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ABSTRACT

OPTIMIZATION SIMULTANEOUS SACCHARIFICIATON AND
FERMENTATION CONDITION FOR BIOETHANOL PRODUCTION FROM
OIL PALM TRUNK USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

By
BIMBI AYU RISTIYA NINGSIH

Oil palm trunk is an agroindustrial solid waste containing high lignocellulose components
consisting of 38,5% cellulose, 17,1% hemicellulose, and 25,6% lignin. It is potentialy as a
raw material for the production of second generation bioethanol. The objective of this study
was to determine optimum conditions of simultaneous saccharification and fermentation for
bioethanol production from oil palm trunk using Response Surface Methodology (RSM).
Three independent variables which applied in this study were oil palm trunk concentration,
cellulose enzyme concentration, and fermentation duration. After drying and milling, oil
pam trunk powder was pretreated by soaking in 1 M NaOH solution at 121°C for 15
minutes. After filtering the solution, the residual holocellulose was analyzed as initia
holocellulose level. The holocellulose with a concentration of 5,0%, 7,5%, and 10,0% was
saccharified with cellulose enzyme a concentrations of 25, 30, and 35 FPU.
Saccharification was carried out at 50°C, pH 5, and 150 rpm for 18 hours. After
saccharification, the small partial was taken and analyzed to determine the content of initial
reducing sugar. After cooling up to 38°C, the solution was added S.cereviceae as starter and

incubated for 48, 72, and 96 hours. After fermentation, the pulp was anayzed as fina



holocellulose level, while the filtrate was analyzed for final ethanol and reducing sugar
level. SSF optimum condition occur when 4,9% oil palm trunk was saccharified with 21,6
FPU cellulose enzyme and fermented for 120 hours. This condition produced maximum

ethanol (2,23%).

Keywords : Bioethanol, Oil Palm Trunk, SSF, Respon Surface M ethodol ogy



ABSTRAK

OPTIMASI PROSES SAKARIFIKASI DAN FERMENTASI SERENTAK DALAM
PEMBUATAN BIOETANOL DARI BATANG KELAPA SAWIT DENGAN
METODE RESPON PERMUKAAN
Oleh

BIMBI AYU RISTIYA NINGSIH

Batang kelapa sawit (BKS) merupakan limbah padat agroindustri yang mengandung
komponen lignoselulosa tinggi yang terdiri atas 38,5% selulosa, 17,1% hemiselulosa, dan
25,6% lignin. Oleh karena itu, BKS berpotensi sebagai bahan baku untuk produksi
bioetanol generas kedua. Tujuan penelitian ini yaitu untuk menentukan kondisi optimum
pada produksi bioetanol dari batang kelapa sawit dengan metode sakarifikasi dan fermentasi
serentak (Smultaneous Saccharificiaton And Fermentation) untuk mendapatkan yield
produk yang maksimum dengan tiga variabel bebas yaitu konsentrasi substrat batang kelapa
sawit, konsentrasi enzim selulase, lama waktu fermentasi. Rancangan percobaan yang
digunakan untuk menentukan kondisi optimum masing-masing variabel adalah metode
respon permukaan atau response surface methodology (RSM). Setelah proses pengeringan
dan penggilingan, batang kelapa sawit diberi perlakuan awa dengan cara direndam dalam
larutan NaOH 1 M pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah perlakuan awal, ampas
dianalisis untuk menentukan kadar holoselulosa awalnya. Holoselulosa dengan konsentrasi
5%, 7,5% dan 10 % yang dihasilkan dari proses perlakuan awal kemudian disakarifikas

dengan 25, 30 dan 35 FPU enzim selulase. Proses sakarifikasi dilakukan pada suhu 50 °C,



pH 5,0, dan goyangan 150 rpm selama 18 jam. Setelah proses sakarifikasi, sampel diambil
sedikit dan disaring, filtratnya dianalisis untuk menentukan kandungan gula reduks
awvalnya. Gula reduksi yang dihasilkan dari tahap sakarifikas selanjutnya difermentasi
dengan menambahkan S. cereviceae sebagai starter, kemudian diinkubasi pada suhu 38°C,
selama 48, 72, dan 96 jam. Setelah proses fermentas selesal, ampas dianalisis kadar
holoselulosa akhir, sedangkan filtratnya dianalisis kadar etanol dan gula reduksi akhir.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum SSF dapat terjadi apabila konsentrasi
substrat batang kelapa sawit yang digunakan sebesar 4,9% dengan konsentrasi enzim
selulase 21,6 FPU difermentasi selama 120 jam dapat menghasilkan kadar etanol maksimal

yaitu sebesar 2,23%.

Kata kunci : Bioetanol, Batang Kelapa Sawit, SSF, Response Surface Methodol ogy
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Sampal saat ini masyarakat masih sangat bergantung pada sumber energi
bahan bakar minyak (BBM) yang berasal dari fosil. Tingginya tingkat
ketergantungan tersebut membuat ketersediaan sumber energi fosil terus menipis.
Pusat Riset dan Pengembangan Kementerian ESDM memperkirakan cadangan
energi fosil berupa minyak dan gas bumi Indonesia akan habis pada tahun 2025
(Fazar, 2014). Ha ini dikarenakan fosil bukan merupakan bahan yang dapat
diperbarui, sehingga lama kelamaan akan habis.

Selain cadangan BBM yang semakin menipis, tingkat produksi BBM
Indonesia juga rendah sehingga belum dapat memenuhi kebutuhan konsumen
yang semakin meroket. Sepanjang tahun 2013, produksi BBM rata-rata sebesar
826.000 barel per hari dan pada tahun 2014 sebesar 870 ribu barel per hari
(Dhany, 2013). Jumlah tersebut tidak sebanding dengan jumlah konsumsi BBM
masyarakat yang tinggi. Jumlah konsumsi BBM pada tahun 2014 sudah mencapai
lebih dari 1,9 jutabarel per hari (Khoirul, 2015).

Apabiladilihat dari data produks dan konsumsi BBM pada kurun waktu 4
tahun terakhir hanya sekitar 44,68% dari total kebutuhan BBM yang dapat

terpenuhi. Artinya kekurangan pasokan BBM tersebut harus dipenuhi dengan



impor. Kebutuhan impor BBM ini diperkirakan akan terus meningkat seiring
dengan pertumbuhan penduduk dan ekonomi yang semakin meningkat. Apabila
hal seperti ini tidak segera diatasi maka Indonesia akan mengalami krisis minyak.
Oleh karena itu, untuk mencegah kegiatan impor yang berkelanjutan diperlukan
adanya sumber energi aternatif yang dapat dikembangkan sebagal pengganti
BBM.

Dalam mendukung pengembangan energi aternatif tersebut, pemerintah
telah mencanangkan penggunaan energi alternatif melalui Peraturan Menteri
Energi dan Sumber Daya Mineral No. 32 Tahun 2008 tentang Pentahapan
Kewajiban Pemakaian Bahan Bakar Nabati (BBN), salah satu energi aternatif
yang dikembangkan adalah bioetanol. Pengembangan BBN seperti bioetanol dari
biomassa sebagal sumber bahan baku yang dapat diperbarui merupakan satu
alternatif yang memiliki nilai positif dari aspek sosial dan lingkungan. Bioetanol
merupakan sumber energi yang ramah lingkungan karena hasil pembakaran
sebagian besar berupa CO, yang bermanfaat bagi tanaman untuk fotosintesis
(Samsuri dkk, 2011).

Awalnya, bahan baku untuk memproduksi bioetanol yaitu bahan yang
banyak mengandung glukosa atau pati seperti umbi-umbian atau serealia, atau
sering disebut bioetanol generasi pertama (Hayun, 2008; Lennartsson et al, 2014).
Penggunaan bioetanol generasi pertama berpotensi menimbulkan konflik terhadap
kebutuhan bahan pangan bila diterapkan di negara berkembang seperti Indonesia.
Hal ini disebabkan harga yang masih relatif tinggi karena bahan bakunya juga
digunakan sebagai bahan pangan dan pakan. Untuk mengatasi masalah tersebut

mula dikembangkanlah bioetanol generasi kedua yang menggunakan bahan baku



limbah padat agroindustri yang mengandung lignoselulosa, dan salah satunya
adalah batang kelapa sawit (Komarayati dan Gusmailina, 2010; Wahono et al,
2014). Batang kelapa sawit (BKS) mengandung lignoselulosa tinggi yang terdiri
atas 38,5% selulosa, 17,1% hemiselulosa, dan 25,6 lignin (Septiyani, 2014).

