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5. ANGGARAN

Rencana anggaran biaya penelitian mengacu pada PMK yang berlaku dengan besaran minimum dan 
maksimum sebagaimana diatur pada buku Panduan Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat Edisi 
12.

Total RAB 3 Tahun Rp. 688,939,500

Tahun 1 Total Rp. 229,082,500

Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Bahan ATK
Penggandaan 
Laporan

Paket 1 1,050,000 1,050,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan kimia 
untuk tahapan 
Pretreatment

Paket 1 17,807,500 17,807,500

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan kimia 
untuk hidrolisis 
enzimatik-
fermentasi

Paket 1 75,847,000 75,847,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan kimia 
untuk Uji 
analisa

Paket 1 5,458,000 5,458,000

Pengumpulan 
Data

FGD persiapan 
penelitian

FGD persiapan 
penelitian

Paket 1 350,000 350,000

Pengumpulan Honor HR Pembantu Peneliti OH 200 80,000 16,000,000



Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Data Pembantu 
Peneliti 2 orang 
(5 hari/minggu)

Pengumpulan 
Data

Uang Harian
Lumpsum 
Palembang-
ogan Ilir

OH 3 150,000 450,000

Pengumpulan 
Data

Biaya konsumsi Biaya konsumsi OK 100 25,000 2,500,000

Pengumpulan 
Data

Biaya konsumsi
Transport 
Palembang-
Ogan Ilir

OH 3 100,000 300,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu 
Lapangan

Honor 
Pembantu 
Lapangan 2 
orang (5 
hari/minggu)

OH 200 80,000 16,000,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu 
Lapangan

Honor 
Sekretariat 
untuk 
Pengumpulan 
data

OB 10 300,000 3,000,000

Analisis Data
HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
sekretariat 
analisis data

OB 10 300,000 3,000,000

Analisis Data Biaya analisis sampel
Biaya analisis 
sampel

Paket 1 43,750,000 43,750,000

Analisis Data Tiket
Tiket 
Palembang-
Bandung

OK 2 2,500,000 5,000,000

Analisis Data Uang Harian
Uang harian 
selama di 
bandung

OK 6 400,000 2,400,000

Analisis Data Transport Lokal
Transport lokal 
selama di 
bandung

OK 2 150,000 300,000

Analisis Data Penginapan
Penginapan 
selama di 
Bandung

OK 6 450,000 2,700,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Biaya seminar 
internasional

Seminar 
Internasional

Paket 1 18,170,000 18,170,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Publikasi artikel di 
Jurnal Internasional

Publikasi Jurnal 
Internasional 
(Proof reading 
dll)

Paket 1 10,000,000 10,000,000



Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Luaran KI (paten, hak 
cipta dll)

Pendaftaran 
HKI

Paket 1 2,000,000 2,000,000

 
Tahun 2 Total Rp. 230,405,000

Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Bahan ATK
Penggandaan 
Laporan

Paket 1 1,050,000 1,050,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan untuk 
Pretreatment

Paket 1 6,753,000 6,753,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan untuk 
hidrolisis 
enzimatik-
frmentasi

Paket 1 74,194,000 74,194,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

bahan untuk Uji 
analisa

Paket 1 5,458,000 5,458,000

Bahan Barang Persediaan
Rancang 
bangun Reaktor 
Pretreatment

Set 1 25,000,000 25,000,000

Bahan Barang Persediaan
Rancang 
bangun 
Fermentor

Set 1 35,000,000 35,000,000

Bahan Barang Persediaan
Rancang 
Bangun Alat 
Distilasi

Set 1 20,000,000 20,000,000

Pengumpulan 
Data

FGD persiapan 
penelitian

FGD persiapan 
penelitian

OK 10 35,000 350,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu Peneliti

Honor 
Pembantu 
Peneliti 2 orang 
(5 hari/minggu)

OH 200 80,000 16,000,000

Pengumpulan 
Data

HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
Sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000

Pengumpulan 
Data

Biaya konsumsi Biaya konsumsi OK 100 25,000 2,500,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu 
Lapangan

Honor 
Pembantu 
Lapangan 2 
orang (5 
hari/minggu)

OH 200 80,000 16,000,000

Analisis Data
HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000

Analisis Data Biaya analisis sampel
Biaya analisis 
sampel

Paket 1 6,750,000 6,750,000

Tiket Analisis Data Tiket OK 1 2,500,000 2,500,000



Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Palembang-
Bandung

Analisis Data Transport Lokal
Transport lokal 
selama di 
Bandung

OK 1 150,000 150,000

Analisis Data Transport Lokal
Transport lokal 
selama di 
Bandung

OK 1 150,000 150,000

Analisis Data Transport Lokal
Lumpsum 
harian selama 
di Bndung

OH 3 400,000 1,200,000

Analisis Data Penginapan
Penginapan 
selama di 
Bandung

OK 3 450,000 1,350,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Biaya seminar 
internasional

Seminar 
internasional

Paket 1 7,000,000 7,000,000

 
Tahun 3 Total Rp. 229,452,000

Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Bahan ATK
Penggandaan 
Laporan

Paket 1 1,050,000 1,050,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan untuk 
Pretreatment

Paket 1 6,503,000 6,503,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan untuk 
hidrolisis 
enzimatik-
fermentasi

Paket 1 86,691,000 86,691,000

Bahan
Bahan Penelitian (Habis 
Pakai)

Bahan untuk Uji 
analisa

Paket 1 5,458,000 5,458,000

Bahan Barang Persediaan

Rancang 
Bangun Tanki 
blending & 
agitator

Set 1 17,500,000 17,500,000

Bahan Barang Persediaan
Thermocouple 
(T=500 C)

Buah 1 500,000 500,000

Pengumpulan 
Data

FGD persiapan 
penelitian

FGD persiapan 
penelitian

Paket 1 350,000 350,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu Peneliti
Honor Pembantu 
Peneliti 2 orang 
(5 hari/minggu)

OH 200 80,000 16,000,000

HR 
Sekretariat/Administrasi 

Pengumpulan 
Data

Honor 
Sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000



Jenis 
Pembelanjaan

Komponen Item Satuan Vol.
Biaya 

Satuan
Total

Peneliti

Pengumpulan 
Data

Biaya konsumsi Biaya konsumsi OK 100 25,000 2,500,000

Pengumpulan 
Data

HR Pembantu 
Lapangan

Honor Pembantu 
Lapangan 2 
orang (5 
hari/minggu)

OH 200 80,000 16,000,000

Analisis Data Biaya analisis sampel
Biaya analisis 
sampel

Paket 1 41,000,000 41,000,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

HR 
Sekretariat/Administrasi 
Peneliti

Honor 
sekretariat

OB 10 300,000 3,000,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Biaya seminar 
internasional

Seminar 
internasional di 
malaysia (biaya 
registrasi, tiket, 
penginapan, 
lumpsum, 
transport loka)

Paket 1 15,750,000 15,750,000

Pelaporan, 
Luaran Wajib, 
dan Luaran 
Tambahan

Biaya seminar 
internasional

Seminar 
internasional di 
bali (biaya 
registrasi, tiket, 
penginapan, 
lumpsum, 
transport loka)

paket 1 14,150,000 14,150,000

 
6. HASIL PENELITIAN

A. RINGKASAN: Tuliskan secara ringkas latar belakang penelitian, tujuan dan tahapan metode penelitian, luaran 
yang ditargetkan, serta uraian TKT penelitian.

 

          Sektor transportasi paling berkontribusi dalam peningkatan konsumsi bahan bakar 
minyak dan berdampak pada lingkungan. Salah satu solusi untuk mengurangi dampak 
lingkungan adalah menggunakan biofuel sebagai bahan bakar alternatif pengganti bahan 
bakar minyak dari fosil, seperti bioetanol. Bioetanol adalah bahan bakar cair yang ramah
          lingkungan sifatnya yang terbaharukan, diharapkan dapat mengatasi krisis energi 
global. Bahan baku bioetanol generasi kedua tersedia melimpah, mudah diperoleh dan tidak
          mengganggu penyediaan bahan pangan. Dari jumlah limbah pertanian yang 
dihasilkan, Indonesia dapat memenuhi ketersediaan bioetanol nasional untuk mensupport 
permintaan bahan bakar fosil dan mengurangi dampak lingkungan yang membahayakan. 
Selama ini biomassa berupa limbah sekam padi belum dimanfaatkan secara optimal oleh 
petani. Limbah sekam padi hanya dibakar dan ditumpuk di lahan terbuka. Hal ini akan 
menimbulkan masalah pada lingkungan. Padahal biomassa ini mengandung selulosa yang 
cukup tinggi, apabila dihidrolisa akan menghasilkan glukosa dan difermentasi menjadi 
bioetanol. Produksi bioetanol sebagai bahan bakar transportasi dapat mengurangi CO2 
dengan cara: menggantikan penggunaan bahan bakar fosil dan merecycle CO2 yang dilepas 
ketika proses pembakaran bahan bakar. Pembuatan bioetanol generasi kedua terkendala 
oleh proses yang lebih panjang karena lignin yang terkandung pada biomassa harus 
dihilangkan terlebih dahulu melalui proses pretreatment. Tujuan penelitian ini adalah 



memproduksi bioetanol dari sekam padi yang diberi perlakuan Hidrogen Peroksida - 
Aqueous Ammonia dan Hidrolisis enzimatik – Fermentasi. Selain itu penelitian ini juga akan 
menghasilkan prototype alat produksi bioetanol dan hasilnya diujicobakan pada mesin bakar. 
Praperlakuan yang dipilih pada penelitian ini terdiri dari dua tahap. Tahap pertama adalah 
menggunakan hidrogen peroksida dengan variasi konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5 % (v/v) dan variasi 
waktu (6, 24 dan 48 jam). Tahap kedua menggunakan Aqueous mmonia pada konsentrasi 
ammonia 20% (v/v) dengan temperatur pretreatment 100oC (Parameter terbaik dari 
penelitian sebelumnya). Selulosa yang diperoleh lalu dihidrolisa secara enzimatik 
menggunakan enzim selulase yang diproduksi dari Aspergillus Niger. Adapun kosentrasi 
enzim yang digunakan adalah 2, 4, 6 dan 10% total fraksi enzim (10% artinya 5 mL enzim 
per 50 gram biomassa kering). Variasi waktu hidrolisis yaitu 5, 10, 15, 20 dan 25 jam. Gula 
hasil hidrolisa enzimatik difermentasi lebih lanjut menjadi bioetanol. Waktu fermentasi yang 
diteliti yaitu 5 hari, sedangkan perlakuan terhadap konsentrasi ragi saccharomyces 
cereviseae yaitu 10% . Selanjutnya, bioetanol yang dihasilkan, dimurnikan dengan proses 
distilasi untuk mendapatkan bioetanol dengan grade dan spefisifikasi tertentu. Tahun 
pertama penelitian difokuskan pada optimasi pretreatment, proses hidrolisis enzimatik dan 
fermentasi. Untuk Pretreatment dengan hidrogen peroksida, kadar glukosa dan etanol yang 
optimum didapatkan pada konsentrasi hidrogen peroksida 3% dengan waktu pretreatment 
24 jam berturut-turut sebesar 9,678 mg/ml dan 9,883%. Untuk Pretreatment dengan 
Hidrogen Peroksida-Aqueous Ammonia, kadar glukosa dan etanol tertinggi diperoleh pada 
sampel perendaman dengan konsentrasi H2O2 3% selama 6 jam berturut-turut sebesar 
15,5062 mg/ml dan 5,59%. Tahun kedua mengapplikasikan proses (pretreatment, hidrolisa 
enzimatik dan fermentasi) pada desain peralatan skala lebih besar (bench scale). Tahun 
ketiga adalah pembuktian kinerja bioetanol yang dihasilkan sebagai bahan bakar alternatif 
campuran bensin, pada mesin bakar. Luaran yang diharapkan dari penelitian ini adalah 
publikasi hasil penelitian pada seminar maupun jurnal internasional bereputasi, paten, buku 
ajar dan teknologi tepat guna. Peneliti utama dan anggota telah memiliki pengalaman dalam 
bidang yang diteliti. Penelitian juga bekerjasama dengan CV. Fruitanol. Pengukuran TKT 
penelitian yang diajukan ini berada di level 4 dan target TKT yang akan dicapai pada level 6.

 

B. KATA KUNCI: Tuliskan maksimal 5 kata kunci.

 

Aqueous Ammonia; Bioetanol; Fermentasi; Hidrogen Peroksida; Hidrolisis Enzimatik

 
Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman 
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di 
setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai 
sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan 
atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan 
penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan 
sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.



Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman namun 
disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di setiap poin. 

 

 

TAHUN KE-1 

I. PRODUKSI BIOETANOL DENGAN OPTIMASI PRAPERLAKUAN HIDROGEN PEROKSIDA 

Data Hasil Penelitian 

1.1 Data Komposisi Sekam Padi Sebelum dan Sesudah Praperlakuan Hidrogen Peroksida 

Data komposisi sekam padi sebelum dan sesudah praperlakuan ini telah melalui serangkaian tahap analisa dengan 

menggunakan Metode Chesson [1] yang ditunjukan pada Tabel 1.1. Data komposisi sekam padi berdasarkan 

Metode Chesson [1] ditunjukan pada Tabel 1.2. 

Tabel 1.1. Berat Sekam Padi Setiap Tahapan Analisa Metode Chesson [1] 

Waktu 

pretreatment 
Kode sampel a b c d e 

Control  1 0,9400 0,8600 0,5200 0,1760 

6 

A1 1 0,432 0,3788 0,141 0,0579 

A2 1 0,3377 0,2862 0,1507 0,0497 

A3 1 0,3342 0,3040 0,1313 0,0476 

A4 1 0,3397 0,3030 0,1558 0,0558 

A5 1 0,3302 0,3010 0,1375 0,0370 

24 

B1 1 0,5370 0,4405 0,1361 0,0370 

B2 1 0,4527 0,3580 0,1355 0,0563 

B3 1 0,5360 0,4736 0,1367 0,0746 

B4 1 0,4420 0,3810 0,2710 0,0350 

B5 1 0,5243 0,4320 0,2410 0,0328 

48 

C1 1 0,4201 0,3750 0,1598 0,0546 

C2 1 0,4178 0,3410 0,1425 0,0549 

C3 1 0,4340 0,3481 0,1339 0,0563 

C4 1 0,4430 0,3592 0,1580 0,0565 

C5 1 0,4347 0,3543 0,1592 0,0565 

  

  

C.  HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai sesuai 
tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan atau 
tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan penelitian 
sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta 
analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini. 



Tabel 1.2. Komposisi Sekam Padi Sebelum (control) dan Sesudah Praperlakuan Hidrogen Peroksida 

Waktu 

pretreatment 

(jam) 

Konsentrasi 

H2O2 (%) 

Kode 

sampel 

Lignin 

(%) 

Selulosa 

(%) 

Hemiselulosa 

(%) 

HWS 

(%) 

Abu 

(%) 

Control   34,4 34 8 6 17,6 

6 1 A1 8,31 23,78 5,32 56,8 5,79 

 2 A2 10,1 13,55 5,15 66,23 4,97 

 3 A3 8,37 17,27 3,02 66,58 4,76 

 4 A4 10 14,72 3,67 66,03 5,58 

 5 A5 10,05 16,35 2,92 66,98 3,7 

24 1 B1 9,91 30,44 9,65 46,3 3,7 

 2 B2 7,92 22,25 9,47 54,73 5,63 

 3 B3 6,21 33,69 6,24 46,4 7,46 

 4 B4 23,6 11 6,1 55,8 3,5 

 5 B5 20,82 19,1 9,23 47,57 3,28 

48 1 C1 10,52 21,52 4,5 58 5,46 

 2 C2 8,76 19,85 7,68 58,22 5,49 

 3 C3 7,76 21,42 8,59 56,6 5,63 

 4 C4 10,15 20,12 8,38 55,7 5,65 

 5 C5 10,27 19,51 8,04 56,53 5,65 

 

1.2. Data Kadar Glukosa Setelah Hidrolisis Enzimatik 

 Hidrolisis Enzimatik dilakukan selama 24 Jam lalu dianalisa dengan Metode DNS dan menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis. Hasil kadar glukosa tersaji pada Tabel 1.3. dengan kode sampel A,B, dan C berturut-

turut dengan konsentrasi Hidrogen Peroksida 1, 2, 3, 4 dan 5%. 

Tabel 1.3. Hasil Analisa Kadar Glukosa Sampel dengan Metode DNS 

Waktu 

Pretreatment 

Jam 

Konsentrasi 

H2O2 % 

Kode 

Sampel 

Metode 

 

Glucose 

(mg/ml) 

12 

 

 

 

 

1 A1  

 

 

 

 

 

Metode DNS 

 

 

 

8,911  

2 A2 9,126  

3 A3 9,185  

4 A4 9,094  

5 A5 8,657  

24 

 

 

 

 

1 B1 9,289 

2 B2 8,637 

3 B3 9,678 

4 B4 8,983 

5 B5 9,146 



48 

 

 

 

 

1 C1  

 

 

 

8,709 

2 C2 8,722  

3 C3 9,002  

4 C4 8,846 

5 C5 8,806  

 

 

1.3. Data Kadar Etanol  Setelah Proses Destilasi 

Data kadar etanol yang terdapat pada setiap sampel sekam padi ditunjukan pada Tabel 1.4. 

Tabel 1.4. Kadar Etanol pada Setiap Sampel Sekam Padi 

Kode Sampel Etanol (wt%) 

A1 3,676 

A2 4,503 

A3 4,084 

A4 3,849 

A5 1,706 

B1 4,622 

B2 1,159 

B3 9,886 

B4 3,792 

B5 4,084 

C1 2,201 

C2 3,329 

C3 3,792 

C4 3,618 

C5 3,676 

 

1.4. Pembahasan 

1.4.1. Pengaruh Praperlakuan Hidrogen Peroksida terhadap Komposisi Sekam Padi 

Praperlakuan terdiri dari satu tahap yaitu menggunakan basa berupa hidrogen peroksida. Hidrogen Peroksida 

adalah senyawa kimia berupa cairan tidak berwarna yang mudah diperoleh. Temperatur operasi dan konsentrasi 

yang digunakan tergolong rendah sehingga aman dan tidak berpotensi menimbulkan bahaya. Sebelumnya, 

Hidrogen Peroksida konsentrasi 50% di encerken menjadi 1, 2, 3, 4, dan 5% v/v. Tujuan dari praperlakuan ini 

adalah untuk memecah lignin dan memutuskan ikatan selulosa dan hemiselulosa pada lignin. 

