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Info Artikel: Abstrak- Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis perlakuan awal pada
Dikirim: tongkol jangung terhadap kadar gula dan etanol yang dihasilkan melalui hidrolisis enzim
dengan Trichoderma reesei dan fermentasi dengan  Saccharomyces cerevisiae serta mengetahui
Revisi: variasi perlakuan awal optimum untuk menghasilkan kadar glukosa dan kadar etanol
yang tertinggi. Pelaksanaan meliputi: persiapan sampel, perlakuan awal, persiapan jamur
Diterima: Tricoderma reesei, hidrolisis, penentuan kadar glukosa, persiapan mikroba S. cerevisidae,
fermentasi dan penentuan kadar etanol. Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap dengan tiga jenis perlakuan awal yaitu penggilingan
Kata Kunci: (milling), penggodokan (liquid hot water), dan perlakuan basa (alkali pretreatment), dengan
pengulangan sebanyak 3 kali. Data pengaruh jenis perlakuan awal terhadap kadar gula dan
kadar etanol dianalisismenggunakan ANOVA satu jalur dengan taraf kesalahan 5% dan uji
lanjut menggunakan tukey dengan taraf 5%. Hasil penelitian menunjukan bahwa
jenisperlakuan awal memberikan pengaruh yang sangat nyata terhadap kadar gula
yang dihasilkan dari hidrolisis dan kadar etanol yang hasil fermentasi. Dari ketiga variasi
perlakuan awal, perlakuan basa menghasilkan kadar glukosa dan kadar etanol tertinggi.

PENDAHULUAN

Pada tahun 2010, diketahui jumlah konsumsi BBM di Indonesia sebesar 62.187.080,37 KL,
dan pada tahun 2014 meningkat menjadi 70.744.977,00 KL. Jumlah kebutuhan yang besar tersebut
tidak diimbangi kemampuan produksi bahan bakar minyak (BBM) yang setiap tahun semakin
menurun. Jumlah produksi minyak bumi pada tahun 1996 adalah sebesar 548.648.300 barel. Lalu
18 tahun kemudian, pada tahun 2014 jumlah produksi minyak bumi Indonesia turun
menjadi 287.902.200 barel atau mengalami penurunan sebesar 47,52% [1]. Sementara itu
cadangan minyak bumi Indonesia diperkirakan hanya cukup sampai tahun 2025 [2].

Semakin menipisnya cadangan sumber energi yang tidak dapat diperbaharui ini mendorong
pengembangan sumber energi baru dan terbarukan dalam beberapa tahun terakhir. Sumber energi
terbarukan dihasilkan dari sumber daya yang berkelanjutan jika dikelola dengan baik [3].
Penelitian mengenai energi terbarukan penting untuk terus dikembangkan guna menjamin
ketersediaan sumber energi di masa yang akan datang. Pengembangan energi baru terbarukan
sudah menjadi salah satu program pemerintah untuk mengurangi ketergantungan terhadap
bahan bakar minyak yang ketersediaanya terus berkurang. Salah satu sumber energi terbarukan
yang berpeluang untuk dikembangkan adalah bioetanol. Bioetanol memiliki beberapa kelebihan
dibandingkan bahan bakar minyak, yaitu memiliki kandungan oksigen yang tinggi sehingga
terbakar lebih sempurna, bernilai oktan lebih tinggi, dan ramah lingkungan [4]. Produksi
bioetanol dapat menggunakan bahan baku yang mengandung gula sederhana, bahan baku yang
mengandung pati (starch), dan bahan baku yang mengandung lignoselulosa [5]. Bahan baku yang
paling melimpah dan murah adalah bahan yang mengandung lignoselulosa, meliputi kayu keras
seperti poplar dan eukaliptus, kayu lunak seperti pinus dan spruce, limbah pertanian seperti
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jerami dan tongkol jagung, dan rumput-rumputan [6]. Bahan-bahan ini, terutama tongkol jagung,
tersedia cukup melimpah di Pulau Timor, Nusa Tenggara Timur karena makanan pokok
penduduk di pulau ini adalah jagung [7]; [8]. Oleh karena itu maka perlu dilakukan upaya untuk
mengexplor pemanfaatan bahan tersebut untuk memproduksi bioetanol.

