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ABSTRAK

Bioetanol (CaHsOH) adalah biofuel cair, yang dapat dihasilkan dari berbagai
biomassa menggunakan berbagai teknologi konversi. Limbah serbuk kayu meranti
kuning (Shorea gibbosa) adalah biomassa yang dapat digunakan membuat
bioetanol. Tujuan penelitian untuk membuat bioetanol dari serbuk kayu meranti
kuning, mengetahui pengaruh konsentrasi asam dan waktu hidrolisis terhadap
kandungan glukosa, serta untuk mengetahui jenis ragi dan waktu fermentasi yang
berpengaruh terhadap volume bioetanol. Adapun metode pembuatan bioetanol
dilakukan melalui tahapan delignifikasi, hidrolisis H>SOs, fermentasi, dan
distilasi. Delignifikasi dilakukan dengan menambahkan larutan NaOH 6% ke
dalam serbuk kayu meranti kuning. Lalu dilajutkan proses hidrolisis serbuk kayu
dengan menambahkan larutan H,S04 dengan variasi konsentrasi 3% dan 5%, serta
dilakukan pada variasi temperatur 120°C dan 150°C selama 120 menit.
Fermentasi dilakukan dengan memvariasikan jenis ragi, yaitu ragi roti dan ragi
tape, selama variasi waktu 3 hari dan 5 hari. Produk yang sudah difermentasi
dimurnikan dengan cara di distilasi pada temperatur 78°C. Hasil penelitian
menunjukkan semakin besar konsentrasi H28O4 pada proses hidrolisis maka
kandungan glukosa yang dihasilkan semakin besar. Sedangkan semakin tinggi
temperatur hidrolisis, maka reaksi akan berlangsung lebih cepat. Adapun
konsentrasi H,SOs dan temperatur terbaik pada proses hidrolisis adalah pada
konsentras H;SOs 5% dan temperatur 150°C. Proses fermentasi menggunakan
ragi roti menghasilkan volume bioetanol lebih besar dari pada ragi tape. Semakin
lama waktu fermentasi maka volume bioetanol yang dihasilkan semakin besar.
Volume bioetanol pada fermentasi 5 hari menghasilkan bioetanol lebih besar dari
pada fermentasi 3 hari dengan volume bioetanol 0,4 ml.

Kata kunci: Serbuk kayu meranti kuning (Shorea gibbosa), delignifikasi,
hidrolisis, fermentasi, distilasi.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan BBM terus meningkat untuk memenuhi kebutuhan energi dunia,
seperti pada sektor transportasi, sektor industri, dan fain-lain. Kebutuhan energi
yang terus meningkat ini dikarenakan BBM mempunyai peranan penting pada
setiap sektornya. BBM yang terbuat dari bahan fosil sifatnya tidak dapat
diperbaharui. Karena sifatnya yang tidak dapat diperbaharui, menyebabkan
cadangan minyak bumi semakin menipis sehingga perkembangan produksi
minyak bumi selama 10 tahun terakhir mengalami penurunan. Sedangkan laju
konsumsi BBM untuk memenuhi kebutuhan energi terus mengalami peningkatan.
Pertumbuhan ekonomi dan pertambahan penduduklah yang menyebabkan
konsumsi BBM semakin meningkat [2]. Pada Gambar 1.1 menyajikan konsumsi

energi berdasarkan sektor pada tahun 2000-2014.
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Gambar 1.1 Konsumsi Energi Berdasarkan Sektor pada Tahun 2000-2014
Sumber : Outlook Energi Indonesia, 2016
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Berdasarkan Gambar 1.1, konsumsi energi tertinggi berdasarkan sektor pada
tahun 2000-2014 teradapat pada sektor industri sebesar 48% dan transportasi

sebesar 35%. Untuk sektor rumah tangga konsumsi energi hanya sebesar 11%,



komersial 4%, dan lainnya 2%. Setiap tahunnya, konsumsi energi berdasarkan
sektor mengalami peningkatan. Tetapi pada tahun 2005 dan 2006, konsumsi
energi mengalami penurunan. Hal ini disebabkan harga BBM mengalami
peningkatan yang membuat produktivitas industri menurun [2].

Di Indonesia, kebutuhan energi pada tahun 2025 diperkirakan mencapai
238,8 juta ton. Kebutuhan energi yang terus meningkat menyebabkan cadangan
minyak bumi semakin menipis. Cadangan minyak bumi di Indonesia selama 5
tahun kebelakang mengalami penurunan setiap tahunnya. Cadangan minyak bumi
di Indonesia dari tahun 2012-2016 disajikan pada Gambar 1.2.