Praperlakuan dimulai dengan menghaluskan sekam padi menggunakan Grinding Mill dan diayak dengan saringan 

berukuran 40 mesh. Hal ini bertujuan untuk memaksimalkan proses perendaman dengan Hidrogen Peroksida 

dalam rangka memecah lignin. Setelah itu sekam padi direndam dengan  Hidrogen Peroksida dengan variasi 

konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5% dan variasi waktu 6, 24, dan 48 jam. Cairan berwarna hitam terbentuk setelah pra-

perlakuan, ini disebabkan oleh lignin yang terlarut didalam cairan tersebut yang mana biasa disebut black liquor 

[2]. Black liquor dtunjukan pada gambar 1.1 yang mana adalah hasil dari praperlakuan menggunakan Hidrogen 

Peroksida. 



 

Gambar 1.1. Black Liquor yang Terbentuk Setelah Pra-perlakuan 

Komposisi kandungan sekam padi sebelum dan setelah praperlakuan selanjutnya dianalisa dengan menggunakan 

Metode Chesson. Metode Chesson adalah fraksionasi secara sekuensial dimana setiap tahapan dilakukan untuk 

mendapatkan fraksi-fraksi komposisi dari substrat [1]. Hasil dari analisa ditunjukan dengan pada Gambar 1.2 , 

Gambar 1.3 dan Gambar 1.4. 

  

 

Gambar 1.2. Pengaruh kadar hidrogen peroksida terhadap komposisi sekam padi  dengan waktu praperlakuan 6 

jam. 



 

Gambar 1.3. Pengaruh kadar hidrogen peroksida terhadap komposisi sekam padi dengan waktu praperlakuan 24 

jam. 

 

Gambar 1.4. Pengaruh kadar hidrogen peroksida terhadap komposisi sekam padi dengan waktu praperlakuan 48 

jam. 

Sebelum praperlakuan, komposisi lignin adalah sebesar 34%. Gambar 1.2 menunjukkan bahwa untuk waktu 

praperlakuan 6 jam, kadar lignin menurun setelah diberi perlakuan hidrogen peroksida menjadi sekitar 8-10%. 

Hal ini dikarenakan H2O2 terdisosiasi menjadi ion hidrogen dan anion hidroperoksil. Kemudian anion 

hidroperoksil akan bereaksi dengan H2O2 yang tersisa, lalu menjadi hidroksil radikal yang menyerang struktur 

lignin [3]. Lignin yang putus akan larut di dalam larutan H2O2. Besar persentase penurunan lignin tersebut adalah 

24-26%. Sementara untuk waktu perendaman 24 jam yang ditunjukkan pada gambar 1.3, dengan bertambahnya 

konsentrasi H2O2 (1-3%) maka kadar lignin semakin turun menjadi 6% sampai 9%. Namun tidak halnya dengan 

penambahan konsentrasi H2O2 (4-5%). Dari semua variabel penelitian, kandungan lignin yang paling rendah 

dihasilkan oleh sampel B3 yaitu 6,21% dan yang tertinggi adalah sampel B4 23,6%. Sedangkan Gambar 1.4 

menunjukan bahwa persentase penurunan lignin berkisar antara 24-27% yang mana mengalami penurunan seiring 

dengan bertambahnya konsentrasi H2O2 hingga 3% lalu kembali mengalami kenaikan di 4 dan 5%. Persentante 

lignin yang paling rendah dihasilkan oleh sampel C3 yaitu 7,76% dan tertinggi adalah sampel C1 sebesar 10,52%. 

Komposisi selulosa setiap sampel mengalami penurunan setelah dilakukkannya praperlakuan Hidrogen Peroksida.  

Kandungan selulosa pada sekam padi sebelum dilakukan pra-perlakuan sebesar 34%, kemudian mengalami 

penurunan  yang paling besar menjadi 11% dan penurunan paling kecil menjadi 33,69%. Kandungan selulosa 

tertinggi  pada tiap waktu pra-perlakuan adalah sampel A1 sebesar 23,78%, B3 sebesar 33,69%, dan C1 sebesar 



21,52%. Komposisi selulosa juga cendrung menurun pada perendaman selama 6 Jam dan 48 Jam. Hal ini 

dimungkinkan oleh karena waktu perendaman yang terlalu singkat dan terlalu lama. Ini menunjukan bahwa waktu 

yang optimal untuk perendaman adalah selama 24 Jam. Jumlah selulosa setelah dilakukannya pra-perlakuan 

seharusnya mengalami peningkatan (kualitas substrat itu sendiri), karena jumlah selulosa berpengaruh pada saat 

diolah menjadi glukosa saat hidrolisis [4].  

Komposisi hemiselulosa pada setiap sampel tidak menunjukan adanya hubungan antara persentase dengan 

konsentrasi hidrogen peroksida maupun waktu perendaman. Komposisi hemiselulosa tertinggi didapatkan pada 

sampel B5 yaitu 9,28% dan terendah adalah sampel A5 yaitu 2,92%. Praperlakuan Hidrogen Peroksida 

mendegradasi lignin dan hemiselulosa, menghasilkan de-esterification of ikatan rantainya [5]. The dissociation of 

hydroxide ions (OH) happened during pretreatment, and the greater number of (OH) ions enhanced the hydrolysis 

rate, resulting in more fermentable sugars. 

Komposisi Hot Water Soluble (HWS) yang terkandung pada sekam padi mengalami kenaikan setelah pra-

perlakuan dengan hidrogen peroksida. Komposisi Hot Water Soluble (HWS)  tertinggi ditunjukan pada sampel 

A5 yaitu 66,98% dan terendah adalah sampel sebelum di pra-perlakuan yaitu sebesar 6%. Hal ini disebabkan oleh 

tidak larutnya komposisi Hot Water Soluble (HWS)  pada pra-perlakuan hidrogen peroksida sehingga 

mempengaruhi komposisi sekam padi yang mana komposisi Hot Water Soluble (HWS) menjadi lebih banyak dari 

pada komposisi lainnya. Kandungan Hot Water Soluble (HWS) menurut Chesson [1] dalam substrat adalah 

oligosakarida dan pektin. Kedua kandungan ini merupakan penyusun dinding sel dan berperan sebagai pertahanan 

sel dari berbagai jenis penyakit yang menyerang tumbuhan [6]. 

Komposisi abu pada sekam padi mengalami penurunan yang pada awalnya sebesar 17,6% menjadi yang paling 

tinggi pada sampel B3 7,46%. Hasil abu dari setiap sampel yang telah di- furnace berwarna putih. Menurut 

Raheem & Kareem [7], komposisi dari abu sekam padi didominasi oleh mineral silika, lebih tepatnya silikon 

dioksida (SiO2) yang menyebabkan residu abu berwarna putih. Contoh abu hasil furnace dari sampel sekam padi 

pada Gambar 1.5. berikut ini. 

 

Gambar 1.5. Hasil Abu Sampel Setelah di-furnace. 

1.4.2. Pengaruh Konsentrasi Hidrogen Peroksida Terhadap Kadar Glukosa yang Dihasilkan pada Proses 

Hidrolisa 

 Hasil dari pra-perlakuan hidrogen peroksida berupa penuruan kadar lignin pada sampel selanjutnya di 

hidrolisis untuk mengolah selulosa yang selanjutnya menjadi glukosa. Tahap hidrolisis ini berperan dalam 

memecah rantai selulosa menjadi glukosa dengan bantuan katalis. Katalis yang digunakan bisa berupa asam, basa 

ataupun biologis. Pada penelitian kali ini digunakan katalis biologis yaitu berupa enzim selulase yang berasal dari 

metabolisme jamur Aspergillus Niger. 

 Hidrolisis menggunakan enzim dinilai lebih aman dari segi kondisi operasi karena tidak bersifat korosif 

dan beracun bagi lingkungan. Kondisi operasi yang digunakan pada hidrolisis enzimatik ini berlangsung pada 

temperatur 50oC dan pH 4,9-5. Hidrolisis enzimatik pada penelitian ini menggunakan konsentrasi enzim sebesar 

10% (v/b) atau sebanyak 5 ml pada setiap sampelnya. Setelah melalui proses hidrolisis, kadar glukosa pada 

masing-masing sampel di analisa dengan metode DNS menggunakan spektrofotometri UV-VIS. Hasil analisa 

dengan waktu perendaman 6 jam, 12 jam dan 48 jam berturut turut ditunjukan pada Gambar 1.6, Gambar 1.7 dan 

Gambar 1.8. 



 

Gambar 1.6. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida terhadap Glukosa yang dihasilkan dengan waktu praperlakuan 

6 jam. 

 

 

Gambar 1.7. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida terhadap Glukosa yang dihasilkan dengan waktu praperlakuan 

12 jam. 

 

Gambar 1.8. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida terhadap Glukosa yang dihasilkan dengan waktu praperlakuan 

48 jam. 

Hasil analisa menunjukan bahwa konsentrasi hidrogen peroksida yang menghasilkan jumlah glukosa terbanyak 

terdapat pada konsentrasi 3% untuk setiap variasi waktu. Kadar glukosa terbesar ditunjukan pada sampel B3 yaitu 

sebesar 9,678 mg/ml. Terlihat data rata-rata kadar glukosa dari sampel fluktuatif dimana terjadi kenaikan sampai 

3% lalu penurunan. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Diaz, et al [8] bahwa semakin tinggi konsentrasi 

Hidrogen Peroksida maka semakin besar glukosa yang dihasilkan namun menurun ketika mencapai titik jenuhnya. 

Ketika penambahan konsentrasi hidrogen peroksida 4-5 % kadar glukosa menurun, hal ini menunjukkan bahwa 
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laju pengurangan lignin telah mencapai titik jenuhnya dan kadar lignin dalam sekam padi yang diberi perlakuan 

menjadi stabil [9]. 

 

1.4.3. Pengaruh Konsentrasi Hidrogen Peroksida Terhadap Kadar Etanol  yang dihasilkan setelah Proses 

Destilasi 

Pengujian kadar etanol pada setiap sampel dilakukan setelah melewati tahapan fermentasi dan destilasi, pada tahap 

fermentasi digunakan mikroorganisem yaitu Saccharomyces cereviseae sebanyak 10% dan dilakukan selama 5 

hari. Proses fermentasi bertujuan untuk menguraikan karbohidrat menjadi etanol dan CO2 yang dihasilkan oleh 

adanya aktifitas khamir dalam kondisi anaerob. Proses destilasi bertujuan untuk memisahkan larutan media yang 

digunakan dalam proses Fermentasi dengan etanol yang telah terbentuk dari proses fermentasi. Pengujian 

dilakukan dengan menggunakan Metode Densitas. Hasil analisa dengan waktu perendaman 6 jam, 12 jam dan 48 

jam berturut turut ditunjukan pada Gambar 1.9, Gambar 1.10 dan Gambar 1.11. 

 

Gambar 1.9. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida Terhadap Kadar Eatnol Yang Dihasilkan Dengan Waktu 

Praperlakuan 6 Jam. 

 

Gambar 1.10. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida Terhadap Kadar Eatnol Yang Dihasilkan Dengan Waktu 

Praperlakuan 24 Jam. 



 

Gambar 1.11. Pengaruh Kadar Hidrogen Peroksida Terhadap Kadar Eatnol Yang Dihasilkan Dengan Waktu 

Praperlakuan 48 Jam. 

Hasil analisa menunjukan bahwa kadar etanol terbesar yang dihasilkan tiap-tiap waktu perendam adalah A2 

sebesar 4,503%, B3 sebesar 9,883% dan C3 sebesar 3,792%. Dibanding praperlakuan dua tahap, kadar etanol 

9,883% adalah cukup tinggi untuk tipe praperlakuan satu tahap pada penelitian ini. Penelitian yang dilakukan oleh 

[10] menghasilkan kadar etanol 15%, namun mereka menggunakan praperlakuan dua tahap yaitu kombinasi 

alkaline peroxide dan steam pretreatment dari biomasa rape straw. Studi terdahulu [11] menghasilkan 14,07 % 

juga menggunakan praperlakuan dua tahap terhadap jerami gandum. Setelah proses destilasi, perubahan warna 

cairan terjadi yang mana mula-mula berwarna kecoklatan menjadi bening. Hal ini disebabkan terpisahnya etanol 

yang tidak berwarna dari larutan media yang berwarna kuning kecoklatan. Perubahan warna ini ditunjukan pada 

Gambar 1.12. 

 

(a)                                  (b) 

Gambar 1.12. Cairan sebelum destilasi (a) dan setelah destilasi (b) 

 

II. PRODUKSI BIOETANOL DENGAN PRAPERLAKUAN HIDROGEN PEROKSIDA-AQUEOUS 

AMMONIA 

2.1. Data Komposisi Sekam Padi Sebelum dan Setelah Praperlakuan Hidrogen Peroksida-Aqueous 

Ammonia 

 Data berat dari sekam padi yang diperoleh sebelum dan sesudah tahap praperlakuan dengan H2O2 dan 

aqueous ammonia telah melewati serangkaian tahapan analisa menggunakan metode Chesson [1], ditunjukkan 

oleh Tabel 2.1. Sementara data komposisi sekam padi ditunjukkan pada Tabel 2.2. 

  



Tabel 2.1. Berat Sekam Padi Setiap Tahapan Analisa Metode Chesson (Datta,1981)  

Jenis Perlakuan 
Sampel 

Berat Sekam Padi (gram) 

 a b c d e 

Sebelum Praperlakuan  1 0,9887 0,9662 0,4822 0,0823 

       

Setelah Praperlakuan 

H2O2 dan Aqueous 

Ammonia Praperlakuan 

A1 1 0,9976 0,9460 0,4037 0,1423 

A2 1 0,9746 0,8361 0,4233 0,1458 

A3 1 0,9840 0,9444 0,3060 0,1350 

A4 1 0,9961 0,7711 0,2790 0,0967 

A5 1 0,9985 0,8643 0,3527 0,0958 

B1 1 0,9929 0,8751 0,3906 0,1375 

B2 1 0,9844 0,9832 0,4192 0,1401 

B3 1 0,9316 0,7974 0,4277 0,1280 

B4 1 0,9724 0,8233 0,3833 0,1307 

B5 1 0,9980 0,8280 0,3769 0,1438 

C1 1 0,9636 0,8775 0,3930 0,1108 

C2 1 0,9838 0,8753 0,3113 0,1052 

C3 1 0,9963 0,9050 0,3207 0,1360 

C4 1 0,9943 0,8516 0,3423 0,1157 

C5 1 0,9902 0,8420 0,3122 0,1191 

Keterangan : 

A  = Waktu praperlakuan 6 jam 

B  = Waktu praperlakuan 24 jam 

C  = Waktu praperlakuan 48 jam 

1,2,3,4,5 = Variasi konsentrasi praperlakuan menggunakan 1,2,3,4,5% H2O2 

 

Tabel 2.2. Hasil Analisa Komposisi Sekam Padi Sebelum dan Sesudah Praperlakuan Hidrogen Peroksida-

Aqueous Ammonia 

Jenis Perlakuan Sampel Hasil Analisa Komposisi Sekam Padi 

 %HWS %Hemiselulosa %Selulosa %Lignin %Abu 

Sebelum 

Praperlakuan 

 
1,13 2,25 48,4 39,99 8,23 

       

Setelah 

Praperlakuan H2O2 

dan Aqueous 

Ammonia 

Praperlakuan 

A1 0,24 5,16 54,23 26,14 14,23 

A2 2,54 13,85 41,28 27,75 14,58 

A3 1,6 3,96 63,84 17,10 13,5 

A4 0,39 22,5 49,21 18,23 9,67 

A5 0,15 13,42 51,16 25,69 9,58 

B1 0,71 11,78 48,45 25,31 13,75 

B2 1,56 0,12 56,40 27,91 14,01 

B3 6,84 13,42 36,97 29,97 12,8 

B4 2,76 14,91 44,00 25,26 13,07 

B5 0,2 17 45,11 23,31 14,38 

C1 3,64 8,61 48,45 28,22 11,08 

C2 1,62 10,85 56,40 20,61 10,52 

C3 0,37 9,13 58,43 18,47 13,6 

C4 0,57 14,27 50,93 22,66 11,57 

C5 0,98 14,82 52,98 19,31 11,91 

 

2.2. Data Kadar Glukosa Setelah Hidrolisis Enzimatik  

 Kadar glukosa yang terdapat dalam sekam padi diperoleh melalui proses hidrolisis enzimatik 

menggunakan enzim selulosa dan dianalisa dengan metode DNS Spektrofotometer UV-Vis. Kadar glukosa 

disajikan pada tabel 2.3. 

  



Tabel 2.3. Hasil Analisa Spektrofotometer UV-Vis Sampel 

Kode 

Sampel 

Parameter 

Uji 
Metode Uji 

Kadar Glukosa 

(mg/ml) 

A1 

Kadar Glukosa 
Spektrofotometer UV-

Vis 

15,4671 

A2 12,5643 

A3 15,5062 

A4 11,4031 

A5 11,6053 

B1 15,1018 

B2 15,0561 

B3 15,2127 

B4 15,3040 

B5 15,1866 

C1 10,7247 

C2 15,2779 

C3 15,3692 

C4 15,4083 

C5 14,9583 

 

2.3.  Pembahasan 

2.3.1. Pengaruh Praperlakuan Terhadap Komposisi Sekam Padi 

 Praperlakuan yang dilakukan terdiri dari dua tahap. Praperlakuan pertama menggunakan senyawa 

Hidrogen Peroksida. Hidrogen peroksida dipilih karena faktor ketersediaan bahan yang mudah diperoleh dan 

memiliki kondisi operasi yang tergolong aman untuk digunakan. Hidrogen peroksida tergolong senyawa yang 

aman digunakan pada konsentrasi yang rendah. Walaupun bersifat korosif, pada konsentrasi yang rendah senyawa 

ini tidak berpotensi menimbulkan bahaya yang signifikan pada penggunaannya. Praperlakuan selanjutnya adalah 

menggunakan aqueous ammonia. Senyawa ini digunakan karena ketersediaan bahan yang banyak dan dengan 

harga yang cukup terjangkau. Alasan utama pemilihan aqueous ammonia sebagai bahan baku praperlakuan adalah 

karna senyawa ini memiliki kemampuan yang cukup efektif untuk menghilangkan kandungan lignin yang terdapat 

dalam bahan baku non kayu atau bahan baku yang berasal dari limbah pertanian [12]. Praperlakuan sekam padi 

menggunakan aqueous ammonia menghasilkan proses delignifikasi yang baik pada kondisi operasi yang relatif 

tinggi bahkan cenderung ekstrim (temperatur, konsentrasi, dan tekanan yang cukup tinggi) [13]. Komposisi sekam 

padi sebelum dan sesudah praperlakuan diuji dengan menggunakan Metode Chesson, sehingga diketahui kadar 

lignin, selulosa, hemiselulosa, HWS dan abu. Adapun komposisinya disajikan pada Gambar 2.1, Gambar 2.2, dan 

Gambar 2.3. 



 

Gambar 2.1. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 6 jam terhadap komposisi sekam padi. 

 

Gambar 2.2. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 24 jam terhadap komposisi sekam padi. 
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Gambar 2.3. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 48 jam terhadap komposisi sekam padi. 

