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Abstrak. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui konsentrasi enzim dan waktu inkubasi
optimum untuk memproduksi etanol dari ampas tebu terdelignifikasi alkali melalui proses sakarifikasi
dan fermentasi serentak (SSF). Ampas tebu telah didelignifikasi (pretreatment) menggunakan NaOH
1% pada 121°C selama 60 menit. Sakarifikasi dan fermentasi serentak dilakukan menggunakan
khamir Saccharomyces cerevisiae dan enzim selulase komersial (Meicellase) dengan konsentrasi 10-
50 fpu/g berat kering ampas tebu. SSF dilakukan pada 38°C, 130 rpm selama 72 jam. Parameter
seperti konsentrasi etanol, rendemen etanol, konsentrasi gula pereduksi dan pH medium fermentasi
diukur setiap 24 jam sekali. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi etanol tertinggi (22.64
g/L) dan rendemen tertinggi (29.18% per g berat kering ampas tebu) dihasilkan pada konsentrasi
enzim 50 fpu/g berat kering ampas tebu setelah 72 jam SSF. Analisis gula pereduksi menunjukkan
bahwa konsentrasi gula pereduksi meningkat pada 48 jam pertama SSF dan menurun hingga 72 jam
SSF. Nilai pH medium fermentasi setelah SSF menunjukkan bahwa pH medium berkisar antara 4.5
dan 5.0.

Kata Kunci: Ampas Tebu, Bioetanol, Delignifikasi, Natrium Hidroksida, Sakarifikasi dan
Fermentasi Serentak.

1. Pendahuluan

Kebutuhan dan konsumsi energi yang semakin meningkat setiap tahun telah mendorong semakin
intensifnya penelitian produksi sumber energi alternatif pengganti bahan bakar minyak. Bahan nabati
yang telah dikonversi menjadi bahan bakar nabati dapat menjadi substitusi bahan bakar minyak.
Bioetanol merupakan salah satu jenis bahan bakar nabati yang berpotensi sebagai substitusi bensin [/,

Bioetanol dapat diperoleh melalui proses fermentasi gula dari biomassa yang mengandung
karbohidrat (jagung, gandum), sukrosa (tebu) atau bahan lignoselulosa (ampas tebu, tandan kosong
kelapa sawit, dsb.) 21, Bahan lignoselulosa seperti limbah ampas tebu merupakan bahan baku etanol
yang menjanjikan disebabkan keberadaannya yang melimpah, murah, serta tidak digunakan sebagai
bahan pangan ). Di Indonesia sendiri, potensi perolehan etanol dari ampas tebu yang dihasilkan oleh
pabrik gula dapat mencapai 614,827 kL/tahun .. Di sisi lain, berdasarkan peraturan presiden No 5
tahun 2006 tentang blue print pengelolaan energi nasional 2006-2024, penggunaan energi baru dan
terbarukan (EBT) diproyeksikan sebesar 17% pada tahun 2025, dengan bahan bakar nabati
menyumbang sebesar 5%. Hal ini mengindikasikan bahwa pengembangan bioetanol dari ampas tebu
masih sangat perlu dikembangkan.

Seperti biomassa lignoselulosa lainnya, ampas tebu merupakan substrat kompleks yang terdiri
dari campuran polimer karbohidrat (selulosa dan hemiselulosa), lignin, dan senyawa-senyawa yang
larut dalam air (abu). Selulosa merupakan senyawa yang paling banyak terkandung dalam ampas tebu
dan merupakan bagian terpenting yang akan dikonversi menjadi produk lain seperti bioetanol. Proses
konversi ampas tebu menjadi bioetanol memerlukan beberapa tahap, yaitu pretreatment, hidrolisis
selulosa menjadi gula sederhana dan fermentasi gula sederhana menjadi etanol 141,

Pretreatment bertujuan untuk menghilangkan lignin (delignifikasi), mengurangi kristalinitas
selulosa, dan meningkatkan porositas bahan sehingga aksesibilitas enzim dalam mengubah selulosa
menjadi gula pereduksi semakin meningkat ). Penggunaan alkali seperti natrium hidroksida (NaOH)
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atau kalsium hidroksida (Ca(OH);) dalam proses delignifikasi biomassa lignoselulosa telah banyak
dilaporkan [%7],

