TUGAS AKHIR - RE091324

PEMANFAATAN SERBUK GERGAJI MENJADI
BIOBUTANOL DENGAN HIDROLISIS SELULASE
DAN FERMENTASI BAKTERI Clostridium
acetobutylicum

HAYUNI DEVINA FAJARIAH
3307 100 013

Dosen Pembimbing:
Prof. Ir. Wahyono Hadi, MSc., PhD.

JURUSAN TEKNIK LINGKUNGAN
Fakultas Teknik Sipil dan Perencanaan
Institut Teknologi Sepuluh Nopember
Surabaya 2012



FINAL PROJECT - RE091324

UTILIZATION SAWDUST AS BIOBUTANOL WITH
CELLULASE HYDROLYSIS AND FERMENTATION
USING Clostridium acetobutylicum BACTERIA

HAYUNI DEVINA FAJARIAH
3307 100 013

Supervisor:
Prof. Ir. Wahyono Hadi, MSc., PhD.

DEPARTMENT ENVIRONMENTAL ENGINEERING
Faculty of Civil Engineering and Planning
Sepuluh Nopember Institute of Technology
Surabaya 2012






PEMANFAATAN SERBUK GERGAJI MENJADI
BIOBUTANOL DENGAN PROSES HIDROLISIS
SELULASE DAN FERMENTASI BAKTERI Clostridium
acetobutylicum

Nama Mahasiswa : Hayuni Devina Fajariah
NRP : 3307 100 013
Jurusan : Teknik Lingkungan FTSP-ITS

Dosen Pembimbing  : Prof. Ir. Wahyono Hadi, M.Sc,Ph.D.

Abstrak

Biobutanol adalah jenis alkohol ikatan C-4 (C4;Hy,OH)
yang terbuat dari biomassa. Penelitian ini dilakukan dengan
memanfaatkan limbah kayu yang dihasilkan dari proses
penggergajian kayu yang mengandung selulosa (55%),
hemiselulosa (14%), dan lignin (21%). Biobutanol diproduksi
dengan cara hidrolisis enzim selulase dan fermentasi bakteri
Clostridium acetobutylicum. Variabel pada penelitian ini adalah
penambahan enzim selulase pada proses hidrolisis (penambahan
enzim atau tanpa penambahan enzim), pH awal proses fermentasi
(5 atau 7) dan jumlah penambahan starter bakteri Clostridium
acetobutylicum (5 atau 10 ml) dengan variasi lama proses
fermentasi 2,4,6,8,10,12 hari. Parameter dalam penelitian ini
adalah analisa kadar selulosa, gula tereduksi, dan kadar butanol.

Berdasarkan hasil penetian, diketahui bahwa proses
hidrolisis dengan penambahan enzim selulase, kondisi awal
fermentasi pH 5 dan penambahan inokulum bakteri Clostridium
acetobutylicum sebanyak 10 ml dengan lama waktu fermentasi 12
hari merupakan kondisi yang paling efektif menghasilkan kadar
butanol tertinggi dari 50 gram limbah serbuk gergaji. Kadar
butanol tertinggi sebesar 1,88 % dari 1 pL sampel hasil
fermentasi yang diinjeksikan ke dalam kromatografi gas.

Kata kunci : biobutanol, Clostridium acetobutylicum, selulase,
serbuk gergaji



UTILIZATION SAWDUST AS BIOBUTANOL WITH
CELLULASE HYDROLYSIS AND FERMENTATION
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Abstrack

Biobutanol is a type of alcohol-bond C-4 (C4HyOH) is
made from biomass. This research was carried out by utilizing
sawdust generated from the sawmill which contain cellulose
(55%), hemicellulose (14%), and lignin (21%). Biobutanol is
produced by hydrolysis of cellulase enzymes and fermenting
bacterium Clostridium acetobutylicum. Variables in this study is
addition of cellulase enzymes on the hydrolysis (with or without
addition of enzyme), the initial pH of fermentation processes (5 or
7) and the addition of starter bacteria Clostridium acetobutylicum
(5 or 10 ml) with a time variation process of fermentation 2,4, 6,
8, 10, 12 days. The parameters in this study is cellulose analysis,
sugar reduced, and levels of butanol.

Based on results of this research, known that hydrolysis
by addition of cellulase enzymes, initial conditions of
fermentation pH 5 and addition of bacterial inoculum of 10 ml of
Clostridium acetobutylicum with fermentation time of 12 days is
the most effective conditions to produce the highest levels of
butanol from 50 grams sawdust. The highest levels of butanol are
1,88 % from 1 pL of fermentation that injected into the gas
chromatograph.

Keywords : biobutanol, Clostridium acetobutylicum, cellulase,
sawdust.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Seiring dengan terjadinya krisis energi (kelangkaan
BBM), khususnya produksi minyak bumi yang semakin menurun
sehingga menyebabkan harga minyak bumi melambung tinggi,
sedangkan jumlah pengguna bahan bakar semakin tahun semakin
meningkat. Menurut Direktur Hulu Minyak dan Gas Bumi
Kementerian ESDM Edy Hermantoro, kebutuhan BBM di
Indonesia pada tahun 2012 diperkirakan mencapai 1,242 juta
barel per hari, sedangkan BBM yang mampu diproduksi hanya
mencapai 705.000 barel per hari. Dengan demikian, Indonesia
akan mengalami defisit BBM sekitar 537.000 barel per hari atau
43 persen dari total kebutuhan 1,242 juta barel per hari (Antara,
2011). Salah satu cara untuk mengurangi keterbatasan bahan
bakar fosil, perlu adanya energi alternatif yang dapat diproduksi
secara massal dan kontinu.

Pemerintah Indonesia telah mengeluarkan dua kebijakan
penting berkaitan dengan energi alternatif. Kebijakan itu antara
lain, Peraturan Presiden Nomor 5 Tahun 2006 tentang Kebijakan
Energi Nasional dan Instruksi Presiden Nomor 1 Tahun 2006
tentang Penyediaan dan Pemanfaatan Bahan Bakar Nabati atau
Biofuel. Kebijakan ini adalah instruksi untuk menyediakan dan
memanfaatkan bahan bakar nabati (biofuel) sebagai bahan bakar
pengganti BBM. Biofuel merupakan salah satu contoh energi
terbarukan yang paling mudah untuk diimplemantasikan.
Pengertian energi terbarukan menurut Perpres Nomor 5 Tahun
2006 adalah sumber energi yang dihasilkan dan sumber daya
energi yang secara alamiah tidak akan habis dan dapat
berkelanjutan jika dikelola dengan baik. Biobutanol adalah salah
satu energi alternatif selain bio-etanol sebagai pengganti bahan
BBM.



Biobutanol adalah jenis alkohol ikatan C-4 (C,HyOH)
atau butil alkohol yang terbuat dari biomassa. Biomassa
merupakan energi yang tersimpan dalam bahan organik yang
berasal dari pohon, tanaman pertanian dan materi hidup tanaman
lainnya. Selama hidupnya, tanaman melakukan fotosintesis, yang
merupakan jalur metabolisme mengubah karbon dioksida menjadi
karbohidrat (gula, pati dan selulosa) dengan menggunakan energi
dari matahari. Sedangkan karbohidrat merupakan senyawa
organik yang membentuk biomassa. Butanol pada umumnya
digunakan untuk bahan campuran kosmetik, obat-obatan, dan
pembersih rumah tangga. Secara tradisional, butanol juga
digunakan sebagai pelarut, pengencer, plasticizer dan bahan baku
untuk produksi bahan kimia (Chang, 2010).

Pada biofuel generasi pertama, yaitu bioetanol, umumnya
menggunakan gula atau minyak dari tumbuhan sebagai bahan
baku. Hal ini menyebabkan terserapnya bahan pangan seperti pati
dari singkong, jagung, gula tebu dan minyak goreng, yang
menyebabkan kenaikan harga akibat supply tidak mencukupi
kebutuhan pasar. Berbeda dengan biobutanol yang merupakan
biofuel generasi kedua, keunggulan pada bahan baku pembuatan
biobutanol adalah menggunakan bahan-bahan non pangan dan
limbah dari pengolahan bahan pangan, seperti batang padi,
jerami, kertas bekas, ampas tebu (bagasse), bonggol jagung (corn
stover), dan limbah pertanian lainnya (Qureshi et al., 2008).

Biobutanol diproduksi dengan cara hidrolisis dan
fermentasi mikroba. Hidrolisis adalah reaksi kimia antara air
dengan suatu zat lain yang menghasilkan zat baru atau lebih dan
juga dekomposisi suatu larutan dengan menggunakan air, asam,
basa, ataupun enzim. Sebagian besar limbah pertanian yang
mengandung lignoselulosa dapat didegradasi oleh enzim selulase
pada proses hidrolisis menjadi senyawa yang lebih sederhana,
yaitu glukosa. Sedangkan fermentasi adalah suatu proses oksidasi
anaerob atau partial anaerobic dari karbohidrat dan menghasilkan
alkohol serta beberapa asam dengan bantuan mikroba tertentu.
Sebagian  besar,  penelitan  biobutanol =~ menggunakan



mikroorganisme anaerob dari Clostridium sp yang dapat
mendegradasi selulosa dan hemiselulosa (Ohara, 1998).

Salah satu bakteri genus Clostridium yang dapat
dimanfaatkan untuk pembuatan biobutanol adalah Clostridium
acetobutylicum. Clostridium acetobutylicum memiliki beberapa
kelebihan dibandingkan dengan bakteri penghasil butanol lainnya.
C.acetobutylicum  merupakan bakteri anaerob, sehingga
memberikan keuntungan untuk proses fermentasi selulosa yang
berlangsung dalam keadaan anaerob. Selain itu, bakteri
C.acetobutylicum, dapat bertahan pada pH rendah, antara 4,5-5
dengan suhu optimum 37°C (Whitman, 2009). Bakteri
C.acetobutylicum mampu menguraikan selulosa dan hemiselulosa
untuk memproduksi biobutanol (Anindyawati, 2010).

1.2 Perumusan Masalah

Dari latar belakang permasalahan didapatkan suatu

perumusan masalah, yaitu:

1. Adakah pengaruh penambahan enzim selulase
sebagai katalis terhadap proses hidrolisis selulosa
serbuk gergaji menjadi glukosa?

2. Berapa pH optimum untuk fermentasi limbah serbuk
gergaji menjadi biobutanol menggunakan bakteri
Clostridium acetobutylicum?

3. Berapa penambahan jumlah starter inokulum bakteri
Clostridium acetobutylicum yang efektif pada proses
fermentasi serbuk gergaji?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari tugas akhir ini adalah :

1. Membandingkan pengaruh penambahan enzim
selulase sebagai katalis terhadap proses hidrolisis
selulosa serbuk gergaji menjadi glukosa.

2.  Menentukan pH optimum untuk fermentasi limbah
serbuk gergaji menjadi biobutanol menggunakan
bakteri Clostridium acetobutylicum.



3.

Menentukan jumlah starter inokulum bakteri
Clostridium acetobutylicum yang efektif pada proses
fermentasi serbuk gergaji.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan
informasi mengenai cara pembuatan biobutanol dari limbah
serbuk gergaji sebagai sumber energi alternatif .