 Parameter persentase lignin menunjukkan kadar lignin pada masing-masing sampel. Kadar lignin awal 

sebelum diberikan praperlakuan yaitu sebesar 39,99%. Dari gambar 2.1 terlihat bahwa kadar lignin terendah 

sebesar 17,10% diperoleh saat konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 6 jam. Komposisi lignin yang 

diperoleh pada setiap variasi waktu perendaman dan variasi konsentrasi hidrogen peroksida menunjukkan 

hubungan yang cukup signifikan terhadap komposisi sekam padi. Semakin besar konsentrasi hidrogen peroksida 

yang digunakan dan semakin lama waktu praperlakuan, maka kadar lignin yang terkandung pada sampel 

cenderung mengalami penurunan. Penurunan ini disebabkan oleh semakin banyak jumlah lignin yang terdegradasi 

seiring dengan bertambahnya konsentrasi hidrogen peroksida dan semakin lama waktu perendaman. Hal ini 

disebabkan oleh kontak antara sekam padi dan larutan praperlakuan semakin besar.  

Parameter persentase selulosa menunjukkan kadar selulosa yang terdapat didalam sampel. Hasil yang 

didapatkan menunjukkan kadar selulosa yang cukup tinggi daripada komposisi lainnya. Kadar selulosa tertinggi 

ditunjukkan oleh sampel dengan konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 6 jam yaitu sebesar 63,84%. 

Sementara kadar selulosa terendah diperoleh pada saat konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 24 jam yaitu 

sebesar 36,97%. Kadar selulosa cenderung meningkat pada waktu perendaman 6 dan 48 jam. Namun kadar 

selulosa mengalami penurunan pada variasi waktu perendaman 24 jam. Dari gambar terlihat bahwa komposisi 

kadar selulosa tidak menunjukkan hubungan yang cukup signifikan terhadap variasi konsentrasi hidrogen 

peroksida. 

 Parameter persentase hemiselulosa menunjukkan kadar hemiselulosa yang terdapat pada sekam padi. 

Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa semakin besar konsetrasi hidrogen peroksida, kadar hemiselulosa 

yang diperoleh cenderung meningkat disetiap variasi waktu perendaman Kandungan hemiselulosa tertinggi yaitu 

sebesar 17% dihasilkan pada saat konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 24 jam. 

Parameter Persentase Hot Water Soluble (HWS) menunjukkan kadar senyawa oligosakarida dan pektin 

didalam substrat [1] yang berguna sebagai senyawa penyusun dinding sel tumbuhan. Persentase HWS pada sekam 

padi yang telah dilakukan praperlakuan menunjukkan kecendrungan peningkatan pada sampel perendaman 24 

jam, sedangkan menunjukkan kecendrungan penurunan pada sampel perendaman 6 dan 48 jam. Persentase HWS 

tertinggi ditunjukkan oleh konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 24 jam yaitu sebesar 6,84% dan terendah 

ditunjukkan oleh konsentrasi H2O2 5% dan waktu perendaman 6 jam yaitu sebesar 0,15%. Komposisi HWS yang 

didapatkan ini tidak menunjukkan hubungan yang signifikan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida 

maupun dengan variasi waktu perendaman. 

 Menurut Raheem dan Kareem komposisi abu sekam padi mayoritas terdiri dari silikon oksida (SiO2) 

sehingga residu abu berwarna putih. Contoh dari abu hasil furnace ditunjukkan oleh Gambar 2.4. berikut ini. 



 

Gambar 2.4. Hasil Abu Sampel Setelah di furnace 

2.3.2. Pengaruh Perlakuan Praperlakuan Terhadap Kadar Glukosa 

 Tahap pengolahan selanjutnya yang dilakukan setelah praperlakuan adalah proses hidrolisis enzimatik 

dengan tujuan untuk mengubah selulosa menjadi glukosa. Rantai selulosa selanjutnya dipecah menjadi glukosa 

dengan bantuan katalis. Penelitian ini memanfaatkan katalis biologis berupa enzim selulase yang diperoleh dari 

metabolisme kapang aspergillus niger. Glukosa yang diperoleh dari proses hidrolisis enzimatik ini, dianalisa 

dengan metode analisa DNS menggunakan alat spekrofotometri UV-VIS. Kadar glukosa yang diperoleh 

ditunjukkan oleh Gambar 2.5, Gambar 2.6, dan Gambar 2.7 berikut ini. 

 

Gambar 2.5. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 6 jam terhadap kadar glukosa. 

 

Gambar 2.6. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 24 jam terhadap kadar glukosa. 



 

Gambar 2.7. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 48 jam terhadap kadar glukosa. 

 Gambar 2.5 menunjukkan bahwa konsentrasi yang menghasilkan jumlah glukosa optimal di setiap 

variasi waktu perendaman adalah konsentrasi H2O2 3% pada waktu perendaman 6 jam yaitu sebesar 15,5062 

mg/ml. Hasil uji analisa menunjukkan glukosa yang dihasilkan menunjukkan kecenderungan meningkat pada 

variasi waktu perendaman 24 dan 48 jam, sedangkan pada variasi waktu perendaman selama 6 jam cenderung 

menurun. 

2.3.3. Pengaruh Praperlakuan H2O2-Ammonia Terhadap Kadar Etanol 

 Proses fermentasi menggunakan mikroorganisme berupa saccharomyces cereviciae, dilakukan selama 

waktu 5 hari. Fermentasi memiliki tujuan untuk mengubah glukosa menjadi etanol. Etanol yang diperoleh dari 

hasil fermentasi, selanjutnya dimurnikan dengan destilasi untuk memperoleh kadar etanol yang lebih pekat. Hasil 

dari uji analisa etanol ditunjukkan pada Gambar 2.8, Gambar 2.9, dan Gambar 2.10 sebagai berikut. 

 

Gambar 2.8. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 6 jam terhadap kadar etanol.  



 

 

Gambar 2.9. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 24 jam terhadap kadar etanol. 

 

Gambar 2.10. Pengaruh praperlakuan dengan variasi konsentrasi hidrogen peroksida dan waktu praperlakuan 

selama 48 jam terhadap kadar etanol. 

 Hasil analisa menunjukkan bahwa kadar etanol dari hasil perendaman 24 dan 48 jam cenderung 

meningkat, sedangkan pada perendaman selama 6 jam kadar etanol cenderung menurun. Kadar etanol tertinggi 

diperoleh pada konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 6 jam yaitu 5,59%  dan yang terendah yaitu 

konsentrasi H2O2 4% dan waktu perendaman 48 jam yaitu sebesar 4,44%.  



  

  
(a) (b) 

 
(c) 

Gambar 2.11. Analisa SEM dari sekam padi: (a) Sebelum praperlakuan; (b) Setelah praperlakuan H2O2 

dengan konsentrasi H2O2 3% (v/v); dan (c) Setelah praperlakuan H2O2-Aqueous Ammonia dengan 

konsentrasi H2O2 3% (v/v) dan konsentrasi Aqueous Ammonia 20% (v/v).  

  
(a) (b) 

 
(c)    

Gambar 2.12. Analisa EDS dari sekam padi: (a) Sebelum praperlakuan; (b) Setelah praperlakuan H2O2 

dengan konsentrasi H2O2 3% (v/v); dan (c) Setelah praperlakuan H2O2-Aqueous Ammonia dengan 

konsentrasi H2O2 3% (v/v) dan konsentrasi Aqueous Ammonia 20% (v/v).  



Analisa SEM dan EDS dari sekam padi sebelum diberi praperlakuan, setelah diberi praperlakuan H2O2 dan  setelah 

diberi praperlakuan H2O2-Aqueous Ammonia disajikan pada gambar 2.11. dan gambar 2.12. Gambar 2.11. 

menunjukkan gambar hasil analisa SEM permukaan epidermis eksterior dari ukuran partikel serbuk sekam padi 

35 mesh pada kondisi sebelum dan sesudah pretreatment dengan konsentrasi H2O2 3% (v/v) dan konsentrasi 

Aqueous Ammonia 20% (v/v). Perubahan kandungan lignin dari sekam padi dapat juga dilihat dari bentuk fisik 

partikel. Sebelum diberikan praperlakuan, partikel sekam padi berwarna kuning pucat dan permukaannya terasa 

kasar, sedangkan setelah diberikan praperlakuan partikel sekam padi berwarna kuning kecoklatan dan lebih pekat 

dengan permukaan lebih halus. Hal ini menandakan, lignin pada partikel sekam padi telah rusak. Untuk 

membuktikan hal tersebut, serbuk partikel sekam padi sebelum dan sesudah praperlakuan dianalisis dengan SEM-

EDS untuk H2O2 3% (v/v) dan konsentrasi Aqueous Ammonia 20% (v/v). Hasil analisis SEM  terhadap partikel 

sebelum dan sesudah ditunjukkan pada gambar 2.11. Sebelum pretreatment tekstur berbentuk seperti serat yang 

terikat dengan rongga-rongga kecil. Setelah dilakukan pretreatment, luas permukaan dari partikel sekam padi 

semakin bertambah.  

Dapat dilihat dari gambar 2.11 bahwa tekstur sampel sebelum diberi praperlakuan, setelah diberi praperlakuan 

H2O2 dan  setelah diberi praperlakuan H2O2-Aqueous Ammonia, mengalami kerusakan sehingga terdapat lobang-

lobang (pori) yang menandakan bahwa luas permukan semakin besar dan bertambah pada setiap tekstur sampel 

setelah dilakukan pretreatment. Hal ini disebabkan ikatan lignin telah terurai dan mampu memecah karbohidrat 

pada sekam padi yang didalamnya terkandung selulosa dan hemiselulosa. Luas permukaan partikel yang semakin 

besar menandakan semakin besarnya luas permukaan biomassa. Sehingga peningkatan luas permukaan biomassa 

bisa mengakibatkan kontak enzim terhadap selulosa pada proses hidrolisis akan semakin mudah dan bisa 

meningkatkan glukosa yang terkonversi dari selulosa. 

Pada hasil analisa SEM-EDS salah satu unsur utama penyusun selulosa adalah karbon sedangkan untuk 

kandungan lignin bisa dilihat dari kandungan silika. Menurut peneliti terdahulu [14], silika tahan terhadap 

pembusukan dan dapat melindungi serat dari biodegradasi. Sifat silika yang keras dan kaku serta berfungsi sebagai 

pelindung lapisan antar sel membuatnya bisa disamakan dengan sifat dari lignin.  

III. PRODUKSI BIOETANOL DENGAN OPTIMASI PROSES HIDROLISIS ENZIMATIK 

Hidrolisis Enzimatik dilakukan dengan variasi waktu 5 jam, 10 jam, 15 jam, 20 jam dan 25 jam dan variasi 

konsentrasi enzim 2%, 4% dan 6%. Hasil hidrolisis dianalisa dengan Metode DNS dan menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis. Hasil kadar glukosa tersaji pada Tabel 3.1 dengan kode sampel A, B, dan C berturut-

turut dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6%. Volume sampel setelah dihidrolisis dapat dilihat pada tabel 3.2. Volume 

sampel setelah proses distilasi dapat dilihat pada tabel 3.3. 

Tabel 3.1. Hasil Analisa Spektrofotometer UV-Vis Sampel 

Kode 

Sampel 

Parameter 

Uji 
Metode Uji 

Kadar Glukosa 

(mg/ml) 

A1 

Kadar Glukosa 
Spektrofotometer UV-

Vis 

4,0793 

A2 5,4442 

A3 3,9769 

B1 4,2016 

B2 4,5552 

B3 4,7436 

C1 2,8004 

C2 3,3093 

C3 3,2234 

D1 1,4124 

D2 6,4785 

D3 2,9656 

E1 2,0370 

E2 4,1586 

E3 6,0291 

Keterangan : 



A  = Waktu hidrolisis 5 jam 

B  = Waktu hidrolisis 10 jam 

C  = Waktu hidrolisis 15 jam 

D  = Waktu hidrolisis 20 jam 

E  = Waktu hidrolisis 25 jam 

1,2,3 = Variasi konsentrasi enzim selulase 2,4,6 %  

 

Tabel 3.2. Volume Sampel setelah Proses Hidrolisis Enzimatis. 

 

 

Tabel 3.3. Volume Sampel setelah Proses Distilasi. 

 

 

D.  STATUS LUARAN:  Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran tambahan (jika 
ada) yang dijanjikan pada tahun pelaksanaan penelitian. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan 
intelektual, hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus didukung 
dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi isian jenis luaran yang 
dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran tambahan melalui Simlitabmas 
mengikuti format sebagaimana terlihat pada bagian isian luaran 

 

Luran wajib yang dijanjikan di tahun 1: 

1. Terbit nomor pendaftaran paten  

Dokumen pendaftaran paten: Proses Pembuatan Bioetanol dari Sekam padi dengan Praperlakuan 

Hidrogen Peroksida-Aqueous Ammonia. 

Untuk draft paten telah selesai dengan nomor permohonan pendaftaran paten: P00202110330. Adapun 

formulir permohonan pendaftaran patern dan draft paten terlampir. 

Volume Sampel (mL) 

Waktu Hidrolisis 

 

Kadar Enzim 

2 % 4% 6% 

5 jam 445 390 405 

10 jam 136 138 134 

15 jam 151 159 153 

20 jam 127 156 370 

25 jam 159 139 155 

Volume Sampel (mL) 

Waktu Hidrolisis 

 

Kadar Enzim 

2 % 4% 6% 

5 jam 14 30 25 

10 jam 18 9,25 11 

15 jam 16 19,5 17 

20 jam 6,5 30 3,5 

25 jam 21 16 27 



Luran tambahan yang dijanjikan di tahun 1: 

1. Artikel pada Conference/Seminar Internasional di Pengindeks Bereputasi 

Paper telah diseminasikan pada Seminar Internasional “Sriwijaya International Conference on Engineering and 

Technology 2021 (SICETO 2021)” pada tanggal 26 Oktober 2021. Bukti Paper, sertifikat dan letter of acceptance 

terlampir. Saat ini masih menunggu proses penerbitan pada Prosiding AIP Publishing. 

Tahun 1 masih di tahap level TKT 4, validasi teknologi pada skala laboratorium. Sehingga keterlibatan MITRA 

belum terlalu banyak. Bukti dokumen terlampir. 

 

E.  PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (jika ada). Bukti 
pendukung realisasi kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti 
dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas mengikuti format sebagaimana terlihat pada 
bagian isian mitra 

 

Tahun 1 masih di tahap level TKT 4, validasi teknologi pada skala laboratorium. Sehingga keterlibatan MITRA 

belum terlalu banyak. Bukti dokumen terlampir. 

 

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama melakukan 
penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan penelitian dan luaran penelitian 
tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan. 

 

Karena pandemi covid-19, sehingga pelaksanaan penelitian menjadi belum optimal. Karena penundaan 

pelaksanaan penelitian yang seharusnya tahun 2020, ditunda menjadi tahun 2021, sehingga seminar yang awalnya 

di rencanakan ke 5th International Conference of Chemical Engineering & Industrial Biotechnology tahun 2020 

berubah menjadi “Sriwijaya International Conference on Engineering and Technology 2021 (SICETO 2021)” 

pada tanggal 26 Oktober 2021. Seminar Internasional ini awalnya menjanjikan bahwa artikel prosiding terbit di 

tahun 2021. Namun sampai bulan November 2021 ini ternyata belum terbit di AIP Publishing Proceeding.  

Koordinasi secara langsung dengan Mitra juga terhalang karena pandemi. 

 

G. RENCANA TINDAK LANJUT PENELITIAN: Tuliskan dan uraikan rencana tindaklanjut penelitian selanjutnya dengan 
melihat hasil penelitian yang telah diperoleh. Jika ada target yang belum diselesaikan pada akhir tahun pelaksanaan 
penelitian, pada bagian ini dapat dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai tersebut. 

 

Rencana Penelitian Tahun Ke-2 

Tahapan Kegiatan Penelitian selama tiga tahun disajikan pada gambar G.3. Road Map penelitian 3 tahunan dan 

Road Map keseluruhan dapat dilihat pada gambar G.4 dan G.5. Rencana penelitian tahun ke-2 adalah merancang 

dan mendesain alat pretreatment, fermentor dan distilasi.  

Desain Reaktor Pretreatment dan Fermentor 

Rencana desain reaktor pretreatment dapat dilihat pada gambar G.1. Fermentor didesain seperti pada gambar G.2. 



 

Gambar G.1 Desain reaktor pretreatment 

 

Gambar G.2 Desain Fermentor  



 

Gambar G.3 Tahapan Kegiatan Penelitian Selama 3 Tahun 

  



 

Gambar G.4 Road Map Penelitian Selama 3 Tahun 

 

Gambar G.5 Road Map Penelitian Keseluruhan 



 

METODE PENELITIAN 

Prosedur Pemodelan dan Simulasi CFD 

Tahapan dalam pemodelan dan simulasi CFD secara garis besar dapat diklasifikasikan menjadi 3 tahapan utama, 

yaitu pre-processing, solving, dan post- processing. Pemodelan dan simulasi CFD dilakukan dengan program 

ANSYS 2021 R2. Tahapan ringkas pemodelan dan simulasi CFD disajikan dalam bentuk diagram alir yang dapat 

dilihat pada Gambar G.3. 

Pre-Processing 

Geometri alat pretreatment dan fermentor bioetanol dibuat dengan program Ansys SpaceClaim, sedangkan 

meshing dilakukan dengan menggunakan program Ansys Fluent Meshing. 

1) Geometri reaktor berbentuk silinder tiga dimensi dengan dua pengaduk 4-blade axial turbine dibuat 

modelnya sesuai dengan Gambar G.1. 

2) Penamaan boundary conditions dilakukan dengan menggunakan Ansys SpaceClaim pada saat geometri 

reaktor telah selesai. 

3) Geometri reaktor yang sudah diberi nama kondisi batas kemudian dilakukan tahapan meshing. Zona tangki 

fermentor terdiri dari tiga zona fluida, yaitu zona stationari, zona rotary top (impeller atas), dan zona rotary 

bottom (impeller bawah). Spesifikasi hasil meshing tersajikan pada Tabel G.1., sedangkan hasil meshing 

geometri tangki dapat dilihat pada Gambar G.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar G.1. Geometri Reaktor 

 

Tabel G.1. Spesifikasi Mesh 

Parameter Kualitas/Kuantitas 

Nodes 

Elements 

Mesh Shape type 

Maximum aspect ratio 

Minimum orthogonal quality 

25424 

123728 

Tetrahedron 

2884.5 

1.1579 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar G.2. Hasil Meshing Geometri Reaktor 

Solving 

1. Hasil meshing reaktor diinput ke dalam solver (setup) Ansys Fluent, kemudian dicek apakah terdapat 

error atau tidak dengan menggunakan mesh check, dan dipilih mode simulasi transient. 