Cadangan Minyak Bumi
5 tahun ke belakang

4k 4 37413

J 2013 J 2014 2015 2016

@ Terbukti @ Potensial

Gambar 1.2 Cadangan Minyak di Indonesia pada Tahun 2012-2016
Sumber : Statistik Minyak dan Gas Bumi, Kementerian ESDM.

Berdasarkan Gambar 1.2, cadangan terbukti minyak bumi tahun 2016 di
Indonesia sebesar 3.306,90 miliar barel. Sedangkan, cadangan potensial minyak
bumi tahun 2016 di Indonesia sebesar 3.944,20 miliar barel. Rata-rata cadangan
terbukti dan cadangan potensial minyak bumi Indonesia 5 tahun kebelakang
masing-masing sebesar 2.945,15 miliar barel dan 3.784,24 miliar barel.
Kebutuhan yang terus meningkat diiringi dengan menipisnya cadangan minyak
bumi menyebabkan harga minyak bumi semakin mahal. Pada setiap tahunnya,
cadangan terbukti minyak bumi mengalami penurunan. Di tahun 2016, harga
minyak bumi mencapai 40,16 USD/barel [1]. Dengan menipisnya cadangan

minyak bumi dan harga minyak bumi yang semakin mahal, muncul pemikiran



untuk mencari sumber bahan bakar nabati (BBN). Bahan bakar nabati (BBN)
seperti biodiesel dan bioetanol, merupakan bahan bakar yang ramah lingkungan
sehingga dapat menurunkan efek Gas Rumah Kaca (GRK). Pemerintah
menargetkan pemanfaatan BBN pada tahun 2025 untuk bioetanol sebesar 20%
guna mengurangi pemanfaatan bahan bakar minyak bumi [2].

Bioetanol adalah bahan bakar alternatif terbarukan untuk menggantikan
bahan bakar minyak bumi. Saat ini, produksi bioetanol di seluruh dunia berasal
dari bahan baku terutama yang mengandung pati dan gula seperti bit, tebu dan
jagung. Bioetanol yang berasal dari selulosa belum tersedia secara komersial,
karena terkendala dari segi ekonomi maupun dari segi teknis. Dalam produksi
bioetanol generasi pertama, bahan baku yang mengandung pati dan gula sebagai
bahan baku pembuatan etanol relatif mahal [3].

Dalam proses produksi bioetanol generasi kedua, bahan baku yang
mengandung selulosa mudah didapatkan. Bahan baku sumber selulosa didapatkan
dengan harga yang relatif lebih murah yang berasal dari limbah seperti limbah
kota dan industri, sisa kehutanan dan pertanian [3]. Bahan baku sumber selulosa
merupakan substrat terbarukan yang cukup besar untuk produksi bioetanol karena
tidak bersaing dengan produksi pangan dan pakan ternak [4]. Bahan baku sumber
selulosa merupakan sumber yang banyak mengandung gula. Limbah pertanian
dan kehutanan merupakan bahan baku sumber selulosa dengan jumlah limbahnya
yang semakin meningkat dan tidak digunakan sebagai bahan pangan, Salah
satunya ialah serbuk kayu. Serbuk kayu merupakan bahan bemilai rendah dan
tersedia dalam jumlah besar yang dikeluarkan dari proses pengolahan kayu hasil
limbah dari industri mebel [5].

Untuk produksi bioetanol dari bahan selulosa yang dihasilkan dari serbuk
kayu, diperlukan tiga proses utama yaitu delignifikasi, hidrolisis dan fermentasi.
Delignifikasi adalah proses yang paling penting untuk pemisahan lignin dan
selulosa yang terdapat dalam limbah dari industri mebel. Proses delignifikasi pada
penelitian ini, NaOH digunakan untuk menghilangkan kandungan lignin yang
terdapat dalam serbuk kayu. Proses kedua yaitu hidrolisis serbuk kayu. Hidrolisis

adalah proses pemecahan polisakarida di dalam biomassa selulosa, yaitu selulosa
»



dan hemiselulosa menjadi monomer gula penyusunnya. Oleh karena itu, proses
pretreatment bahan selulosa diperlukan untuk meningkatkan laju hidrolisis pada
serbuk kayu. Pada penelitian ini, proses hidrolisis menggunakan asam sulfat
(H2SO4) untuk mengubah selulosa menjadi monomer-monomer gula. Hidrolisis
yang berjalan sempurna akan menghasilkan glukosa yang banyak dan selanjutnya
hasil hidrolisis difermentasi untuk mendapatkan etanol. Proses ketiga yaitu proses
fermentasi dimana glukosa diubah menjadi etanol oleh mikroba Saccharomyces
cerevisiae [6].