1.5 Ruang Lingkup
Ruang lingkup pada penelitian ini antara lain :

1.

Limbah serbuk gergaji yang diolah adalah limbah
hasil penggergajian kayu yang dipisahkan dari
serpihan kayunya. Limbah serbuk gergaji diambil
dari Dinas Kehutanan kota Gresik.

Waktu penelitian dilakukan pada bulan Februari
2012 hingga Juni 2012.

Tempat penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Teknik Lingkungan, ITS.

Analisa kadar butanol dilakukan di Laboratorium
Energi dan Rekayasa Gedung Robotika ITS,
Surabaya

Bakteri yang digunakan untuk mengurai selulosa
adalah Clostridium acetobutylicum yang dibeli dari
Laboratorium Bioteknologi UGM Jogjakarta.

Proses hidolisis limbah serbuk gergaji hanya
menguraikan  selulosa menjadi glukosa saja
(hemiselulosa dan lignin diabaikan).

Variabel pada penelitian ini adalah penambahan
enzim selulase pada proses hidrolisis (penambahan
enzim atau tanpa penambahan enzim), pH awal
proses fermentasi serbuk gergaji (5 dan 7), dan
penambahan jumlah starter bakteri Clostridium
acetobutylicum (5 dan 10 ml).



8. Parameter yang akan diukur adalah kandungan
selulosa limbah serbuk gergaji, kandungan gula
tereduksi dan kadar butanol hasil proses fermentasi
selama 2,4,6, 8, 10, dan 12 hari.

9. Produk lain fermentasi sampel dengan bakteri
Clostridium acetobutylicum yaitu berupa aseton dan
etanol diabaikan.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Produksi Biobutanol
Butanol adalah senyawa alkohol yang memiliki ikatan 4
atom carbon atau butil alkohol dan memiliki rumus molekul n-
C,HyOH. Menurut Lee, dkk (2008), butanol memiliki sifat :
Pada kenampakkan pada suhu kamar (32°C)
butanol berbentuk cair dan tidak berwarna

b. Butanol memiliki bau yang khas seperti pisang
c. Berat molekul (BM) : 74,123 g/gmol
d.  Boiling point (Tbp) 2 117,7°C

€. Melting temperature :-89,3°C

f. Density, gr/ml :0,81337

g. Critical temperature (Tc¢) :287°C

h. Critical Presure (Pc) : 48,4 atm

i. Viscositas, cP (15 °C) :0,03379

J. Panas penguapan cal/gr : 141,31

k. Panas pembakaran kg cal/mol 1639

1. Kandungan Energi (MJ/kg) : 35,1

m.  Cetane Number 212

Selain itu, butanol memiliki kelarutan yang terbatas terhadap air,
yaitu sekitar 7-8%. Tingkat toksisitas butanol tergolong rendah
pada dosis tertentu. Walaupun demikian, perlu adanya kehati-
hatian dalam proses penggunaannya. Selain itu, butanol adalah
jenis alkohol yang tidak untuk diminum.

Biobutanol terbuat dari biomassa. Biomassa merupakan
energi yang tersimpan dalam bahan organik berasal dari pohon,
tanaman pertanian dan materi hidup tanaman lainnya. Selama
hidupnya, tanaman melakukan fotosintesis, yang merupakan jalur
metabolisme mengubah karbon dioksida menjadi karbohidrat
(gula, pati dan selulosa) dengan menggunakan energi dari
matahari. Sedangkan karbohidrat adalah senyawa organik
pembentuk biomassa. Pada biofirel generasi pertama, yaitu
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bioetanol, umumnya menggunakan gula atau minyak dari
tumbuhan sebagai bahan baku. Hal ini menyebabkan terserapnya
bahan pangan seperti pati dari jagung, gula tebu dan minyak
goreng, yang menyebabkan kenaikan harga akibat supply tidak
mencukupi kebutuhan pasar. Berbeda dengan biobutanol yang
merupakan biofuel generasi kedua, keunggulan pada bahan baku
pembuatan biobutanol adalah menggunakan bahan-bahan non
pangan dan limbah dari pengolahan bahan pangan, seperti batang
padi, jerami, kertas bekas, ampas tebu (bagasse), bonggol jagung
(corn stover), dan limbah pertanian lainnya (Qureshi ef al., 2008).
Limbah  pertanian mengandung banyak  bahan
lignoselulosa sehingga diperlukan bahan tambahan untuk
mendegradasinya, yaitu dengan enzim. Bahan lignoselulosa
terdiri atas tiga polimer yakni selulosa (35-50%), hemiselulosa
(20-35%), lignin (10-25%) serta ester yang merupakan bahan
pembentuk lignin (Saha, 2004). Komponen ini merupakan sumber
utama untuk menghasilkan produk bernilai seperti gula dari hasil
fermentasi, bahan kimia, bahan bakar cair, sumber karbon dan
energi. Limbah kayu yang dihasilkan dari proses penggergajian
kayu, dimana pada industri penggergajian kayu 40% yang
menjadi limbah terdiri dari serbuk gergaji (15%) dan serpihan
kayu (25%). Serbuk gergaji yang mengandung selulosa (55%),
hemiselulosa (14%), dan lignin (21%) (Chandel et al., 2007).
Sebagai biofuel generasi kedua, butanol hadir sebagai
solusi dari dampak negatif yang dihasilkan dari sumber bahan
bakar lainnya, terutama etanol. Menurut Mousdale (2008),
beberapa keunggulan biobutanol dibandingkan bio-etanol adalah :
= [Kandungan energi biobutanol tidak jauh berbeda
dengan gasoline (bensin), biobutanol dapat dicampur
dengan bensin dalam kadar bervariasi. Berbeda
dengan bio-etanol, campuran bio-etanol dengan
bensin memiliki kadar maksimum 10%. Selebihnya,
diperlukan modifikasi pada mesin kendaraan
bermotor.



= Biobutanol memiliki beberapa kesamaan
karakteristik fisika dan kimia dengan bensin.
Sehingga proses pembuatan biobutanol dapat
menggunakan teknologi bio-etanol bahkan bensin
yang sudah ada.

= Biobutanol tidak larut dalam air seperti bio-etanol

sehingga tidak mudah menyebabkan korosi, tidak
memerlukan modifikasi khusus untuk fasilitas
penyaluran (pipa), tangki penyimpanan, ataupun
stasiun pompa. Sehingga secara tidak langsung,
mengurangi kemungkinan tumpah hingga mencemari
air tanah.

= Biobutanol memiliki tekanan uap lebih rendah dari

pada bio-etanol sehingga tidak mudah menguap,
selain itu penggunaan biobutanol diharapkan dapat
mengurangi resiko terjadinya ledakan.

Selain kelebihan diatas, kelebihan proses butanol lainnya
adalah biaya proses destilasi butanol lebih rendah daripada
etanol. Pembuatan etanol menggunakan destilasi bertingkat,
prinsipnya uap yang mengandung etanol diserap oleh suatu
solvent sehingga didapatkan etanol yang berwujud cair.
Sedangkan pada pembuatan butanol, dengan mengabaikan
keadaan senyawa lain, dapat dilakukan dengan destilasi
sederhana, yaitu dengan memanaskan solvent hingga titik didih
101 °C sehingga senyawa-senyawa lain menguap dan didapatkan
senyawa butanol (Steen ef al., 2008).

Biobutanol diproduksi dengan cara hidrolisis dan
fermentasi mikroba. Hidrolisis adalah reaksi kimia antara air
dengan suatu zat lain yang menghasilkan zat baru atau lebih dan
juga dekomposisi suatu larutan dengan menggunakan air.
Sedangkan fermentasi adalah suatu proses oksidasi anaerob atau
partial anaerobic dari karbohidrat dan menghasilkan alkohol
serta beberapa asam dengan bantuan mikroba tertentu. Sebagian
besar, penelitan biobutanol menggunakan mikroorganisme
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anaerob dari Clostridium sp yang mana dapat mendegradasi
selulosa dan hemiselulosa (Ohara, 1998).

Salah satu bakteri genus Clostridium yang dapat
dimanfaatkan untuk pembuatan biobutanol adalah Clostridium
acetobutylicum. Clostridium acetobutylicum memiliki beberapa
kelebihan dibandingkan dengan bakteri penghasil butanol lainnya.
C.acetobutylicum  merupakan bakteri anaerob, schingga
memberikan keuntungan untuk proses fermentasi selulosa yang
berlangsung dalam keadaan anaerob. Selain itu, bakteri
C.acetobutylicum, dapat bertahan pada pH rendah, antara 4,5-5
dengan suhu optimum 37°C (Whitman, 2009). Bakteri
C.acetobutylicum mampu menguraikan selulosa dan hemiselulosa
untuk memproduksi biobutanol (Anindyawati, 2010).

Fermentasi sampel serbuk gergaji menggunakan bakteri
Clostridium acetobutylicum dalam keadaan anaerob mampu
menghasilkan 3 strain, yaitu aseton, butanol, dan etanol. Oleh
karena itu, fermentasi ini disebut juga dengan fermentasi ABE.
Setelah proses fermentasi, larutan kultur didestilasi dengan
memanfaatkan perbedaan titik didihnya (Yokoyama, 2008).
Selain dimanfaatkan sebagai sumber energi alternatif, butanol
secara umum digunakan untuk bahan campuran kosmetik, obat-
obatan, dan pembersih rumah tangga. Secara tradisional, butanol
juga digunakan sebagai pelarut, pengencer, plasticizer dan bahan
baku untuk produksi bahan kimia (Chang, 2010).

2.2 Lignoselulosa dan Limbah Serbuk Gergaji

Limbah  pertanian mengandung banyak  bahan
lignoselulosa yang bisa didegradasi oleh enzim selulase.
Kesulitan dalam proses degradasi lignoselulosa adalah susunan
yang heterogen dari polisakarida yang terdapat pada dinding sel,
yaitu berupa lignin yang berfungsi untuk mempererat selulosa dan
hemiselulosa menjadi satu. Lignin yang disebut juga sebagai zat
kayu terbentuk dari gugus aromatik yang sangat kompleks dan
tidak terpola. Fungsi lignin pada tumbuhan adalah mempererat
serat-serat menjadi satu sehingga tumbuhan menjadi kaku atau
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dapat berdiri tegak. Selulosa merupakan serat-serat panjang yang
hanya tersusun dari glukosa, berbeda dengan hemiselulosa yang
tersusun dari monomer gula berkarbon 5 dan 6 (xylosa, mannosa,
glukosa, dan lain sebagainya). Hemiselulosa berfungsi sebagai
perekat benang-benang selulosa. Sedangkan fungsi ester pada
lignoselulosa adalah sebagai bahan pembentuk lignin.