2. Model multiphase diaktifkan dengan menggunakan model Eulerian. 

3. Model viscous dipilih Realizable k-epsilon dengan Standard wall functions wall treatment, dan model 

turbulensi multifasa yang dipilih adalah campuran. 

4. Material yang didefinisikan yaitu fluida air dan glukosa dengan sifat2 fisika dan kimianya telah 

ditentukan. 

5. Cell zone conditions didefinisikan dengan tiga zona yaitu zona stationari, rotary top, dan rotary bottom. 

Zona rotary top dan rotary bottom didefinisikan sebagai frame motion dengan kecepatan putar sesuai 

dengan variabel bebas penelitian. 

6. Boundary conditions (BC) didefinisikan dengan dua tipe yaitu internal dan wall. Kondisi temperatur yang 

digunakan yaitu 293K di tiap Boundary Condition, Boundary Condition wall tiap impeller diatur 

stationary dengan relative terhadap adjacent cell zone, dan Boundary Condition wall batang shaft diatur 

moving dengan kecepatan putar sama seperti kecepatan putar cell zone rotary. 

7. Solution Methods diatur dengan menggunakan skema Phase Coupled SIMPLE, gradient Least Squares 

Cell Based, pressure PRESTO, momentum First Order Upwind, volume fraction First Order Upwind, 

Turbulent Kinetic Energy First Order Upwind, dan Turbulent Dissipation Rate First Order Upwind. 

8. Solution dilakukan standard initialize sebelum memulai perhitungan iterasi. 

9. Perhitungan iterasi dilakukan dengan input awal 1000 kali iterasi. 

 

Post-Processing 

1) Menampilkan contour dari berbagai variabel yang diamati dan grafik mixing time. 

2) Gambar contour, serta grafik yang telah diperoleh kemudian diolah dan dianalisa. 

 

Prosedur Validasi Eksperimental 

Hasil dari pemodelan simulasi CFD divalidasi secara eksperimental agar dapat diketahui seberapa akurat hasil 

tersebut. Metode validasi eksperimental dilakukan dengan metode coloring/decoloring process yang merujuk pada 

[15]. Percobaan dibagi menjadi dua tahap. Langkah pertama adalah untuk mengkarakterisasi sifat reologi glukosa 

murni dan campuran glukosa-air. Langkah kedua adalah menganalisis perilaku pencampuran berdasarkan data 

yang diperoleh dengan menggunakan metode visualisasi. 

1. Tangki ini diisi dengan glukosa hingga ketinggian 1/3 dari tangki, dan air sebanyak 2/3 dari tangki. Baling-

baling berbilah tiga kemudian diputar dengan kecepatan 20 rpm, 40 rpm, 60 rpm, 80 rpm, dan 100 rpm. 

Sebuah tachometer digunakan untuk memastikan keakuratan kecepatan rotasi baling-baling. Proses 

pencampuran diamati dan direkam menggunakan kamera digital. 

2. Waktu pencampuran diperoleh saat larutan mengalami decoloring total (reaksi mencapai ekuilibrium). 

3. Foto yang diperoleh melalui perekaman dengan kamera digital kemudian diolah dan dianalisa. 

4. Hasil kuantitatif waktu pencampuran dan kualitatif visual dinamika pencampurankemudian dibandingkan 



dengan hasil post-processing simulasi CFD tangka pencampuran yang sudah diperoleh. 

 

Variabel Penelitian 

Kecepatan, shear stress, pola aliran, dan waktu pencampuran merupakan variabel terikat atau variabel yang 

diobservasi pada simulasi CFD tangki. Variabel bebas yang diuji pada penelitian ini adalah konfigurasi baffle dan 

kecepatan putar dari impeller, yaitu 20 rpm, 40 rpm, 60 rpm, 80 rpm, dan 100 rpm. Variabel terkontrol adalah 

temperatur dan larutan glukosa. Variabel yang divariasikan menghasilkan berbagai kondisi yang dapat dilihat 

pada matriks Tabel G.2. 

Tabel G.2. Matriks Simulasi dan Eksperimen 

 

 

 

 

 

Kondisi Konfigurasi Baffle Kecepatan Pengadukan (rpm) 

A2  20 

A4  40 

A6 Ada 60 

A8  80 

A10  100 

T2  20 

T4  40 

T6 Tidak ada 60 

T8  80 

T10  100 



 

Gambar G.3. Skema Diagram Alir Tahapan Simulasi CFD 

 

Energi terbarukan dari biomassa merupakan salah satu sumber energi alternatif yang menjanjikan di sektor 

transportasi. Bioetanol adalah bahan bakar terbarukan yang   memiliki struktur yang sama minyak bumi. Bioetanol 

dicampur dengan bensin (gasohol) dapat meningkatkan proses pembakaran bensin. Bioetanol dapat diproduksi 

dari:  (1)  Biomassa  yang diberi pra-perlakuan  untuk menurunkan kandungan  lignin  sehingga    selulosa dapat 

diakses oleh enzim, (2)  sakarifikasi enzimatik biomassa yang telah diberipraperlakuan sebelumnya,  untuk  

menguraikan  polisakarida  menjadi gula, (3) fermentasi mikroba gula menjadi bioetanol, dan (4)  memurnikan  

bioetanol dari kaldu fermentasi [16]. Beberapa bahan baku yang dapat digunakan untuk membuat bioetanol seperti 

ampas tebu [17], [18], tongkol jagung  [19] [20], jerami padi [21], jerami gandum [22], [23], rumput [24], [25], 

dan alga [26], [27]. Semua  bahan baku ini dapat dimanfaatkan untuk membentuk gula, yang kemudian 

difermentasi untuk menghasilkan bioetanol. Selain itu, untuk memurnikan bioetanol juga diperlukan sistem 

distilasi.  

Peneliti sebelumnya  (Madhania, Muharam, Winardi, &Purwanto, 2019) menggunakan simulasi  CFD untuk 

mengevaluasi viskositas molase. Untuk memprediksi proses pencampuran molase dan air, mereka menggunakan 

model Large Eddy Simulation.  Beberapa penelitian telah menggunakan simulasi CFD untuk melihat bagaimana 

berbagai jenis impeller dapat mempengaruhi pencampuran selama fermentasi. Penelitian tahun kedua ini mengkaji 

aplikasi Computational Fluid Dynamics (CFD) untuk pemodelan dan pengembangan bioetanol yang diperlukan 

untuk mendisain reaktor pretreatment, hydrolysis, fermentasi dan distilasi.  



 

Pretreatment 

Pretreatment bertujuan  untuk membuat selulosa lebih mudah diakses saat hidrolisis enzimatik, fermentasi gula, 

dan menghasilkan etanol. Beberapa peneliti menggunakan teknik peningkatan laju pretreatment dengan 

memvariasikan dosis kimia, distribusi ukuran bahan, massa katalis, dan waktu reaksi [28]. Pretreatment dan 

hidrolisis enzimatik adalah dua dari lima proses dalam pembuatan bioetanol yang memiliki dampak besar pada 

konversi dan efektivitas [28]. Hidrolisis selulosa diperlukan untuk sintesis bioetanol dari bahan lignosellulosa, 

dapat diperbaiki dengan memberikan praperlakuan pada bahan baku [29]. Pretreatment   digunakan sebelum 

hidrolisis enzimatik untuk memecah  komposisi  dasar bahan lignoselulosa  sehingga dapat meningkatkan hasil 

gula. Tugas utama tahap pretreatment adalah menghasilkan biaya yang rendah dan produksi enzimatik yang 

kompetitif [28]. Oleh karena itu, disain dan pengembangan reaktor pretreatment yang efektif dan hemat daya 

sangat diperlukan [30]. 

Pengecilan ukuran merupakan jenis pretreatment, dimana sifat karbohidrat yang terdiri dari  polimer panjang lurus 

yang telah diperkecil ukurannya dapat menghasilkan jenis gula yang beragam. Air dapat larut dalam glukosa. 

Ketika glukosa dikombinasikan dengan air dan dipanaskan, atom hidrogen polisakarida bereaksi dengan molekul 

air dan glukosa larut. Akibatnya, denaturasi protein terjadi. Sementara dalam proses pembuatan etanol dari 

biomasa lignoselulosa, fenomena ini tidak diinginkan karena gel yang terbentuk adalah media yang tidak cocok 

untuk proses ini [16].  

Pretreatments biologis melibatkan  mikroorganisme. Mikroba yang digunakan mampu mendegradasi bahan 

biomassa ke  fase cair [31]. Kelebihan pretreatment biologis lebih ramah lingkungan. Pretreatment biologis hanya 

membutuhkan lingkungan yang moderat, sehingga tidak ada daya tambahan yang diperlukan. Metode ini tidak 

memerlukan bahan kimia lagi karena kapasitas inheren jamur untuk menghancurkan dinding lignocellulosa [16]. 

Makroalga laut K. alvarezii  dan  G. amansii  diberi perlakuan dengan T.harzianum lalu dihidrolisis secara 

enzimatik, menghasilkan kandungan gula 0,55 g  g-1  dan 0,53 g  g-1 [27].  

Pretreatment kimia diantaranya dengan menggunakan: asam [32], [33],  alkali [25], [34], ozonolisis [35], dan 

peroksida [36], [37], steam [38]. Pretreatment alkali adalah salah satu pretreatments yang paling efektif. Kelebihan 

metode ini alkali adalah pengurangan kandungan lignin tanpa menghancurkan gula dan karbohidrat, 

meningkatkan porositas dan luas permukaan bahan, dan peningkatan hidrolisis enzimatik [39]. Sodium 

hidroksida, Sulfit, amonium hidroksida,  aqueous ammonia, dan kapur adalah beberapa larutan alkali digunakan 

pada pretreatment alkali. Dari beberapa pretreatments alkali yang digunakan oleh peneliti terdahulu [40], 

pretreatment Saccharum spontaneum dengan aqueous ammonia menghasilkan 0,58 g (85%) gula reduksi / g dari 

saccharum spontaneum awal. Kombinasi metode pretreatment dapat menghasilkan produksi gula yang lebih tinggi 

[41] [36], [42]. 

Sakarifikasi enzimatik 

Hidrolisis dan fermentasi (SHF) terpisah dan sakarifikasi dan fermentasi simultan (SSF) adalah dua metode yang 

paling umum untuk sakarifikasi dan fermentasi. Proses mixing dalam reaktor fermentasi dan reaktor pretreatment 

berbeda. Mixing dalam bioreaktor dimulai dengan bahan baku padat tetapi segera berubah ke fase cair. Sementara 

mixing dalam reaktor pretreatment, peralatan pengadukan harus kontak dengan seluruh  fraksi padatan sepanjang 

waktu pretreatment digunakan [19]. 

Pretreatment, sakarifikasi enzimatik, dan fermentasi mikroorganisme adalah tiga fase berturut-turut dalam 

pembuatan bioetanol. Sakarifikasi enzimatik adalah terpendek dan persentase paling banyak dari 3 bagian ini. 

Sepanjang proses sakarifikasi,  enzim terlarut ditransfer oleh aliran fluida fraksi cair ke antarmuka padat-cair, di 

mana mereka menyebar ke dalam struktur berpori dari gaya kapiler padatan, dimana terjadi adsorpsi dari enzim 

carbohydrate ke substrat yang tidak larut [28], [43].  

Sakarifikasi enzimatik adalah proses yang menggunakan katalis heterogen multi-tahap yang membutuhkan 

karakteristik transportasi molekul dan karakteristik kimia. Beberapa tahun terakhir, penelitian telah dilakukan 

untuk meningkatkan reaksi sakarifikasi enzimatik sehingga hasil produk meningkat dan biaya yang lebih rendah 

[44] [28], [29], [45]. Karena variabel yang mempengaruhi sakarifikasi enzimatik  beragam dan saling 

berhubungan (misalnya, kendala pretreatment, faktor enzimatik, dan sifat selulosa), maka penelitian lanjutan 

masih diperlukan untuk menghasilkan parameter proses yang relevan [28]. 

Disisi lain,  sakarifikasi enzimatik adalah tahap pembatas dalam rantai pasokan bioetanol, di mana tingginya harga 

enzim, adanya inhibitor yang menghalangi aktivitas enzim dan mikroorganisme fermentasi, serta terbatasnya studi 

kelayakan bioetanol berbasis biomassa. Namun demikian sistem bioreaktor adalah kunci dari upaya  untuk 

mengatasi kendala ini [46]. Menurut peneliti terdahulu [47], untuk hidrolisis enzimatik selulosa berbahan baku 

Sunn hemp fiber yang telah diberi perlakuan, pencampuran reaktor  tidak mempengaruhi  non-karakter  inhibitor. 



Oleh karena itu untuk meningkatkan efektivitas proses pretreatment dan sakarifikasi enzimatik, maka peneliti 

memanfaatkan data eksperimental dan pemodelan analitis menggunakan CFD untuk mendesain rekator. 

Fermentasi 

Pada produksi bioetanol, teknik SSF telah  diterapkan sebagai metode intensifikasi proses. Fermentasi  sakarifikasi 

simultan memiliki beberapa kelebihan, seperti mencegah selulase dari inhibitor produk sakarifikasi. Kelemahan 

sakarifikasi  enzimatik  dan fermentasi dilakukan dalam  satu  reaktor, menghasilkan parameter yang tidak bisa 

dioptimasi untuk setiap bioaktivitas [48]. 

  

Komputasi Dinamika Fluida 

Pendekatan numerik diperlukan untuk mengukur situasi yang oleh aliran multifase dalam bioreaktor komersial. 

Untuk memperkirakan besarnya gradien, maka diperlukan model hidrodinamika terintegrasi dengan  reaksi  

kinetik. Hidrodinamika dalam berbagai geometri fermenter telah dimodelkan menggunakan CFD oleh beberapa 

peneliti [49]–[51]. Simulasi CFD menghasilkan data dengan standar sensitivitas dan spesifik, serta kemampuan 

untuk menghitung parameter operasi yang bahkan tidak khas. Kelebihan lain memungkinkan pengguna untuk 

mengamati fenomena dalam mesin produksi dengan cara yang sangat sulit dikendalikan secara praktek. 

Persyaratan komputasi yang tinggi dari metode estimasi CFD dibutuhkan untuk menggambarkan  proses sebagai 

dinamis dengan time step size yang kecil, serta ukuran grid besar yang diperlukan untuk mensimulasikan geometri 

interior yang kompleks ditemui dalam desain fermenter. 

Dengan loading biomassa lignocellulosa lebih tinggi dari 50-70%, maka proses pretreatment  tidak bisa 

diberlakukan sebagai fluida Newtonian. Untuk kandungan solid yang tinggi, fisiokimia fuida non-Newton dapat 

dikembangkan dan diterapkan dengan menggunakan simulasi CFD  [52]. Untuk pretreatment dengan  konsentrasi 

fase solid tinggi, karakteristik rheologi diintegrasikan ke dalam model distribusi normal, dan analisis CFD 

dilakukan dan diterapkan untuk teknologi reaktor industri [30]. 

Faktor utama yang mempengaruhi karakteristik rheologikal dan produk sakarifikasi enzimatik adalah  suhu. 

Simulasi CFD   dikembangkan untuk pretreatment dengan konsentrasi fase padat tinggi dan  diterapkan untuk 

teknologi reaktor komersial setelah variabel reologis dihubungkan dengan model power-law. 

Pada kenyataannya, mensimulasikan beberapa  ratus detik dari  proses  membutuhkan  beberapa  minggu, maka 

simulasi CFD hanya dapat  dilakukan untuk mewakili gambar dari sistem fed-batch. Pemodelan  keseluruhan 

waktu fermentasi fed-batch tidak mungkin tanpa penghematan waktu simulasi [53]. Diagram alir penyelesaian 

numerik dengan CFD dapat dilihat pada gambar G.4. 

 

Gambar G.4. Diagram alir penyelesaian numerik dengan CFD. 

  



DESAIN BIOREAKTOR 

Penggunaan teknik CFD dapat membantu agar lebih memahami pencampuran dalam reaktor tangki berpengaduk. 

Selama beberapa tahun terakhir, terobosan yang menjanjikan dalam pemodelan suspensi solid aktif telah dicapai  

[54]. Biasanya, baik Lagrangian [55], [56] atau teknik pemodelan multifase Eulerian [49], [57] telah digunakan 

untuk mensimulasikan distribusi partikel. 

Dalam pendekatan Lagrangian, partikel padat diperlakukan sebagai partikel individu yang mengalami 

hidrodinamika yang diestimasi melalui persamaan partikel tunggal. Sementara dalam pendekatan Eulerian, 

partikel padat diperlakukan sebagai fase primer terpisah.  Untuk memprediksi hubungan antara padatan dan fase 

fluida, disertakan juga persamaan transfer interfase. Pendekatan Granular adalah varian dari pendekatan Eulerian 

di mana  partikel padat diwakili sebagai pseudo-fluid. Teori kinetik aliran granular digunakan untuk memperoleh 

parameter fisik pseudo-fluida termasuk viskositas, tekanan padatan, dan stres [58]. 

Peneliti sebelumnya [58] menggunakan teknik pemodelan CFD untuk memperkirakan tinggi kabut dalam reaktor 

tangki berpengaduk dengan pisau PBT aksial tunggal dan ganda. Mereka menggunakan model multifase Eulerian-

Granular untuk mensimulasi reaktor dengan CFD. Pengaruh model drag Gidaspow dan Schiller-Naumann, slip, 

gaya dispersi turbulen aliran juga diteliti. Hasil simulasi mereka memprediksi tinggi kabut pada berbagai   

parameter uji, dengan desain pisau tunggal pada kecepatan agitasi yang lebih rendah. 

Karena biomassa memiliki densitas rendah, maka sedikit yang dapat mengisi area dalam tangki bioreaktor 

berpengaduk. Oleh karena itu,  lebih praktis untuk  mengurangi   ukuran  biomassa  melalui proses penggilingan 

untuk meningkatkan bebannya dalam bioreaktor. Meskipun dengan kecepatan putar yang sangat tinggi, pengaruh 

agitator dalam proses pencampuran menurun karena jumlah bahan baku  meningkat. Pencampuran yang tidak 

sempurna dapat disebabkan oleh beban material yang besar menciptakan masalah perpindahan massa dan energi; 

misalnya, kontrol pH menjadi rumit, suhu dan  konsentrasi kimia  dalam bioreaktor terjadi dalam jangka waktu 

yang lama, dan aksi enzim terhambat [59]. 

Kebanyakan hidrolisis enzimatik, dilakukan dalam reaktor alir tangki berpengaduk (RATB). Teknik yang paling 

mungkin adalah membuat RATB untuk enzimalisis lignoselulosa menggunakan RATB untuk gula sebagai dasar. 

Efek dari agitator jenis helikal pada efektivitas pretreatment telah dipelajari oleh penulis sebelumnya [19], 

menggunakan CFD untuk memprediksi laju aliran uap dari tongkol jagung di sekitar pengaduk. Penggunaan 

beberapa reaktor alir tangki berpengaduk (RATB) lebih handal dibanding satu reaktor. Ketika jumlah RATB 

bertambah, maka pola aliran mendekati plug flow, sehingga menghasilkan distribusi waktu tinggal yang konstan. 

