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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF BIOETHANOL PRODUCTION FROM EMPTY
PALM FRUIT BUNCH USING SIMULTANEOUS SACCHARIFICATION
AND FERMENTATION METHOD

By

ROSI MAULIANA SARI

Empty palm fruit bunch (EPFB) - a waste of the palm oil industry -
contains high cellulose and hemicellulose (holocellulose). EPFB can be
potentially used as raw materials of bioethanol production. One of the effective
and efficient methods for secondary bioethanol production is simultaneous
saccharification and fermentation method (SSF). The purpose of this research
was to find out the optimum conditions of SSF substrate concentration, cellulase
concentration, and starter concentration for producing bioethanol from EPFB
holocellulose. The experimental design used in this research was a response
surface method (RSM) with 23 factorial consisting of 3 factors, namely EPFB
holocellulose concentrations (3,3; 5; 7,5; 10; and 11,7% (w/v)), cellulase
concentration (16,6; 20; 25; 30; and 33,4 FPU), and Saccharomyces cerevisiae
concentration (5,8; 7,5; 10; 12,5; and 14,2% (v/v)). The SSF process was carried

out at 38°C and 150 rpm for 72 hours. After 72 hours, the filtrate was taken and
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analyzed to determine ethanol content, reduced sugar content, and total S.
cerevisiae colony. The collected data were analyzed to find out the optimum
condition of SSF. The optimum condition of the SSF was not found out yet. The
best SSF conditions occured at the substrate concentration of 10%, enzyme
concentration of 30 FPU, and S. cerevisiae starter concentration of 12,5%. These
conditions yielded the highest ethanol content (0.812%), with residual reduced
sugar of 18,164 g/L and total colonies of S. cerevisiae as much as 5,58 log

(colonies/mL).

Keywords : Empty palm fruit bunch, bioethanol, SSF, cellulase, Saccharomyces
cerevisiae.
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FERMENTASI SERENTAK
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ROSI MAULIANA SARI

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) - limbah dari industry kelapa sawit —
mengandung selulosa dan hemiselulosa (holoselulosa) tinggi. TKKS dapat
berpotensi digunakan sebagai bahan baku produksi bioetanol. Salah satu metode
yang efektif dan efisien untuk produksi bioetanol kedua yaitu metode simultan
sakarifikasi dan fermentasi (SSF). Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui
kondisi optimum SSF konsentrasi substrat, konsentrasi enzim selulase dan
konsentrasi starter untuk memproduksi bioetanol dari holoselulosa TKKS.
Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode
permukaan respon (RSM) secara faktorial 2° yang terdiri dari 3, yaitu konsentrasi
holoselulosa TKKS (3,3; 5; 7,5; 10; dan 11,7% (b/v)), konsentrasi selulase (16,6;
20; 25; 30; dan 33,4 FPU), dan konsentrasi S. cerevisiae (5,8; 7,5; 10; 12,5; dan
14,2% (vIv)). Proses SSF dilakukan pada suhu 38°C dan goyangan 150 rpm

selama 72 jam. Setelah 72 jam, filtrat diambil dan dianalisa untuk menentukan
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kadar etanol, kadar gula reduksi, dan total koloni S. cerevisiae. Data yang
terkumpul dianalisis untuk mengetahui kondisi SSF yang optimum. Kondisi
optimum belum ditemukan pada penelitian ini. Kondisi SSF terbaik terjadi pada
konsentrasi substrat 10%, konsentrasi enzim 30 FPU, dan konsentrasi starter S.
cerevisiae 12,5%. Kondisi ini menghasilkan kadar etanol tertinggi yaitu 0,812%
(v/v) dengan sisa gula reduksi sebanyak 18,164 g/L dan total koloni S. cerevisiae

sebanyak 5,58 log (koloni/mL).

Kata kunci : Tandan kosong Kkelapa sawit, bioetanol, SSF, selulase,
Saccharomyces cerevisiae.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Persediaan Bahan Bakar Minyak (BBM) di Indonesia semakin menipis.
Selama tahun 2004-2013, total cadangan minyak bumi Indonesia menurun sebesar
12,31% (Statistik Minyak Bumi, 2013). Sugiyono et al. (2014) menyatakan
dalam draft Outlook Energi Indonesia bahwa cadangan minyak bumi di Indonesia
hanya dapat dimanfaatkan + 12 tahun lagi, jika tidak ditemukan cadangan baru.
Hal ini diperkuat dengan turunnya total cadangan minyak bumi Indonesia selama
tahun 2013-2014 dari 7.549,80 Million Stock Tank Barrels (MMSTB) menjadi
7.375,20 MMSTB (Statistik Migas ESDM, 2015). Untuk mengatasi keterbatasan
persediaan BBM tersebut, pemerintah telah berupaya mengembangkan Bahan
Bakar Nabati (BBN) yang tercantum dalam Peraturan Presiden No.5 Tahun 2006.
Salah satu BBN yang sudah dikembangkan yaitu bioetanol.

Bioetanol ada dua macam berdasarkan bahan baku yang digunakan, yaitu
bioetanol generasi pertama, bioetanol generasi kedua dan bioetanol generasi
ketiga. Bioetanol generasi pertama merupakan bioetanol yang berasal dari
tanaman pertanian yang mengandung pati atau gula seperti jagung, singkong,
gandum, dan tebu. Bioetanol generasi kedua yaitu bioetanol yang berasal dari
bahan nabati yang mengandung selulosa dan hemiselulosa (holoselulosa) tinggi.

Bioetanol generasi ketiga merupakan bioetanol yang berasal dari algae yaitu
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mikroalga dan makroalga (rumput laut) (Dragon et al.,, 2010). Bahan
berholoselulosa merupakan alternatif untuk mengatasi bahan berpati yang lebih
banyak dimanfaatkan sebagai bahan pangan dan pakan dibandingkan untuk
produksi bioetanol. Bahan yang mengandung holoselulosa tinggi banyak terdapat
dalam limbah padat agroindustri seperti tandan kosong kelapa sawit (TKKS),
bagas tebu, kulit kakao dan jerami padi. Salah satu limbah padat agroindustri
yang melimpah tetapi belum dimanfaatkan secara maksimal adalah TKKS.

TKKS memiliki potensi sebagai bahan baku bioetanol.  Hal itu
dikarenakan kandungan holoselulosa (selulosa dan hemiselulosa) TKKS cukup
tinggi. Menurut Caecilia (2015), TKKS mengandung 50,13% selulosa dan
24,32% hemiselulosa. Selain itu, TKKS berpotensi sebagai bahan baku bioetanol
karena jumlahnya melimpah. Tahun 2014, jumlah TKKS di Indonesia + 42,17
juta ton.

Proses produksi bioetanol dari TKKS memerlukan beberapa tahap. Tahap
pertama, TKKS diberi perlakuan awal (pretreatment) untuk memisahkan lignin
dari komponen holoselulosa. Pretreatment diperlukan untuk mempermudah
hidrolisis holoselulosa TKKS. Tahap kedua yaitu hidrolisis holoselulosa TKKS
menjadi gula reduksi seperti glukosa. Tahap ketiga yaitu fermentasi dengan
mikroorganisme untuk mengkonversi gula reduksi menjadi etanol. Tahap
keempat yaitu destilasi atau permurnian bioetanol menjadi etanol.

Salah satu metode yang efektif dan efisien dalam memproduksi bioetanol
yaitu Metode Simultaneous Saccharificiaton and Fermentation (SSF). Metode
SSF merupakan proses sakarifikasi dan fermentasi yang dilakukan serentak dalam

satu bioeraktor (Rana et al., 2014). Metode SSF sering digunakan karena biaya
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produksi lebih rendah dan menghasilkan kadar etanol yang lebih tinggi sehingga
metode SSF lebih efisien dan lebih efektif dalam produksi bioetanol (Wyman et
al., 1992) serta mencegah terhambatnya kinerja enzim oleh produk glukosa dan
selobiosa hasil sakarifikasi holoselulosa (Olofsson et al., 2008). Menurut Sutikno
et al. (2013), kondisi hidrolisis TKKS yang optimal pada metode SHF (Separate
Hydrolysis and Fermentation) adalah menggunakan konsentrasi enzim selulase 25
FPU dan konsentrasi substrat holoselulosa 7,5%. Namun belum diketahui kondisi
optimal produksi bioetanol dari TKKS dengan metode SSF. Untuk itu, penelitian

ini dilakukan untuk menemukan kondisi optimum tersebut.

