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ABSTRACT 
 

 

EFFECT OF PREHYDROLYSIS AND INCUBATION PERIOD 

OFSIMULTANEOUS SACCHARIFICATION AND 

FERMENTATIONONETHANOL CONCENTRATION FROM EMPTY OIL 

PALM BUNCHES 

 

By 

 

 

ANDIKA EKO PRAYOGA 

 

 

 

 

 When producing bioethanol from oil palm empty fruit bunches (EFB) using 

simultaneous saccharification and fermentation (SSF) method, enzymatic 

hydrolysis runs slowly because SSF incubation occurs at 38
o
C. To solve the 

problem, EFB needs to be pre-hydrolyzed at the optimum temperature of cellulase 

(50
o
C) prior to SSF.  The objectives of this study were to find out the effect of 

pre-hydrolysis and incubation periodof SSF EFB for producing bioethanol on 

bioethanol concentration as well as the remaining cellulose and reducing sugar 

concentrations. After drying and milling, EFB was pre-treated with 1.0 M NaOH 

solution at 121
°
C for 15 minutes.  After filtering the solution, the residue (EFB 

holo-cellulose) was analysed to determine its cellulose content (as the initial 

cellulose content).  The holocellulose was then prehydrolysed with cellulase at 

50
°
C, pH 4.8, and at 150 rpm for 0 hours (with out pre-hydrolysis) and 24 hours. 

After prehydrolysis, 1 mL filtrate was taken to determine its reducing sugar 



concentration; and the solution was added with cellulose and incubated at 38
°
C, 

pH 4.8, and 150 rpm for 24, 48, 72, and 96 hours. After SSF incubation, the 

solution was centrifuged; the residue was analysed to determine its cellulose 

content (as final cellulose); and the filtrate was analysed to determine its ethanol 

and reducing sugar contents as final reducing sugar. The results showed that 

prehydrolysis for 24 hours resulted in higher ethanol content, lower cellulose 

content, and higher reducing sugar content than that without prehydrolysis 

(prehydrolysis for 0 hours). The longer SSF incubation yielded the higher 

bioethanol content as well as the lower cellulose content the lower reducing sugar. 

The highest ethanol concentration (0,916% v/v) was obtained from a combination 

treatment of prehydrolysisfor 24 hours and SSF incubation of 96 hours.  

 

Keywords: bioethanol, oil palm empty bunches, prehydrolysis, SSF. 
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Proses hidrolisis secara enzimatis pada pembuatan bieotanol secara 

simultaneous saccharification and fermentation (SSF) dari TKKS berjalan lambat 

karena suhu inkubasi SSF dilakukan pada suhu 38
o
C.  Untuk mempercepat proses 

hidrolisis tersebut, TKKS perlu diberi perlakuan prehidrolisis pada suhu optimum 

enzim selulase, yaitu 50
o
C. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui 

pengaruh prehidrolisis dan lama inkubasi SSF terhadap kadar bioetanol, kadar 

selulosa, dan gula reduksi pada pembuatan bioetanol dari tandan kosong kelapa 

sawit (TKKS). TKKS diberi perlakuan awal dengan cara direndam dalam larutan 

NaOH 1 M pada suhu 121
o
C selama 15 menit.  Setelah disaring, ampas 

(holoselulosa) TKKS dianalisis untuk menentukan kadar selulosanya (sebagai 

kadar selulosa awal).  Holoselulosa TKKS kemudian diberi perlakuan 

prehidrolisis dengan menambahkan enzim selulase pada suhu 50
o
C, pH 4,8, dan 

goyangan 150 rpm selama 0 jam dan 24 jam. Setelah proses prehidrolisis tersebut, 



filtrat diambil sebanyak 1 ml untuk ditentukan kadar gula reduksi.  Setelah 

prehidrolisis selama 0 jam (tanpa prehidrolisis) dan 24 jam, larutan ditambah 

Saccharomyces cerevisiae sebagai starter dan inkubasi SSF dilakukan pada suhu 

38
o
C, pH 4,8, dan goyangan 150 rpm selama 24, 48, 72, dan 96 jam. Setelah 

inkubasi, larutan dipusingkan, ampas dianalisis kadar selulosanya (sebagai 

selulosa akhir),  dan filtratnya dianalisis kadar etanol dan gula reduksinya sebagai 

kadar gula reduksi akhir.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa prehidrolisis 

selama 24 jam menghasilkan kadar etanol yang lebih tinggi dan menyisakan kadar 

selulosa yang lebih rendah, serta kadar gula reduksi lebih tinggi, dibandingkan 

dengan tanpa prehidrolisis (prehidrolisis selama 0 jam). Semakin lama inkubasi 

SFF semakin tinggi kadar etanol, dan menyisakan kadar selulosa dan kadar gula 

reduksi yang semakin rendah.  Kadar etanol tertinggi (0,916 %v/v) diperoleh pada 

kombinasi perlakuan prehidrolisis selama 24 jam dan inkubasi SSF selama 96 

jam.   

 

Kata kunci : Tandan kosong kelapa sawit, bioetanol, SSF, prehidrolisis. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Produksi bahan bakar minyak (BBM) Indonesia setiap tahun semakin 

menurun. Berdasarkan data Badan Pusat Statistik (2016) diketahui bahwa jumlah 

produksi minyak bumi pada tahun 1996 adalah sebesar 548.648.300 barel. Lalu 18 

tahun kemudian, pada tahun 2014 jumlah produksi minyak bumi Indonesia turun 

menjadi 287.902.200 barel atau mengalami penurunan sebesar 47,52 persen. 

Sementara itu, jumlah konsumsi BBM di Indonesia setiap tahun semakin 

meningkat. Pada tahun 2010, jumlah konsumsi BBM adalah sebesar 

62.187.080,37 KL, dan pada tahun 2014 meningkat menjadi 70.744.977,00 KL. 

Sementara itu cadangan minyak bumi Indonesia diperkirakan hanya cukup sampai 

tahun 2025 (Kementrian ESDM, 2016). Hal tersebut mendorong Pemerintah 

untuk mencari alternatif bahan bakar terbarukan yang dapat digunakan, 

berdasarkan Peraturan Menteri Energi dan Sumber Daya Mineral No. 32 Tahun 

2008 tentang Pentahapan Kewajiban Pemakaian BBN. Maka untuk 

menangggulangi krisis energi di Indonesia adalah dengan cara penggunaan bahan 

bakar nabati (BBN). 

Salah satu bahan bakar nabati (BBN) yang berpotensi untuk 

dikembangkan di Indonesia adalah bioetanol. Bioetanol dapat dihasilkan dari 
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setiap bahan baku biologis yang mengandung gula dalam jumlah yang cukup 

besar atau bahan-bahan yang dapat dikonversi ke gula seperti pati atau selulosa. 

Pada generasi pertama produksi bioetanol, bahan baku yang digunakan adalah 

tanaman yang mengandung pati. Bahan baku yang umum digunakan pada 

produksi bioetanol generasi pertama adalah padi, jagung, dan umbi-umbian (Rutz 

dan Janssen, 2008). Namun hal ini memicu masalah lain dalam bidang pangan, 

apabila produksi bioetanol masih menggunakan bahan baku berpati karena dapat 

menyebabkan krisis pangan bagi Indonesia. 