Selain itu, viskositas tinggi dari campuran lignocellulose membatasi efek pencampuran, dan propeller adalah titik 

awal yang dapat mengontrol pengaruh pencampuran dan  penggunaan daya [60]. 

Hidrodinamika 

Parameter hidrodinamika mempengaruhi proses pencampuran dan difusi molekuler dalam reaksi multifase, dapat 

juga menentukan konversi reaktor. Pengaruh faktor hidrodinamika pada proses pencampuran di dalam RATB 

reaktor tangki bervariasi tergantung pada persyaratan tertentu, yang dapat berubah dari waktu ke waktu. 

Dalam reaktor multifase, dispersi partikel di dalam tangki harus dipertimbangkan bersamaan dengan spesifikasi 

desainnya. Beberapa prosedur hanya membutuhkan partikel untuk dipertahankan pada bagian bawah, sementara 

yang lain sebagai suspensi partikel padat. 

Distribusi partikel padat dan tinggi uap tetap penting setelah seluruh partikel dispersi. Penentuan variabel 

diperlukan dalam prosedur penelitian, namun yang paling dasar adalah mode visual. Mode visual lebih tepat untuk 

menentukan dispersi partikel daripada dispersi total. 

Metode numerik dari CFD dapat digunakan untuk tujuan penghematan biaya peralatan dan keterbatasan teknologi  

[61]–[64].  Pemodelan  yang akurat dan informasi eksperimental pada antarmuka solid-cair diperlukan untuk 

mendapatkan pemahaman tentang efek hidrodinamika pada kehomogenan sistem pencampuran. 

Gaya geser hidrodinamik yang dihasilkan oleh dua jenis impeller Rushton-Rushton dan Rushton-marine dalam 

bioreaktor tangki berpengaduk pada berbagai variasi kecepatan telah diteliti menggunakan CFD dengan metode 

k-epsilon [65]. Dengan kecepatan 100 RPM, mereka memperoleh biomassa tertinggi sebesar 3,9 g/l, 

menghasilkan tekanan geser 2,64 Pa. Peningkatan hidrodinamika pada parameter shear stres dan waktu 

pencampuran dalam reaktor, sebagai hasil dari teknik CFD, dianggap berasal dari pertumbuhan terukur alga 

(34,46% lebih tinggi). 

Pada proses sakarifikasi enzimatik ampas tebu yang telah diberi praperlakuan pada plate yang dilengkapi dengan 

beberapa lubang (24 lubang untuk 0,45 mm) menunjukkan bahwa sensitivitas lebih tinggi sehingga menghasilkan 

total gula reduksi 45,47 g/100 g ampas tebu [48].  



Kinetika reaksi 

Reaksi yang kompleks dapat ditunjukkan secara hipotetis dengan menurunkan dan menerapkan fenomena reaksi 

yang tepat, dan pelengkap untuk kedua variabel kunci dan terkait dengan implementasi dapat dibahas secara 

kualitatif dan kuantitatif. Pemodelan kinetika reaksi memperkirakan pola pretreatment dan hidrolisis pada 

berbagai kondisi yang dapat diterapkan sebagai metode yang berguna untuk menentukan proses pretreatment dan 

hidrolisis yang paling hemat biaya dan efisien [28]. 

Bila dibandingkan dengan tanpa  pengadukan, selama 72 jam sakarifikasi pada rasio maksimum enzim dan 

selulosa 1:15, dengan kecepatan reaktor 150 rpm menghasilkan konversi glukosa sebesar 5,6-6,4% dan yield gula 

6-7% untuk konsentrasi selulosa 10-50 mg / ml [47]. Penulis lain (Sitaraman et al., 2019) mempresentasikan  

simulasi numerik proses hidrolisis enzimatik berbasis selulosa menggunakan model CFD yang dikombinasikan 

dengan simulasi kinetika reaksi kimia.  

Pendekatan Eulerian-Eulerian digunakan untuk mensimulasi hidrodinamika multifasa. ANSYS Fluent 2021 

melibatkan penyelesaian numeris persamaan-persamaan differensial parsial yang menggambarkan hukum dasar 

gerakan fluida dan perpindahan energi. Persamaan-persamaan yang diperlukan antara lain: 

Persamaan-persamaan Konservasi  

Persamaan konservasi massa fasa i (i = fluida, solid): 
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Persamaan konservasi energi fasa i: 
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Koefisien pertukaran Fluida-Solid 

Untuk aliran multifasa Eulerian-eulerian, pertukaran momentum antar fasa didasarkan pada nilai koefisien 

pertukaran fluida-solid (()). Untuk Syamlal-O’BrianModel: 
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Drag coefficient untuk Syamlal-O’Brian model, CD : 
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Tekanan Solid 
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s  adalah  temperature granular yang berhubungan dengan energi turbulen kinetic gerakan partikel. es adalah 

koefisin restitusi partikel dan go adalah fungsi distribusi radial (Sinclair and Jackson, 1989):  
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Solids Shear Stress 

Solid phase bulk viscosity:  
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The solids phase shear viscosity: 
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Solid phase dilute viscosity: 
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Temperatur Granular  
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Diffusion coefficient for granular energy, ks:  
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The collisional energy dissipation, γs: 
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k-ε Turbulence Models          

Umumnya, reaktor berada pada kondisi turbulen. Oleh karena itu, perlu menggunakan pemodelan turbulensi yang 

cocok untuk menggambarkan pengaruh fluktuasi turbulen kecepatan dan variable lain. k- ε model digunakan untuk 

menggambarkan gerakan turbulen dalam kedua fasa. Pada k- ε model, viskositas turbulen didefinisikan sebagai 

sebagai: 
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Energi kinetic turbulensi, k, dan laju dissipasi , bisa dihitung dari persamaan perpindahan  berikut: 
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Jadwal Kegiatan Tahun ke-2  

No Kegiatan Bulan (2021) 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 
Persiapan bahan baku  

                    

2 Perancangan reaktor pretreatment         
            

3 Perancangan Fermentor                     

4 Perancangan distilasi                     

5 Prototype alat skala benchscale                     

6 Produksi bioetanol skala benchscale                     

7 Analisis produk (HPLC, Density, kalor 

pembakaran, flash point, GC-MS, bilangan 

oktan) 

                    

8 Seminar Internasional                     

9 Artikel ke Jurnal internasional terindeks 

scopus dlm status "accepted" 

                    



10 Ada dokumen uji prototype                     

11 Bahan ajar (submit ke penerbit unsri)                     

12 Analisis data hasil penelitian dan 

Pembuatan Laporan 

                    

 

 

H. DAFTAR PUSTAKA: Penyusunan Daftar Pustaka berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan. Hanya 
pustaka yang disitasi pada laporan akhir yang dicantumkan dalam Daftar Pustaka. 
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Deskripsi 

 

PROSES PEMBUATAN BIOETANOL DARI BIOMAS LIGNOSELULOSA DENGAN 

PRAPERLAKUAN HIDROGEN PEROKSIDA-AQUEOUS AMMONIA  

 5 

Bidang Teknik Invensi 

 

Invensi ini berhubungan dengan proses pembuatan bioetanol dari 

biomas lignoselulosa dengan pra-perlakuan hidrogen peroksida-

aqueous ammonia. Lebih khusus lagi invensi ini menggunakan 10 

kombinasi perlakuan hidrogen peroksida dan aqueous ammonia untuk 

menghilangkan kandungan lignin yang ada pada biomas dan 

dilanjutkan dengan proses hidrolisis enzimatik dan fermentasi. 

 

Latar Belakang Invensi 15 

Saat ini produksi bioetanol dari biomas lignoselulosa untuk 

memecahkan masalah krisis energi masih merupakan metode yang 

sangat menarik untuk dikaji. Bahan baku bioetanol berasal dari 

limbah pertanian yang tersedia melimpah, murah serta kandungan 

selulosa dan hemiselulosanya tinggi. Bioetanol mengandung 35% 20 

oksigen yang dapat mengurangi partikulat dan emisi NOx dari proses 

pembakaran (Balat, et al., 2008, Progress in Energy and Combustion 

Science 34(5), 551–573). Emisi CO2 yang dihasilkan dari pembakaran 

bioetanol lebih rendah, sehingga bagus untuk lingkungan (Balat, et 

al., 2011, Energy Conversion and Management 52(2), 858–875).  25 

Struktur dasar dari biomasa terdiri dari tiga polimer dasar 

yaitu selulosa, hemiselulosa dan lignin. Selulosa merupakan 

polimer linear dari glukosa, ikatan hidrogen tambahan membuat 

polimer ini kuat dan sulit untuk dipecah. Hemiselulosa lebih siap 

untuk dihidrolisis dibanding selulosa, karena cabangnya bersifat 30 

amorf. Sementara lignin  adalah komponen yang tidak diinginkan 

dari bahan biomas lignoselulosa(Okur & Koyuncu, 2020, Biomass and 

Bioenergy, 142(October), 105811. Pengurangan kandungan lignin 

melalui pretreatment menghasilkan kandungan polisakarida selulosa 

yang lebih tinggi. Konversi biomas lignoselulosa menjadi bioetanol 35 

lebih sulit dikarenakan: ketahanan biomasa untuk terpecah, jenis 
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gula yang diproduksi ketika polimer selulosa dan hemiselulosa 

dipecah dan biaya pengumpulan dan penyimpanan bahan lignoselulosa 

(Balat, et al., 2011, Energy Conversion and Management 52(2), 858–

875). 

Matriks polimer lignoselulosa biomasa yang kompleks dapat 5 

mengganggu hidrolisis gula selanjutnya (Mosier, et al., 2005, 

Bioresource Technology 96, 673-686). Namun polimer kompleks ini 

dapat didegradasi dengan tahapan pretreatment (Alvira, et al., 

2010, Bioresource Technology 101(13), 4851–4861). Sehingga 

pengembangan metode pretreatment yang dapat meningkatkan 10 

digestibilitas selulosa untuk dikonversi menjadi gula pada tahap 

hidrolisis enzimatik menjadi fokus pada penelitian kali ini.  

Tujuan utama dari pretreatment adalah menghilangkan lignin 

dan membuat selulosa lebih mudah diakses oleh enzim pada saat 

hidrolisis. Pretreatment adalah salah satu dari tahapan proses 15 

yang mahal (Zheng, et al., 2009, International Journal of 

Agricultural and Biological Engineering 2(3), 51–68). Oleh karena 

itu pretreatment seharusnya memiliki syarat sebagai berikut: 

memproduksi fiber selulosa yang reaktif saat terjadinya serangan 

enzim, menghindari rusaknya hemiselulosa dan selulosa, menghindari 20 

terbentuknya inhibitor pada saat hidrolisis enzimatik dan 

fermentasi, mengurangi kebutuhan energi, mengurangi biaya 

pengecilan ukuran, mengurangi biaya kontruksi bahan reaktor, 

menggunakan bahan kimia yang murah atau tanpa bahan kimia 

(Taherzadeh & Karimi, 2008, International Journal of Molecular 25 

Sciences 9(9), 1621–1651). Pretreatment dapat menghilangkan lignin 

dan hemiselulosa dari matriks ligniselulosa dan meningkatkan 

proses sakarifikasi enzimatik (Shen, et al., 2011, Journal of Food 

Process Engineering 34(3), 905–921). Hidrolisis tanpa pretreatment 

menghasilkan yield <20%, sementara yield setelah pretreatment >90% 30 

(Hamelinck, et al., 2005, Biomass and Bioenergy 28(4), 384–410). 

Praperlakuan biomas adalah tahap yang paling penting dari seluruh 

proses produksi biofuel dari gula (Baksi, et al., 2019, Chemical 

Engineering & Processing: Process Intensification, 143(July), 

107607. Praperlakuan dengan amonia telah dikaji oleh penelitian  35 

sebelumnya (Truong & Kim, 2018, Molecules, 23(5)). Sebagian besar 
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penelitian telah berkonsentrasi pada biomassa herba, terutama 

bagasse tebu (Hans et al., 2021, Journal of Cleaner Production, 

281, 123922); Raj & Krishnan, 2018, Industrial Crops and Products, 

111(October 2017), 673–683; Shi et al., 2019, Bioresource 

Technology, 289(April), 121628.). Hanya sedikit yang fokus pada 5 

sekam padi. Beberapa tahun terakhir telah banyak metode 

pretreatment yang diujikan pada berbagai kondisi, namun penelitian 

pengembangan masih dibutuhkan untuk memperbaiki efisiensi, 

mengurangi biaya dan memenuhi persyaratan lingkungan. 

Pretreatment kimia paling cocok diterapkan untuk aplikasi 10 

industri skala komersial. Senyawa kimia dapat mendegradasi dinding 

biomassa dan rantai karbohidrat kompleks melalui rekasi kimia 

langsung, sehingga tidak membutuhkan energi yang terlalu besar. 

Namun pretreatment ini dapat menyebabkan korosi pada peralatan dan 

membutuhkan waktu yang lama (Mosier, et al., 2005, Bioresource 15 

Technology 96, 673-686). Ditinjau dari lingkungan, pretreatment 

berbasis alkali peroksida dapat diimplementasikan untuk 

mentreatemnt biomassa tanpa adanya inhibitor saat hidrolisis 

enzimatik lanjut (Alvarez-Vasco & Zhang, 2017, Biomass and 

Bioenergy, 96, 96–102).  20 

Metode alkaline dan alkaline peroksida dengan kondisi operasi 

rendah telah menunjukkan efektifitas yang tinggi pada residu 

limbah pertanian (Alvira, et al., 2010, Bioresource Technology 

101(13), 4851–4861). Metode ini dapat menghilangkan lignin dan 

berbagai jenis substitusi asam uronik pada hemiselulosa 25 

(Silverstein, et al., 2007, Bioresource Technology 98(16), 3000–

3011). Kelebihan metode ini adalah ketersediaanya yang melimpah 

dan siap untuk digunakan, ramah lingkungan untuk konsentrasi yang 

rendah. Metode ini beroperasi pada temperatur rendah dan tekanan 

atmosfir, tidak memerlukan reaktor mahal yang di khusus. Biaya 30 

operasi lebih rendah dibanding menggunakan pelarut organik. Metode 

alkaline pretreatment menggunakan NaOH, Ca(OH)2 dan ammonia lebih 

banyak digunakan untuk menghasilkan bioetanol generasi kedua.  

Penambahan H2O2 sebagai agen pengoksidasi pada limbah 

pertanian menghasilkan persentase gula lebih banyak dibanding 35 

limbah yang tidak dipretreatment. Namun untuk mengoptimasi kondisi 
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pretreatment, kemungkinan hilangnya gula dan produksi zat 

inhibitor harus menjadi pertimbangan (Alvira, et al., 2010, 

Bioresource Technology 101(13), 4851–4861). Penambahan agen 

oksidan seperti hidrogen peroksida pada pretreatment alkaline bisa 

memperbaiki performasi melalui penghilangan lignin (Alvarez-Vasco 5 

& Zhang, 2013, Bioresource Technology 150, 321–327).  

Aksi oksidatif dari radikal H2O2 berkontribusi untuk proses 

depolimerisasi lignin dengan menyerang rantai samping lignin dan 

memecah makrostruktur lignin menjadi senyawa dengan berat molekul 

rendah (Gould, 1984, Biotechnology and Bioengineering 26(1), 46–10 

52). Pretreatment dengan hidrogen peroksida telah diterapkan pada 

berbagai jenis bahan baku biomasa lignoselulosa diantaranya 

tongkol jagung, ampas tebu, ampas apel, jerami gandum, jerami 

barley, bambu, jerami padi. Menurut peneliti terdahulu (Rabelo, et 

al., 2008, Applied Biochemistry and Biotechnology 148(1–3), 45–15 

58), pretreatment dengan hidrogen peroksida memiliki keuntungan 

yaitu tidak meninggalkan sisa residu dalam biomassa karena dapat 

terdegradasi dalam oksigen dan air. Untuk mencapai hasil 

pretreatment yang baik, maka invensi kali ini menggunakan 

kombinasi hidrogen peroksida dengan aqueous ammonia untuk 20 

meningkatkan derajat dekristalisasi sekam padi, sehingga menaikkan 

konsentrasi glukosa menjadi bioetanol.  

Karena pretreatment tunggal kurang memadai, teknik 

pretreatment  dua tahap telah dirancang dan secara efektif 

digunakan  pada berbagai residu pertanian. Ada banyak penelitian 25 

menggunakan  prosedur pretreatment  kombinasi untuk meningkatkan 

pemulihan gula dan  membatasi produksi kimia penghambatan dari 

biomas  lignocellulosa. Namun, belum ada yang mendokumentasikan 

penggunaan Hidrogen Peroksida diikuti dengan praperlakuan aqueous 

ammonia buntuk meningkatkan pproduk hidrolisis enzimatik. Untuk 30 

alasan ini, tujuan dari invensi ini adalah untuk menetapkan 

kelayakan teknis bioetanol sekam padi dengan menggunakan 

pretreatment Kombinasi Hidrogen Peroksida-Aqueous Ammonia.  

Polimer karbohidrat dalam biomasa dikonversikan menjadi gula 

sederhana melalui hidrolisis (Taherzadeh & Karimi, 2007, 35 

Bioresources Technology 2(3), 472–499). Metode hidrolisis yang 
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paling banyak digunakan adalah: hidrolisis kimia (menggunakan asam 

encer dan asam pekat) dan hidrolisis enzimatik. Hidrolisis 

enzimatik dapat mencegah terjadinya degradasi gula menjadi produk 

samping. Proses ini sangat lambat, karena hidrolisis selulosa 

terhalang oleh lignin, hemiselulosa, luas permukaan dan 5 

kristanilitas selulosa. Biaya operasi dari hidrolisis enzimatik 

lebih rendah dibanding hidrolisis asam, karena dilakukan pada 

kondisi operasi yang rendah (Temperatur 318-323 K, pH 4.8) dan 

tidak menyebabkan korosi (Sun & Cheng, 2002, Bioresource 

Technology 83(1), 1–11). Hidrolisis enzimatik menghasilkan yield 10 

(75-85%) bahkan kedepannya diharapkan bisa mencapai 95% (Hamelinck 

et al., 2005, Biomass and Bioenergy 28(4), 384–410). Hidrolisis 

enzimatik lebih ramah lingkungan karena menggunakan enzim yang 

dapat mendegradasi karbohidrat untuk menghidrolisis biomasa 

menjadi gula yang dapat difermentasi (Keshwani & Cheng, 2009, 15 

Bioresource Technology 100(4), 1515–1523). 