1.2. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kondisi optimum konsentrasi
substrat, konsentrasi enzim selulase dan konsentrasi starter untuk memproduksi

bioetanol dari holoselulosa TKKS dengan metode SSF.

1.3. Kerangka Pemikiran

Bioetanol dari TKKS yang diproduksi secara hidrolisis dan fermentasi
secara terpisah atau yang biasa disebut Separate Hydrolysis and Fermentation
(SHF) masih memiliki kelemahan. Kelemahannya adalah terjadinya inhibisi
kerja enzim selulase secara kompetitif oleh produk hidrolisis yaitu selobiosa yang
menghambat Endo dan Exo-glukanase sedangkan glukosa menghambat f-
glukosidase (Oghren et al., 2007). Selain itu, gula mannosa, xylosa, dan galaktosa

memiliki efek penghambatan yang signifikan pada aktivitas enzim selulase selama
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hidrolisis selulosa (Xiao et al., 2004). Akibatnya, rendemen gula reduksi yang
dihasilkan rendah dan mempengaruhi rendemen etanol juga rendah (Gauss et al.,
1976). Penjelasan tersebut sesuai dengan pendapat Xiao et al. (2004) bahwa
selama proses SHF dapat terjadi akumulasi penghambatan produk hidrolisis
enzimatik (glukosa dan selobiosa) dan penurunan laju reaksi. Salah satu alternatif
untuk mengatasi masalah tersebut dengan melakukan proses hidrolisis dan
fermentasi secara serentak dalam satu biorektor atau yang biasa disebut metode
Simultaneous Saccharificiaton and Fermentation (SSF) (Rana et al., 2014).

Metode SSF dikenal sebagai metode yang efektif dan efisien dalam
memaksimalkan produksi bioetanol dibandingkan dengan metode SHF (Oloffson
et al., 2008). Penggunaan SSF dapat menghasilkan produktivitas yang lebih
tinggi dibandingkan metode SHF. Saat kondisi substrat dan enzim selulase yang
sama, secara teoritis metode SHF menghasilkan derajat konversi glukosa menjadi
etanol + 40% sedangkan SSF dapat mencapai 60% (Stenberg et al., 2000). Gauss
et al. (1976) juga menyatakan bahwa metode SSF dapat meningkatkan rendemen
etanol karena glukosa hasil hidrolisis langsung difermentasi oleh ragi menjadi
etanol. Proses tersebut sangat berfungsi untuk mencegah adanya inhibisi kerja
enzim selulase oleh glukosa dan selobiosa sehingga proses hidrolisis tetap optimal
dan konsentrasi glukosa tetap rendah. Manfaat lainnya adalah waktu reaksi
keseluruhan lebih singkat, dan volume bioreaktor yang lebih rendah (Buruiana,
2013) sehingga lebih efektif dan mengurangi biaya produksi secara keseluruhan
(Rana et al., 2014).

Metode SSF yang digunakan pada TKKS untuk produksi bioetanol belum

optimum. Penyebabnya adalah belum adanya titik optimum konsentrasi substrat
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dan konsentrasi enzim selama proses SSF. Secara teoritis, konsentrasi enzim dan
konsentrasi substrat merupakan faktor yang penting dalam proses SSF. Mandels
et al. (1976) menjelaskan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim yang
digunakan maka semakin cepat proses hidrolisisnya. Namun, pada konsentrasi
tertentu enzim tidak lagi dapat meningkatkan kecepatan reaksi melebihi Vyaxnya.
Penjelasan tersebut menekankan bahwa konsentrasi enzim berbanding linear
dengan kecepatan reaksinya. Hal tersebut diikuti dengan pernyataan Poedjiadi
(1994) yaitu peningkatan konsentrasi substrat dapat meningkatkan kecepatan
reaksi dan gula reduksi yang dihasilkan (Ouyang et al., 2009). Jika peningkatan
konsentrasi substrat dan konsentrasi enzim digunakan dalam metode SSF maka
dimungkinkan kondisi optimum konsentrasi enzim dan substrat berbeda dengan
hasil metode SHF. Sutikno et al. (2013) menemukan kondisi hidrolisis enzimatis
yang terbaik secara SHF untuk TKKS adalah 25 FPU enzim selulase (SQzyme CS
P) dan 7,5% konsentrasi substrat holoselulosa.

Selain konsentrasi enzim dan konsentrasi substrat yang mempengaruhi
hidrolisis, ada beberapa faktor yang mempengaruhi kondisi fermentasi selama
proses SSF. Faktor utama yang mempengaruhi proses fermentasi adalah jenis dan
konsentrasi starter. Selama proses fermentasi sangat penting menggunakan
mikroorganisme yang kuat dalam menghasilkan produktivitas etanol dan toleransi
yang tinggi terhadap senyawa inhibitor dan alkohol (Olsson dan Hahn-Hagerdal,
1993). Salah satu starter yang memiliki ciri-ciri tersebut adalah Saccharomyces
cerevisiae. Konsentrasi starter S. cerevisiae yang optimal yaitu 10% pada
fermentasi tetes tebu (Wardani dan Pertiwi, 2013) dan kulit pisang (Sukowati et

al., 2014). Faktor pendukung yang mempengaruhi proses fermentasi ialah suhu
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inkubasi, waktu fermentasi, dan goyangan. Suhu optimal S. cerevisiae dalam
proses fermentasi adalah 38°C (Tengborg, 2001) dan waktu fermentasi terbaik
untuk TKKS adalah 72 jam (Triwahyuni et al., 2015). Goyangan inkubasi yang
optimal sebesar 150 rpm (Rana et al., 2014).

Berdasarkan penemuan di atas, pada penelitian ini dilakukan optimasi
metode SSF pada holoselulosa TKKS dengan menggunakan 20, 25, 30 FPU
enzim selulase (SQzyme CS P) pada konsentrasi substrat 5 ; 7,5 ; dan 10% (bk/v)
yang difermentasi oleh khamir S. cerevisiae sebesar 7,5%, 10%, dan 12,5% pada

suhu 38°C dengan kecepatan goyangan 150 rpm selama 72 jam.

1.4. Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat kondisi optimum konsentrasi
substrat, konsentrasi enzim selulase dan konsentrasi starter untuk memproduksi

bioetanol dari holoselulosa TKKS dengan metode SSF.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS)

TKKS merupakan limbah padat terbesar dari tandan buah segar (TBS)
dalam industri minyak sawit yang jumlahnya cukup melimpah dan sifatnya
terbarukan. Menurut Fauzi et al. (2005), dari 1 ton tandan buah segar (TBS) yang
diolah akan dihasilkan 23-25% TKKS, 13-15% serat, 6,5% cangkang, 5,5-6% biji
dan 16-20% crude palm oil (CPO). Indonesia memproduksi minyak sawit sekitar
29,34 juta ton pada tahun 2014 (Direktorat Jenderal Perkebunan, 2014).
Diperkirakan jumlah limbah TKKS di Indonesia pada tahun 2014 yaitu 29,34 juta
ton CPO/16% x 23% = + 42,17 juta ton TKKS. TKKS dapat dilihat pada Gambar

1.

Gambar 1. TKKS yang felah dihancurkan.

TKKS termasuk biomassa lignoselulosa yang memiliki banyak potensi
untuk diolah menjadi bermacam-macam produk, namun pemanfaatannya masih

terbatas. Selama ini, TKKS hanya dibakar dan sebagian ditebarkan di lapangan



8
sebagai mulsa. TKKS berpotensi diolah menjadi kompos, pakan ternak, briket,
bahan bakar boiler, pulp, kertas, bioetanol, dan serat (Yanti, 2013). Kandungan
utama TKKS vyaitu lignoselulosa.  Lignoselulosa merupakan karbohidrat
kompleks yang berasal dari tanaman dan tersusun dari lignin, hemiselulosa dan
selulosa. Komponen selulosa, hemiselulosa, dan lignin TKKS secara terperinci
disajikan pada Tabel 1. Karena kandungan holoselulosa TKKS yang tinggi,
TKKS berpotensi sebagai bahan baku produksi bioetanol dengan metode SSF.

Metode SSF secara spesifik diuraikan pada subbab 2.2.

