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Abstrak

Ketergantungan terhadap bahan bakar fosil ini menjadi masalah besar yang sangat mendesak untuk segera
diselesaikan. Salah satu langkah solusi yang bisa dilakukan adalah memanfatkan bioetanol lignoselulosa dari
limbah kulit singkong sebagai alternatif pengganti. Permasalahan utama yang menghambat penggunaan
kulit singkong sebagai bahan baku utama pembuatan bioetanol adalah belum adanya proses pretreatment
dan hidrolisa yang terbukti efektif secara teknis maupun ekonomis untuk mengkonversi lignoselulosa yang
terkandung dalam kulit singkong menjadi bentuk gula sederhana. Penelitian ini dilaksanakan untuk
mengetahui efektifitas proses pretreatment dan hidrolisa untuk mengkonversi lignoselulosa yang terkandung
dalam kulit singkong menjadi bentuk gula sederhana. Metode pretreatment asam (H,SO,) dan organosolv
(Etanol + CH3COONa) terbukti dapat meningkatkan yield gula tereduksi hingga 50% dibandingkan dengan
proses hidrolisa tanpa pretreatment. Yield hingga 78% dapat diperoleh pada proses pretreatment asam suhu
30°C, waktu 30 menit yang dilanjutkan dengan hidrolisa enzimatik dengan Aspergillus niger selama 48 jam.
Peningkatan yield pada proses pretreatment organosolv (optimum 74% pada suhu 30°C, waktu 90 menit)
masih dapat dilakukan dengan meningkatkan waktu operasi dan meningkatkan suhu operasi. Namun
peningkatan suhu maupun penambahan waktu operasi berpengaruh terhadap analisa teknis dan ekonomis
dari proses. Secara teknis, pretreatment organosolv lebih mudah dilakukan terutama pada proses dengan
kondisi operasi atmosferik dibandingkan dengan pretreatment asam karena sifat bahan kimia yang
digunakan dan penanganannya. Secara ekonomis, pretreatment asam lebih baik untuk diaplikasikan
dibandingkan pretreatment organosolv, hal ini dikarenakan yield yang dihasilkan lebih tinggi pada kondisi
proses atmosferik.

Kata kunci: H,SO,, hidrolisa enzimatis, kulit singkong, organosolv, pre-treatment asam
Abstract

Determination of Pretreatment Process for Utilizing Cassava Skin Waste as Bioethanol Raw Material
through Enzymatic Hydrolysis using Aspergillus spp.

Lignocellulose material derived from cassava peel can be utilized as raw material for bioethanol production. The
utilization of this material can be part of solution in order to maintain Indonesia’s energy security which still
majority covered by the fossil fuel. The main problem of lignocellulose conversion into bioethanol is their
crystalline structures those make them really difficult to be converted into monomeric sugar prior fermentation
to produce ethanol. The objective of this research is to find out the effectiveness of pre-treatment process prior
enzymatic hydrolysis of lignocellulose contained on cassava peel. The result shows pre-treatment methods both
acid (H,SO,4) and organosolv (Etanol + CH3;COONa) proved to be effective in order to increase the yield of total
reducing sugar (TRS) until 50% after enzymatic hydrolysis compared to the sample without pre-treatment.
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Highest yield 78% can be achieved by applying acid pre-treatment under temperature 30°C and 30 minutes of
process prior enzymatic hydrolysis by Aspergillus niger under temperature 35°C for 48 hours. Further
optimization in organosolv pre-treatment can be conducted by increasing the temperature and prolong the
process into certain extent. It should be noted that the above action could influence the feasibility of the
organosolv pre-treatment technically and economically. From technical point of view, organosolv pre-treatment
can be more feasible compared to acid pre-treatment (under atmospheric condition) as the reagents are easy to
handle in terms of safety consideration. However, from economic side acid pre-treatment is more preferable as
higher yield of the process and lower volume of chemical can be used in order to achieve the same amount of

product.