Proses pretreatment bahan lignoselusa berfungsi untuk
membuka struktur lignoselulosa menjadi komponen yang lebih
mudah untuk dihidrolisis. Sehingga komponen selulosa menjadi
lebih mudah diakses oleh enzim. Hal ini berpengaruh pada
besarnya penggunaan enzim dan penekanan biaya. Dalam proses
degradasi, penggunaan lignoselulosa harus melalui tahapan
delignifikasi. Delignifikasi adalah proses pelepasan selulosa dan
hemiselulosa dari ikatan kompleks lignin dan tahapan
depolimerisasi adalah proses untuk mendapatkan gula bebas
(Anindyawati, 2010). Gambar bagian dari lignoselulosa dapat
dilihat pada Gambar 2.1.

LIGNIN

|
SELULOSA

|
HEMISELULOSA

ﬁ\, ESTER

Gambar 2.1. Bagian Lignoselulosa

Proses ini penting dilakukan sebelum hidrolisis bahan
selulotik, sebab lignin dapat menghambat penetrasi asam atau
enzim sebelum hidrolisis berlangsung. Dengan pemberian
perlakuan delignifikasi pada substrat maka selulosa alami
diharapkan menjadi mudah dihidrolisis oleh enzim selulotik.
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Proses preteatment delignifikasi dapat menggunakan cairan asam
atau basa. Berbagai produk nilai tambah dari limbah lignoselulosa
dengan berbagai proses produksinya dapat dilihat pada Gambar
2.2.

LIMBAH LIGNOSELULOSA
(SELULOSA, HEMISELULOSA, LIGNIN, PENGEKSTRA, DLL)

/
HIDROLISIS

ENZIM

/
GULA TEREDUKSI

/
FERMENTASI

/
BIOBUTANOL

Gambar 2.2. Produk nilai tambah dari limbah lignoselulosa
dengan proses produksinya
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Sebagian penelitian mengenai lignoselulosa hanya
menghidrolisis kandungan selulosa. Hal ini disebabkan karena
minimnya ketersediaan enzim hemiselulase dan enzim
pendegradasi lignin (lignolitik) terdiri dari lakase (polifenol
oksidase), lignin peroksidase (Li-P) dan mangan peroksidase
(Mn-P) di pasaran. Selulosa merupakan salah satu komponen
utama dari lignoselulosa yang terdiri dari unit monomer D-
glukosa yang terikat pada ikatan 1,4-glikosidik. Selulosa
cenderung membentuk mikrofibril melalui ikatan inter dan intra
molekuler. Mikrofibril selulosa terdiri dari 2 tipe, yaitu kristalin
yang teratur dan amorf (tidak teratur) (Anindyawati, 2009).

Proses perlakuan awal (preteatment) dilakukan karena
beberapa faktor seperti adanya kandungan lignin pada dinding sel,
ukuran partikel bahan lignoselulosa serta kemampuan hidrolisis
dari selulosa dan hemiselulosa. Metode preteatment dibedakan
berdasarkan proses dengan mekanik panas, perlakuan asam,
perlakuan alkali, perlakuan dengan menggunakan larutan organik
(Saha, 2003). Selain itu, proses preteatment dapat dilakukan
dengan perlakuan fisik (iradiasi dengan microwave, pirolisis,
iradiasi gama), secara fisika-kimia (letupan uap, ammonia fiber
explotion, cairan air panas), secara kimia (agen oksidasi O3 atau
H,0,), serta secara biologi (menggunakan mikroorganisme atau
enzim yang dapat memecah selulosa dan lignin) (Mtui, 2009).

Limbah yang dihasilkan dari proses penggergajian kayu,
terdiri dari serbuk gergaji (15%) dan serpihan kayu (25%).
Serbuk gergaji yang mengandung selulosa (55%), hemiselulosa
(14%), dan lignin (21%) (Chandel et al., 2007). Serbuk gergaji
adalah serbuk kayu dari jenis kayu sembarang yang diperoleh dari
limbah ataupun sisa yang terbuang dari jenis kayu dan dapat
diperoleh di tempat pengolahan kayu ataupun industri kayu.
Selain untuk bahan baku pembuatan alkohol (butanol dan etanol),
limbah serbuk gergaji dimanfaatkan untuk briket arang, pupuk
kompos, batang obat pengusir nyamuk, dan lain sebagainya.
Contoh serbuk gergaji dapat dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3. Serbuk Gergaji

2.3 Bakteri Clostridium acetobutylicum

Bakteri Clostridium acetobutylicum merupakan bakteri
dengan gram positif. Bakteri ini pada umumnya berada di tanah
yang dapat mendegradasi selulosa dan  hemiselulosa
(Anindyawati, 2010). Clostridium acetobutylicum bersifat
mesofilik dengan suhu optimal 10-65°C. Selain itu, organisme ini
dapat memecah gula dan mampu menghasilkan sejumlah produk
yang berguna secara komersial, terutama aseton, etanol dan
butanol. C.acetobutylicum memerlukan kondisi anaerob untuk
tumbuh dalam keadaan vegetatifnya. Karena sifatnya yang tidak
tahan terhadap oksigen, bakteri ini hanya dapat bertahan hingga
beberapa jam dalam kondisi aerobik.

Sebagian besar, penelitan biobutanol menggunakan
mikroorganisme anaerob dari Clostridium sp yang dapat
mendegradasi selulosa dan hemiselulosa (Ohara, 1998). Salah
satu bakteri genus Clostridium yang dapat dimanfaatkan untuk
pembuatan biobutanol adalah  Clostridium acetobutylicum.
Clostridium  acetobutylicun memiliki beberapa kelebihan
dibandingkan dengan bakteri penghasil butanol lainnya.
C.acetobutylicum  merupakan bakteri anaerob, sehingga
memberikan keuntungan untuk proses fermentasi selulosa yang
berlangsung dalam keadaan anaerob. Selain itu, bakteri
C.acetobutylicum, dapat bertahan pada pH rendah, antara 4,5-5
dengan suhu optimum 37°C (Whitman, 2009). Bakteri
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C.acetobutylicum mampu menguraikan selulosa dan hemiselulosa
untuk memproduksi biobutanol (Anindyawati, 2010). Gambar
bakteri Clostridium sp dapat dilihat pada Gambar 2.4 dibawah
ini.

Gambar 2.4. Bakteri Clostridium sp.
Sumber: Anonim, 2012

Mikroba Clostridium acetobutylicum pertama kali
ditemukan oleh Louis Pasteur pada tahun 1861 dan diproduksi
secara industri pada abad ke-20 oleh seorang ilmuwan dan politisi
Yahudi bernama Chaim Weizmann sehingga banteri ini disebut
juga sebagai “Organisme Weizmann” (Gheshlaghi, 2009).
Clostridium acetobutylicum pertama kali dikulturkan untuk
industri bubuk bahan peledak tanpa asap berupa mesiu dan TNT.
Proses fermentasi yang disebut proses ABE ini bakteri
Clostridium acetobutylicum selain memproduksi butanol dan
etanol, juga memproduksi asam asetat (cuka), asam butirat,
karbon dioksida, serta hidrogen (Krisno, 2012).

Bakteri  Clostridium  acetobutylicum pada  proses
fermentasi ABE berpotensi tinggi dalam bidang ekonomi.
Meskipun menjanjikan, ada beberapa kelemahan yang
mempengaruhi bakteri Clostridium acetobutylicum digunakan
secara luas, yaitu biaya substrat yang tinggi dan produktivitas
bakteri rendah. Proses fermentasi ABE oleh Clostridium
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acetobutylicum dibagi dua tahapan yang berbeda, yaitu fase
produksi asam dan fase produksi solvent (pelarut). Selama tahap
pertama, sel-sel tumbuh membentuk asam karboksilat, asetat dan
butirat; ekstraksi asam menurunkan pH eksternal (Gheshlaghi,
2009). Jalur metabolisme Clostridium acetobutylicum pada proses
fermentasi dapat dilihat pada Gambar 2.5.

BIOMASSA

h J
LIGNOSELULOSA

h J
SELULOSA

h J
GLUKOSA

BUTANOL

Gambar 2.5. Jalur Metabolisme Clostridium acetobutylicum
Pada Proses Fermentasi

2.4 Enzim Selulase
Enzim merupakan katalis dari proses biologi. Seperti
lainnya, enzim membawa reaksi katalis terhadap posisi
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kesetimbangan yang lebih cepat daripada yang terjadi seharusnya.
Meskipun senyawa katalis dapat berubah pada reaksi awal, pada
reaksi akhir molekul katalis akan kembali ke bentuk semula.
Definisi enzim adalah protein yang berfungsi sebagai katalisator
untuk reaksi-reaksi kimia di dalam sistem biologi. Nama enzim
sering kali diturunkan dari nama substrat ataupun reaksi kimia
yang ia kataliskan dengan akhiran —ase (Aehle, 2007). Selulase
merupakan enzim kompleks yang terdiri dari eksoselulose atau
eksobiohidrolase, endoselulase atau endo-B-1,4-glukanase dan B-
1,4-glukosidase atau selobiase yang mampu memecahkan ikatan
kompleks selulosa menjadi ikatan yang lebih sederhana, yaitu
selodextrin, selobiosa, dan glukosa (Anindyawati, 2009).

2.5 Hidrolisis

Hidrolisis adalah proses penguraian zat kompleks
menjadi yang lebih sederhana dengan menggunakan air untuk
memisahkan ikatan kimia dari substansinya. Proses hidrolisis
dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu: pemanasan, enzim,
ukuran partikel, temperatur, pH, waktu hidrolisis, perbandingan
cairan terhadap bahan baku (volume substrat), dan pengadukan.
Ukuran partikel mempengaruhi laju kelarutan air. Ukuran partikel
yang kecil akan meningkatkan luas permukaan serta
meningkatkan kelarutan dalam air. Temperatur hidrolisis
berhubungan dengan laju reaksi. Makin tinggi temperatur
hidrolisis, maka hidrolisis akan berlangsung lebih cepat. Hal ini
disebabkan konstanta laju reaksi meningkat dengan meningkatnya
temperatur operasi. Enzim dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan
dan mikroorganisme.

Pada proses hidrolisis, selulosa diubah menjadi gula-gula
sederhana yaitu glukosa. Hidrolisis ini dapat dilakukan
menggunakan larutan asam atau secara enzimatis. Proses
hidrolisis secara enzimatis berlangsung pada kondisi yang ringan
(pH sekitar 4,8 dan suhu 45-50°C). Dan tidak menimbulkan
masalah korosi. Persamaan reaksi kimia proses hidrolisis selulosa
adalah sebagai berikut:
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CeH100s | + | n(H,0) Enzim Selulosa CeH1206

Selulosa Pelarut Glukosa

\/

(Arianie dan Idiawati, 2011)

Jenis — jenis hidrolisis ada 5 macam, yaitu:

Hidrolisis Murni

Direaksikan dengan H,O saja, proses reaksi ini
berlangsung lambat sehingga jarang digunakan dalam
industri (tidak komersial). Hanya untuk senyawa-
senyawa yang reaktif. Hidrolisis ini biasanya disertai
dengan proses pemanasan.

Hidrolisis dalam Larutan Asam

Asam encer atau pekat biasanya berfungsi sebagai
katalisator. Pada asam encer, umumnya kecepatan reaksi
sebanding dengan konsentrasi H" menjadi [H']. Sifat ini
tidak berlaku pada asam pekat. Pada asam pekat,
pemakaian H,SO, lebih disukai karena lebih ekonomis
daripada pemakaian HCI yang lebih korosif.