Selain kandungan lignoselulosa yang tinggi, jumlah limbah BKS di
Indonesia juga melimpah. Sebagai produsen minyak sawit terbesar di dunia
dengan jumlah produksi minyak sawit 26,0 juta ton pada tahun 2013 (Investor
Daily, 2014), Indonesia juga sebagai penghasil limbah BKS tertinggi di dunia.
Pada tahun 2014 luas area kelapa sawit mencapai 10,9 juta Ha dengan jumlah
rata-rata pohon kelapa sawit sebanyak 136 sampai 180 batang dalam satu hektar
kebun (Inkesa, 2015). Negaralain yang mendekati produksi minyak kelapa sawit
negara kita adalah Malaysia, dengan kisaran jumlah produksi sebesar 17,7 jutaton
minyak (Media Indonesia, 2014). Luas lahan perkebunan kelapa sawit yang
dimiliki Maaysia hanya sekitar 6 juta Ha (Ramadhani, 2013). Sampai saat ini
pemanfaatan BK'S untuk keperluan industri masih terbatas yaitu hanya digunakan
sebagai bahan baku furniture dan papan komposit. Ginting (1995) memanfaatkan
BKS menjadi pati yang selanjutnya dijadikan bahan pangan maupun bahan baku
untuk fermentasi alkohol. Dari hasil penelitian pendahuluan Azemi et al. (1999)
menyatakan pati BKS memiliki potensi untuk menggantikan pati komersial dalam
bidang pangan dan non pangan. Padahal jika dilihat dari tingginya kadar selulosa
BKS dan banyaknya jumlah produksi batang kelapa sawit, maka batang kelapa
sawit sangat berpotensi untuk digunakan sebagai bahan baku pembuatan bioetanol

generas kedua



Proses produksi bioetanol dari bahan berlignoselulosa dilakukan melalui
beberapa tahapan.  Kandungan polisakarida pada bahan berlignoselulosa
disakarifikasi dengan cepat menjadi monomer-monomer gula yang kemudian
difermentasi menggunakan yeast seperti S. Cereviceae. Secara umum, proses
produksi bioetanol dari bahan berlignoselulosa termasuk batang kelapa sawit
menurut Howard et al. (2003) ada 4 tahap yang harus dilalui; yaitu (1) perlakuan
awal (pretreatment) secara fisik, kimia, atau dan biologi, (2) sakarifikas polimer
(selulosa, hemisdlulosa, lignin) menjadi gula reduks (heksosa, xylosa), (3)
fermentasi gula oleh mikroba untuk menghasilkan etanol, dan (4) pemisahan dan
pemurnian etanol yang dihasilkan.

Ada dua metode untuk memproduksi bioetanol yang sering digunakan saat
ini yaitu Metode Separated Hydrolysis and Fermentation (SHF) (Lau et al, 2009)
dan Smultaneous Saccharificiaton and Fermentation (SSF) (Wahono et al, 2014).
Pada metode SHF, batang kelapa sawit disakarifikasi dahulu dan kemudian gula
reduks yang dihasilkan baru difermentasi secara terpisah; sedangkan metode SSF
atau metode sakarifikas dan fermentasi serentak, proses sakarifikasi dan
fermentasi batang kelapa sawit dilakukan pada wadah dan waktu yang sama.
Secara finansid metode SSF ini lebih menguntungkan karena hanya
membutuhkan satu wadah dan enzim yang digunakan lebih sedikit sehingga biaya
lebih  murah. Meskipun metode SSF memberikan banyak keuntungan
dibandingkan dengan metode SHF, namun metode ini masih belum banyak
dilakukan. Oleh karena itu, untuk menghasilkan bioetanol dari batang kelapa

sawit dengan metode SSF, kondisi optimumnya perlu diteliti dan ditemukan.



1.2 Tujuan Pen€litian

Tujuan penelitian ini adalah

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi substrat, konsentrasi enzim selulase, dan
lama waktu fermentasi terhadap kadar gula reduksi, kadar selulosa, dan kadar
etanol pada proses pembuatan bioetanol dari batang kelapa sawit dengan
metode sakarifikasi dan fermentasi serentak.

2. Mendapatkan kondisi optimum proses sakarifikasi dan fermentasi serentak

yang dapat menghasilkan kadar etanol tertinggi dari batang kelapa sawit.

1.3 Kerangka Pemikiran

Batang kelapa sawit (BKS) mengandung lignoselulosa tinggi yang terdiri
atas 38,5% selulosa, 17,1% hemiselulosa, dan 25,6% lignin (Septiyani, 2014).
Selain itu, BKS merupakan bahan lignoselulosa dengan kandungan karbohidrat
yang tinggi (+ 30%) (Primarini, 2012). Menurut Ginting (1995), karbohidrat yang
terkandung dalam BKS 84,98% terdiri atas pati dengan kandungan amilosa
sebesar 37,28%. Pati BKS tersimpan dalam sel-sel parenkim dari jaringan
vaskular kasar yang mengandung persentas lignin tinggi. Kandungan
lignoselulosa dan karbohidrat yang tinggi tersebut menunjukkan bahwa BKS
berpotensi sebagai bahan baku pembuatan bioetanol generasi kedua. Namun,
pengembangan bahan berlignoselulosa seperti batang kelapa sawit sebagai bahan
bioetanol masih menemui banyak kendala seperti rendemen bioetanol yang masih
rendah dan proses produksi memerlukan biaya yang tinggi terutama diakibatkan
oleh rendahnya kerja enzim pada substrat akibat sifat kristalinitas selulosa dan

kehadiran zat penghambat (inhibitor) yang dapat mengurangi fermentabilitas



selulosa dan hemiselulosa menjadi etanol (Alvira dkk., 2010). BKS yang
mengandung selulosa, hemiselulosa dan lignin tidak dapat langsung digunakan
sebagai bahan baku bioetanol. Selulosa terbungkus oleh hemiselulosa dan lignin
dalam struktur yang kokoh yang mengakibatkan selulosa sulit dipecah (Hovart
dan Ari, 2006). Oleh karenaitu, diperlukan perlakuan awal (pretreatment) secara
fisik, kimia, dan biologi untuk mendegradasi atau mendekomposisi lignin dengan
tujuan memperlancar reaks pada proses sakarifikasi dan fermentasi.

Sebelumnya, proses sakarifikasi dan fermentasi dalam produksi bioetanol
dilakukan secara terpisah atau biasa disebut Separate Hydrolysis and
Fermentation (SHF). Namun, metode ini masih memiliki kelemahan yaitu
rendemen gula reduks yang rendah sehingga mempengaruhi rendemen etanol
yang dihasilkan juga rendah (Gauss et al., 1976). Hal ini disebabkan oleh inhibisi
kerja enzim selulase secara kompetitif oleh produk sakarifikasi yaitu selobiosa
yang menghambat Endo dan Exo-glukanase sedangkan glukosa menghambat 3-
glukosidase (Oghren et al., 2007). Untuk mengatasi masalah tersebut maka
proses sakarifikas dan fermentasi dilakukan secara serentak dalam satu biorektor
atau yang biasa disebut metode Smultaneous Saccharificiaton and Fermentation
(SSF) (Rana et al., 2014). Menurut Samsuri (2007), proses SSF akan
menghasilkan kadar etanol lebih tinggi karena monosakarida hasil sakarifikasi
tidak akan kembali lagi menjadi polisakarida karena langsung difermentasi
menjadi etanol. Proses tersebut sangat berfungsi untuk mencegah adanya inhibis
kerja enzim selulase oleh glukosa dan sel obiosa sehingga proses sakarifikasi tetap

optimal dan konsentrasi glukosa tetap rendah. Keuntungan lain dari proses SSF



ialah dapat meningkatkan efisiensi penggunaan peralatan dan investasi biaya
produksi dapat ditekan sebesar 20% (Wingren, 2003).