Tabel 1. Komponen Lignoselulosa TKKS

Selulosa Hemiselulosa Lignin Pustaka

45,92% 22,84% 16,49% Darnoko, 1992
42,24% 22,39% 28,24% Wibowo, 1994
45,95% 22,84% 16,49% Arytafatta, 2008
42,30% 28,56% 22,42% Widyasari, 2011
49,76% 28,92% 22,42% Feriandi, 2011 dan Yanti, 2013
50,13% 24,32% 24,15% Caecilia, 2015

Lignin, hemiselulosa dan selulosa membentuk suatu ikatan kimia
kompleks yang menjadi bahan dasar dinding sel tanaman. Susunan struktur
lignoselulosa terdiri dari mikrofibril-mikrofibril selulosa yang membentuk
kluster-kluster, dengan ruang antar mikrofibril terisi dengan hemiselulosa, dan
Kluster-kluster tersebut terikat kuat oleh lignin menjadi satu kesatuan
(Soerawidjaja, 2009). Struktur ikatan lignoselulosa yang kuat dan kokoh tersebut
dikarenakan mikrofibril-mikrofibril selulosa dikelilingi oleh hemiselulosa yang

dihubungkan oleh ikatan kovalen dengan lignin (Gambar 2).
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Gambar 2. Susunan struktur lignoselulosa pada dinding sel tanaman
(Lee etal., 2014).

Lignin adalah zat organik yang terdiri atas sistem aromatik dengan
penyusun molekul utamanya ialah unit-unit fenil propana (Simanjuntak, 2007).
Lignin merupakan senyawa yang keras karena lignin tersusun atas jaringan
polimer 3 dimensi fenolik atau fenilpropanoid bercabang banyak yang berfungsi
sebagai perekat serat selulosa dan hemiselulosa sehingga dinding sel tanaman
mengeras sangat kuat (Sun dan Cheng, 2002). Adanya lignin sebagai pelindung
holoselulosa tidak diinginkan dalam produksi bioetanol. Hal ini dikarenakan
struktur lignin (Gambar 3) sangat kompleks dan tidak berpola sama sehingga
holoselulosa sulit ditembus oleh enzim maupun mikroorganisme. Oleh karena itu,
biomassa lignoselulosa harus diberi perlakuan awal untuk menghilangkan

komponen lignin yang melindungi serat holoselulosa (Hermiati et al., 2010).
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Gambar 3. Struktur lignin (Crestini et al., 2010).

Hemiselulosa merupakan polimer polisakarida heterogen yang larut dalam
alkali. Penyusun utama polimer hemiselulosa adalah unit D-glukosa, D-manosa,
D-galaktosa (heksosan), L-arabiosa (pentosan) dan D-xilosa (Fengel dan
Wegener, 1984). Rantai utama hemiselulosa dapat terdiri atas hanya satu jenis
monomer (homopolimer), seperti xilan, atau terdiri atas dua jenis atau lebih
monomer (heteropolimer), seperti glukomannan. Rantai molekul hemiselulosa
pun lebih pendek daripada selulosa. Struktur hemiselulosa dapat dilihat pada
Gambar 4. Hemiselulosa memiliki sifat non-kristalin dan tidak bersifat serat,
mudah mengembang, lebih mudah larut dalam pelarut alkali dan lebih mudah
dihidrolisis dengan asam. Hemiselulosa dapat dihidrolisis dengan asam atau
enzim. Salah satu enzim yang dapat menghidrolisis hemiselulosa adalah enzim
xilanase. Hasil hidrolisis hemiselulosa adalah produk monomer D-xilosa dan

monosakarida lainnya.
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Gambar 4. Struktur hemiselulosa (Lee et al., 2014).

Selulosa adalah komponen utama dari lignoselulosa. Selulosa merupakan
homopolisakarida dengan monomer glukosa dan derajat polimerisasi yang tinggi
(10.000-14.000 unit). Selulosa terdiri dari monomer D-glukosa atau unit-unit
anhidroglukopiranosa yang terikat pada ikatan -1,4 glikosidik membentuk rantai
molekul linear. Oleh karena itu, selulosa bisa dinyatakan sebagai polimer glukan
dengan struktur rantai yang seragam vaitu glukosa. Mikrofibril selulosa (Gambar
5) mengandung sekitar 50-90% bagian kristal dan sisanya bagian amorf. Ikatan -
1,4 glukosida pada selulosa dapat diputus dengan cara dihidrolisis oleh asam dan
enzim. Hidrolisis selulosa yang sempurna dapat menghasilkan monomer selulosa
yaitu glukosa, dan hidrolisis yang tidak sempurna akan menghasilkan produk
disakarida yaitu selobiosa (Lee et al., 2014). Glukosa tersebut dapat difermentasi

dan menghasilkan etanol. Hal itulah yang menjadi alasan bahwa bahan
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berlignoselulosa terutama yang mengandung selulosa cukup tinggi berpotensi

menjadi bahan baku bioetanol.

Intramolecular hydrogen bond
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HO'
HO
Intermolecular _ 3'\H
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[between H OH
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HO ™ %\
HO—-
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Gambar 5. Struktur selulosa (Lee et al., 2014).

2.2. Metode Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)

Metode SSF lebih dikenal di Indonesia dengan sebutan Hidrolisis dan
Fermentasi Serentak. Metode SSF merupakan kombinasi proses hidrolisis
selulosa dengan menggunakan enzim selulase dan khamir S. cerevisiae untuk
fermentasi gula menjadi etanol secara simultan atau serentak (Novia et al., 2014).
Metode SSF dianggap solusi untuk memecahkan masalah yang terdapat pada
metode SHF yaitu dengan mencegah adanya inhibisi kerja enzim hidrolisis oleh
produk glukosa dan selubiosa.

Metode SSF (Gambar 6) ini lebih efisien dan efektif dibandingkan dengan
metode SHF (Oloffson et al., 2008). Penggunaan SSF juga menghasilkan
produktivitas etanol yang lebih tinggi dibandingkan metode SHF. Saat kondisi
substrat dan enzim selulase yang sama, metode SHF menghasilkan derajat

konversi glukosa menjadi etanol sekitar 40% sedangkan SSF dapat mencapai 60%
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(Stenberg et al., 2000). Studi menunjukkan bahwa laju hidrolisis dapat meningkat
oleh konversi gula, volume bioreaktor yang lebih rendah (Buruiana, 2013),
rendemen bioetanol yang lebih tinggi dengan penggunaan enzim lebih sedikit
(Chandel et al., 2007) dari yang dibutuhkan dalam hidrolisis enzimatik biasa. Hal
tersebut dikarenakan proses fermentasi simultan dapat memperpendek lamanya
waktu yang dibutuhkan ragi untuk mengkonversi glukosa menjadi etanol sehingga
waktu reaksi keseluruhan untuk mengkonversi biomassa menjadi etanol
dipersingkat (Gauss et al., 1976). Manfaat lainnya dari penggunaan metode SSF
ialah efisiensi penggunaan peralatan dan investasi biaya produksi dapat ditekan

sebesar 20% (Wingren, 2003).
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Gambar 6. Tahapan proses pembuatan etanol dengan metode SSF
(Olofsson et al., 2008)

Metode SSF juga memiliki kelemahan yaitu proses hidrolisis dan
fermentasi masing-masing memiliki rentang suhu optimum yang berbeda.
Kondisi optimum aktivitas enzim selulase terjadi pada pH 4,8 dan suhu 50°C
(Samsuri et al., 2009), sedangkan mikroorganisme fermentasi etanol seperti S.

cerevisiae memiliki kondisi optimumnya pada suhu sekitar 30°C dan pH 4-5
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(Wasungu, 1982) serta membutuhkan sedikit oksigen terutama pada awal
pertumbuhan (Hidayat et al., 2006). Hal ini dikarenakan sebagian ragi hanya
dapat tumbuh baik pada kondisi suhu 20°C < T < 40°C. Oleh karena itu, kondisi
optimum enzim dan mikroorganisme seharusnya berdekatan agar proses SSF
dapat berjalan secara maksimal.