Hidrolisis dalam Larutan Basa

Basa encer atau pekat seperti NaOH, KOH, dan senyawa
basa lainnya. Penggunaan basa terbatas karena hasil
akhirnya berupa garam, bukan asam.

Alkali Fusion

Dengan atau tanpa H,O pada suhu tinggi, misal pada
NaOH padat (H,O sangat sedikit). Pemakaian dalam
industri untuk tujuan tertentu, misalnya peleburan bahan-
bahan selulosa seperti tongkol jagung, serbuk gergaji
yang dilakukan pada suhu tingg (+240°C) dengan NaOH
padat menghasilkan asam oksalat dan asam asetat.
Hidrolisis dengan Enzim

Hidrolisis ini menggunakan enzim yang dihasilkan oleh
mikroba, dan berfungsi sebagai katalisator.
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2.6 Fermentasi

Fermentasi adalah suatu proses baik secara aerob maupun
anaerob yang menghasilkan produk yang melibatkan mikroba
atau ekstraknya dengan aktivitas mikroba terkontrol , dalam hal
ini terjadi reaksi oksidasi dan reduksi menggunakan sumber
energi dan sumber karbon, nitrogen dan lainnya untuk
membentuk senyawa yang lebih tinggi (Bamforth, 2005). Prinsip
fermentasi adalah berupa pengaktifan pertumbuhan dan
metabolisme dari mikroba pembentuk alkohol dan asam, serta
menekan pertumbuhan mikroba proteolitik dan lipolitik yang
dapat menggu proses fermentasi. Pada fermentasi glukosa oleh
bakteri Clostridium acetobutylicum, glukosa diubah menjadi
larutan aseton-butanol-etanol (ABE), sisa glukosa, gas CO,, dan
H,O. Reaksi pembentukan aseton, butanol, dan etanol adalah
sebagai berikut:

Aseton : C6H1206 + HzO > C3H6O + 3C02 +4H2
Butanol : C6H1206 9 C4H100 + 2C02 + HzO
Etanol : C6H1206 9 2C2H60 + 2C02

(Rahma dkk, 2011)

Faktor — faktor yang mempengaruhi proses fermentasi
adalah :
1. Substrat (Media)

Substrat/medium fermentasi menyediakan zat gizi yang
diperlukan oleh mikroba untuk memperoleh energi,
pertumbuhan, bahan pembentuk sel dan biosintesa
produk-produk metabolisme. Bermacam-macam substrat
dapat dipakai untuk melangsungkan fermentasi yaitu
serealia, pati, laktosa, glukosa dan sukrosa sebagai
sumber karbon, sedangkan asam amino, protein, nitrat,
garam amonium, tepung kedelai dan sisa fermentasi
sebagai sumber nitrogen. Selain untuk memenuhi
pertumbuhan sel dan pembentukan produk fermentasi.
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Jumlah Mikroba

Jumlah mikroba adalah banyak mikroorganisme yang
diinokulasikan ke dalam medium fermentasi. Banyaknya
mikroba (inokulum/starter) yang ditambahkan berkisar
antar 3-10% dari volume medium fermentasi.

Kadar air

Selain digunakan sebagai pemanasan, pendinginan,
pembersihan dan pembilasan, air adalah komponen utama
dari setiap proses fermentasi. Semua mikroorganisme
membutuhkan air, sumber energi, karbon, nitrogen unsur
mineral, dan vitamin. Air juga digunakan sebagai pelarut
substrat (Aleksic, 2009).

pH

pH medium fermentasi penting untuk pertumbuhan
bakteri, karena enzim-enzim tertentu hanya akan
mengurai substrat sesuai dengan aktivitasnya pada pH
tertentu yang disebut sebagai pH optimum. Oleh karena
itu, pengaturan pH sangat penting dalam proses
fermentasi.

Suhu

Suhu fermentasi sangat menentukan macam mikroba
yang dominan selama proses fermentasi. Bakteri
Clostridium acetobutylicum termasuk bakteri mesofilik
yang dapat bertahan hidup pada suhu dibawah 45°C
(Krisno, 2012). Suhu optimum bakteri ini adalah 37 °C
(Whitmann, 2009).
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BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Umum

Metodologi penelitian adalah suatu proses mencari
sesuatu secara sistematis dalam waktu yang relatif lama dan
menggunakan metode ilmiah serta aturan yang berlaku.
Metodologi penelitian merupakan acuan dalam melaksanakan
aktivitas penelitian yang penyusunannya didasarkan pada
pemikiran akan adanya permasalahan dalam ide studi.
Metodologi penelitian ini dibuat untuk mempermudah proses
dalam pelaksanaan penelitian sehingga dapat mengurangi resiko
terjadinya kesalahan.

Percobaan dilakukan terhadap variasi penambahan enzim
selulase pada proses hidrolisis, pH awal proses fermentasi, dan
jumlah penambahan starter bakteri Clostridium acetobutylicum
pada proses fermentasi yang digunakan dalam metode batch.
Sehingga dari penelitian akan diketahui pengaruh penambahan
enzim selulase pada proses hidrolisis limbah serbuk gergaji, pH
awal proses fermentasi, dan jumlah penambahan bakteri
Clostridium acetobutylicum terhadap kadar biobutanol yang
diproduksi.

3.2 Kerangka Penelitian

Kerangka penelitian berisi skema penelitian yang
menjabarkan secara keseluruhan isi penelitan secara jelas yang
mencakup cara mekanisme ketersediaan data, pengolahan, dan
penyajiannya. Kerangka penelitian tentang pengaruh penambahan
enzim selulase pada proses hidrolisis, pH awal proses fermentasi,
dan jumlah penambahan bakteri Clostridium acetobutylicum pada
proses fermentasi dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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Gambar 3.1. Kerangka Penelitian
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3.2.1 Permasalahan

Produksi minyak bumi yang semakin menurun sehingga
menyebabkan harga minyak bumi melambung tinggi dan
ketersediaannya pun semakin menipis, mendorong beberapa
negara produsen dan konsumen minyak bumi melakukan
penelitian tentang energi alternatif yang dapat diproduksi secara
massal dan kontinu. Salah satunya dengan memanfaatkan limbah
hasil pertanian sebagai bahan baku pembuatan biofuel. Sepertinya
yang sudah dijelaskan pada sub.bab. 1.1 dan 1.2, biobutanol
merupakan salah satu biofitel yang bernilai tinggi.

Pada penelitian ini digunakan variasi penambahan enzim
pada proses hidrolisis (penambahan enzim atau tanpa
penambahan enzim), pH awal proses fermentasi (5 dan 7), dan
penambahan starter bakteri Clostridium acetobutylicum (5 ml dan
10 ml). Pemilihan variabel pH didasari oleh literatur yang
menyebutkan bahwa pH optimum bakteri Clostridium
acetobutylicum dalam proses fermentasi pada pH 4,5-5
(Whitmann, 2009).

3.2.2  Studi Literatur

Studi literatur ini dilakukan dengan cara menelusuri
berbagai literatur yang berkaitan dengan bakteri Clostridium
acetobutylicum, hidrolisis selulosa dengan enzim selulase,
fermentasi glukosa menghasilkan biobutanol, dan limbah serbuk
gergaji. Studi literatur yang dilakukan bertujuan untuk menunjang
pelaksanaan penelitian, analisis dan pembahasan dari data hasil
penelitian. Sumber literatur yang digunakan dalam penelitian ini
meliputi buku-buku teks, laporan penelitian tugas akhir dan
disertasi, jurnal baik nasional maupun internasional, serta hasil
browsing dari internet mengenai penelitian terdahulu tentang
pemanfaatan limbah hasil pertanian menghasilkan bahan bakar
alternatif.
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3.2.3 Persiapan Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang diperlukan dalam penelitian ini
berbeda-beda, hal ini sesuai dengan cara kerja yang sedang
digunakan. Alat-alat yang digunakan pada penelitian adalah
tabung fermentor, shaker, electric stove, timbangan analitik, pH
meter, autoclaved, centrifuge, beaker glass, gelas ukur,
erlenmeyer, kapas lemak, bunse, korek api, tabung reaksi, jarum
ose, dan kertas saring. Bahan-bahan yang digunakan adalah
aquades, enzim selulase, bakteri Clostridium acetobutylicum,
limbah serbuk gergaji, medium agar (NA), citric acid, H,SO, dan
NaOH.

3.24 Pretreatment
Pretreatment adalah proses yang harus dilakukan
sebelum penelitian inti yang melibatkan variabel bebas dilakukan.
Proses pretreatment dalam penelitian ini meliputi :
1. Pembuatan ekstrak limbah serbuk gergaji
Serbuk gergaji yang didapat dari Dinas
Kehutanan kota Gresik terlebih dahulu dijemur di bawah
sinar matahari selama 3 hari agar kandungan air dalam
serbuk gergaji  berkurang. Selanjutnya dilakukan
pengayakan menggunakan ayakan santan agar diperoleh
serbuk gergaji yang lebih halus.

2. Delignifikasi limbah serbuk gergaji
Sebanyak 50 gram FEkstrak serbuk gergaji
direndam pada 500 ml larutan NaOH 10% selama 60
menit disertai pemanasan 121°C dengan menggunakan
auto claved (Noomtim dan Cheirsilp, 2011). (Lampiran
A.l)

3. Pembuatan kultur kerja Clostridium acetobutylicum
Biakan murni bakteri Clostridium acetobutylicum
digoreskan secara zig-zag pada media agar miring dengan
menggunakan ose lalu ditumbuhkan dalam incubator
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pada suhu 37°C selama 5 hari (Cappuccino dan Sherman,
1983). (Lampiran A.2)

Pembuatan Starter Clostridium acetobutylicum
Sebanyak 1 tabung biakan bakteri Clostridium
acetobutylicum dilarutkan ke dalam 100 ml larutan NaCl
0,9 % dengan cara melarutkan sedikit NaCl 0,9% dalam
tabung sambil digoreskan pada media hingga bakteri
terangkat ke atas menggunakan jarum ose. Selanjutnya
starter bakteri dicampur dengan sisa NaCl yang masih ada
dalam erlenmeyer dan diaduk hingga bakteri tercampur
dengan larutan (Azhiizhaa, 2012) . (Lampiran A.3)

Treatment
Treatment adalah proses penelitian inti yang melibatkan

variable bebas dilakukan, proses treatment dalam penelitian ini
meliputi:

1.

