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ABSTRACT

One of energy source alternative that can be used as a substitute for fossil fuel-based
energy, is bioethanol. Bioethanol is biochemistry fluid from fermentation process of sugars
by using microorganism. The raw material of bioethanol production is very diverse, like corn
cob. Corn cob can be used as raw material for bioethanol production because contain of
cellulose. This study aims to make bioethanol from corn cob with delignification process and
using Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) method with variation of
cellulase enzyme are 3%, 5%, 7%, 9%, and 11% v/v substrate and fermentation duration are
72, 96, and 120 hours. From this research were obtained the highest bioethanol
concentration is 8% on the addition of cellulase enzymes 11% v/v substrate with 72 hour

fermentation time.
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1. Pendahuluan

Kebutuhan energi bahan bakar yang
berasal dari eksplorasi fosil meningkat
seiring dengan meningkatnya pertumbuhan
industri dan ekonomi. Hal tersebut dapat
menjadi masalah besar ketika negara belum
bisa mengurangi ketergantungan terhadap
bahan bakar fosil atau bahan bakar minyak
(BBM), sedangkan cadangan sumber energi
tersebut semakin terbatas.

Kebijakan mengurangi konsumsi energi
bukan merupakan langkah tepat, karena
konsumsi energi dan pertumbuhan ekonomi
merupakan  dua  sisi  yang  saling
mempengaruhi, diperlukan  kehati-hatian
dalam menerapkan kebijakan energi agar
pertumbuhan ekonomi tetap terjaga. Supaya
perekonomian dunia lebih stabil, penggunaan
sumber energi alternatif dengan bahan baku
non-fosil seperti bahan bakar dari sumber
nabati dapat menjadi solusi yang baik.
Pembakaran bahan bakar fosil juga akan
menghasilkan gas CO, yang lama kelamaan
akan menumpuk di atmosfer, sehingga
menyebabkan suhu bumi meningkat (green
house effect). Oleh karena itu, pemakaian

suatu bahan bakar terbarukan yang lebih
aman dan ramah lingkungan merupakan
suatu hal yang mutlak. Salah satu energi
alternatif yang dapat menggantikan sumber
energi fosil adalah bioetanol.

Bioetanol adalah cairan biokimia dari
proses fermentasi gula dari sumber glukosa,
selulosa, dan pati atau karbohidrat
menggunakan  bantuan  mikroorganisme.
Keuntungan atau kelebihan dari penggunaan
bioetanol yaitu dapat diproduksi terus
menerus, ramah lingkungan serta dapat
digunakan sebagai bahan baku industri
kimia, kosmetik, farmasi, dan sebagai bahan
bakar (Masfufatun, 2012). Salah satu bahan
baku yang dapat dijadikan bioetanol adalah
tongkol jagung. Tongkol jagung
mengandung selulosa 48%, pentosan 36%,
lignin 10%, abu 4%, dan air 2% (Rosmiati,
2008). Dilihat dari selulosa yang cukup
tinggi maka tongkol jagung memungkinkan
untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku
untuk pembuatan bioetanol. Salah satu
metode yang dilakukan untuk pembuatan
bioetanol yaitu dengan proses simultaneous
sacharificatian and fermentation (SSF) atau

JOM FTEKNIK Volume 2 No. 2 Oktober 2015

1



dikenal ~ dengan  proses  sakarifikasi
fermentasi serentak (SFS). Proses SSF yaitu
kombinasi antara hidrolisis menggunakan
enzim selulase dan yeast Saccharomyces.
cerevisiae untuk fermentasi gula menjadi
etanol secara simultan. Proses SSF
sebenarnya hampir sama dengan dengan
proses yang terpisah antara hidrolisis dengan
enzim dan proses fermentasi, hanya dalam

proses SSF hidrolisis dan fermentasi
dilakukan dalam satu reaktor. Secara singkat
reaksi yang terjadi melalui  proses
Simultaneous Sacharification and
Fermentation (SSF) (Effendi, 2012).