Hidrolisis dan fermentasi serentak atau Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)
merupakan salah satu metode yang umum digunakan dalam rangka mencapai proses konversi etanol
dari bahan berlignoselulosa yang lebih efektif. SSF merupakan kombinasi dari tahap hidrolisis
selulosa menjadi glukosa dan dilanjutkan fermentasi glukosa menjadi etanol yang berlangsung dalam
satu tempat atau reaktor!®. SSF memiliki banyak kelebihan apabila dibandingkan dengan Hidrolisis
dan Fermentasi Terpisah atau Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF). SSF dapat menghasilkan
rendemen etanol yang lebih tinggi karena meminimalisasi inhibisi produk akhir serta meminimalisasi
kontaminasi bakteri yang mungkin terjadi apabila proses hidrolisis dan fermentasi dilakukan
terpisahl®.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa delignifikasi menggunakan NaOH 1% dan
pemanasan pada 121°C selama 60 menit, dilanjutkan dengan proses hidrolisis menggunakan enzim
selulase 10 fpu, merupakan kondisi pretreatment optimal yang dapat menghasilkan total gula
pereduksi sebesar 33.97 g (per 100 g ampas tebu) !9, Berdasarkan hasil tersebut, dilakukan penelitian
lanjutan untuk mengetahui jumlah etanol yang dapat diproduksi melalui proses SSF dengan
menggunakan enzim selulase dan khamir Saccharomyces cerevisiae. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui pengaruh konsentrasi enzim dan lama waktu fermentasi terhadap produksi etanol
dari ampas tebu terdelignifikasi NaOH 1%. Selain itu juga dilakukan analisis terhadap faktor-faktor
lain yang memengaruhi keberhasilan SSF seperti temperatur, pH, dan konsentrasi inokulum.

2. Metode Penelitian

2.1 Mikroorganisme dan Media Kultur

Mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian adalah khamir Saccharomyces cerevisiae LIPI MC
0070 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi, LIPI. Kultur kerja S.
cerevisiae dipreservasi pada Potato Dextrose Agar (PDA) 2% miring dan diinkubasi selama 1—2 hari
pada suhu 28°C. Kultur kerja disimpan di dalam lemari pendingin (4°C) sebelum digunakan atau
diremajakan kembali setelah satu bulan preservasi !,

Starter dibuat dengan menginokulasikan satu loop penuh kultur kerja S. cerevisiae ke dalam
labu erlenmeyer yang berisi 50 mL media Yeast Peptone Dextrose (YPD) 5% (10 g/L. Yeast Extract;
20 g/L Pepton; 50 g/L Glukosa). Biakan kemudian diagitasi pada 120 rpm selama 24 jam pada suhu
30°C. Inokulum dibuat dengan menginokulasikan starter sebanyak 10 % (v/v) ke dalam 225 mL media
YPD 5%, kemudian diagitasi pada 120 rpm selama 16-20 jam pada suhu 30°C. Volume inokulum
yang akan digunakan dalam proses SSF ditentukan berdasarkan Dowe & McMillan (12!,

2.2 Ampas Tebu dan Pretreatment

Ampas tebu yang digunakan diperoleh dari pabrik gula Rajawali di Subang, Jawa Barat. Ampas tebu
dikeringkan, digiling, dan disaring sehingga diperoleh partikel berukuran 40-60 mesh. Ampas tebu
kemudian didelignifikasi dengan menggunakan NaOH 1% dan pemanasan pada 121°C selama 60
menit. Rincian proses delignifikasi dapat dilihat pada laporan sebelumnya %,