Proses hidrolisis

Serbuk gergaji yang telah didelignifikasi
didinginkan hingga mendekati suhu ruangan. Selanjutnya
ditambahkan 10 ml enzim selulase (berdasarkan variasi
penambahan enzim). Diinkubasi dalam shaker 100 rpm
selama 72 jam (Qureshi dkk, 2007; Noomtim dan
Cheirsilp, 2011). (Lampiran A.4)

Proses Fermentasi

Setelah 3 hari proses hidrolisis, serbuk gergaji
disaring untuk memisahkan filtrat dan endapannya. Filtrat
hasil hidrolisis diukur pH-nya menggunakan pH meter.
Rata-rata tiap sampel memiliki pH 11. Selanjutnya
sampel ditambahkan dengan citric acid untuk
menurunkan pH hingga pH larutan menjadi 5. Untuk
variasi pH 7, larutan dengan pH 5 ditambahkan dengan
NaOH hingga pH larutan menjadi 7. Sehingga didapatkan
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sampel dengan variasi pH 5 dan 7. Selanjutnya
ditambahkan larutan starter sebanyak 5 ml dan 10 ml
sesuai dengan  variasi penambahan, kemudian
difermentasi selama 12 hari di dalam inkubator 37°C.
Proses fermentasi dilakukan pada kondisi anaerob
menggunakan penutup. Setelah proses fermentasi selesai,
tutup botol dilepas, ditutup dengan kapas lemak dan
kertas coklat untuk disterilisasi menggunakan autoclaved
selama 60 menit. Selanjutnya hasil fermentasi yang telah
disterilkan diambil sebanyak 45 ml untuk di centrifuge
selama 30 menit 3000 rpm sebelum dilakukan analisa
kadar butanol (Noomtim dan Cheirsilp, 2011). Hal ini
bertujuan untuk memisahkan filtrat dan endapan karena
akan mempengaruhi proses analisa kadar butanol.
(Lampiran A.5)

Pengukuran Kadar Selulosa

Pengukuran kadar selulosa ini dilaksanakan di
Laboratorium Teknik Lingkungan ITS Surabaya. Analisis
selulosa dilakukan setelah proses delignifikasi dan setelah
proses hidrolisis. Analisa selulosa setelah proses
delignifikasi dilakukan guna mengetahui kadar selulosa
awal dari ekstrak serbuk gergaji. Sedangkan analisa
selulosa setelah hidrolisis guna mengetahui penurunan
kadar selulosa setelah proses hidrolisis (selulosa diubah
menjadi glukosa). Analisis selulosa menggunakan metode
Chessons (Datta, 1981). Sebanyak 1 g (a) sampel kering
ditambahkan 150 ml akuades, direfluk pada suhu 100°C
dengan water bath selama 1 jam. Hasilnya disaring, dan
residu dicuci dengan air panas sebanyak 300 ml. Residu
kemudian dikeringkan dengan oven selama 30 menit,
selanjutnya ditimbang (b). Residu ditambahkan 150 ml
H,SO, IN kemudian direfluk dengan water bath selama 1
jam pada suhu 100°C. Hasilnya disaring dan dicuci
dengan akuades lalu dikeringkan (c). Residu kering
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ditambahkan 10 ml H,SO, 72% dan direndam pada suhu
kamar selama 4 jam. Ditambahkan 150 ml H,SO, 1IN
kemudian direfluk dengan water bath selama 1 jam pada
pendingin balik. Hasilnya disaring dan dicuci dengan
akuades lalu dikeringkan dan ditimbang (d). Perhitungan
kadar selulosa sebagai berikut:

c—d

a

Kadar Selulosa = x100%

Pengukuran Gula Tereduksi

Pengukuran gula tereduksi ini dilaksanakan di
Laboratorium Teknik Lingkungan ITS Surabaya. Analisa
kadar glukosa dilakukan pada tahap sebelum hidrolisis,
sesudah hidrolisis dan sesudah fermentasi. Analisa kadar
glukosa dilakukan sebelum dan sesudah hidrolisis guna
mengetahui tingkat kenaikan kadar glukosanya sehingga
dapat disimpulkan apakah proses hidrolisis berhasil atau
tidak. Begitu pula hasil analisa kadar glukosa sesudah
hidrolisis dan sesudah fermentasi untuk mengetahui
apakah proses fermentasi berjalan sukses. Hal ini
diketahui dengan tingkat penurunan kadar glukosa yang
terjadi. Analisa kadar glukosa menggunakan metode Luff
Schoorl. (Lampiran A.7)

Pengukuran Kadar Butanol

Pengukuran kadar butanol pada penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Energi dan Rekayasa
Gedung Robotika ITS Surabaya. Pengukuran dilakukan
setelah proses fermentasi selesai. Pengukuran ini
menggunakan analisa  kromatografi gas dengan
temperatur detector dan injector sebesar 270 dan 230 °C.
Kromatografi adalah suatu cara pemisahan lain yang
penting di dalam analisa kimia. Di dalam kromatografi
diperlukan adanya dua fase yang tidak saling menyampur,
yaitu fasa diam dan fasa gerak. Fasa diamnya dapat
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berupa suatu zat padat yang ditempatkan di dalam suatu
kolom atau dapat juga berupa cairan terserap (teradsorpsi)
berupa lapisan yang tipis pada butir-butir halus suatu zat
padat pendukung (solid support material) yang
ditempatkan di dalam kolom. Fase geraknya dapat berupa
gas (gas pembawa) atau cairan.

Campuran yang akan dipisahkan komponen-
komponennya, dimasukkan ke dalam kolom yang
mengandung fasa diam. Dengan bantuan fase gerak,
komponen campuran itu kemudian dibawa bergerak
melalui fase diam di dalam kolom. Perbedaaan antar aksi
atau afinitas antara komponen-komponen campuran itu
dengan kedua fase, menyebabkan komponen-komponen
itu bergerak dengan kecepatan berbeda mealui kolom.
Akibatnya ada perbedaan kecepatan (differential
migration), komponen-komponen itu terpisah satu sama
lain. Cara pengoperasian alat kromatografi dapat dilihat
pada Lampiran A.8.

Rancangan penelitian yang digunakan adalah
berdasarkan perlakuan penambahan enzim selulase saat
proses hidrolisis, penentuan pH 5 dan 7, serta
penambahan  bakteri  Clostridium  acetobutylicum
sebanyak 5 ml dan 10 ml dengan waktu fermentasi yang
dilakukan satu kali. Parameter yang diamati adalah kadar
butanol (% dalam 45 mL sampel).

Pemilihan variabel penambahan enzim pada proses
hidrolisis berdasarkan studi literatur yang menyebutkan bahwa
diperlukan katalis untuk menguraikan lebih cepat bahan baku
yang mengandung lignoselulosa berupa selulosa untuk diurai
menjadi senyawa yang lebih sederhana, yaitu glukosa sebagai
materi pembentuk alkohol (Noomtim and Cheirsilp, 2011).

Pemilihan variabel pH pada kondisi awal proses
fermentasi berdasarkan studi literatur yang menyebutkan pH
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optimum bakteri Clostridium acetobutylicum adalah range 4,5-5
sehingga pada penelitian ini ditetapkan pH optimum adalah 5,
sedangkan pH 7 merupakan pH netral (Whitmann, 2009).

Pemilihan variabel konsentrasi penambahan bakteri
Clostridium acetobutylicum  berdasarkan studi literatur yang
menyebutkan bahwa penambahan bakteri pada proses fermentasi
adalah sebanyak 3-10% dari ml sampel, sehingga dari 500 ml
sampel bahan fermentasi peneliti memberikan 10 % inokulum
bakteri yaitu sebesar 5 ml. Sedangkan konsentrasi bakteri sebesar
10 ml adalah sebagai pembanding (Sampurno, 2012).

Lama waktu fermentasi berdasarkan studi literatur yang
menyebutkan bahwa dalam waktu 6-8 hari, bakteri Clostridium
acetobutylicum masih memproduksi butanol dengan proses
hidrolisa enzim selulase. Sedangkan lama waktu fermentasi 8-12
hari digunakan untuk mengetahui apakah terjadi penurunan
produksi butanol yang disebabkan oleh berkurangnya kadar
glukosa dalam sampel schingga bakteri kekurangan materi
pembentukan alkohol, butanol (Noomtim and Cheirsilp, 2011).
Kerangka prosedur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.2.

3.3.  Analisa dan Pembahasan

Data yang diperoleh kemudian dibuat dalam sebuah
grafik untuk kemudian dibandingkan. Dari grafik perbandingan
tersebut akan dapat diketahui pengaruh penambahan enzim
selulase, pH optimum, jumlah konsentrasi bakteri Clostridium
acetobutylicum dan lama waktu fermentasi yang paling optimal
menghasilkan butanol.

3.4 Kesimpulan dan Saran

Penarikan kesimpulan merupakan rangkuman dari analisa
data dan pembahasan yang mengacu pada tujuan penelitian.
Apabila ada hal-hal yang perlu ditindaklanjuti di kemudian hari
dijelaskan pada saran.



30

50 gr Serbuk Gergaji

v

500 ml NaOH 10 %

v

Autoclaved 60 menit

121°C

v

Dinginkan

Tanpa Enzim Selulase

v

10 ml Enzim Selulase

\

Shaker 100 rpm

Shaker 100 rpm
72 jam 72 jam
Saring Saring
Endapan Filtrat Endapan Filtrat
Citric Acid dan Citric Acid dan
NaOH NaOH
pH 7 pH5
5ml 10 ml 5ml 10 ml 5ml 10 ml 5ml 10 ml
Starter Starter Starter Starter Starter Starter Starter Starter
Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri
Hari Ke: Hari Ke: Hari Ke: Hari Ke: Harl Ke: Harl Ke: Hari Ke: Hari Ke:
2 2 2 2 2 2 2 2
4 4 4 4 4 4 4 4
6 6 6 6 6 6 6 6
8 8 8 8 8 8 8 8
10 10 10 10 10 10 10 10
12 12 12 12 12 12 12 12

Gambar 3.2. Kerangka Prosedur Penelitian




BAB IV
ANALISA DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Kadar Selulosa Serbuk Gergaji

Pada penelitian ini, komponen lignoselulosa yang
dihidrolisis hanya selulosa. Hal ini disebabkan karena minimnya
ketersediaan enzim hemiselulase dan enzim pendegradasi lignin
(lignolitik) terdiri dari lakase (polifenol oksidase), lignin
peroksidase (Li-P) dan mangan peroksidase (Mn-P) di pasaran.
Selulosa merupakan salah satu komponen utama dari
lignoselulosa yang terdiri dari unit monomer D-glukosa yang
terikat pada ikatan 1,4-glikosidik.

Pengukuran kadar selulosa serbuk gergaji ini
dilaksanakan di laboratorium Teknik Lingkungan ITS Surabaya.
Analisis selulosa dilakukan setelah proses delignifikasi dan
setelah proses hidrolisis. Analisa selulosa setelah proses
delignifikasi (sebelum proses hidrolisis) dilakukan untuk
mengetahui kadar selulosa awal dari ekstrak serbuk gergaji.
Delignifikasi sendiri merupakan suatu proses pembebasan lignin
dari suatu senyawa kompleks lignoselulosa. Proses ini dilakukan
sebelum proses hidrolisis berlangsung. Karena kandungan lignin
dapat menghambat penetrasi enzim sebelum hidrolisis
berlangsung. Dengan perlakuan delignifikasi pada substrat serbuk
gergaji maka selulosa alami diharapkan menjadi mudah
dihidrolisis oleh enzim selulase (Gunam, 2010).

