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EFEKTIVITAS PERLAKUAN AWAL ALKALI DAN HIDROTERMAL
TERHADAPPROSES DELIGNIFIKASI, POTENSI GULA REDUKSI DAN
PRODUKSI ETANOL TEORITIS DARI KAYU Vernonia amygdalina Delile

Mardiatul Ufa, Nasriati. N, Aulia Fitria Ningrum, Wiwin Suwinarti, Rudianto Amirta*
Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman, Kampus Gunung Kelua, Jalan Penajam, Samarinda 75123
E-Mail: rudiantoamirta@gmail.com”

ABSTRACT

Vernonia amygdalina is a shrub species that is potentially used as an energy crop through a short rotation coppice (SRC)
system since this species is able to generate more than a single stem after the pruning process. This technique is very
popular for providing sustainable feedstock for energy production. Therefore, due to its characteristics, V. amygdalina
receives great attention as one of the energy crops for the application in energy. Herein, this study aims to evaluate the
suitability of the V. amygdalina woody biomass for ethanol production. The woody biomass was first pretreated by
autoclave under various concentrations of sodium hydroxide (0, 1, 2, and 3% (w/v)) and reaction times (15, 30, 45, and
60 minutes). The pretreated wood sample was then hydrolyzed using a commercial cellulase enzyme to produce glucose
monomers. The hydrolysis time at 12, 24, 36, and 48 hours was analyzed. The results showed that the addition of 3%
sodium hydroxide at a reaction time of 15 minutes and a hydrolysis time of 36 hours was the best concentration to provide
the highest ethanol potency (186.98 L/ton woody biomass). Finally, this study suggests that V. amygdalina will be a
promising feedstock for ethanol production.

Key words: Alkaline Pretreatment, Bioethanol, Enzymatic Saccharification, V. amygdalina

ABSTRAK

Vernonia amygdalina merupakan salah satu jenis tanaman Short Rotation Coppice (SRC) atau trubusan yang secara alami
dapat melakukan proses regenerasi setelah melalui proses pemangkasan. Selain itu juga sebagai bahan baku penyedia
biomassa yang saat ini banyak digunakan dalam memproduksi energi di dunia. Oleh karena itu, V. amygdalina memiliki
potensi pembangkitan energi yang besar dan memadai untuk digunakan salah satunya adalah sebagai bahan baku untuk
produksi bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi yang
dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh. Proses penelitian diawali dengan pengujian komponen kimia
yang mengacu pada metode standar TAPPI. Sementara itu, untuk mengetahui potensi gula tereduksi menggunakan
metode Somogyi-Nelson. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan awal dengan menggunakan NaOH
dengan konsentrasi 3% pada waktu pemasakkan 15 menit dan waktu sakarifikasi 36 jam menghasilkan nilai potensi gula
reduksi tertinggi sebesar 186,98 ml/kg atau 186,98 L/ton dari kayu V. amygdalina. Penggunaan V. amgdalina sebagai
bahan baku alternatif untuk produksi etanol akan sangat menjanjikan bagi energi Indonesia yang ramah lingkungan di
masa depan.

Kata kunci : Bioetanol, Perlakuan Awal Alkali, Sakarifikasi Enzimatik, V. amygdalina

PENDAHULUAN

Energi merupakan salah satu hal yang sangat penting di dunia. Banyak negara saling bersaing untuk
mendapatkan atau mempertahankan sumber-sumber energi tersebut. Saat ini sumber energi utama umat
manusia diperoleh dari bahan bakar fosil dan penggunaan bahan bakar fosil saat ini sangat besar. Hal ini tidak
dapat dipungkiri karena penggunaan energi dunia masih berpusat pada minyak bumi. Selain itu peningkatan
harga minyak bumi akan memberikan dampak yang besar bagi pembangunan suatu negara salah satunya ialah
negara Indonesia. Permasalahannya, sumber energi ini merupakan sumber energi tak terbarukan yang suatu
saat akan habis jika terus-menerus dipakai.

Negara-negata berkembang saat ini salah satunya negara Indonesia sedang ramai mengembangkan energi
terbarukan dengan target yang cukup ambisius. Keadaan inilah yang menuntut kita untuk mengeksplorasi
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sumber daya energi terbarukan yang meliputi air, biomassa, angin dan panas bumi. Di antara pilihan
tersebut, bahan bakar berbasis biomassa yaitu biofuel salah satunya ialah bioetanol (Saha dkk., 2017). Biotanol
sangat berpotensi untuk menggantikan bensin karena memiliki beberapa keuntungan. Beberapa bahan dapat
diolah menjadi bioetanol, salah satunya adalah biomassa lignoselulosa.

Indonesia merupakan negara dengan luas hutan alam terbesar ke-3 di dunia memiliki kawasan hutan
khususnya di Kalimantan Timur diketahui memiliki ketersediaan cadangan biomassa berlignoselulosa yang
sangat berlimpah dan beragam jenis dari tumbuhan berkayu yang memiliki kemampuan adaptasi dan kecepatan
pertumbuhan yang tinggi (pionir/fast growing and lesser known species) (Amirta dkk., 20162). Salah satu jenis
bahan baku penyediaan biomassa yang saat ini banyak digunakan yaitu Short Rotation Coppice (SRC) yang
memiliki siklus rotasi yang lebih pendek dan kepadatan penanaman yang lebih tinggi memungkinkan
perolehan hasil panen (produktivitas) biomassa yang lebih tinggi per satuan luas lahan (Amirta, 2018; Haqiqi,
dkk. 2018). Salah satu tanaman jenis ini ialah Vernonia amygdalina.

Berbagai sumber bahan lignoselulosa perlu dilakukan proses perlakuan awal lebih dahulu untuk
mempermudah proses hidrolisis. Proses perlakuan awal akan membuat selulosa mudah ditembus oleh enzim
selulolitik sehingga dapat mengurangi penggunaan enzim serta menekan biaya (Sari dkk., 2018). Proses
perlakuan awal menggunakan metode hidrotermal dapat meningkatkan produk gula tereduksi hasil hidrolisis
yang akan dikonversi menjadi bioetanol melalui proses enzimatis (Ninomiya dkk., 2013). Perlakuan awal
secara alkali bertujuan untuk mengurangi kandungan lignin dalam lignoselulosa (delignifikasi). Proses kimia
menggunakan senyawa basa kuat merupakan metode delignifikasi yang palingumum digunakan, karena
memiliki daya degradasi terhadap lignin yang kuat dan biaya yang rendah. Kelemahannya adalah terbentuknya
garam saat proses, namun dapat diatasi dengan cara pencucian menggunakan air bersih. Senyawa basa kuat
yang pada umumnya digunakan untuk delignifikasi adalah Natrium hidroksida (NaOH) dengan konsentrasi
yang bervariasi pada suhu rendah dengan waktu delignifikasi yang lama (1 jam) (Muryanto dkk., 2016).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan menggunakan
konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi yang
dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh.

METODE

Lokasi Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Kimia Hasil Hutan dan Energi Terbarukan, Fakultas
Kehutanan, Universitas Mulawarman, Samarinda.

Prosedur Penelitian

1. Persiapan Bahan Baku

Sampel kayu yang telah dipotong kemudian dipotong kecil-kecil menggunakan parang. Selanjutnya sampel
berbentuk chip dikonversi menjadi serbuk dengan menggunakan alat hammer mile. Proses berikutnya
dilakukan pengayakan dengan ukuran 40 mesh (sampel untuk perlakuan awal dan pengujian sifat kimia).
Sampel yang telah di ayak kemudian disimpan di ruang konstan dan dimasukkan kedalam plastik klip. Untuk
persiapan bahan baku selanjutnya, dilakukan pengukuran faktor kelembaban (Moisture Factor) dan
kandungan air (Water Content) dengan menggunakan metode standar TAPPI.

MF = [B/A] 1)
Keterangan :
MF = Faktor Kelembaban
A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)
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WC (%) = [(A-B)/A] x 100 (2)

Keterangan :

WC = Kandungan air (%)

A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)

2. Perlakuan Awal
Proses perlakuan awal dalam penelitian ini menggunakan larutan natrium hidroksida (NaOH). Pada kisaran
konsentrasi masing-masing 10; 20 dan 30 g/l atau 1, 2 dan 3% serta temperatur yang digunakan dan waktu
proses adalah 121°C selama 15, 30, 45 dan 60 menit dengan rasio antar substrat kayu dan larutan pemasak
sebesar 1:10 (w/v).

3. Analisis Komponen Kimia

Analisis komponen kimia untuk mengetahui kandungan kimia dalam sampel yang terdiri dari kandungan
lignin, holoselulosa dan a-selulosa. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan komponen kimia sebelum
dan sesudah perlakuan awal menggunakan NaOH sebagai katalis. Pengukuran ini menggunakan metode
standar TAPPI.

4. Sakarifikasi (Hidrolisis Enzimatis)

Serbuk dari proses perlakuan awal terhadap kayu V. amygdalina yang digunakan sebagai substrat dalam
tahapan hidrolisis guna memecah komponen selulosa menjadi monomer gula sederhana. Proses hidrolisis
bertujuan untuk memecah ikatan lignin, menghilangkan kandungan lignin dan hemiselulosa, merusak struktur
kristal dari selulosa (Sun and Cheng, 2002). Sebelum proses sakarifikasi sampel pulp terlebih dahulu dikering
udarakan pada temperatur ruang (25°C). Kemudian 0,2 gram (OD) pulp dimasukkan ke dalam tabung (tube)
dan ditambahkan 10 ml larutan substrat enzim yang mengandung buffer tartrate 0,05 M pH 4,5, enzim selulase
(40 FPU/g substrat) dan 0,02% Sodium Azide ke dalam substrat pada temperatur 45°C. Hidrolisis enzim ini
dilakukan menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 140 rpm selama 96 jam. Dilakukan 4 Kkali
pengambilan sampel tiap 12 jam, 24 jam 36 jam dan 48 jam. Kemudian, sampel di centrifuge pada kecepatan
putaran 6200 rpm selama 5 menit untuk dipisahkan antara filtrat dan supernatant-nya. Supernatant digunakan
untuk menentukan gula tereduksi melalui metode Somogy-Nelson yang dimodifikasi (Amirta dkk., 2016).
Enzim komersil selulase yang digunakan dalam penelitian ini adalah enzim meiselase yang diperoleh dari
Meiji, Kyoto, Jepang.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Banyaknya komponen kayu yang tidak terdegradasi setelah proses pulping ini dinyatakan sebagai
rendemen. Nilai rendemen serta kenampakan fisik dari pulp kayu V. amygdalina setelah perlakuan awal
menggunakan NaOH dengan konsentrasi serta waktu pemasakan yang berbeda dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat dicermati bahwa dengan bertambahnya konsentrasi NaOH terjadi penurunan
terhadap rendemen pulp yang dihasilkan. Menurut Kumar dkk., (2020) tingginya nilai rendemen yang
dihasilkan dikarenakan katalis yang digunakan tidak mampu memecah struktur karbohidrat kompleks secara
efisien serta menandakan bahwa struktur lignoselulosa tidak terurai secara sempurna, sehingga mempengaruhi
kerja enzim dalam menghidrolisis selulosa menjadi glukosa pada proses sakarifikasi. Sedangkan rendahnya
nilai rendemen yang didapat dipengaruhi oleh waktu pemasakan dan konsentrasi alkali (Panggabean dkk.,
2018). Nurmiah dkk., (2013) juga menyatakan bahwa penurunan nilai rendemen disebabkan oleh peningkatan
konsentrasi NaOH dan interaksi temperatur atau suhu yang digunakan.

Selain rendemen pulp, parameter lain yang dicermati adalah perubahan pada sisa fraksi pulp (tekstur)dan
warna pulp setelah perlakuan awal. Pada variasi konsentrasi perlakuan awal menghasilkan pulp yang berserat
kasar (hard fiber) kecuali pada konsentrasi NaOH 3% yang menghasilkan pulp yang berserat
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halus (soft fiber).

Sifat fisik yang diperoleh dari hasil pemasakan dengan proses alkali yaitu berupa sisa fraksi pulp dan warna
pada setiap sampel dengan masing-masing konsentrasi alkali yang berbeda (Gambar 4.1). Sampel sebelum
perlakuan berwarna coklat muda, sedangkan sampel dengan variasi konsentrasi NaOH berwarna coklat
kekuningan sampai cokelat tua kemerahan. Hal ini mungkin terjadi karena kandungan lignin pada sampel
terdegradasi atau larut dalam lindi hitam pada saat proses perlakuan awal, dengan kata lain pengaruh
konsentrasi alkali dan waktu pemasakan dapat mempengaruhi laju degradasi lignin yang terjadi selama proses
pemasakan berlangsung. Hal ini juga dinyatakan oleh Muryanto dkk., (2016) bahwa semakin lama waktu
proses perlakuan awal, maka delignifikasi juga semakin tinggi. Pembentukan sisa fraksi pulp tersebut juga
tergantung pada konsentrasi alkali dan juga jenis biomassa yang digunakan (Amirta, 2016b).

Tabel 4.1 Persentase Rendemen Pulp Kayu V.amygdalina Setelah Perlakuan Awal
Rendemen (%)

Waktu (menit) 1% NaOH 2% NaOH 3% NaOH
15 70,71 £0,64 66,46 £ 0,28 64,30 £0,41
30 67,04 £0,06 62,69 £0,52 57,89 +0,72
45 66,89 £ 0,80 59,66 £ 0,65 57,19+£0,16
60 64,18 £ 0,66 57,87+ 0.62 55,46 £0,32

1 = / ~

Tekstur dan Warna le V. amygdalina pad Koﬁserasi yang Berbeda (a) Sebelum
Perlakuan NaOH (b) NaOH 1% (c) NaOH 2% (d) NaOH 3% dengan suhu 121°C.

—

Gamr 4.

Adapun nilai persentase lignin setelah perlakuan awal alkali yang telah dilakukan pengujian dapat dilihat
pada gambar 4.2. Berdasarkan gambar tersebut, menunjukkan hasil pengujian kandungan lignin setelah
perlakuan awal mengalami penurunan seiringan dengan meningkatnya konsentrasi alkali. Adapun kandungan
lignin sebelum perlakuan yaitu 31,65% menurun hingga 11,01 - 32,19% setelah perlakuan awal. Berdasarkan
teori, bahwa konsentrasi alkali sangat berpengaruh terhadap efektivitas penurunan lignin, ini menunjukkan
bahwa terdapat kecenderungan menurunnya kadar lignin dan kandungan polisakarida setelah diberi perlakuan
alkali. Hal ini sejalan dengan pendapat Larasati dkk., (2019) bahwa kandungan lignin akan semakin berkurang
seiring bertambahnya konsentrasi alkali.