Kondis SSF yang optimal pada pembuatan bioetanol dari batang kelapa
sawit belum diketahui. Pada penelitian sebelumnya, kondisi operasi SSF yang
dapat menghasilkan etanol tertinggi yaitu inkubasi pada suhu 35°C selama 96 jam
dengan konsentrasi etanol yang didapat sebesar 5,98 g/L dari konsentrasi substrat
bagas 50 g/L (Adrados dkk, 2005). Pada penelitian Daud et al. (2012)
menunjukkan bahwa fermentasi BKS menggunakan kombinasi 10 % A. niger dan
10 % S. cereviceae dengan waktu fermentasi selama 96 jam menghasilkan 0,31 %
etanol. Selain itu pada penelitian Jung et al. (2011) menunjukkan bahwa etanol
yang dihasilkan dari fermentasi hidrolisat BKS (enzim selulase 60 FPU), yaitu
13,3 g/l atau 0,133 %.

Secara teoritis, konsentrasi enzim dan konsentrasi substrat merupakan
faktor yang penting dalam proses SSF. Konsentrasi substrat yang semakin tinggi
akan memberikan kesempatan yang lebih banyak kepada selulase untuk
membentuk kompleks enzim-substrat pada reaks sakarifikasi selulosa menjadi
gula-gula sederhana. Namun, dari hasil penelitian Septiyani (2014) apabila
konsentrasi substrat terus ditambahkan melebihi 7,5 % maka kadar gula reduksi
yang dihasilkan tidak akan mengalami peningkatan yang relatif berbeda seperti
pada peningkatan konsentrasi substrat dari 2,5 % dan 5%. Ha tersebut
dikarenakan selulase telah membentuk kompleks enzim-substrat sehingga jika
penambahan konsentrasi substrat terus dilakukan maka substrat tersebut tidak lagi
dapat membentuk kompleks enzim-substrat dan proses sakarifikasi tidak akan

berjalan optimal. Konsentrasi substrat yang terlalu tinggi juga dapat menjadi



inhibitor tidak kompetitif bagi reaks sakarifikasi enzimatis tersebut. Semakin
tinggi konsentrasi enzim selulase yang digunakan maka kadar gula reduksi yang
dihasilkan akan semakin tinggi. Hal ini dikarenakan semakin tinggi konsentrasi
enzim maka substrat yang berikatan dengan lokasi aktif enzim akan semakin
banyak sehinggajumlah produk yang dihasilkan akan semakin banyak.

Selain konsentrasi substrat dan enzim, faktor lain yang mempengaruhi
kondisi proses SSF adalah pH dan waktu. Adrados dkk (2005) melaporkan bahwa
pH 5 merupakan pH optimum untuk kerja enzim selulase dan yeast S.cereviceae.
Hal ini terjadi karena pada pH tersebut enzim selulase dalam kondisi stabil dan
lebih aktif.. Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa rata-rata produksi etanol
meningkat dengan bertambahnya waktu inkubasi dalam proses SSF. Namun,
setelah waktu inkubasi selama 48 jam maka etanol yang dihasilkan
peningkatannyatidak signifikan atau cenderung konstan (Samsuri dkk., 2007).

Pada pendlitian ini akan dilakukan pencarian kondisi optimum proses
sakarifikasi dan fermentas serentak pada holoselulosa BKS dengan metode
permukaan respon atau response surface methodology (RSM). Metode RSM
merupakan gabungan dari teknik matematika dan statistika yang digunakan dalam
pemodelan dan analisis dimana respon yang diamati dipengaruhi oleh sejumlah
variabel. Tujuan utama dari metode RSM adalah mendapatkan komposisi taraf
perlakuan yang menghasilkan respon optimum. Secara umum, metode RSM
dapat digambarkan secara visua melalui response surface plot dan contur plot.
Melalui plot tersebut dapat diketahui bentuk hubungan antara respon dengan
variabel bebasnya. Proses optimasi seringkali dilakukan didunia industri sebagai

bentuk upaya meningkatkan mutu dan kualitas produk yang dihasilkan. Selain



itu, RSM juga seringkali digunakan dalam upaya meminimalisasi kecacatan suatu
produk dan juga selain pada bidang industri, bidang ilmu pangan, biologi, ilmu
kedokteran dan kesehatan (Myers et al, 1989). Salah satu contoh penerapan
metode RSM yaitu pada penelitian yang dilakukan oleh Nuryanti dan Djati (2008)
yang bertujuan untuk mengoptimasi proses penumbuhan kristal pada suatu
eksperimen kimia.

Pada penelitian Septiyani (2014) kondisi optimum metode SHF batang
kelapa sawit, yaitu sakarifikasi secara enzimatis dengan 30 FPU enzim selulase
pada konsentrasi substrat 7,5% yang diinkubasi pada suhu 50°C selama 18 jam
kemudian difermentas menggunakan S ceriviceae dari ragi roti dengan
konsentrasi starter 10 % pada suhu 30°C selama 72 jam. Dengan menggunakan
acuan tersebut, dalam penelitian ini digunakan 25, 30, dan 35 FPU enzim selulase
(SQzyme CS P) dengan konsentrasi substrat BKS 5%; 7,5%; dan 10% yang

difermentasi selama 48, 72, dan 96 jam.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah

1. Terdapat pengaruh konsentrasi substrat, konsentrasi enzim selulase, dan lama
waktu fermentasi terhadap kadar gula reduksi, kadar selulosa dan kadar etanol
pada proses sakarifikasi dan fermentasi serentak pada pembuatan bioetanol
dari batang kel apa sawit.

2. Terdapat kondisi optimum sakarifikasi dan fermentasi serentak yang dapat

menghasilkan kadar etanol tertinggi dari batang kelapa sawit.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bahan Bakar Minyak (BBM)

Minyak bumi adalah cairan kental, coklat gelap, atau kehijauan yang
mudah terbakar, yang berada di lapisan atas dari beberapa area di kerak bumi.
Minyak bumi terdiri dari campuran kompleks dari berbagai hidrokarbon, sebagian
besar seri akana, tetapi bervarias dalam penampilan, komposisi, dan
kemurniannya (Anonim, 2014). Minyak bumi yang di eksplorasi dan dikonsumsi
setigp hari lambat laun akan habis, sedangkan proses terbentuknya memakan
waktu jutaan tahun. Saat ini, cadangan minyak Indonesia hanya tinggal sekitar
3,6 miliar barel dan pemakaian minyak bumi mencapai 1,43 juta barel per harinya
(Direktorat Jendral Migas, 2012). Ketidaksesuaian antara cadangan minyak bumi
yang tersedia dengan pemakaiannnya, membuat Indonesia harus mengimpor
minyak bumi sekitar 350 ribu barel per hari (Fajriah, 2014). Karena itu, bukan
tidak mungkin pada tahun-tahun selanjutnya Indonesia akan sangat bergantung

padaimpor BBM.

Untuk mengatasi masalah menyusutnya cadangan minyak bumi dan
meningkatnya konsumsi BBM, pemerintah telah melakukan beberapa upaya.

Salah satu upaya dari pemerintah adalah dengan mengeluarkan kebijakan untuk
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membatasi pamakaian BBM dan mengurangi BBM bersubsidi. Namun, upayaini
masih belum dapat dijalankan dengan baik oleh masyarakat Indonesia. Akhirnya
pemerintah  mengeluarkan  kebijakan lainnya yaitu  mengamanatkan
pengembangan dan penggunaan bahan bakar alternatif untuk menggantikan dan
mengurangi ketergantungan BBM. Bahan bakar aternatif tersebut dapat berupa
biofuel seperti, biogas, biodiesel, biobutanol, dan bioetanol yang diproduksi

dengan menggunakan biomassa tanaman sebagai bahan bakunya.