Akibat penggunaan bahan baku berpati yang menimbulkan masalah dalam 

bidang pangan, maka pada generasi kedua pembuatan bioetanol menggunakan 

bahan baku yang mengandung selulosa (Baskar et al, 2012). Salah satu bahan 

baku yang mengandung selulosa yang melimpah di Indonesia adalah tandan 

kosong kelapa sawit (TKKS). TKKS adalah hasil samping pengolahan minyak 

kelapa sawit. TKKS mengandung Selulosa 41,3%-46,5%, Hemi Selulosa 25,3%-

32,5% dan mengandung lignin 27,6%-32,5% (Kamal, 2014). Terlebih lagi 

ketersedian TKKS yang melimpah, pada tahun 2015 diketahui jumlah TKKS 

adalah sebesar 9.356.706,36 ton (Kamal, 2014; Dirjen Perkebunan, 2015).  

Terdapat dua metode umum yang digunakan dalam pembuatan bioetanol 

dari bahan baku lignoselulosa seperti TKKS. Metode pertama adalah dengan cara 

hidrolisis dan inkubasi secara terpisah (Separate Hydrolysis And Fermentation, 

SHF) dan metode kedua adalah dengan cara hidrolisis dan inkubasi serentak 

(Simultaneous Saccharification And Fermentation, SSF) (Galbe dan Zacchi, 

2005). SSF biasanya lebih disukai dalam proses industri pembuatan bioetanol 

karena biaya yang rendah, risiko kontaminasi berkurang, dan efek penghambatan 
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gula reduksi terhadap enzim yang lebih rendah (Lu et al, 2013 ; Taherzadeh dan 

Karimi, 2007). Selain itu pada metode SSF waktu hidrolisis enzimatik lebih lama 

dibandingkan SHF. Pada metode SHF hidrolisis enzimatik berakhir ketika substrat 

dipisahkan dari hidrolisat setelah hidrolisis (Shen et al, 2011).  

Namun demikian masih ada beberapa kekhawatiran tentang proses SSF, 

seperti perbedaan suhu optimum antara enzim dan inkubasi mikroba mikroba 

(Taherzadeh dan Karimi, 2007). Selain itu, salah satu hambatan untuk 

komersialisasi adalah rendahnya konsentrasi gula setelah hidrolisis enzimatik 

sehingga konsentrasi etanol yang dihasilkan rendah (Koppram et al, 2014 ; 

Modenbach et al, 2013). Berbeda dengan SSF, keuntungan dari SHF adalah 

tingkat hidrolisis yang cepat pada kondisi suhu operasi yang optimal 

dibandingkan SSF. Jika prehidrolisis diterapkan sebelum SSF pada kondisi yang 

optimal, maka proses ini memiliki keunggulan dari kedua metode SSF dan SHF. 

Prehidrolisis akan meningkatkan kadar gula reduksi untuk meningkatkan kadar 

etanol pada proses inkubasi (Shen et al, 2011). Sementara itu lama inkubasi juga 

berpengaruh nyata dalam peningkatan kadar bioetanol (Irvan et al, 2016). Oleh 

sebab itu perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui  pengaruh prehidrolisis dan 

lama inkubasi pada pembuatan bioetanol dari TKKS secara SSF. 

 

1.2   Tujuan 

 

Penelitian ini bertujuan untuk : 

1. Mengetahui pengaruh prehidrolisis terhadap kadar bioetanol, kadar selulosa 

dan gula reduksi pada pembuatan bioetanol dari tandan kosong kelapa 
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sawit (TKKS) secara Simultaneous Saccharification And Fermentation 

(SSF). 

2. Mengetahui pengaruh lama inkubasi terhadap kadar bioetanol, kadar 

selulosa dan gula reduksi dan pada pembuatan bioetanol dari tandan kosong 

kelapa sawit (TKKS) secara Simultaneous Saccharification And 

Fermentation (SSF). 

3. Mengetahui interaksi prehidrolisis dan lama inkubasi terhadap kadar 

bioetanol, kadar selulosa dan gula reduksi pada pembuatan bioetanol dari 

tandan kosong kelapa sawit (TKKS) secara Simultaneous Saccharification 

And Fermentation (SSF). 

 

 

1.3   Kerangka Pemikiran 

 

Pada pembuatan bieotanol secara SSF menggunakan TKKS, kadar etanol 

yang dihasilkan relatif rendah. Hal ini menyebabkan terjadinya hambatan dalam 

komersialisasi pembuatan bioetanol secara SSF menggunakan TKKS. Rendahnya 

etanol yang dihasilkan disebabkan konsentrasi gula hasil hidrolisis yang akan 

diinkubasi menjadi etanol rendah. Salah satu solusi yang dapat ditawarkan untuk 

meningkatkan kadar etanol adalah dengan melakukan proses prehidrolisis 

sebelum SSF dilakukan. Diketahui prehidrolisis mampu meningkatkan kadar 

etanol pada proses SSF dengan cara menyediakan kadar gula lebih banyak 

sehingga menyebabkan kadar etanol yang dihasilkan meningkat (Jin et al, 2012). 

Kadar gula lebih banyak pada proses hidrolisis disebabkan padatan substrat 

dihidrolisis dengan cepat pada suhu optimum sehingga substrat lebih homogen 
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dan konsentrasi hidrolisat glukosa lebih tinggi dan dapat dibentuk menjadi etanol 

pada proses SSF (Liu et al, 2014). Shen et al (2011) mengatakan bahwa 

pembuatan bioetanol dari campuran limbah pemisahan kapas dan bubur kertas 

daur ulang, dengan menggunakan waktu prehidrolisis selama 24 jam pada suhu 

50° C menggunakan pH 4,8 , dilanjutkan dengan SSF selama 48 jam pada suhu 

36°C memberikan hasil kadar etanol tertinggi dibandingan dengan SSF dan SHF 

dengan kondisi waktu yang sama. Waktu prehidrolisis selama 24 jam 

menghasilkan kadar etanol sebesar 6,75 g/L, sementara kadar etanol yang 

dihasilkan secara SSF dan SHF berturut-turut adalah 6,02 g/L dan 6,17 g/L.  

Penelitian lain juga menunjukan bahwa waktu prehidrolisis berpengaruh terhadap 

kadar etanol yang dihasilkan, dan etanol yang dihasilkan akan lebih tinggi bila 

dibandingkan dengan SHF dan SSF (tanpa hidrolisis) (Liu et al, 2014 ; Barcelos et 

al, 2016; Xie et al, 2014; Li et al, 2014; Hoyer et al., 2013). 

Cara lain yang dapat digunakan untuk meningkatkan kadar etanol adalah 

dengan melakukan inkubasi SSF pada waktu yang optimum. Diketahui semakin 

lama waktu inkubasi dilakukan, maka semakin tinggi pula kadar etanol yang 

dihasilkan sampai waktu tertentu kadar etanol akan mengalami stagnasi. 

Diketahui pula bahwa peningkatan kadar etanol akan terhenti disebabkan kadar 

etanol tidak dapat ditolerir lagi oleh sel-sel yeast (Budiarni dan Gulton, 2013; 

Irvan et al, 2016; Suri et al, 2013). Purba dan Gulton (2013) melaporkan bahwa 

pada pembuatan bioetanol menggunakan biji alpukat semakin lama waktu 

inkubasi dilakukan maka kadar etanol akan semakin meningkat, dan kadar etanol 

optimum didapat pada lama inkubasi 96 jam yaitu sebesar 1,519%. Hasil 

penelitian Purba dan Gulton (2013) senada dengan hasil penelitian Nasrun et al 
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(2015) yang menyatakan bahwa pada pembuatan bioetanol dari kulit pepaya 

semakin lama waktu inkubasi dilakukan maka kadar etanol akan semakin 

meningkat, dan kadar etanol optimum didapat pada lama inkubasi 96 jam dengan 

kadar etanol sebesar 6,23%. Hasil kedua penelitian diatas yang menyatakan 

bahwa kondisi optimum pembuatan bioetanol adalah dengan menggunakan lama 

inkubasi selama 96 jam diperkuat dengan hasil penelitian Manurung (2011) yang 

melaporkan bahwa kondisi optimum SSF dari limbah ekstraksi alginat yaitu pada 

suhu 38
0
C dengan pH 4,8 selama 96 jam menghasilkan kadar etanol sebesar 

0,22%. Begitu pula pernyataan Adrados et al (2005) yang menyatakan pembuatan 

bioetanol menggunakan bagas, kondisi operasi SSF yang dapat menghasilkan 

etanol tertinggi yaitu inkubasi selama 96 jam menggunakan substrat bagas 50 g/L 

menghasilkan konsentrasi etanol sebesar 5,98 g/L.  