Selulosa dihidrolisis oleh enzim yang dikenal dengan 

selulase. Enzim ini diproduksi dari beberapa mikroorganisme 

seperti bakteri dan jamur. Beberapa jenis bakteri yang dapat 

memproduksi selulase diantaranya: Clostridium, Bacillus, 20 

Microbispora, dan Streptomyces. Jenis jamur yang dapat memproduksi 

selulase: P. Chrysosporium, spesies dari Trichoderma, Aspergillus 

dan Penicilium.  

Faktor yang mempengaruhi hidrolisis enzimatik selulosa 

diantaranya: substrat, aktifitas selulase, kondisi reaksi 25 

(temperatur, pH) dan inhibitor. Untuk memperbaiki yield dan laju 

hidrolisis enzimatik, invensi perlu difokuskan pada optimasi pross 

hidrolisis dan peningkatan aktivitas dari selulase. Konsentrasi 

substrat yang rendah memberikan laju dan yield yang rendah pula, 

sementara dosis selulase yang tinggi dapat menambah biaya. 30 

Faktor-faktor yang mempengaruhi fermentasi: range temperatur, 

pH, tolerasi alkohol, laju pertumbuhan, produktifitas, tolerasi 

osmotik, spesifikasi, yield, stabilitas genetik, toleransi 

inhibitor.  Saccharomyces cerevisiae and Zymomonas mobilis dapat 

menfermentasi glukosa menjadi bioetanol secara efisient, namun 35 

tidak bisa menfermentasi xylosa (Keshwani & Cheng, 2009, 
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Bioresource Technology 100(4), 1515–1523). Mikroorganisme yang 

sering digunakan untuk fermentasi bioetanol skala industri adalah 

Saccharomyces cerevisiae.   

 

Uraian Singkat Invensi 5 

 

Invensi ini berhubungan dengan proses pembuatan bioetanol 

dari biomas lignoselulosa dengan pra-perlakuan hidrogen peroksida-

aqueous ammonia dan proses hidrolisis enzimatik dan fermentasi 

yang meliputi langkah-langkah: 10 

a. Menyiapkan biomas lignoselulosa dengan tahapan sebagai 

berikut: 

a.1. Mengeringkan biomas dengan menggunakan panas matahari 

selama 1 hari,  

a.2. Memperkecil ukuran biomas lignoselulosa menggunakan 15 

grinder yang dilanjutkan dengan pengayakan hingga 

diperoleh ukuran biomas antara 0,425 mm dan 0,850 mm, 

a.3. Memasukkan 100 gr biomas dari tahap a.2 kedalam 

erlenmeyer berukuran 1000 ml,  

a.4. Melakukan pra-perlakuan biomas dari tahap a.3. dengan 20 

menambahkan 250 ml hidrogen peroksida yang telah 

diataur pHnya menjadi 11,5 dengan menggunakan 2M NaOH. 

Praperlakuan dilakukan di dalam reaktor tertutup pada 

suhu 85oC dengan variasi konsentrasi larutan hidrogen 

peroksida yang digunakan adalah 1-5% (v/v) dan variasi 25 

waktu selama 6-48 jam. 

a.5. Meletakkan slurry yang dihasilkan dari tahap a.4. 

diatas rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm,  

a.6. Memisahkan slurry menggunakan filter vakum, menimbang 

fase padat dan mengukur volume fase liquidnya, 30 

a.7. Mencuci masing-masing padatan hasil praperlakuan pada 

tahap a.6 dengan akuades, 

a.8. Memanaskan sampel padat pada tahap a.7. dengan 

menggunakan suhu 90 oC selama 15 menit untuk inaktivasi 

catalase. 35 

a.9. Menganalisa kadar selulosa, hemiseslulosa dan lignin. 
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b. Memberikan praperlakuan Aqueous Ammonia pada biomas yang 

telah diberi praperlakuan hydrogen-proksida melalui tahapan 

sebagai berikut: 

b.1. Memberikan praperlakuan Aqueous Ammonia dengan 

konsentrasi 20% pada suhu 100oC,  5 

b.2. Meletakkan slurry yang dihasilkan dari tahap b.1. 

diatas rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm, 

b.3. Memisahkan slurry dari fase liquidnya menggunakan 

filter vakum,  

b.4. Mencuci masing-masing padatan hasil praperlakuan pada 10 

tahap b.3 dengan akuades, 

b.5. Mengeringkan biomas dalam oven pada temperatur 105oC 

hingga berat konstan dengan kadar moisture 

(kelembaban) ±10 %,  

b.6. Menganalisa kadar selulosa, hemiselulosa dan lignin 15 

dengan metode Chesson. 

c. Melakukan proses hidrolisis enzimatik 

c.1. Memasukkan biomas sebanyak 50 gr yang telah 

dipretreatment sebelumnya (tahap a dan b) ke dalam 

erlenmeyer 1000 ml, 20 

c.2. Menambahkan larutan media (terdiri atas: ekstrak yeast  

5 g/L; (NH4)2SO4 7,5g/L;  K2HPO4 3, 5 g/L;  MgSO4.7H2O 

0,75 g/L dan CaCl2.2H2O 1 g/L) dengan perbandingan 1 : 

10 (b/v) dan mengatur pH ± 5,0. 

c.3. Mensterilkan larutan pada tahap c.2 dalam autoclave 25 

dengan suhu 121 oC selama 60 menit, 

c.4. Membiarkan bubur biomas menjadi dingin, 

c.5. Menambahkan enzim selulase dengan konsentrasi 10% 

total fraksi enzim (10% artinya 10 mL enzim per 100 

gram biomassa kering),  30 

c.6. Menutup erlenmeyer secara rapat menggunakan gabus, 

c.7. Meletakkan Erlenmeyer di dalam waterbath pada suhu 

50oC,  

c.8. Mengaduk slurry pada tahap c.7 menggunakan pengaduk 

magnetik dengan kecepatan 200 rpm,  35 
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c.9. Setelah tahap d.8 berlangsung 24 jam, suhu diturunkan 

menjadi 30oC, 

c.10. Menganalisa kadar glukosa yang dihasilkan pada setiap 

sampel dengan metode DNS. 

d. Melakukan proses fermentasi 5 

d.1. Menyiapkan YPD-medium yang terdiri dari 10 gram 

ekstrak yeast, 20 gram pepton dan 20 gram glukosa, 

d.2. Menginokulasi Sacharomicess cerevisiae dengan satu 

loopfull yeast didalam 500 mL botol shake-flasks 

dengan 150 mL YPD-medium, 10 

d.3. Menempatkan bahan pada tahap d.2 pada infors HT Ecotron 

Rotary Shaker pada suhu 32 oC selama 24 jam, 

d.4. Mensterilkan alat-alat yang akan digunakan pada proses 

fermentasi dalam autoclave pada suhu 120 oC selama 20 

menit dan didinginkan, 15 

d.5. Melakukan fermentasi didalam Erlenmeyer selama waktu 

5 hari, menggunakan ragi Saccharomyces cereviseae pada 

tahap d.3 dengan konsentrasi 10%. Konsentrasi ragi 10% 

yaitu penambahan ragi dengan 10% total fraksi ragi (5 

ml ragi per 50 gram biomas kering), 20 

d.6. Menutup Erlenmeyer pada tahap d.5 dengan karet 

penyumbat yang dilengkapi dengan dua cabang, satu 

untuk sampling dan satunya lagi untuk membuang CO2, 

d.7. Meletakkan larutan fermentasi pada tahap d.6 diatas  

rotary shaker 120 rpm selama waktu fermentasi yang 25 

telah ditentukan, 

d.8. Memisahkan larutan dari residu dengan alat centrifuge 

sehingga diperoleh cairan alkohol + air. 

e. Melakukan Purifikasi (Destilasi) 

e.1. Memasukkan cairan hasil fermentasi kedalam labu 30 

destilasi. Temperatur pemanas dijaga pada suhu 80 oC, 

e.2. Melakukan proses destilasi selama 1,5 – 2 jam sampai 

bioetanol tidak ada yang menetes lagi, 

e.3. Menganalisa kadar bioetanol yang dihasilkan pada 

tahap e.2.  35 
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Uraian Singkat Gambar 

 

Gambar 1-6 merupakan diagram alir untuk memproduksi bioetanol 

dari biomas lignoselulosa dengan pra-perlakuan hidrogen peroksida-

aqueous ammonia. 5 

 

Uraian Lengkap Invensi 

 

Biomas lignoselulosa merupakan salah satu bahan baku 

bioetanol yang berasal dari limbah industri (kayu, kelapa sawit, 10 

pulp/kertas), sampah organik, dan limbah-limbah pertanian seperti 

sekam padi, jerami padi, ampas tebu dan tongkol jagung. Merujuk 

pada Gambar 1, untuk menghasilkan bioetanol, pertama-tama biomas 

lignoselulosa harus dikeringkan dengan menggunakan panas matahari 

selama 1 hari, untuk menghilangkan kandungan air dalam biomas 15 

tersebut. Biomas yang telah kering ini masih memerlukan perlakuan 

untuk memperkecil ukurannya dengan menggunakan peralatan grinder 

dan dilanjutkan dengan pengayakan sampai mencapai ukuran yang 

diinginkan yakni 0,425 mm dan/atau 0,850 mm. Pengecilan ukuran 

biomas dilakukan selain untuk mendapatkan ukuran yang lebih 20 

seragam, juga dimaksudkan untuk memperluas permukaan dari biomas 

sehingga mempermudah dan memaksimalkan proses pelarutannnya.  

Merujuk pada Gambar 2, dimana biomas ditambahkan larutan 

hidrogen peroksida yang telah diataur pHnya menjadi 11,5 dengan 

menggunakan 2M NaOH. Penambahan larutan hidrogen peroksida ini 25 

dimaksudkan untuk mengurangi kandungan lignin yang ada pada 

biomas. Karena lignin dapat menghambat aktivitas enzimatis pada 

proses hidrolisis dan fermentasi selanjutnya. Hidrogen peroksida 

dipilih karena faktor ketersediaan bahan yang mudah diperoleh dan 

memiliki kondisi operasi yang tergolong aman untuk digunakan. 30 

Hidrogen peroksida tergolong senyawa yang aman digunakan pada 

konsentrasi yang rendah. Walaupun bersifat korosif, pada 

konsentrasi yang rendah senyawa ini tidak berpotensi menimbulkan 

bahaya yang signifikan pada penggunaannya. Hidrogen peroksida 

sebagai oksidator kuat mampu mendegradasi lignin sehingga 35 

melepaskan selulosa yang kemudian dapat dihidrolisis menjadi 
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glukosa. Rasio perbandingan biomas dan larutan hidrogen peroksida 

yang digunakan adalah 1:10 (berat/volume). Pra-perlakuan hidrogen 

peroksida ini dilakukan di dalam reaktor tertutup pada temperatur 

85oC dengan variasi konsentrasi larutan hidrogen peroksida yang 

digunakan adalah 1-5% (v/v) dan variasi waktu selama 6-48 jam. 5 

Selama pra-perlakuan hidrogen peroksida, reaktor sesekali diaduk 

dengan kecepatan 150 rpm. Hal ini bertujuan agar slurry tercampur 

dengan homogen (sempurna). Setelah itu masing-masing sampel hasil 

praperlakuan hidrogen peroksida, dicuci dengan akuades. 

Selanjutnya fase padat dipisahkan dari fase liquidnya menggunakan 10 

filter vakum. Pemisahan ini dilakukan agar lignin yang telah diberi 

pra-perlakuan hidrogen peroksida terpisah dari padatan biomas. 

Kemudian fase padat dipanaskan pada suhu 90 oC selama 15 menit. 

Hal ini bertujuan untuk inaktivasi catalase dan untuk memastikan 

lignin tersebut benar-benar telah terpisah dari biomas. 15 

Untuk mengoptimalkan pengurangan kadar lignin, maka biomas 

yang telah diberi pra-perlakuan hydrogen-proksida, diberi pra-

perlakuan lanjut Aqueous Ammonia. Aqueous Ammonia digunakan karena 

ketersediaan bahan yang banyak dan dengan harga yang cukup 

terjangkau. Alasan utama pemilihan aqueous ammonia sebagai bahan 20 

baku praperlakuan adalah karena senyawa ini memiliki kemampuan 

yang cukup efektif untuk menghilangkan kandungan lignin yang 

terdapat dalam bahan baku non kayu atau bahan baku yang berasal 

dari limbah pertanian (Gupta dkk, 2008). Praperlakuan sekam padi 

menggunakan aqueous ammonia menghasilkan proses delignifikasi yang 25 

baik pada kondisi operasi yang relatif tinggi bahkan cenderung 

ekstrim (temperatur, konsentrasi, dan tekanan yang cukup tinggi) 

(Novia dkk, 2014). Berdasarkan gambar 3, Pra-perlakuan lanjut 

Aqueous Ammonia berlangsung pada reaktor tertutup pada suhu 100oC 

dengan konsentrasi Aqueous Ammonia 20%. Selama pra-perlakuan 30 

lanjut Aqueous Ammonia, reaktor sesekali diaduk dengan kecepatan 

150 rpm. Setelah itu masing-masing sampel hasil praperlakuan 

Aqueous Ammonia, dicuci dengan akuades. Selanjutnya fase padat 

dipisahkan dari fase liquidnya menggunakan filter vakum. Pemisahan 

ini dilakukan agar lignin yang telah diberi pra-perlakuan Aqueous 35 

Ammonia terpisah dari padatan biomas. Setelah itu, biomas 
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dikeringkan dalam oven pada temperatur 105oC hingga berat konstan 

dengan kadar moisture (kelembaban) ±10 %. Proses pengeringan 

bertujuan untuk menghilangkan kandungan air yang ada dalam biomas. 

Merujuk pada gambar 4, biomas yang telah diberi perlakuan 

hidrogen peroksida-aqueous ammonia dimasukkan ke dalam reaktor, 5 

lalu ditambahkan larutan media yang terdiri atas: ekstrak yeast 5 

g/L, (NH4)2SO4 7,5g/L, K2HPO4 3,5 g/L, MgSO4·7H2O 0,75 g/L, dan 

CaCl2·2H2O 1 g/L. Perbandingan campuran larutan media dengan 

biomasa adalah 1 : 10 (berat/volume) dan mengatur pH ± 5. Kemudian 

larutan disterilkan dalam reaktor pada temperatur 121 oC selama 60 10 

menit (Li et al, 2009, Bioresource Technology 100, pp.3245-3251). 

Setelah itu, bubur biomas dibiarkan dingin dan selanjutnya 

ditambahkan enzim selulase dari Aspergilus Niger dengan kosentrasi 

10% total fraksi enzim (10% artinya 10 mL enzim per 100 gram 

biomassa kering). Reaksi hidrolisis enzimatik berlangsung di dalam 15 

reaktor tertutup pada suhu 50oC selama 24 jam dengan kecepatan 200 

rpm. Biomas selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada temperatur 

300C. Kadar glukosa yang dihasilkan dianalisa dengan metode DNS. 

Merujuk pada gambar 5, setelah biomas dihidrolisis secara 

enzimatik, selanjutnya difermentasi di dalam reaktor tertutup 20 

berpengaduk waktu 5 hari, dengan konsentrasi ragi/yeast 

Saccharomyces cereviseae yang digunakan 10% (volume/berat). 

Konsentrasi ragi 10% yaitu penambahan ragi dengan 10% total fraksi 

ragi (5 ml ragi per 50 gram biomas kering).  

Selanjutnya larutan dipisahkan dari residu dengan alat 25 

centrifuge sehingga diperoleh cairan alkohol dan air. Cairan hasil 

fermentasi lalu dimasukkan ke dalam alat destilasi (9). Temperatur 

pemanas dijaga pada temperatur 80oC. Proses destilasi dilakukan 

selama 1,5 – 2 jam sampai etanol tidak menetes lagi. Destilat 

etanol yang dihasilkan ditimbang dan dianalisa kadar etanolnya. 30 

Etanol yang dihasilkan berkisar antara 1,16 – 9,89 % 

(volume/volume). 

 

Contoh percobaan 

Dari percobaan yang dilakukan dengan variasi konsentrasi 35 

larutan hidrogen peroksida dan waktu, biomas yang telah 
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diperlakukan dengan perlakuan variasi konsentrasi larutan hidrogen 

peroksida dan waktu diperoleh komposisi biomas sebelum diberi pra-

perlakuan adalah Selulosa (48,40%); Hemiselulosa (2,25%); Lignin 

(39,99%); HWS (1,13%) dan Abu (8,23%). Komposisi biomas sebelum 

dan setelah diberi perlakuan hidrogen peroksida-aqueous ammonia 5 

dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Kadar lignin setelah 

diberi perlakuan Hidrogen Peroksida-Aqueous Ammonia 

Jenis 

Perlakuan 

Waktu 

(jam) 

Konsen

trasi 

H2O2 

(%) 

Hasil Analisa Komposisi Sekam 

Padi 

 
 

%HWS 
%Hemise

lulosa 

%Selulo

sa 
%Lignin %Abu 

Sebelum 

Praperlakuan 

  1,13 2,25 48,4 39,99 8,23 

        

Setelah 

Praperlakuan 

Hidrogen 

Peroksida-

Aqueous 

Ammonia  

6  1 0,24 5,16 54,23 27,75 14,23 

 2 2,54 13,85 41,28 25,69 14,58 

 3 1,60  3,96 63,84 17,10 13,5 

 4 0,39 22,50 49,21 18,23 9,67 

 5 0,15 13,42 51,16 26,14 9,58 

24 1 0,71 11,78 48,45 27,91 13,75 

 2 1,56  0,12 56,40 23,31 14,01 

 3 6,84 13,42 36,97 18,97 12,80 

 4 2,76 14,91 44,00 25,26 13,07 

 5 0,20 17,00 45,11 25,31 14,38 

48 1 3,64 8,610 48,45 20,61 11,08 

 2 1,62 10,85 56,40 19,31 10,52 

 3 0,37 9,13 58,43 18,47 13,60 

 4 0,57 14,27 50,93 22,66 11,57 

 5 0,98 14,82 52,98 28,22 11,91 

 

Pada Tabel 1 di atas dapat dijelaskan bahwa setelah diberi 10 

pra-perlakuan Hidrogen Peroksida-Aqueous Ammonia, kadar selulosa 

naik berkisar antara 48,45 % - 63,84 %; kadar Hemiselulosa naik 

berkisar antara 3,96 % - 22,5 %; kadar lignin turun berkisar antara 

17,10 % – 28,22 %; kadar HWS berkisar antara 0,15 % - 6,84 %; dan 
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kadar abu naik berkisar antara 9,58 % - 14,58 %. Dari Tabel dapat 

disimpulkan bahwa bahwa semakin besar konsentrasi Dari Tabel 1 

dapat disimpulkan bahwa kadar lignin terendah sebesar 17,10% 

diperoleh saat konsentrasi H2O2 3% dan waktu praperlakuan 6 jam.  