Meskipun murah dan melimpah, ada tantangan besar untuk memproduksi bioetanol dari
bahan lignoselulosa, yaitu sulitnya mengkonversi selulosa di dalam bahan tersebut menjadi etanol
karena adanya komponen lignin yang sulit untuk diuraikan. Oleh karena itu bahan baku ini harus
diberi perlakuan pendahuluan (pretreatment) untuk mendegradasi lignin dan struktur kristal
selulosa sebelum lanjut ke proses hidrolisis dan fermenrasi. Perlakuan pendahuluan dapat berupa
perlakuan fisika, fisika-kimia, kimia, dan biologi. Perlakuan fisika antara lain berupa milling
(penggilingan), perlakuan fisika-kimia dapat berupa penggodokan dengan asam sulfat, perlakuan
kimia dapat berupa pengasaman atau penambahan alkali, dan perlakuan biologi dapat
menggunakan beberapa jenis jamur seperti Aspergillus niger [9]. Perlakuan milling dapat
mengurangi ukuran partikel, mengubah struktur serta tingkat kristalinitas lignoselulosa.
Berbagai perubahan tersebut dapat membuat efektifitas enzim selulase pada bahan
lignoselulosa meningkat [10]. Perlakuan panas (termal) dapat menghidrolisis parsial
hemiselulosa, memodifikasi struktur lignin, meningkatkan luas permukaan, dan menurunkan
kristalinitas selulosa dan derajat polimerisasinya [11]. Perlakuan kimia (basa) menyebabkan
perubahan struktur lignin dengan cara mendegradasi ester dan rantai samping glikosidiknya.
Penggunaan basa juga menyebabkan dekristalisasi parsial selulosa, solvasi parsial hemiselulosa
dan mengakibatkan selulosa membesar [12].

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan Penelitian

Alat utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah pisau pemotong, blender, ayakan

60 mesh, panci, laminar air flow, incubator, pH meter, alkohol meter, refractometer, autoklaf dan
labu destilasi, dan kondensor.

Bahan-bahan utama yang digunakan terdiri atas tongkol jagung, larutan buffer sitrat
pH 35, (NH,),80, KH,PO,, FeSO,7H,0, MgSO,7H-0, NaOH, gula pasir, CMC (carboxy
methyl cellulose), ekstrak ragi (yeast extract), Bacterioogical peptone.

Mikroorganisme
Jenis mikroorganisme yang digunakan adalah Trichoderma reesei (dari Laboratorium

Mikrobiologi, Prodi Pangan dan Gizi, Universitas Gadjah Mada) dan Saccharomyces cerevisiae (ragi
roti Fermipan, France).

Rancangan Percobaan

Penelitian dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial
dengan 1 faktor, yaitu variasi perlakuan awal yang dilambangkan dengan T sebagai faktor I
dengan 3 taraf perlakuan yaitu T1= Perlakuan Milling, T2- Perlakuan Panas dan T3-= Perlakuan
Basa. Setiap perlakuan dibuat dalam 3 ulangan.

Prosedur Kerja
Persiapan Sampel

Tongkol jagung dicuci sampai bersih kemudian dikeringkan dibawah sinar matahari selama
3 hari. Setelah itu, dicacah hingga ukuran kurang lebih 0,25 cm® dan dibagi menjadi tiga kelompok
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Perlakuan Awal

Penggilingan (milling): Sampel kelompok 1 dihancurkan menggunakan alat blender hingga
bahan tersebut berubah menjadi serbuk lalu diayak dengan ukuran 60 mesh [13].

Penggodokan (/iquid hot water): Sampel kelompok 2 digiling kemudian digodok di dalam air
panas pada suhu 100°C selama 60 menit menggunakan panji presto. Hasil godokan didinginkan dan
disaring, lalu dikeringkan [14].

Perlakuan basa (Alkali Pretreatment): Sampel kelompok 3 digiling dan diayak dengan ayakan
60 mesh lalu hasilnya direndam dengan larutan NaOH 6% dengan perbandingan 1:10 (Igram:10
mL) selama 12 jam. hasil rendaman kemudian disaring dan dicuci berulangkali hingga pH netral.
Kondisi pH netral, jika air cucian tongkol jagung sama dengan pH aquades. Dalam kondisi pH
netral bahan hasil perlakuan di keringkan [15].