Pada Gambar 4.3 menunjukkan penurunan kandungan holoselulosa seiring dengan peningkatan konsentrasi
dan waktu reaksi. Dari hasil analisis diatas, holoselulosa setelah perlakuan awal menurun menjadi 37,39 -
67,87% yang sebelumnya kandungan holoselulosa sebelum perlakuan awal ialah 84,73%. Berdasarkan data
tersebut diperkirakan bahwa semakin tinggi penggunaan konsentrasi akan menurunkan tingkat polimerisasi
selulosa sehingga dapat meningkatkan kinerja enzim pada proses sakarifikasi. Adapun penurunan kandungan
tersebut mengindikasikan bahwa perlakuan delignifikasi yang diterapkan pada penelitian ini, tidak hanya
menyebabkan degradasi lignin, tetapi depolimerisasi hemiselulosa juga (Saha dkk., 2017).

Berdasarkan Gambar 4.4 menunjukkan bahwa terjadi penurunan a-Selulosa seiring dengan penambahan
konsentrasi dan waktu reaksi pemasakan. Nilai dari kandungan a-Selulosa sebelum perlakuan yang diperoleh
batang sambung nyawa adalah sebesar 55,27% dan selanjutnya dilakukan analisis kandungan a-Selulosa
dengan menggunakan konsentrasi NaOH 1, 2 dan 3%. Nilai yang diperoleh setelah dilakukan perlakuan awal
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berkisar antara 30,44 - 61,62%. Berdasarkan gambar diatas terlihat bahwa dengan bertambahnya
konsentrasi NaOH tidak begitu berpengaruh terhadap kandungan o-Selulosa. Menurut Sjostrom (1995)
menyatakan bahwa adanya perbedaan kandungan a-Selulosa tersebut sebagian besar disebabkan oleh banyak
sedikitnya kristalin dalam selulosa. Jenis kayu yang memiliki kandungan a- Selulosa tinggi artinya memiliki
kristalin yang banyak pada selulosa yang terkandung di dalam kayu. Terjadinya penurunan kandungan
selulosa ini dapat disebabkan adanya struktur selulosa yang teratur terbuka dan molekul selulosa terdispersi
secara bebas dalam solven (NaOH).
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Gambar 4.2 Kandungan Lignin Setelah Perlakuan Awal
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Gambar 4.3 Kandungan Holoselulosa Setelah Perlakuan Awal
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Gambar 4.3 Kandungan Alfaselulosa Setelah Perlakuan Awal
Tabel 4.2 Persentase Glukosa pada Kayu V. amygdalina

Waktu Reaksi Konsentrasi NaOH Waktu Sakarifikasi (Jam)
(Menit) (%) 12 24 36 48
1 21,50 18,10 24,95 23,65
15 2 21,75 19,80 26,20 25,35
3 25,35 20,70 27,90 26,80
1 13,00 21,50 24,90 13,20
30 2 15,55 23,85 26,40 13,20
3 16,60 24,95 27,70 30,05
1 30,50 20,90 24,90 27,05
45 2 31,50 22,80 27,50 27,90
3 33,00 34,30 31,75 29,20
1 24,10 27,70 24,10 30,50
60 2 24,70 29,00 27,70 33,00
3 27,90 30,07 33,90 37,90

Berdasarkan Tabel 4.2 hasil glukosa tertinggi didapatkan dari perlakuan awal pada waktu reaksi 60 menit
yaitu 37,90 %, sedangkan yang terendah yaitu 13,00 % pada waktu reaksi 30 menit. Persentase gula yang
didapatkan secara umum meningkat seiring dengan meningkatnya waktu sakarifikasi. Namun, terdapat
beberapa waktu sakarifikasi yang mengalami penurunan persentase glukosa. Hal ini dikarenakan jumlah
enzim yang semakin terbatas (Ghose dan Ray, 2010).

Biomassa lignoselulosa terdiri dari karbohidrat (selulosa dan hemiselulosa), lignin dan komponen lainnya
(protein, lipid dan zat organik) (Kim, 2013). Keberadaan lignin sangat menghambat proses degradasi selulosa
dan hemiselulosa menjadi glukosa. Oleh karena itu, lignin harus dihilangkan baik secarakimia maupun
enzimatis yang merupakan proses delignifikasi dan setelah itu dapat dilakukan proses fermentasi untuk
produksi bioetanol.

Proses hidrolisis pada batang V. amygdalina ini berfungsi untuk memecah rantai panjang polimer
karbohidrat yaitu holoselulosa (hemiselulosa dan selulosa) menjadi monomer-monomer gula reduksi. Sebelum
melakukan proses sakarifikasi secara enzimatis, aktifitas enzim diketahui sebesar 40 FPU. Pada proses
sakarifikasi menggunakan temperatur optimum 45°C dan menggunakan buffer asam dengan pH 4,5

6 Ulin - J Hut Trop Vol (No) : Halaman



Ulin - J Hut Trop Vol (No) : Halaman pISSN 2599 1205, eISSN 2599 1183
Maret/September Tahun

agar enzim yang digunakan dapat bekerja dengan optimum selama 48 jam. Hasil proses sakarifikasi dapat
dilihat pada Gambar 4.4, 4.5 dan 4.6.

Pada variasi perlakuan awal menggunakan konsentrasi NaOH ini dihasilkan persentase sakarifikasiyang
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain sebelumnya. Perolehan hasil sakarifikasi tertinggi yaitu 57,73%
dari basis pulp dan 37.42% dari basis kayu. Jika dicermati terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
proses sakarifikasi, salah satunya persentase kandungan lignin yang dimana penurunan kandungan lignin
berdampak baik pada proses hidrolisis dan mempermudah enzim dalam memecah struktur polisakarida
menjadi monomer gula sehingga nilai sakarifikasi meningkat. Pada perlakuan awal ini juga memberikan
dampak negatif yaitu penurunan perolehan persentase holoselulosa dan a-selulosa namun tidak dalam jumlah
yang besar. Sehingga, adanya penurunan kandungan holoselulosa dan a- selulosa saat konsentrasi
ditingkatkan ini tidak berpengaruh secara signifikan pada persentase hasil rendemen gula pereduksi atau
persentase sakarifikasi yang dihasilkan, yang mana dihasilkan persentase hasil sakarifikasi yang meningkat,
sebagai contoh dapat dilihat pada Gambar 4.4. Hal ini dapat terjadi diduga disebabkan oleh aksesibilitas enzim
selulase yang menjadi lebih baik terhadap a-selulosa pada perlakuan awal dengan konsentrasi tinggi
dikarenakan oleh berkurangnya kadar lignin. Selain itu proses degradasi oleh enzim ini diduga juga
menyebabkan selulosa yang tersisa menjadi lebih pendek (derajat polimerisasinya rendah), sehingga lebih
mudah dihidrolisis oleh enzim. Derajat polimerisasi yang rendah akan menyebabkan luas permukaan selulosa
68 menjadi lebih besar sehingga aksesibilitas enzim terhadap selulosa menjadi lebih tinggi dan dapat
meningkatkan rendemen proses hidrolisis (Kuo dan Lee, 2009).
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Gambar 4.6 Efektivitas Sakarifikasi Berdasarkan Waktu Reaksi terhadap Penurunan Kandungan Lignin
dari Kayu V. amygdalina Menggunakan Perlakuan Awal AlkaliBerdasarkan gambar 4.5 perlakuan awal yang
dilakukan tidak terlepas dari peran berbagai faktor diantaranya yaitu suhu, konsentrasi dan waktu reaksi. Hal
ini dibuktikan dengan penurunan kandungan lignin, dengan belum terputusnya ikatan lignoselulosa secara
sempurna akan menyebabkan rendahnya hasil gula reduksi yang didapatkan pada proses hidrolisis. Seperti
pada gambar diatas, perolehan hasil sakarifikasi pulp tertinggi yaitu 57,73% pada waktu pemasakan 15 menit
dan pada waktu pemasakan 30 menit mengalami menurunan yang signifikan yaitu 29, 51% kemudian pada
waktu pemasakan 45 dan 60 menit mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu 32,44 dan 35,28% secara
berturut. Hal ini juga sama terhadap hasil sakarifikasi berbasis kayu dimana mengalami turun naik terhadap
nilai yang dihasilkan. Pada waktu pemasakan 15 menit diperoleh hasil sakarifikasi yaitu 37,12% dan pada
waktu pemasakan 30 menit mengalami penurunan yang signifikan pula yaitu 17,08% kemudian waktu
pemasakan 45 dan 60 menit mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu 18,55 dan 20,00% secara berturut.

Apabila kita cermati bersama, berdasarkan waktu reaksi persentase sakarifikasi berbasis pulp maupun
berbasis kayu mengalami penurunan pada waktu 30 menit dan mengalami peningkatan persentase sakarifikasi
pada waktu 45 dan 60 menit walaupun nilainya tidak terlalu tinggi. Menurut Prasetyo dkk., (2010) hal ini
disebabkan karena kemungkinan gula yang dihasilkan bisa berubah menjadi produk lain dikarenakan enzim
selulase yang digunakan dalam proses sakarifikasi belum murni, sehingga dapat terjadi reaksi lain yang tidak
diketahui.

Berdasarkan Gambar 4.6 menunjukkan hasil yang sama pada Gambar 4.5 dimana hasil sakarifikasiyang
didapatkan mengalami trendline yang tidak stabil juga. Pada waktu ke-12 jam persentase sakarifikasi pulp
yaitu 52,41% dan mengalami penurunan pada waktu ke-24 jam vyaitu 42,72% kemudian mengalami
peningkatan persentase sakarifikasi pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan mengalami penurunan lagi waktu
ke-48 jam yaitu 55,49%. Berdasarkan waktu sakarifikasi hasil persentase sakarifikasi berbasis pulp tertinggi
diperoleh pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan persentase sakarifikasi berbasis kayu diperoleh 37,10%
dengan waktu sakarifikasi yang sama. Hal ini disebabkan oleh menurunnya stabilitas dan ketahanan enzim
yang digunakan pada proses sakarifikasi (Putri dkk., 2013). Namun, kandungan lignin dari gambar diatas
mengalami penurunan dari 32,19% menjadi 15,65%. Hal ini erat kaitannya dengan penggunaan larutan NaOH
yang dapat memutuskan ikatan hidrogen inter-molekul selulosa, sehinggapenyerapan air lebih banyak dan
mempermudah enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa menjadi gula-gula sederhana (Gunam dkk.,
2011). Mardina dkk., (2013) juga menyatakan bahwa persentase pengurangan kandungan lignin semakin besar
dengan meningkatnya konsentrasi NaOH yang digunakan.

Hasil yang diperoleh tersebut dilakukan perhitungan potensi etanol oleh Premjet dkk., (2013) yang
ditunjukkan pada gambar diagram (Gambar 4.7), berdasarkan perhitungan potensi produksi etanol secara
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teoritis, hasil potensi produksi etanol yang diperoleh ialah persentase etanol pada perlakuan awal
menggunakan NaOH berkisar antara 147,18 - 186,98 L/ton, pada pengaruh waktu reaksi berkisar antara 95,58
- 186,98 L/ton dan pengaruh waktu sakarifikasi berkisar antara 138,37 - 186,85 L/ton. Hasil perhitungan
potensi produksi etanol tertinggi berasal dari sakarifikasi dengan perlakuan awal menggunakan konsentrasi
NaOH 3% pada temperatur 121°C selama 15 menit dengan waktu sakarifikasi ke-36 jam. Hasil etanol tertinggi
adalah 186,98 ml/kg atau 186,98 L/ton pada basis pulp sedangkan pada basis kayu yaitu 178,40 ml/kg atau
178,40 L/ton.

Pada variasi waktu pemasakan terjadi penurunan kadar etanol yang signifikan, hal ini disebabkan gula yang
terdapat pada substrat terkonversi menjadi bioetanol dan sebagian digunakan sebagai sumber karbon untuk
proses pertumbuhan mikroorganisme (Retno dan Nuri, 2011). Produksi bioetanol sangat dipengaruhi oleh
substrat yang digunakan. Semakin tinggi kadar gula akan diperoleh kadar bioethanol yang semakin tinggi,
akan tetapi apabila kadar gula terlalu pekat mengakibatkan proses fermentasi lambat. Jika ditinjau lebih jauh,
maka produksi etanol dari pemanfaatan V. amygdalina dalam pembuatan etanol masih tergolong rendah. Dari
penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241 L/ton),
G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233, L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220 L/ton) (Amirta
dkk., 2016°).

Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241
L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233 L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220 L/ton)

(Amirta dkk., 2016°).
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KESIMPULAN

1. Efektivitas perlakuan awal menggunakan NaOH terhadap proses delignifikasi pada kayu V. amygdalina
dengan variasi konsentrasi mampu menghancurkan menghancurkan struktur lignin walaupun konsentrasi
yang digunakan tergolong masih rendah.

2. Namun demikian, perlakuan awal alkali dengan konsentrasi NaOH yang rendah telah mampu secara efektif
memberikan tingkat perolehan gula reduksi yang cukup tinggi yaitu sebesar 57,73%.

Perolehan potensi etanol tertinggi didapatkan dari proses sakarifikasi yang berlangsung selama 36 jam

3. yaitu 186,95 ml/kg atau 186,98 L/ton dan terendah pada sakarifikasi waktu ke-24 yaitu 88,97 ml/kg atau

88,97 L/ton.
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EFEKTIVITAS PERLAKUAN AWAL ALKALI DAN HIDROTERMAL
TERHADAPPROSES DELIGNIFIKASI, POTENSI GULA REDUKSI DAN
PRODUKSI ETANOL TEORITIS DARI KAYU Vernonia amygdalina Delile

ABSTRACT

Vernonia amygdalina is a shrub species that is[aAc1] potentially used as an energy crop through a short rotation coppice
(SRC) system since this species is able to generate more than a single stem after the pruning process. This technique is
very popular for providing sustainable feedstock for energy production. Therefore, due to its characteristics, V.
amygdalina receives great attention as one of the energy crops for the application in energy. Herein, this study aims to
evaluate the suitability of the V. amygdalina woody biomass for ethanol production. The woody biomass was first
pretreated by autoclave under various concentrations of sodium hydroxide (0, 1, 2, and 3% (w/v)) and reaction times (15,
30, 45, and 60 minutes). The pretreated wood sample was then hydrolyzed using a commercial cellulase enzyme to
produce glucose monomers. The hydrolysis time at 12, 24, 36, and 48 hours was analyzed. The results showed that the
addition of 3% sodium hydroxide at a reaction time of 15 minutes and a hydrolysis time of 36 hours was the best
concentration to provide the highest ethanol potency (186.98 L/ton woody biomass). Finally, this study suggests that V.
amygdalina will be a promising feedstock for ethanol production.

