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ABSTRAK
Kebutuhan bahan bakar minyak terus mengalami peningkatan seiring dengan

pertumbuhan ekonomi suatu negara, terutama untuk negara-negara yang sedang
berkembang seperti Indonesia. Salah satu alternatif untuk mengatasi masalah krisis
energi adalah pemanfaatan biomassa menjadi bioenergi. Tandan kosong kelapa sawit
(TKKS) merupakan biomassa yang belum dioptimalkan penggunaannya sebagai bahan
baku pembuatan bioetanol. Permasalahan yang dihadapi dalam pengolahan bioetanol
dari limbah tandan kosong kelapa sawit adalah kandungan lignin. Untuk itu perlu
dilakukan pretreatment untuk mendapatkan selulosa yang bebas dari lignin dan
hemiselulosa. Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi bioethanol dari tandan
kosong kelapa sawit melalui alkaline pretreatment, lalu dihidrolisis dengan aspergilus
niger, dan difermentasi dengan Saccharomyces cerevisige. Pretreatment menggunakan
larutan NaOH dengan konsentrasi 1%; 1,5%; 2%; dan 2,5% serta waktu pretreatment
divariasikan selama 30; 60; 90 dan 150 menit. Hidrolisis dilakukan dengan Aspergilus
niger dimana volume starter yang dipakai 20%. Glukosa yang didapat dari proses
hidrolisis difermentasi dengan Saccharomyces cerevisiae selama 3, 5 dan 7 hari.
Pengujian kandungan lignin menggunakan metoda chesson, pengujian glukosa
dilakukan dengan metoda luff schrool dan bioethanol dianalisa dengan kromatografi
gas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lignin terendah adalah 15.2550% (b/b),
perolehan glukosa tertinggi 5,4377% (v/v)% serta perolehan bioethanol tertinggi
sebesar 2,75% (v/v). Hasil ini diperoleh dari perlakuan tandan kosong kelapa sawit yang
didelignifikasi dengan larutan NaOH 2,5% selam 150 menit.

Kata kunci: alkaline pretreatment, Aspergillus niger, bioetanol, Saccharomyces
cerevisiae, TKKS

1. Pendahuluan

Pertambahan jumlah penduduk Indonesia
semakin meningkat dari tahun ke tahun, sehingga
kebutuhan bahan bakar minyak juga mengalami
peningkatan. Sementara produksi minyak nasional
mengalami penurunan beberapa tahun terakhir,

pemerintah Indonesia harus mengimpor sebagian
BBM untuk memenuhi kebutuhan dalam negeri.
Oleh karena itu perlu dicari solusi untuk mengatasi
krisis kelangkaan bahan bakar minyak dengan
energi alternatif terbarukan. Penggunaan biomassa
merupakan salah satu alternatif dalam mengatasi
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masalah krisis energi. Namun apabila biomassa
yang digunakan juga merupakan bahan pangan
(seperti jagung, ubi kayu, dan molasse), maka akan
menimbulkan  persaingan antara penyediaan
pangan dan energi. Oleh karena itu penggunaan
bahan baku yang belum termanfaatkan dan
tersedia melimpah berupa biomassa lignoselulosa
dari limbah industri pertanian dan kehutanan perlu
terus dikembangkan, misalnya tandan kosong
kelapa sawit (TKKS) sebagai hasil samping pada
Pabrik Kelapa Sawit. Selulosa yang terkandung
dalam TKKS dapat dihidrolisis menjadi glukosa dan
apabila difermentasi akan menghasilkan bioetanol.
Bioetanol apabila dicampur dengan bensin akan
menghasilkan gasohol yang akan menaikkan angka
oktan dari bensin tersebut.