Produksi enzim selulase dari jamur 7richoderma reesei

Isolat T.reesei diambil menggunakan jarum ose yang telah dipijarkan, kemudian digoreskan
pada permukaan media agar miring lalu diinkubasi pada suhu 30°C selama 5 hari. Setelah tumbuh
pada agar miring, jamur tersebut diambil lagi menggunakan jarum ose steril lalu dimasukkan ke
dalam larutan nutrisi di dalam labu Erlenmeyer. Larutan nutrisi ini dibuat dengan
mencampurkan 1,0 g ekstrak ragi (yeast extract), 1,5 g Bacterioogical peptone, 1,4 g (NH4)2S04,2,0 g
KH2PO4, 0,005 g FeSO4.7H20, dan 5 mL larutan CMC (Carboxy methyl cellulose) 1% kemudian
ditambah 5 mL larutan buffer sitrat pH 3-5 dan aquades secukupnya hingga volume larutan 100
mL. Larutan diaduk menggunakan magenetic stirer hingga homogen, lalu diautoklaf pada suhu

121°C selama 15 menit. Selanjutnya erlenmeyer ditutup rapat menggunakan kapas dan
diinkubasi selama 5 hari di laminar air flow sampai miselium jamur tumbuh. Setelah itu, campuran
disentrifus dan supernatan yang diperoleh dijadikan sebagai larutan enzim selulase [16]

Hidrolisis Tongkol Jagung
Masing-masing dari ketiga kelompok tongkol jagung yang telah melewati perlakuan
awal diambil 100 gram dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL kemudian di tambahkan

500 mL aquadest. Selanjutnya pH campuran diatur antara 4 sampai 5 lalu diotoklaf pada 121°C
selama 15 menit. Setiap kelompok sampel dibuat 3 kali ulangan (triplo). Setelah dingin,
masing-masing campuran ditambahkan larutan enzim selulase sebanyak 25 mI, kemudian
didiamkan selama 60 jam. setelah itu, campuran disaring dan filtrat yang diperoleh dianalisis
kadar glukosanya [17].

Penentuan kadar glukosa

Kadar glukosa sebagai hasil hidrolisis tongkol jangung ditentukan menggunakan metode
refraktometri. Cara  penggunaan dari alat  refraktometer brix adalah refraktometer
dibersihkan terlebih dahulu dengan tisu ke arah bawah. Sampel cairan diteteskan pada
prisma 1-3 tetes, Skala kemudian dibaca pada bagian yang bercahaya. Dalam menentukan
konsentrasi glukosa pada hasil hidrolisis, digunakan larutan glukosa standar dengan konsentrasi
1%, 5%, 10%, 15%, dan 20%. Setiap konsentrasi larutan standar tersebut dan larutan hasil
hidrolisis dibaca skalanya pada refraktometer. Data dari larutan standar digunakan untuk
membuat kurva standar dan persamaan regresi dari kurva tersebut digunakan untuk
menghitung konsentrasi glukosa di dalam hasil hidrolisis [18].
Fermentasi Hasil Hidrolisis

Sebanyak 250 mL hasil hidrolisis dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer berukuran 300

mL kemudian ditambahkan dengan 25 mL suspensi 5 gram ragi roti (Fermipan), 0,375 gram
KH,PO4, 0,375 gram MgSO4 7H>0, 10 gram yeast extract, dan 10 gram pepton ke dalam erlenmeyer
tersebut. Selanjutnya campuran diaduk hingga homogen lalu Erlenmeyer ditutup dengan sumbat
karet berlubang. Ke dalam lubang tersebut disisipkan selang plastik kecil yang ujungnya
dimasukan kedalam air pada suatu gelas kimia. Selanjutnya campuran diinkubasi selama 24 jam
pada suhu ruang [19]. Fermentasi dilakukan triplo.
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Penentuan konsentrasi dan yield bioetanol

Filtrat dari masing-masing hasil fermentasi diambil sebanyak 100 mI dimasukkan ke dalam
labu destilasi 500 mL kemudian ditambah dengan 100 mL aquadest lalu didestilasi hingga
menghasilkan 100 mL destilat. Konsentrasi bioetanol di dalam destilat diukur dengan alkohol

meter [20].
Yield bioetanol dihitung berdasarkan persamaan:
P-Po
Yp/s = GG TTMMTTeeeeeMeeeeeeeeeee (1)
Keterangan: Yp/s : yield berdasarkan konsentrasi produk dan substrat
P : konsentrasi bioetanol setelah fermentasi
PO  :konsentrasi bioetanol sebelum fermentasi
S : konsentrasi substrat setelah fermentasi
SO :konsentrasi substrat sebelum fermentasi [21]

Analisis data
Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji ANOVA satu jalur dengan taraf
signifikasi 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deskripsi hasil perlakuan awal
Hasil perlakuan milling berupa serbuk halus tongkol jagung yang telah melewati saringan
60 mesh, berwarna coklat kekuningan sebagaimana tampak pada Gambar 1.