Pada sebuah penelitian tentang bioetanol yang dilakukan oleh Novianti, dkk.,
2013, bahan baku yang digunakan untuk pembuatan bioetanol adalah limbah
serbuk gergaji. Pada proses pretreatment digunakan H,SO4 5% untuk
menghilangkan kandungan ligninnya. Asam yang digunakan untuk proses
hidrolisis adalah H,SO4 dengan konsentrasi 50%. Fermentasi dilakukan selama 3
hari. Di dapatkan perolehan etanol sebesar 7% [38].

Penelitian lain, yang dilakukan oleh Suri, dkk., 2013, bahan baku yang
digunakan untuk pembuatan bioetanol adalah Tandan Kosong Kelapa Sawit
(TKKS). Pada proses pretreatment, kandungan ligninnya dihilangkan dengan
menggunakan NaOH 2% dan Na,SO4 2%. Asam yang digunakan pada proses
hidrolisis adalah HC] dengan konsentrasi 30%. Pada penelitian ini, fermentasi
dilakukan selama 6 hari dengan pH dijaga sekitar 4-4,5 dan jenis ragi yang
digunakan adalah ragi roti sebanyak 6 gram. Sehingga perolehan etanol yang
didapatkan sebesar 7,39% [36].

Pada penelitian yang dilakukan oleh Novianti dkk., 2013, limbah serbuk
gergaji digunakan sebagai bahan baku pembuatan bioetanol. Pada proses
hidrolisisnya menggunakan asam sulfat (H,SOj4) sebanyak 50% dan dilanjutkan
fermentasi menggunakan sel ragi imobil berulang selama 3 hari. Dan perolehan
etanol yang didapatkan sebanyak 7% [38].

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, penelitian kali ini
dilakukan untuk menghasilkan bioetanol dari serbuk kayu meranti kuning. Pada
proses delignifikasi, digunakan NaOH 6% untuk menghilangkan kandungan

lignin pada temperatur 121 °C selama 30 menit. Variasi yang digunakan pada



hirolisis adalah temperatur dan konsentrasi H,SO4. Hidrolisis dilakukan selama

120 menit. Dan variasi yang digunakan pada fermentasi adalah jenis ragi dan

waktu. Fermentasi dilakukan pada pH 4,5 dan temperatur ruangan.

1.2

Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah dibahas sebelumnya, maka dapat

dirumuskan permasalahan penelitian ini sebagai berikut:

1.
2

1.3

ok K

bagaimana cara menghasilkan bioetanol dari serbuk kayu meranti kuning?
bagaimana pengaruh konsentrasi H,SO4 dan temperatur terhadap kandungan
glukosa pada hidrolisis serbuk kayu meranti kuning?

bagaimana pengaruh jenis ragi dan waktu terhadap volume bioetanol hasil

fermentasi glukosa dari serbuk kayu meranti kuning?

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

bahan baku yang digunakan adalah serbuk kayu meranti kuning yang didapat
dari limbah industri mebel.

variasi temperatur hidrolisis  : 120°C dan 150°C

variasi konsentrasi asam H,SO4 : 3% dan 5%

variasi waktu fermentasi : 72 jam dan 120 jam

jenis massa ragi : ragi tape dan ragi roti

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian merupakan jawaban dari perumusan masalah dalam sebuah

penelitian. Oleh sebab itu, tujuan penelitian ini adalah:

1.
2.

1.5

mengetahui cara menghasilkan bioetanol dari serbuk kayu meranti kuning.
mengetahui pengaruh konsentrasi H,SO4 dan temperatur terhadap kandungan
glukosa pada hidrolisis serbuk kayu meranti kuning,

mengetahui pengaruh jenis ragi dan waktu terhadap volume bioetanol hasil

fermentasi glukosa dari serbuk kayu meranti kuning.

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari penelitian yang dilakukan adalah:



1. memberikan informasi cara menghasilkan bioetanol dari serbuk kayu meranti
kuning.

2. memberikan informasi pengaruh konsentrasi H,SO4 dan temperatur terhadap
kandungan glukosa pada hidrolisis serbuk kayu meranti kuning.

3. memberikan informasi pengaruh jenis ragi dan waktu terhadap volume

bioetanol hasil fermentasi glukosa dari serbuk kayu meranti kuning.