Shen et al (2011) mengatakan bahwa lama waktu inkubasi akan 

mempengaruhi kadar etanol yang dihasilkan dalam proses pembuatan bioetanol 

secara SSF menggunakan prehidrolisis. Semakin lama waktu inkubasi dilakukan, 

maka kadar etanol semakin meningkat. Begitu pula pernyataan Liu et al (2016) 

yang mengatakan bahwa lama waktu inkubasi berpengaruh terhadap peningkatan 

kadar bioetanol pada pembuatan bioetanol secara SSF menggunakan perlakuan 

prehidrolisis. Liu et al (2016) mengatakan bahwa perlakuan terbaik dalam 

pembuatan bioetanol secara SSF dengan prehidrolisis adalah menggunakan lama 

waktu inkubasi selama 96 jam dengan kadar etanol yang dihasilkan sebesar 

66,915 g/L. Apabila prehidrolisis diterapkan pada pembuatan bioetanol dari 

TKKS secara SSF dengan lama inkubasi yang optimum, maka hal tersebut 
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diperkirakan mampu meningkatkan kadar etanol yang dihasilkan dan lama 

inkubasi yang digunakan dapat dipercepat.  

Dalam pembuatan bioetanol dari TKKS secara SSF belum diketahui 

kondisi optimum untuk menghasilkan kadar etanol secara maksimal. Namun telah 

diketahui kondisi optimum pembuatan bioetanol dari TKKS secara SHF. Kondisi 

optimum  pembuatan bioetanol dari TKKS secara SHF adalah dengan 

menggunakan 25 FPU enzim selulase dan 7,5% konsentrasi substrat holoselulosa 

dengan suhu 50
o
C pada proses hidrolisis, dan menggunakan S. cereviceae 

sebanyak 15 % dengan kecepatan goyangan sebesar 150 rpm pada proses inkubasi 

(Sutikno dan Nawansih, 2015). Berdasarkan penelitian di atas, maka penelitian ini 

akan dilakukan dengan waktu prehidrolisis selama 0 dan 24 jam, dengan 

menggunakan substrat sebanyak 7,5%, pH 4,8, enzim 25 FPU, dengan suhu 

prehidrolisis 50° C serta suhu pada tahap SSF 38
0
C  , dan S. cerevisiae sebanyak 

15%, dengan waktu inkubasi selama 24, 48, 72, dan  96 jam. 

 

1.4 Hipotesis 

 

Hipotesis dari penelitian ini adalah : 

1. Prehidrolisis berpengaruh terhadap kadar selulosa, gula reduksi dan kadar 

bioetanol pada pembuatan bioetanol dari tandan kosong kelapa sawit 

(TKKS) secara Simultaneous Saccharification And Fermentation (SSF). 

2. Lama inkubasi berpengaruh terhadap kadar holoselulosa, gula reduksi dan 

kadar bioetanol pada pembuatan bioetanol dari tandan kosong kelapa sawit 

(TKKS) secara Simultaneous Saccharification And Fermentation (SSF). 
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3. Terdapat interaksi antara prehidrolisis dan lama inkubasi terhadap kadar 

selulosa, gula reduksi dan kadar bioetanol pada pembuatan bioetanol dari 

tandan kosong kelapa sawit (TKKS) secara Simultaneous Saccharification 

And Fermentation (SSF). 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 

 

 

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) merupakan salah satu limbah utama 

dari industri kelapa sawit. (Sajab et al. 2013). Diketahui bahwa satu ton kelapa 

sawit menimbulkan limbah berupa tandan kosong kelapa sawit (TKKS) sebanyak 

23% atau 230 kg (Kamal, 2014). Sementara luas lahan perkebunan kelapa sawit di 

Indonesia pada tahun 2015 mencapai 11.300.370 Ha, dengan total produktivitas 

3,6 ton/Ha (Dirjen Perkebunan, 2015). Dengan luas lahan tersebut, maka 

Indonesia mempunyai potensi limbah TKKS sebesar 9.356.706,36 ton. 

Pemanfaatan TKKS terbilang masih terbatas, sementara ini hanya dibakar 

dan sebagian dihamparkan pada lahan kosong sebagai mulsa/pupuk, di kawasan 

sekitar pabrik (Kamal, 2014). Dalam perkembangannya, TKKS dapat dijadikan 

sebagai bahan baku pembuatan pulp dan kertas, fiberboard, dan bahan bangunan 

(Nasrin et al, 2008). Selain itu, TKKS berpotensi dijadikan sebagai bahan baku 

pembuatan bioetanol. TKKS mengandung Selulosa 41,3%-46,5%, Hemi Selulosa 

25,3%-32,5% dan mengandung lignin 27,6%-32,5% (Kamal, 2014). Sementara 

Caecilia (2015) mengatakan bahwa TKKS mengandung selulosa 50,13%, 

hemiselulosa 24,32%, dan lignin 24,15%. Dengan melimpahnya TKKS di 

Indonesia dan tingginya kandungan holoseulosa yang dimiliki, maka TKKS dapat 

menjadi bahan baku pembuatan bioetanol generasi kedua yang menjanjikan.  
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Selulosa merupakan komponen penyusun terbesar yang dimiliki TKKS. 

Selulosa adalah polimer linear dari unit D-anhidroglukopiranosa yang 

dihubungkan oleh ikatan β-1,4-glukosidik (Gambar 1). Selulosa juga dapat 

disebut β-1,4-D-glukan (Wertz et al, 2013). Selulosa tidak larut dalam air dan 

tidak memberikan karakteristik warna dengan yodium. Karena sifat selulosa yang 

tidak larut air dan impermeability untuk dinding sel, maka hidrolisis/degradasi 

selulosa terjadi melalui ekstraseluler sekresi enzim (Baskar et al, 2012). Selulosa 

merupakan polimer yang dapat membengkak. Selulosa bersifat  higroskopis, dapat 

menyerap air 8-14% pada 20 ° C dan kelembaban relatif 60% (Krassig et al, 

2004). 

 

 

Gambar 1. Struktur selulosa (Wertz et al, 2013). 

 

Hemiselulosa merupakan komponen penyusun TKKS terbesar kedua. 