2.3 Hidrolisis dan Fermentasi Serentak (Simultaneous Saccharification and Fermentation/SSF)
Proses SSF dilakukan sesuai dengan Dowe & McMillan dengan sedikit modifikasi. Sebanyak 26.95 g
(berat basah) atau 3.88 g (berat kering) pulp ampas tebu terdelignifikas (solid loading 4% w/w)
ditambahkan media fermentasi (5 ml) yang terdiri dari 100 g/L Yeast Extract; 200 g/L Pepton, 1 M
larutan penyangga sodium sitrat (2.5 mL), 10% (v/v) inokulum Yeast, dan enzim dengan konsentrasi
10-50 fpu/g berat kering ampas tebu. Akuades steril ditambahkan ke dalam labu hingga berat total
campuran mencapai 50 g. Kecuali enzim, ampas tebu, media fermentasi dan larutan buffer yang
digunakan telah disterilisasi terlebih dahulu dengan autoklaf pada 121°C selama 15 menit. Persiapan
yang sama dilakukan juga untuk kontrol enzim (tanpa substrat). Labu SSF kemudian dilengkapi
dengan leher angsa sebagai gas trapped. Proses SSF dilakukan dalam shaking incubator 130 rpm pada
suhu 38°C selama 72 jam [1?],
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2.4 Penentuan Konsentrasi Etanol

Sampel dicuplik setelah 24, 48, dan 72 jam inkubasi. Sampel kemudian disentrifugasi pada 5000 rpm
selama 5 menit. Supernatan diambil untuk kemudian diukur konsentrasi etanolnya dengan
menggunakan Gas Chromatogaphy (GC) Shimadzu 14B, Packed Column Carbowax 20m = 2m, suhu
akhir 70°C, laju progam 10°C/menit, selama 10 menit. Kondisi tekanan N, = 260 KPa, H, = 70 kPa,
dan udara 50 kPa. Suhu injektor 150°C, suhu detektor 250°C, dan volume injeksi sebesar Spul. Sampel
disimpan dalam botol vial pada suhu 4°C apabila analisis etanol tidak dapat dilakukan pada hari
sampel dicuplik.

2.5 Penghitungan Jumlah Khamir Sebelum dan Setelah SSF
Jumlah khamir sebelum dan setelah proses SSF dihitung dengan metode direct count method dengan
menggunakan kamar hitung Improved Neubauer dan pewarnaan Trypan Blue '),

2.6 Analisis Komponen Kimia Bahan

Bahan baku berupa serbuk ampas tebu sebelum dan sesudah pretreatment dianalisis komponen
kimianya mengacu pada metode National Renewable Energy Laboratory (NREL), yang meliputi
kadar air !4, kadar ekstraktif ['], kadar abu ['%], kadar selulosa, hemiselulosa,dan lignin ['*. Kadar gula
pereduksi hidrolisat setelah SSF dianalisis dengan menggunakan metode Nelson-Somogyi 71,
Konversi selulosa menjadi etanol dihitung berdasarkan Dowe & McMillan 2,

3. Hasil dan Pembahasan

Proses delignifikasi dengan NaOH 1% telah berhasil menghilangkan lignin sebesar 13.45% sehingga
kadar selulosa (alfaselulosa) pun meningkat sebesar 17.01% (Tabel 1). Hasil ini sesuai dengan hasil
penelitian Bjerre et. al. '¥! yang menyatakan bahwa pretreatment bahan lignoselulosa dengan
menggunakan NaOH mampu mengurangi kadar lignin sebesar 10-18%. Pretreatment ampas tebu
dengan menggunakan NaOH 1% (w/v) juga mampu mengurangi kadar lignin dari 25% menjadi 6%!'!.

Tabel 1. Komponen Kimia Ampas Tebu Sebelum dan Sesudah Pretreatment

Komponen Bagas Mentah [% berat kering] Pretreatment NaOH 1% [% berat kering]
Kadar ahu 213038 0.64 = 0.06
Kadar gkstraktif 138020 061014
Elason Lignin 2245+ 0.01 Q00012
Holoselulosa:
u-selulosa 3448 +0.20 5140+ 044
hemiselulosa 2748 =020 2706 =044

C

Gambar 1 menunjukkan profil gula pereduksi yang diperoleh setelah SSF. Gula pereduksi pada
tiga variasi konsentrasi enzim (20, 30, dan 50 fpu/g berat kering) menunjukkan kecenderungan yang
sama, di mana konsentrasi gula pereduksi meningkat pada 24 jam pertama SSF sebelum kemudian
menurun hingga 48 jam SSF.