Key words: Alkaline Pretreatment, Bioethanol, Enzymatic Saccharification, V. amygdalina

ABSTRAK

Vernonia amygdalina merupakan salah satu jenis tanaman Short Rotation Coppice (SRC) atau trubusan yang secara alami
dapat melakukan proses regenerasi setelah melalui proses pemangkasan. Selain itu juga sebagai bahan baku penyedia
biomassa yang saat ini banyak digunakan dalam memproduksi energi di dunia. Oleh karena itu, V. amygdalina memiliki
potensi pembangkitan energi yang besar dan memadai untuk digunakan salah satunya adalah sebagai bahan baku untuk
produksi bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi yang
dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh. Proses penelitian diawali dengan pengujian komponen kimia
yang mengacu pada metode standar TAPPI. Sementara itu, untuk mengetahui potensi gula tereduksi menggunakan
metode Somogyi-Nelson. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan awal dengan[ac2] menggunakan NaOH
dengan konsentrasi 3% pada waktu pemasakkan 15 menit dan waktu sakarifikasi 36 jam menghasilkan nilai potensi gula
reduksi tertinggi sebesar 186,98 mi/kg atau 186,98 L/ton dari kayu V. amygdalina. Penggunaan V. amgdalina sebagai
bahan baku alternatif untuk produksi etanol akan sangat menjanjikan bagi energi Indonesia yang ramah lingkungan di
masa depan.

Kata kunci : Bioetanol, Perlakuan Awal Alkali, Sakarifikasi Enzimatik, V. amygdalina

PENDAHULUAN

Energi merupakan salah satu hal yang sangat penting di dunia. Banyak negara saling bersaing untuk
mendapatkan atau mempertahankan sumber-sumber energi tersebut. Saat ini sumber energi utama umat
manusia diperoleh dari bahan bakar fosil dan penggunaan bahan bakar fosil saat ini sangat besar. Hal ini tidak
dapat dipungkiri karena penggunaan energi dunia masih berpusat pada minyak bumi. Selain itu peningkatan
harga minyak bumi akan memberikan dampak yang besar bagi pembangunan suatu negara salah satunya ialah
negara Indonesia. Permasalahannya, sumber energi ini merupakan sumber energi tak terbarukan yang suatu
saat akan habis jika terus-menerus dipakai.

Negara-negatafacs] berkembang saat ini salah satunya negara Indonesia sedang ramai mengembangkan
energi terbarukan dengan target yang cukup ambisius. Keadaan inilah yang menuntut kita untuk
mengeksplorasi
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sumber daya [ac4jenergi terbarukan yang meliputi air, biomassa, angin dan panas bumi. Di antara pilihan
tersebut, bahan bakar berbasis biomassa yaitu biofuel salah satunya [acsjialah bioetanol (Saha dkk., 2017).
Biotanol sangat berpotensi untuk menggantikan bensin karena memiliki beberapa keuntungan. Beberapa bahan
dapat diolah menjadi bioetanol, salah satunya adalah biomassa lignoselulosa.

Indonesia merupakan negara dengan luas hutan alam terbesar ke-3 di dunia memiliki kawasan hutan
khususnya di Kalimantan Timur diketahui memiliki ketersediaan cadangan biomassa berlignoselulosa yang
sangat berlimpah dan beragam jenis dari tumbuhan berkayu yang memiliki kemampuan adaptasi dan kecepatan
pertumbuhan yang tinggi (pionir/fast growing and lesser known [aAcsjspecies) (Amirta dkk., 20162). Salah satu
jenis bahan baku penyediaan biomassa yang saat ini banyak digunakan yaitu Short Rotation Coppice (SRC)
yang memiliki siklus rotasi yang [Ac7] lebih pendek dan kepadatan penanaman yang lebih tinggi
memungkinkan perolehan hasil panen (produktivitas) biomassa yang lebih tinggi per satuan luas lahan
(Amirta, 2018; Haqiqi, dkk. [ac8]2018). Salah satu tanaman jenis ini ialah Vernonia amygdalina.

Berbagai sumber bahan lignoselulosa perlu dilakukan proses perlakuan awal lebih dahulu untuk
mempermudah proses hidrolisis. Proses perlakuan awal akan membuat selulosa mudah ditembus oleh enzim
selulolitik sehingga dapat mengurangi penggunaan enzim serta menekan biaya (Sari dkk., 2018). Proses
perlakuan awal menggunakan metode hidrotermal dapat meningkatkan produk gula tereduksi hasil hidrolisis
yang akan dikonversi menjadi bioetanol melalui proses enzimatis (Ninomiya dkk., 2013[ac9]). Perlakuan awal
secara alkali bertujuan untuk mengurangi kandungan lignin dalam lignoselulosa (delignifikasi). Proses kimia
menggunakan senyawa basa kuat merupakan metode delignifikasi yang palingumum digunakan, karena
memiliki daya degradasi terhadap lignin yang kuat dan biaya yang rendah. Kelemahannya adalah terbentuknya
garam saat proses, namun dapat diatasi dengan cara pencucian menggunakan air bersih. Senyawa basa kuat
yang pada umumnya digunakan untuk delignifikasi adalah Natrium [ac10] hidroksida (NaOH) dengan
konsentrasi yang bervariasi pada suhu rendah dengan waktu delignifikasi yang lama (1 jam) (Muryanto dkk.,
2016).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan menggunakan
konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi yang
dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh.

METODE

Lokasi Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Kimia Hasil Hutan dan Energi Terbarukan, Fakultas
Kehutanan, Universitas Mulawarman, Samarinda.

Prosedur Penelitian

1. Persiapan Bahan Baku

Sampel kayu yang telah dipotong kemudian dipotong kecil-kecil menggunakan parang[aci1]. Selanjutnya
sampel berbentuk chip[aci2] dikonversi menjadi serbuk dengan menggunakan alat hammer mile. Proses
berikutnya dilakukan pengayakan dengan ukuran 40 mesh (sampel untuk perlakuan awal dan pengujian sifat
kimia). Sampel yang telah di ayak [ac13]kemudian disimpan di ruang konstan dan dimasukkan kedalam plastik
klip. Untuk persiapan bahan baku selanjutnya, dilakukan pengukuran faktor kelembaban (Moisture Factor)
dan kandungan air (Water Content) dengan menggunakan metode standar TAPPI.

MF = [B/A] @)
Keterangan :
MF = Faktor Kelembaban
A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)[ac14
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WC (%) = [(A-B)/A] x 100 (2)

Keterangan :

WC = Kandungan air (%)

A = Berat awal sampel (g)

B = Berat akhir sampel (g)ac1s]

2. Perlakuan Awal

Proses perlakuan awal dalam penelitian ini menggunakan larutan natrium hidroksida (NaOH). Pada kisaran
konsentrasi masing-masing 10; 20 dan 30 g/l [aci6jatau 1, 2 dan 3% serta temperatur yang digunakan dan
waktu proses adalah 121°C selama 15, 30, 45 dan 60 menit dengan rasio antar substrat kayu dan larutan
pemasak sebesar 1:10 (w/v).

3. Analisis Komponen Kimia

Analisis komponen kimia untuk mengetahui kandungan kimia dalam sampel yang terdiri dari kandungan
lignin, holoselulosa dan a-selulosa. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan komponen kimia sebelum
dan sesudah perlakuan awal menggunakan NaOH sebagai katalis. Pengukuran ini menggunakan metode
standar TAPPI.

4. Sakarifikasi (Hidrolisis Enzimatis)

Serbuk dari proses perlakuan awal terhadap kayu V. amygdalina yang digunakan sebagai substrat dalam
tahapan hidrolisis guna memecah komponen selulosa menjadi monomer gula sederhana. Proses hidrolisis
bertujuan untuk memecah ikatan lignin, menghilangkan kandungan lignin dan hemiselulosa, merusak struktur
kristal dari selulosa (Sun andfaci7] Cheng, 2002). Sebelum proses sakarifikasi sampel pulp terlebih dahulu
dikering udarakan pada temperatur ruang (25°C). Kemudian 0,2 gram[ac1g] (OD) pulp dimasukkan ke dalam
tabung (tube) dan ditambahkan 10 ml larutan substrat enzim yang mengandung buffer tartrate 0,05 M pH 4,5,
enzim selulase (40 FPU/g substrat) dan 0,02% Sodium Azide [ac19]ke dalam substrat pada temperatur 45°C.
Hidrolisis enzim ini dilakukan menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 140 rpm selama 96 jam.
Dilakukan 4 kali pengambilan sampel tiap 12 jam, 24 jam 36[ac20] jam dan 48 jam. Kemudian, sampel di
[ac21]centrifuge pada kecepatan putaran 6200 rpm selama 5 menit untuk dipisahkan antara filtrat dan
supernatant-nya. Supernatant digunakan untuk menentukan gula tereduksi melalui metode Somogy-Nelson
yang dimodifikasi (Amirta dkk[ac22]., 2016°). Enzim komersil selulase yang digunakan dalam penelitian ini
adalah enzim meiselase yang diperoleh dari Meiji, Kyoto, Jepang.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Banyaknya komponen kayu yang tidak terdegradasi setelah proses pulping ini dinyatakan sebagai
rendemen. Nilai rendemen serta kenampakan fisik dari pulp kayu V. amygdalina setelah perlakuan awal
menggunakan NaOH dengan konsentrasi serta waktu pemasakan yang berbeda dapat dilihat pada Tabel
4.1.[Ac23]

Berdasarkan Tabel 4.1[ac24] dapat dicermati bahwa dengan bertambahnya konsentrasi NaOH terjadi
penurunan terhadap rendemen pulp[ac2s) yang dihasilkan. Menurut Kumar dkk., (2020) tingginya nilai
rendemen yang dihasilkan dikarenakan katalis yang digunakan tidak mampu memecah struktur karbohidrat
kompleks secara efisien serta menandakan bahwa struktur lignoselulosa tidak terurai secara sempurna,
sehingga mempengaruhi kerja enzim dalam menghidrolisis selulosa menjadi glukosa pada proses sakarifikasi.
Sedangkan rendahnya nilai rendemen yang didapat dipengaruhi oleh waktu pemasakan dan konsentrasi alkali
(Panggabean dkk., 2018). Nurmiah dkk., (2013)[ac26] juga menyatakan bahwa penurunan nilai rendemen
disebabkan oleh peningkatan konsentrasi NaOH dan interaksi temperatur atau suhu yang digunakan.

Selain rendemen pulp, parameter lain yang dicermati adalah perubahan pada sisa fraksi pulp (tekstur)dan
warna pulp setelah perlakuan awal. Pada variasi konsentrasi perlakuan awal menghasilkan pulp yang berserat
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kasar (hard fiber) kecuali pada konsentrasi NaOH 3% yang menghasilkan pulp yang berserat
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halus (soft fiber).[ac27]

Sifat fisik yang diperoleh dari hasil pemasakan dengan proses alkali yaitu berupa sisa fraksi pulp dan warna
pada setiap sampel dengan masing-masing konsentrasi alkali yang berbeda (Gambar 4.1[aczs]). Sampel
sebelum perlakuan berwarna coklatjac2e] muda, sedangkan sampel dengan variasi konsentrasi NaOH berwarna
coklatjaco] kekuningan sampai cokelat tua kemerahan. Hal ini mungkin terjadi karena kandungan lignin pada
sampel terdegradasi atau larut dalam lindi hitam pada saat proses perlakuan awal, dengan kata lain pengaruh
konsentrasi alkali dan waktu pemasakan dapat mempengaruhi laju degradasi lignin yang terjadi selama proses
pemasakan berlangsung. Hal ini juga dinyatakan oleh Muryanto dkk., (2016) bahwa semakin lama waktu
proses perlakuan awal, maka delignifikasi juga semakin tinggi. Pembentukan sisa fraksi pulp tersebut juga
tergantung pada konsentrasi alkali dan juga jenis biomassa yang digunakan (Amirta, 2016b[ac31]).

Tabel 4.1jac32] Persentase Rendemen Pulp Kayu V. amygdalina Setelah Perlakuan Awal
Rendemen (%)

Waktu (menit) 1% NaOH 2% NaOH 3% NaOH
15 70,71 £0,64 66,46 £ 0,28 64,30 £0,41
30 67,04 £0,06 62,69 £0,52 57,89 +0,72
45 66,89 £ 0,80 59,66 £ 0,65 57,19+£0,16
60 64,18 £ 0,66 57,87+ 0.62 55,46 £0,32

]Gamr 4.\[Ac33 Tekstur dan Warna Pulp V. amygdaliﬁa ada Konsentrasi yang Berbeda (a)
Sebelum Perlakuan NaOH (b) NaOH 1% (c) NaOH 2% (d) NaOH 3% dengan suhu
121°C.

Adapun nilai persentase lignin setelah perlakuan awal alkali yang telah dilakukan pengujian dapat dilihat
pada gambar 4.2. [ac34]Berdasarkan gambar tersebut, menunjukkan hasil pengujian kandungan lignin setelah
perlakuan awal mengalami penurunan seiringan dengan meningkatnya konsentrasi alkali. Adapun kandungan
lignin sebelum perlakuan yaitu 31,65% menurun hingga 11,01 - 32,19% setelah perlakuan awal. Berdasarkan
teori, bahwa konsentrasi alkali sangat berpengaruh terhadap efektivitas penurunan lignin, ini menunjukkan
bahwa terdapat kecenderungan menurunnya kadar lignin dan kandungan polisakarida setelah diberi perlakuan
alkali. Hal ini sejalan dengan pendapat Larasati dkk., (2019) bahwa kandungan lignin akan semakin berkurang
seiring bertambahnya konsentrasi alkali.

Pada Gambar 4.3 [acssjmenunjukkan penurunan kandungan holoselulosa seiring dengan peningkatan
konsentrasi dan waktu reaksi. Dari hasil analisis diatasfacse], holoselulosa setelah perlakuan awal menurun
menjadi 37,39 - 67,87% yang sebelumnya kandungan holoselulosa sebelum perlakuan awal ialah 84,73%.
Berdasarkan data tersebut diperkirakan bahwa semakin tinggi penggunaan konsentrasi akan menurunkan
tingkat polimerisasi selulosa sehingga dapat meningkatkan kinerja enzim pada proses sakarifikasi. Adapun
penurunan kandungan tersebut mengindikasikan bahwa perlakuan delignifikasi yang diterapkan pada
penelitian ini, tidak hanya menyebabkan degradasi lignin, tetapi depolimerisasi hemiselulosa juga (Saha dkk.,
2017).