Keywords: H,SO,, enzymatic hydrolysis, cassava peel, organosolv, acid pre-treatment

PENDAHULUAN

Kebutuhan energi Indonesia saat ini sebagian
besar masih bertumpu pada bahan bakar fosil.
Kebutuhan total energi nasional tahun 2016
berada pada kisaran 795 juta SBM (setara barrel
minyak) (BPPT, 2018). Ketergantungan terhadap
bahan bakar fosil ini menjadi masalah besar yang
sangat mendesak untuk segera diselesaikan. Salah
satu langkah solusi yang bisa dilakukan adalah
memanfatkan bioetanol lignoselulosa sebagai
alternatif pengganti. Salah satu sumber biomasa
lignoselulosa non pangan di Indonesia yang
tersedia melimpah adalah limbah kulit singkong.
Produksi singkong di Jawa Tengah sekitar 3,18
juta ton dengan luas lahan 120,895 hektar dan
produktivitas lahan 259,64 ku/ha (BPS, 2018).
Jumlah kulit singkong dari total berat singkong
berkisar 20-35% (Olanbiwoninu & Odunfa, 2012),
sehingga berdasarkan data tahun 2017 dapat
diasumsikan bahwa Jawa Tengah menghasilkan
636 — 1,11 juta kulit singkong. Permasalahan
utama yang menghambat penggunaan kulit
singkong sebagai bahan baku utama pembuatan
bioetanol adalah jenis polisakarida yang
terkandung dalam kulit singkong tersebut yaitu
selulosa dan hemiselulosa. Dalam proses
pembuatan bioetanol, selulosa dan hemiselulosa
harus dikonversi dalam bentuk gula sederhana
yang nantinya difermentasi oleh mikroba untuk
menghasilkan  bioetanol.  Polisakarida  jenis
selulosa dan hemiselulosa sangat sulit untuk
dikonversi menjadi  bentuk gula sederhana
(glukosa) karena struktur polimernya yang sangat
kuat. Penelitian-penelitian yang telah dilaksanakan
(Murtianto & Chandra, 2008; Sathya Geetha &
Krishnan, 2009; Hikmiyati & Yanie, 2010; Juwita &

Susilowati, 2011; Artiyani, 2011; Kongkiattikajorn
& Sornvoraweat, 2011; Kongkiattikajorn, 2012)
kurang berfokus pada proses konversi selulosa
dan hemiselulosa menjadi bentuk gula sederhana.
Berdasarkan hal tersebut, maka penelitian ini
diarahkan untuk mendapatkan metode
pretreatment yang efektif, efesien dan aplikatif
serta ekonomis untuk menunjang proses hidrolisa
dan dalam  mengkonversi  selulosa  dan
hemiselulosa serta polisakarida lain  yang
terkandung limbah kulit singkong menjadi bentuk
gula sederhana yang nantinya dapat digunakan
sebagai bahan baku bioetanol.

METODOLOGI

Bahan baku utama dari penelitian ini adalah
limbah kulit singkong dari PT. Indofood Fritolay
Semarang. Kulit singkong ini dicuci, dikeringkan
dengan sinar matahari kemudian ditepungkan,
dikeringkan kembali dalam oven temperatur 55°C
selama 12 jam untuk kemudian disimpan. Bahan
baku lainnya adalah H,SO,, Etanol, Sodium asetat
(Merck) untuk proses pretreatment serta
CaC|2.7H20, MgSO4, dan (NH4)3PO4 (EM) untuk
proses hidrolisa enzimatik.

Strain Aspergillus spp (A. niger dan A.
oryzae) didapatkan dari koleksi Center of Biomass
and Renewable Energy (C-BIORE), Jurusan Teknik
Kimia, Fakultas Teknik, Universitas Diponegoro.
Strain ini disuplai dari Jurusan Pangan dan Nutrisi
Universitas Gajah Mada, yang dipindahkan pada
slant potato dextrose agar (PDA) dan disimpan
pada suhu 4°C.