Hidrolisis
Selulosa CesH1206
(CsH1005)n (Glukosa)

Enzim, H,O

Fermentasi SSF

(Yeast)

2nC;Hs0OH + 2nCO»
Etanol

Gambar 1.1 Skema reaksi dalam proses
Simultaneous Sacharification and
Fermentation (SSF)

2. Metodologi
2.1 Produksi Enzim Selulase
Tahap awal pembuatan enzim vyaitu

persiapan bahan baku (tongkol jagung).
Tahap selanjutnya yaitu pembuatan starter
yang diawali dengan pembenihan Aspergilus
niger dilakukan pada PDA secara zig-zag
dengan menggunakan kawat inokulasi di
dalam test tube secara aseptik. Mikroba
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hari
supaya jamur dapat berkembang. Setelah
pembenihan, proses selanjutnya penyiapan
inokulum dilakukan dalam media padat.
media padat ini terdiri dari tongkol jagung
dan larutan nutrisi (yeast extract 1%,
MgSO47H20 0,5%, C&C'z 0,5%, KH,PO,
8%). Volume nutrisi (ml) yang ditambahkan
dengan tongkol jagung (g) adalah dengan
perbandingan 2 dan 10, lalu ditambahkan
aquades hingga mencapai kadar air 70%
berat basah. Substrat yang sudah diberi
dengan larutan nutrisi dan mineral kemudian
disterilisasi dalam autoclave pada suhu
121°C selama 15-20 menit. Api bunsen dan

kawat ose disiapkan. Ujung kawat ose
dicelupkan ke dalam alkohol 96% lalu
dipanaskan pada api bunsen sampai berwana
merah. Biakan Aspergillus niger kemudian
diberi aquadest sebanyak 10 ml. Jamur
dilepaskan dengan menggunakan jarum ose,
lalu dikocok dan dipindahkan ke tabung lain
yang sudah disterilkan. Suspensi jamur
sebanyak 2 ml yang diperoleh diinokulasikan
ke dalam susbtrat steril yang sudah tersedia,
kemudian diinkubasikan ke dalam inkubator
pada suhu ruang selama 4 hari. Suspensi
jamur yang digunakan ditentukan sampai
Optical Density (OD) 1 dan panjang
gelombang maksimal (Carolina, 2012).
Tahap selanjutnya, ke dalam media padat
ditambahkan 100 ml buffer asetat dengan pH
5 untuk ekstraksi enzim selulase. Cairan
enzim diaduk dan dikocok menggunakan
shaker pada 200 rpm selama 2 jam kemudian
disentrifuge pada 900 rpm selama 180 menit
sehingga didapatkan enzim selulase kasar
berupa supernatan berwarna coklat (Effendi,
2012).

2.2 Produksi Bioetanol

2.2.1 Pretreatment (Delignifikasi) tongkol
jagung dengan larutan NaOH

Tongkol jagung dipotong menjadi
potongan-potongan kecil, lalu dijemur dan
dihaluskan. Kemudian diayak sehingga
menjadi bubuk halus dengan ukuran 20-40
mesh. Sampel dengan berat 10 g direndam di
dalam 100 mL larutan natrium hidroksida
10% (NaOH) pada suhu kamar (28°C)
selama 28 jam. Campuran disaring, dicuci
berulang kali dengan menggunakan air
suling sampai pH netral untuk
menghilangkan sisa dari larutan NaOH. Sisa
yang didapat kemudian dikeringkan hingga
mencapai berat konstan pada suhu 110 °C
(Fitriani, 2013).

2.2.2 Pembuatan Inokulum S. cerevisiae
Biakan  Saccharomyces Cerevisiae
sebanyak satu ose sel ditumbuhkan pada 5
ml media Yeast Malt Extract (YME) cair
dengan komposisi pepton 0,5 gram; yeast
extract 0,3 gram; malt extract 0,3 gram;
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glukosa 1 gram dan akuades hingga
menncapai  volume 100 ml. Biakan
diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam.
(Triana dkk, 2009).