Namun permasalahan yang dihadapi ketika
mengolah limbah tandan kosong kelapa sawit
menjadi bioetanol adalah kandungan lignin yang
terdapat didalam limbah tersebut. Adanya lignin
dan hemiselulosa menyebabkan selulosa sulit
dihidrolisa. Oleh karena itu pretreatment
merupakan suatu tahapan yang sangat penting
dalam  mengkonversi biomassa lignoselulosa
menjadi bioetanol. Tahap pretreatment bertujuan
untuk menghilangkan kandungan lignin dan
hemiselulosa dalam biomassa. Pretreatment dapat
dilakukan secara fisika (size reduction: pencacahan,
penggilingan); fisiko-kimia (steam explosion,
ammonia fiber explosion (AFEX), CO, explosion);
kimia (alkaline pretreatment, ozonolisis, hidrolisis
asam, delignifikasi  oksidatif, dan  proses
organosolv); biologis maupun kombinasi dari cara
tersebut [12].

Kelebihan alkaline pretreatment adalah
menggunakan temperatur dan tekanan yang lebih
rendah [9]. Perlakuan delignifikasi dengan NaOH
menyebabkan perbedaan tingkat pelepasan lignin
[2]. Peneliti terdahulu [8] menggunakan alkaline
pretreatment pada biomassa jerami sorgum
sebelum dihidrolisis menjadi glukosa. Hasil
penelitian mereka menunjukkan bahwa NaOH pada
konsentrasi 2% (suhu 121°C, waktu pretreatment
90 menit) mampu menghilangkan lignin sebesar
77,3%. Peneliti lain [6] menggunakan alkaline
pretreatment untuk memproduksi bioetanol dari
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mikroalga. Hasil penelitian mereka menunjukkan
bahwa yield glukosa tertinggi diperoleh sebesar 350
mg/gr alga dan etanol tertinggi sebesar 0.26 gr
ethanol/gr algae pada saat penggunaan NaOH 0,75
% (berat/volume), suhu 120°C selama 50 menit.
Pretreatment dapat juga dilakukan dengan
memberikan perlakuan H,SO, encer (1%) dan
larutan NaOH (4%) untuk mendegradasi lignin pada
biomassa TKKS [11]. Namun penelitian mereka
belum menunjukkan apakah asam atau basa yang
lebih berperan dalam pemutusan rantai lignin. Dari
beberapa penelitian terdahulu dapat disimpulkan
bahwa alkaline pretreatment dapat menghilangkan
kandungan lignin pada biomassa lignoselulosa.

Pada tahap hidrolisis, selulosa diubah menjadi
selobiosa dan selanjutnya menjadi gula-gula
sederhana seperti glukosa. Hidrolisis selulosa dapat
dilakukan menggunakan larutan asam atau secara
enzimatis. Kelebihan proses hidrolisis secara
enzimatis diantaranya berlangsung pada kondisi
vang ringan (pH sekitar 4,80 dan temperatur 45°C—
50°C), tidak menimbulkan masalah korosi, enzim
bekerja lebih spesifik sehingga tidak menghasilkan
produk yang tidak diharapkan. Dari beberapa hasil
penelitian terdahulu [1], [3]-[4] dilaporkan bahwa,

proses hidrolisis melalui reaksi enzimatik
mempunyai- kelemahan dimana waktu vyang
dibutuhkan untuk proses lebih lama jika

dibandingkan dengan proses secara kimia serta
harga enzim vyang cukup mahal. Namun harga
enzim yang mahal dapat diatasi dengan
memproduksi enzim selulase dari mikroba seperti
Aspergillus niger.

Saccharomyces cerevisiae merupakan mikrobia
yang paling banyak digunakan pada fermentasi
alkohol karena memiliki daya konversi sangat tinggi
dan metabolismenya sudah diketahui. Fermentasi
ini membutuhkan kondisi yang sedikit aerob, pH
4,0-4,5 pada temperatur 30 °C dan kadar gula 10%—
18% [5].

Penelitian ini bertujuan untuk meneliti
pengaruh waktu delignifikasi, konsentrasi NaOH
terhadap penurunan kadar lignin dan glukosa; serta
meneliti pengaruh waktu fermentasi terhadap
kadar etanol yang dihasilkan.
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2. Metode Penelitian

Bahan: Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS); larutan
NaOH, kultur  Aspergillus  niger, kultur
Saccharomyces cerivisiae, dan bahan kimia untuk
pengujian etanol.