Menurut Tengborg (2001), suhu optimum teknik ini terjadi pada suhu
38°C jika menggunakan enzim selulase sebagai penghidrolisis dan S. cerevisae
mikroorganisme penghasil etanol.  Faktor yang mempengaruhi kinerja S.
cerevisae dalam proses SSF adalah kondisi selama proses seperti jumlah padatan
tidak larut dan konsentrasi komponen penghambat pada media SSF (Hoyer et al.,
2010). Konsentrasi substrat untuk metode SSF biasanya sekitar 10% (padatan
tidak larut air), dosis enzim 10-20 FPU/g selulosa, dan konsentrasi khamir 1,50-3
g/L selama 72 jam (Sun dan Cheng, 2002). Sebelum proses sakarifikasi dan
fermentasi, TKKS harus diberi perlakuan awal terlebih dahulu. Perlakuan awal,

proses sakarifikasi dan proses fermentasi diuraikan di bawah ini.

2.2.1. Perlakuan Awal TKKS

Biomassa berbasis lignoselulosa memerlukan perlakuan awal atau yang
dikenal dengan pretreatment (proses delignifikasi) sebelum biomassa dihidrolisis
dan difermentasi. Proses delignifikasi dibutuhkan untuk memutus rantai polimer
yang panjang menjadi rantai polimer yang lebih pendek, meningkatkan daerah
amorf (menurunkan derajat kristalinitas) dan memisahkan bagian lignin dari
holoselulosa. Proses pretreatment yang tepat (Gambar 7) akan meningkatkan

efisiensi proses hidrolisis dengan cara memperluas permukaan kontak substrat
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dengan enzim (Mergner et al., 2013). Akan tetapi, pemilihan metode untuk
pretreatment akan mempengaruhi proses selanjutnya. Kondisi yang tidak
diinginkan selama proses pretreatment akan membuat terbentuknya produk
parsial hemiselulosa dan lignin serta senyawa toksik atau inhibitor yang dapat

mengurangi kinerja enzim maupun mikroorganisme.

Crystalline

region Amorphous

- === Lignin
= === Cellulose

----- +Hemicellulose

PRETREATMENT

Gambar 7. Skema Pretreatment Bahan Berlignoselulosa (Mosier et al., 2005)

Pretreatment dapat dilakukan secara fisik, kimia, biologis, ataupun
kombinasi dari metode-metode itu. Penggunaan metode pretreatment telah
dilakukan pada biomassa yang berbeda-beda, dan hasilnya bervariasi untuk setiap
metode maupun jenis bahan yang digunakan (Isroi et al., 2011). Setiap metode
pretreatment tersebut memiliki kelebihan dan kekurangan masing-masing
sehingga perlu dipertimbangkan untuk memilih metode pretreatment yang tepat
agar proses konversinya dapat berjalan optimal.

Jenis pretreatment yang sering digunakan pada substrat TKKS ialah

pretreatment secara kimia ataupun pretreatment dengan kombinasi bahan kimia
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(asam atau basa) dan steam (tipe fisik-kimia). Menurut Remli et al. (2014),
metode pretreatment menggunakan larutan basa akan meningkatkan efektifitas
proses hidrolisis enzimatis dengan cara meningkatkan aksesibilitas enzim pada
permukaan selulosa. Penggunaan senyawa basa yang sering digunakan untuk
pretreatment TKKS adalah NaOH. Menurut Sutikno et.al. (2010), penggunaan
NaOH pada limbah agroindustri dapat mendegradasi lignin lebih dari 99% setelah
perendaman dalam larutan NaOH 1 M pada suhu ruang selama 48 jam atau pada
suhu 121°C selama 15 menit atau lebih. NaOH bekerja dengan menyerang dan
merusak struktur lignin, bagian kristalin dan amorf, memisahkan sebagian lignin
dan hemiselulosa serta menyebabkan penggembungan struktur selulosa.
Konsentrasi basa yang semakin tinggi, maka gugus-gugus —OH akan lebih mudah
dimasuki air, sehingga antar ruang molekul-molekul selulosa akan mengandung
air (Achmadi, 1990). Hal ini menunjukkan bahwa pretreatment secara basa lebih

efektif digunakan untuk proses biokonversi TKKS.

2.2.2. Sakarifikasi Enzimatis

Proses hidrolisis pada biokonversi TKKS berfungsi untuk memecah rantai
panjang polimer karbohidrat yaitu holoselulosa (hemiselulosa dan selulosa)
menjadi monomer-monomer gula reduksi.  Hidrolisis sempurna selulosa
menghasilkan glukosa, sedangkan hemiselulosa menghasilkan beberapa monomer
gula pentosa (Cs) dan heksosa (Ce) (Septiyani, 2011). Hal ini berdasarkan
perbedaan dari senyawa-senyawa penyusun selulosa dan hemiselulosa (Mergner

etal., 2013).
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Proses hidrolisis dalam produksi bioetanol dapat dilakukan secara kimia
(menggunakan senyawa asam) dan enzimatis. Prinsip kedua metode hidrolisis
tersebut sama—sama memecah holoselulosa menjadi gula sederhana tetapi secara
mekanisme reaksinya berbeda-beda. = Mekanisme hidrolisis asam bersifat
memecah ikatan selulosa secara acak, sehingga dapat menghasilkan produk selain
glukosa, yaitu  furfural, 5-hydroxymethylfurfural (HMF), asam levulinik
(levulinic acid), asam asetat (acetic acid), furan, fenolik dan beberapa senyawa
lain yang tidak diharapkan. Kelemahan lain dari penggunaan asam ialah dapat
menimbulkan degradasi gula selama reaksi hidrolisis sehingga rendemen glukosa
dan etanol menurun (Howard et al., 2003), dan terhambatnya proses fermentasi
oleh senyawa inhibitor tersebut serta senyawa asam dapat menimbulkan korosif
pada lingkungan (Taherzadeh dan Karimi, 2007).

Hidrolisis secara enzimatik yaitu proses hidrolisis menggunakan jamur
penghasil enzim atau menggunakan enzim murni yang bekerja lebih spesifik
dengan memecah ikatan (-glikosidik pada substrat tertentu sehingga tidak
terbentuk produk atau senyawa yang tidak diharapkan. Oleh karena itu, proses
hidrolisis secara enzimatik dinilai lebih menguntungkan dan aman dibandingkan
dengan penggunaan asam. Proses hidrolisis secara enzimatis ini memerlukan
kondisi yang khusus, biasanya kondisi optimum proses hidrolisis terdapat pada
pH 5,0 dan suhu 45-55°C (Tengborg, 2001). Proses ini tidak menimbulkan korosi
maupun pembentukan senyawa inhibitor tetapi kelemahannya adalah reaksi proses
yang sedikit lebih lambat dan mahalnya harga enzim murni yang digunakan.

Enzim selulase merupakan enzim yang kompleks dan termasuk salah satu

enzim jenis hidrolisis. Hal itu dikarenakan aktivitas selulase dapat memutus
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ikatan B (1-4) pada selulosa menjadi monomernya (Poedjiadi, 1994). Satuan
untuk konsentrasi enzim selulase dinyatakan dalam Filter Paper Unit (FPU).
FPU menyatakan jumlah unit enzim yang ada pada 1 mL enzim untuk
menghidrolisis 50 mg selulosa menjadi 2 mg glukosa/mL dalam waktu satu menit
(Mandels et al., 1976).

Prinsip kerja enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa yaitu penetrasi
substrat sehingga substrat terikat ke enzim secara reversible, kemudian
membentuk suatu enzim-substrat yang kompleks. Kompleks ini disebut sebagai
kompleks Michaelis. Setelah itu, enzim akan mengatalisis reaksi kimia dan
melepaskan produk monomer glukosa. Reaksi kerja enzim dapat dipercepat
hingga 10° sampai 10™ kali reaksi dengan cara menurunkan energi aktivasi reaksi
kimia yaitu dengan kondisi proses pada suhu dan tekanan yang rendah (Poedjiadi,
1994). Struktur selulosa yang rigid dan resisten terhadap aksi individual selulase
dapat dikonversi oleh subgrup enzim selulase yang bekerja secara sinergis.

Ada tiga jenis enzim yang tersusun dalam group enzim selulase yang
bekerja secara sinergis tersebut yaitu :

1. Endo-B-1,4-D-glukanase  (endoselulase,  carboxymethylcellulase  atau
CMCase) penyusun utama enzim yang bertugas memecah ikatan internal
glikosidik yang berada diantara rantai glukan yang runtuh atau struktur
kristalin selulosa dan membuka rantai polisakarida.

