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ABSTRACT

A serious global energy crisis is thought to be originated from the imbalance rapid consumption 
and the non-renewable nature of the fossil fuels. A potential, yet promising route for diminising this 
problem might  involve rapid conversion of organic waste and biomass into fuels as an alternative. 
Oil-palm empty fruit bunch (EFB) is the waste from the oil palm plantation which abundant amount 
of lignocellulosic EFB biomass. EFB biomass was used as raw material of the second generation of 
bioethanol production. EFB was converted into ethanol through enzymatic hydrolysis and fermentation 
simultaneously. Cellulose waste was then turned into glucose by enzymatic saccharification and finally 
fermented into ethanol. The experiment of 20 liter broth resulted in ethanol concentration of  about 
7.93% (w/w). Conversion of cellulose into glucose was about 60.02%, and conversion of glucose into 
ethanol was about 88.44%. Following distillation, ethanol  of 1970 mL was obtained at a concentration 
of 63% (v/v).
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ABSTRAK

Adanya krisis energi minyak bumi secara global disebabkan oleh ketimpangan antara konsumsi 
dan produksi minyak bumi. Guna mengimbangi ketimpangan tersebut, maka dilakukan konversi 
limbah organik dan biomassa menjadi bahan bakar secara tepat dan cepat. Tandan Kosong Sawit (TKS) 
merupakan limbah dari perkebunan sawit yang melimpah jumlahnya. Penelitian etanol generasi kedua 
berbahan baku biomassa lignoselulosa dilakukan melalui proses sakarifikasi selulosa menjadi glukosa 
secara enzimatis dan fermentasi glukosa menjadi etanol. Berdasarkan hasil yang diperoleh dari 20 liter 
hidrolisat didapat konsentrasi etanol sebesar 7,93% (b/b). Hasil konversi selulosa menjadi glukosa 
sebesar 60,02%, sedangkan konversi glukosa menjadi etanol sebesar 88,44%. Setelah dilakukan distilasi 
didapatkan etanol sebanyak 1970 mL dengan konsentrasi 63% (v/v). 

Kata kunci: TKS, sakarifikasi, fermentasi, glukosa, etanol

PENDAHULUAN

Selulosa merupakan komponen paling banyak 
yang terdapat pada tumbuhan. Selulosa bisa 
terdapat pada batang, akar, daun, dan buah. Salah 
satu biomassa lignoselulosa yang melimpah 
di Indonesia adalah limbah dari perkebunan 
sawit. Produksi minyak sawit (CPO) Indonesia 

meningkat setiap tahunnya. Menurut data dari 
Direktorat Jenderal Perkebunan produksi tahun 
2010 sebesar 21,958 juta ton meningkat pada tahun 
2012 sebesar 23,52 juta ton (angka sementara) dan 
estimasi pada tahun 2013 sebesar 24,43 juta ton. 
Tandan Kosong Sawit (TKS) merupakan limbah 
dari buah sawit setelah buahnya dirontohkan. 
Setiap satu ton Tandan Buah Segar (TBS) yang 
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diproses di pabrik pengolahan minyak sawit, akan 
dihasilkan biomassa lignoselulosa dalam bentuk 
batang pohon sebanyak 7 ton, pelepah 26 ton dan 
TKS 0,23 ton (Yunus dkk., 2010). Berat kering 
TKS adalah sekitar 8% dari berat tandan buah 
segar (TBS), sedangkan satu batang pohon sawit 
akan menghasilkan satu pelepah baru setiap tiga 
minggu sekali (Sheil dkk., 2009). Pelepah yang 
dihasilkan dari setiap hektar kebun sawit adalah 
sekitar 10,88 ton (Hanim dkk., 2010).

Biomassa berbasis lignoselulosa terdiri dari 
tiga polimer yaitu selulosa, hemiselulosa dan 
lignin (Perez dkk., 2002) merupakan substrat 
yang cukup kompleks karena kandungan di 
dalamnya antara lain polisakarida, zat ekstraktif 
dan senyawa organik lainnya (Costello dan 
Chum, 1998). Polisakarida merupakan bagian 
terpenting dan terbanyak khususnya selulosa 
yang terbungkus lignin dengan ikatan yang cukup 
kuat. Dalam kaitan konversi TKS menjadi etanol, 
polisakarida dapat disakarifikasi atau dihidrolisis 
menjadi monosakarida (glukosa, xilosa) sebelum 
diproses lebih lanjut menjadi etanol.