Alat:

Beaker gelas, erlenmeyer, pipet ukur, labu leher
tiga, reaktor, wunit distilasi, unit ekstraksi,
piknometer, mortar, desikator, crusher, blender,
oven, inkubator, thermocopel, heater, heater stirer,
neraca kasar, neraca analitis, unit distilasi, dan
peralatan pengujian kadar gula dan peralatan untuk
pengujian etanol.

Alkaline pretreatment:

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) dibersihkan
terlebih dahulu dari kotoran, dijemur di udara
terbuka hingga kadar air mencapai 15% + 2%, lalu
dipotong-potong hingga ukuran * 0,5 cm.
Selanjutnya TKKS dikeringkan di dalam oven pada
temperatur 60 °C - 75 °C hingga kadar air mencapai
5% + 1%. Kemudian TKKS diperkecil menggunakan
crusher/blender dan diayak hingga mencapai
ukuran 0,180-0,25 mm.

250 gr TKKS dimasukkan ke dalam beaker glass
dan ditambahkan larutan NaOH dengan konsentrasi
untuk masing-masing perlakuan vyaitu : (Cnaon) 1%;
1,5%; 2,0 dan 2,5% (berat/volume) dengan
perbandingan TKKS dan larutan NaOH (1 : 5)
berat/volume. Kemudian sampel dimasukkan
kedalam autoklaf pada temperatur 121 °C (tekanan
15 psi) dengan waktu pretreatment divariasikan
selama 60 menit ; 90 menit, 120 menit dan 150
menit [8]. Setelah proses pretreatment selesai,
TKKS dikeluarkan dari autoklaf dan di biarkan pada
temperatur kamar. TKKS yang telah didelignifikasi
lalu dipisahkan antara fase padat dan fase cairnya.
Fase padat dicuci dengan air kran sampai pH netral.
Kemudian dianalisa Kadar Lignin dengan metode
chesson.

Proses Hidrolisis

Proses Hidrolisis dilakukan dengan
menggunakan Aspergillus Niger. Slurry hasil
perlakuan di masukkan kedalam reaktor lalu
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ditambahkan aquadest 1000 ml dan ditambahkan
nutrisi berupa urea dan (NH,),S0, masing-masing
dengan konsentrasi 0,04% (b/v) dan 0,15% (b/v),
dan diaduk pada kecepatan 150 rpm. Kemudian
dipanaskan dalam autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit. Bubur TKKS dibiarkan menjadi
dingin. Lalu ditambahkan 20% (volume/volume)
kultur Aspergillus Niger, kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C selama 6 hari. Campuran hasil hidrolisis
kemudian disaring. Hidrolisat hasil hidrolisis
dianalisa kadar glukosa dengan metode Luff
Schoorl.

Proses Fermentasi

Hasil dari proses hidrolisis dimasukkan
kedalam erlenmeyer dengan pH proses fermentasi
diatur hingga pH 4,5. Kemudian disterilisasi pada
suhu 121°C selama 15 menit, setelah dingin
kemudian ditambahkan kultur Sacchararomyces
cerevisiae dengan konsentrasi masing-masing 10%
(volume/volume). Setelah itu menghubungkan
erlemeyer 250 ml tersebut dengan selang karet dan
ujung selang dimasukkan kedalam air agar tidak
terjadi kontak langsung dengan udara. Proses
fermentasi dilakukan pada temperatur 30°C dengan
waktu fermentasi 5 hari. Kadar alkoho! dianalisa
dengan menggunakan gas kromatografi (GC).