Berdasarkan Gambar 4.4 [acs7] menunjukkan bahwa terjadi penurunan a-Selulosa seiring dengan
penambahan konsentrasi dan waktu reaksi pemasakan. Nilai dari kandungan a-Selulosa sebelum perlakuan
yang diperoleh batang sambung nyawa adalah sebesar 55,27% dan selanjutnya dilakukan analisis kandungan
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a-Selulosa dengan menggunakan konsentrasi NaOH 1, 2 dan 3%. Nilai yang diperoleh setelah dilakukan
perlakuan awal
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berkisar antara 30,44 - 61,62%. Berdasarkan gambar diatasfacsg] terlihat bahwa dengan bertambahnya
konsentrasi NaOH tidak begitu berpengaruh terhadap kandungan o-Selulosa. Menurut Sjostrom (1995)
[Ac39)menyatakan bahwa [ac4ojadanya perbedaan kandungan a-Selulosa tersebut sebagian besar disebabkan
oleh banyak sedikitnya kristalin dalam selulosa. Jenis kayu yang memiliki kandungan a-Selulosa tinggi
artinya memiliki kristalin yang banyak pada selulosa yang terkandung di dalam kayu. Terjadinya penurunan
kandungan selulosa ini dapat disebabkan adanya struktur selulosa yang teratur terbuka dan molekul selulosa

terdispersi secara bebas dalam solvenfacs1] (NaOH).
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Gambar 4.3 [acs4]Kandungan Alfaselulosa Setelah Perlakuan Awal

Tabel 4.2[ac45] Persentase Glukosa pada Kayu V. amygdalina

Waktu Reaksi Konsentrasi NaOH Waktu Sakarifikasi (Jam)
(Menit) (%) 12 24 36 48
1 21,50 18,10 24,95 23,65
15 2 21,75 19,80 26,20 25,35
3 25,35 20,70 27,90 26,80
1 13,00 21,50 24,90 13,20
30 2 15,55 23,85 26,40 13,20
3 16,60 24,95 27,70 30,05
1 30,50 20,90 24,90 27,05
45 2 31,50 22,80 27,50 27,90
3 33,00 34,30 31,75 29,20
1 24,10 27,70 24,10 30,50
60 2 24,70 29,00 27,70 33,00
3 27,90 30,07 33,90 37,90

Berdasarkan Tabel 4.2 [acss]hasil glukosa tertinggi didapatkan dari perlakuan awal pada waktu reaksi 60
menit yaitu 37,90%, sedangkan yang terendah yaitu 13,00% pada waktu reaksi 30 menit. Persentase gula yang
didapatkan secara umum meningkat seiring dengan meningkatnya waktu sakarifikasi. Namun, terdapat
beberapa waktu sakarifikasi yang mengalami penurunan persentase glukosa. Hal ini dikarenakan jumlah
enzim yang semakin terbatas (Ghose dan Ray, 2010).

Biomassa lignoselulosa terdiri dari karbohidrat (selulosa dan hemiselulosa), lignin dan komponen lainnya
(protein, lipid dan zat organik) (Kim, 2013). Keberadaan lignin sangat menghambat proses degradasi selulosa
dan hemiselulosa menjadi glukosa. Oleh karena itu, lignin harus dihilangkan baik secarakimia maupun
enzimatis yang merupakan proses delignifikasi dan setelah itu dapat dilakukan proses fermentasi untuk
produksi bioetanol.

Proses hidrolisis pada batang V. amygdalina ini berfungsi untuk memecah rantai panjang polimer
karbohidrat yaitu holoselulosa (hemiselulosa dan selulosa) menjadi monomer-monomer gula reduksi. Sebelum
melakukan proses sakarifikasi secara enzimatis, aktifitasiac47) enzim diketahui sebesar 40 FPU. Pada proses

8



Ulin - J Hut Trop Vol (No) : Halaman pISSN 2599 1205, eISSN 2599 1183
Maret/September Tahun

sakarifikasi menggunakan temperatur optimum 45°C dan menggunakan buffer asam dengan pH 4,5[ac4s] agar
enzim yang digunakan dapat bekerja dengan optimum selama 48 jam. Hasil proses sakarifikasi dapat dilihat
pada Gambar 4.4, 4.5 dan 4.6[Ac49].

Pada variasi perlakuan awal menggunakan konsentrasi NaOH ini dihasilkan persentase sakarifikasiyang
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain sebelumnya. Perolehan hasil sakarifikasi tertinggi yaitu 57,73%
dari basis pulp dan 37.42% dari basis kayu. Jika dicermati terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
proses sakarifikasi, salah satunya persentase kandungan lignin yang dimana penurunan kandungan lignin
berdampak baik pada proses hidrolisis dan mempermudah enzim dalam memecah struktur polisakarida
menjadi monomer gula sehingga nilai sakarifikasi meningkat. Pada perlakuan awal ini juga memberikan
dampak negatif yaitu penurunan perolehan persentase holoselulosa dan a-selulosa [acsojnamun tidak dalam
jumlah yang besar. Sehingga, adanya penurunan kandungan holoselulosa dan a-selulosa saat konsentrasi
ditingkatkan ini tidak berpengaruh secara signifikan pada persentase hasil rendemen gula pereduksi atau
persentase sakarifikasi yang dihasilkan, yang mana dihasilkan persentase hasil sakarifikasi yang meningkat,
sebagai contoh dapat dilihat pada Gambar 4.4. [acs1)Hal ini dapat terjadi diduga disebabkan oleh
[Acs2]aksesibilitas enzim selulase yang menjadi lebih baik terhadap a-selulosa pada perlakuan awal dengan
konsentrasi tinggi dikarenakan oleh berkurangnya kadar lignin. Selain itu proses degradasi oleh enzim ini
diduga juga menyebabkan selulosa yang tersisa menjadi lebih pendek (derajat polimerisasinya rendah),
sehingga lebih mudah dihidrolisis oleh enzim. Derajat polimerisasi yang rendah akan menyebabkan luas
permukaan selulosa 68 menjadi lebih besar sehingga aksesibilitas enzim terhadap selulosa menjadi lebih
tinggi dan dapat meningkatkan rendemen proses hidrolisis (Kuo dan Lee, 2009).
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Gambar 4.6[acs5]  Efektivitas Sakarifikasi Berdasarkan Waktu Reaksi terhadap Penurunan Kandungan
Lignin dari Kayu V. amygdalina Menggunakan Perlakuan Awal AlkaliBerdasarkan [acse] gambar 4.5
perlakuan awal yang dilakukan tidak terlepas dari peran berbagai faktor diantaranya yaitu suhu, konsentrasi
dan waktu reaksi. Hal ini dibuktikan dengan penurunan kandungan lignin, dengan belum terputusnya ikatan
lignoselulosa secara sempurna akan menyebabkan rendahnya hasil gula reduksi yang didapatkan pada proses
hidrolisis. Seperti pada gambar diatas[acs7], perolehan hasil sakarifikasi pulp tertinggi yaitu 57,73% pada
waktu pemasakan 15 menit dan pada waktu pemasakan 30 menit mengalami menurunanfacss] yang signifikan
yaitu 29,51% kemudian pada waktu pemasakan 45 dan 60 menit mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu
32,44 dan 35,28% secara berturut. Hal ini juga sama terhadap hasil sakarifikasi berbasis kayu dimana
mengalami turun naik terhadap nilai yang dihasilkan. Pada waktu pemasakan 15 menit diperoleh hasil
sakarifikasi yaitu 37,12% dan pada waktu pemasakan 30 menit mengalami penurunan yang signifikan pula
yaitu 17,08% [acsolkemudian waktu pemasakan 45 dan 60 menit mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu
18,55 dan 20,00% secara berturut.

Apabila kita cermati bersama, [Aceo] berdasarkan waktu reaksi persentase sakarifikasi berbasis pulp
maupun berbasis kayu mengalami penurunan pada waktu 30 menit dan mengalami peningkatan persentase
sakarifikasi pada waktu 45 dan 60 menit walaupun nilainya tidak terlalu tinggi. Menurut Prasetyo dkk., (2010)
hal ini disebabkan karena kemungkinan gula yang dihasilkan bisa berubah menjadi produk lain dikarenakan
enzim selulase yang digunakan dalam proses sakarifikasi belum murni, sehingga dapat terjadi reaksi lain yang
tidak diketahui.

Berdasarkan Gambar 4.6 [ace1] menunjukkan hasil yang sama pada Gambar 4.5 [acezjdimana hasil
sakarifikasiyang didapatkan mengalami trendline yang tidak stabil juga. Pada waktu ke-12 jam persentase
sakarifikasi pulp yaitu 52,41% dan mengalami penurunan pada waktu ke-24 jam yaitu 42,72% [ace3]kemudian
mengalami peningkatan persentase sakarifikasi pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan mengalami
penurunan lagi waktu ke-48 jam yaitu 55,49%. Berdasarkan waktu sakarifikasi hasil persentase sakarifikasi
berbasis pulp tertinggi diperoleh pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan persentase sakarifikasi berbasis
kayu diperoleh 37,10% dengan waktu sakarifikasi yang sama. Hal ini disebabkan oleh menurunnya stabilitas
dan ketahanan enzim yang digunakan pada proses sakarifikasi (Putri dkk., 2013[acs4]). Namun, kandungan
lignin dari gambar diatasjaces) mengalami penurunan dari 32,19% menjadi 15,65%. Hal ini erat kaitannya
dengan penggunaan larutan NaOH yang dapat memutuskan ikatan hidrogen inter-molekul selulosa, sehingga
penyerapan air lebih banyak dan mempermudah enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa menjadi gula-
gula sederhana (Gunam dkk., 2011). Mardina dkk., (2013) juga menyatakan bahwa persentase pengurangan
kandungan lignin semakin besar dengan meningkatnya konsentrasi NaOH yang digunakan.

Hasil yang diperoleh tersebut dilakukan perhitungan potensi etanol oleh Premjet dkk., (2013)[ace6] yang
ditunjukkan pada gambar diagram (Gambar 4.7[Ace7]), berdasarkan perhitungan potensi produksi etanol
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teoritis, [Acesihasil potensi produksi etanol yang diperoleh ialah persentase etanol pada perlakuan awal
menggunakan NaOH berkisar antara 147,18 - 186,98 L/ton, pada pengaruh waktu reaksi berkisar antara 95,58
- 186,98 L/ton dan pengaruh waktu sakarifikasi berkisar antara 138,37 - 186,85 L/ton. Hasil perhitungan
potensi produksi etanol tertinggi berasal dari sakarifikasi dengan perlakuan awal menggunakan konsentrasi
NaOH 3% pada temperatur 121°C selama 15 menit dengan waktu sakarifikasi ke-36 jam. Hasil etanol tertinggi
adalah 186,98 ml/kg atau 186,98 L/ton pada basis pulp sedangkan pada basis kayu yaitu 178,40 ml/kg atau
178,40 L/ton.

Pada variasi waktu pemasakan terjadi penurunan kadar etanol yang signifikan, hal ini disebabkan gula yang
terdapat pada substrat terkonversi menjadi bioetanol dan sebagian digunakan sebagai sumber karbon untuk
proses pertumbuhan mikroorganisme (Retno dan Nuri, 2011). Produksi bioetanol sangat dipengaruhi oleh
substrat yang digunakan. Semakin tinggi kadar gula akan diperoleh kadar bioethanol[aces] yang semakin
tinggi, akan tetapi apabila kadar gula terlalu pekat mengakibatkan proses fermentasi lambat. Jika ditinjau lebih
jauh, maka produksi etanol dari pemanfaatan V. amygdalina dalam pembuatan etanol masih tergolong rendah.
Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241
L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233, L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220 L/ton)
(Amirta dkk., 2016P).

Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241
L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233 L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220 L/ton)

(Amirta dkk., 2016P).[ac70]
200
0

Kontrol 1
Konsentrasi NaOH (%)

Etanol (L/ Ton)

W Sakarifikasi Pulp & Sakarifikasi Kayu

300

200
) I I I I

0
15 30 43 60

Waktu Reaksi (Menit)

Etanel(L/Ton)

W Sakarifikast Pulp  Sakarifikast Kayu

200
} I I I I
0
12 24 36 4

Waktu Sakarifikasi (Jam)

Etanol (L/Ton)

8

B Szkanfikzst Pulp 8 Sakenfilas Kayu

Gambar 4.7[ac71]  Potensi Produksi Etanol dari Biomassa Kayu V. amygdalina dan Proses Sakaridikasi
Enzimatis dan Perlakuan Awal Menggunakan Alkali
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KESIMPULAN

1. Efektivitas perlakuan awal menggunakan NaOH terhadap proses delignifikasi pada kayu V. amygdalina
dengan variasi konsentrasi mampu menghancurkan menghancurkan struktur lignin walaupun konsentrasi
yang digunakan tergolong masih rendah.

2. Namun demikian, perlakuan awal alkali dengan konsentrasi NaOH yang rendah telah mampu secara efektif
memberikan tingkat perolehan gula reduksi yang cukup tinggi yaitu sebesar 57,73%.

Perolehan potensi etanol tertinggi didapatkan dari proses sakarifikasi yang berlangsung selama 36 jam

3. yaitu 186,95 ml/kg atau 186,98 L/ton dan terendah pada sakarifikasi waktu ke-24 yaitu 88,97 ml/kg atau

88,97 L/ton.[ac72]
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EFEKTIVITAS PERLAKUAN AWAL ALKALI DAN HIDROTERMAL
TERHADAP PROSES DELIGNIFIKASI, POTENSI GULA REDUKSI DAN
PRODUKSI ETANOL TEORITIS DARI KAYU SAMBUNG NYAWA
(Vernonia amygdalina Delile)

ABSTRACT

Vernonia amygdalina is a shrub species that is potentially used as an energy crop through a short rotation coppice
(SRC) system since this species is able to generate more than a single stem after the pruning process. This technique is
very popular for providing sustainable feedstock for energy production. Therefore, due to its characteristics, V.
amygdalina receives great attention as one of the energy crops for the application in energy. Herein, this study aims to
evaluate the suitability of the V. amygdalina woody biomass for ethanol production. The woody biomass was first
pretreated by autoclave under various concentrations of NaOH (0, 1, 2, and 3% (w/v)) and reaction times (15, 30, 45,
and 60 minutes). The pretreated wood sample was then hydrolyzed using a commercial cellulase enzyme to produce
glucose monomers. The hydrolysis time at 12, 24, 36, and 48 hours was analyzed. The results showed that the addition
of 3% sodium hydroxide at a reaction time of 15 minutes and a hydrolysis time of 36 hours was the best concentration
to provide the highest ethanol potency (186.98 L/ton woody biomass). Finally, this study suggests that V. amygdalina
will be a promising feedstock for ethanol production.