Konsentrasi gula pereduksi tertinggi (22.83 g/L) diperoleh pada perlakuan konsentrasi enzim 50
fpu/g berat kering dengan waktu inkubasi 24 jam. Konsentrasi gula pereduksi yang tinggi sampai pada
24 jam pertama SSF menunjukkan bahwa telah terjadi akumulasi gula pereduksi sebagai akibat dari
hidrolisis selulosa oleh enzim selulase serta masih sedikitnya jumlah gula yang dikonsumsi oleh
khamir. Konsentrasi gula pereduksi kemudian menurun setelah 24 jam SSF disebabkan karena pada
fase ini pertumbuhan khamir mulai beralih dari fase eksponensial ke fase stasioner sehingga konsumsi
gula oleh khamir semakin meningkat dan mengurangi konsentrasi gula pereduksi dalam medium SSF.
Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Lin and Lee (2013) yang menyatakan bahwa konsentrasi
glukosa yang tinggi diperoleh pada beberapa jam pertama fermentasi disebabkan laju fermentasi oleh
khamir belum dapat mengimbangi laju hidrolisis oleh enzim. Konsentrasi glukosa tertinggi diperoleh
setelah 6 jam fermentasi dan kemudian menurun secara perlahan ketika laju fermentasi oleh khamir
lebih cepat dibandingkan laju hidrolisis oleh enzim 2%,

SENIATI 2016| Institut Teknologi Nasional Malang



SEMINAR NASIONAL INOVASI DAN APLIKASI
TEKNOLOGI DI INDUSTRI (SENIATI) 2016
ISSN: 2058-4218

40 —4—10 FPU —— 20FPU ——30FPU —C—40FPU —&50FPU
30

20 ———3

10

Total Gula Pereduksi
(mg/ml)

0 . . .
0 24 48 72

Wakiu (jam)
Gambar 1. Produksi gula pereduksi dari ampas tebu terdelignifikasi NaOH 1% setelah SSF

Konversi selulosa menjadi etanol ditunjukkan oleh Tabel 2. Konversi selulosa tertinggi adalah
sebesar 100.02% dari nilai konversi maksimal secara teoritis yang dihasilkan setelah inkubasi 72 jam.
Nilai maksimal konversi selulosa tersebut diperoleh pada konsentrasi enzim 50 fpu/g berat kering
ampas tebu. Konsentrasi etanol sangat dipengaruhi oleh konsentrasi enzim (p<0.05). Dapat
disimpulkan bahwa ketika konsentrasi enzim meningkat maka nilai konversi selulosa menjadi
meningkat. Hasil ini sesuai dengan Lu ef. al. yang menyatakan bahwa konsentrasi enzim memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap konversi selulosa menjadi etanol 2!,

Tabel 2. Konversi Selulosa menjadi Etanol

Konversi Selulosa [%]

Waktu [jam] 10 fpu 20 fpu 30 fpu 40 fpu 50 fpu

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

24 34.15 87.82 85.04 81.20 90.26

48 29.62 88.87 89.57 85.04 99.67

72 27.88 90.26 89.57 87.13 100.02
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Gambar 2. Konsentrasi etanol dari ampas tebu terdelignifikasi NaOH 1% setelah SSF

Konsentrasi Etanol (g/L)
dn

Hasil analisis kadar etanol menunjukkan bahwa konsentrasi etanol tertinggi diperoleh pada
perlakuan menggunakan enzim 50 fpu/g berat kering ampas tebu dengan waktu fermentasi selama 72
jam, yaitu sebesar 22.64 g/L. (Gambar 2). Rendemen etanol tertinggi yang diperoleh adalah sebesar
29.18 % /g berat kering ampas tebu, yang diperoleh dari berat etanol tertinggi dibandingkan dengan
berat sampel kering (3.88 g) (Tabel 3). Hasil ini lebih tinggi dari konsentrasi etanol pada penelitian
Wahono dkk. yang menghasilkan 21.37 g/L etanol pada SSF ampas tebu terdelignifikasi IN NaOH
dengan menggunakan S. cerevisiae dan enzim selulase 1.