2.2. Bioetanol

Bioetanol merupakan salah satu biofuel yang bermanfaat sebagai bahan
bakar alternatif pengganti bahan bakar minyak yang lebih ramah lingkungan dan
sifatnya terbarukan yang mempunyai kelebihan dibandingkan BBM (Samsuri et
al., 2007). Bioetanol dianggap lebih ramah lingkungan karena CO, yang
dihasilkan oleh hasil buangan mesin akan diserap oleh tanaman dan selanjutnya
tanaman tersebut digunakan sebagai bahan baku pembuatan bioetanol sehingga
tidak terjadi akumulasi karbon di atmosfer. Keunggulan lainnya adalah bioetanol
mempunyai angka oktan tinggi 135. Angka oktan premium yang dijual sebagai
bahan bakar hanya 98. Makin tinggi bilangan oktan, bahan bakar makin tahan
untuk tidak terbakar sendiri sehingga menghasilkan kestabilan proses pembakaran
untuk memperoleh daya yang lebih stabil. Proses pembakaran dengan daya yang
lebih sempurna akan mengurangi emisi gas karbon monoksida. Disamping itu,
bioetanol juga dapat mengurangi pencemaran lingkungan akibat limbah

agroindustri karenalimbah tersebut digunakan sebagai bahan baku pembuatannya.
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Bioetanol merupakan cairan hasil fermentasi gula dari tanaman yang
mengandung pati atau karbohidrat menggunakan bantuan mikroorganisme (Malle
dkk, 2014). Tanaman yang berpotensi untuk digunakan sebagai bahan baku
pembuatan bioetanol adalah tanaman yang memiliki kadar gula dan karbohidrat
yang tinggi, seperti: tebu, sorgum, ubi kayu, garut, ubi jalar, sagu, jagung, dan
pisang (Trisakti dkk, 2015). Bioetanol yang dihasilkan dari bahan-bahan berpati
tersebut biasa dikenal dengan sebutan bioetanol generasi pertama. Namun, karena
bahan baku yang digunakan juga merupakan sumber bahan pangan, maka
bioetanol generasi pertama ini mulai ditinggalkan karena berpotensi dapat
mengganggu kestabilan pasokan pangan. Untuk menghindari hal tersebut, saat ini
mula dikembangkan bioetanol generasi kedua yang yang memanfaatkan limbah-
limbah padat agroindustri yang mengandung lignosel ulosa sebagai bahan bakunya
seperti bagas tebu, jerami padi, tandan kosong kelapa sawit, (Komarayati dan
Gusmailina, 2010). Selain bahan-bahan tersebut, bahan baku bioetanol generasi
kedua yang sudah dapat dikonversi menjadi bioetanol salah satunya adalah batang
kelapa sawit (Septiyani, 2014).

Bioetanol generas kedua diprodukss melalui 4 tahap (Gambar 1).
Tahapan tersebut yaitu tahap perlakuan awal, tahap sakarifikasi, tahap fermentas,
dan tahap destilasi. Tahap perlakuan awa dilakukan untuk memecah dan
menghilangkan kandungan lignin dan hemiselulosa, merusak struktur kristal dari
selulosa serta meningkatkan porositas bahan. Rusaknya struktur kristal selulosa
akan mempermudah terurainya selulosa menjadi glukosa. Selain itu, hemiselulosa
akan turut terurai menjadi senyawa gula sederhana (glukosa, galaktosa, manosa,

heksosa, pentosa, xilosa, dan arabinosa) (Moiser, 2005). Setelah itu dilanjutkan
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tahap sakarifikas yang bertujuan untuk memecah selulosa dan hemiselulosa

menjadi gula sederhana. Tahapan selanjutnya adalah proses fermentasi yang

bertujuan untuk mengkonverss gula sederhana menjadi etanol oleh sel-sel

Scereviceae. Prosesini berjalan ditandai dengan keluarnya gelmbung-gelembung

udara kecil yang merupakan gas CO, yang dihasilkan selama proses fermentasi.
Scereviceae

CeH1206 2C,HsOH + 2CO,
Glukosa Etanol

v

(Sudarmadiji, 1989)

Pretreatment
- Acid
- Alkali
- Solvert Organism Fermenting
- Mechanical S B OB
Biomass e :
- Ag Residues £> . Enzymatic . Fermentation
- Energy Crops Cellulose
= Hydrolysis
Recovery
Lignin
Ltilization Ethanol

Gambar 1. Tahapan proses produksi bioetanol generasi kedua.
Sumber: Knauf dan Moniruzzaman (2004)

Selama proses fermentasi berlangsung diusahakan agar suhu proses tidak
melebihi 36°C dan pH nya dipertahankan 4,5-5. Biasanya proses fermentasi
berlangsung kurang lebih selama 2 sampai 3 hari (Komarayati dan Gusmailina,
2010). Tahapan terkahir dalam proses pembuatan bioetanol adalah proses
pemurnian etanol dengan menggunakan proses destilasi. Proses pemurnian
diawali dengan melakukan penyaringan hasil fermentasi untuk memisahkan

larutan hasil fermentasi dari zat pengotor atau residu yang terbentuk selama
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proses fermentasi. Larutan hasil fermentasi masih berupa campuran air dan
etanol, sehingga dilakukan proses destilasi yang bertujuan untuk memisahkan air

dan etanol.

2.3. Batang K elapa Sawit

Batang kelapa sawit merupakan bagian dari pohon kelapa sawit yang
serupa dengan nyiur, tetapi tertutup secara sempurna oleh pelepah daun. Batang
kelapa sawit tidak bercabang dan terdiri dari serat dan parenkim. Pohon kelapa
sawit produktif sampai umur 25 tahun, ketinggian 9-12 m dan diameter 45-65 cm
diukur dari permukaan tanah. Komposisi kimia batang sawit terdiri atas lignin
18,1%, selulosa 45,9%, hemiselulosa 25,3%, holoselulosa 76,3%, abu 1,1%, dan
alcohol benzene solubility 1,8% (Farhana, 2010).

Pemanfaatan batang kelapa sawit selama ini adalah digunakan sebagai
bahan baku furniture dan papan komposit. Varias pemanfaatan yang belum
optimal dan belum memiliki nilai ekonomis tinggi membuat para pengusaha
perkebunan sawit belum berkeinginan untuk mengolah lebih lanjut limbah batang
sawit tersebut. Padahal jika dilihat dari tingginya kadar selulosa batang kelapa
sawit sebesar 45,9% dan banyaknya jumlah produksi batang kelapa sawit, maka
batang kelapa sawit sangat berpotensi untuk digunakan sebagai bahan baku
pembuatan bioetanol generasi kedua. Mengingat menyusutnya cadangan minyak
bumi yang dihadapkan dengan meningkatnya konsumsi BBM, batang kelapa
sawit akan sangat berguna dan bernilai ekonomi tinggi apabila dimanfaatkan
sebagal bahan baku pembuatan bioetanol generasi kedua yang dapat digunakan

sebagal alternatif pengganti BBM.
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Setiap hektar perkebunan kelapa sawit dapat ditanami tanaman kelapa
sawit sebanyak 130 pohon (Mathius et al., 2010) dengan berat masing-masing
batang rata-rata 300-500 kg (Primarini, 2012) dan menurut Dinas Perkebunan
Provins Lampung (2010), luas areal perkebunan kelapa sawit di Provins
Lampung pada tahun 2010 adalah seluas 120.035 Ha sehingga jumlah batang
sawit dari keseluruhan perkebunan sawit di Provins Lampung pada tahun 2010
adalah sebanyak 15.604.550 batang. Dengan demikan, jika kadar selulosa batang
kelapa sawit sebesar 45,9 % dan waktu peremajaan tanaman sawit adalah periode
20 tahun maka selulosa yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan
bioetanol adalah sebanyak 3.581.244,23 ton per 20 tahun atau 179.062 ton
selulosa per tahun.

Usaha memproduksi bioetanol dari batang kelapa sawit sebelumnya telah
dilakukan oleh beberapa peneliti. Ishihara et al (1990) menghidrolisis batang
kelapa sawit secara enzimatis. Mori et al (2007) telah meneliti potensi batang
kelapa sawit sebagai bahan baku bioetanol. Farhana (2010) menggunakan
Saccharomyces cerevisiae untuk memproduksi bioetanol dari batang kelapa sawit.
Jung et al (2011) memproduksi bioetanol dari batang kelapa sawit dengan amonia
dan enzim selulase. Daud dkk (2012) memproduks bioetanol dengan
menggunakan proses kraft sebagal perlakuan awal. Primarini  (2012)
memanfaatkan batang kelapa sawit untuk memproduksi bioetanol. Septiyani
(2014) telah melakukan optimasi perlakuan awal batang kelapa sawit dan
sakarifikasi holoselulosa batang kelapa sawit secara enzimatis dalam

memproduksi bioetanol.
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2.4. Sakarifikas dan Fermentas Serentak (Simultaneous Saccharificiaton
and Fermentation)

Sakarifikasi dan fermentasi serentak (Smultaneous Sacharification and
Fermentation (SSF)) yaitu metode sakarifikasi holoselulosa limbah agroindustri
dan fermentasi hasil sakarifikasi tersebut menjadi bioetanol dilaksanakan
bersamaan dan dalam wadah yang sama (Gambar 2). SSF pertama kali
dikenalkan oleh Takagi et al, 1977. Mikroorganisme yang digunakan pada proses
SSF biasanya adalah jamur penghasil enzim selulase, seperti T. reesei, T. viride
dan khamir S cereviceae. Suhu optima proses SSF adalah 38°C, yang
merupakan kombinasi antara suhu optimal sakarifikasi (45-50°C) dan suhu
optimal fermentasi (30°C). Konsentras substrat 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 (Septiyani, 2014).