Proses diawali dengan pretreatment asam
yaitu dengan mensuspensikan 5 gr tepung kulit
singkong dalam 45 ml H,SO, kemudian
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dipanaskan hingga temperatur sesuai variabel
selama 30 menit (variabel waktu). Setelah itu,
suspensi disaring, residunya dicuci dengan
menggunakan NaOH untuk menetralkan pHnya.
Pretreatment organosolv dilakukan dengan cara
yang hampir sama yaitu mensuspensikan 5 gr
tepung kulit singkong dalam 45 ml etanol yang
sebelumnya telah ditambah CH3;COONa 0,05M.
Suspensi kemudian dipanaskan hingga temperatur
sesuai variabel selama 30 menit. Setelah itu,
suspensi disaring, residunya dicuci dengan
menggunakan aquades. Hidrolisa enzimatik
dilakukan dengan menambahkan 1.5%w/v kulit
singkong hasil pretreatment ke dalam 100 ml
medium yang terdiri dari 1g/l CaCl,.7H,0, 1g/I
MgSOy4, 29/l (NH4),SO4 and 0.5g/l KH,PO,.
Kemudian medium disterilisasi dan diinokulasi
dengan Aspergillus spp. Campuran kemudian
diinkubasi selama 48 jam pada temperatur 35°C.
Hasil fermentasi kemudian disentrifugasi untuk
diambil supernatannya dan dianalisa.

Hasil penelitian dianalisis supernatannya
untuk mengetahui gula tereduksi. Konsentrasi
gula tereduksi diestimasi dengan menggunakan
metode penentuan gula tereduksi DNS (Andersen,
2007). Analisa teknis dilakukan dengan mencatat
fenomena yang terjadi selama proses penelitian
berlangsung, terutama mengenai kendala-kendala
yang di temui serta membandingkan keuntungan
dan kelemahan proses pretreatment asam dan
organosolv. Analisa ekonomi dilakukan dengan
mengestimasi dari data hasil penelitian yaitu
kondisi operasi proses pretreatment dan hidrolisa
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enzimatik, bahan kimia yang digunakan serta
harga dan berapa kuantitas penggunaannya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh proses pretreatment terhadap yield
gula tereduksi

Penelitian ini membandingkan dua jenis
metode pretreatment yaitu pretreatment asam
(H,SO.) dan pretreatment organosolv
(etanol+CH;COONa) yang dilakukan sebelum
proses hidrolisa enzimatik. Setelah proses
hidrolisa enzimatik menggunakan dua jenis
mikroorganisme yaitu Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae, efektifitas dari kedua proses
pretreatment dalam mengkonversi komponen
lignoselulosa menjadi gula sederhana dapat
dibandingkan.. Gambar 1a menunjukkan
pretreatment asam dengan H,SO; 0,1 M selama
30 menit pada suhu 30°C yang dilanjutkan dengan
hidrolisa enzimatik dengan Aspergillus niger
selama 48 jam, dapat menghasilkan yield yang
lebih  tinggi (76%) dibandingkan  dengan
pretreatment  organosolv  (Etanol+CH3COONa
0,05M) pada kondisi yang sama (60%).

Proses pretreatment baik asam maupun
organosolv dapat meningkatkan yield gula
tereduksi yang dihasilkan (min 40%) dibandingkan
dengan proses hidrolisa enzimatik tepung kulit
singkong tanpa pretreatment. Kecenderungan
yang sama dapat dilihat pada gambar 1b dimana
hidrolisa enzimatik memanfaatkan enzim dari
mikroorganisme  Aspergillus  oryzae. Namun

H2504 30" 30°C,

Organosolv 30" 30°C

10 20 30 40 50
Waktu hidrolisa (jam)

(b)