3. Hasil dan Pembahasan

Pengaruh Waktu Delignifikasi dan Konsentrasi
NaOH Terhadap Kadar Lignin

Kinerja NaOH untuk melakukan proses
delignifikasi terhadap lignin yang mengikat selulosa
pada tandan kosong kelapa sawit dibantu oleh uap
panas yang dihasilkan pada saat pretreatment.
Dengan adanya kinerja uap panas, maka
kemampuan NaOH untuk memutus ikatan lignin
yang melindungi selulosa dari tandan kosong kelapa
sawit akan lebih mudah, jika dibandingkan
delignifikasi dengan NaOH tanpa perlakuan uap
panas. Uap panas yang berasal dari proses
pemanasan dengan menggunakan autoklaf yang
dilakukan pada saat delignifikasi dengan NaOH
dapat lebih cepat menguraikan dan melepaskan
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lignin yang mempersatukan ikatan antar molekul
lignin dengan selulosa [10]. Jika suatu campuran gas
dan zat cair terkurung sedemikian rupa, sehingga
terdapat gradien konsentrasi pada salah satu atau
beberapa konstituen dalam sistem itu, maka akan
terjadi  perpindahan massa dalam tingkat
mikroskopik sebagai akibat difusi atau pembauran
dari daerah konsentrasi tinggi menuju ke daerah
konstrasi rendah [7]. Adanya uap panas yang
diberikan melalui proses delignifikasi tandan kosong
kelapa sawit akan mempercepat terjadinya proses
pemutusan lignin oleh NaOH. Hubungan antara
perlakuan delignifikasi dengan NaOH pada berbagai
konsentrasi larutan dan waktu delignifikasi
terhadap kandungan lignin di perlihatkan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Pengaruh waktu delignifikasi dan
konsentrasi NaOH terhadap kadar lignin

Gambar tersebut menunjukkan penurunan
kadar lignin yang cukup signifikan pada semua
perlakuan. Semakin lama waktu delignifikasi, kadar
lignin juga semakin menurun. Penambahan
konsentrasi NaOH mengakibatkan kadar lignin pada
TKKS semakin kecil. Penambahan basa akan
mentransformasi sodium hidroksida ke dalam basa
polisakarida dengan menyerap ion hidroksil.
Penambahan NaOH akan menyebabkan tingginya
konsentrasi ion hidroksil dalam larutan sehingga
mempercepat terjadinya pemutusan pada ikatan
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intra molekul lignin saat perlakuan sehingga
mempercepat delignifikasi. Konsentrasi NaOH yang
tinggi menyebabkan pecahnya ikatan antara unit-
unit lignin, menurunkan bobot molekul serta
menyisakan lignin lebih kecil. Penurunan kadar
lignin di dalam tandan kosong kelapa sawit pada
saat proses delignifikasi untuk semua perlakuan
tidak melebihi nilai 15,26% (b/b).

Pengaruh Proses Alkaline Pretreatment dan
Hidrolisis terhadap Kadar Glukosa

Hasil analisis terhadap glukosa vyang
diperoleh dari beberapa perlakuan proses
delignifiksi dengan NaOH pada berbagai perlakuan
konsentrasi dan waktu delignifikasi dengan
menggunakan Aspergillus niger 20% ditunjukkan
pada Gambar 2.

Glukosa % (v/v)
w

1\

60 90 120 150

Waktu delignifikasi (menit)

s NaOH 1% =={l=—= NaOH1.5%
NaOH2% =3t NaOH2,5%

Gambar 2. Pengaruh waktu delignifikasi dan
konsentrasi NaOH terhadap kadar glukosa
(dihidrolisis dengan Aspergillus niger 20%)

Dari gambar tersebut terlihat kecenderungan
peningkatan glukosa yang cukup signifikan dengan
semakin lamanya waktu pretreatment. Semakin
bertambah konsentrasi NaOH vyang digunakan,
semakin tinggi kadar glukosa yang dihasilkan.
Aktivitas Aspergillus niger 20% untuk melakukan
penguraian selulosa menjadi glukosa, mencapai
nilai tertinggi vyaitu 5,4377% (v/v) pada waktu
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delignifikasi 120 menit dengan konsentrasi larutan
NaOH 2,5%. :

Perlakuan delignifikasi tandan kosong kelapa
sawit dengan mengunakan larutan NaOH 2,5%
dapat mempercepat terjadinya proses delignifikasi
dan meningkatkan kinerja Aspergillus niger 20%
untuk merombak selulosa menjadi glukosa. Dengan
semakin tingginya konsentrasi larutan NaOH sampai
pada titik optimum, kemampuan untuk melarutkan
lignin dan memotong struktur selulosa menjadi
glukosa akan semakin  bertambah, yang
mengakibatkan serat-serat akan semakin
terpotong, sehingga kinerja Aspergillus niger dalam
merombak selulosa semakin mudah. Hal ini
membuktikan bahwa NaOH mempunyai
kemampuan untuk melarutkan lignin dan merusak
struktur kristal selulosa yang mengakibatkan serat-
serat selulosa akan semakin longgar sehingga
semakin mudah dihidrolisis oleh mikroorganisme
baik untuk pertumbuhannya maupun untuk
produksi enzim selulase. Disamping itu jika
konsentrasi larutan NaOH pada proses delignifikasi
optimum (konsentrasi tidak terlalu rendah atau
terlalu tinggi), maka aktivitas Aspergillus niger akan
semakin tinggi untuk merombak selulosa menjadi
glukosa. Sedangkan interaksi perlakuan pada titik
optimum akan menghasilkan perolehan glukosa
yang lebih tinggi pula.