Keuntungan menggunakan SSF yaitu enzim yang digunakan sedikit dan
waktu yang dibutuhkan untuk pembentukan etanol Iebih cepat (Kerstein et al,
2000). Selain itu, polisakarida yang terkonversi menjadi monosakarida tidak
kembali menjadi polisakarida karena monosakarida langsung difermentasi
menjadi etanol. Keuntungan lain yaitu biaya lebih murah karena sakarifikasi dan
fermentasi dilakukan dalam satu wadah, meningkatkan kecepatan sakarifikasi
dengan mengkonversi gula yang terbentuk dari hasil sakarifikasi selulosa yang
menghambat aktivitas enzim selulase, meningkatkan rendemen produk,
mengurangi kebutuhan kondisi steril karena glukosa langsung dikonversi menjadi
etanol dan waktu proses lebih pendek (Sun dan Cheng 2002 dalam Hermiati,
2010). Selain memiliki banyak keuntungan, metode SSF juga memiliki

kelemahan. Kelemahan pada metode ini adalah proses sakarifikasi dan fermentasi
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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 yang digunakan dalam fermentasi etanol seperti S
cereviceae memiliki kondisi optimum pada suhu sekitar 30°C dan pH 4-5
(Wasungu, 1982) serta membutuhkan sedikit oksigen terutama pada awal
pertumbuhan (Hidayat dkk, 2006). Hal ini dikarenakan sebagian ragi hanya dapat
tumbuh baik pada kondisi suhu 20°C < T < 40°C. Oleh karena itu, kondis
optimum enzim dan mikroorganisme seharusnya berdekatan agar proses SSF

dapat berjalan secaramaksimal.
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Gambar 2. Tahapan proses pembuatan etanol dengan menggunakan metode SSF.
Sumber: Olofsson et al., (2008).

Saat ini, para peneliti sudah mulai mengembangkan metode sakarifikasi
dan fermentasi serentak (SSF) dalam memproduksi etanol dari berbagai sumber
bahan baku. Pada penelitian Irna, dkk (2013) memproduksi bioetanol dari ampas
tebu dengan metode SSF didapatkan konsentrasi etanol maksimum 2,11 % dengan
jumlah substrat ampas tebu sebanyak 3,5 g dan lama fermentasi 3 hari. Jumlah

nutris dan glukosa yang sesuai dengan jumlah mikroba yang digunakan
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menjadikan mikroba bekerja dengan bailk untuk mengubah glukosa menjadi
etanol. Higgins (1984) menyatakan bahwa kadar glukosa yang baik untuk proses
fermentasi berkisar antara 16 sampa dengan 25 %, yang akan menghasilkan
crude etanol sebesar 6 — 12 %. Apabila terlalu pekat, aktivitas enzim akan
terhambat sehingga waktu fermentas menjadi lambat disamping itu terdapat sisa
gula yang tidak dapat terpakai dan jika terlalu encer maka kadar etanol yang
dihasilkan rendah. Kadar glukosa yang melebihi konsentrasi 25% dapat
memperlambat proses fermentasi. Pada kadar glukosa 26,67 % akan
menyebabkan terhambatnya perkembangan S.cereviceae pada proses fermentasi
(Erasmus, 2003). Kadar gula dibawah 10% menjadikan fermentasi dapat berjalan
lancar tetapi etanol yang dihasilkan terlalu encer sehingga tidak efisien untuk
didestilasi dan biayanya mahal (Winarno dan Fardiaz, 1992).

Penelitian lain dilakukan oleh Pramita dkk (2014) yang memproduksi
bioetanol dari kulit nanasmenggunakan enzim selulase dan yeast S.cereviceae
dengan metode SSF. Kondisi optimum dari fermentasi kulit nanas dengan
menggunakan metode SSF adalah pada konsentrasi inokulum 10% dan waktu
fermentasi 4 hari dengan kadar etanol yang dihasilkan sebesar 14% (v/v) atau
110,502 mg/ml. Konsentrasi inokulum, waktu fermentasi dan kandungan gula
pada substrat kulit nanas sangat mempengaruhi produk fermentasi yang
dihasilkan. Waktu fermentasi adalah waktu yang dibutuhkan oleh S.cereviceae
untuk mengubah glukosa menjadi bioetanol. Semakin lama waktu fermentasi,
kadar etanol yang dihasilkan semakin tinggi, namun setelah kondisi optimum
tercapai kadar etanol akan mengalami penurunan karena substrat yang dikonversi

menjadi produk oleh mikroorganisme telah habis (Azizah, 2012).
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2.5 Respon Surface Methodology (RSM)

Response surface methodology (RSM) adalah sekumpulan teknik
matematika dan statistika yang berguna untuk mengembangkan, meningkatkan,
dan mengoptimalkan proses, yang mana beberapa faktor (variabel independen)
dapat mempengaruhi respon dan mendapatkan model hubungan antara variabel
bebas dan respon serta mendapatkan kondisi proses yang menghasilkan respon
yang optimum (Radojkovic et al. 2012). lde dasar metode ini adalah
memanfaatkan desain eksperimen berbantuan statistika untuk mencari nilai
optimal dari suatu respon. Metode ini pertamakali digjukan sgjak tahun 1951 dan
sampai saat ini telah banyak dimanfaatkan baik dalam dunia penelitian maupun
aplikasi industri. Misalnya, dengan menyusun suatu model matematika, peneliti
dapat mengetahui nilai variabel-variabel independen yang menyebabkan nilai
variabel respon menjadi optimal. Dengan metode ini dapat diketahui model
empirik yang menyatakan hubungan antara variabel-variabel independen dengan
variabel respon, serta dapat diketahui nilai variabel-variabel independen yang
menyebabkan nilai variabel respon menjadi optimal. Kelebihan dari metode RSM
ini adalah memperoleh level-level faktor yang membuat percobaan optimal,
namun dengan meminimalkan unit percobaan dengan menggunakan rancangan
percobaan dan optimasi menggunakan pendugaan persamaan respon yang
dihasilkan, sehingga dapat menghemat biaya eksperimen.

Desain yang umum digunakan dalam RSM adalah Central Composite
Design (full factorial) dan Box-Behnken Design (fractiona factorial). Pemodelan
dalam RSM ditunjukkan dengan regresi linier yang mengekspresikan hubungan

antara variabel respon dengan faktor. Model RSM dianalisis dengan 2 tahap
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pemodelan. Tahap pemodelan pertama yaitu model orde satu. Titik optimal pada
model orde satu dapat dianalisis dengan uji kecukupan model (lack-of-fit).
Hipotesis nol pada uji lack-of-fit mengindikasikan bahwa tidak terdapat lack-of-fit
sehingga model yang diuji sudah layak (sesuai). Apabila pada model orde satu
mengandung lack-of-fit, maka model orde satu akan diubah ke model orde dua.
Apabila tidak terdapat lack-of-fit, maka eksperimen harus dijalankan lagi dengan
level yang lebih tepat dengan memasuki prosedur steepest ascent (Montogmery,
2001). Persamaan untuk model orde satu dan orde dua dapat dilihat pada

persamaan berikut ini :

k
y=Fo+ ) Bixi+ ©)
i=1

Keterangan :

B; : konstanta dalam regresi

x; : variabel independen (faktor)

y : variabel dependen (respon).

x; : faktor-faktor yang berpengaruh terhadap variabel respon, i = 1,
2, ..., k.

€ : komponen residual (error) yang bersifat random dan terdistribusi
secara identik dan saling bebas (Independent Identically
Distributed-11D) dengan distribusi normal pada nilai rataan 0O
dan varian ¢ Secara matematis dinyatakan dengan € = 11D
Normal (0,07).