Teknologi proses produksi etanol dalam 
proses sakarifikasi biasanya dilakukan dengan 
metode konvensional yaitu dengan menggunakan 
asam sulfat atau asam klorida. Akan tetapi metode 
tersebut dianggap kurang ramah lingkungan 
karena penggunaan asam dapat menimbulkan 
korosif di samping biaya bahan kimia asam 
tersebut relatif mahal. Pengembangan teknologi 
bioproses dengan menggunakan enzim pada 
proses sakarifikasi diyakini sebagai suatu proses 
yang lebih ramah lingkungan (Pandey dkk., 
2000).

Sakarifikasi enzimatis adalah proses 
sakarifikasi yang dilakukan dengan menggunakan 
enzim, seperti enzim jenis selulase atau jenis 
hemiselulase tergantung substrat yang menjadi 
prioritas. Enzim jenis selulase digunakan untuk 
hidrolisis substrat selulosa, sedangkan enzim 
jenis hemiselulase untuk substrat hemiselulosa. 
Konsorsium enzim seperti endoglukanase, 
exoglukanase dan b-glukosidase juga diperlukan 
untuk memecah selulosa menjadi monomer 
gula (Lynd dkk., 2002). Pada TKS kandungan 
selulosa sebesar 54,4% berat kering dan pelepah 
sawit sebesar 62,3% berat kering (Goh dkk., 
2010). Selulosa merupakan kandungan terbanyak 
dalam limbah sawit tersebut. Perlakuan awal 
pada TKS perlu dilakukan untuk memudahkan 
proses sakarifikasi baik perlakuan awal secara 
fisik maupun kimia. Secara teori proses hidrolisis 

lignoselulosa menjadi glukosa < 20% bila tanpa 
perlakuan awal, sedangkan bila dilakukan 
perlakuan awal bisa terkonversi > 90% (Ghosh 
dan Ghose, 2003).

Ada beberapa metode proses sakarifikasi 
dan fermentasi diantaranya adalah separated 
hydrolysis fermentation (SHF), direct 
microbial conversion (DMC) dan simultaneous 
saccharafication fermentation (SSF). SSF 
memberi laju reaksi, hasil dan konsentrasi etanol 
yang lebih tinggi (Wyman dkk., 1992). Pada 
penelitian ini dilakukan konversi selulosa pada 
TKS menjadi etanol sebagai energi alternatif 
dengan metode SHF pada skala 20 L. Optimasi 
proses sakarifikasi dan fermentasi dengan metode 
SHF untuk skala laboratorium telah dilakukan 
dengan hasil etanol 6,87% b/b pada substrat 20% 
TKS (Anindyawati dkk., 2012), sehingga pada 
penelitian ini dilakukan perbesaran skala produksi 
etanol 20 L dengan tujuan untuk mengetahui 
kondisi optimal proses skala laboratorium yang 
dapat teraplikasi di proses yang lebih besar.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Peralatan

Tandan Kosong Sawit diperoleh dari PT 
Perkebunan Nusantara VIII, Pandeglang, Banten 
Indonesia. Enzim yang digunakan adalah Ctec2 
dan Htec2 dari Novozymes, sedangkan ragi 
Saccharomyces cereviceae yang digunakan adalah 
ragi padat komersial. Peralatan yang digunakan 
untuk sakarifikasi dan fermentasi adalah fermentor 
dengan kapasitas maksimum 69 L yang dilengkapi 
dengan pengatur suhu, laju pengadukan dan alat 
distilasi (Gambar 1). 