Hemiselulosa merupakan komponen dari dinding sel yang terikat dengan selulosa 

dan merupakan sumber daya terbarukan terbesar kedua yang tersedia di alam 

(Dekker, 1985). Hemiselulosa terdiri dari xyloglucans dengan rantai D-xylose 

terhubung melalui ikatan glycosidic β-1-4 (gambar 2). Polimer xylose umumnya 

mengandung jaringan α-1-3 yang terikat dengan D-mannose dan β-1-2 yang 

terikat dengan D-galaktosa, β-1-4 terhubung dengan D-mannose dan α-1-2 terikat 

dengan D-glukosa. Hemiselulosa juga  didefinisikan sebagai bahan yang larut 
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dalam larutan alkali tetapi tidak larut dalam air ( Complex Carbohydrate Research 

Center, 2007). Hemiselulosa mengikat erat pada  permukaan mikrofibril selulosa 

dan satu sama lain oleh ikatan hidrogen. Hemiselulosa mengandung berbagai gula 

seperti xilosa dan arabinosa, glukosa, manosa, galaktosa, asam galacturonic dan 

asam glukuronat (gambar 3) (Wertz et al, 2013). 

 

 

Gambar 2. Struktur hemiselulosa (Dekker, 1985). 

 

Hemiselulosa dapat dibagi menjadi empat kelompok utama: (1) 

Xyloglucan, hemiselulosa dominan pada dinding sel primer tanaman. (2) Xylan; 

termasuk didalamnya glucuronoxylan, arabinoxylan serta glucuronoarabinoxylan 

ditemukan di dinding sel sekunder. Xylan dianggap sebagai biopolymer terbanyak 

kedua pada tanaman (MetaCyc, 2008). (3) Mannan termasuk didalamnya 

glucomannan, juga galactomannan ditemukan pada benih di beberapa tanaman 

seperti jenis legume, dan galactoglucomannan ditemukan di dinding sel sekunder. 

Kemuidan kelompok yang terakhir adalah (4) β-1,3; 1,4-glucan yang sangat lazim 
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dalam rumput (Atalla et al, 1993 ; Handford et al, 2003). Peranan biologis paling 

penting hemiselulosa adalah untuk memperkuat dinding sel bersama dengan 

selulosa dan, di beberapa bagian dinding dengan lignin (Schell et al, 2010 ; 

Ordaz-Ortiz et al, 2009). 

 

 

Gambar 3. Komponen berbagai gula pada hemiselulosa (Wertz et al, 2013). 

 

Selain selulosa dan hemiselulosa, TKKS juga memiliki komponen 

penyusun berupa lignin. Lignin adalah polimer fenolik kompleks yang berperan 

terhadap kekuatan, kekakuan, dan sifat hidrofobik pada dinding sel sekunder 

tanaman. Lignin ditemukan pada semua tanaman berpembuluh, terutama di dalam 

jaringan kayu, lignin membentuk sebagian besar karbon organik total di alam 

(Bonawitz et al, 2010). Unit struktur penyusun lignin disebut phenylpropane unit 

atau disingkat dengan ppu (Gambar 4) (Baskar et al, 2012).  
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Gambar 4. Struktur penyusun lignin (Baskar et al, 2012). 

 

Lignin sangat tahan terhadap gangguan mekanis dan degradasi enzimatik. 

Polimer lignin membuat dinding sel kaku dan kokoh, memungkinkan transportasi 

air dan nutrien melalui sistem vaskular dan melindungi tanaman dari invasi 

mikroba. Lignin membatasi hasil dan meningkatkan biaya dalam upaya produksi 

bioetanol (Van Parijs et al, 2010). Lignin adalah istilah generik untuk kelompok 

besar polimer aromatik 4-hydroxyphenylpropanoid. (Vanholme et al, 2010; Ralph 

et al, 2004; Ralph, 1999). Tiga komponen monomer atau monolignol utama lignin 

adalah p-coumaryl (4-hydroxycinnamyl), coniferyl (3-methoxy 4-

hydroxycinnamyl) dan alkohol sinapyl (3,5-dimethoxy 4-hydroxycinnamyl) 

(Gambar 5) (Vanholme et al, 2010).  



14 

 

 
Gambar 5. 3 jenis monoligol (Vanholme et al, 2010). 

 

 

Dalam pembuatan bioetanol, keberadaan lignin pada substrat 

berlignoselulosa tidak diinginkan. Hal ini dikarenakan struktur kimia lignin yang 

kompleks dan menyelimuti selulosa serta hemiselulosa yang membuat enzim sulit 

untuk mengkonversikan selulosa dan hemiselulosa menjadi gula reduksi. Oleh 

karena itu, lignin harus dihilangkan pada proses pembuatan bioetanol sebelum 

proses hidrolisis dilakukan (Djuardi, 2015). Cara untuk menghilangkan lignin 

pada substrat TKKS adalah dengan perlakuan pretreatment. Pretreatment 

merupakan perlakuan pendahuluan terhadap bahan lignoselulosa sehingga 

mempermudah pelepasan hemiselulosa dan selulosa yang terikat kuat dengan 

lignin. Pretreatment dapat dilakukan secara fisik, kimia, biologis, ataupun 

kombinasi dari metode-metode itu (Isroi, 2011). Pada substrat TKKS, jenis 

pretreatment yang sering digunakan adalah pretreatment secara kimia (asam atau 

basa). Namun jenis pretreatment yang sering digunakan adalah menggunakan 

larutan basa, karena akan meningkatkan efektifitas proses hidrolisis enzimatis 

dengan cara meningkatkan aksesibilitas enzim pada permukaan selulosa tanpa 

menghasilkan senyawa inhibitor (Remli et al, 2014). 
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2.2 Bioetanol 

 

 

Bioetanol merupakan etil alkohol dengan rumus kimianya C2H5OH atau 

CH3CH2OH mempunyai sifat fisika kimia tertentu. Bioetanol mempunyai titik 

didih 78
o
C, tidak berwarna, mudah menguap (volatile), dapat bercampur dengan 

air, mudah terbakar, dan berbau tajam (menyengat).Bioetanol termasuk bahan 

berbahaya dan beracun (B3) dan memiliki spesific gravity 0,7851 pada suhu 

200
0
C. Bioetanol secara sifat kimia akan dapat bereaksi secara dehidrasi, 

dehidrogenasi, oksidasi, esterifikasi (Dea, 2009).  

Berdasarkan jenis bahan bakunya, bioetanol dibagi menjadi dua kelompok 

yaitu bioetanol generasi pertama dan bioetanol generasi kedua. Bioetanol generasi 

pertama adalah etanol yang diproduksi dari sumber bahan nabati bergula dan 

berpati. Sedangkan bioetanol yang diproduksi dari bahan berlignoselulosa seperti 

limbah padat agroindustri merupakan bioetanol generasi kedua (Odling-Smee, 

2007). Tahapan pembuatan bioetanol generasi kedua terdiri dari proses 

penghalusan, perlakuan awal (delignifikasi), hidrolisis (sakarifikasi), inkubasi, 

dan dilanjutkan proses destilasi (pemurnian) (Anindyawati, 2009). 

Ada dua metode umum dalam memproduksi bioetanol berbahan 

lignoselulosa seperti TKKS, metode yang digunakan yaitu Separated Hidrolysis 

Fermentation (SHF) dan Simultanous Sacharafication Fermentation (SSF) (Galbe 

dan Zacchi, 2005). Selain kedua metode diatas, terdapat metode lain dalam 

pembuatan bioetanol. Diantaranya dalah nonisothermal simultaneous 

saccharification and fermentation (NSSF), simultaneous saccharification and 

cofermentation (SSCF) and consolidated bioprocessing (CBP) (Taherzadeh dan 
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Karimi, 2007). Namun SSF biasanya lebih disukai dalam proses industri 

pembuatan bioetanol karena biaya yang rendah, risiko kontaminasi berkurang, dan 

efek penghambatan gula reduksi terhadap enzim yang lebih rendah (Lu et al, 2013 

; Taherzadeh dan Karimi, 2007). 