Selanjutnya pada keadaan mendekati respon, model order dua atau
lebih biasanya disyaratkan untuk mendekati respon karena adanya lengkungan

(curvature) dalam permukaannya. Dalam banyak kasus, model order dua yang

dinyatakan dengan:

y=ﬁ0+i(ﬁﬂixi)+i(ﬁ%i x7) +Z z (Bij xix;, i<j)
i=1 i=1 i i
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Estimesi f; dapat dilakukan dengan operasi matriks. Persamaan untuk
mengestimasl f5; dalam regresi terdapat pada persamaan :
B=(xx)"xy
Keterangan:
[ : konstanta dalam regresi
y : matriks variabel respon
X . matriks transpose variabel independen
Desain yang paling terkena untuk mencocokkan model orde dua yaitu

dengan Central Composite Design (CCD). Berdasarkan jarak star(axial) pointnya,

ada tiga macam CCD, yaitu CCC (Circumscribed), CCl (inscribed) dan CCF

(Face-Center).
.
+1 L @ S ———
] .- . " -
1 & a & B ——® - - =
s, CCF CcClI

Gambar 3. JenisCCD
Sumber : Isnaini dkk (2012).

Analisisregres pada RSM dilakukan dengan uji hipotesis secara serentak
dan individual. Uji serentak adalah uji secara keseluruhan. Uji individual
dilakukan masing—masing faktor. Hipotesis nol pada analisis regresi menunjukkan
bahwa tidak ada pengaruh dari faktor yang diuji terharap variabel respon yang
dipilih.  Titik optimum yang diestimasi oleh level yang ditentukan saat
eksperimen biasanya berada jauh dengan titik optimum sebenarnya. Pergeseran
level faktor dilakukan untuk mencari titik optimum yang sebenarnya. Metode
tersebut dikenal dengan metode steepest ascent atau steepest descent. Metode

stegpest ascent adalah prosedur memindahkan level faktor dengan tujuan untuk
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memaksimalkan respon. Metode steepest descent digunakan untuk meminimalkan
respon. Titik stasioner dicari setelah membangun model orde dua. Titik stasioner
merupakan lokasi dimana nilai respon adalah maksimum, minimum, atau pelana.

Titik stasioner dapat diketahui dengan rumus matriks pada persamaan berikut ini :
1.
Xs=-2B"b

Keterangan: Xs : titik stasioner
B™: invers matriks B

b : matriks koefisien regresi orde 1

B merupakan matriks bujursangkar dengan elemen diagonalnya adalah
koefisien kuadratik. Koefisien diluar koefisien kuadratik adalah koefisien regresi

orde pertama yang dibagi dengan 2.



[11. METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Pendlitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Daya dan Alat Mesin
Pertanian Jurusan Teknik Pertanian, Laboratorium Ekologi Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Laboratorium Analisis Hasil
Pertanian, dan Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian Jurusan Teknologi
Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung pada bulan Januari

sampai dengan Mei 2016.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan adalah biomassa limbah agroindustri berupa
batang kelapa sawit, enzim selulase (SQzyme CS P-acid cellulase), ragi roti S
ceriviceae (merk: Fermipan, produks PT. Sangra Ratu Boga), dextrose, bacto
pepton (Oxoid), bubuk agar, dan yeast extract (Oxoid) (Diperoleh dari Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian, FP Unila). Bahan kimia yang digunakan adalah
natrium karbonat anhidrat, natrium kalium tartarat, natrium bikarbonat, natrium

sulfat, CuS0O,4.5H,0, asam sulfat pekat, arsenomolibdat (Medica), alkohol 70%,
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air suling, asam sitrat, natrium sitrat, dan NaOH 1 M (Diperoleh dari Jurusan

Teknologi Hasil Pertanian, FP Unila).

Alat-dlat yang digunakan antara lain shaker waterbath (Precision
Scientific), Gas Chromatography, mikropipet 1000pL (Thermo Scientific,
Finnpipette F3), timbangan 4 digit (Mattler M3000 Swiszerlan), hammer mill (40
mesh), hot plate (Cimerec3), centrifuge (Thermo Electron Corporation, Model
IEC Centra CL2, made in China), autoklaf (Wiseclave™), oven (Philip Harris
Ltd), spektrofotometer (Thermo Scientific Genesys 20), vortex (Termolyne Maxi
Mix plus™), inkubator (Heraeus D-6450 Hanau) alumunium foil, kertas saring,
serta peralatan gelas seperti corong, erlenmeyer, labu ukur, pipet, gelas ukur,

beaker glass, dan tabung reaksi.

3.3. Metode Pendlitian

Penelitian ini disusun dalam rancangan percobaan metode respon
permukaan (Response Surface Methodology) untuk menentukan nilai optimum
pada percobaan pembuatan bioetanol dari batang kelapa sawit. Percobaan
disusun dalam bentuk 2 faktorial dengan 3 variabel bebas yang dicobakan yaitu
konsentrasi substrat (X;), konsentrasi enzim selulase (X5), lama waktu fermentasi
(X3) dengan variable responnya adalah kadar gula reduksi, kadar etanol, dan kadar
selulosa dengan satuan percobaan terdiri atas 8 unit percobaan faktorial, 6 ulangan
center point dan 6 pengaruh kuadrat. Optimasi kondisi sakarifikasi dan fermentasi
serentak dilakukan dengan berbagal konsentrasi substrat (5%, 7,5%, dan 10%)
dan konsentrasi enzim (25, 30, dan 35 FPU), serta lama waktu fermentasi (48, 72,

dan 96 jam). Faktor, kode dan taraf kode perlakuan dapat dilihat pada Tabel 1 dan
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rancangan percobaan pada penelitian ini dengan desain percobaan 2° dapat dilihat
pada Tabel 2. Data hasil percobaan dianalisis dengan perangkat lunak Minitab
versi 17 (Iriawan dan Astuti, 2006). Model persamaan kondisi optimum dengan
desain faktorial 2° untuk kadar etanol adalah:

Y = bo + baX1+ boXy + baXs + bioX1Xo +h13X1Xa+ basXoXa+h1iX? +hpX2 +
basX%s

Tabel 1. Faktor, kode, dan taraf kode metode RSM secara faktoria 2° dengan 3
variabel bebas pada proses pembuatan bioetanol dari batang kel apa sawit

Taraf Kode
No. Faktor Kode -a Rendah | Tengah | Tinggi | +a
-1,68 -1 0 +1 +1,68
1 | Konsentrasl substrat X, | 25 5 75 10 | 125
(%)
Konsentrasi enzim
2 | ulese (FPU) X, | 21,6 25 30 35 | 384
3 | Lamawakwu X, | 24 48 72 9% | 120
fermentasi (jam)
Keterangan:
a=V(2k)

k = jumlah faktor atau variabel bebas
jadi o = ¥(273) = 1,682

-0 = X — (titik tengah)
(titik tengah — titik terendah)
La= X — (titik tengah)

(titik tengah — titik tertinggi)

3.4. Pelaksanaan Pendlitian

Penelitian ini dilakukan melalui tiga tahapan, yaitu persiapan bahan baku,
perlakuan awal (pretreatment) bahan baku secara basa dan optimasi tahap
sakarifikasi dan fermentasi secara serentak. Parameter yang diamati adalah kadar

gula reduks awal, kadar gula redusi akhir, kadar etanol akhir, dan kadar selulosa
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akhir. Data diolah menggunakan program Minitab 17 untuk mendapatkan bentuk

permukaan respon dan plot kontur serta analisis keragaman dari respon penelitian.