Gambar 1 Perbandingan hasil gula tereduksi dari berbagai proses pretreatment setelah proses hidrolisa
enzimatik dengan Aspergillus niger (a) dan Aspergillus oryzae (b) selama 48 jam
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apabila dibandingkan dengan yield yang
dihasilkan dari proses hidrolisa enzimatik tepung
kulit singkong tanpa pretreatment, penambahan
proses pretreatment baik asam  maupun
organosolv hanya dapat meningkatkan yield gula
tereduksi 10-30% saja. Parameter utama dari
hidrolisa enzimatik adalah terjadinya kontak fisik
antara enzim dan ikatan molekul yang akan
dihidrolisa. Kontak fisik lebih diterjemahkan pada
luas permukaan kontak, kristalinitas substrat,
ukuran partikel dan porositas substrat (Andersen,
2007). Pretreatment kimia seperti metode
pretreatment asam (H,SO,;) berfungsi untuk
memutuskan ikatan  kristalin  dari  struktur
lignoselulosa. Berkurangnya struktur kristalin
memberikan kesempatan kepada enzim yang
dihasilkan oleh Aspergillus niger dan oryzae untuk
masuk kedalam substrat dan menjadi mediator
reaksi hidrolisa. Hal ini terlihat dari adanya
perbedaan yang cukup tinggi antara hasil hidrolisa
sampel tanpa dan dengan pretreatment. Tren
yang sama dikemukakan oleh Zhang et al. (2006)
yang  menginvestigasi  pengaruh  metode
pretreatment asam (HsPO,) terhadap proses
hidrolisa. Terdapat perbedaan hasil hidrolisa yang
cukup signifikan antara sampel selulosa tanpa
pretreatment dibandingkan dengan sampel
selulosa dengan pretreatment asam (H3PO,). Hal
ini terjadi karena pretreatment asam dapat
merusak struktur kristalin pada substrat dan
menyediakan luas permukaan yang lebih luas
untuk enzim dalam mengkatalisasi proses
hidrolisa (Zhang, et.al 2006). Sementara itu,
pretreatment organosolv (Etanol + CH3COONa)
berfungsi  untuk  melarutkan  lignin  yang
merupakan bagian dari material lignoselulosa (15-
28%) dan berikatan silang dengan hemiselulosa.
Seperti halnya dengan pretreatment asam,
terlarutnya lignin dapat menyediakan luas
permukaan yang cukup besar kepada enzim
dalam mengkatalisasi proses hidrolisa. Selain itu
substrat utama yaitu selulosa dan hemiselulosa
lebih mudah diakses saat komponen lignin terlarut
dalam solven organik dalam hal ini etanol (Zhao,
et al, 2009; Zhang et al.,, 2016).

Data pada gambar 1 juga memperlihatkan
pretreatment asam menghasilkan yield gula
tereduksi yang lebih tinggi dibandingkan dengan
pretreatment organosolv. Hal yang sama
didapatkan oleh Olanbiwoninu dan Odunfa (2012)

yang menggunakan asam sulfat sebagai bagian
dari pretreatment asam sebelum proses hidrolisa
enzimatik dengan Pseudomonas fluorescens dan
Aspergillus terreus. Asam sulfat dan beberapa jenis
asam lainnya menyediakan ion hidrogen
tambahan untuk membentuk asam konjugasi,
yang membentuk celah pada ikatan glikosidik. Hal
ini dapat mendesktruksi ikatan kristalin pada
substrat. Molekul air pada sistem juga dapat
membantu proses desktruksi ini. Sehingga luas
permukaan dan akses yang dibentuk dalam
substrat semakin banyak dibandingkan dengan
pretreatment organosolv yang hanya mampu
melarutkan lignin (Wyman, 2006; Sun, et al., 2016).