 

2.3 Metode Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 

 

 

Salah satu metode yang paling efektif untuk produksi etanol dari biomassa 

lignoselulosa adalah kombinasi dari hidrolisis enzimatik biomassa dan inkubasi 

dalam satu langkah (Taherzadeh dan Karimi, 2007). SSF telah ditetapkan sebagai 

pilihan yang menjanjikan untuk produksi etanol sejak yield etanol SSF secara 

keseluruhan lebih tinggi dibandingkan hidrolisis enzimatik dan inkubasi dilakukan 

secara terpisah (SHF) (Olofsson et al, 2008). 

Dalam proses ini, glukosa yang dihasilkan oleh hidrolisis enzim akan 

langsung diinkubasi oleh mikroorganisme (Taherzadeh dan Karimi, 2007). Ini 

adalah keuntungan besar bagi SSF dibandingkan dengan SHF, karena efek 

penghambatan glukosa dan selobiosa untuk enzim diminimalkan dengan menjaga 

konsentrasi gula pada media rendah. SSF memberikan hasil etanol lebih tinggi 

dari substrat selulosa dibandingkan SHF dan membutuhkan jumlah enzim yang 

lebih rendah. Risiko kontaminasi di SSF lebih rendah daripada di SHF, karena 

etanol akan mengurangi kemungkinan kontaminasi. Selanjutnya, jumlah 

bioreaktor yang dibutuhkan untuk SSF lebih sedikit dibandingkan dengan SHF, 

sehingga biaya modal akan lebih rendah (Wertz et al, 2013). 

Namun demikian, SSF memiliki kelemahan pada kondisi suhu dan pH 

yang tidak optimum untuk aktivitas enzim dan pertumbuhan organisme (Vertes et 
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al, 2009). Suhu yang digunakan  untuk SSF umumnya kisaran  37 ° C, yang 

merupakan titik optimum antara suhu optimal untuk hidrolisis dan inkubasi 

(Olfsson et al, 2001). Berbeda dengan SSF, SHF memiliki keunggulan yaitu dua 

proses (hidrolisis dan inkubasi) dapat dilakukan pada kondisi yang optimal. 

Selulase telah terbukti paling efisien pada suhu antara 45-50°C, sedangkan 

inkubasi umumnya menggunakan organisme yang memiliki suhu optimum 30-

37°C (Taherzadeh dan Karimi, 2007). 

 Oleh sebab itu, untuk menangani kekurangan dari SHF dan SSF, perlu 

dilakukan proses prehidrolisis untuk meningkatkan kadar etanol pada proses 

inkubasi secara SSF. Shen (2011) mengatakan bahwa pembuatan bioetanol dari 

campuran limbah pemisahan kapas dan bubur kertas daur ulang, dengan 

menggunakan waktu prehidrolisis selama 24 jam pada suhu 50° C menggunakan 

pH 4,8 , dilanjutkan dengan SSF selama 48 jam pada suhu 36°C memberikan hasil 

kadar etanol tertinggi dibandingan dengan SSF dan SHF dengan kondisi waktu 

yang sama. Waktu prehidrolisis selama 24 jam menghasilkan kadar etanol sebesar 

6,75 g/L, sementara kadar etanol yang dihasilkan secara SSF dan SHF berturut-

turut adalah 6,02 g/L dan 6,17 g/L.  Penelitian lain juga menunjukan bahwa waktu 

prehidrolisis berpengaruh terhadap kadar etanol yang dihasilkan, dan etanol yang 

dihasilkan akan lebih tinggi bila dibandingkan dengan SHF dan SSF (tanpa 

hidrolisis) (Liu et al, 2014 ; Barcelos et al, 2016; Xie et al, 2014; Li et al, 2014; 

Hoyer et al., 2013). 

Shen (2011) mengatakan jika prehidrolisis diterapkan sebelum SSF selama 

tingkat hidrolisis lebih cepat di bawah kondisi yang optimal, dan substrat 

hidrolisat setelah hidrolisis tidak dipisahkan untuk memulai SSF, proses tersebut 
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memiliki keunggulan dari kedua metode SSF dan SHF. Ada waktu yang optimal 

untuk memulai SSF dan cukup tersedianya gula reduksi untuk diinkubasi oleh 

yeast sehingga akan meningkatkan kadar etanol yang dihasilkan.  

Waktu prehidrolisis secara jelas mempengaruhi kandungan dan komposisi 

padatan substrat, serta komposisi hidrolisat di SSF, karena suhu yang berbeda 

antara hidrolisis dan inkubasi (Jin, 2012; Wilkins, 2007). Liu et al (2016) 

mengatakan tujuan dari prehidrolisis di SSF adalah untuk menghidrolisis padatan 

substrat dengan cepat pada suhu tinggi sehingga menyebabkan substrat lebih 

homogen dan konsentrasi hidrolisat glukosa lebih tinggi dan dapat dibentuk untuk 

menghasilkan etanol pada proses SSF.Liu et al (2016) juga mengatakan bahwa 

pembuatan bioetanol dari bagas tebu  dengan metode SSF dan waktu prehidrolisis 

selama 24 jam meningkatkan kadar etanol dari 25,725 g/L menjadi 55,916 g/L. 

Dari hasil penelitian tersebut Liu et al (2016) menyimpulkan bahwa prehidrolisis 

menjadi solusi untuk mengeliminasi masalah yang ada pada SSF. 

Penelitian lain juga menyebutkan bahwa prehidrolisis akan meningkatkan 

kadar etanol yang dihasilkan. Hoyer et al (2013) melaporkan bahwa pembuatan 

bioetanol dari selulosa cemara menggunakan prehidrolisis selama 22 jam dengan 

suhu 48
o
C sebelum SSF akan meningkatkan kadar etanol yang dihasilkan dari 3.9 

menjadi 62.1%. Li et al (2014) mengatakan bahwa kadar etanol pada waktu 

prehidrolisis selama 18 jam lebih tinggi bila dibandingkan dengan SSF tanpa 

prehidrolisis dengan kondisi waktu inkubasi yang sama pada pembuatan bioetanol 

dari brangkas jagung. Dalam pembuatan bioetanol secara SSF terdapat dua proses 

yang berlangsung secara bersama. Kedua proses tersebut adalah sakarifikasi dan 

inkubasi yang akan dibahas pada subbab berikutnya. 
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2.4 Sakarifikasi 

 

 

Sakarifikasi atau hidrolisis merupakan proses konversi selulosa menjadi 

glukosa atau gula sederhana menggunakan bahan kimia (asam) maupun 

menggunakan enzim. Dalam mengkonversi selulosa menjadi glukosa, metode 

hidrolisis secara asam akan 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. Hidrolisis secara kimia 

memiliki beberapa kelemahan. Kelemahan hidrolisis secara kimia menggunakan 

asam terletak pada produk samping yang dihasilkan karena akan senyawa-

senyawa tersebut akan menjadi inhibitor atau penghambat dalam proses inkubasi. 

Selain itu, hidrolisis menggunakan asam akan menyebabkan korosi pada bejana 

fermentor (Howard et. al., 2003). Sementara itu hidrolisis menggunakan enzim 

atau secara enzimatis akan mengkonversi selulosa menjadi glukosa dengan cara 

memecah ikatan β-glikosidik tanpa menghasilkan produk samping yang dapat 

menghambat proses inkubasi (Tengborg, 2001). Namun hidrolisis secara 

enzimatis membutuhkan kondisi khusus, yaitu dengan menggunakan suhu 45-

50°C dan pH 4-5 (Taherzadeh dan Karimi, 2007). 