Komposisi lignin yang diperoleh pada setiap variasi waktu dan 5 

variasi konsentrasi hidrogen peroksida menunjukkan hubungan yang 

cukup signifikan terhadap komposisi biomas. Semakin besar 

konsentrasi hidrogen peroksida yang digunakan dan semakin lama 

waktu praperlakuan, maka kadar lignin yang terkandung pada sampel 

cenderung mengalami penurunan. Penurunan ini disebabkan oleh 10 

semakin banyak jumlah lignin yang terdegradasi seiring dengan 

bertambahnya konsentrasi hidrogen peroksida dan semakin lama waktu 

praperlakuan. Hal ini disebabkan oleh karena kontak antara biomas 

dan larutan semakin besar.  

Parameter persentase selulosa menunjukkan kadar selulosa yang 15 

terdapat didalam sampel. Hasil yang didapatkan menunjukkan kadar 

selulosa yang cukup tinggi daripada komposisi lainnya. Kadar 

selulosa tertinggi ditunjukkan oleh sampel dengan konsentrasi H2O2 

3% dan waktu perendaman 6 jam yaitu sebesar 63,84%. Sementara kadar 

selulosa terendah diperoleh pada saat konsentrasi H2O2 3% dan waktu 20 

perendaman 24 jam yaitu sebesar 36,97%. Kadar selulosa cenderung 

meningkat pada waktu perendaman 6 dan 48 jam. Namun kadar selulosa 

mengalami penurunan pada variasi waktu perendaman 24 jam.  

 Parameter persentase hemiselulosa menunjukkan kadar 

hemiselulosa yang terdapat pada sekam padi. Hasil yang didapatkan 25 

menunjukkan bahwa semakin besar konsetrasi hidrogen peroksida, 

kadar hemiselulosa yang diperoleh cenderung meningkat disetiap 

variasi waktu praperlakuan. Kandungan hemiselulosa tertinggi yaitu 

sebesar 22,5 % dihasilkan pada saat konsentrasi H2O2 4% dan waktu 

perendaman 6 jam. 30 

Parameter Persentase Hot Water Soluble (HWS) menunjukkan 

kadar senyawa oligosakarida dan pektin didalam substrat (Datta, 

1981) yang berguna sebagai senyawa penyusun dinding sel tumbuhan. 

Persentase HWS pada sekam padi yang telah dilakukan praperlakuan 

menunjukkan kecendrungan peningkatan pada sampel perendaman 24 35 

jam, sedangkan menunjukkan kecendrungan penurunan pada sampel 
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perendaman 6 dan 48 jam. Persentase HWS tertinggi ditunjukkan oleh 

konsentrasi H2O2 3% dan waktu perendaman 24 jam yaitu sebesar 6,84% 

dan terendah ditunjukkan oleh konsentrasi H2O2 5% dan waktu 

perendaman 6 jam yaitu sebesar 0,15%. Komposisi HWS yang didapatkan 

ini tidak menunjukkan hubungan yang signifikan dengan variasi 5 

konsentrasi hidrogen peroksida maupun dengan variasi waktu 

perendaman. 

Tahap pengolahan selanjutnya yang dilakukan setelah 

praperlakuan adalah proses hidrolisis enzimatik dengan tujuan 

untuk mengubah selulosa menjadi glukosa. Rantai selulosa 10 

selanjutnya dipecah menjadi glukosa dengan bantuan katalis. 

Penelitian ini memanfaatkan katalis biologis berupa enzim selulase 

yang diperoleh dari metabolisme kapang Aspergillus Niger. Glukosa 

yang diperoleh dari proses hidrolisis enzimatik ini, dianalisa 

dengan metode analisa DNS menggunakan alat spekrofotometri UV-VIS. 15 

Kadar glukosa yang diperoleh ditunjukkan pada Tabel 2 di bawah. 

Tabel 2. Kadar Glukosa setelah 

proses Hidrolisis Enzimatik 

 

Waktu (jam) Konsentrasi 

H2O2 (%) 

Kadar Glukosa 

(mg/ml) 

6 
1 

15,4671 

 2 
12,5643 

 3 
15,5062 

 4 
11,4031 

 5 
11,6053 

24 1 
15,1018 

 2 15,0561 

 3 15,2127 

 4 15,3040 

 5 15,1866 

48 1 10,7247 

 2 15,2779 

 3 15,3692 

 4 15,4083 



15 

 5 14,9583 

 

 

Tabel 2 dapat disimpulkan bahwa bahwa konsentrasi yang 

menghasilkan jumlah glukosa optimal di setiap variasi waktu 

praperlakuan adalah konsentrasi H2O2 3% pada waktu perendaman 6 jam 5 

yaitu sebesar 15,5062 mg/ml. Hasil uji analisa menunjukkan glukosa 

yang dihasilkan cenderung meningkat pada variasi waktu 

praperlakuan 24 dan 48 jam, sedangkan pada variasi waktu perendaman 

selama 6 jam cenderung menurun. 

Proses fermentasi menggunakan mikroorganisme berupa 10 

saccharomyces cereviciae, dilakukan selama waktu 5 hari. 

Fermentasi memiliki tujuan untuk mengubah glukosa menjadi etanol. 

Etanol yang diperoleh dari hasil fermentasi, selanjutnya 

dimurnikan dengan destilasi untuk memperoleh kadar etanol yang 

lebih pekat. Etanol dari proses destilasi dianalisa menggunakan 15 

metode densitas.  

Melalui fermentasi di atas, etanol yang dihasilkan masih 

perlu dimurnikan lebih lanjut dengan proses pemurnian yang 

tersedia. Pada invensi ini, pemurnian dilakukan dengan cara 

distilasi. Setelah dilakukan distilasi diperoleh hasil sebagaimana 20 

yang dapat dilihat pada Tabel 3. 

Tabel 3 dapat disimpulkan bahwa kadar etanol dari hasil 

praperlakuan 24 dan 48 jam cenderung meningkat, sedangkan pada 

praperlakuan selama 6 jam kadar etanol cenderung menurun. Kadar 

etanol tertinggi diperoleh pada konsentrasi H2O2 3% dan waktu 25 

praperlakuan 24 jam yaitu 9,89%  dan yang terendah yaitu 

konsentrasi H2O2 4% dan waktu praperlakuan 48 jam yaitu sebesar 

4,44%. Konsentrasi H2O2 3% dan waktu praperlakuan 24 jam 

menghasilkan etanol tertinggi dikarenakan konsentrasi H2O2 3% dan 

waktu praperlakuan 24 jam memiliki jumlah glukosa tertinggi 30 

sehingga etanol yang dihasilkan lebih banyak.  

Tabel 3. Kadar etanol hasil distilasi 

Waktu (jam) Konsentrasi 

H2O2 (%) 
Kadar Etanol(%) 

6 
1 

5,23 
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 2 
5,20 

 3 
5,59 

 4 
4,68 

 5 
4,85 

24 1 
4,79 

 2 4,71 

 3 9,89 

 4 4,75 

 5 4,89 

48 1 4,67 

 2 4,74 

 3 4,80 

 4 4,44 

 5 5,02 

 

 

Klaim 

 

1. Proses pembuatan bioetanol dari biomas lignoselulosa meliputi 5 

langkah-langkah: 

a. Menyiapkan biomas lignoselulosa dengan tahapan sebagai 

berikut: 

a.1. Mengeringkan biomas dengan menggunakan panas matahari 

selama 1 hari,  10 

a.2. Memperkecil ukuran biomas lignoselulosa menggunakan 

grinder yang dilanjutkan dengan pengayakan hingga 

diperoleh ukuran biomas antara 0,425 mm dan 0,850 mm, 

a.3. Memasukkan 100 gr biomas dari tahap a.2 kedalam 

erlenmeyer berukuran 1000 ml,  15 

a.4. Melakukan pra-perlakuan biomas dari tahap a.3. dengan 

menambahkan 250 ml hidrogen peroksida yang telah 

diataur pHnya menjadi 11,5 dengan menggunakan 2M 

NaOH. Praperlakuan dilakukan di dalam reaktor 

tertutup pada suhu 85oC dengan variasi konsentrasi 20 



17 

larutan hidrogen peroksida yang digunakan adalah 1-

5% (v/v) dan variasi waktu selama 6-48 jam. 

a.5. Meletakkan slurry yang dihasilkan dari tahap a.4. 

diatas rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm,  

a.6. Memisahkan slurry menggunakan filter vakum, menimbang 5 

fase padat dan mengukur volume fase liquidnya, 

a.7. Mencuci masing-masing padatan hasil praperlakuan pada 

tahap a.6 dengan akuades, 

a.8. Memanaskan sampel padat pada tahap a.7. dengan 

menggunakan suhu 90 oC selama 15 menit untuk 10 

inaktivasi catalase. 

a.9. Menganalisa kadar selulosa, hemiseslulosa dan lignin. 

b. Memberikan praperlakuan Aqueous Ammonia pada biomas yang 

telah diberi praperlakuan hydrogen-proksida melalui tahapan 

sebagai berikut: 15 

b.1. Memberikan praperlakuan Aqueous Ammonia dengan 

konsentrasi 20% pada suhu 100oC,  

b.2. Meletakkan slurry yang dihasilkan dari tahap b.1. 

diatas rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm, 

b.3. Memisahkan slurry dari fase liquidnya menggunakan 20 

filter vakum,  

b.4. Mencuci masing-masing padatan hasil praperlakuan pada 

tahap b.3 dengan akuades, 

b.5. Mengeringkan biomas dalam oven pada temperatur 105oC 

hingga berat konstan dengan kadar moisture 25 

(kelembaban) ±10 %,  

b.6. Menganalisa kadar selulosa, hemiselulosa dan lignin 

dengan metode Chesson. 

c. Melakukan proses hidrolisis enzimatik 

c.1. Memasukkan biomas sebanyak 50 gr yang telah 30 

dipretreatment sebelumnya (tahap a dan b) ke dalam 

erlenmeyer 1000 ml, 

c.2. Menambahkan larutan media (terdiri atas: ekstrak 

yeast  5 g/L; (NH4)2SO4 7,5g/L;  K2HPO4 3, 5 g/L;  

MgSO4.7H2O 0,75 g/L dan CaCl2.2H2O 1 g/L) dengan 35 

perbandingan 1 : 10 (b/v) dan mengatur pH ± 5, 



18 

c.3. Mensterilkan larutan pada tahap c.2 dalam autoclave 

dengan suhu 121 oC selama 60 menit, 

c.4. Membiarkan bubur biomas menjadi dingin, 

c.5. Menambahkan enzim selulase dengan konsentrasi 10% 

total fraksi enzim (10% artinya 10 mL enzim per 100 5 

gram biomassa kering),  

c.6. Menutup erlenmeyer secara rapat menggunakan gabus, 

c.7. Meletakkan Erlenmeyer di dalam waterbath pada suhu 

50oC,  

c.8. Mengaduk slurry pada tahap c.7 menggunakan pengaduk 10 

magnetik dengan kecepatan 200 rpm,  

c.9. Setelah tahap d.8 berlangsung 24 jam, suhu 

diturunkan menjadi 30oC, 

c.10. Menganalisa kadar glukosa yang dihasilkan pada 

setiap sampel dengan metode DNS. 15 

d. Melakukan proses fermentasi 

d.1. Menyiapkan YPD-medium yang terdiri dari 10 gram 

ekstrak yeast, 20 gram pepton dan 20 gram glukosa, 

d.2. Menginokulasi Sacharomicess cerevisiae dengan satu 

loopfull yeast didalam 500 mL botol shake-flasks 20 

dengan 150 mL YPD-medium, 

d.3. Menempatkan bahan pada tahap d.2 pada infors HT 

Ecotron Rotary Shaker pada suhu 32 oC selama 24 jam, 

d.4. Mensterilkan alat-alat yang akan digunakan pada 

proses fermentasi dalam autoclave pada suhu 120 oC 25 

selama 20 menit dan didinginkan, 

d.5. Melakukan fermentasi didalam Erlenmeyer selama waktu 

5 hari, menggunakan ragi Saccharomyces cereviseae 

pada tahap d.3 dengan konsentrasi 10%. Konsentrasi 

ragi 10% yaitu penambahan ragi dengan 10% total 30 

fraksi ragi (5 ml ragi per 50 gram biomas kering), 

d.6. Menutup Erlenmeyer pada tahap d.5 dengan karet 

penyumbat yang dilengkapi dengan dua cabang, satu 

untuk sampling dan satunya lagi untuk membuang CO2, 
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d.7. Meletakkan larutan fermentasi pada tahap d.6 diatas  

rotary shaker 120 rpm selama waktu fermentasi yang 

telah ditentukan, 

d.8. Memisahkan larutan dari residu dengan alat 

centrifuge sehingga diperoleh cairan alkohol + air. 5 

e. Melakukan Purifikasi (Destilasi) 

e.1. Memasukkan cairan hasil fermentasi kedalam labu 

destilasi. Temperatur pemanas dijaga pada suhu 80 

oC, 

e.2. Melakukan proses destilasi selama 1,5 – 2 jam sampai 10 

bioetanol tidak ada yang menetes lagi, 

e.3. Menganalisa kadar bioetanol yang dihasilkan pada 

tahap e.2. 

2. Bioetanol yang diproduksi melalui proses sebagaimana yang 

diuraikan dalam klaim 1. 15 
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Abstrak 

 

PROSES PEMBUATAN BIOETANOL DARI BIOMAS LIGNOSELULOSA 

 

Invensi ini berhubungan dengan proses pembuatan bioetanol 5 

dari biomas lignoselulosa dengan pra-perlakuan hidrogen peroksida-

aqueous ammonia. Lebih khusus lagi invensi ini menggunakan 

kombinasi perlakuan awal hidrogen peroksida dan aqueous ammonia 

untuk menghilangkan kandungan lignin yang ada pada biomas dan 

dilanjutkan dengan proses Hidrolisis Enzimatik dan Fermentasi 10 

(SHF). 

 Metode pembuatan bioetanol dari biomas lignoselulosa 

meliputi langkah-langkah: Melakukan praperlakuan biomas 

lignoselulosa dengan larutan hidrogen peroksida untuk mendegradasi 

lignin yang terkandung dalam biomas lignoselulosa. Variasi larutan 15 

hidrogen peroksida yang digunakan antara 1-5% (v/v) dan variasi 

waktu praperlakuan yang digunakan antara 6-48 jam. Rasio 

perbandingan biomas dan larutan hidrogen peroksida yang digunakan 

adalah 1:10 (berat/volume), temperatur reaksi 85oC dan kecepatan 

150 rpm. Kemudian melakukan pretreatment lanjutan menggunakan 20 

Aqueous Ammonia konsentrasi 20% di dalam reaktor pada suhu 50oC 

dan kecepatan 200 rpm. Setelah itu melakukan proses Hidrolisis 

Enzimatik. Hidrolisis enzimatik berlangsung 24 jam menggunakan 

enzim selulase dari Aspergilus Niger dengan kosentrasi 10% total 

fraksi enzim. Setelah itu dilanjutkan dengan Fermentasi di dalam 25 

reaktor tertutup berpengaduk selama waktu 5 hari, dengan 

konsentrasi ragi/yeast Saccharomyces cereviseae yang digunakan 10% 

(volume/berat). Selanjutnya produk bioetanol dipisahkan dari 

kandungan air dengan proses distilasi pada temperatur 80oC. 

Bioetanol yang dihasilkan berkisar antara 1,16 – 9,89 % 30 

volume/volume). 
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Gambar 1. Diagram Alir Persiapan Bahan Baku 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

 

 

 

 

Gambar 2. Diagram Pra-perlakuan Sekam Padi dengan Hidrogen 30 

Peroksida 
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Gambar 3. Diagram Pra-perlakuan Sekam Padi dengan Aqueous 

Ammonia 
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Gambar 4. Diagram Alir Hidrolisis Enzimatik 25 
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Gambar 5. Diagram Alir Fermentasi 
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Gambar 6. Diagram Alir Destilasi 30 
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Abstract. Fuel oil is one of the most crucial daily necessities. An alternative fuel that can be used to replace fuel oil is
bioethanol. Rice husks contain cellulose and hemicellulose which can be processed into bioethanol. The purposes of this
study were to determine the effect of hydrogen peroxide on the composition of rice husks (lignin, cellulose, hemicellulose),
glucose levels, and bioethanol levels. The concentration of hydrogen peroxide used is 1, 2, 3, 4.5% (v/v) with a time
variation of 6, 24, and 48 h. Pretreated rice husks were continued to enzymatically hydrolysis and fermentation. The highest
cellulose content at each pre-treatment time is 23.78%, 33.69%, and 21.52. The lowest lignin content (6.21%) was produced
at H2O2 3% for 24 h of pretreatment time. The results show that the increasing amount of hydrogen peroxide (1-3%) caused
a decrease in lignin levels for each pretreatment time. The lowest lignin was obtained of about 6.21% at hydrogen peroxide
3% for 24 h pretreatment time. Glucose levels increased with hydrogen peroxide concentration (1-3%) for each
pretreatment time. The highest glucose (9.678 mg/ml) was obtained at hydrogen peroxide 3% for 24 h pretreatment time.
Optimum ethanol content was obtained of about 9.883% at a hydrogen peroxide concentration of 3% for 24 h pretreatment
time.

INTRODUCTION

Fuel oil is one of the needs that are very important to meet daily life. The large demand for fuel results in reduced
petroleum supplies. Meanwhile, the use of fuel oil is faster than the process of its formation. The use of fossil fuels
also contributes to CO2 emissions that cause an increase in global warming and climate change. Therefore, Indonesia
should immediately replace the use of fossil energy with renewable energy that is much cleaner and environmentally
friendly. One alternative fuel that can be used is the utilization of the cellulose content in rice husks into bioethanol.
Rice husk is one of the rice-producing agricultural waste. The abundant numbers of rice husks have the potential to
be processed into something more valuable such as bioethanol. Rice husks are rice plants that have been taken their
fruit (grain) so that the remaining stems and leaves are agricultural waste. Meanwhile, Indonesia has rice harvest area
of 10,677 887,15 ha with rice production reaching 54,604,033,34 tons / year [1]. The rice milling process produces
20% of rice husks that means that every year there are 11 million tons of rice husks. The major components of rice
husk are cellulose, hemicellulose, and lignin. The conversion of rice husk's cellulose and hemicellulose into
fermentable sugar is a technological and financial concern.

The main purpose of pretreatment is to remove lignin and make cellulose more accessible to enzymes at the time
of hydrolysis. Pretreatment is one of the stages of an expensive process [2]. Hydrolysis without pretreatment yields
<20%, while yields after pretreatment >90% [3]. In recent years many pretreatment methods have been tested on a
variety of conditions [4], [5], but development research is still needed to improve efficiency, reduce costs and meet
environmental requirements. Pretreatment biologically uses microorganisms that can degrade lignocellulose
components into amorphous forms [6].  Biological pretreatment was chosen because it is more environmentally



friendly but less suitable for large-scale industries. Chemical pretreatment is best applied to commercial-scale
industrial applications. Chemical compounds can degrade biomass walls and complex carbohydrate chains through a
direct chemical reaction, so they don't require too much energy. However, this pretreatment can cause corrosion in the
equipment and takes a long time [7].

