetat, dan asam butirat) memegang peranan 

penting dalam produksi senyawa akhir (aseton-butanol-etanol) karena berfungsi sebagai prekursor. Berbagai 

cara telah diupayakan untuk meningkatkan perolehan produk akhir, antara lain dengan mengatur kondisi 

fermentasi seperti pH, temperatur, dan kandungan nutrisi pada medium fermentasi. Fermentasi pada pH 4,5 

dan rentang temperatur 33°C-37°C merupakan kondisi optimum untuk produksi biobutanol [1,6]. Apabila pH 

medium berada di bawah 4,5 sebelum senyawa asam dari tahap asidogenik cukup diproduksi, akan 

menyebabkan tahap solventogenik berlangsung sangat singkat dan tidak produktif. Pengaruh komponen 

nutrisi pada fermentasi biobutanol oleh bakteri C. acetobutylicum  diketahui dengan cara melakukan 

pengurangan atau penambahan nutrisi dalam medium. Penambahan ion Fe, Mg, Mn, dan K dengan 

konsentrasi tertentu pada medium fermentasi dapat meningkatkan produksi biobutanol [7].  

 

Pada proses industri, aplikasi fermentasi ini sering mengalami kendala karena perolehan butanol yang 

rendah dan biaya produksi yang cukup tinggi. Pemilihan komponen medium fermentasi dan rekayasa 

metabolisme menjadi alternatif solusi untuk menekan hambatan ini [8,9,10]. Oleh karena itu, dalam rangka 

menentukan komposisi medium fermentasi yang tepat baik dari segi ekonomi maupun perolehan untuk 

produksi biobutanol, pada penelitian ini dilakukan modifikasi pada medium fermentasi. Modifikasi yang 

dilakukan adalah meniadakan komponen ekstrak daging sapi dan penambahan zat besi dalam bentuk 
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 FeSO4.7H2O. Ekstrak daging sapi berperan sebagai sumber nitrogen dan vitamin pada medium fermentasi 

reinforced clostridial media (RCM), peniadaan komponen ini dilakukan karena memiliki harga relatif mahal. 

Perlakuan ini diduga akan menyebabkan bakteri mengalami fase lag yang lebih lama karena nutrisi pada 

medium fermentasi akan menjadi lebih miskin dibanding dengan medium sebelumnya. Ion besi diperlukan 

dalam pembentukan enzim ferredoxin; enzim kunci dalam pembentukan asetil ko-A, prekursor awal dalam 

tahap sintesis semua produk metabolisme sel, sehingga penambahan senyawa ini diduga akan meningkatkan 

perolehan produk [11,12]. Fokus penelitian ini adalah mengkaji pengaruh medium modifikasi terhadap 

perolehan produk ABE (aseton-butanol-etanol) dari fermentasi glukosa.  

 

 

BAHAN DAN METODE 

Mikroorganisme dan Pemeliharaan 

Kultur bakteri Clostridium acetobutylicum B530 diperoleh dari ARS (Agricultural Culture Collection) 

Culture Collection (NRRL), USA. Bakteri ditumbuhkan pada medium RCM dalam keadaan anaerob pada 

temperatur 37°C. Inokulum disiapkan dengan menginkubasi C. acetobutylicum B530 selama 24 jam dengan 

temperatur 37°C dalam botol serum 50 ml pada kondisi anaerob.  Penyimpanan biakan dilakukan pada agar 

miring yang disimpan pada 4°C dan medium diperbarui setiap 14 hari. 

Fermentasi 

Pada penelitian ini digunakan glukosa sebagai sumber karbon dan RCM sebagai medium fermentasi 

dengan komposisi per liternya adalah: 10 g ekstrak daging sapi (Oxoid, Inggris), 10 g pepton (Bio Basic Inc., 

Kanada), 5 g glukosa (Bio Basic Inc., Kanada ), 5 g NaCl (Bio Basic Inc., Kanada), 3 g ekstrak ragi (Himedia, 

India), 3 g CH3COOH (Bio Basic Inc., Kanada) , 1 g pati terlarut  (Bio Basic Inc., Kanada), dan 0,5 g L-

sistein HCl (Bio Basic Inc., Kanada)  (pH akhir medium : 6,8). Variasi komponen medium yang digunakan 

pada proses fermentasi ditunjukkan pada tabel 1. 

Tabel 1. Variasi Medium Fermentasi 

Kelompok Medium 

Kontrol Kontrol  

A RCM tanpa ekstrak daging sapi + 10 ppm FeSO4.7H2O  

 

Volume kerja fermentasi adalah 20 ml dalam botol serum 30 ml. Sterilisasi medium dilakukan melalui 

proses autoklaf (P=1,5 kg/cm2; T=121°C; t=20 menit). Selain untuk sterilisasi medium, proses autoklaf juga 

berperan untuk menciptakan kondisi anaerob pada medium. Inokulasi dilakukan di dalam anaerobic chamber 

yang sebelumnya telah dipurging dengan gas N2 selama 15 menit [13]. Skema anarobic chamber ditunjukkan 

pada gambar 2. 