2.2.3 Pembuatan Bioetanol
Tongkol jagung kering yang telah

melalui pretreatment delignifikasi
menggunakan NaOH kemudian dimasukkan
kedalam  Erlenmeyer 250 mL lalu

ditambahkan dengan 0,08 g I ekstrak ragi,
0002 g I* MgSO, dan 025 g It
(NH4)2,HPO,, kemudian dilarutkan di dalam
buffer. Larutan kemudian disterilkan dengan
menggunakan autoclave dengan suhu 121 °C
selama 15 menit. Suhu larutan dibiarkan
turun lalu tambahkan enzim selulase cair
sesuai variabel bebas dan tambahkan juga
Saccharomyces cereviseae dengan
konsentrasi 10%.

Fermentasi bioetanol dilaksanakan di
suhu ruang pada kondisi anaerob selama
variasi waktu 72 jam, 96 jam dan 120 jam
dengan 0.5 ml suspensi sel diinokulasi ke
dalam labu 100 ml dengan volume kerja 150
ml. Setelah dilakukan proses fermentasi,
larutan dimurnikan menggunakan rotary
evaporator untuk kemudian dianalisa kadar
glukosa dan alkoholnya. Tahapan proses
pembuatan enzim dan bioetanol dapat dilihat
pada Gambar 2.1 sebagai berikut:

\.

Tongkol Jagung 20-
40 mesh,10 gr

Erlenmeyer

<

NaOH
100 mL

v

Delignifikasi
27°C

]

Saring

>

Larutan

v

Padatan dicuci
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]
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v

Oven
105°C

]
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J

Gambar 2.1 Diagram Alir Pembuatan Enzim
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Gambar 2.2 Diagram Alir Pembuatan

Bioetanol
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3. Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini, sebelum memasuki
tahapan proses fermentasi pembuatan
bioetanol, Peneliti terlebih dahulu melakukan
proses pendahuluan yaitu penggilingan
limbah padat tongkol jagung untuk
penyeragaman ukuran sebesar -20,+40 mesh
(Effendi, 2012), kemudian dilakukan proses
delignifikasi dengan menggunakan larutan
NaOH 10% selama 28 jam dan dicuci
dengan aquades hingga pH netral. Penelitian
ini dilakukan untuk melihat pengaruh proses
delignifikasi tongkol jagung dan menentukan
pengaruh konsentrasi enzim serta waktu
fermentasi terhadap kadar bioetanol yang
dihasilkan. Untuk kondisi operasi mengikuti
kondisi optimum peneliti sebelumnya yaitu
fermentasi pada pH 5, waktu inkubasi enzim
4 (empat) hari, dan ukuran tongkol jagung
sebesar -20,+40 mesh. Setelah diperoleh
enzim selulase kasar, kemudian dilakukan
proses pembuatan bioethanol dengan metode
sakarifikasi dan fermentasi serentak (SFS)
menggunakan inokulum  Saccharomyces
Cerevisiae dan enzim selulase pada variasi
konsentrasi enzim 3%, 5%, 7%, 9%, dan
11% substrat dan variasi waktu fermentasi 3,
4, dan 5 hari. Setelah melalui proses SFS,
sebagian larutan diambil untuk uji kadar
glukosa dan sisanya dilakukan pemurnian
menggunakan rotary evaporator untuk
kemudian dihitung kadar bioetanolnya
menggunakan alkoholmeter. Adapun kadar
bioetanol dan kadar glukosa akhir yang
didapat pada penelitian ini dapat dilihat pada
Tabel 4.1

Dari Tabel 1 dapat dilihat bahwa kadar
bioetanol tertinggi yaitu sebesar 8% didapat
pada variasi waktu fermentasi 72 jam dan
konsentrasi enzim 11% juga didapat kadar
glukosa akhir terendah yaitu sebanyak 855
mg/mL pada variasi waktu fermentasi selama
72 jam dan konsentrasi enzim 3%.