Key words: Alkaline Pretreatment, Bioethanol, Enzymatic Saccharification, V. amygdalina

ABSTRAK

Vernonia amygdalina merupakan salah satu jenis tanaman Short Rotation Coppice (SRC) atau trubusan yang secara
alami dapat melakukan proses regenerasi setelah melalui proses pemangkasan. Selain itu juga sebagai bahan baku
penyedia biomassa yang saat ini banyak digunakan dalam memproduksi energi di dunia. Oleh karena itu, V. amygdalina
memiliki potensi pembangkitan energi yang besar dan memadai untuk digunakan salah satunya adalah sebagai bahan
baku untuk produksi bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan
dengan menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi
yang dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh. Biomassa kayu terlebih dahulu diolah dengan
autoklaf pada berbagai konsentrasi NaOH (0, 1, 2, dan 3% (g/L)) dan waktu reaksi (15, 30, 45, dan 60 menit). Sampel
kayu yang telah diolah kemudian dihidrolisis menggunakan enzim selulase komersial untuk menghasilkan monomer
glukosa. Waktu hidrolisis pada 12, 24, 36, dan 48 jam dianalisis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan
NaOH 3% pada waktu reaksi 15 menit dan waktu hidrolisis 36 jam merupakan konsentrasi terbaik untuk memberikan
potensi etanol tertinggi (186,98 L/ton biomassa kayu). Akhirnya, penelitian ini menunjukkan bahwa V. amygdalina
akan menjadi bahan baku yang menjanjikan untuk produksi etanol.

Kata kunci : Bioetanol, Perlakuan Awal Alkali, Sakarifikasi Enzimatik, V. amygdalina

PENDAHULUAN

Energi merupakan salah satu hal yang sangat penting di dunia. Banyak negara saling bersaing untuk
mendapatkan atau mempertahankan sumber-sumber energi tersebut. Saat ini sumber energi utama umat
manusia diperoleh dari bahan bakar fosil dan penggunaan bahan bakar fosil saat ini sangat besar. Hal ini
tidak dapat dipungkiri karena penggunaan energi dunia masih berpusat pada minyak bumi. Selain itu
peningkatan harga minyak bumi akan memberikan dampak yang besar bagi pembangunan suatu negara salah
satunya ialah negara Indonesia. Permasalahannya, sumber energi ini merupakan sumber energi tak
terbarukan yang suatu saat akan habis jika terus-menerus dipakai.

Negara-negata berkembang saat ini salah satunya negara Indonesia sedang ramai mengembangkan energi
terbarukan dengan target yang cukup ambisius. Keadaan inilah yang menuntut kita untuk mengeksplorasi
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sumber daya energi terbarukan yang meliputi air, biomassa, angin dan panas bumi. Di antara pilihan
tersebut, bahan bakar berbasis biomassa yaitu biofuel salah satunya ialah bioetanol (Saha dkk., 2017).
Biotanol sangat berpotensi untuk menggantikan bensin karena memiliki beberapa keuntungan. Beberapa
bahan dapat diolah menjadi bioetanol, salah satunya adalah biomassa lignoselulosa.

Indonesia merupakan negara dengan luas hutan alam terbesar ke-3 di dunia memiliki kawasan hutan
khususnya di Kalimantan Timur diketahui memiliki ketersediaan cadangan biomassa berlignoselulosa yang
sangat berlimpah dan beragam jenis dari tumbuhan berkayu yang memiliki kemampuan adaptasi dan
kecepatan pertumbuhan yang tinggi (pionir/fast growing and lesser known species) (Amirta dkk., 2016?).
Salah satu jenis bahan baku penyediaan biomassa yang saat ini banyak digunakan yaitu Short Rotation
Coppice (SRC) yang memiliki siklus rotasi yang lebih pendek dan kepadatan penanaman yang lebih tinggi
memungkinkan perolehan hasil panen (produktivitas) biomassa yang lebih tinggi per satuan luas lahan
(Amirta, 2018; Hagqiqi, dkk. 2018). Salah satu tanaman jenis ini ialah Vernonia amygdalina.

Berbagai sumber bahan lignoselulosa perlu dilakukan proses perlakuan awal lebih dahulu untuk
mempermudah proses hidrolisis. Proses perlakuan awal akan membuat selulosa mudah ditembus oleh enzim
selulolitik sehingga dapat mengurangi penggunaan enzim serta menekan biaya (Sari dkk., 2018). Proses
perlakuan awal menggunakan metode hidrotermal dapat meningkatkan produk gula tereduksi hasil hidrolisis
yang akan dikonversi menjadi bioetanol melalui proses enzimatis (Ninomiya dkk., 2013). Perlakuan awal
secara alkali bertujuan untuk mengurangi kandungan lignin dalam lignoselulosa (delignifikasi). Proses kimia
menggunakan senyawa basa kuat merupakan metode delignifikasi yang paling umum digunakan, karena
memiliki daya degradasi terhadap lignin yang kuat dan biaya yang rendah. Kelemahannya adalah
terbentuknya garam saat proses, namun dapat diatasi dengan cara pencucian menggunakan air bersih.
Senyawa basa kuat yang pada umumnya digunakan untuk delignifikasi adalah Natrium hidroksida (NaOH)
dengan konsentrasi yang bervariasi pada suhu rendah dengan waktu delignifikasi yang lama (1 jam)
(Muryanto dkk., 2016).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula
tereduksi yang dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh.

METODE

Lokasi Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Kimia Hasil Hutan dan Energi Terbarukan, Fakultas
Kehutanan, Universitas Mulawarman, Samarinda.

Prosedur Penelitian

1. Persiapan Bahan Baku

Sampel kayu yang telah dipotong kemudian dipotong kecil-kecil menggunakan parang. Selanjutnya sampel
berbentuk chip dikonversi menjadi serbuk dengan menggunakan alat hammer mill. Proses berikutnya
dilakukan pengayakan dengan ukuran 40 mesh (sampel untuk perlakuan awal dan pengujian sifat kimia).
Sampel yang telah di ayak kemudian disimpan di ruang konstan dan dimasukkan ke dalam plastik klip. Untuk
persiapan bahan baku selanjutnya, dilakukan pengukuran faktor kelembaban (Moisture Factor) dan
kandungan air (Water Content) dengan menggunakan metode standar TAPPI.

MF = [B/A]
Keterangan :
MF = Faktor Kelembaban
A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)
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WC (%) = [(A-B)/A] x 100

Keterangan :

WC = Kandungan air (%)

A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)

2. Perlakuan Awal
Proses perlakuan awal dalam penelitian ini menggunakan larutan natrium hidroksida (NaOH). Pada kisaran
konsentrasi masing-masing 10; 20 dan 30 g/l atau 1, 2 dan 3% serta temperatur yang digunakan dan waktu
proses adalah 121°C selama 15, 30, 45 dan 60 menit dengan rasio antar substrat kayu dan larutan pemasak
sebesar 1:10 (w/v).

3. Analisis Komponen Kimia

Analisis komponen kimia untuk mengetahui kandungan kimia dalam sampel yang terdiri dari kandungan
lignin, holoselulosa dan a-selulosa. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan komponen kimia sebelum
dan sesudah perlakuan awal menggunakan NaOH sebagai katalis. Pengukuran ini menggunakan metode
standar TAPPI.

4. Sakarifikasi (Hidrolisis Enzimatis)

Serbuk dari proses perlakuan awal terhadap kayu V. amygdalina yang digunakan sebagai substrat dalam
tahapan hidrolisis guna memecah komponen selulosa menjadi monomer gula sederhana. Proses hidrolisis
bertujuan untuk memecah ikatan lignin, menghilangkan kandungan lignin dan hemiselulosa, merusak
struktur kristal dari selulosa (Sun and Cheng, 2002). Sebelum proses sakarifikasi sampel pulp terlebih dahulu
dikering udarakan pada temperatur ruang (25°C). Kemudian 0,2 gram (OD) pulp dimasukkan ke dalam
tabung (tube) dan ditambahkan 10 ml larutan substrat enzim yang mengandung buffer tartrate 0,05 M pH
4,5, enzim selulase (40 FPU/g substrat) dan 0,02% Sodium Azide ke dalam substrat pada temperatur 45°C.
Hidrolisis enzim ini dilakukan menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 140 rpm selama 96 jam.
Dilakukan 4 kali pengambilan sampel tiap 12 jam, 24 jam 36 jam dan 48 jam. Kemudian, sampel di
centrifuge pada kecepatan putaran 6200 rpm selama 5 menit untuk dipisahkan antara filtrat dan supernatant-
nya. Supernatant digunakan untuk menentukan gula tereduksi melalui metode Somogy-Nelson yang
dimodifikasi (Amirta dkk., 2016°). Enzim komersil selulase yang digunakan dalam penelitian ini adalah
enzim meiselase yang diperoleh dari Meiji, Kyoto, Jepang.

5. Perhitungan Potensi Produksi Etanol Secara Teoritis

Pengolahan dan perhitungan produksi etanol secara teoritis didasarkan pada potensi jumlah etanol yang
dihasilkan dari gula hexose yang terkandung di dalam biomassa dan direpresentasikan oleh kandungan
selulosa yang telah disakarifikasi (HEXTEL) sepenuhnya atau 100% terfermentasi menjadi etanol. Jumlah
gula Hexosa (HEXTEL) dalam bahan lignoselulosa diperoleh dari sakarifikasi enzimatik fraksi pulp yang
larut. Perhitungan hasil etanol (ETOHBIO) dihitung berdasarkan berat biomassa asli dengan rumus sebagai
berikut:

HEXTEL =HEX X a (mg/kg)
ETOHBIO =HEXTEL x Ye.h  (ml/kg)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Banyaknya komponen kayu yang tidak terdegradasi setelah proses pulping ini dinyatakan sebagai
rendemen. Nilai rendemen serta kenampakan fisik dari pulp kayu V. amygdalina setelah perlakuan awal
menggunakan NaOH dengan konsentrasi serta waktu pemasakan yang berbeda dapat dilihat pada Tabel 4.1.
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Berdasarkan Tabel 4.1 dapat dicermati bahwa dengan bertambahnya konsentrasi NaOH terjadi penurunan
terhadap rendemen pulp yang dihasilkan. Menurut Kumar dkk., (2020) tingginya nilai rendemen yang
dihasilkan dikarenakan katalis yang digunakan tidak mampu memecah struktur karbohidrat kompleks secara
efisien serta menandakan bahwa struktur lignoselulosa tidak terurai secara sempurna, sehingga
mempengaruhi kerja enzim dalam menghidrolisis selulosa menjadi glukosa pada proses sakarifikasi.
Sedangkan rendahnya nilai rendemen yang didapat dipengaruhi oleh waktu pemasakan dan konsentrasi alkali
(Panggabean dkk., 2018). Nurmiah dkk., (2013) juga menyatakan bahwa penurunan nilai rendemen
disebabkan oleh peningkatan konsentrasi NaOH dan interaksi temperatur atau suhu yang digunakan.

Selain rendemen pulp, parameter lain yang dicermati adalah perubahan pada sisa fraksi pulp (tekstur) dan
warna pulp setelah perlakuan awal. Pada variasi konsentrasi perlakuan awal menghasilkan pulp yang
berserat kasar (hard fiber) kecuali pada konsentrasi NaOH 3% yang menghasilkan pulp yang berserat
halus (soft fiber).

Sifat fisik yang diperoleh dari hasil pemasakan dengan proses alkali yaitu berupa sisa fraksi pulp dan
warna pada setiap sampel dengan masing-masing konsentrasi alkali yang berbeda (Gambar 4.1). Sampel
sebelum perlakuan berwarna coklat muda, sedangkan sampel dengan variasi konsentrasi NaOH berwarna
coklat kekuningan sampai cokelat tua kemerahan. Hal ini mungkin terjadi karena kandungan lignin pada
sampel terdegradasi atau larut dalam lindi hitam pada saat proses perlakuan awal, dengan kata lain pengaruh
konsentrasi alkali dan waktu pemasakan dapat mempengaruhi laju degradasi lignin yang terjadi selama
proses pemasakan berlangsung. Hal ini juga dinyatakan oleh Muryanto dkk., (2016) bahwa semakin lama
waktu proses perlakuan awal, maka delignifikasi juga semakin tinggi. Pembentukan sisa fraksi pulp tersebut
juga tergantung pada konsentrasi alkali dan juga jenis biomassa yang digunakan (Amirta, 2016b).

Tabel 4.1 Persentase Rendemen Pulp Kayu V.amygdalina Setelah Perlakuan Awal
Rendemen (%)

Waktu (menit) 1% NaOH 2% NaOH 3% NaOH
15 70,71 +0,64 66,46 £ 0,28 64,30 £ 0,41
30 67,04 £0,06 62,69 £ 0,52 57,89 £0,72
45 66,89 £ 0,80 59,66 + 0,65 57,19+0,16
60 64,18 £ 0,66 57,87+ 0.62 55,46 + 0,32

= L. ol il 5 -

= : =1 o
Tekstur dan Warna Pulp V. amygdalina pada Konsentrasi yang Berbeda (a) Sebelum

Perlakuan NaOH (b) NaOH 1% (c) NaOH 2% (d) NaOH 3% dengan suhu 121°C.

Gamar 4.

Adapun nilai persentase lignin setelah perlakuan awal alkali yang telah dilakukan pengujian dapat dilihat
pada gambar 4.2. Berdasarkan gambar tersebut, menunjukkan hasil pengujian kandungan lignin setelah
perlakuan awal mengalami penurunan seiringan dengan meningkatnya konsentrasi alkali. Adapun
kandungan lignin sebelum perlakuan yaitu 31,65% menurun hingga 15,43% - 11,01% setelah perlakuan
awal. Berdasarkan teori, bahwa konsentrasi alkali sangat berpengaruh terhadap efektivitas penurunan lignin,
ini menunjukkan bahwa terdapat kecenderungan menurunnya kadar lignin dan kandungan polisakarida
setelah diberi perlakuan alkali. Hal ini sejalan dengan pendapat Larasati dkk., (2019) bahwa kandungan
lignin akan semakin berkurang seiring bertambahnya konsentrasi alkali.