Dalam menghidrolisis selulosa menjadi glukosa menggunakan enzim, ada 

beberapa faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim. Substrat yang digunakan 

dalam proses inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas dan produktivitas enzim. 

Adanya substrat tertentu di dalam medium produksi dapat memacu 

mikroorganisme untuk mensekresi metabolit selnya (Boing, 1982). Selain 
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substrat, suhu juga berpengaruh nyata terhadap aktivitas enzim dalam 

menghidrolisis selulosa menjadi glukosa. Pada suhu rendah reaksi kimia 

berlansung lambat, sedangkan pada suhu yang lebih tinggi reaksi berlangsung 

lebih cepat. Kemudian faktor pH juga mempengaruhi aktivitas enzim. Enzim 

selulase pada umumnya stabil pada kisaran pH 5,0-8,0. (Poedjiadi, 1994).  

 

2.5 Inkubasi 

 

Inkubasi etanol, disebut juga sebagai inkubasi alkohol, merupakan proses 

biologis di mana gula seperti glukosa, fruktosa dan sukrosa diubah menjadi energi 

seluler berupa etanol dan karbon dioksida (CO2) sebagai produk limbah 

metabolik. Karena yeast melakukan proses inkubasi dalam keadaan tanpa oksigen, 

inkubasi etanol diklasifikasikan sebagai inkubasi anaerobik. Dalam keadaan 

anaerob, asam piruvat yang dihasilkan pada proses glikolisis oleh yeast akan 

diubah menjadi acetaldehid dan CO2. Selanjutnya, acetaldehid diubah menjadi 

alkohol. Proses perubahan asam asetat menjadi alkohol tersebut diikuti pula 

dengan perubahan NADH menjadi NAD+. Dengan terbentuknya NAD+, 

peristiwa glikolisis dapat terjadi lagi. Dalam inkubasi alkohol ini, dari satu mol 

glukosa hanya dapat dihasilkan 2 molekul ATP (Usmana et al., 2012). 

Umumnya, gula diambil dari bahan baku biomassa dengan cara 

menghancurkan dan hidrolisis. Sirup gula kemudian dicampur dengan yeast dan 

dalam keadaan hangat (suhu ruang), sehingga yeast akan merubah gula menjadi 

etanol. Namun, produk akhir inkubasi berupa etanol hanya sekitar 10%, sehingga 

tahap lebih lanjut seperti penyulingan diperlukan untuk meningkatkan konsentrasi 



21 

 

etanol hingga 95%. Jika etanol dimaksudkan untuk pencampuran dengan bensin, 

hal yang perlu diperlukan adalah membuat etanol murni menjadi 100%. Bioetanol 

juga dapat diproduksi menggunakan selulosa. Bahan baku selulosa berlimpah dan 

murah juga tersedia dari berbagai bahan baku biomassa, seperti tanaman pertanian 

dan hasil hutan (Gunasekaran dan Chandra, 1999). 

Dalam pembuatan bioetanol, umumnya yeast yang digunakan adalah 

Saccharomyces cerevisiae . Secara umum S. cerevisiae  dapat tumbuh dan 

memproduksi etanol secara optimal pada pH 3,5-6,0 dan suhu 28-350C. Selain itu, S. 

cerevisiae juga toleran terhadapkadar etanol yang tinggi, mampu bertahan hidup pada 

suhu tinggi hingga 470C dan kondisi asam hingga pH 3 dan stabil selama proses 

inkubasi berlangsung (Frazier dan Westhoff, 1978). Kemampuan Saccharomyces 

cerevisiae akan menguntungkan dalam pembuatan bioetanol secara SSF. Karena 

proses pembuatan bioetanol secara SSF menggunakan suhu kisaran  37 ° C, yang 

merupakan titik optimum antara suhu optimal untuk hidrolisis dan inkubasi 

(Olfsson et al, 2001). Saccharomyces cerevisiae mengandung beberapa enzim 

dalam proses pembuatan bioetanol yaitu amilase, maltase, invertase, dan zimase. 

Amilase megubah pati/amilosa menjadi maltosa, maltase mengubah maltosa 

menjadi glukosa, invertase mengubah sukrosa menjadi fruktosa dan glukosa, dan 

zimase mengubah fruktosa dan glukosa menjadi etanol dan CO2 (Bamforth, 2005 

; Judoamidjojo et al, 1989 ; Widyaningrum, 2009). S. cerevisiae digunakan karena 

memiliki daya fermentasi tinggi, tahan dan toleran terhadap kadar etanol dan 

kadar gula tinggi, kemudah dalam penggunaan, selektevitas tinggi dalam 

penghasilan produk, dan kemampuan dalam menggunakan berbagai jenis gula 

(Bamforth, 2005 ; Stewart dan Russell, 1985). 



22 

 

Selain penggunaan yeast yang tepat dalam inkubasi bioetanol, ada 

beberapa faktor lain yang mempengaruhi proses inkubasi dalam pembuatan 

bioetanol. Faktor-faktor tersebut diantaranya konsentrasi substrat, suhu, 

ketersediaan oksigen, keasaman, pH, waktu, dan nutrisi yang terkandung selama 

proses inkubasi. Semakin tinggi konsetrasi substrat saat inkubasi maka akan 

semakin tinggi laju etanol yang dihasilkan. Suhu selama proses inkubasi sangat 

menentukan jenis mikroorganisme dominan yang akan tumbuh. Umumnya diperlukan 

suhu 30 °C untuk pertumbuhan mikroorganisme. S. cerevisiae dapat melakukan 

aktivitasnya pada suhu 4 – 32 °C. Sumber karbon atau nutrisi bagi S. cerevisiae 

biasanya sukrosa, glukosa, fruktosa, galaktosa, manosa dan maltosa (Azizah et al, 

2012). Derajat keasaman (pH) merupakan salah satu dari beberapa faktor penting 

yang mempengaruhi inkubasi alkohol. Derajat keasaman optimum untuk proses 

inkubasi adalah antara 4 - 5. Pada pH di bawah 3, proses inkubasi alkohol akan 

berkurang kecepatannya (Retnowati dan Sutanti, 2009). Kemudian, S. cerevisiae 

merupakan organisme fakultatif anaerob yang dapat menggunakan baik sistem aerob 

maupun anaerob untuk memperoleh energi. (Buckle et.al, 1987). 
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III. BAHAN DAN METODE 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 

 
Penelitian inidilaksanakan di Laboratorium Analisis Hasil Pertanian dan 

Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, 

Laboratorium Daya Alat Mesin Pertanian Jurusan Teknik Pertanian, Laboratorium 

Ilmu Tanah Jurusan Agroteknologi, Fakultas Pertanian, dan Laboratorium Biomassa 

Universitas Lampung  pada bulan Desember 2016 sampaiJanuari 2017. 

 

3.2 Bahan dan Alat 

 

 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah biomassa 

limbahagroindustri TKKS yang diperoleh dari perkebunan kelapa sawit PTPN VII 

diBekri, Lampung Tengah. Enzim yang digunakan untuk hidrolisis adalah 

enzimselulase (SQzyme CS P-acid cellulose) CSP-B yang diperoleh dari 

SuntagInternational Limited di Shenzhen, China. Ragi yang digunakan untuk 

starterSacharomyces ceriviceae adalah ragi roti (Fermipan, produksi PT. Sangra 

RatuBoga). 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), CaCO3 (Merck), Pb Asetat (Merck), 

Na Oksalat (Merck), asam sulfat (Merck), Fenol, asam sitrat, dan natrium sitrat yang 

didapatkan dari Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung. 
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Alat-alat yang digunakan adalah shaker water bath (Polyscience), Gas 

Chromatography, grinder, oven (Philip Harris Ltd), spektrofotometer (Cary Series 

UV-Vis Type 100), inkubator (Heraeus D-6450 Hanau), autoklaf (WiseclaveTM), 

timbangan 4 digit (AY220 Shimadzu), ayakan (40 mesh), hot plate (Cimerec3), 

vortex (Termolyne Maxi Mix plusTM), mikropipet 1000μL (Thermo Scientific, 

Finnpipette F3), erlenmeyer 100 mL (Pyrex), beaker glass 500 mL (Pyrex), gelas 

ukur 500 mL (Pyrex), jerigen, loyang, tabung reaksi, rak tabung, corong, kertas 

saring, alumunium foil, kapas, dan pipet tetes. 