Alkaline and alkaline peroxide methods with low operating conditions have shown high effectiveness in
agricultural waste residues [8]. This method can eliminate lignin and various types of uranic acid substitution in
hemicellulose [9]. The advantage of this method is its abundant availability and being ready for use, environmentally
friendly for low concentration. This method operates at low temperatures and atmospheric pressures, requiring no
expensive reactors designed specifically. Operating costs are lower than using organic solvents. The drawback is that
the cost of reagents is more expensive and the pretreatment time is longer if using hemorrhoid conditions [10].

The addition of oxidant agents such as hydrogen peroxide to alkaline pretreatment can improve the performance
of lignin removal [2], [8]. Oxidative action of H2O2 radicals contributes to the process of depolymerization of lignin
by attacking the side chains of lignin and breaking down lignin macrostructures into low molecular weight compounds
[11]. The addition of H2O2 as an oxidizing agent in agricultural waste produces a higher percentage of sugar than
unpretreated waste. But to optimize pretreatment conditions, the possibility of sugar loss and the production of
inhibitory substances should be considered [8]. The addition of oxidant agents such as hydrogen peroxide to alkaline
pretreatment can improve performance through the removal of lignin [8], [12]. By adjusting the pH of the solution
with hydroxyl ion, radical species and molecular oxygen are created as part of hydrogen peroxide breakdown, which
selectively interacts with lignin in many reaction processes, resulting in a complex overall oxidation reaction process
and high delignification [13]. The use of H2O2 as a pretreatment for lignocellulosic material has been proven to be
effective [14]–[17], because it produces high glucose yields and may be done at a reasonable temperature and pressure
without causing damage.

The previous study [18] used hydrogen peroxide (4.3 vol%) to delignify cashew apple bagasse for 6 h at 35 °C, it
induced lignin solubilization of up to 92.44.  While the hydrogen peroxide content was raised from 0.645 to 4.3 vol%
with solid concentration (10%) and parameters (24 h, 35 °C, pH 11.5), the rate of delignification increased dramatically
from 16.5 to 80.2%. H2O2 is a colorless liquid, has a density greater than water, and can mix with water in a variety
of compositions. H2O2 has very weak acidic properties and a very high oxidizing ability. The optimum temperature of
H2O2 is 80o-85oC. If the temperature is less than 80oC then the hydrolysis process will run slowly, while if more than
85oC the process results are not perfect. H2O2 is very effectively used as an accumulative material because it can
release oxygen effectively and when heated easily decompose. The oxygen formed from this reaction has a role as an
oxidizer to whiten the material. According to previous researchers [19], the content of metal ions such as Fe, Cu, and
Mn can accelerate the decomposition reaction of H2O2. This explains that the content of Fe, Cu, and Mn causes the
bleaching process to be ineffective.

Oxidative action of H2O2 radicals contributes to the process of depolymerization of lignin by attacking the side
chains of lignin and breaking down lignin macrostructures into low molecular weight compounds [20]. For effective
peroxide applications, pH is one of the important actors [21]. Pretreatment with hydrogen peroxide has been applied
to various types of lignocellulosic biomass raw materials including cashew apple [18], [22], sugar cane bagasse [23],
cotton stalks [24], corn cobs [25], corn stover [26], cotton stalks [27], bamboo [28], sisal waste [29], wheat straw [30].
According to previous researchers [31], pretreatment with hydrogen peroxide has the advantage of leaving no residual
residue in biomass because it can be degraded in oxygen and water.

Hydrolysis is a process of decomposing compounds carried out by water. Hydrolysis aims to break lignin bonds,
remove lignin and hemicellulose content and damage the crystal structure of cellulose and will eliminate the porosity
of raw materials [32]. Damage to the crystal structure of cellulose will cause the easy breakage of cellulose into
glucose. Hemicellulose will also break down into simple sugar compounds such as glucose, galactose, mannose,
hexose, pentose, xylose, and arabinose. These simple sugar compounds then go to the fermentation process by
microorganisms [20].

The rate of reaction has a relation to the temperature of hydrolysis. The higher the temperature of hydrolysis, the
faster the hydrolysis. This is due to the constant rate of the reaction increasing due to the high operating temperature
and the addition of the reaction time. The high temperature will further enlarge the conversion achieved to its optimum
point. Cellulose can be hydrolyzed into glucose through the activity of complex enzymes called cellulase enzymes,
which are produced by organisms that can degrade cellulose. Hemicellulose bonds are heterogeneous biopolymers
whose breakdown requires some hydraulic enzyme activity. The advantage of enzymatic hydrolysis is that it does not
corrode and uses low and non-toxic energy. Hydrolysis using the cellulase enzyme is usually done in temperatures
that are not too high and pH in the range of 4.5-5.5 [33].



The process of enzymatic hydrolysis using cellulase enzymes or other enzymes can break down cellulose into its
monomers. When compared to acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis has several advantages, including no sugar
degradation resulting from hydrolysis, lower process conditions (pH of about 4.70-4.80 and temperatures of 45–50
°C), no side reactions, more environmentally friendly, and does not involve corrosive materials [34]. Some
disadvantages of enzymatic hydrolysis include taking longer, and enzyme work inhibited by the product. Enzymes
cannot penetrate the lignin that binds to cellulose and hemicelluloses. Therefore, before enzymatic hydrolysis,
lignocellulose waste must undergo the process of removing lignin or commonly called delignification. Another
disadvantage of enzymatic hydrolysis is the relatively expensive price compared to acids [35].

The purpose of this study is to confirm the efficacy and practicality of the hydrogen peroxide pretreatment
technique as a rice husk biomass pretreatment method for bioethanol production. The effects of hydrogen peroxide
catalysis on delignification, glucose content, and ethanol were investigated.

RESEARCH METHODS

Rice husks were obtained from Pemulutan village, Ogan Ilir, South Sumatera, Indonesia. They were dried for 1
day in sunlight and then reduced in size to 35 mesh.

Pretreatment of Raw Materials

100 g of rice husks are inserted into a 1000 mL Erlenmeyer, then added 250 mL of hydrogen peroxide that has
been adjusted pH to 11.5 using 2M NaOH. The concentration of hydrogen peroxide used is 1, 2, 3, 4.5% (v/v) with a
time variation of 6, 24, and 48 h. Erlenmeyer is placed on a rotary shaker with a speed of 150 RPMs. Then, the slurry
was separated using a vacuum filter, the solid phase is weighed and the liquid phase is measured volume. Pretreated
solid samples were heated at a temperature of 90 oC for 15 min. Unpretreated and pretreated rice husk were analyzed
with the Chesson method [36].

Enzymatic Hydrolysis

50 g pretreated rice husk, put into Erlenmeyer 1000 ml and then added a media solution (consisting of yeast extract,
(NH4)2SO4, K2HPO4, MgSO4.7H2O, and CaCl2.2H2O) with a ratio of 1: 10 (b/v) and set the pH ± 5. Then they were
sterilized in an autoclave with a temperature of 121 oC for 60 min. Once autoclave, rice husk porridge was allowed to
cool and then added crude enzymes (from Aspergillus Niger) with a 10% concentrate variation in the total enzyme
fraction (10%)/ In addition, Erlenmeyer was tightly closed using cork.  Erlenmeyer was placed in a water bath at a
temperature variation of 50oC and stirred using a magnetic stirrer with a speed of 200 RPMs. After 24 h, the
temperature was lowered to 30oC. The glucose levels produced in each sample were determined by the DNS method.

Fermentation

Prepare a medium YPD consisting of 10 g of yeast extract, 20 g of peptone, and 20 g of glucose. Saccharomyces
Cerevisiae was inoculated with one loop full yeast in a 500 mL shake-flask bottle with 150 mL of medium YPD and
placed on the HT Ecotron Rotary Shaker at 32 oC for 24 h. The tools to be used in the fermentation process were
sterilized in an autoclave at 120 oC for 20 min and cooled. The fermentation time was 5 days, while the treatment of
Saccharomyces Cerevisiae yeast concentration is 10%. Erlenmeyer is covered with rubber clogging equipped with
two branches, one for sampling and the other for removing CO2. Then placed on a 120 RPMs rotary shaker during a
predetermined fermentation time. Then the solution was separated from the residue with a centrifuge tool so that the
liquid alcohol water was obtained.



Purification (Distillation)

The liquid resulting from fermentation is then put into the distillation gourd. The heating temperature is maintained at
80 oC. The distillation process was carried out for 1.5 - 2 h until the bioethanol does not drip anymore. The resulting
bioethanol is weighed and analyzed with the density method.

RESULTS AND DISCUSSION

Pretreatment consists of one stage that uses a base in the form of hydrogen peroxide. Hydrogen Peroxide is a
chemical compound in the form of a colorless liquid that is easily obtained. The operating temperature and
concentration used are relatively low so it is safe and does not have the potential to cause harm. Previously, Hydrogen
Peroxide concentrations were 50% diluted to 1, 2, 3, 4, and 5% v/v. The purpose of this pretreatment is to break down
lignin and break the cellulose and hemicellulose bonds in lignin.

Effect of Hydrogen Peroxide Pretreatment on Rice Husk Composition

Pretreatment consists of one stage that uses a base in the form of hydrogen peroxide. Hydrogen Peroxide is a
chemical compound in the form of a colorless liquid that is easily obtained. The operating temperature and
concentration used are relatively low so it is safe and does not have the potential to cause harm. Previously, Hydrogen
Peroxide concentrations were 50% diluted to 1, 2, 3, 4, and 5% (v/v). The purpose of this pretreatment is to break
down lignin and break the cellulose and hemicellulose bonds in lignin to enhance further enzymatic hydrolysis.

Pre-treatment start by smoothing the rice husk using a grinding mill and was shaken with a 40-mesh screener. It
aims to maximize the immersion process with hydrogen peroxide to break down lignin. After that rice husks were
soaked with hydrogen peroxide at concentration variations of 1, 2, 3, 4, and 5% v/v) and time variations of 6, 24, and
48 h. The black liquid was formed after pretreatment, this is caused by lignin dissolved in the liquid which is commonly
called black liquor [37]. Black liquor is presented in fig.

FIGURE 1. Black Liquor Formed After Pre-treatment

The composition of rice husk content before and after pre-treatment is further analyzed using the Chesson Method.
The Chesson method is sequential fractionation in which each stage is performed to obtain the compositional fractions
of the substrate [36]. The results of the analysis are shown in Fig. 2, Fig. 3, and Fig. 4.



FIGURE 2. Effect of hydrogen peroxide concentration on the rice husks composition for 6 h of immersion time

FIGURE 3. Effect of hydrogen peroxide concentration on the rice husks composition for 24 h of immersion time
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FIGURE 4. Effect of hydrogen peroxide concentration on the rice husks composition for 48 h of immersion time

The lignin content of unpretreated rice husk was 34%. Fig. 2 shows that at immersion time of 6 h, lignin levels
decreased after being treated with hydrogen peroxide to about 8-10%. It is due to H2O2 dissociated into hydrogen ions
and hydroperoxyl anions. Then the hydroperoxyl anion will react with the remaining H2O2, then become a radical
hydroxyl that attacks the lignin structure. The broken lignin will dissolve in solution H2O2. The percentage decrease
in lignin is 24-26%. Fig. 3 described that for immersion time of 24 h, the increasing concentration of H2O2 (1-3% v/v)
then lignin levels decreased to 6% to 9%. But this is not the case with the addition of H2O2 concentration (4-5% v/v).
The increase in lignin was most likely caused by carbohydrate loss, mostly from hemicellulose breakdown during
hydrogen peroxide pretreatment [24]. As shown in Fig. 3 that the lowest lignin was about 6.21% at H2O2 3% (v/v) for
24 h of immersion time. On the other hand, the highest was lignin was about 23.6% at H2O2 4% for 24 h of immersion
time. While Fig. 4 shows that the percentage of lignin decreased with the increasing H2O2 concentration to 3%, and
then increased in H2O2 concentration of 4 and 5%.

The cellulose composition of each sample decreased after the pre-treatment of hydrogen peroxide. The cellulose
content in rice husks before pre-treatment was 34%. The highest cellulose content was  23.78%, 33.69%, and 21.52%
at each pre-treatment time respectively. The optimal immersion time is 24 h. The amount of cellulose after pre-
treatment increased (the quality of the substrate itself) because the amount of cellulose has an effect when processed
into glucose during hydrolysis [6]. Cellulose is degraded to glucose, then dissolves in the rest of the pre-treatment
solution in the form of black liquor.

The composition of hemicellulose in each sample showed no association between the percentage with the
concentration of hydrogen peroxide or the immersion time. The highest hemicellulose content was obtained of about
9.28% at H2O2 5% for 24 h of immersion time. The lowest hemicellulose content was about 2.92% at H2O2 5% for 6
h of immersion time. The hydrogen peroxide pretreatment degraded lignin and hemicellulose, resulting in the de-
esterification of their cross-linkages [24]. The dissociation of hydroxide ions (OH) happened during pretreatment, and
the greater number of (OH) ions enhanced the hydrolysis rate, resulting in more fermentable sugars.

The composition of Hot Water Soluble (HWS) in rice husks increased after immersion with hydrogen peroxide.
The highest Hot Water Soluble (HWS) composition was about 66.98% at H2O2 5% for 6 h of immersion time. The
lowest Hot Water Soluble (HWS) was 6%. This is due to the insoluble composition of Hot Water Soluble (HWS) in
pre-treatment of hydrogen peroxide so that it affects the composition of rice husks where the composition of Hot
Water Soluble (HWS) becomes more than any other composition. The content of Hot Water Soluble (HWS) according
to Chesson [36] in substrates is oligosaccharides and pectin. Both of these ingredients are constituents of the cell wall
and act as a cell defense against various types of diseases that attack plants [38].

The composition of ash in rice husks decreased from 17.6% to 7.46%. The ash from each sample that has been
furnaced is white. According to [39], the composition of rice husk ash is dominated by silica minerals, more precisely
silicon dioxide (SiO2) which causes white ash residues. An example of ash from a rice husk sample is shown in Fig.
5.
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FIGURE 5. Sample of Ash Results from the furnace

Effect of Hydrogen Peroxide Concentration on Glucose Levels Produced in Hydrolysis
Process

The result of hydrogen peroxide pre-treatment in the form of lowering lignin levels in subsequent samples was
hydrolyzed to manage cellulose which then becomes glucose. This stage of hydrolysis plays a role in breaking down
the cellulose chain into glucose with the help of a catalyst. The catalyst used can be either acidic, alkaline, or biological.
This research used biological catalysts in the form of cellulase enzymes derived from the metabolism of the fungus
Aspergillus Niger.

Hydrolysis using enzymes is considered safer in terms of operating conditions because it is not corrosive and toxic
to the environment. The operating conditions used in enzymatic hydrolysis take place at 50oC and pH 4.9-5. Enzymatic
hydrolysis in this study used an enzyme concentration of 10% (v/w) or as much as 5 mL in each sample. After going
through the hydrolysis process, the glucose levels in each sample were analyzed by DNS method using UV-VIS
spectrophotometry. The glucose levels for each immersion time are shown in Fig. 6.

FIGURE 6. Effect of Hydrogen Peroxide Concentrations on Glucose produced at various immersion time

It can be seen from Fig. 6 that the largest glucose level was obtained of 9,289 mg/mL at hydrogen peroxide 3%
for 24 h immersion time. The glucose levels increased with the increasing concentration of H2O2 (1-3%). The results
of this study are in line with the experiment of Diaz, et al [13] that the higher the concentration of Hydrogen Peroxide,
the greater the glucose produced but decreases when it reaches its saturation point. However, once 4-5 % H2O2 was
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added, the glucose dropped, indicating that the lignin removal rate had achieved "saturation," and the lignin
concentration in pretreated rice husk remained stable [16], [30]. The accessibility of cellulase to substrate increased
considerably after the lignin removal rate was raised, as did the concentration of glucose generated by enzymolysis
[40].

Effect of Hydrogen Peroxide Pretreatment on Ethanol Levels

Determining ethanol levels in each sample was done after passing the fermentation and distillation stage.
Microorganism used at the fermentation stage is Saccharomyces Cerevisiae 10%. Fermentation was carried out for 5
days. The fermentation process aims to decompose carbohydrates into ethanol and CO2 produced by yeast activity in
anaerobic conditions.  The distillation process aims to separate the media solution used in the fermentation process
from the ethanol that has been formed from the fermentation process. Ethanol concentration was determined by using
the Density Method. The Ethanol concentration for immersion times of 6 h, 12 h, and 48 h are shown in Fig. 7.

FIGURE 7. Effect of Hydrogen Peroxide Concentrations on Bioethanol Levels at various immersion time

The largest ethanol levels produced each immersion time were 4.50%, 9.88%, and  3,79%. The ethanol level of
9.88% is high enough for a single pretreatment type compared to the other combination pretreatments. The ethanol
yield was 15% in the research of [41], which utilized a combination of alkaline peroxide and steam pretreatment of
rape straw, and 14,07 percent in the previous study of [42], which used alkaline pre-extraction and hydrogen peroxide
pretreatment for the pretreatment of wheat straw.

(a) (b)
FIGURE 8. Liquid before distillation (a) and after distillation (b)
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After the distillation process, a change in the color of the liquid occurs which is first brownish to clear. This is due
to the separateness of colorless ethanol from the brownish-yellow media solution. This color change is shown in Fig.
8.

CONCLUSION

The increasing amount of hydrogen peroxide (1-3% v/v) caused a decrease in lignin levels for each pretreatment
time. The lowest lignin was obtained of about 6.21% at hydrogen peroxide 3% for 24 h pretreatment time. Glucose
levels increased with hydrogen peroxide concentration (1-3% v/v) for each immersion time. The highest glucose
(9.678 mg/ml) was obtained at hydrogen peroxide 3% for 24 h immersion time. Optimum ethanol content was obtained
of about 9.883% at a hydrogen peroxide concentration of 3% (v/v) for 24 h immersion time.
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Once you have recorded your presentation video, please share your google drive video link in 

the SICETO OJS at copyediting section.  

On the conference day, the link of remote video meeting sessions will be created based on the 

topic of your presentation. In each session, the session chair will be playing back your pre-

recorded presentation video according to the schedule (which will be provided a few days 

before the symposium). You need to be present in the session. After the video playback is 

finished, there will be a 3-minute Q&A session. This is the only interactive session between 

the presenter and other participants in the session. The process is repeated for every presenter. 

Note: We accept if you want uses another video editing system.  

SUMMARY 

Should you have any questions, please feel free to contact us at siceto@ft.unsri.ac.id or send 

us a WhatsApp message at +62823 7865 0027 and or phone number +62831 9469 2231. 

 

Sincerely, 

SICETO 2021 TEAM 

Faculty of Engineering 

Universitas Sriwijaya, Indonesia. 
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