Pada Gambar 4.3 menunjukkan penurunan kandungan holoselulosa seiring dengan peningkatan
konsentrasi dan waktu reaksi. Dari hasil analisis, holoselulosa setelah perlakuan awal menurun menjadi
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40,12% - 37,39% yang sebelumnya kandungan holoselulosa sebelum perlakuan awal ialah 84,73%.
Berdasarkan data tersebut diperkirakan bahwa semakin tinggi penggunaan konsentrasi akan menurunkan
tingkat polimerisasi selulosa sehingga dapat meningkatkan kinerja enzim pada proses sakarifikasi. Adapun
penurunan kandungan tersebut mengindikasikan bahwa perlakuan delignifikasi yang diterapkan pada
penelitian ini, tidak hanya menyebabkan degradasi lignin, tetapi depolimerisasi hemiselulosa juga (Saha
dkk., 2017).

Berdasarkan Gambar 4.4 menunjukkan bahwa terjadi penurunan a-Selulosa seiring dengan penambahan
konsentrasi dan waktu reaksi pemasakan. Nilai dari kandungan a-Selulosa sebelum perlakuan yang diperoleh
batang sambung nyawa adalah sebesar 55,27% dan selanjutnya dilakukan analisis kandungan a-Selulosa
dengan menggunakan konsentrasi NaOH 1, 2 dan 3%. Nilai yang diperoleh setelah dilakukan perlakuan awal
berkisar antara 45,58% - 30,44%. Berdasarkan gambar diatas terlihat bahwa dengan bertambahnya
konsentrasi NaOH tidak begitu berpengaruh terhadap kandungan o-Selulosa. Menurut Sjostrom (1995)
menyatakan bahwa adanya perbedaan kandungan a-Selulosa tersebut sebagian besar disebabkan oleh banyak
sedikitnya kristalin dalam selulosa. Jenis kayu yang memiliki kandungan a- Selulosa tinggi artinya memiliki
kristalin yang banyak pada selulosa yang terkandung di dalam kayu. Terjadinya penurunan kandungan

selulosa ini dapat disebabkan adanya struktur selulosa yang teratur terbuka dan molekul selulosa terdispersi
secara bebas dalam solven (NaOH).
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Gambar 4.2 Kandungan Lignin Setelah Perlakuan Awal
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Gambar 4.4 Kandungan Alfaselulosa Setelah Perlakuan Awal
Tabel 4.2 Persentase Glukosa pada Kayu V. amygdalina

Waktu Reaksi Konsentrasi NaOH Waktu Sakarifikasi (Jam)
(Menit) (%) 12 24 36 48
1 21,50 18,10 24,95 23,65
15 2 21,75 19,80 26,20 25,35
3 25,35 20,70 27,90 26,80
1 13,00 21,50 24,90 13,20
30 2 15,55 23,85 26,40 13,20
3 16,60 24,95 27,70 30,05
1 30,50 20,90 24,90 27,05
45 2 31,50 22,80 27,50 27,90
3 33,00 34,30 31,75 29,20
1 24,10 27,70 24,10 30,50
60 2 24,70 29,00 27,70 33,00
3 27,90 30,07 33,90 37,90

Berdasarkan Tabel 4.2 hasil glukosa tertinggi didapatkan dari perlakuan awal pada waktu reaksi 60
menit yaitu 37,90 %, sedangkan yang terendah yaitu 13,00 % pada waktu reaksi 30 menit. Persentase gula
yang didapatkan secara umum meningkat seiring dengan meningkatnya waktu sakarifikasi. Namun, terdapat
beberapa waktu sakarifikasi yang mengalami penurunan persentase glukosa. Hal ini dikarenakan jumlah
enzim yang semakin terbatas (Ghose dan Ray, 2010).

Biomassa lignoselulosa terdiri dari karbohidrat (selulosa dan hemiselulosa), lignin dan komponen
lainnya (protein, lipid dan zat organik) (Kim, 2013). Keberadaan lignin sangat menghambat proses
degradasi selulosa dan hemiselulosa menjadi glukosa. Oleh karena itu, lignin harus dihilangkan baik secara
kimia maupun enzimatis yang merupakan proses delignifikasi dan setelah itu dapat dilakukan proses
fermentasi untuk produksi bioetanol.

Proses hidrolisis pada batang V. amygdalina ini berfungsi untuk memecah rantai panjang polimer
karbohidrat yaitu holoselulosa (hemiselulosa dan selulosa) menjadi monomer-monomer gula reduksi.
Sebelum melakukan proses sakarifikasi secara enzimatis, aktifitas enzim diketahui sebesar 40 FPU. Pada
proses sakarifikasi menggunakan temperatur optimum 45°C dan menggunakan buffer asam dengan pH 4,5
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agar enzim yang digunakan dapat bekerja dengan optimum selama 48 jam. Hasil proses sakarifikasi
dapat dilihat pada Gambar 4.5, 4.6 dan 4.7.

Pada variasi perlakuan awal menggunakan konsentrasi NaOH ini dihasilkan persentase sakarifikasi yang
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain sebelumnya. Perolehan hasil sakarifikasi tertinggi yaitu
57,73% dari basis pulp dan 37.42% dari basis kayu. Jika dicermati terdapat beberapa faktor yang
mempengaruhi proses sakarifikasi, salah satunya persentase kandungan lignin yang dimana penurunan
kandungan lignin berdampak baik pada proses hidrolisis dan mempermudah enzim dalam memecah
struktur polisakarida menjadi monomer gula sehingga nilai sakarifikasi meningkat. Pada perlakuan awal
ini juga memberikan dampak negatif yaitu penurunan perolehan persentase holoselulosa dan a-selulosa
namun tidak dalam jumlah yang besar. Sehingga, adanya penurunan kandungan holoselulosa dan a-
selulosa saat konsentrasi ditingkatkan ini tidak berpengaruh secara signifikan pada persentase hasil
rendemen gula pereduksi atau persentase sakarifikasi yang dihasilkan, yang mana dihasilkan persentase
hasil sakarifikasi yang meningkat, sebagai contoh dapat dilihat pada Gambar 4.5. Hal ini dapat terjadi
diduga disebabkan oleh aksesibilitas enzim selulase yang menjadi lebih baik terhadap o-selulosa pada
perlakuan awal dengan konsentrasi tinggi dikarenakan oleh berkurangnya kadar lignin. Selain itu proses
degradasi oleh enzim ini diduga juga menyebabkan selulosa yang tersisa menjadi lebih pendek (derajat
polimerisasinya rendah), sehingga lebih mudah dihidrolisis oleh enzim. Derajat polimerisasi yang rendah
akan menyebabkan luas permukaan selulosa 68 menjadi lebih besar sehingga aksesibilitas enzim terhadap
selulosa menjadi lebih tinggi dan dapat meningkatkan rendemen proses hidrolisis (Kuo dan Lee, 2009).
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= 40 2 5
= &
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= s akcarifikasi pulp ~fi~ sakarifikasi kayu =@ lignin
Gambar 4.5  Efektivitas Sakarifikasi Berdasarkan Konsentrasi terhadap Penurunan Kandungan Lignin
dari Kayu V. amygdalina Menggunakan Perlakuan Awal Alkali
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Gambar 4.6 Efektivitas Sakarifikasi Berdasarkan Waktu Pemasakan terhadap Penurunan Kandungan
Lignindari Kayu V. amygdalina Menggunakan Perlakuan Awal Alkali
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Gambar 4.7 Efektivitas Sakarifikasi Berdasarkan Waktu Sakarifikasi terhadap Penurunan Kandungan
Lignindari Kayu V. amygdalina Menggunakan Perlakuan Awal Alkali

Berdasarkan Gambar 4.6 perlakuan awal yang dilakukan tidak terlepas dari peran berbagai faktor
diantaranya yaitu suhu, konsentrasi dan waktu reaksi. Hal ini dibuktikan dengan penurunan kandungan
lignin, dengan belum terputusnya ikatan lignoselulosa secara sempurna akan menyebabkan rendahnya hasil
gula reduksi yang didapatkan pada proses hidrolisis. Seperti pada gambar diatas, perolehan hasil sakarifikasi
pulp tertinggi yaitu 57,73% pada waktu pemasakan 15 menit dan pada waktu pemasakan 30 menit
mengalami menurunan yang signifikan yaitu 29, 51% kemudian pada waktu pemasakan 45 dan 60 menit
mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu 32,44 dan 35,28% secara berturut. Hal ini juga sama terhadap
hasil sakarifikasi berbasis kayu dimana mengalami turun naik terhadap nilai yang dihasilkan. Pada waktu
pemasakan 15 menit diperoleh hasil sakarifikasi yaitu 37,12% dan pada waktu pemasakan 30 menit
mengalami penurunan yang signifikan pula yaitu 17,08% kemudian waktu pemasakan 45 dan 60 menit
mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu 18,55 dan 20,00% secara berturut.

Apabila kita cermati bersama, berdasarkan waktu reaksi persentase sakarifikasi berbasis pulp maupun
berbasis kayu mengalami penurunan pada waktu 30 menit dan mengalami peningkatan persentase
sakarifikasi pada waktu 45 dan 60 menit walaupun nilainya tidak terlalu tinggi. Menurut Prasetyo dkk.,
(2010) hal ini disebabkan karena kemungkinan gula yang dihasilkan bisa berubah menjadi produk lain
dikarenakan enzim selulase yang digunakan dalam proses sakarifikasi belum murni, sehingga dapat terjadi
reaksi lain yang tidak diketahui.

Berdasarkan Gambar 4.7 menunjukkan hasil yang sama pada Gambar 4.6 dimana hasil sakarifikasi yang
didapatkan mengalami trendline yang tidak stabil juga. Pada waktu ke-12 jam persentase sakarifikasi pulp
yaitu 52,41% dan mengalami penurunan pada waktu ke-24 jam vyaitu 42,72% kemudian mengalami
peningkatan persentase sakarifikasi pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan mengalami penurunan lagi
waktu ke-48 jam yaitu 55,49%. Berdasarkan waktu sakarifikasi hasil persentase sakarifikasi berbasis pulp
tertinggi diperoleh pada waktu ke-36 jam yaitu 57,69% dan persentase sakarifikasi berbasis kayu diperoleh
37,10% dengan waktu sakarifikasi yang sama. Hal ini disebabkan oleh menurunnya stabilitas dan
ketahanan enzim yang digunakan pada proses sakarifikasi (Putri dkk., 2013). Namun, kandungan lignin dari
gambar diatas mengalami penurunan dari 32,19% menjadi 15,65%. Hal ini erat kaitannya dengan
penggunaan larutan NaOH yang dapat memutuskan ikatan hidrogen inter-molekul selulosa, sehingga
penyerapan air lebih banyak dan mempermudah enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa menjadi gula-
gula sederhana (Gunam dkk., 2011). Mardina dkk., (2013) juga menyatakan bahwa persentase pengurangan
kandungan lignin semakin besar dengan meningkatnya konsentrasi NaOH yang digunakan.

Hasil yang diperoleh tersebut dilakukan perhitungan potensi etanol oleh Premjet dkk., (2013) yang
ditunjukkan pada gambar diagram (Gambar 4.8), berdasarkan perhitungan potensi produksi etanol secara
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teoritis, hasil potensi produksi etanol yang diperoleh ialah persentase etanol pada perlakuan awal
menggunakan NaOH berkisar antara 147,18 - 186,98 L/ton, pada pengaruh waktu reaksi berkisar antara
95,568 - 186,98 L/ton dan pengaruh waktu sakarifikasi berkisar antara 138,37 - 186,85 L/ton. Hasil
perhitungan potensi produksi etanol tertinggi berasal dari sakarifikasi dengan perlakuan awal
menggunakan konsentrasi NaOH 3% pada temperatur 121°C selama 15 menit dengan waktu sakarifikasi ke-
36 jam. Hasil etanol tertinggi adalah 186,98 ml/kg atau 186,98 L/ton pada basis pulp sedangkan pada basis
kayu yaitu 178,40 ml/kg atau 178,40 L/ton.

Pada variasi waktu pemasakan terjadi penurunan kadar etanol yang signifikan, hal ini disebabkan gula
yang terdapat pada substrat terkonversi menjadi bioetanol dan sebagian digunakan sebagai sumber karbon
untuk proses pertumbuhan mikroorganisme (Retno dan Nuri, 2011). Produksi bioetanol sangat dipengaruhi
oleh substrat yang digunakan. Semakin tinggi kadar gula akan diperoleh kadar bioethanol yang semakin
tinggi, akan tetapi apabila kadar gula terlalu pekat mengakibatkan proses fermentasi lambat. Jika ditinjau
lebih jauh, maka produksi etanol dari pemanfaatan V. amygdalina dalam pembuatan etanol masih tergolong
rendah. Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana
(241 L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233, L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220
L/ton) (Amirta dkk., 2016P).

Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis yang telah dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241
L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233 L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220 L/ton)

(Amirta dkk., 2016°).
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KESIMPULAN

1. Efektivitas perlakuan awal menggunakan NaOH terhadap proses delignifikasi pada kayu V. amygdalina
dengan variasi konsentrasi mampu menghancurkan struktur lignin walaupun konsentrasi yang digunakan
tergolong masih rendah.

2. Namun demikian, perlakuan awal alkali dengan konsentrasi NaOH yang rendah telah mampu secara
efektif memberikan tingkat perolehan gula reduksi yang cukup tinggi yaitu sebesar 57,73%.

3. Perolehan potensi etanol tertinggi didapatkan dari proses sakarifikasi yang berlangsung selama 36 jam
yaitu 186,95 ml/kg atau 186,98 L/ton dan terendah pada sakarifikasi waktu ke-24 yaitu 88,97 ml/kg atau
88,97 L/ton.
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ABSTRACT

Vernonia amygdalina is a shrub species that is potentially used as an energy crop through a short rotation coppice
(SRC) system since this species is able to generate more than a single stem after the pruning process. This technique is
very popular for providing sustainable feedstock for energy production. Therefore, due to its characteristics, V.
amygdalina receives great attention as one of the energy crops for the application in energy. Herein, this study aims to
evaluate the suitability of the V. amygdalina woody biomass for ethanol production. The woody biomass was first
pretreated by autoclave under various concentrations of NaOH (0, 1, 2, and 3% (w/v)) and reaction times (15, 30, 45,
and 60 minutes). The pretreated wood sample was then hydrolyzed using a commercial cellulase enzyme to produce
glucose monomers. The hydrolysis time at 12, 24, 36, and 48 hours was analyzed. The results showed that the addition
of 3% sodium hydroxide at a reaction time of 15 minutes and a hydrolysis time of 36 hours was the best concentration
to provide the highest ethanol potency (186.98 L/ton woody biomass). Finally, this study suggests that V. amygdalina
will be a promising feedstock for ethanol production.