Tabel 2. Desain percobaan 2° faktorial dengan 3 variabel bebas (Iriawan dan

Astuti, 2006)
Konsentrasi substrat Konsentrasi enzim Lamawaktu fermentas
(Xq) selulase (X7)
RUN T raraf (%) Taraf (FPU) Taraf (Jam)
Kode Kode
Kode

1 -1 5 -1 25 -1 48
2 1 10 -1 25 -1 48
3 -1 5 1 35 -1 48
4 1 10 1 35 -1 48
5 -1 5 -1 25 1 96
6 1 10 -1 25 1 96
7 -1 5 1 35 1 96
8 1 10 1 35 1 96
9 -1,682 2,5 0 30 0 72
10 1,682 12,5 0 30 0 72
11 0 7,5 -1,682 21,6 0 72
12 0 7,5 1,682 38,4 0 72
13 0 7,5 0 30 -1,682 24
14 0 7,5 0 30 1,682 120
15 0 7,5 0 30 0 72
16 0 7,5 0 30 0 72
17 0 7,5 0 30 0 72
18 0 7,5 0 30 0 72
19 0 7,5 0 30 0 72
20 0 7,5 0 30 0 72

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

Batang kelapa sawit dipotong menjadi ukuran kecil (5-10 cm), kemudian

dikeringkan dengan cara dijemur dibawah sinar matahari langsung.

Batang

kelapa sawit kemudian digiling sampai dengan ukuran 40 mesh menggunakan al at
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hammer mill. Bubuk batang kelapa sawit selanjutnya dikeringkan dengan oven
suhu 105°C selama 2 jam dan disimpan pada kondisi kering sebelum digunakan

(Samsuri et al.., 2007). Diagram alir persigpan bahan baku dapat dilihat pada
Gambar 5.

Pengecilan ukuran menjadi 5-10cm

A
Pengeringan di bawah sinar matahari

Pengecilan ukuran dengan alat hammer mill
sampai ukuran 40 mesh

A 4
Pengeringan dengan oven suhu 105°C selama 2 jam

\ 4

Gambar 4. Diagram alir persigpan bahan baku
Sumber : Samsuri, et al.., 2007

3.4.2. Perlakuan Awal Batang K elapa Sawit

Perlakuan awa dengan menggunakan basa dilakukan dengan
menggunakan metode Sutikno dkk (2010). Bubuk batang kelapa sawit ditimbang
sebanyak 15 g dimasukan dalam erlenmayer ukuran 500 mL, kemudian
ditambahkan larutan NaOH 1 M sebanyak 300 mL. Setelah itu, dihomogenisasi
menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 3 menit dan dipanaskan

dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah itu, sampel disaring
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dan dibilas menggunakan air suling sebanyak 4000 mL. Kemudian bagian padat
(holoselulosa) dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C sampai berat konstan dan

kemudian digunakan sebagai substrat pada SSF.

Bubuk batang kelapa sawit 15 g dimasukkan dalam
erlenmeyer 500 mL

v

Penambahan larutan NaOH 1 M sebanyak 300 mL

A 4

Homogenisas menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 3 menit

v

Pemanasan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit

\4

Penyaringan dan pembilasan mengunakan air suling
sebanyak 4000 mL

A 4
Pengeringan dalam oven pada suhu 105°C sampai berat konstan

I

( HoloselulosaBKS >

Gambar 5. Perlakuan awal batang kel apa sawit
Sumber : Sutikno, dkk (2010)

3.4.3 Persiapan Starter

Pembuatan starter S. cereviceae dilakukan menurut metode yang diuraikan
oleh Scholar dan Benedidikte (1999) dan Suh et al., (2007). Sebanyak 3,5 g

media YPD Agar (1% yeast extract, 2% pepton, 2% dextrose dan 2% agar)
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dilarutkan dalam 50 mL aguadest dan dihomogenkan menggunakan hotplate dan
magnetic stirer hingga larutan menjadi bening. Larutan mediaYPD Agar tersebut
disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit. Media YPD yang telah
disterilisasi dituang ke dalam tabung reaksi ukuran 20 mL masing-masing
sebanyak 10 mL dan didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat pada
kondis steril. Satu gram tepung ragi roti dilarutkan dalam 10 ml aquadest dan
dihomogenkan menggunakan vortex, kemudian satu loop larutan ragi digoreskan
pada media agar YPD miring, diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C untuk
mengaktifkan ragi. Dua lop koloni yeast dari media miring diinokulasikan pada
50 mL media cair yang mengandung 5% YPD dan kemudian diinkubas pada

suhu ruang selama 48 jam (Gambar 6).

3.4.4. Optimasi Kondisi Proses Sakarifikasi dan Fermentas Serentak

Pembuatan bioetanol dari batang kelapa sawit dengan metode sakarifikasi
dan fermentasi serentak dilakukan menurut metode Dowe dan McMillan (2008)
yang dimodifikasi. Ditimbang sampel untuk beberapa konsentrasi (4 g, 6 g, dan 8
g) dimasukkan ke dalam tabung erlemeyer 250 mL, ditambahkan media nutrisi
(yeast extract 1% (b/v) dan pepton 2% (b/v)) dan buffer sitrat 0,05 M sebanyak
67,2 mL pH 5.0, kemudian disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit.
Setelah sampel dingin sampal suhu kamar, substrat ditambah enzim selulase
sebanyak 12,8 mL untuk beberapa konsentrasi berbeda (25, 30, dan 35 FPU).
Sampel tersebut diinkubasi selama 18 jam dalam shaker waterbath dengan
kecepatan 150 rpm pada suhu 50°C kemudian didinginkan sampai suhu kamar.

Selanjutnya, sampel yang telah di sakarifikasi ditambahkan starter S. cerevisiae
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dengan konsentrasi 10% (b/v), diinkubasi pada suhu 38°C dengan goyangan 150
rpm selama beberapa jam (48, 72, dan 96 jam). Setelah inkubasi, kadar gula
reduks ditentukan dengan spektrofotometer dan konsentrasi bioetanol dalam

substrat ditentukan dengan GC.

Pelarutan media Y PD Agar sebanyak 3,25 gram
dalam 50 mL aquadest dan dihomogenisasi

v
Sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

v

Penuangan media YPD 10 mL yang telah disterilisasi ke dalam tabung
reaksi ukuran 20 mL

v
Pendinginana media Y PD dalam keadaan miring hingga memadat pada
kondisi steril
v
Penggoresan larutan ragi pada mediamiring Y PD

v

Inkubasi selama 48 jam, suhu 30°C
v

Inokulasi dualoop yeast pada 50 ml mediacair Y PD 5%

v

Inkubasi selama 48 jam, suhu 30°C
v

< Kultur keriD

Gambar 6. Tahap pembuatan starter S.cereviceae
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Bubuk holoselulosaBKS

Medianutris
(yeast extract 1%
(b/v) dan pepton
2% (b/v)) dan
buffer sitrat 0,05 M
sebanyak 67,2 mL

A 4

Sampel dimasukkan dalam
erlenmeyer ukuran 250 mL

A

Sterilisasi (suhu 121° C, 15 menit)

v

Pendinginan (T : ruang )

'

Inkubasi dalam shaker waterbath dengan
kecepatan 150 rpm (18 jam, suhu 50°C)

12,8 mL enzim
selulase (25, 30,
dan 35 FPU)

| Analisis kadar gulareduksi
" awal

A 4
—> Pendinginan (T : ruang)

v

Inkubasi (suhu 38°C, goyangan 150 rpm )
selama beberapa jam (48,72, dan 96 jam)

Analisis kadar Filtrat SSF Ampas
bioetanol

Analisis kadar gula Analisis kadar
Reduksi akhir selulosa

Starter S
cerevisae
10 %(b/v)

Gambar 7. Tahap optimasi kodisi sakarifikasi dan fermentasi serentak
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3.5. Pengamatan

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini yaitu kadar gula reduksi
hidrolisat batang kelapa sawit (Metode Nelson — Somogyi dalam Sudarmadii,
1984), kadar gula reduks setelah fermentasi, kadar etanol akhir , serta kadar

selulosa akhir (Chesson dalam Datta, 1981).

3.5.1. Analisis Gula Reduks Dengan Metode Nelson — Somogyi

Filtrat dari hasil sakarifikasi dan fermentasi batang kelapa sawit yang
mempunyai kadar gula reduks disiapkan. Sampel tersebut diambil sebanyak 0,1
mL dan diencerkan dengan menambahkan aquades sebanyak 9,9 mL kedalam
tabung reaksi. 0,5 mL filtrat pengenceran dimasukkan dalam tabung reaks dan
ditambahkan reagensia Nelson sebanyak 0,5 mL, selanjutnya diperlakukan seperti
pada penyiapan kurva standar di bawah. Jumlah gula reduks ditentukan dengan
mengukur absorbansi sampel pada spektrofotometer dengan panjang gel ombang
540 nm. Data absorbansi tersebut dikonvers ke konsentrasi gula reduksi dengan
memasukkan data absorbansi ke persamaan kurva standar (Y=ax+b) dengan Y

adal ah absorbansi sampel dan X adalah kadar gula reduksinya.