2. Ekso-B-1,4-D-glukanase atau Ekso-B-1,4-D-selebiohidrase yang juga
merupakan penyusun utama enzim yang bertugas memecah dimer selobiosa
dari rantai glukan lalu melepaskannya kedalam larutan dan bertugas

membelah 2-4 unit dari akhir rantai yang diproduksi oleh endoselulase dan
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menghasilkan tetrasakarida atau disakarida serta menghasilkan monosakarida
berupa glukosa.

3. B-glukosidase (cellobiase) yang bertugas menyempurnakan proses yaitu
menghidrolisis produk dari enzim eksoselulase menjadi monosakarida seperti

selulosa menjadi glukosa dan memecah selobiosa menjadi monomer glukosa

(Gambar 8).
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Gambar 8. Mekanisme Kkerja subgroup enzim selulase dalam menghidrolisis
selulosa (Markulak et al., 2010).

Mekanisme kerja enzim tersebut bergantung dengan faktor—faktor yang
mempengaruhinya. Menurut Taherzadeh dan Karimi (2008), faktor-faktor yang
mempengaruhi proses hidrolisis enzimatis adalah metode perlakuan awal yang
digunakan, aktivitas dan konsentrasi enzim dan kondisi proses hidrolisis seperti
suhu, pH dan adanya inhibitor, kualitas dan konsentrasi substrat. Sedangkan
menurut Poedjiadi (1994), ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi kinerja

enzim yang meliputi :
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Peningkatan konsentrasi substrat dan konsentrasi enzim akan meningkatkan
kecepatan reaksi.
Penurunan konsentrasi substrat dan konsentrasi enzim yang tetap akan
menambah kecepatan reaksi.
Peningkatan suhu pada kondisi proses hidrolisis dapat menyebabkan
denaturasi pada enzim, sehingga bagian sisi aktifnya terganggu yang
mengakibatkan konsentrasi spesifik enzim berkurang dan kecepatan reaksinya
menurun.
Tingkat keasaman (pH) yang tinggi dapat menyebabkan proses denaturasi
yang dapat mengakibatkan penurunan aktivitas enzim.
Adanya inhibitor irreversibel maupun inhibitor reversibel yang dapat

menurunkan kerja enzim (Gambar 9).
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Gambar 9. Senyawa-senyawa inhibitor yang dapat terbentuk selama proses
hidrolisis lignoselulosa (Santi, 2012).
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2.2.3. Fermentasi Holoselulosa

Proses fermentasi adalah proses konversi gula reduksi hasil hidrolisis
menjadi etanol yang secara biologis dilakukan oleh mikroorganisme (Gambar 10).
Proses konversi gula heksosa seperti glukosa umumnya memerlukan kondisi
anaerobik untuk memaksimalkan pembentukan etanol. Sedangkan dengan
kondisi aerobik, proses fermentasi akan menghasilkan gas CO,, H,O dan energi.
Persamaan reaksi proses fermentasi anaerobik dapat dilihat pada persamaan

berikut.

yeast+ enzyme

n(C6H1206) S——— Zn(CH:gCHQOH) + 2n(C02)

Etanol dan CO, yang terbentuk dari proses fermentasi ini dapat menghambat
proses fermentasi (end-product inhibition). Diperlukan teknik fermentasi yang
dapat meminimalisasi peran inhibitor tersebut karena mikroorganisme yang
mengkonversi glukosa menjadi etanol tidak tahan terhadap senyawa alkohol pada

konsentrasi tertentu.
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Gambar 10. Proses konversi glukosa menjadi etanol (Pelczar et al., 1993).
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Berbagai macam mikroorganisme seperti khair dapat digunakan pada
fermentasi dengan produk hasil berupa etanol. Salah satu khamir yang
berpotensial untuk menghasilkan etanol adalah Saccharomyces cerevisiae. Secara
umum khamir dapat tumbuh dan memproduksi etanol secara optimal pada pH 3,5-
6,0 dan suhu 30-37°C (Frazier dan Westhoff, 1978). S. cerevisiae yang termasuk
golongan eukariot yang mudah didapatkan dan dibiakkan dengan ciri ciri
umumnya Yyaitu tidak mempunyai hifa dan tubuh buah (Haetami et al., 2008).
Khamir ini berbentuk bulat atau oval seperti telur, lonjong, memanjang dengan
diameter 5-20 mikrometer dan menghasilkan pseudomiselium (Pelczar dan Chan,
2008). S. cerevisiae berkembang biak secara seksual dengan pembentukan
askospora (Volk dan Wheeler, 1993).  Strukturnya mempunyai dinding
polisakarida kompleks yang menutup protoplasma dan di bawahnya terletak
membran sel. S. cerevisiae merupakan organisme fakultatif anaerob yang dapat
hidup baik sistem aerob maupun anaerob atau semi anaerob yaitu sedikir
kandungan oksigen yang terlarut untuk mencerna glukosa dan menghasilkan
karbon dioksida dan energi (Buckle et al., 2007).

S. cerevisiae memiliki daya konversi menjadi etanol yang tinggi dan
mempunyai toleransi terhadap kadar etanol yang tinggi. Metabolit utamanya
berupa etanol, CO; dan air, juga sedikit menghasilkan metabolit lainnya (Frazier
dan Westhoff, 1978). Setiap 1 mol glukosa terfermentasi menghasilkan 2 mol
etanol, CO, dan ATP. Oleh karena itu, secara teoritis setiap 1 g glukosa yang
difermentasi menghasilkan 0,51 g etanol (Wahyudi et al., 2010). Namun
kenyataannya, biasanya etanol yang dihasilkan tidak melebihi 90-95% dari hasil

teoritis. Hal ini dikarenakan sebagian nutrisi digunakan untuk sintesa biomassa
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dan memelihara reaksi. Rekasi samping juga dapat terjadi, yaitu terbentuknya
gliserol dan suksinat yang dapat mengkonsumsi 4-5% substrat (Ojokoh dan Uzeh,
2005).

Ada 2 jenis metode fermentasi untuk memproduksi etanol. Metode
pertama ialah hidrolisis dan fermentasi terpisah yang lebih dikenal Separated
Hydrolysis And Fermentation (SHF) dan metode kedua adalah sakarifikasi dan
fermentasi simultan yang lebih dikenal Simultaneous Saccharification and
Fermentation (SSF) (Rana et al., 2014). SHF ialah metode produksi bioetanol
dimana proses hidrolisis substrat dan proses fermentasi berlangsung secara
terpisah. Keuntungan dari SHF adalah hidrolisis oleh enzim selulase dan
fermentasi oleh mikroorganisme dapat dilakukan pada masing-masing kondisi
optimum (Taherzadeh and Karimi, 2007). Namun, Etanol dan CO;, yang
terbentuk dari proses fermentasi ini dapat menghambat proses fermentasi (end-
product inhibition). Oleh kerena itu, diperlukan metode fermentasi yang dapat
meminimalisasi peran inhibitor tersebut. Metode SSF adalah metode produksi
bioetanol yang menggabungkan tahapan hidrolisis enzimatik dengan tahap
fermentasi berlangsung dalam satu bioreaktor dan waktu yang bersamaan

(Olofsson et al., 2008).

2.3. Bioetanol

Bioetanol dari hasil SSF yang telah dimurnikan menjadi etanol dapat
dimanfaatkan sebagai pengganti BBM untuk mengatasi cadangan minyak bumi
yang semakin menipis. Penggunaan etanol dapat menggantikan premium.

Kelebihan etanol adalah bahan bakar tersebut ramah lingkungan dan dapat
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diperbaharui. Bioetanol atau etil alkohol (C;HsOH atau CH3;CH,OH) adalah
cairan tidak berwarna hasil proses fermentasi gula dari sumber karbohidrat (pati)
menggunakan bantuan mikroorganisme untuk menjadi etanol (Samah et al.,
2011). Bioetanol memiliki kandungan oksigen yang lebih tinggi yaitu sekitar
35% yang membantu proses pembakaran lebih sempurna, bernilai oktan lebih
tinggi (118) dan lebih ramah lingkungan karena mengandung emisi gas CO yang
lebih rendah sekitar 19-25% (Indarto, 2005).