Sedangkan analisa selulosa setelah hidrolisis untuk
mengetahui penurunan kadar selulosa setelah proses hidrolisis
(selulosa  diubah  menjadi glukosa). Analisis selulosa
menggunakan metode Chessons (Datta, 1981). Prosedur
pengukuran kadar selulosa ini berlangsung melalui beberapa
tahapan pencucian menggunakan air panas dan perendaman
H,SOy, hal ini berfungsi untuk menghilangkan kandungan lignin
pada permukaan dinding sel sehingga dapat diketahui kandungan
selulosa pada limbah serbuk gergaji.
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Dari metode analisa Chesson ini dapat diketahui kadar
selulosa dan lignin pada limbah serbuk gergaji. Namun, pada
penilitian ini kadar lignin limbah selulosa diabaikan. Kadar
selulosa limbah serbuk gergaji dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Kadar Selulosa Limbah Serbuk Gergaji

0,

Penambahan Setol hSelulosa &)
. etela .
B ..
nzim Delignifikasi Setelah Hidrolisis
Enzim Selulase 57,6 13,7
Tanpa Enzim 57.6 04
Selulase

Sumber : Perhitungan

Berdasarkan Tabel 4.1, dapat diketahui kadar selulosa
limbah serbuk gergaji setelah proses delignifikasi sebesar 57,6 %.
Kadar serbuk gergaji ini lebih besar dibanding literatur lain yang
menyebutkan bahwa kadar selulosa serbuk gergaji sebesar 55 %
(Chandel et al., 2007). Sedangkan kadar selulosa setelah proses
hidrolisis, mengalami penurunan yang signifikan. Penurunan
kadar selulosa pada proses hidrolisis dengan penambahan enzim
selulase mengalami penurunan yang signifikan yaitu sebesar
43,9%, hal ini disebabkan materi selulase sebagian telah terurai
menjadi senyawa yang lebih sederhana yaitu gula dengan katalis
enzim selulase. Dibanding dengan kadar selulosa pada proses
hidrolisis tanpa penambahan enzim selulase, penurunan hanya
sebesar 15,2 %. Hal ini disebabkan karena pada proses hidrolisis
tanpa penambahan enzim selulase, tidak terjadi penguraian
selulosa menjadi bentuk gula.
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4.2 Analisis Gula Reduksi Limbah Serbuk Gergaji

Bahan lignoselulosa merupakan material yang susah
untuk diurai secara biologi menjadi bentuk gula dikarenakan
materi lignin menyelimuti seluruh bagian dinding sel. Sehingga
diperlukan perlakuan pendahuluan untuk memecah lignin agar
enzim dapat masuk ke dalam sel. Proses pretreatment ini disebut
juga sebagai proses delignifikasi, yaitu dengan cara perendaman
limbah serbuk gergaji ke dalam senyawa basa yang disertai
dengan pemanasan. Senyawa basa yang dimaksud adalah larutan
NaOH 10% ( 50 gram kristal NaOH dilarutkan dengan akuades
hingga 500 ml) dan dipanaskan 121°C selama 60 menit
menggunakan autoclaved. Oleh karena itu, sebelum penambahan
enzim selulase, dilakukan proses pretreatment untuk memecah
struktur kompleks dari materi lignin sehingga dapat menambah
material selulosa. Material selulosa ini nantinya pada tahap
hidrolisis akan diubah oleh enzim selulase menjadi bentuk yang
lebih sederhana yaitu gula. Persamaan reaksi kimia proses
hidrolisis selulosa menjadi gula adalah sebagai berikut:

CeH100s | + | n(H,0) Enzim Selulosa CeH1206

\J

Selulosa Pelarut Glukosa

(Arianie dan Idiawati, 2011)

Semakin banyak materi selulosa yang terpecah menjadi
senyawa gula, maka semakin banyak gula pula yang akan
direduksi oleh bakteri Clostridium acetobutylicum, sehingga
semakin tinggi kadar butanol yang dihasilkan. Gula yang
dihasilkan dari proses hidrolisis akan difermentasi oleh bakteri
Clostridium  acetobutylicunm menjadi senyawa pembentuk
hidrokarbon, antara lain aseton, etanol, dan butanol. Namun pada
penelitian ini, yang akan dianalisis lebih dalam adalah
pembentukan butanol.
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Pengukuran kadar gula tereduksi dilaksanakan di
laboratorium Teknik Lingkungan ITS Surabaya. Analisa kadar
glukosa dilakukan pada tahap sebelum hidrolisis, sesudah
hidrolisis dan sesudah fermentasi. Analisa kadar glukosa
dilakukan sebelum dan sesudah hidrolisis guna mengetahui
tingkat kenaikan kadar glukosa sehingga dapat disimpulkan
apakah proses hidrolisis berhasil atau tidak. Hal ini disebabkan
oleh materi selulosa telah terhidrolisis menjadi senyawa senyawa
yang lebih sederhana yaitu gula. Begitu pula hasil analisa kadar
glukosa sesudah hidrolisis dan sesudah fermentasi untuk
mengetahui apakah proses fermentasi berjalan sukses yaitu
ditandai dengan terjadinya penurunan kadar gula akibat sebagian
materi gula telah berubah menjadi senyawa butanol, aseton, dan
etanol. Analisa kadar glukosa ini menggunakan metode Luff
Schoorl. Kadar gula reduksi limbah serbuk gergaji dengan
berbagai perilaku dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Kadar Gula Reduksi Limbah Serbuk Gergaji

Gula Reduksi (%) Kadar
Penambahan 1 Konsentrasi B |
Enzim p Bakteri Sebelum | Setelah Akhir utanp
Hidrolisis | Hidrolisis | Fermentasi | AKhir
5ml 17,3 33,71 0,32
5
Enzim 10 ml 17,3 33,69 0,21
Selulase 5ml 17,3 33,61 0,99
;
10 ml 173 33,76 0,97
5ml 17,3 20,62 0,22
5
Tanpa Enzim 10 ml 17,3 19,88 0,13
Selulase 5ml 17,3 20,31 0,09
7
10 ml 17,3 20,68 0,03

Sumber: Perhitungan
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Berdasarkan Tabel 4.2, dapat diketahui bahwa secara
umum terjadi kenaikan kadar gula reduksi selama proses
hidrolisis dengan penambahan enzim selulase. Hal ini disebabkan
oleh penguraian materi selulosa menjadi senyawa yang lebih
sederhana yaitu gula oleh katalis enzim selulase. Sedangkan pada
variasi tanpa penambahan enzim selulase (tanpa proses
hidrolisis), tidak terjadi kenaikan kadar gula reduksi yang
signifikan, hal ini dikarenakan oleh tidak adanya proses hidrolisis
pada sampel sehingga materi selulosa hampir tidak ada yang
teruraikan menjadi gula. Misalkan pada sampel penambahan
enzim kadar gula reduksi mengalami kenaikan =+16,42%
sedangkan pada sampel tanpa penambahan enzim selulase (tanpa
proses hidrolisis) kenaikan kadar gula reduksi £3,33%.

Selama proses fermentasi terjadi pengurangan kadar gula
reduksi, hal ini disebabkan karena selama proses fermentasi
terjadi konversi gula reduksi menjadi butanol, etanol, aseton dan
karbon dioksida. Pada variasi penambahan enzim selulase dan
tanpa penambahan enzim selulase, tidak terjadi perbedaan kadar
gula reduksi yang signifikan, hal ini disebabkan seluruh gula yang
terbentuk dikonversi oleh bakteri Clostridium acetobutylicum ke
dalam bentuk butanol, karbon dioksida, dan senyawa lainnya.

Sedangkan untuk kondisi pH awal fermentasi 5 dan
jumlah inokulum sebesar 10 ml terjadi konversi gula reduksi yang
lebih besar dari variasi-variasi yang lain, hal ini disebabkan oleh
kondisi pH optimum oleh bakteri Clostridium acetobutylicum
untuk mencerna materi gula menjadi hasil fermentasi butanol dan
jumlah bakteri yang lebih banyak untuk menguraikan gula
menjadi bentuk hidrokarbon butanol.

4.3 Pengaruh Penambahan Enzim Selulase Sebagai
Katalis Terhadap Kadar Butanol
Hidrolisis adalah proses penguraian zat kompleks
menjadi yang lebih sederhana dengan menggunakan air untuk
memisahkan ikatan kimia dari substansinya. Pada penelitian ini,
proses hidrolisis menggunakan jenis hidrolisis dengan
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penambahan enzim. Enzim merupakan katalis dari proses biologi.
Meskipun senyawa katalis dapat berubah pada reaksi awal, pada
reaksi akhir molekul katalis akan kembali ke bentuk semula.
Selulase merupakan enzim kompleks yang terdiri dari
eksoselulose atau eksobiohidrolase, endoselulase atau endo-f3-1,4-
glukanase dan p-1,4-glukosidase atau selobiase yang mampu
memecahkan ikatan kompleks selulosa menjadi ikatan yang lebih
sederhana, yaitu selodextrin, selobiosa, dan glukosa
(Anindyawati, 2009).

Pengukuran kadar butanol dilaksanakan di laboratorium
Energi dan Rekayasa Gedung Robotika ITS Surabaya. Pada
penelitian ini, analisa yang dilakukan hanya sebatas enzim
selulase memecah ikatan kompleks selulosa menjadi gula
(glukosa), sedangkan senyawa sederhana sepeti maltosa, laktosa,
pentosa, selodextrin, selobiosa diabaikan. Enzim selulase yang
memecahkan ikatan selulosa menjadi glukosa ini berpengaruh
terhadap proses fermentasi. Yakni, glukosa yang dihasilkan pada
proses hidrolisis difermentasi menjadi butanol oleh bakteri
Clostridium acetobutylicum.

Proses hidrolisis enzim selulase berlangsung selama 3
hari dengan dilakukan pengadukan menggunakan shaker dengan
kecepatan putaran 100 rpm. Sehingga enzim selulase yang
dicampurkan dapat bercampur rata dengan sampel dan gula yang
dihasilkan pada proses hidrolisis semakin meningkat. Setelah
proses hidrolisis selama 3 hari selanjutnya sampel diatur pH-nya
sesuai dengan varias sampel yaitu 5 dan 7. Selanjutnya tiap
sampel ditambahkan bakteri Clostridium actebutylicum kemudian
difermentasi hingga 12 hari. Hasil fermentasi selanjutnya
dianalisis kadar butanolnya menggunakan metode gas
kromatografi.