Key words: Alkaline Pretreatment, Bioethanol, Enzymatic Saccharification, V. amygdalina

ABSTRAK

Vernonia amygdalina merupakan salah satu jenis tanaman Short Rotation Coppice (SRC) atau trubusan yang secara
alami dapat melakukan proses regenerasi setelah melalui proses pemangkasan. Selain itu juga sebagai bahan baku
penyedia biomassa yang saat ini banyak digunakan dalam memproduksi energi di dunia. Oleh karena itu, V. amygdalina
memiliki potensi pembangkitan energi yang besar dan memadai untuk digunakan salah satunya adalah sebagai bahan
baku untuk produksi bioetanol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas perlakuan awal yang dilakukan
dengan menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula tereduksi
yang dihasilkan beserta potensi teoritis dari etanol yang diperoleh. Biomassa kayu terlebih dahulu diolah dengan
autoklaf pada berbagai konsentrasi NaOH (0, 1, 2, dan 3% (g/L)) dan waktu reaksi (15, 30, 45, dan 60 menit). Sampel
kayu yang telah diolah kemudian dihidrolisis menggunakan enzim selulase komersial untuk menghasilkan monomer
glukosa. Waktu hidrolisis pada 12, 24, 36, dan 48 jam dianalisis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan
NaOH 3% pada waktu reaksi 15 menit dan waktu hidrolisis 36 jam merupakan konsentrasi terbaik untuk memberikan
potensi etanol tertinggi (186,98 L/ton biomassa kayu). Akhirnya, penelitian ini menunjukkan bahwa V. amygdalina
akan menjadi bahan baku yang menjanjikan untuk produksi etanol.

Kata kunci : Bioetanol, Perlakuan Awal Alkali, Sakarifikasi Enzimatik, V. amygdalina

PENDAHULUAN

Energi merupakan salah satu hal yang sangat
penting di dunia. Banyak negara saling bersaing
untuk mendapatkan atau mempertahankan sumber-
sumber energi tersebut. Saat ini sumber energi
utama umat manusia diperoleh dari bahan bakar
fosil dan penggunaan bahan bakar fosil saat ini
sangat besar. Hal ini tidak dapat dipungkiri karena
penggunaan energi dunia masih berpusat pada
minyak bumi. Selain itu peningkatan harga minyak
bumi akan memberikan dampak yang besar bagi

Authors retain copyright and grant the journal right of first publication with the work simultaneously
licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License that allows others to share the

pembangunan suatu negara salah satunya ialah
negara Indonesia. Permasalahannya, sumber energi
ini merupakan sumber energi tak terbarukan yang
suatu saat akan habis jika terus-menerus dipakai.
Negara-negata berkembang saat ini salah
satunya negara Indonesia  sedang  ramai
mengembangkan energi terbarukan dengan target
yang cukup ambisius. Keadaan inilah yang
menuntut kita untuk mengeksplorasi sumber daya
energi terbarukan yang meliputi air, biomassa,
angin dan panas bumi. Diantara pilihan tersebut,
bahan bakar berbasis biomassa yaitu biofuel salah
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satunya ialah bioetanol (Saha dkk., 2017). Biotanol
sangat berpotensi untuk menggantikan bensin
karena memiliki beberapa keuntungan. Beberapa
bahan dapat diolah menjadi bioetanol, salah satunya
adalah biomassa lignoselulosa.

Indonesia merupakan negara dengan luas hutan
alam terbesar ke-3 di dunia memiliki kawasan
hutan khususnya di Kalimantan Timur diketahui
memiliki  ketersediaan  cadangan  biomassa
berlignoselulosa yang sangat berlimpah dan
beragam jenis dari tumbuhan berkayu yang
memiliki kemampuan adaptasi dan kecepatan
pertumbuhan yang tinggi (pionir/fast growing and
lesser known species) (Amirta dkk., 20162). Salah
satu jenis bahan baku penyediaan biomassa yang
saat ini banyak digunakan yaitu Short Rotation
Coppice (SRC) yang memiliki siklus rotasi yang
lebih pendek dan kepadatan penanaman yang lebih
tinggi memungkinkan perolehan hasil panen
(produktivitas) biomassa yang lebih tinggi per
satuan luas lahan (Amirta, 2018; Hagqiqi, dkk.
2018). Salah satu tanaman jenis ini ialah Vernonia
amygdalina.

Berbagai sumber bahan lignoselulosa perlu
dilakukan proses perlakuan awal lebih dahulu untuk
mempermudah proses hidrolisis. Proses perlakuan
awal akan membuat selulosa mudah ditembus oleh
enzim selulolitik sehingga dapat mengurangi
penggunaan enzim serta menekan biaya (Sari dkk.,
2018). Proses perlakuan awal menggunakan metode
hidrotermal dapat meningkatkan produk gula
tereduksi hasil hidrolisis yang akan dikonversi
menjadi  bioetanol melalui proses enzimatis
(Ninomiya dkk., 2013). Perlakuan awal secara
alkali bertujuan untuk mengurangi kandungan
lignin dalam lignoselulosa (delignifikasi). Proses
kimia menggunakan senyawa basa kuat merupakan
metode delignifikasi yang paling umum digunakan,
karena memiliki daya degradasi terhadap lignin
yang kuat dan biaya yang rendah. Kelemahannya
adalah terbentuknya garam saat proses, namun
dapat diatasi dengan cara pencucian menggunakan
air bersih. Senyawa basa kuat yang pada umumnya
digunakan untuk delignifikasi adalah Natrium
Hidroksida (NaOH) dengan konsentrasi yang

bervariasi pada suhu rendah dengan waktu
delignifikasi yang lama (1 jam) (Muryanto dkk.,
2016).

Penelitian ini Dbertujuan untuk mengetahui

efektivitas perlakuan awal yang dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi alkali dan waktu reaksi
yang berbeda terhadap proses sakarifikasi dan gula
tereduksi yang dihasilkan beserta potensi teoritis
dari etanol yang diperoleh.
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METODE

Lokasi Penelitian

Penelitian ini telah
Laboratorium Kimia Hasil
Terbarukan, Fakultas
Mulawarman, Samarinda.

dilaksanakan  di
Hutan dan Energi
Kehutanan, Universitas

Prosedur Penelitian

1. Persiapan Bahan Baku

Sampel kayu vyang telah dipotong kemudian
dipotong  kecil-kecil ~ menggunakan  parang.
Selanjutnya sampel berbentuk chip dikonversi
menjadi serbuk dengan menggunakan alat hammer
mill. Proses berikutnya dilakukan pengayakan
dengan ukuran 40 mesh (sampel untuk perlakuan
awal dan pengujian sifat kimia). Sampel yang telah
diayak kemudian disimpan di ruang konstan dan
dimasukkan ke dalam plastik Klip. Untuk persiapan
bahan baku selanjutnya, dilakukan pengukuran
faktor kelembaban (Moisture Factor) dan
kandungan air (Water Content) dengan
menggunakan metode standar TAPPI.

MF = [B/A]
Keterangan :
MF = Faktor Kelembaban
A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)

WC (%) = [(A-B)/A] x 100

Keterangan :
WC = Kandungan air (%)
A = Berat awal sampel (g)
B = Berat akhir sampel (g)

2. Perlakuan Awal

Proses perlakuan awal dalam penelitian ini
menggunakan larutan Natrium Hidroksida (NaOH).
Pada kisaran konsentrasi masing-masing 10; 20 dan
30 ¢/l atau 1, 2 dan 3% serta temperatur yang
digunakan dan waktu proses adalah 121°C selama
15, 30, 45 dan 60 menit dengan rasio antar substrat
kayu dan larutan pemasak sebesar 1:10 (w/v).

3. Analisis Komponen Kimia

Analisis komponen kimia untuk mengetahui
kandungan kimia dalam sampel yang terdiri dari
kandungan lignin, holoselulosa dan a-selulosa. Hal
ini  bertujuan untuk mengetahui  perbedaan
komponen kimia sebelum dan sesudah perlakuan
awal menggunakan NaOH sebagai Katalis.
Pengukuran ini menggunakan metode standar
TAPPI.

4. Sakarifikasi (Hidrolisis Enzimatis)
Serbuk dari proses perlakuan awal terhadap kayu
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V. amygdalina yang digunakan sebagai substrat
dalam tahapan hidrolisis guna memecah komponen
selulosa menjadi monomer gula sederhana. Proses
hidrolisis bertujuan untuk memecah ikatan lignin,
menghilangkan kandungan lignin dan hemiselulosa,
merusak struktur kristal dari selulosa (Sun and
Cheng, 2002). Sebelum proses sakarifikasi sampel
pulp terlebih dahulu dikering udarakan pada
temperatur ruang (25°C). Kemudian 0,2 gram (OD)
pulp dimasukkan ke dalam tabung (tube) dan
ditambahkan 10 ml larutan substrat enzim yang
mengandung buffer tartrate 0,05 M pH 4,5, enzim
selulase (40 FPU/g substrat) dan 0,02% Sodium
Azide ke dalam substrat pada temperatur 45°C.
Hidrolisis enzim ini dilakukan menggunakan rotary
shaker dengan kecepatan 140 rpm selama 96 jam.
Dilakukan 4 kali pengambilan sampel tiap 12 jam,
24 jam 36 jam dan 48 jam. Kemudian, sampel di
centrifuge pada kecepatan putaran 6200 rpm selama
5 menit untuk dipisahkan antara filtrat dan
supernatant-nya. Supernatant digunakan untuk
menentukan gula tereduksi melalui metode
Somogy-Nelson yang dimodifikasi (Amirta dkk.,
2016°). Enzim komersil selulase yang digunakan
dalam penelitian ini adalah enzim meiselase yang
diperoleh dari Meiji, Kyoto, Jepang.

5. Perhitungan Potensi Produksi Etanol Secara
Teoritis
Pengolahan dan perhitungan produksi etanol secara
teoritis didasarkan pada potensi jumlah etanol yang
dihasilkan dari gula hexose yang terkandung di
dalam biomassa dan direpresentasikan oleh
kandungan selulosa yang telah disakarifikasi
(HEXTEL) sepenuhnya atau 100% terfermentasi
menjadi etanol. Jumlah gula Hexosa (HEXTEL)
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dalam bahan lignoselulosa diperoleh  dari
sakarifikasi enzimatik fraksi pulp yang larut.
Perhitungan hasil etanol (ETOHBIO) dihitung
berdasarkan berat biomassa asli dengan rumus
sebagai berikut:

HEXTEL
ETOHBIO

=HEX X a
= HEXTEL x Ye.h

(mg/kg)
(ml/kg)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Banyaknya komponen kayu vyang tidak
terdegradasi setelah proses pulping ini dinyatakan
sebagai rendemen. Nilai rendemen  serta
kenampakan fisik dari pulp kayu V. amygdalina
setelah perlakuan awal menggunakan NaOH
dengan konsentrasi serta waktu pemasakan yang
berbeda dapat dilihat pada Tabel 4.1. Berdasarkan
tabel tersebut dapat dicermati bahwa dengan
bertambahnya konsentrasi NaOH terjadi penurunan
terhadap rendemen pulp yang dihasilkan. Menurut
Kumar dkk., (2020) tingginya nilai rendemen yang
dihasilkan dikarenakan katalis yang digunakan
tidak mampu memecah struktur karbohidrat
kompleks secara efisien serta menandakan bahwa
struktur lignoselulosa tidak terurai secara sempurna,
sehingga mempengaruhi kerja enzim dalam
menghidrolisis selulosa menjadi glukosa pada
proses sakarifikasi. Sedangkan rendahnya nilai
rendemen yang didapat dipengaruhi oleh waktu
pemasakan dan konsentrasi alkali (Panggabean
dkk., 2018).

Tabel 4.1 Persentase Rendemen Pulp Kayu V.amygdalina Setelah Perlakuan Awal

Rendemen (%)

Waktu (menit) 1% NaOH
15 70,71+ 0,64
30 67,04 0,06
45 66,89 + 0,80
60 64,18 + 0,66

2% NaOH 3% NaOH
66,46 + 0,28 64,30 £ 0,41
62,69 + 0,52 57,89+0,72
59,66 + 0,65 57,19+0,16
57,87+ 0.62 55,46 £ 0,32

Gamr 4.

: , 4 o e
Tekstur dan Warna Pulp V. amygdalina pada Konsentrasi yang Berbeda (a) Sebelum

- g -

Perlakuan NaOH (b) NaOH 1% (c) NaOH 2% (d) NaOH 3% dengan suhu 121°C.
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Nurmiah dkk., (2013) juga menyatakan bahwa
penurunan nilai rendemen disebabkan oleh
peningkatan konsentrasi NaOH dan interaksi
temperatur atau suhu yang digunakan.

Selain rendemen pulp, parameter lain yang
dicermati adalah perubahan pada sisa fraksi pulp
(tekstur) dan warna pulp setelah perlakuan awal.
Pada variasi  konsentrasi  perlakuan  awal
menghasilkan pulp yang berserat kasar (hard
fiber) kecuali pada konsentrasi NaOH 3% yang
menghasilkan pulp yang berserat halus (soft fiber).

Sifat fisik yang diperoleh dari hasil pemasakan
dengan proses alkali yaitu berupa sisa fraksi pulp
dan warna pada setiap sampel dengan masing-
masing konsentrasi alkali yang berbeda (Gambar
4.1). Sampel sebelum perlakuan berwarna coklat
muda, sedangkan sampel dengan variasi konsentrasi
NaOH berwarna coklat kekuningan sampai cokelat
tua kemerahan. Hal ini mungkin terjadi karena
kandungan lignin pada sampel terdegradasi atau
larut dalam lindi hitam pada saat proses perlakuan
awal, dengan kata lain pengaruh konsentrasi alkali
dan waktu pemasakan dapat mempengaruhi laju

degradasi lignin yang terjadi selama proses

40
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=]
&
=20
B :
E
210 15.43
R

15 menit
0
Perlakuan Awal 1 2 3
Konsentrasi NaOH (%)
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~ 30
&
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<
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z 10
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2

45 menit
0
Perlakuan Awal 1 2 3

Konsentrasi NaOH (%)
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pemasakan berlangsung. Hal ini juga dinyatakan
oleh Muryanto dkk., (2016) bahwa semakin lama
waktu proses perlakuan awal, maka delignifikasi
juga semakin tinggi. Pembentukan sisa fraksi pulp
tersebut juga tergantung pada konsentrasi alkali dan
juga jenis biomassa yang digunakan (Amirta,
2016b).