Tabel 1 Tabel perolehan kadar bioetanol (%)
dan kadar glukosa akhir (%) dengan proses

delignifikasi
Waktu Konsentrasi Kadar Kadar Glukosa
fermentasi Enzim (%) Bioetanol (%) Akhir (mg/L)
3 5 255
3 5 2615
72jam 7 ] 867
0 7 8745
11 g 8775
3 4 262
5 4 871
96 jam 7 5 8733
9 5 £75
11 6 8795
3 3 8625
5 3 201
120 jam 7 4 035
9 5 9525
11 5 10235
3.1 Pengaruh Konsentrasi Enzim

Terhadap Kadar Bioetanol

Dari Tabel 1 dapat dibuat grafik untuk
melihat pengaruh penambahan konsentrasi
enzim terhadap kadar bioetanol yang
dihasilkan pada Gambar 3.1 sebagai berikut
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=
=
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Konsentrasi Enzim (%)

Gambar 3.1 Grafik pengaruh konsentrasi
enzim terhadap kadar bioetanol

Dari Gambar 3.1 dapat dilihat bahwa
semakin banyak enzim selulase yang
ditambahkan maka kadar bioetanol yang
dihasilkan semakin tinggi. Kadar bioetanol
tertinggi didapat pada konsentrasi enzim
11% dan waktu fermentasi 3 hari yaitu
sebesar 8%. Konsentrasi enzim selulase
berpengaruh terhadap perolehan bioetanol
dengan menggunakan jumlah substrat yang
sama, karena enzim selulase kasar akan
mempercepat proses hidrolisis sehingga
lebih banyak gula yang tersedia untuk
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difermentasikan menjadi bioetanol.
Maemunah (2005) mengungkapkan bahwa
hidrolisa dinding selulosa oleh enzim
selulase  telah  meningkatkan  jumlah
glukosasehingga Saccharomyces Cerevisiae
akan memfermentasiglukosa dengan jumlah
yang lebih besar dan menghasilkan kadar
bioetanol yang lebih tinggi sebagai hasil
fermentasinya.

3.2 Pengaruh Waktu Fermentasi
Terhadap Kadar Bioetanol
Untuk mengetatahui  kondisi terbaik

bioetanol yang dihasilkan, yaitu kondisi pada
saat dihasilkan kadar biotanol tertinggi
dibutuhkan waktu fermentasi yang optimum.
Waktu fermentasi adalah waktu yang
dibutuhkan yeast Saccharomyces cerevisiae
untuk mengubah glukosa hasil hidrolisis
menjadi bioetanol. Waktu fermentasi yang
divariasikan akan mempengaruhi kadar
bioetanol yang dihasilkan.

Pada penelitian ini, variasi waktu yang
dilakukan adalah 3 hari 4 hari, dan 5 hari
pada berbagai variasi konsentrasi enzim.
Tujuan dilakukan variasi waktu ini yaitu
untuk mengetahui dan memperoleh data
pengaruh waktu fermentasi terhadap kadar
bioetanol yang dihasilkan. Gambar 3.2
berikut memperlihatkan pengaruh waktu
fermentasi terhadap kadar bioetanol yang
dihasilkan pada berbagai konsentrasi enzim

—1 oa

m3%

3%

T04
Tl

Kadar Bioetanol (%)

[ Y R =)

m9%
11%

72jam

96jam

120jam
Waktu Fermentasi

Gambar 3.2 Pengaruh Waktu Fermentasi
Terhadap Kadar Bioetanol

Dari Gambar 3.2 terlihat bahwa lamanya
waktu fermentasi mempengaruhi hasil kadar
bioetanol yang diperoleh. Kadar bioetanol
tertinggi didapatkan pada waktu fermentasi

selama 72 jam dengan  konsentrasi
enziml11%yaitu 8% bioetanol (v/v). Pada
waktu fermentasi 96 jam, kadar bioetanol
menurun dan semakin menurun saat waktu
fermentasi 120 jam. Hal ini terjadi karena
bioetanol dikonversi oleh khamir menjadi

suatu senyawa seperti ester sehingga
menurunkan kadar bioetanol (Sari dkk.,
2008).