Berdasarkan bahan bakunya, ada tiga generasi biomassa bioetanol yaitu
bioetanol generasi pertama, kedua, dan ketiga. Bioetanol generasi pertama adalah
bioetanol yang diproduksi dari bahan baku yang mengandung pati seperti ubi
kayu, ubi jalar, nira tebu, jagung, gula beet, sorgum, kentang, gandum dan
sebagainya. Proses pengolahannya dengan bahan berpati digiling lalu dihidrolisis
menggunakan asam atau enzim a-amilase untuk mengubah pati menjadi dextrin
(proses liquifikasi) kemudian dextrin diubah lagi oleh gluko-amylase menjadi
monomer glukosa (proses sakarifikasi) yang dapat difermentasi menjadi etanol
(Hapsari dan Pramashinta, 2013). Namun, bioetanol generasi tersebut masih
banyak dimanfaatkan sebagai bahan pangan dan pakan dibandingkan untuk energi
terbarukan sehingga dikembangkan bahan berbasis non pangan (generasi kedua)
untuk produksi bioetanol.

Bioetanol generasi kedua adalah bioetanol yang diproduksi dari limbah
biomassa yang mengandung lignoselulosa. Bahan berlignoselulosa adalah bahan
yang mengandung selulosa dan hemiselulosa (holoselulosa) tinggi yang terdapat
dalam limbah padat agroindustri seperti bagas tebu, jerami padi, batang sawit,

tongkol dan batang jagung, kulit cokelat, dan tandan kosong kelapa sawit (TKKS)
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(Sutikno dan Nawansih, 2014). Proses pembuatan bioetanol berbasis
lignoselulosa terdiri dari tiga tahapan utama, yaitu perlakuan awal untuk
menghilangkan lignin, hidrolisis dan fermentasi (Gambar 11). Produksi dari
generasi kedua ini juga memiliki kendala yaitu tingginya kandungan lignin,
memerlukan teknologi mahal dan tidak ekonomis dalam produksi skala besar
(Brennan dan Owende, 2010). Oleh karena itu, beberapa tahun ini dikembangkan
biomassa (generasi ketiga) yang tidak bertentangan dengan produksi pangan,

pakan ternak dan produknya lainnya yang berasal dari tanaman (Chisti, 2007).
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Gambar 11. Tahapan proses produksi bioetanol generasi kedua dari biomasa
lignoselulosa (Walker, 2011).
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Bioetanol generasi ketiga merupakan bioetanol yang menggunakan bahan
baku dari kelompok algae yaitu mikroalga dan makroalga (rumput laut) (Dragon
et al., 2010). Tahapan proses produksi bioetanol dari generasi ketiga dapat dilihat
pada Gambar 12. Kelompok algae yang dapat dijadikan biomassa bioetanol
adalah mikroalga (Anabena, Botryococcusi, Chlamydomonas, Dunaliella,

Chlorella, Euglena, Porphyridium, Prymnesium, Scenedesmus, Spirogyra sp,
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Spirulina, Synechoccus, Tertaselmis), dan makroalga (rumput laut) (Dragon et al.,
2010).  Produksi bieotanol dari algae dengan memanfaatkan lemak dan
holoselulosanya. Kelompok algae dipilih karena terbukti dapat tumbuh dan tahan
pada berbagai lingkungan, persediaannya cukup dan aman, sedikit mengandung
lignin atau tidak ada lignin sama sekali, pertumbuhannya cepat, dan berperan
dalam pengurangan efek rumah kaca. Selain itu, algae mampu tumbuh pada air
limbah dan mengkonversi CO, menjadi biomassa yang berguna serta mampu
menghasilkan biofuel tanpa mengganggu persediaan pangan, biodiversiti
mikroorganisme, dan tanaman pertanian (Chaudhary et al., 2014). Salah satu
limbah rumput laut yang dapat dimanfaatkan dalam produksi bioetanol adalah
Eucheuma cottonii dalam bentuk bubur. Namun, bioetanol generasi ketiga ini
membutuhkan metode khusus agar biomassa tersebut dapat digunakan dalam
kondisi kering (Mauliana, 2015). Oleh karena itu, saat ini masih banyak

mengembangkan metode yang tepat untuk produksi bioetanol berbasis

lignoselulosa.
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Gambar 12. Tahapan proses produksi bioetanol generasi ketiga
(Goh dan Lee, 2010).



I11. BAHAN DAN METODE

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Analisis Hasil Pertanian,
Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian Jurusan Teknologi Hasil Pertanian,
Fakultas Pertanian, Laboratorium Ekologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung dan Laboratorium Terpadu
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Islam Indonesia,

Yogyakarta pada bulan Oktober sampai November 2015.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah biomassa limbah
agroindustri TKKS yang diperoleh dari perkebunan kelapa sawit PTPN VII di
Bekri, Lampung Tengah. Enzim yang digunakan untuk hidrolisis adalah enzim
selulase (SQzyme CS P-acid cellulose) CSP-B yang diperoleh dari Suntag
International Limited di Shenzhen, China. Ragi yang digunakan untuk starter
Sacharomyces ceriviceae adalah ragi roti (Fermipan, produksi PT. Sangra Ratu
Boga). Bahan kimia lain yang digunakan antara lain : natrium hidroksida
(NaOH), air suling, media YPD agar (yeast, pepton, dextrose), yeast ekstrak agar

(Oxoid), natrium klorida (Merck), pereaksi Nelson A, Nelson B, arsenomolibdat
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(Medica), alkohol 70%, asam sitrat, dan natrium sitrat yang didapatkan dari
Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
Alat-alat yang digunakan antara lain shaker water bath (Polyscience), Gas
Chromatography, grinder, oven (Philip Harris Ltd), spektrofotometer (Thermo
Scientific Genesys 20), inkubator (Heraeus D-6450 Hanau), autoklaf
(Wiseclave™), colony counter (Stuart Scientific, made in The UK), timbangan 4
digit (AY220 Shimadzu), ayakan (40 mesh), hot plate (Cimerec3), blender
(Miyako tipe BL-152 GF), vortex (Termolyne Maxi Mix plus™), mikropipet
1000pL (Thermo Scientific, Finnpipette F3), erlenmeyer 500 mL (Pyrex), beaker
glass 500 mL (Pyrex), gelas ukur 500 mL (Pyrex), botol sampel ulir 30 mL,
jerigen, loyang, cawan petri (Normax), tabung reaksi, rak tabung, corong, kertas

saring, alumunium foil, kapas, dan pipet tetes.

3.3. Metode dan Pengumpulan Data Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui rancangan percobaan metode permukaan
respon (Response Surface Method) untuk menemukan kondisi optimum dalam
memproduksi bioetanol dari TKKS. Metode RSM adalah suatu metode yang
menggabungkan eknik matematika dengan teknik statistika yang digunakan untuk
membuat model dan menganalisa suatu respon (hasil) yang dipengaruhi oleh
beberapa variabel bebas atau faktor, dengan tujuan mengoptimalkan respon
tersebut (Montgomery, 2005). Desain percobaan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah two level factorial design atau secara faktorial 2° yang terdiri
dari 3 variabel bebas yang dicobakan yaitu konsentrasi substrat (X1), konsentrasi

enzim selulase (Xz) dan konsentrasi starter (X3) dengan variabel responnya adalah
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kadar etanol, kadar gula reduksi akhir dan total koloni. Satuan percobaan
penelitian ini dengan desain percobaan faktorial 2° terdiri atas 8 unit percobaan
faktorial, 6 ulangan center point dan 6 pengaruh kuadrat (Iriawan dan Astuti,
2006). Optimasi kondisi sakarifikasi dan fermentasi serentak dilakukan dengan
berbagai konsentrasi substrat (5%; 7,5% ; 10%) dan konsentrasi enzim (20, 25,
30 FPU) dan konsentrasi starter (7,5% ; 10% ; 12,5%). Faktor, kode dan taraf
perlakuan metode RSM faktorial 2° dengan 3 variabel bebas dapat dilihat pada
Tabel 2 dan rancangan percobaan RSM pada penelitian ini dapat dilihat pada
Tabel 3.

Tabel 2. Faktor, kode dan taraf perlakuan metode RSM secara faktorial 2° dengan
3 variabel bebas pada proses pembuatan bioetanol dari TKKS.