Pertama-tama temperatur detector dan inlet kromatografi
diatur terlebih dahulu pada suhu 250°C. Selain itu, beberapa hal
yang harus diatur pada kondisi kerja alat kromatografi adalah laju
alir gas pembawa, besar arus yang melalui detector, attenuator,
kecepatan kertas rekorder, dan posisi pen pada rekorder.
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Penyiapan larutan standar yaitu butanol murni dilakukan dengan
menggunakan jarum suntik sebanyak 1 pL dan disuntikkan ke
dalam kromatograf. Ditunggu hingga terlihat titik puncak dan
waktu retensi tiap senyawa yang diujikan. Selanjutnya sampel
yang akan diujikan disuntikkan dengan cara yang sama ke dalam
kromatografi (GC) dan diamati waktu retensi, luas puncak dan
lebar puncak yang tercetak pada kertas. Luas area butanol pada
sampel dibandingkan dengan luas area butanol pada larutan
standar butanol. Sehingga didapatkan % kadar butanol pada
sampel. Persamaan metode pembacaan kadar butanol adalah
sebagai berikut:

ArealuV * S campel
Kadar Butanol = - x100%
ArealuV *§],
Keterangan
Area[uV*S]sumpel : Luas area N-Butanol sampel
Area[uV*S]y : Luas area N-Butanol larutan
standar

(Surayya dan Sukandar, 2008)

Hasil analisis gas kromatografi pada larutan standar dapat
dilihat pada Gambar 4.1 dan hasil analisis gas kromatografi tiap
sampel dapat dilihat pada Lampiran B. Sebagai contoh, berikut
adalah salah satu contoh metode pembacaan hasil analisis gas
kromatografi sampel dengan variasi penambahan enzim, pH 5,
dan konsentrasi bakteri 10 ml pada Gambar 4.2.
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698

[=2]
p
8.101

676 p

General Results

Nos. Compound R.Time Heightfuv] Area[uV*S] Area% Conc. (%) Type

1 8101 16689 1017406 _J00.00000 10000000 BB

Total: 16689 1017406 100.00000 1Q0.00000

Gambar 4.1. Hasil Analisis Gas Kromatografi Larutan Standar
Butanol
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-

Gambar 4.2. Hasil Analisis Gas Kromatografi Variasi Sampel
Penambahan Enzim, pH 5, dan Konsentrasi Bakteri 10 ml.
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Kadar Butanol Sampel (%) = 19114 x100% =1,88%

1017406

Berdasarkan hasil analisis kadar butanol yang tercetak
pada kertas kromatograf, didapatkan perbandingan variasi
penambahan enzim dengan kadar butanol yang dihasilkan dan
dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Perbandingan Kadar Butanol dengan Variasi
Penambahan Enzim Selulase 10 ml

. Kadar Butanol (%)
Penambahan Konsentrasi : :
. pH . Lama Waktu Fermentasi (Hari)
Enzim Bakteri
2 4 6 8 10 12

5 5ml 0,00 | 0,00 [ 000 [ 000 | 1,00 | 1,55
Enzim 10 ml 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 1,34 | 188
Selulase ) 5ml 0,00 | 0,00 [ 000 | 000 | 000 | 1,07
10 ml 0,00 | 0,00 [ 000 [ 000 | 000 | 1,25
5 5ml 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00
Tanpa Enzim 10 ml 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 020
Selulase ) 5ml 0,00 | 0,00 [ 000 | 000 | 000 | 0,00
10 ml 0,00 | 0,00 [ 000 | 000 | 000 | 021

Sumber: Hasil Perhitungan

Berdasarkan tabel di atas diketahui bahwa variasi
penambahan enzim selulase sangat berpengaruh terhadap proses
hidrolisis. Kadar butanol pada sampel yang ditambahkan enzim
selulase, pH awal fermentasi 5 dengan inokulum 10 ml
menghasilkan butanol pada rentang fermentasi 10 hingga 12 hari
lebih besar dari pada variasi tanpa penambahan enzim, yakni
sebesar 1,88%. Hal ini disebabkan oleh enzim selulase
memecahkan ikatan kompleks selulosa menjadi ikatan yang lebih
sederhana yaitu gula. Gula hasil hidrolisis ini pada proses
selanjutnya akan difermentasi oleh bakteri menjadi bentuk
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hidrokarbon butanol. Sedangkan pada variasi hidrolisis tanpa
penambahan enzim, pada rentang fermentasi 10 hari belum
menghasilkan butanol. Hal ini karena kadar gula yang dihasilkan
pada proses hidrolisis sangat sedikit. Sehingga kadar butanol yang
dihasilkan sangat sedikit hingga mendekati angka nol.

4.4 pH Optimum untuk Fermentasi Limbah Serbuk

Gergaji menjadi Biobutanol

pH sangat berpengaruh pada proses fermentasi. pH
medium fermentasi penting untuk pertumbuhan bakteri, karena
enzim-enzim tertentu hanya akan mengurai substrat sesuai dengan
aktivitasnya pada pH tertentu yang disebut sebagai pH optimum.
Oleh karena itu, pengaturan pH sangat penting dalam proses
fermentasi. pH optimum pertumbuhan bakteri Clostridium
acetobutylicum berada pada rentang 4,5-5. Pada penelitian ini, pH
yang digunakan adalah pH 5 dan pH netral yaitu 7. pH awal pada
proses hidrolisis >12 sehingga sebelum proses fermentasi
dilakukan penyesuaian pH pada sampel sesuai dengan variasi pH
awal fermentasi. Yakni menggunakan larutan citric acid 40% dan
larutan NaOH 20% untuk menurunkan pH menjadi 5 dan 7.
Perbandingan variasi pH awal fermentasi dengan kadar butanol
yang dihasilkan dapat dilihat pada Tabel 4.3 pada sub bab 4.3.

Berdasarkan Tabel 4.3 dapat diketahui kadar butanol
pada sampel pada waktu fermentasi 12 hari dengan variasi pH 5
lebih besar dari pada variasi pH 7. Hal ini disebabkan oleh
rentang pH optimum bakteri Clostridium acetobutylicum berada
pada rentang pH 4,5-5 (Whitmann, 2009). Sehingga bakteri dapat
memfermentasi gula menjadi butanol. Hal ini sesuai pada
penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa pH fermentasi
optimum bakteri Clostridium acetobutylicum adalah pH 5
(Noomtim and Cheirsilp, 2011). Sedangkan pada pH awal
fermentasi 7 kemungkinan bakteri Clostridium acetobutylicum
tidak aktif bekerja memproduksi senyawa butanol. Sebagian besar
bakteri dengan genus Clostridium sp. tidak dapat hidup pada pH
netral.
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4.5 Pengaruh Jumlah Penambahan  Inokulum Pada
Proses Fermentasi Terhadap Kadar Butanol
Fermentasi butanol pada kondisi anaerob ini dilakukan

pada berbagai konsentrasi inokulum yang berbeda yaitu 5 ml dan

10 ml. Bakteri yang didapat dari Laboratorium Bioteknologi

UGM ini selanjutnya diinokulasi pada tabung-tabung reaksi dan

diinkubasi selama 5 hari dengan suhu 37 °C. Hasil bakteri yang

telah diinokulasi selanjutnya dilarutkan dengan larutan NaCl

0,5% agar membentuk fraksi cair sehingga mempermudah pada

proses penambahan inokulum. Sampel yang telah dihidrolisis

menggunakan atau tanpa menggunakan enzim selulase
selanjutnya ditambahan dengan inokulum bakteri Clostridium

acetobutylicum sesuai dengan variasi yaitu 5 dan 10 ml

Selanjutnya media fermentasi diinkubasi pada suhu 37°C dalam

inkubator. Fermentasi berlangsung selama 12 hari dengan

pengukuran kadar butanol setiap 2 hari sekali.

Sebagian besar, penelitan biobutanol menggunakan
mikroorganisme anaerob dari Clostridium sp yang dapat
mendegradasi selulosa dan hemiselulosa (Ohara, 1998). Salah
satu bakteri genus Clostridium yang dapat dimanfaatkan untuk
pembuatan biobutanol adalah Clostridium acetobutylicum.
Clostridium  acetobutylicun memiliki beberapa kelebihan
dibandingkan dengan bakteri penghasil butanol lainnya.
C.acetobutylicum  merupakan  bakteri anaerob, sehingga
memberikan keuntungan pada proses fermentasi selulosa yang
berlangsung dalam keadaan anaerob. Selain itu, bakteri
C.acetobutylicum, dapat bertahan pada pH rendah, antara 4,5-5
dengan suhu optimum 37°C (Whitman, 2009). Kadar butanol
yang dihasilkan dari proses fermentasi selama 12 hari dengan
berbagai variasi dapat dilihat pada Tabel 4.3 dan Gambar 4.3.

Pada fermentasi glukosa oleh bakteri Clostridium
acetobutylicum ini, glukosa diubah menjadi larutan aseton-
butanol-etanol (ABE), sisa glukosa, gas CO,, dan H,O. Reaksi
pembentukan aseton, butanol, dan etanol adalah sebagai berikut:
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Aseton : C6H1206 + Hzo > C3H6O + 3C02 +4H2
Butanol : C(,H]ZO(, > C4H100 + 2C02 + HzO
Etanol : C(,leo(, > 2C2H(,O + 2C02

(Rahma dkk, 2011)

Gambar 4.3.Grafik Kadar Butanol dari Berbagai Variasi

Keterangan:

Series 1 = Variasi Enzim Selulase, pH 5, Konsentrasi
inokulum 5 ml

Series 2 = Variasi Enzim Selulase, pH 5, Konsentrasi
inokulum 10 ml

Series 3 = Variasi Enzim Selulase, pH 7, Konsentrasi
inokulum 5 ml

Series 4 = Variasi Enzim Selulase, pH 7, Konsentrasi
inokulum 10 ml

Series 5 = Variasi Tanpa Enzim Selulase, pH 5,
Konsentrasi inokulum 5 ml



44

Series 6 = Variasi Tanpa Enzim Selulase, pH 5,
Konsentrasi inokulum 10 ml

Series 7 = Variasi Tanpa Enzim Selulase, pH 7,
Konsentrasi inokulum 5 ml

Series 8 = Variasi Tanpa Enzim Selulase, pH 7,

Konsentrasi inokulum 10 ml

Berdasarkan Tabel 4.3, diketahui bahwa kadar butanol
dengan konsentrasi inokulum 10 ml lebih besar dibanding dengan
konsentrasi inokulum 5 ml yakni pada waktu fermentasi 12 hari,
proses hidrolisis penambahan enzim dan pH awal proses
fermentasi 5 sebesar 1,88%. Berbeda dengan variasi-variasi
sampel yang lain, misalnya pada variasi penambahan enzim, pH
awal 5 dengan inokulum 5 ml, kadar butanol yang dihasilkan
hanya 1,55%. Hal ini disebabkan oleh jumlah bakteri yang lebih
sedikit sehingga kurangnya bakteri yang memfermentasi gula
menjadi senyawa butanol. Sedangkan pada variasi sampel tanpa
penambahan enzim, kadar butanol yang dihasilkan sangat sedikit
hingga pada kurva Gas Kromatografi sangat sulit dibaca karena
mendekati angka nol.