Ester atau Asam asetat dapat dihasilkan
dari senyawa C,HsOH (bioetanol) atau buah-
buahan yang mengandung senyawa tersebut
melalui  proses oksidasi biologis yg
menggunakan mikroorganisme. Bioetanol
dioksidasikan menjadi acetaldehid dan air.
Acetaldehid yang telah dihidrasi, kemudian
dioksidasikan menjadi asam asetat dan air.
Reaksi pembentukan asam asetat yaitu:

oksidasi
—_— CH3CHO + Hzo

hidrasi

CH3CH,0OH +-0,

CH5CHO + H,0 CH;3;CH(OH),

ksidasi
CH3CH(OH), + - 0, ——= _CH,COOH+H,0

3.3 Perbandingan Perolehan Kadar
Bioetanol dengan Peneliti Lain
Perbandingan penelitian sebelumnya
yang melakukan penelitian  membuat
bioetanol dari tongkol jagung dengan

berbagai variabel ditunjukan pada Tabel 2

Tabel 2 Tabel perbandingan konsentrasi

bioetanol dengan penelitian lainnya
Mikroba yang | Kadar

Substrat Variasi Peneliti

digunakan | Bioetanol

Tongkol | Konsentrasi NH4OH

dan Waktu Fermentasi

Saccharomyces Octavia,
3.2%

Jagung cerevisiae 2013

‘Waktu Delignifikasi

Tongkol Saccharomyces Fitriani,
Terhadap Rendemen 6%

Jagung cerevisiae 2013
Selulosa

Konsentrasi Asam

Tongkol Saccharomyces Fachri,
Klorida dan Waktu 1.3%

Jagung cerevisiae 2013

Fermentasi
Tongkol | Konsentrasi Enzim dan | Saccharomyces . Penelitian
]
Jagung Waktu Fermentasi carevisiae ini
Dari Tabel 2 dapat dilihat bahwa

penelitian ini memperoleh hasil yang lebih
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selulase kasar pada substrat dengan jumlah
yang sama. Pada konsentrasi substrat tetap,
dalam batas tertentu, laju suatu reaksi
enzimatik meningkat sebanding dengan
meningkatnya konsentrasi enzim, dengan
semakin meningkatnya konsentrasi enzim
maka akan meningkatkan jumlah selulosa
yang dikonversi menjadi glukosa pada proses
hidrolisis,  sehingga secara  langsung
berpengaruh terhadap meningkatnya kadar
bioetanol yang dihasilkan dari proses
fermentasi. Hal ini berarti semakin banyak
enzim, sampai batas tertentu, semakin
banyak substrat yang terkonversi karena
semakin tinggi aktivitas enzim. Karena
enzim bersifat spesifik terhadap substrat
maka konsentrasi yang berlebihan juga akan
mempengaruhi  laju  reaksi  enzimatik
(Sukandar, 2011).

4. Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa bioetanol dapat diproduksi dari bahan
baku limbah tongkol jagung dengan proses
Sakarifikasi dan  Fermentasi  Serentak
menggunakan enzim selulase kasar serta
yeast Saccharomyces cerevsiae. Proses
delignifikasi dapat meningkatkan jumlah
selulosa yang dikonversi menjadi glukosa,
sehingga turut  meningkatkan  jumlah
bioetanol yang diperoleh. Penambahan
enzim dapat mempengaruhi kadar bioetanol
yang diperoleh. Semakin banyak enzim yang
ditambahkan maka kadar bioetanol yang
dihasilkan semakin besar karena semakin
banyak glukosa yang dikonversi menjadi
bioetanol, sedangkan pengaruh  waktu
fermentasi, dari penelitian diperoleh waktu
fermentasi dengan kadar alkohol tertinggi
yang dihasilkan adalah 72 jam karena waktu
terbaik Saccharomyces cerevisiae bekerja
mengubah glukosa menjadi bioetanol adalah
72 jam.

5. Saran
Sebaiknya untuk penelitian berikutnya
analisa kadar bioetanol dianalisa

menggunakan GC untuk mendapatkan nilai
yang lebih akurat
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