Adapun nilai persentase lignin setelah perlakuan
awal alkali yang telah dilakukan pengujian dapat
dilihat pada Gambar 4.2. Berdasarkan gambar
tersebut, menunjukkan hasil pengujian kandungan

lignin setelah perlakuan awal mengalami
penurunan  seiringan  dengan  meningkatnya
konsentrasi alkali. Adapun kandungan lignin

sebelum perlakuan yaitu 31,65% menurun hingga
11,01% setelah perlakuan awal. Berdasarkan teori,
bahwa konsentrasi alkali sangat berpengaruh

terhadap efektivitas penurunan lignin, ini
menunjukkan bahwa terdapat kecenderungan
menurunnya kadar lignin  dan kandungan

polisakarida setelah diberi perlakuan alkali. Hal ini
sejalan dengan pendapat Larasati dkk., (2019)
bahwa kandungan lignin akan semakin berkurang
seiring bertambahnya konsentrasi alkali.

40
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W
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ot
(=}

kandungan Lignin (%)
N
=3

30 menit
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Perlakuan Awal 1 2 3
Konsentrasi NaOH (%)
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R?=10.8019
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>

kandungan Lignin (%)
N~
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60 menit

Perlaknan Awal 1 2 3
Konsentrasi NaOH (%)

Gambar 4.2 Kandungan Lignin Setelah Perlakuan Awal

Pada Gambar 4.3 menunjukkan penurunan
kandungan holoselulosa seiring dengan
peningkatan konsentrasi dan waktu reaksi. Dari
hasil analisis, holoselulosa setelah perlakuan awal
menurun menjadi  37,39% yang sebelumnya
kandungan holoselulosa sebelum perlakuan awal
jialah  84,73%. Berdasarkan data tersebut
diperkirakan bahwa semakin tinggi penggunaan
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konsentrasi akan menurunkan tingkat polimerisasi
selulosa sehingga dapat meningkatkan kinerja
enzim pada proses sakarifikasi. Adapun penurunan
kandungan tersebut mengindikasikan bahwa
perlakuan delignifikasi yang diterapkan pada
penelitian ini, tidak hanya menyebabkan degradasi
lignin, tetapi depolimerisasi hemiselulosa juga
(Saha dkk., 2017).
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Berdasarkan Gambar 4.4 menunjukkan bahwa
terjadi penurunan o-Selulosa seiring dengan
penambahan  konsentrasi dan waktu reaksi
pemasakan. Nilai dari kandungan o-Selulosa
sebelum perlakuan yang diperoleh batang Sambung
Nyawa adalah 55,27% dan setelah perlakuan awal
menurun hingga 30,44%. Berdasarkan gambar
tersebut terlihat bahwa dengan bertambahnya
konsentrasi NaOH tidak begitu berpengaruh
terhadap kandungan a-Selulosa. Menurut Sjéstrom
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(1995) menyatakan bahwa adanya perbedaan
kandungan a-Selulosa tersebut sebagian besar
disebabkan oleh banyak sedikitnya kristalin dalam
selulosa. Jenis kayu yang memiliki kandungan a-
Selulosa tinggi artinya memiliki kristalin yang
banyak pada selulosa yang terkandung di dalam
kayu. Terjadinya penurunan kandungan selulosa ini
dapat disebabkan adanya struktur selulosa yang
teratur terbuka dan molekul selulosa terdispersi
secara bebas dalam solven (NaOH).
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Gambar 4.3 Kandungan Holoselulosa Setelah Perlakuan Awal
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Gambar 4.4 Kandungan Alfaselulosa Setelah Perlakuan Awal
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Tabel 4.2 Persentase Glukosa pada Kayu V. amygdalina
Waktu Reaksi Konsentrasi NaOH Waktu Sakarifikasi (Jam)
(Menit) (%) 12 24 36 48
1 21,50 18,10 24,95 23,65
15 2 21,75 19,80 26,20 25,35
3 25,35 20,70 27,90 26,80
1 13,00 21,50 24,90 13,20
30 2 15,55 23,85 26,40 13,20
3 16,60 24,95 27,70 30,05
1 30,50 20,90 24,90 27,05
45 2 31,50 22,80 27,50 27,90
3 33,00 34,30 31,75 29,20
1 24,10 27,70 24,10 30,50
60 2 24,70 29,00 27,70 33,00
3 27,90 30,07 33,90 37,90
Berdasarkan Tabel 4.2 hasil glukosa tertinggi perlakuan lain sebelumnya. Perolehan hasil

didapatkan dari perlakuan awal pada waktu reaksi
60 menit yaitu 37,90%, sedangkan yang terendah
yaitu 13,00% pada waktu reaksi 30 menit.
Persentase gula yang didapatkan secara umum
meningkat seiring dengan meningkatnya waktu
sakarifikasi. Namun, terdapat beberapa waktu
sakarifikasi yang mengalami penurunan persentase
glukosa. Hal ini dikarenakan jumlah enzim yang
semakin terbatas (Ghose dan Ray, 2010).

Biomassa lignoselulosa terdiri dari karbohidrat
(selulosa dan hemiselulosa), lignin dan komponen
lainnya (protein, lipid dan zat organik) (Kim,
2013). Keberadaan lignin sangat menghambat
proses degradasi selulosa dan hemiselulosa
menjadi glukosa. Oleh karena itu, lignin harus
dihilangkan baik secara kimia maupun enzimatis
yang merupakan proses delignifikasi dan setelah
itu dapat dilakukan proses fermentasi untuk
produksi bioetanol.

Proses hidrolisis pada kayu V. amygdalina ini
berfungsi untuk memecah rantai panjang polimer
karbohidrat yaitu holoselulosa (hemiselulosa dan
selulosa) menjadi monomer-monomer gula reduksi.
Sebelum melakukan proses sakarifikasi secara
enzimatis, aktifitas enzim diketahui sebesar 40
FPU. Pada proses sakarifikasi menggunakan
temperatur optimum 45°C dan menggunakan buffer
asam dengan pH 4,5 agar enzim yang digunakan
dapat bekerja dengan optimum selama 48 jam.
Hasil proses sakarifikasi dapat dilihat pada Gambar
4.5,4.6 dan 4.7.

Pada variasi perlakuan awal menggunakan
konsentrasi NaOH ini dihasilkan persentase
sakarifikasi yang tertinggi dibandingkan dengan
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sakarifikasi tertinggi yaitu 57,73% dari basis pulp
dan 37.42% dari basis kayu. Jika dicermati
terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
proses sakarifikasi, salah satunya persentase
kandungan lignin yang dimana penurunan
kandungan lignin berdampak baik pada proses
hidrolisis dan mempermudah enzim dalam
memecah struktur polisakarida menjadi monomer
gula sehingga nilai sakarifikasi meningkat. Pada
perlakuan awal ini juga memberikan dampak
negatif yaitu penurunan perolehan persentase
holoselulosa dan a-selulosa namun tidak dalam
jumlah yang besar. Sehingga, adanya penurunan
kandungan holoselulosa dan a- selulosa saat
konsentrasi ditingkatkan ini tidak berpengaruh
secara signifikan pada persentase hasil rendemen
gula pereduksi atau persentase sakarifikasi yang
dihasilkan, yang mana dihasilkan persentase hasil
sakarifikasi yang meningkat, sebagai contoh dapat
dilihat pada Gambar 4.5. Hal ini dapat terjadi
diduga disebabkan oleh aksesibilitas enzim
selulase yang menjadi lebih baik terhadap a-
selulosa pada perlakuan awal dengan konsentrasi
tinggi dikarenakan oleh berkurangnya kadar lignin.
Selain itu proses degradasi oleh enzim ini diduga
juga menyebabkan selulosa yang tersisa menjadi
lebih pendek (derajat polimerisasinya rendah),
sehingga lebih mudah dihidrolisis oleh enzim.
Derajat  polimerisasi yang rendah  akan
menyebabkan luas permukaan selulosa 68 menjadi
lebih besar sehingga aksesibilitas enzim terhadap
selulosa menjadi lebih tinggi dan dapat
meningkatkan rendemen proses hidrolisis (Kuo
dan Lee, 2009).
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Berdasarkan Gambar 4.6 perlakuan awal yang
dilakukan tidak terlepas dari peran berbagai faktor
diantaranya yaitu suhu, konsentrasi dan waktu
reaksi. Hal ini dibuktikan dengan penurunan
kandungan lignin, dengan belum terputusnhya
ikatan lignoselulosa secara sempurna akan
menyebabkan rendahnya hasil gula reduksi yang
didapatkan pada proses hidrolisis. Seperti pada
gambar diatas, perolehan hasil sakarifikasi pulp
tertinggi yaitu 57,73% pada waktu pemasakan 15
menit dan pada waktu pemasakan 30 menit
mengalami menurunan yang signifikan yaitu 29,
51% kemudian pada waktu pemasakan 45 dan 60
menit mengalami peningkatan sakarifikasi yaitu
32,44 dan 35,28% secara berturut. Hal ini juga
sama terhadap hasil sakarifikasi berbasis kayu
dimana mengalami turun naik terhadap nilai yang
dihasilkan. Pada waktu pemasakan 15 menit
diperoleh hasil sakarifikasi yaitu 37,12% dan pada
waktu pemasakan 30 menit mengalami penurunan
yang signifikan pula yaitu 17,08% kemudian
waktu pemasakan 45 dan 60 menit mengalami
peningkatan sakarifikasi yaitu 18,55 dan 20,00%
secara berturut.

Apabila kita cermati bersama, berdasarkan
waktu reaksi persentase sakarifikasi berbasis pulp
maupun berbasis kayu mengalami penurunan pada
waktu 30 menit dan mengalami peningkatan
persentase sakarifikasi pada waktu 45 dan 60 menit
walaupun nilainya tidak terlalu tinggi. Menurut
Prasetyo dkk., (2010) hal ini disebabkan karena
kemungkinan gula yang dihasilkan bisa berubah
menjadi produk lain dikarenakan enzim selulase
yang digunakan dalam proses sakarifikasi belum
murni, sehingga dapat terjadi reaksi lain yang tidak
diketahui.

Berdasarkan Gambar 4.7 menunjukkan hasil
yang sama pada Gambar 4.6 dimana hasil
sakarifikasi yang didapatkan mengalami trendline
yang tidak stabil juga. Pada waktu ke-12 jam
persentase sakarifikasi pulp yaitu 52,41% dan
mengalami penurunan pada waktu ke-24 jam yaitu
42,72%  kemudian mengalami  peningkatan
persentase sakarifikasi pada waktu ke-36 jam yaitu
57,69% dan mengalami penurunan lagi waktu ke-
48 jam vyaitu 55,49%. Berdasarkan waktu
sakarifikasi hasil persentase sakarifikasi berbasis
pulp tertinggi diperoleh pada waktu ke-36 jam
yaitu 57,69% dan persentase sakarifikasi berbasis
kayu diperoleh 37,10% dengan waktu sakarifikasi
yang sama. Hal ini disebabkan oleh menurunnya
stabilitas dan ketahanan enzim yang digunakan
pada proses sakarifikasi (Putri dkk., 2013). Namun,
kandungan lignin dari gambar diatas mengalami
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penurunan dari 32,19% menjadi 15,65%. Hal ini
erat kaitannya dengan penggunaan larutan NaOH
yang dapat memutuskan ikatan hidrogen inter-
molekul selulosa, sehingga penyerapan air lebih
banyak dan mempermudah enzim selulase dalam
menghidrolisis  selulosa  menjadi  gula-gula
sederhana (Gunam dkk., 2011). Mardina dkk.,
(2013) juga menyatakan bahwa persentase
pengurangan kandungan lignin semakin besar
dengan meningkatnya konsentrasi NaOH yang
digunakan.

Hasil yang diperoleh tersebut dilakukan
perhitungan potensi etanol oleh Premjet dkk.,
(2013) yang ditunjukkan pada gambar diagram
(Gambar 4.8), berdasarkan perhitungan potensi
produksi etanol secara teoritis, hasil potensi
produksi etanol yang diperoleh ialah persentase
etanol pada perlakuan awal menggunakan NaOH
berkisar antara 147,18 - 186,98 L/ton, pada
pengaruh waktu reaksi berkisar antara 95,58 -
186,98 L/ton dan pengaruh waktu sakarifikasi
berkisar antara 138,37 - 186,85 L/ton. Hasil
perhitungan potensi produksi etanol tertinggi
berasal dari sakarifikasi dengan perlakuan awal
menggunakan konsentrasi NaOH 3% pada
temperatur 121°C selama 15 menit dengan waktu
sakarifikasi ke-36 jam. Hasil etanol tertinggi
adalah 186,98 ml/kg atau 186,98 L/ton pada basis
pulp sedangkan pada basis kayu yaitu 178,40
ml/kg atau 178,40 L/ton.

Pada wvariasi waktu pemasakan terjadi
penurunan kadar etanol yang signifikan, hal ini
disebabkan gula yang terdapat pada substrat
terkonversi menjadi bioetanol dan sebagian
digunakan sebagai sumber karbon untuk proses
pertumbuhan mikroorganisme (Retno dan Nuri,
2011). Produksi bioetanol sangat dipengaruhi oleh
substrat yang digunakan. Semakin tinggi kadar
gula akan diperoleh kadar bioethanol yang semakin
tinggi, akan tetapi apabila kadar gula terlalu pekat
mengakibatkan proses fermentasi lambat. Jika
ditinjau lebih jauh, maka produksi etanol dari
pemanfaatan V. amygdalina dalam pembuatan
etanol masih tergolong rendah. Dari penelitian
terdahulu beberapa kayu tropis yang telah
dipublikasikan, diantaranya A. moluccana (241
L/ton), G. arborea (239 L/ton), A. cadamba (233,
L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P. facataria (220
L/ton) (Amirta dkk., 2016").

Dari penelitian terdahulu beberapa kayu tropis
yang telah dipublikasikan, diantaranya A.
moluccana (241 L/ton), G. arborea (239 L/ton), A.
cadamba (233 L/ton), A. altilis (222 L/ton) dan P.
facataria (220 L/ton) (Amirta dkk., 2016°).
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KESIMPULAN

1. Efektivitas perlakuan awal menggunakan NaOH
terhadap proses delignifikasi pada kayu V.
amygdalina dengan variasi konsentrasi mampu
menghancurkan struktur lignin  walaupun
konsentrasi yang digunakan tergolong masih
rendah.

2. Namun demikian, perlakuan awal alkali dengan
konsentrasi NaOH yang rendah telah mampu
secara efektif memberikan tingkat perolehan
gula reduksi yang cukup tinggi yaitu sebesar
57,73%.

3. Perolehan potensi etanol tertinggi didapatkan
dari proses sakarifikasi yang berlangsung selama
36 jamyaitu 186,95 ml/kg atau 186,98 L/ton dan
terendah pada sakarifikasi waktu ke-24 yaitu
88,97 ml/kg atau 88,97 L/ton.
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