Optimasi proses pretreatment

Dua proses pretreatment yaitu
pretreatment asam dan organosolv  yang
dilakukan sebelum proses hidrolisa enzimatik
terbukti dapat meningkatkan yield gula tereduksi
(10-50%) untuk nantinya dapat diproses lebih
lanjut hingga menghasilkan etanol. Secara umum
terdapat  dua parameter  utama  yang
mempengaruhi gula tereduksi yang dihasilkan
setelah proses pretreatment yaitu suhu dan lama
proses tersebut berlangsung (Gambar 2).

Gambar 2a menunjukkan pengaruh waktu
pretreatment terhadap gula tereduksi yang
dihasilkan sebelum dan setelah proses hidrolisa
enzimatik dengan Aspergillus niger selama 48 jam.
Kecenderungan antara pretreatment asam dan
organosolv berbeda pada variasi waktu proses.
Yield dari bahan baku tepung kulit singkong yang
dipretreatment dengan organosolv cenderung
meningkat seiring dengan penambahan waktu
operasi, sebaliknya yield dari bahan baku tepung
kulit singkong yang dipretreatment dengan asam
cenderung menurun. Tren yang sama ditemukan
pada proses hidrolisa enzimatik dengan
Aspergillus oryzae (Gambar 2¢).

Parameter lain yang mempengaruhi yield
gula tereduksi adalah suhu proses pretreatment.
Proses pretreatment asam menggunakan variasi
suhu proses 30-90°C, sementara  proses
pretreatment organosolv menggunakan variasi
suhu 30-60°C, dikarenakan proses pretreatment
organosolv melibatkan etanol yang memiliki titik
didih 60°C. Gambar 2b dan d memperlihatkan
pengaruh suhu terhadap gula tereduksi yang
dihasilkan sebelum dan setelah proses hidrolisa
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enzimatik dengan Aspergillus niger dan Aspergillus
oryzae selama 48 jam. Tren yang sama diperoleh
dari  hasil penelitian dengan kedua jenis
mikroorganisme tersebut. Peningkatan suhu
proses berpengaruh terhadap peningkatan yield
gula tereduksi pada bahan baku yang ditreatment
menggunakan organosolv, sedangkan yield gula
tereduksi pada bahan baku yang ditreatment
menggunakan asam cenderung menurun seiring
dengan peningkatan suhu.

Mekanisme  pretreatment  organosolv
dengan etanol dan CH3;COONa lebih dititik
beratkan pada proses pelarutan lignin pada
etanol. Proses pelarutan lignin sangat dipengaruhi
oleh suhu dan waktu operasi, sehingga semakin
tinggi suhu dan waktu operasi, yield gula
tereduksi yang dihasilkan juga semakin tinggi
(Quesada et al, 2010). Sedangkan, mekanisme
yang ditekankan pada proses pretreatment asam
menggunakan H,SO, adalah mekanisme destruksi
struktur kristalin dari komponen lignoselulosa.
Waktu dan suhu proses secara umum dapat
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meningkatkan proses dekstruksi kristalin material
lignoselulosa (Wyman, 2006; Xu et al, 2015).
Namun pada penelitian ini tren yang diamati
terbalik, hal ini dimungkinkan akibat proses
dekstruksi ini menghasilkan komponen lain selain
monomer gula yang mempengaruhi proses
hidrolisa enzimatik. Penelitian lebih lanjut
mengenai komponen-komponen yang dihasilkan
setelah proses pretreatment diperlukan untuk
menjelaskan fenomena ini.