Gambar 1. Serbuk tongkol jagung hasil penggilingan (milling)

Tujuan perlakuan milling adalah untuk mengecilkan ukuran partikel substrat agar luas
permukaannya bertambah sehingga mempercepat reaksi hidrolisis nantinya [22]. Selain itu
perlakuan milling juga akan merusak struktur kristalin lignoselulosa sehingga mudah diakses
oleh enzim maupun molekul air pada reaksi hidrolisis [23]. Perlakuan milling juga dapat
memutuskan rantai polimer lignoselulosa sehingga sebagian molekul lignin dapat lepas dari
selulosa dan hemiselulosa [24].

Hasil perlakuan penggodokan berupa bubur berwarna coklat dan air bekas godokannya
juga berwarna coklat. Dengan penggodokan maka sebagian ikatan hidrogen yang mengikat
lignin dengan hemiselulosa dan selulosa terputus sehingga fraksi lignin akan terlarut di dalam
air sedangkan hemiselulosa dan selulosa tetap di dalam fraksi padat. Hal ini ditandai dengan
banyaknya lignin yang terdeteksi di dalam fraksi cai [25]. Penggodokan dengan air lebih
menguntungkan karena tidak terbentuknya inhibitor selama proses tersebut [26] dan tidak
menyebabkan korosi pada wadah dan alat yang digunakan [27]. Warna coklat kemerahan pada
air penggodok menunjukan bahwa lignin yang terdapat padatongkol jagung telah larut ke dalam
air tersebut [28]

Perlakuan dengan basa memberikan hasil serupa dengan hasil penggodokan yaitu bubur
berwarna coklat (Gambar 2) tetapi sisa pelarutnya lebih pekat). Hal ini menunjukkan bahwa
kandungan lignin yang ada di dalam tongkol jagung lebih banyak yang keluar dan masuk ke
dalam pelarut [28].
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Gambar 2. Bubur tongkol jagung hasil perlakuan dengan basa

Perendaman menggunkan pelarut NaOH bertujuan untuk merusak struktur lignin pada
bagian kristalin dan amorf serta memisahkan sebagian hemiselulosa. Hemiselulosa memiliki
struktur amorf sehingga penggunaan NaOH dapat menghilangkan lignin sekaligus
mengekstraksi hemiselulosa [29]. '

Reaksi pemutusan antara selulosa dan lignin dengan adanya NaOH (basa) dapat
ditunjukkan seperti pada Gambar 3.

( HyOH CHLOH
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Gambar 3. Reaksi lignoselulosa dengan NaOH [30]

Ion OH™ dari NaOH akan memutuskan ikatan-ikatan dari struktur dasar lignin sedangkan

ion Na* akan berikatan dengan lignin membentuk natrium fenolat. Garam fenolat ini bersifat
mudah larut. Lignin yang terlarut ditandai dengan warna hitam pada larutan yang disebut lindin

hitam (black liquor) [29].

Hasil hidrolisis

Hasil hidrolisis terhadap ketiga kelompok substrat adalah glukosa yang konsentrasinya
dapat dilihat pada Tabel 1. Analisis data dengan One Way ANOVA yang dilanjutkan dengan uji
Tukey menunjukkan bahwa terdapat pengaruh yang sangat nyata dari variasi perlakuan awal
terhadap kadar glukosa yang dihasilkan. Konsentrasi glukosa tertinggi dicapai pada perlakuan
dengan basa.

Pada dasarnya mekanisme pemotongan rantai ikatan oleh enzim selulase sangat
kompleks karena melibatkan sinergitas kerja 3 komponen besar yaitu endo-1.4-B-D-glukanase
yang berfungsi memutuskan ikatan selulosa secara random dengan memulai serangan acak pada
sisi internal daerah amorf dari serat selulosa sehingga sisi yang terbuka dapat diserang oleh
cellobiohydrolase. Kemudian kerja dari ekso-B-1.4- glukanase yang memotong ujung-ujung rantai
individu selulosa. ekso-B-1.4-glukanase atau disebut cellobiohydrolase menyerang bagian luar non-
reducing dari selulosa sehingga dihasilkan selobiosa sebagai struktur utamanya. Selanjutnya
adalah kerja dari B-glukosidase yang berfungsi memotong selobiosa menjadi molekul-molekul
glukosa. Mekanisme reaksinya dapat dilihat pada gambar 4.