2L Institut Teknologi Nasional Malang | SENIATI 2016



SEMINAR NASIONAL INOVASI DAN APLIKASI
TEKNOLOGI DI INDUSTRI (SENIATI) 2016
ISSN: 2058-4218

Tabel 3. Rendemen Etanol dari Ampas Tebu Terdelignifikasi NaOH 1% Setelah SSF

Rendemen Etanol [%]

Waktu [jam] - =57 20 fou 30 fpu 40 fpu 50 fpu
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
24 9.96 25.62 2481 23.69 2633
43 8.64 25.93 26.13 2481 29.08
7 8.13 26.33 26.13 25.42 29.18

Pada penelitian ini, SSF dilakukan dengan memanfaatkan khamir S. cerevisiae pada 38°C, 130
rpm. Hingga saat ini, S. cerevisiae masih banyak digunakan dalam penelitian bioetanol karena
penggunaannya terbukti efektif dalam konversi glukosa menjadi etanol dari bahan berlignoselulosa.

Apabila dihubungkan dengan kurva pertumbuhan, jelas sekali terlihat bahwa konsentrasi dan
rendemen etanol tertinggi dicapai ketika khamir telah memasuki fase stasioner di mana tidak ada lagi
pertumbuhan sel sehingga produksi etanol cenderung konstan (Gambar 3). Jumlah sel khamir
cenderung menurun ketika waktu inkubasi diperpanjang hingga 72 jam. Hal ini dapat terjadi karena
khamir telah memasuki fase kematian sehingga tidak lagi efektif memfermentasi glukosa menjadi
etanol.

4 —— 10fpu ——20fpu -—e—30fpu —-OC—40fpu -850 fpu

Jumlah Sel
(x107 sel/ml)
(3]

0 + T T 1

0 M ek Jam) 48 72

Gambar 3. Pola pertumbuhan S. cerevisiae selama SSF

Salah satu faktor yang memengaruhi keberhasilan SSF adalah pH. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pH medium pada semua perlakuan berkisar pada 4.5 — 5.0 selama SSF. Hal ini
menunjukkan bahwa pH 4.5 — 5.0 merupakan kisaran pH optimal bagi SSF. Lu et. al [21]
menyebutkan bahwa nilai konversi selulosa menjadi lebih tinggi karena penggunaan buffer sodium
sitrat efektif meningkatkan kerja enzim serta mampu mengontrol pH medium selama proses SSF
berlangsung. Selulase bekerja lebih efektif pada lingkungan yang asam (4.5 — 5.0). Kisaran pH
tersebut juga sangat penting bagi pertumbuhan yang secara natural optimal tumbuh pada lingkungan
asam dan aktivitas metabolismenya untuk memfermentasi glukosa menjadi etanol secara efisien.

4. Kesimpulan

Semakin tinggi konsentrasi enzim selulase yang digunakan, maka semakin tinggi konsentrasi etanol
yang dihasilkan selama SSF. Konsentrasi enzim 50 fpu dengan waktu inkubasi 72 jam menghasilkan
konsentrasi etanol tertinggi sebanyak 22.64 g/L. dan rendemen etanol tertinggi sebesar 29.18% per
gam berat kering ampas tebu. Namun, jika dibandingkan dengan penggunaan konsentrasi enzim yang
sama (50 fpu) dan waktu inkubasi lebih singkat, yaitu 48 jam, diperoleh hasil konsentrasi etanol 22.56
g/L dan rendemen etanol sebanyak 29.08%. Hal ini menunjukkan bahwa setelah 48 jam inkubasi,
produksi etanol sangat sedikit bahkan hampir tidak ada. Oleh karena itu, dapat dipertimbangkan untuk
memilih waktu inkubasi SSF selama 48 jam di penelitian selanjutnya.
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