Gambar 1. Fermentor untuk Proses 
Sakarifikasi dan Fermentasi yang                                            

Dilengkapi dengan Sistem Distilasi 
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Perlakuan Awal TKS

Perlakuan awal meliputi perlakuan fisik 
menjadi serat, yaitu dengan cara mencacah 
potongan TKS sampai berukuran kurang lebih 3 
mm. Selanjutnya dilakukan perlakuan kimia yaitu 
dengan menambahkan larutan NaOH 10% dan 
dipanaskan pada suhu 150oC pada tekanan 4-8 
kg/cm2 selama 30 menit. Kemudian dilakukan 
pencucian sampai pH netral dan dikeringkan 
menggunakan oven pada suhu 50oC sampai kadar 
air di bawah 10%.

Proses Sakarifikasi dan Fermentasi

Proses sakarifikasi dan fermentasi dilakukan 
pada satu bejana fermentor dengan volume proses 
20 L. Pulp TKS yang digunakan adalah 20% b/v 
dari volume proses. Sebanyak 14,69 L buffer sitrat 
20 mM pH 4,8 dimasukkan ke dalam fermentor 
dan diikuti dengan penambahan 4290 g pulp TKS 
dengan kadar air 6,7% (b/v), kemudian campuran 
disterilisasi selama 15 menit. Setelah suhu 
diturunkan, selanjutnya dimasukkan enzim Ctec2 
(30 FPU/g TKS) dan Htec2 dengan perbandingan 
5:1. Kondisi proses sakarifikasi yaitu pada pH 
4,8; suhu 32oC dan pengadukan 200-300 rpm 
selama 48 jam. Setelah proses sakarifikasi selesai, 
dimasukkan ragi padat Saccharomyces cereviceae 
sebanyak 1% (b/v). Kondisi proses fermentasi 
yaitu pada suhu 32oC, pengadukan 200 rpm 
selama 72 jam. Pengambilan contoh dan analisis 
dilakukan setiap 24 jam.

Analisis Produk

1.	 Analisis Komponen TKS Sebelum dan 
Sesudah Perlakuan Awal

Analisis komponen pada substrat TKS 
dilakukan dengan menggunakan prosedur 
analitis standar untuk biomassa yang disediakan 
oleh National Renewable Energy Laboratory 
(NREL), 2010. Sebanyak 0,3 g sampel TKS 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 
ditambahkan 3 mL H2SO4 72%. Kemudian 
dihidrolisis pada suhu 30oC selama 2 jam 
menggunakan inkubator (hidrolisis pertama). 
Hasil hidrolisis ditambahkan ke dalam 84 
mL aquadest dalam botol Duran 100 mL dan 
dilakukan hidrolisis kedua pada suhu 121oC 
selama 1 jam menggunakan autoclave. Setelah 
didinginkan sampai suhu ruang, dilakukan 

penyaringan sisa padatan dengan filtrasi vakum. 
Kurang lebih 20 mL filtratnya diambil untuk 
analisis selanjutnya. Lignin tidak terlarut 
dalam residu ditentukan setelah pengabuan sisa 
padatan dalam furnace selama 24 jam. Lignin 
terlarut dan komponen struktur utama (glukosa 
dan xilosa) dianalisis dari filtratnya. Analisis 
lignin terlarut dilakukan dengan menambahkan 
3 mL H2SO4 4% ke dalam 0,15 mL filtrat, 
kemudian diukur absorbansinya menggunakan 
UV spektrofotometer pada panjang gelombang 
205 nm. Analisis komponen struktur utama 
dilakukan dengan menambahkan CaCO3 ke 
dalam 4 mL filtrat sampai pH netral, kemudian 
disaring dan dianalisis menggunakan HPLC. 
Perhitungan komponen lignin, selulosa dan 
hemiselulosa adalah sebagai berikut : 

Komponen lignin 
= lignin terlarut + lignin tidak terlarut.
= (berat padatan/ berat sampel biomassa) x 100 
+ (faktor pengenceran x absorbansi x 87/100) x 
100

Komponen selulosa 
= (konsentrasi glukosa pada HPLC (g/mL) x 87 
mL/ 100)/ berat biomassa (g) x 100 x 0,9

Komponen hemiselulosa 
= (konsentrasi xilosa pada HPLC (g/mL) x 87 
mL/100)/ berat biomassa (g) x 100 x 0,88

2.	 Analisis Glukosa, Xilosa dan Etanol

Produk hasil sakarifikasi berupa glukosa 
dan xilosa serta etanol hasil dari fermentasi 
dianalisis menggunakan HPLC Waters dengan 
kolom Aminex 87H dan detektor RI. Kecepatan 
laju alir sampel ke HPLC 0,6 mL/ menit dengan 
menggunakan eluen 200 mM H2SO4.