3.5.1.1. Penyiapan kurva standar

Larutan glukosa standar dibuat dengan melarutkan 10 mg glukosa anhidrat
dalam 100 mL aquades dan dilakukan 6 pengenceran sehingga diperoleh larutan
glukosa dengan konsentrasi sebanyak 2, 4, 6, 8, dan 10 mg/100 mL. Tabung

reaks yang bersih sebanyak 5 tabung reaks disiapkan, masing-masing diisi
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dengan 1 mL larutan glukosa standar tersebut di atas. Satu tabung diisi 1 mL air
suling sebagai blanko, ditambahkan ke dalam masing-masing tabung di atas 1 mL
reagensia Nelson, dan dipanaskan semua tabung pada penangas air mendidih
selama 20 menit. Diambil semua tabung dan didinginkan bersama-sama dalam
gelas piala yang berisi air dingin sehingga suhu tabung mencapai 25°C. Setelah
dingin 1 mL reagensia Arsenomolybdat ditambahkan dan dikocok sampai semua
endapan CuSO, yang ada larut kembali. Setelah semua endapan CuSO, larut
sempurna, 7 mL air suling ditambahkan ke dalam tabung tersebut dan
dihomogenisasi. Absorbans masing-masing larutan tersebut ditera pada panjang
gelombang 540 nm. Kurva standar dibuat untuk menunjukkan hubungan antara

konsentrasi glukosa dan absorbansi (Sudarmadji et al, 1984).

3.5.1.2. Cara pembuatan reagensia

3.5.1.2.1 Reagensia Nelson

Reagensia Nelson A dapat dibuat dengan melarutkan 12,5 gram Natrium
karbonat anhidrat, 12,5 gram garam rochelle, 10 gram natrium bikarbonat dan 100
gram natrium sulfat anhidrat dalam 350 mL air suling. Kemudian diencerkan
sampa 500 mL. Reagensia Nelson B dibuat dengan cara dilarutkan 7,5 gram
CuS0;. 5H,0 dalam 50 mL air suling dan ditambahkan 1 tetes asam sulfat pekat.
Reagensia Nelson dibuat dengan cara dicampur 25 bagian Reagensia Nelson A
dan 1 bagian Reagensia Nelson B. Pencampuran dikerjakan pada setiap hari akan

digunakan.



3.5.1.2.2 Reagensia Arsenomolybdat

Sebanyak 25 gram Ammonium molybdat dilarutkan dalam 450 mL air
suling dan ditambahkan 25 mL asam sulfat pekat. Kemudian, dilarutkan pada
tempat yang lain 3 gram NaHASO,. 7H,0O dalam 25 mL air suling. Larutan
dituang ke dalam larutan yang pertama disimpan ke dalam botol berwarna coklat
dan diinkubasi pada suhu 37°C sdama 24 jam. Reagensia ini baru dapat

digunakan setelah masainkubasi tersebut, reagensiaini berwarnakuning.

3.5.2 AnalissKadar Etanol dengan Gas Chromatography (GC)

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/cm2, tekanan gas pembawa
(H>) 1,6 kg/cm? dan tekanan udara 0,19 kg/cm?. Injektor Hawlett Packard syringe
10 mL dengan volumeinjeksi 1 mL (Masykuri, 2001).

Metode analisis yang digunakan dalam mengukur kadar etanol sampel
batang kelapa sawit adalah metode standar tunggal. Metode standar tunggal yaitu
teknik analisis yang hanya menggunakan satu larutan standar yang telah diketahui
konsentrasinya (Cstd). Selanjutnya absorbans larutan standar (Asta) dan

absorbansi larutan sampel (Asmp) diukur dengan menggunakan GC.
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Metode ini menggunakan prinsip hukum Beer, sehingga diperoleh :

Astd/Cstd = Csmp/Asmp
Csmp = (Asmp/Astd) x Cstd

3.5.3 AnalisisHolosdlulosa

Setengah gram sampel hasil pretreatment basa yang sudah dikeringkan
hingga berat konstan dimasukan dalam erlenmeyer 250 mL. Sebanyak 75 mL
aguadest ditambahkan kemudian sampel direndam selama 2 jam pada suhu 100°C
dan disaring dengan kertas saring sambil dibilas dengan aquades hingga filtrat
menjadi bening. Kertas saring dan residu dikeringkan hingga berat konstan.
Berat konstan tersebut dikurangi dengan berat kertas saring awal disebut berat A.

Residu berat A dimasukan ke Erlenmeyer 250 mL dan ditambahkan 75 mL
H,SO, 1 N, direndam selama 2 jam dalam suhu 100°C. Larutan disaring dan
dibilas dengan aquadest £150 mL hingga filtrat kembali menjadi jernih. Residu
dan kertas saring kemudian dikeringkan hingga berat konstan. Berat konstan
tersebut dikurangi berat kertas saring awal disebut berat B.

Residu berat B dimasukan dalam Erlenmeyer 250 mL dan ditambahkan
H.SO,4 72% sebanyak 5 mL dan disimpan pada suhu ruang selama 4 jam. Setelah
itu, 75 mL H,SO,4 1 N ditambahkan dan direndam selama 2 jam pada suhu 100°C
lalu disaring dengan kertas saring sambil dibilas aquadest £150 mL sampai filtrat
jernih. Residu dan kertas saring dikeringkan hingga berat konstan. Berat konstan
dikurangi dengan berat kertas saring awal disebut berat C(Gambar ). Perhitungan
kadar komponen holoselulosa yang terukur dari berat A, B, C dilakukan

berdasarkan metode TAPPI T264 cm tes standar-97 (TAPPI, 2007).
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Kadar holoselulosa dapat dihitung dengan rumus :

Kadar Hemiselulosa

A-B x 100%
Berat sampel

Kadar Selulosa

B-C X 100%
Berat sampel

0,5 gram sampel BK S hasil fermentasi
dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL

v
A%J argfﬁ Pemanasan di penangas air suhu 100°C selama 2 jam
v

Penyaringan dengan ketras saring dan pembilasan
dengan aquades 150 mL hinggafiltrat jernih

Residu (berat A)

i
6

Pemanasan di penangas air suhu 100°C selama 2 jam
v
Penyaringan dengan ketras saring dan pembilasan
dengan aquades 150 mL hinggafiltrat jernih

f

Residu (berat B)
H,SO, 72%
75mL Penyimpanan dalam suhu ruang selama 4 jam
v
Pemanasan di penangas air suhu 100°C selama 2 jam
v

Penyaringan dengan ketras saring dan pembilasan
dengan aguades 150 mL*hinggafi Itrat jernih
Residu (berat C)

Gambar 8. Analisis holoselulosa (Chesson dalam Datta 1981 yang dimodifikasi)




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan maka dapat diambil

kesimpulan bahwa :

1. Lamawaktu fermentasi sangat berpengaruh pada semua variabel respon pada
proses produks bioetanol dari batang kelapa sawit, sedangkan konsentrasi
enzim selulase hanya berpengaruh pada kadar etanol akhir dan konsentrasi
substrat hanya berpengaruh pada kadar gula reduks dengan model persamaan
statistika yang dihasilkan yaitu § = 0,47 + 0,303 x; — 0,156 x, + 0,0427 x3 —
0,00869 x4 + 0,00475 x,* + 0,00015 x3* — 0,00325 x;x, — 0,00123 X1X3 —
0,001764 x2Xs3.

2. Kondis optimum SSF terjadi apabila konsentrasi substrat batang kel apa sawit
yang digunakan sebesar 4,9% dengan konsentrasi enzim selulase 21,6 FPU
difermentasi selama 120 jam dapat menghasilkan kadar etanol maksimal yaitu

sebesar 2,23%.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian disarankan pada penelitian selanjutnya
dilakukan optimasi proses sakarifikass dan fermentas serentak dengan

menggunakan kombinasi enzim selulase dengan enzim sellobiose agar proses



konversi selulosa dapat lebih optima hingga mendapatkan kadar gula yang

dihasilkan jauh Iebih tinggi dan kadar etanol juga diharapkan jauh lebih tinggi.
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