Taraf Kode
No. Faktor Kode -0 Rendah | Tengah | Tinggi | +a
-1,68 -1 0 +1 +1,68

Konsentrasi

1| substrat (%) Xi | 33 5 7,5 10 | 11,7
Konsentrasi enzim

2 | selulase (FPU) X, | 166 20 25 30 | 334
Konsentrasi starter

3 (%) X3 5,8 75 10 125 | 14,2

Keterangan :

a =2k

k = jumlah faktor atau variabel bebas
jadi a=1/23 =1,682

3.4. Pelaksanaan penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui dua tahapan, yaitu tahap pertama adalah
perlakuan pretreatment TKKS secara basa, dan optimasi tahap sakarifikasi dan
fermentasi serentak. Parameter yang diamati adalah kadar etanol, kadar gula

reduksi akhir dan total koloni S. cereviciae. Data hasil analisis kadar etanol dan
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gula reduksi dianalisis dengan program Minitab 17 dan disajikan dalam bentuk
grafik. Data total koloni S. cereviciae disajikan dalam bentuk tabel dan grafik
serta dianalisis secara deskriptif.

Tabel 3. Rancangan percobaan menggunakan metode RSM secara faktorial 2°
dengan 3 variabel bebas (Iriawan dan Astuti, 2006)

Konsentrasi Substrat Konsentrasi Enzim Konsentrasi Starter
(Run) (X1) (X2) (Xs
Taraf Kode (%) Taraf Kode | (FPU) | Taraf Kode (%)

1 -1 5 -1 20 -1 7,5
2 1 10 -1 20 -1 7,5
3 -1 5 1 30 -1 7,5
4 1 10 1 30 -1 7,5
5 -1 5 -1 20 1 12,5
6 1 10 -1 20 1 12,5
7 -1 5 1 30 1 12,5
8 1 10 1 30 1 12,5
9 -1,682 3,3 0 25 0 10
10 1,682 11,7 0 25 0 10
11 0 7,5 -1,682 16,6 0 10
12 0 7,5 1,682 33,4 0 10
13 0 7,5 0 25 -1,682 5,8
14 0 7,5 0 25 1.682 14,2
15 0 7,5 0 25 0 10
16 0 7,5 0 25 0 10
17 0 7,5 0 25 0 10
18 0 7,5 0 25 0 10
19 0 7,5 0 25 0 10
20 0 7,5 0 25 0 10

Keterangan :

-1,682 = titik terendah perlakuan

-1 = titik rendah perlakuan

0 = titik tengah perlakuan

+1 = titik tinggi perlakuan

1,682 = titik tertinggi perlakuan

3.4.1. Persiapan Bahan Baku

TKKS dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan oven pada suhu 105°C

sampai berat konstan (3-5 jam). Kemudian, TKKS digrinder dan disaring dengan
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ukuran 40 mesh (Samsuri et al., 2007). Sampel dengan ukuran 40 mesh lebih
baik digunakan agar selulosa yang dikonversi menjadi etanol lebih optimal.

Proses persiapan bahan baku dapat dilihat pada Gambar 13.

@ Kosong Kelapa Sawit (TKKS)
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Pengeringan (T: 105°C) sampai berat konstan
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@( TKKS siap untuk di—pretreeD

Gambar 13. Persiapan bahan baku (Samsuri et al., 2007 yang dimodifikasi)

3.4.2. Pretreatment Menggunakan Basa

Pretreatment TKKS menggunakan basa dilakukan dengan menggunakan
metode Sutikno et al. (2013) (Gambar 14). Lima belas gram bubuk TKKS kering
dimasukkan dalam Erlenmeyer ukuran 500 mL dan ditambah 300 mL larutan
NaOH 1 M. Setelah itu, sampel dihomogenisasi menggunakan shaker dengan
kecepatan 100 rpm selama 3 (tiga) menit dan dipanaskan dalam autoclave pada
suhu 121°C selama 15 menit. Setelah itu, sampel disaring dan dibilas dengan
3000 mL akuades untuk menghilangkan lignin dan larutan NaOH. Bagian padat

(holoselulosa) TKKS dikeringkan dalam oven sampai berat konstan.
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@elas gram bubuk TKKS @

NaOH 1 M I
300 mL Bubuk TKKS —> ke dalam Erlenmeyer 500 mL

v

Homogenisasi menggunakan shaker (n: 100 rpm dan t: 3 menit)

v

Sterilisasi (T: 121°C, p: 1 atm, dan t: 15 menit)

v

Penyaringan dan Pembilasan

v

Pengeringan holoselulosa TKKS basah hingga berat konstan

v

Penghalusan holoselulosa TKKS kering

v

@( Holoselulosa TKKS @

Gambar 14. Proses pretreatment menggunakan basa (Sutikno et al., 2013)

Akuades
3000 mL

3.4.3. Penentuan Aktivitas Enzim

Penentuan aktivitas enzim selulase diuji dengan metode Mandels (1987)
yang dimodifikasi. Sebanyak 0,5 mL enzim selulase dengan pengenceran 10" —
10" dicampur dengan 1 mL natrium sitrat (0,05 M, pH 4,8) dan dimasukan ke
dalam tabung reaksi, serta dimasukan kertas saring Whatman No.1 dengan ukuran
1x6 cm (50 mg). Tabung reaksi yang sudah berisi selulosa (kertas saring), enzim
selulase, dan buffer sitrat diinkubasi pada suhu 50°C selama 60 menit. Setelah
didinginkan, filtrat diukur kadar gula reduksi dengan metode Nelson-Somogyi
dalam Sudarmadji et al., (1984) pada panjang gelombang 540 nm. Hasil

pengukuran diplotkan pada kurva standar. Konsentrasi pengenceran enzim yang
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menghasilkan kadar gula reduksi sebanyak 2 mg dihitung aktivitasnya dengan
persamaan Mandels (1987) sebagai berikut.

Satuan FPU berdasarkan pada International Unit (1U) :
11U = 1 pmol.menit™ dari substrat yang dikonversi
=1 pmol.menit™ dari glukosa (gula reduksi) yang terbentuk selama hidrolisis

= 0,18 mg.menit™ glukosa yang diproduksi

Jumlah glukosa yang dilepaskan dalam pengujian aktivitas (FPU) pada
pengenceran adalah 2 mg :
2 mg glukosa = 2/0,18 pmol

Jumlah glukosa ini telah dihasilkan oleh 0,5 mL enzim selama 60 menit, dalam
FPU:

2 mg glukosa = 2/0,18 x 0,5 x 60 pmol.menit*.mL™

2 mg glukosa = 0,37 pmol.menit*.mL™* (IU.mL™?)
Oleh karena itu, perkiraan jumlah enzim (critical enzym concentration = mL.mL")

yang melepaskan 2 mg glukosa dalam FPU mengandung 0,37 unit, dan

1

Konsentrasi enzim = ————
pengenceran

0,37 '
FPU = konsentrasi enzim yang melepaskan 2 mg glukosa unit/ml
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3.4.4. Produksi Etanol dengan Metode SSF
3.4.4.1. Persiapan Kultur Saccaromyces ceriviceae

Sebanyak 7,0 gram media agar YPD dilarutkan dalam 100 mL aquadest
dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirer hingga larutan menjadi bening.
Larutan media agar YPD tersebut disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit.
Sepuluh mL media YPD agar yang telah disterilisasi dituang kedalam tabung
reaksi ukuran 20 mL lalu didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat
pada kondisi steril.

Satu gram ragi roti (S. ceriviceae) dilarutkan dalam 10 mL air suling dan
dihomogenkan menggunakan vortex. Sebanyak 1 loop larutan ragi diinokulasikan
pada media agar miring dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. Sebanyak
3 loop ragi dari media agar miring diinokulasikan pada larutan media YDP broth
5% steril kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam (Suh et al., 2007).
Larutan tersebut disebut kultur S. cerevisae dan akan diinokulasikan pada hasil

hidrolisis TKKS.