 

Gambar 2. Skema anaerobic chamber 

 

Proses inokulasi dilakukan dengan memasukkan inokulum (10% v/v) ke dalam medium dengan 

menggunakan syringe [7]. Kultur diinkubasi pada temperatur 37°C dengan lama waktu fermentasi 120 jam. 
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 Pada 20 jam pertama, proses fermentasi akan menghasilkan gas CO2 dan H2, pada penelitian ini, gas tersebut 

dikeluarkan secara berkala menggunakan syringe agar tekanan dalam botol serum tidak terlalu tinggi. 

Pengukuran Densitas Sel dan Pertumbuhan Sel. 

Pengukuran densitas sel dilakukan dengan pengukuran optical density (OD) menggunakan 

spektrofotometer optima SP-300 pada panjang gelombang (λ) sebesar 600 nm. Penentuan kurva pertumbuhan 

dilakukan dengan mengalurkan berat kering sel terhadap waktu. Berat kering sel diperoleh dengan 

mengkorelasikan nilai OD600 terhadap berat kering sel pada beberapa konsentrasi. Berat kering diperoleh dari 

sampel fementasi yang telah dipisahkan dengan metode sentrifugasi (eppendorf 5430 R) pada 6000 rpm 

selama 15 menit.  Pelet yang diperoleh kemudian dioven pada temperatur 60°C dan ditimbang hingga 

diperoleh massa konstan [14]. 

Pengukuran pH 

Pengukuran pH sampel supernatan dilakukan pada waktu-waktu tertentu. Pengukuran pH dilakukan 

dengan menggunakan pH meter eutech instruments pH 510. 

Analisis  

Konsentrasi glukosa dan produk hasil fermentasi, dianalisis menggunakan HPLC refractive index detector 

(RID) Waters 2414 dengan kolom Aminex HPX87H (biorad, CA) autosampler waters 2707. Temperatur 

yang digunakan adalah 60°C dengan fasa gerak H2SO4 0,005 M dan laju alir 0,6 ml/menit. 

 

HASIL DAN DISKUSI 

Pengaruh Medium Fermentasi Modifikasi pada Kinetika Pertumbuhan Bakteri 

Kurva pertumbuhan bakteri pada fermentasi glukosa ditunjukkan pada gambar 3. Pada medium kontrol, 

fase lag terjadi pada 4 jam pertama dan selanjutnya masuk fase eksponensial hingga jam ke-10 sebelum 

akhirnya mencapai fase deselerasi. Berbeda dengan medium fermentasi kontrol, fase lag pada medium 

modifikasi terjadi lebih lama, yakni mencapai 12 jam, kemudian dilanjutkan fase eksponenial sampai sekitar 

jam ke-18 hingga akhirnya mencapai fase deselerasi.  

 

 

Gambar 3. Kurva pertumbuhan sel pada fermentasi glukosa dengan medium kontrol dan modifikasi (data merupakan rata-

rata dari dua kali pengulangan) 

 

Ekstrak daging sapi pada medium fermentasi RCM berperan sebagai sumber nitrogen dan vitamin. 

Nitrogen diperlukan sebagai unsur penyusun asam amino, asam nukleat, dan koenzim. Ketiadaan ekstrak 
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 daging sapi pada medium fermentasi akan menyebabkan medium menjadi lebih “miskin” dibanding medium 

kontrol. Hal ini menyebabkan sel bakteri dalam medium fermentasi modifikasi membutuhkan waktu adaptasi 

terlebih dahulu, sehingga fase lag pada keadaan ini mencapai ±12 jam karena berada pada lingkungan baru 

dengan kondisi nutrisi yang terbatas. Modifikasi pada medium fermentasi tidak memberikan pengaruh 

signifikan pada laju pertumbuhan spesifik (µ) dan waktu penggandaan  jika dibandingkan terhadap kontrol. 

Hal ini dapat dilihat dari kecenderungan kemiringan kurva pada fase logaritmik pertumbuhan sel. Kinetika 

pertumbuhan bakteri ditunjukkan pada tabel 2. Waktu penggandaan yang diperoleh pada medium kontrol 

sesuai dengan penelitian sebelumnya, yang menyatakan bahwa waktu penggandaan pada bakteri 

solventogenik berada pada rentang 1,15-2,93 jam [15]. 