Perhitungan konversi glukosa dan etanol:
Konversi selulosa menjadi glukosa 
= (glukosa yang dihasilkan/selulosa pada bahan 
baku) x 100%

Konversi glukosa menjadi etanol 
= (etanol yang dihasilkan/ glukosa awal pada 
proses fermentasi) x 100%

Konversi selulosa menjadi etanol 
= (etanol yang dihasilkan/selulosa pada bahan 
baku) x 100%
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses perlakuan awal terhadap limbah 
biomassa TKS bertujuan untuk menurunkan 
kandungan lignin. Proses tersebut perlu dilakukan 
untuk mempermudah proses sakarifikasi, yaitu 
untuk membuka struktur lignoselulosa agar 
selulosa menjadi lebih mudah diakses oleh enzim 
yang memecah polimer polisakarida menjadi 
bentuk monomer, sehingga dapat mengurangi 
penggunaan enzim dan mengurangi biaya 
(Dashtban dkk., 2009). Adanya lignin juga akan 
mengikat enzim, sehingga menyebabkan kerja 
enzim tidak maksimal (Moilanen dkk., 2011) dan 
menutup jalannya penetrasi enzim ke struktur 
biomassa melalui ikatan lignin karbohidrat (Yu 
dkk., 2012). Menurut Sun dan Cheng (2004), 
proses perlakuan awal dapat mempercepat proses 
sakarifikasi dengan hasil yang lebih baik.

Hasil yang diperoleh dari proses perlakuan 
awal dalam penelitian ini menunjukkan adanya 
penurunan kandungan lignin pada substrat TKS 
dari 35,51% menjadi 9,47% atau penurunannya 
sebesar 73,33%, sedangkan kadar selulosa dan 
hemiselulosa meningkat masing-masing sebesar 

69% dan 20,68% (Tabel 1). Pulp TKS hasil 
perlakuan awal tersebut digunakan sebagai 
substrat pada proses sakarifikasi dan fermentasi. 
Proses sakarifikasi menggunakan enzim Ctec2 
dan Htec2 dari Novozymes. Enzim Ctec2 
merupakan selulase kasar untuk mendegradasi 
selulosa menjadi gula yang bisa difermentasi, 
berupa campuran dari selulase, β-glukosidase 
dan hemiselulase. Sedangkan enzim Htec2 
merupakan endoxilanase dengan spesifikasi 
tinggi untuk mengubah hemiselulosa menjadi 
xilosa. Penggunaan enzim CTec2 dan HTec2 
secara bersamaan dengan perbandingan tertentu 
dapat mengoptimalkan konversi selulosa dan 
hemiselulosa menjadi glukosa dan xilosa (www.
novozymes.com). Pada penelitian ini penggunaan 
enzim Ctec2 dan Htec2 menggunakan 
perbandingan 5:1. Penggunaan enzim Ctec2 
lebih banyak karena komponen tertinggi pada 
bahan baku adalah selulosa, sehingga diharapkan 
diperoleh konversi optimum selulosa menjadi 
glukosa. 

Terlihat pada Gambar 2, bahwa pada proses 
sakarifikasi terjadi konversi selulosa menjadi 
glukosa dan hemiselulosa menjadi xilosa. 

Tabel 1. Karakterisasi Komponen TKS dan Pulp TKS

No. Komponen Persentase (%) TKS -Tanpa Perlakuan Persentase (%) Pulp TKS
1. Selulosa 44,21 74,72
2. Hemiselulosa 16,68 20,13
3. Lignin 35,51 9,47
4. Abu 0,26 0,61
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8,00
7,00
6,00
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4,00
3,00
2,00
1,00
000
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(%b/b)

K o n s e n t r a s i  
Glukosa
(%b/b)

Konsentrasi  Xilosa
(%b/b)

Waktu Sakarifikasi (Jam)

0                           24                           48

♦ ♦ ♦

■
■

■

■

Gambar 2. Kurva Hasil Sakarifikasi Pulp TKS 
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Hasil sakarifikasi tersebut menunjukkan bahwa 
konsentrasi glukosa lebih besar daripada xilosa, 
sehingga proses fermentasi menggunakan  
S. cereviceae dapat berlangsung dengan 
mengubah glukosa menjadi etanol. 