Analisis  teknis dan
pretreatment

Dua metode pretreatment yang telah
diteliti masing-masing memiliki kelebihan dan
kekurangan yang dianalisa selama proses
penelitian. Proses pretreatment asam, melibatkan
bahan kimia asam sulfat yang sangat berbahaya
sedangkan proses pretreatment organosolv
melibatkan bahan kimia yaitu etanol yang cukup
mahal. Tinjauan teknis dan ekonomis dari kedua
proses dapat dilihat pada Table 1 dan 2.

ekonomis proses
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Gambar 2. Pengaruh waktu (a,c) dan suhu (b,d) pretreatment terhadap gula tereduksi yang dihasilkan
sebelum dan setelah proses hidrolisa enzimatik dengan Aspergillus niger (a,b) dan oryzae (c,d)

selama 48 jam
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Tabel 1. Kajian teknis berbagai metode pretreatment

Kajian Teknis

Pretreatment Penanganan bahan kimia Penanganan saat Pencucian
Pretreatment

Organosolv Cukup mudah dalam penyimpanan, Perlu pengawasan yang teliti Lebih mudah untuk

(Etanol + etanol tetap dalam keadaan layak karena titik didih metanol dinetralkan, tidak

H3;COONa) dipakai walaupun disimpan dalam berada pada suhu 60°C memerlukan air
waktu yang lama, dan disarankan dalam jumlah banyak
untuk menyimpan ditempat yang dalam proses
rapat dan dijauhkan dari benda pencucian untuk

yang mudah terbakar karena etanol
mudah untuk menguap. Sedangkan
CH5COONga, yang berbentuk
padatan, cukup dengan dihindarkan
kontak dengan air dan udara

H,SO, Memerlukan teknik khusus dalam
penyimpanan, tidak  dianjurkan
untuk menyimpannya dalam waktu
lama karena berpengaruh terhadap
kualitasnya.

menetralkan pH.

Titik didih  tinggi, vyaitu Memerlukan volume
290°C, namun larutan asam air  yang cukup

dapat mengalami  banyak untuk
penguraian apabila terkena menetralkan pH
panas dan mengeluarkan setelah proses.

gas SO,.

Tabel 2. Kajian ekonomi berbagai metode pretreatment

Parameter Pretreatment asam Pretreatment organosolv
(H,SOy4) (Etanol + CH;COONa)
Yield yang dihasilkan (optimum) 78% 74%
Waktu proses 30 menit 90 menit
Kebutuhan air (proses pencucian) 180 mL/gr bahan baku 60 mL/gr bahan baku
Kebutuhan reagen 0.05mL/gr bahan baku 9mL/gr bahan baku

KESIMPULAN

Penelitian untuk mengetahui efektifitas
proses pretreatment dan hidrolisa  untuk
mengkonversi lignoselulosa yang terkandung
dalam kulit singkong menjadi bentuk gula
sederhana yang nantinya dapat digunakan
sebagai bahan baku bioetanol telah dilaksanakan.
Metode pretreatment asam (H,SO,) dan
organosolv (Etanol + CH3COONa) terbukti dapat
meningkatkan yield gula tereduksi hingga 50%
dibandingkan dengan proses hidrolisa tanpa
pretreatment. Yield hingga 78% dapat diperoleh

pada proses pretreatment asam (H,SO,) suhu
30°C, waktu 30 menit yang dilanjutkan dengan
hidrolisa enzimatik dengan Aspergillus niger
selama 48 jam. Peningkatan yield pada proses
pretreatment organosolv (optimum 74% pada
suhu 30°C, waktu 90 menit) masih dapat dilakukan
dengan meningkatkan waktu operasi dan
meningkatkan suhu operasi. Namun peningkatan
suhu maupun penambahan waktu operasi
berpengaruh terhadap analisa teknis dan
ekonomis dari proses. Secara teknis, pretreatment
organosolv lebih mudah dilakukan terutama pada
proses dengan kondisi operasi atmosferik
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dibandingkan dengan pretreatment asam karena
sifat bahan kimia yang digunakan dan
penanganannya. Secara ekonomis, pretreatment
asam lebih baik untuk diaplikasikan dibandingkan
pretreatment organosolv, hal ini dikarenakan
bahan kimia yang digunakan lebih sedikit secara
kuantitas dan lebih murah. Selain itu, yield proses
pretreatment asam lebih  tinggi apabila
dibandingkan pada waktu proses yang sama.
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