 

Tabel 2. Kinetika pertumbuhan C.acetobutylicum B530 dengan sumber karbon glukosa 

Medium µ (jam-1) τ (jam) 

Kontrol 0,369 1,870 

Modifikasi 0,255 2,718 

 

Perubahan Nilai pH Medium selama Proses Fermentasi 

Selama proses fermentasi C.acetobutylicum B530, terjadi penurunan pH pada semua variasi medium yaitu 

dari 5,5 ke 4,5 (setelah ±20 jam inkubasi). Setelah sel masuk ke fase deselerasi (setelah jam ke-20 hingga jam 

ke-120), tidak terjadi kenaikan signifikan pada pH medium. Pada akhir fermentasi, diperoleh pH medium 

sebesar 4,593 ± 0,023 (kontrol) dan 4,414 ± 0,016 (modifikasi). Kurva penurunan pH ditunjukkan pada 

gambar 4. 

 

Gambar 4. Kurva perubahan pH pada medium kontrol dan modifikasi (data merupakan rata-rata dari dua kali 

pengulangan) 

 

Penurunan pH terjadi karena sel memproduksi senyawa asam berupa asam asetat dan asam butirat [5]. 

Fenomena ini membuktikan bahwa tahap asidogenik terjadi selama fase pertumbuhan eksponesial sel yang 

ditandai dengan adanya penurunan pH pada awal proses fermentasi [4]. Berdasarkan hasil yang diperoleh, 

adanya modifikasi pada medium fermentasi tidak memengaruhi kecenderungan perubahan pH pada 

fermentasi tetes tebu. Penurunan pH pada medium fermentasi memicu sel melakukan bentuk pertahanan 

dengan melakukan proses solventogenik. Selain itu, pH rendah merupakan salah satu prasyarat kondisi yang 

harus dipenuhi agar C. acetobutylicum dapat melakukan proses solventogenik. Beberapa literatur menyatakan 

bahwa kondisi pH optimum untuk proses solventogenik adalah 4,5 [1,4,12]. 

Pengaruh Medium Modifikasi pada Produk Fermentasi 

Produk utama fermentasi dengan bakteri solventogenik adalah aseton, butanol, dan etanol, namun pada 

penelitian yang telah dilakukan hanya berhasil dihasilkan etanol sebagai poduk akhir fermentasi. Hasil 

fermentasi ditabulasikan pada tabel 3.  
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 Tabel 3. Hasil fermentasi glukosa pada medium kontrol dan modifikasi 

Produk (g/L) Kontrol Modifikasi 

Aseton 
Tidak terdeteksi 

Butanol 

Etanol 0,452 0,317 

 

Tidak terdapat perbedaan signifikan pada konsentrasi etanol yang diperoleh pada kedua medium. 

Penambahan senyawa besi dalam bentuk FeSO4.7H2O pada medium fermentasi dilakukan untuk 

meningkatkan pembentukan enzim ferredoxin, karena enzim ini tersusun dari senyawa ion besi dan sulfur. 

Enzim ini bekerja secara anaerob untuk mengoksidasi asam piruvat menjadi asetil ko-A, prekursor utama 

dalam sintesis produk [11]. Pada tahap ini, diduga penambahan senyawa besi belum optimal, sehingga hasil 

dari produk fermentasi dengan medium modifikasi masih belum optimal.  

 

Pada penelitian ini belum diperoleh produk utama, yaitu butanol. Hal ini diduga disebabkan oleh 

kurangnya konsentrasi senyawa prekursor yang dihasilkan selama tahap asidogenik, seperti asam butirat dan 

gas hidrogen (H2). Asam butirat diperlukan sebagai prekursor terbentuknya butanol, diperlukan  minimal  2 

g/L asam butirat untuk memulai tahap solventogenik [16]. Selama tahap awal fermentasi, gas yang terbentuk 

diambil berkala menggunakan syringe untuk mengurangi tekanan dalam botol serum. Perlakuan ini 

menyebabkan gas hidrogen yang diperlukan untuk proses sintesis produk akhir juga ikut terambil, sehingga 

tekanan parsial gas H2 di dalam sistem kerja menjadi berkurang.  

 

KESIMPULAN DAN REKOMENDASI 

Medium fermentasi modifikasi, yaitu RCM tanpa ekstrak daging sapi dengan penambahan ion besi dapat 

digunakan sebagai medium fermentasi karena tidak memberikan perbedaan signifikan pada kinetika 

pertumbuhan sel dan perolehan produk terhadap kontrol. Lebih lanjut, perlu dilakukan penelitian mengenai 

pengaruh penambahan ion besi dalam konsentrasi yang lebih tinggi dan senyawa untuk menyerap gas karbon 

dioksida serta metode untuk menangkap gas H2 yang dihasilkan selama tahap asidogenik serta dilihat 

pengaruhnya terhadap produk solventogenik.  
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