3.4.4.2. Sakarifikasi dan Fermentasi Serentak (SSF)

Proses sakarifikasi dan fermentasi serentak atau simultan (SSF) dengan
metode Vintila et al. (2011) yang telah dimodifikasi. Substrat bubuk holoselulosa
TKKS dengan berbagai konsentrasi (5% ; 7,5% ; 10% (b/v)) dimasukkan dalam
tabung reaksi ukur 30 mL dan ditambahkan media nutrisi (yeast ekstrak 1% (b/v)
dan pepton 2% (b/v)) dan buffer sitrat hingga 12 mL pH 4,5 kemudian disterilisasi

pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah sampel didinginkan dalam suhu
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kamar, lalu ditambahkan enzim selulase sebanyak 1,5 mL dengan berbagai

konsentrasi yaitu 20, 25, 30 FPU (v/v) dan starter S. cerevisiae dengan berbagai

konsentrasi (7,5% ; 10% ; 12,5% (v/v)) hingga total filtrat 15 mL. Sampel

tersebut diinkubasi di dalam shaker water bath pada suhu 38°C dengan kecepatan

goyangan reciprocating shaker 150 rpm selama 72 jam. Filtrat dari hasil inkubasi

tersebut dianalisis kadar gula reduksinya menggunakan Metode Nelson-Somogyi.

Media nutrisi (yeast
ekstrak 1% (b/v) dan
pepton 2% (b/Vv))
dan buffer sitrat pH
4,5 hingga 12 mL

1,5 mL enzim

Bubuk holoselulosa TKKS
(5% ; 7,5% ; 10% (b/v))

Sampel > ke dalam
tabung reaksi ulir 300 mL

A 4

Sterilisasi (T: 121°C dant: 15 menit)

v Starter S. cereviciae

selulase berbagai
konsentrasi (20, 25,

berbagai
konsentrasi (7,5% ;

Pendinginan (T: ruang)

30 FPU)

10% ; 12,5%) (v/v)

A\ 4

Inkubasi sampel pada shaker water bath (T: 38°C, n: 150 rpm dan t: 72 jam)

Penyaringan dengan kertas saring

Filtrat
(Analisis kadar gula reduksi, kadar
etanol, dan total koloni)

Gambar 15. Metode SSF (Vintila et al., 2011 yang telah dimodifikasi)
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3.5. Pengamatan

Filtrat hasil SSF tersebut diukur kadar etanol, kadar gula reduksinya
(akhir), dan dihitung total koloni S. cereviciae. Pengukuran parameter yang

diamati dapat dilihat berikut ini.

3.5.1. Analisis Gula Reduksi (Metode Nelson — Somogyi)

Filtrat dari hasil hidrolisis dan fermentasi TKKS yang mempunyai kadar
gula reduksi disiapkan. Sampel tersebut diambil sebanyak 1 mL dan diencerkan
dengan menambahkan aquades sebanyak 2,4 mL kedalam tabung reaksi.
Reagensia Nelson sebanyak 1 mL ditambahkan ke dalam tabung tersebut dan
selanjutnya diperlakukan seperti pada penyiapan kurva standar di bawah. Jumlah
gula reduksi ditentukan dengan mengukur adsorbansi sampel pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm. Data adsorbansi tersebut
dikonversi ke konsentrasi gula reduksi dengan memasukkan data adsorbansi ke
persamaan kurva standar (Y= ax + b) dengan Y adalah adsorbansi sampel dan x

adalah kadar gula reduksinya.

3.5.1.1. Pembuatan Ragensia

1. Reagensia Nelson
Reagensia Nelson A terdiri dari 12,5 g natrium karbonat anhidrat, 12,5 g
garam Rochelle, 10 g natrium bikarbonat dan 100 g natrium sulfat anhidrat
dalam 350 ml air suling, diencerkan sampai 500 ml. Reagensia Nelson B

terdiri dari 7,5 g CuSO4.5H,0 dalam 50 ml air suling dan ditambahkan 1 tetes
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asam sulfat pekat. Kemudian larutan nelson A dan B dicampurkan dengan
perbandingan 1 : 25.

2. Reagensia Arsenomolybdat
Ammonium molybdat sebanyak 25 g dilarutkan dalam 450 ml air suling dan
ditambah 25 ml asam sulfat pekat, dilarutkan pada tempat yang lain 3 g
Na;HASO,4.7H,0 dalam 25 ml air suling, kemudian larutan ini dituangkan ke
dalam larutan yang pertama. Lalu disimpan dalam botol gelap dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Reagensia ini baru bisa digunakan setelah

masa inkubasi tersebut, reagensia ini berwarna kuning.

3.5.1.2. Pembuatan Kurva Standar

Sepuluh mg glukosa anhidrat dilarutkan dalam 100 mL aquadest dan
dilakukan 5 pengenceran hingga diperoleh larutan glukosa : 2, 4, 6, 8, dan 10
mg/mL. Lima tabung reaksi disiapkan, masing-masing diisi dengan 1 mL larutan
glukosa standar tersebut di atas dan 1 tabung diisi 1 mL air suling sebagai blanko.
Lima pengenceran tersebut masing-masing ditambahkan 1 mL reagensia Nelson
dan dipanaskan pada penangas air mendidih selama 20 menit hingga terbentuk
larutan merah bata. Setelah semua tabung didinginkan hingga suhu tabung
mencapai 25°C, tiap larutan ditambahkan 1 mL reagensia arsenomolybdad dan
divorteks hingga semua endapan Cu,O yang ada larut kembali. Setelah itu tiap
larutan ditambahkan 7 mL aquadest dan divorteks sampai homogen. Larutan
yang telah encer siap diukur absorbansinya dengan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 540 nm. Hasil absorbansi kemudian diregresi sesuai dengan

konsentrasi glukosa hingga terbentuk kurva standar (Sudarmadiji et al., 1984).
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3.5.2. Kadar Etanol

Analisis kadar etanol dilakukan dengan menggunakan Gas
Chromatography. Kolom yang digunakan adalah Carbowax Chromosorb W.HP
80/100 mesh dengan kondisi operasi suhu mula-mula 55°C kemudian dinaikkan
4°C per menit selama 3 menit. Selanjutnya dinaikkan lagi 32°C per menit
sehingga suhu kolom menjadi 120°C. Tekanan gas pembawa (N,) 1,7 kg/cm?,
tekanan gas pembawa (Hz) 1,6 kg/cm? dan tekanan udara 0,19 kg/cm?.  Injektor
Hawlett Packard syringe 10 mL dengan volume injeksi 1 mL. Analisis kadar
etanol membutuhkan larutan standar etanol yang dibuat pada konsentrasi 0,02;
0,03; 0,05 dan 0,10% yang masing-masing diinjeksi secara duplo (Masykuri,

2001).

3.5.3. Total Koloni

Total koloni diukur dengan metode cawan tuang (Fardiaz, 1993), vyaitu
sebanyak 1 mL sampel dimasukkan ke dalam 9 mL larutan garam fisiologis steril.
Larutan sampel tersebut sebagai pengenceran 107 Pengenceran 107
dihomogenkan dan diambil 1 mL dari larutan tersebut dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi berikutnya yang berisi 9 mL larutan garam fisiologis sehingga
diperoleh pengenceran 10 dan seterusnya sampai diperoleh pengenceran yang
sesuai (10 sampai dengan 10®). Satu mL sampel diambil dari pengenceran yang
dikehendaki dengan pipet lalu dimasukkan ke dalam cawan petri steril, kemudian
ditambahkan 10-15 mL media yeast ekstrak agar steril. Kemudian sampel

diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam dan dihitung koloni S. cereviciae yang
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tumbuh menggunakan “Quebec Colony Counter”. Total koloni yang terhitung
harus memenuhi standar International Comission Microbiology Food (ICMF)

yaitu antara 30 sampai 300 koloni per cawan petri.

1
faktor pengenceran

Total Koloni (koloni/mL) = jumlah koloni x




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan maka
dapat diambil kesimpulan yaitu kondisi optimum konsentrasi substrat, konsentrasi
enzim, dan konsentrasi starter untuk memproduksi etanol dari holoselulosa TKKS
belum ditemukan; dan kondisi SSF terbaik terjadi pada konsentrasi substrat 10%,
konsentrasi enzim 30 FPU dan konsentrasi starter S. cerevisiae 12,5%. Kondisi
tersebut menghasilkan kadar etanol tertinggi (0,812% (v/v)) dengan sisa gula
reduksi sebanyak 18,164 g/L dan total koloni S. cerevisiae sebanyak 5,58 log

(koloni/mL).

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, disarankan untuk melakukan optimasi
konsentrasi substrat, konsentrasi enzim dan waktu fermentasi secara SSF dengan
menggunakan Erlenmeyer 250 — 350 mL sebagai bioreaktor dan setiap hari filtrat
hasil SSF diambil untuk menentukan kadar etanol, gula reduksi, dan total S.

cerevisiae yang dihasilkan.
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