 

3.3 Metode  

 

 

Rancangan percobaan dilakukan secara faktorial dengan menggunakan 

Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL). Faktor pertama adalah  

prehidrolisis (P) terdiri dari tanpa prehidrolisis (P1) dan prehidrolisis (P2), faktor 

kedua yaitu lama inkubasi (F) yang terdiri dari lama inkubasi 24 jam  (F1), 48 jam 

(F2), 72 jam (F3), dan 96 jam (F4). Setiap satuan percobaan dilakukakan 

pengulangan sebanyak empat kali untuk selanjutnya dilakukan pengamatan 

berupa analisis kadar lignoselulosa ( sebelum dan setelah pretreatment), kadar 

selulosa akhir, kadar gula reduksi awal dan akhir, serta analisis kadar etanol. 

Analisis data kadar selulosa akhir, gula reduksi akhir dan kadar etanol diuji 

kesamaan ragamnya dengan uji Barlet. Kemenambahan data diuji dengan uji 

Tuckey. Analisis sidik ragam digunakan untuk mendapatkan ragam galat dan uji 

signifikasi untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antar perlakuan. Seluruh 

data diolah  lebih lanjut dengan uji Ortogonal Polinomial. Sementara untuk data 

lignoselulosa ( sebelum dan setelah pretreatment) dan data gula reduksi awal akan 

dibahas secara deskriptif. 
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3.4 Pelaksanaan Penelitian 

 

 

Sebelum melaksanakan penelitian di atas, TKKS diperkecil ukuran hingga 40 

mesh, kemudian TKKS di-pretreatment untuk menghilangkan lignin pada serat 

selulosa. Selanjutnya selulosa TKKS hasil pretreatment tersebut akan dijadikan bahan 

baku pada tahap prehidrolisis, dan tahap lama inkubasi SSF. Tahapan-tahapan pada 

penelitian ini diuraikan pada subbab berikut. 

 
 

3.4.1 Persiapan Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 

 

 

Proses persiapan TKKS dilakukan menurut metode Samsuri et al. (2007). 

TKKS dikeringkan hingga kadar air 0% (berat konstan) menggunakan oven pada 

suhu 105oC. TKKS kemudian dibuat menjadi bubuk menggunakan grinder dan diayak 

dengan ayakan ukuran 40 mesh. TKKS yang sudah kering dengan ukuran 40 mesh 

selanjutnya disimpan pada kondisi kering dan wadah tertutup sebelum digunakan 

untuk tahap selanjutnya. Proses persiapan bahan baku dapat dilihat Gambar 6. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Diagram alir persiapan bahan baku (Samsuri et al., 2007 yang 

dimodifikasi). 

Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 

Pengeringan (T: 105oC) sampai berat konstan 

Pengecilan ukuran 

Pengayakan dengan ayakan ukuran 40 mesh 

Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 



26 

 

3.4.2 Pretreatment Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 

 

 Pretreatment menggunakan basa dilakukan dengan menggunakan metode 

Sutikno et al. (2010). Pretreatment bertujuan untuk menghilangkan lignin pada 

struktur lignoselulosa sehingga selulosa mudah didegradasi oleh enzim selulase 

menjadi glukosa dan kemudian diinkubasi oleh khamir menjadi etanol. Lima gram 

TKKS dengan ukuran 40 mesh dimasukan dalam Erlenmayer ukuran 250 mL dan 

kemudian ditambah 100 mL larutan NaOH 1 M. Setelah itu, sampel dihomogenisasi 

menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 3 menit dan dipanaskan 

dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah selesai dipanaskan, 

sampel disaring dan dibilas dengan 1000 mL akuades untuk menghilangkan lignin. 

Bagian padat selulosaTKKS dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C sampai berat 

konstan.Proses Pretreatmentdapat dilihat Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Diagram alir proses pretreatment menggunakan basa (Sutikno et al., 

2010). 

Lima gram bubuk TKKS kering 

Erlenmeyer 250 mL 

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

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

Bubuk Selulosa TKKS kering 

Penyaringan dan Pembilasan 

Pengeringan selulosa TKKS basah hingga berat konstan 

Akuades 

1000 mL 

NaOH 1 M 

100 ml 

filtrat 
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3.4.3. Persiapan Kultur Saccaromyces ceriviceae 

 

 

Sebanyak 7,0 gram media agar YPD (Yeast, pepton, dextrose) 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.SSF dengan prehidrolisisdantanpaprehidrolisis 

 

 

Tahap SSF dengan prehidrolisisdantanpaprehidrolisisdilakukan berdasarkan 

metode Sutikno (2010) yang dimodifikasi (Gambar 9). Selulosa TKKS dengan 

konsentrasi substrat 7,5% dimasukkan ke dalam tabung Erlemeyer 100 mL. 

Sebanyak 33,6 mL buffer sitrat 1 M dengan pH 4,8 ditambahkan ke dalam 

erlenmeyer yang kemudian ditutup sumbat dan disterilisasi dengan autoclave pada 

suhu 121°C selama 15 menit. Larutan steril kemudian didinginkan hingga suhu 

ruang dan ditambahkan enzim selulase 25 FPU sebanyak 6,4 mL, kemudian 

dihidrolisis pada suhu50oC selama 0 jam untuk perlakuan tanpa prehidrolisis dan 
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24 jam untuk perlakuan dengan prehidrolisis. Setelah hidrolisis dilakukan, sampel 

kemudian diamati kadar gula reduksi awal menggunakan metode phenol (Briffaut et 

al, 2004). Setelah itu sampel ditambahkan kultur kerja sebanyak 6 mL (15% 

v/v).SelanjutnyaSSF dilakukan pada suhu 38oC, goyangan 150 rpm selama 24, 

48,72, dan 96 jam. Filtrat hasil inkubasi tersebut dianalisis kadar selulosa secara 

gravimetri (Chesson, 1981), gula reduksi akhirmenggunakan metode phenol 

(Briffaut et al, 2004), dan kadar etanol menggunakan gas chromatography (GC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Diagram alir SSF dengandantanpa prehidrolisis (Sutikno, 2010 yang 

dimodifikasi) 

 

 

Filtrat siap analisis (kadar etanol dan gula 

reduksi akhir) 

Inkubasi pada shaker waterbath (T: 38° C dan 

n: 150 rpm) selama  (24, 48, 72, dan 96 jam) 

Penyaringan dengan kertas saring Residu 

(analisisselulos

a) 

S. cereviseae 

15% 

Hidrolisis (T: 50°C dan 

n:150 rpm) selama 24 jam 

Bubuk selulosa TKKS 

7,5 % 

Erlenmeyer 100 mL 

Sterilisasi (T: 121° C dan t: 15 menit) 

Pendinginan T : 30
o
C 

Buffer Sitrat pH 

4,8 33,6 ml 

enzim 25 FPU 

6,4 ml 

Analisisgul

areduksi 
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3.5. Pengamatan 

 

 

Setelah prehidrolisis, sampel diukur kadar gula reduksi awal yang 

terbentuk, kemudian filtrat hasil SSF juga diukur kadar gula reduksi akhir dan 

kadar etanol. Pengukuran parameter yang diamati dapat dilihat berikut ini. 