Peningkatan konsentrasi larutan NaOH yang
diberikan pada saat dilakukan proses delignifikasi
akan mempercepat terjadinya proses pemutusan
ikatan kristalin lignoselulosa yang terdapat pada
tandan kosong kelapa sawit dan semakin lama
waktu delignifikasi akan membuat semakin lama
waktu kontak antara larutan alkali dengan tandan
kosong kelapa sawit. Sehingga selulosa dapat
dengan mudah terlepas dari ikatan-ikatan lignin dan
hemiselulosa, yang dapat menjadi penghambat
terjadinya poses hidrolisis. lkatan rantai polimer
yang terputus dapat memudahkan akses Aspergillus
niger untuk memecah senyawa selulosa menjadi
glukosa.
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Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Kadar
Etanol

Hasil analisis etanol menggunakan
kromatografi gas dari perlakuan delignifikasi tandan
kosong kelapa sawit dengan NaOH 2,5% selama 150
menit yang dilanjutkan dengan hidrolisis dengan
Aspergillus niger 20% dan difermentasi dengan
Saccharamyces cereviceae diperlihatkan pada
Gambar 3.

Etanol % (v/v)

0 T r T ;

3 5 7
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Gambar 3. Pengaruh waktu fermentasi terhadap
kadar etanol

Gambar tersebut memperlihatkan interaksi
antar perlakuan berpengaruh cukup signifikan
terhadap perolehan etanol dari masing-masing
perbedaan perlakuan. Adanya perbedaan
perolehan etanol seperti diperlihatkan pada
gambar tersebut menunjukkan bahwa, pengaruh
dari masing-masing perlakuan vyaitu: proses
delignifikasi dengan larutan NaOH, proses hidrolisis
dengan Aspergillus niger, dan proses fermentasi
glukosa oleh Saccharamyces cereviceae yang
berasal dari bahan utama tandan kosong kelapa
sawit berdampak pada perolehan perbedaan
jumlah etanol yang dihasilkan.

Tren kenaikan perolehan etanol terlihat dari
waktu fermentasi 3 hari, 5 hari, dan tidak
mengalami peningkatan lagi setelah fermentasi
selama 7 hari, bahkan terjadi penurunan kadar
etanol. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
perolehan etanol tertinggi 2,75% (v/v) pada
perlakuan tandan kosong kelapa sawit yang

591



BN 978-979-98300-2-9

didelignifikasi dengan larutan NaOH 2,5% dan
waktu delignifikasi selama 150 menit, yang
dilanjutkan dengan hidrolisis dengan Aspergillus
niger 20% serta  difermentasi dengan
saccharamyces cerevicege selama 5 hari. Peneliti
lain [11] juga mendapatkan perolehan etanol
tertinggi pada waktu fermentasi 5 hari.

4, Kesimpulan

Kondisi terbaik proses delignifikasi diperoleh
pada saat konsentrasi larutan NaOH 2,5% dan
waktu delignifikasi 150 menit dengan kadar lignin
yang tersisa dari tandan kosong kelapa sawit
sebesar 15.2550% (b/b).

Kondisi terbaik proses hidrolisis diperoleh pada
tandan kosong kelapa sawit yang didelignifikasi
dengan larutan NaOH 2,5% selama 120 menit
dengan kadar glukosa terukur sebesar 5,4377 %
(v/v). Perolehan etanol tertinggi 2,75% (v/v) (v/v)
didapat dari fermentasi selama 5 hari.
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