Fermentasi untuk mengkonversi glukosa 
menjadi etanol, seperti terlihat pada Gambar 3.  
Ragi S. cereviceae  mengkonversi glukosa 
menjadi etanol secara spesifik, hanya glukosa 
yang dikonversi menjadi etanol, sedangkan 
xilosa tidak terkonversi. Setelah 72 jam proses 
fermentasi, etanol yang dihasilkan sebanyak 
7,93% dan setelah didistilasi diperoleh etanol 
1970 mL dengan kadar 63% (v/v), dengan 
efisiensi distilasi sebesar 78,26%. 

Terlihat pada Gambar 2 dan 3, konsentrasi 
glukosa sebesar 8,66% dan etanol 7,93%, 
sehingga jumlah glukosa seluruhnya = 8,66 
%(b/b) x 20 L = 1793,34 g (asumsi densitas 1 
g/L).  Sedangkan jumlah selulosa pada substrat 
awal sebesar 74,7% x  4000 g = 2988 g. Jadi 
konversi selulosa menjadi glukosa sebesar 
60,02%. Sedangkan etanol yang diperoleh dari 
20 L volume proses adalah = 7,93% (b/b) x 20 
L = 1586 g (asumsi densitas 1 g/L), sehingga 
konversi glukosa menjadi etanol sebesar 88,44% 
dan konversi selulosa menjadi etanol sebesar 
53,08%. Konversi selulosa menjadi glukosa 
sebesar 60,02% sudah cukup baik, mengingat 
beberapa peneliti melakukan konversi selulosa 
menjadi glukosa secara enzimatis diperoleh 
persentase yang sangat bervariasi. Beberapa 
hasil penelitian dengan bahan baku, jenis enzim, 

perlakuan awal  dan kondisi operasi yang 
berbeda, menghasilkan glukosa  paling tinggi 
sebesar 96% dan yang terendah adalah 36,3%. 
Sedangkan hasil etanol paling besar 0,3 (g/g) 
dari bahan baku selulosa dan paling rendah 0,1 
(g/g) dari bahan baku kayu zaitun maupun bagase 
(Kumar dkk., 2009). Pada skala laboratorium 
yang telah dilakukan dengan menggunakan 
substrat TKS yang sama 20% b/v, diperoleh 
konsentrasi etanol 6,87% b/b pada proses 
sakarifikasi suhu 32oC dan 7,86% b/b pada proses 
sakarifikasi suhu 50oC (Anindyawati dkk, 2012). 
Hasil perbesaran skala 20 L pada penelitian ini 
diperoleh konsentrasi etanol 7,93% pada proses 
sakarifikasi 32oC, sehingga hasil optimasi skala 
laboratorium bisa teraplikasi dengan baik.

KESIMPULAN

Konversi TKS menjadi etanol dapat dilakukan 
pada skala proses 20 L. Enzim Ctec2 dan Htec2 
mampu menghidrolisis pulp TKS menjadi glukosa 
dengan konsentrasi 8,66% dan ragi S. cereviceae  
mampu mengkonversi glukosa hasil hidrolisis 
pulp TKS menjadi etanol dengan konsentrasi 
7,93%. Hasil ini cukup baik, setelah dihitung 
dengan perbandingan selulosa awal, selulosa 
yang terkonversi menjadi glukosa sebesar 60,02 
%, dan glukosa yang terbentuk  menjadi etanol 
sebesar 88,44%. Konversi selulosa menjadi 
etanol sebesar 53,08%. Setelah didistilasi vakum 
didapatkan etanol sebanyak 1970 mL dengan 
kadar 63% (v/v). 
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Gambar 3. Kurva Fermentasi Glukosa menjadi Etanol dengan Ragi  S. cereviceae.
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