Dari tabel 4.3 juga diketahui bahwa proses pembentukan
butanol baru terjadi pada waktu fermentasi 10-12 hari. Hal ini
disebabkan oleh aktifasi bakteri baru terjadi pada waktu
fermentasi 10-12 hari karena keadaan inhibitor atau pengaruh
kondisi ketersediaan oksigen pada proses fermentasi sehingga
bakteri mengalami proses tidak aktif sehingga tidak bisa
memfermentasi gula dalam sampel. Sedangkan pada penelitian
sebelumnya, aktifitas bakteri memproduksi butanol sudah
berlangsung pada hari ke-1 dan produksi butanol optimum pada
hari ke-6 (Noomtim and Cheirsilp, 2011). Hal ini disebabkan oleh
starter bakteri yang digunakan ditumbuhkan pada media yang
memiliki komposisi yang sama dengan media pertumbuhan
sebelumnya. Sedangkan pada penelitian ini, starter tidak
ditumbuhkan pada media serbuk  gergaji.  Sehingga
mikroorganisme membutuhkan waktu yang lebih lama untuk
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beradaptasi dengan lingkungan yang baru sebelum memulai
pertumbuhannya. Fase adaptasi ini disebut juga dengan fase log.
Fase log ini akan pendek jika inokulum yang digunakan adalah
bakteri pada media yang memiliki komposisi sama dengan media
pertumbuhan sebelumnya. Inokulasi Fase log mengindikasikan
waktu yang diperlukan bakteri untuk mensistesis enzim yang
dibutuhkan dalam metabolisme nutrisi baru (Jujubandung, 2012).
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“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a.

Kadar gula reduksi pada proses hidrolisis dengan
penambahan enzim selulase lebih besar 13% dibanding
dengan proses hidrolisis tanpa penambahan enzim
selulase.

pH optimum untuk fermentasi limbah serbuk gergaji
menjadi biobutanol menggunakan bakteri Clostridium
acetobutylicum adalah pH 5.

Jumlah  starter  inokulum  bakteri  Clostridium
acetobutylicum yang efektif pada proses fermentasi
serbuk gergaji sebesar 10 ml.

5.2 Saran

a.

Sebaiknya diperlukan penelitian lebih lanjut tentang
fermentasi butanol dengan menggunakan limbah bahan
lignoselulosa lainnya.

Perlu dicoba penelitian lebih lanjut tentang proses
hidrolisis dalam berbagai kondisi, antara lain dalam
kondisi asam, basa, atau proses hidrolisis lainnya.
Sebaiknya diperlukan penelitian lebih lanjut tentang
jumlah penambahan enzim pada proses hidrolisis.

Hasil fermentasi berupa aseton dan etanol dapat
dimanfaatkan untuk penelitian selanjutnya.

47
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1. Delignifikasi limbah serbuk gergaji

50 gr LIMBAH SERBUK
GERGAJI

#Direndam

500 ml NaOH 10 %

\
Autoclaved 121 °C, 60
menit

Hasil
Delignifikasi

2.  Pembuatan kultur kerja Clostridium acetobutylicum

Biakan Murni Bakteri
Clostridium acetobutylicum

\ J
Goreskan secara zig-zag pada media agar miring

r

Incubator selama 5 hari, 37 °C

'

Kultur Bakteri Clostridium acetobutylicum




3.

4.

Pembuatan Starter Clostridium acetobutylicum

Kultur Bakteri Clostridium acetobutylicum

i Dilarutkan
100 mI NaCl 0,9 %

Y
Hasil Larutan Starter

Proses hidrolisis

Hasil
Delignifikasi

 J

Didinginkan hingga suhu ruang

 J

10 ml Enzim Selulase

\ J
Shaker 100 rpm, 72 jam

h J

Hasil Hidrolisis
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5. Proses Fermentasi

Hasil Hidrolisis

'

Saring

N

Endapan Filtrat

Y

Citric Acid dan NaOH
hingga pH sesuai variasi

'

Larutan Starter Clostridium
acetobutylicum sesuai variasi

y
Fermentasi dalam

Incubator selama
2,4,6,810,12 hari
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6. Pengukuran Kadar Selulosa

a)

b)
c)

d)

e)
f)

g)
h)
i)
i),
k)

)

Sebanyak 1 g (a) sampel kering ditambahkan 150 ml
akuades

Refluk pada suhu 100 °C dengan water bath selama 1 jam
Saring hasil, dan cuci residu dengan air panas sebanyak
300 ml

Residu dikeringkan dengan oven selama 30 menit,
selanjutnya ditimbang (b)

Residu ditambahkan 150 ml H,SO, IN

Kemudian refluk dengan water bath selama 1 jam pada
suhu 100°C

Saring hasilnya dan cuci dengan akuades lalu dikeringkan
dan ditimbang (c).

Residu kering ditambahkan 10 ml H,SO, 72%

Rendam pada suhu kamar selama 4 jam.

Tambahkan 150 ml H,SO,4 IN

Kemudian refluk dengan water bath selama 1 jam pada
pendingin balik

Saring hasilnya dan cuci dengan akuades lalu dikeringkan
dan ditimbang (d)

m) Perhitungan kadar selulosa sebagai berikut:

x100%

Kadar Selulosa = ¢
a
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7.

Pengukuran Gula Tereduksi

a)
b)

c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
i),
k)

Ambil 5 gram sampel, masukkan kedalam erlenmeyer
Tambahkan aquades hingga 100 ml.

Tambahkan 10 ml larutan luff (Larutan Fehling)
Panaskan hingga mendidih selama 10 menit

Setelah dingin,ditambahkan 1 gram kristal KI dan 10 ml
larutan H2S0O4 pekat

Tutup rapat selama 10 menit

Tambahkan indikator amilum 1 ml

Titrasi dengan Natrium Tiosulfat 0,1 N sebagai titran
hingga warna biru kehitaman hilang pertama kali

Volume larutan natrium tiosulfat yang digunakan sebagai
sebagi titran untuk sampel sampel = a ml

Pada blanko, dilakukan prosedur yang sama dengan
perlakuan sampel

Volume larutan Natrium Tiosulfat yang digunakan
sebagai titran untuk blanko= b ml

Penggunaan Natrium Tiosulfat : (b-a) ml

Gula reduksi yang terkandung pada sampel identik
dengan (b-a) ml

Kemudian di konverikan ke tabel Iluff sehingga
didapatkan mg glukosa

mg.glukosax20x100%
5000mg

% Kadar gula =
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Cara Pengoperasian Alat Kromatografi Gas

a) Nyalakan transformator/power supply. Tekan tombol
“on” pada alat GC-MS berturut-turut pada Ion Gauge
(IG), MS dan GC. Alirkan gas He. Hidupkan pula
computer, monitor dan printer.

b) Pilih menu Class 5000, klik vacum control dan
jalankan auto start up.

c) Aktifkan GC-MS monitor, set temperatur injector,
kolom dan detektor. Tunggu hingga tekanan vakum
dibawah 5 kPa.

d) Aktifkan tuning, klik auto tune, load method yang akan
digunakan, klik start tunggu beberapa start samapai
hasilnya di print out, setelah selesai klik close tuning.

e) Aktifkan method development, set GC parameter, set
MS parameter, save method yang akan dideskripsikan,
klik exit.

f) Aktifkan real time analysis, pilih single sample
parameter, isi deskripsi yang diinginkan.

g) Lakukan send parameter. Tunggu hingga GC dan MS
ready, kemudian lakukan injeksi sampel.

h) Tunggu hingga analisis selesai.

1) Aktifkan Post run analysis, pilih browser untuk analisis
sampel secara kualitatif. Load file yang akan dianalisa,
lakukan pengaturan peak top comment (peak label) dan
lakukan reintegrasi. Pilih display spektrum search pada
peak tertentu. Lakukan report pada yang bagian yang
diinginkan.

j) Untuk mengakhiri, dinginkan temperatur injector,
kolom dan detektor pada GC-MS monitor sampai
temperatur ruangan (300C). Bila sudah terkontrol, klik
vacum control, lakukan auto shut down.

k) Matikan perangkat alat dengan urutan : computer, GC,
MS IG dan gas He.
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Perhitungan Kadar Selulosa Serbuk Gergaji

Kadar Selulosa = <% x 100%
a
Keterangan :
a = Sampel kering serbuk gergaji (gram)
¢ = Sampel kering setelah proses pencucian
akuades awal (gram)
d = Sampel kering setelah proses pencucian
akuades akhir (gram)

a) Setelah Proses Delignifikasi (Tanpa Enzim)
_ 0,580gr—-0,156gr

Kadar Selulosa x100%
lgr
_ 04248 1 00%
lgr
=42,4%
b) Setelah Proses Delignifikasi (Dengan Enzim)
441gr—0,12
Kadar Selulosa _ 0441gr—0,123¢r x100%

lgr

_ 0318 100%
lgr
=31,7%
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2. Perhitungan Gula Reduksi
Gula Reduksi (%)
Penambahan oH Konsentrési Sebelum Hidrolisis Setelah Hidrolisis Akhir Fermentasi
Enzim Bakterl | ripaci | TabelLuff| Gula | Titrasi |TabelLuff| Gula Fias (| 201 AT Gl
(ml) (mg) | Reduksi(%)| (ml) (mg) | Reduksi (%) (mg) | Reduksi (%)
Sml 6 147 5,88 g 198 792 26 6,4 2,49
5
Engim 10 ml 6 147 5,88 g 198 792 25 6 24
Selulase Sl 6 147 5,88 g 198 792 3 72 288
7
10 ml 6 147 5,88 g 198 792 35 8.45 338
Sml 6 147 5,88 6 147 5,88 28 6,72 2,688
5
Tanpa Enzim 10 ml 6 147 5,88 6 147 5,88 25 6 24
Selulase Sl 6 147 5,88 6 147 5,88 33 7.95 3,18
7
10 ml 6 147 5,88 6 147 5,88 38 9. 3,68
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3. Tabel Luff
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4. Perhitungan Kadar Butanol

AVea[M V * S] sampel
Kadar Butanol = : x100%
ArealuV *§],
Keterangan
Area[uV*S]sampel : Luas area N-Butanol sampel
Area[uV*S]y : Luas area N-Butanol larutan
standar

5. Kadar Butanol dengan Metode Gas Kromatografi

Penambahan Konsentrasi Lama Waktu Fermentasi (Hari)

Enzim pH Bakteri D 4 6 8 10 12
5 5ml 0,00 | 000 | 000 | 000 [ 1,00 | 1,55
Enzim 10 ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 1,34 | 188
Selulase ) 5ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 1,07
10 ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 125
5 5ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 0,00
Tanpa Enzim 10 ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 000 [ 020
Selulase ; 5ml 0,00 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 0,00
10 ml 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 021




66

6. Hasil Pengukuran Butanol dengan Metode Gas
Kromatografi
N-Buthanol
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Sampel 2
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Sampel 4
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Sampel 6
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Sampel 8
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Sampel 10
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1. Gambar Proses Penjemuran Serbuk Gergaji

2.  Gambar Serbuk Gergaji Setelah Proses Pengeringan
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3.  Gambar Proses Pengayakan Serbuk Gergaji

4. Gambar Inokulum Clostridium acetobutylicum
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5. Gambar Serbuk Gergaji Stelah Penambahan NaOH

6. Gambar Proses Pemanasan Sampel untuk Analisa Gula
Reduksi
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7. Gambar Proses Analisa Gula Reduksi Setelah Titrasi

8. Gambar Reaktor Fermentasi Serbuk Gergaji
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