 

3.5.1Analisis Lignin, Selulosa dan Hemiselulosa TKKS 

 

 
Pengukuran kadar lignoselulosa ini dilakukan mengacu pada metode Chesson 

(1981). Penentuan kadar selulosa, hemiselulosa dan lignin menggunakan sampel 

tandan kosong kelapa sawit sebelum dan sesudah perlakuan awal dengan NaOH. 

Kemudian juga dilakukan penguruan kadar selulosa akhir setelah proses SSF. 

Pengamatan kadar lignoselulosa dengan metode Chesson terdapat dalam 4 tahap. 

Tahap pertama, sampel TKKS dikeringkan dengan oven pada suhu 105oC sampai 

berat konstan. Sebanyak 1 gram TKKS dimasukan dalam erlenmayer 250 mL dan 

ditambahkan aquades sebanyak 150 mL lalu dipanaskan dengan menggunakan hot 

plate pada suhu 100oC selama 2 jam. Kemudian sampel disaring dengan kertas saring 

dan dibilas dengan aquades sampai volume filtrat 300 mL. Residu di oven pada suhu 

105oC sampai berat konstan, dan dianggap berat a.  

Tahap kedua yaitu residu dari berat a dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 

mL lalu ditambahkan H2SO4 1 N sebanyak 150 mL. Kemudian residu dipanaskan 

dengan hot plate pada suhu 100oC selama 60 menit. Setelah pemanasan, sampel 

disaring dan dibilas dengan aquades sampai volume filtrat 300 mL dan dikeringkan 

sampai berat konstan, dan dianggap sebagai berat b.  
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Tahap ketiga yaitu residu dari berat b dimasukkan kembali ke dalam 

Erlenmeyer 250 mL lalu ditambahkan H2SO4 72% sebanyak 10 mL dan selanjutnya 

direndam selama 4 jam pada suhu ruang. Selanjutnya larutan H2SO4 1 N ditambahkan 

sebanyak 150 mL dan dipanaskan pada suhu 100oC selama 2 jam. Setelah pemanasan, 

sampel disaring dan dibilas dengan aquades sampai volume filtrat 400 mL dan 

dikeringkan sampai berat konstan, dan dianggap berat c.  

Selanjutnya tahap keempat yaitu residu dari berat c dilakukan pengabuan 

dengan menggunakan furnace pada suhu 600oC selama 4 jam lalu ditimbang dan 

dianggap sebagai berat d. Kadar Hemiselulosa, selulosa, dan lignin dapat dihitung 

dengan rumus :  

Hemiselulosa  

Selulosa  

Lignin   

 

3.5.2 Analisis Kadar Gula Reduksi 

 

 

3.5.2.1. Penyiapan Kurva Standar 

 

 

Analisis kadar gula reduksi dilakukan menggunakan metode phenol 

berdasarkan Briffaut (2004). Larutan glukosa standar dibuat dengan melarutkan 10 

mg glukosa anhidrat dalam 100 mL air suling, dan dilakukan 6 pengenceran sehingga 

diperoleh larutan glukosa dengan konsetrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 mg/100 mL. Lima 

tabung reaaksi disiapkan, masing-masing diisi dengan 1 mL larutan glukosa standar 

tersebut. Satu tabung diisi 1 mL air suling sebagai blanko. Kemudian masing-masing 

tabung ditambahkan 1 mL larutan fenol 5 %. Selanjutnya ditambahkan dengan cepat 
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5 ml larutan H2SO4 pekat dengan cara menuangkan secara tegak lurus ke permukaan 

larutan. Biarkan selama 10 menit,lalu ditempatkan pada penangas air selama 15 

menit. Absorbansi masing-masing larutan tersebut diukur pada panjang gelombang 

540 nm. Kemudian kurva standar dibuat untuk menunjukkan hubungan antara 

konsentrasi glukosa dan absorbansi. 

 

3.5.2.2 Penentuan Kadar Gula Reduksi pada Sampel 

 

 
Sampel hasil inkubasi secara SSF dilakukan penyaringan menggunakan kertas 

whatman nomor 1. Kemudian diambil 1 ml filtrat hasil penyaringan, dilakukan 

pengenceran 10 kali. Ditambahkan Pb Asetat jenuh sebanyak 1 ml untuk 

menghilangkan senyawa berwarna dan senyawa koloid. Dilakukan penyaringan 

kembali, kemudian ditambahkan 0,25 gram Na Oksalat untuk menghilangkan Pb 

Asetat. Dikocok kemudian didiamkan selama 10 menit untuk mengendapkan Pb 

Asetat, disaring kembali. Lalu ditambahkan 1 ml larutan fenol 5%, dan 5 ml larutan 

H2SO4 pekat dengan cara menuangkan secara tegak lurus ke permukaan larutan. 

Biarkan selama 10 menit,lalu ditempatkan pada penangas air selama 15 menit.. 

Kemudian sampel siap dikukur kadar gula reduksi menggunakan spektrofotometer. 

 

3.5.3 Analisis Kadar Etanol dengan Gas Chromatography  

 

Analisis kadar etanol dilakukan dengan menggunakan alat Gas 

Chromatography. Kolom yang digunakan pada alat ini ialah Carbowax Chromosorb 

TR-5CMS 30 m x 0,32 mmID x 0,25 µm dengan kondisi operasi suhu mula-mula 70° 

C kemudian dinaikan 4° C per menit selama 3 menit. Selanjutnya suhu dinaikan lagi 

32 ° C per menit sehingga suhu kolom menjadi 150° C. Tekanan gas pembawa (N2) 

1,7 kg/cm2, tekanan gas pembawa (H2) 16 kg/cm2 dan tekanan udara 0,19 kg/cm2. 
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Injektor Hawlett Packard syringe 5 µl dengan volume injeksi 1 µl. Analisis kadar 

etanol membutuhkan larutan standar etanol pada konsentrasi 0,02, 0,03, 0,05 dan 0,10 

% yang masing-masing diinjeksi secara duplo (Masykuri, 2001). 
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V. KESIMPULAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

 

 Berdasarkan penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan maka dapat diambil 

kesimpulan bahwa: 

1. Prehidrolisis menghasilkan kadar etanol lebih tinggi, menghasilkan kadar 

selulosa yang lebih rendah dan  kadar gula reduksi lebih tinggi 

dibandingkan tanpa prehidrolisis 

2. Lama inkubasi SSF 24 sampai 96 jam meningkatkan kadar etanol, 

menurukan kadar selulosa dan kadar gula reduksi pada pembuatan 

bioetanol dari TKKS secara SSF 

3. Terdapat interaksi antara faktor prehidrolisis dan lama inkubasi terhadap 

kadar etanol, kadar selulosa dan kadar gula reduksi pada pembuatan 

bioetanol dari TKKS secara SSF. Kadar etanol tertinggi (0,916 %v/v) 

diperoleh pada kombinasi perlakuan prehidrolisis selama 24 jam dan 

inkubasi SSF selama 96 jam. 

5.2 Saran 

 

 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran untuk penelitian selanjutnya 

ialah melakukan optimasi lama waktu prehidrolisis dan lama inkubasi untuk 

mendapatkan kadar etanol yang optimum pada pembuatan bioetanol 

menggunakan metode SSF. 
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