Tabel 1. Konsentrasi glukosa (%) yang dihasilkan dari hidrolisis tongkol jagung hasil perlakuan
awal
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No Perlakuan awal Ulangan % glukosa Rata - rata

4,5
5,28 5,02
5,28
6,84
7,62 7,36
7,62
9,96
9,96 9,96
9,96

1 Penggilingan

2 Penggodokan

3 Basa

W N =W N =W N~

Fungsi dari perlakuan awal adalah memudahkan enzim untuk mengakses molekul-
molekul selulosa dengan cara menghilangkan komponen penghambat yaitu lignin serta srtuktur
kristalinitas dari polimer lignoselulosa. Meskipun perlakuan awal sama-sama dapat
menurunkan kadar lignin dan dapat meningkatkan konsentrasi glukosa hasil hidrolisis,
perlakuan milling dan perlakuan panas belum seefektif perlakuan basa. Belum optimalnya
perlakuan milling dikarenakan perlakuan milling hanya mampu mengurangi ukuran partikel,
mengubah ultrastruktur serta tingkat kristalinitas lignoselulosa dan hanya mampu
menghilangkan sedikit kandungan lignin [31]. Masih terdapatnya kandungan lignin ini yang
mengakibatkan terhambatnya aktivitas enzim pada proses hidrolisis selulosa. Sementara itu,
penggodokan dengan air panas hanya mampu menghilangkan lignin antara 30-60% [14].
Sedangkan perlakuan basa dengan NaOH 1% pada bagas tebu mampu menghilangkan lignin
sekitar 92,7% [32].

CELLULOSE
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Gambar 4. Mekanisme hidrolisis selulosa dengan enzim selulase [33]

Hasil fermentasi
Konsentrasi etanol dari hasil fermentasi hidrolisat tongkol jagung dapat dilihat pada
Tabel 2.
Tabel 2 Konsentrasi etanol hasil fermentasi dari tongkol jagung yang telah diberikan
perlakuan awal berbeda.
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Konsentrasi Rata- rata Rata-rata Yield
No Perlakuan awal Ulangan Etanol konsentrasi Bl (o)
(%m/v) etanol P

1 1,5
1 Penggilingan 2 1,5 1,7 0,34

3 2,0

1 4,0
2 Penggodokan 2 35 3,7 0,50

3 3,5

1 4,5
3 Basa 2 5,5 5,0 0,50

3 5,0

Hasil fermentasi menunjukkan bahwa perlakuan basa memberikan hasil terbaik disusul
oleh perlakuan penggodokan dan kemudian perlakuan penggilingan. Hasil ini juga sejalan
dengan hasil hidrolisis pada Tabel 1 dimana makin tinggi konsentrasi gula pereduksi hasil
hidrolisis makin tinggi pula konsentrasi etanol hasil fermentasinya. Bila dibandingkan antara
hasil fermentasi dengan hasil hidrolisis, tampak bahwa yield etanol produk terhadap
substrat(p/s) yang diperoleh berkisar antara 0,34 - 0,50 dengan rata-rata 0,45. Nilai yield teoritis
yang dihitung secara stoikiometri dari persamaan reaksi konversi glukosa ke etanol adalah 0.51,
lebih tinggi daripada nilai rata-rata yang diperoleh dalam penelitian ini. Dengan membandingkan
rata-rata yield etanol yang diperoleh dengan yield teoritis maka diperoleh efisiensi fermentasi
sebesar 88,23%. Nilai ini lebih rendah daripada yang diperoleh pada fermentasi etanol dari bagas
tebu menggunakan Zimomonas Mobilis, yaitu sebesar 93,9% [34] tapi lebih tinggi daripada yang
diperoleh pada fermentasi etanol dari tetes tebu, yaitu sebesar 65% [35]. Ini berarti tidak semua
gula yang ada dalam fermentor dikonversi menjadi etanol, sebagian molekul gula digunakan
untuk pertumbuhan sel dan sebagian lagi untuk mensintesis senyawa lain [19]. Faktor lain yang
menyebabkan efisiensi fermentasi tidak maksimal antara lain adalah adanya senyawa inhibitor
di dalam campuran fermentasi yang meracuni sel-sel khamir. Inhibitor bisa berasal dari hasil
pretreatment bahan baku, misalnya furfural, hidroksimetilfurfural, senyawa-senyawa fenolik, dan
asam humat [36].

KESIMPULAN

Jenis perlakuan awal yang dibeikan kepada substrat (tongkol jagung) jelas mempengaruhi
jumlah gula yang diperoleh dari hidrolisis substrat tersebut serta jumlah etanol yang dihasilkan
pada fermentasinya. Kombinasi lebih dari satu jenis perlakuan yang diberikan cenderung
memberikan hasil hidrolisis yang lebih banyak dan sekaligus hasil fermentasi yang lebih banyak
pula. Masih banyak jenis perlakuan awal serta kombinasinya yang potensial untuk diterapkan
pada pembuatan bioetanol dari tongkol jagung.
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