1.6 Sistematika Penulisan

BAB 1 : PENDAHULUAN

Bab ini berisi penjelasan mengenai latar belakang dilakukannya penelitian,
rumusan masalah yang akan dibahas, batasan masalah dari penelitian yang akan
dilakukan, tujuan dan manfaat dari dilakukannya penelitian ini, serta penjelasan
mengenai sistematika penulisan laporan penelitian.

BAB II : TINJAUAN PUSTAKA

Bab ini berisi tinjauan umum mengenai meranti kuning, bioetanol, sejarah
bioetanol, sumber-sumber biomasa lignoselulosa yang dapat menghasilkan
bioetanol, proses produksi bioetanol, faktor yang mempengaruhi produksi
bioetanol, macam-macam mikroorganisme yang mampu menghasilkan etanol dari

proses fermentasi.
BAB Il : METODE PENELITIAN

Bab ini berisi penjelasan tentang waktu dan tempat penelitian, alat dan bahan
yang digunakan, variabel penelitian, serta prosedur penelitian (persiapan
penelitian, metode atau cara penelitian, dan analisa).

BAB IV : HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Bab ini berisi data hasil pengujian, analisis data yang sudah diolah menjadi
grafik, dan pembahasan terhadap hasil pengujian dan analisis data.

BAB V: PENUTUP
Bab ini berisi dua bagian, kesimpulan dan saran yang telah dilakukan

berdasarkan hasil yang telah didapat pada bab sebelumnya.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kayu Meranti Kuning
Indonesia merupakan negara yang kaya akan sumber kekayaan alamnya.

Salah satunya yaitu Indonesia mempunyai hutan yang sangat luas. Indonesia
mempunyai luas daratan sebesar +187.918,3 juta ha, dengan luas hutan yang ada
di Indonesia sebesar 96.490,8 juta ha [8]. Dengan luas hutan yang cukup besar,
Indonesia mampu menanam berbagai macam jenis pohon-pohonan. Kayu
merupakan batang yang berasal dari pohon yang mempunyai panjang dan
diameter tertentu yang berasal dari hasil olahan hutan. Kayu yang berasal dari
hasil olahan hutan digunakan sesuai dengan sifat-sifat kayu tersebut. Kayu
memiliki komponen kimia seperti selulosa, hemiselulosa, lignin, zat ekstraktif dan
abu. Selulosa yang terdapat didalam kayu biasanya berkisar antara 39-55%, lignin
18-33%, pentosan 21-24%, zat ekstraktif 2-6% dan abu 0,2-2% [9].

Gambar 2.1 Kayu Meranti Kuning
Sumber : Handbook of Selected Indonesian Wood Species

Meranti kuning dengan nama ilmiahnya Shorea spp., merupakan jenis
tumbuhan yang tumbuh di pulau Sumatra dan Kalimantan. Meranti Kuning
merupakan kayu yang berwama kuning muda atau coklat kuning muda dan
memiliki tekstur kayu agak kasar., Kayu meranti kuning sangat baik untuk lantai
dan mebel murah, tetapi pemakaian utama adalah untuk kayu lapis, baik untuk

venir luar maupun venir dalam. Dapat juga dipakai untuk kano, bangunan



perumahan, panil dan bahan pembungkus. Serbuk kayunya bisa dijadikan bahan
baku pembuatan bioetanol [9]. Kandungan yang dimiliki kayu meranti kuning
dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komponen Kimia Kayu Meranti Kuning

Komponen Kimia Jumlah (%)
Selulosa 51,9
Lignin 28,8
Pentosan 16,1
Abu 1,0
Silika n.a.
Kelarutan dalam:

Alkohol-benzena 6,3
Air dingin 0,8
Air panas 3,2
NaOH 1% 14,1

Sumber : Handbook of Selected Indonesian Wood Species [9)

2.1.1Komponen Utama Biomassa Lignoselulosa

Biomassa lignoselulosa biasa terdapat pada tanaman kering, yang merupakan
zat organik paling melimpah di bumi. Tiga komponen utama dalam biomassa
lignoselulosa dan komposisinya adalah:
1. selulosa 35-50%
2. hemiselulosa 20-35%
3. lignin 15-30%

Komposisi secara tepat dapat bervariasi tergantung pada lingkungan
tanaman, jenis dan bagian tanaman. Selain itu, komponen kecil seperti mineral,

protein, lemak dan minyak disemua bahan tanaman [10].

1. Selulosa
Selulosa ((C¢H9Os)n) adalah polimer linear dari molekul D-glukosa terikat

dengan rantai f§ (1 — 4)-glycosidik.

OH O OH
HO oH HO H OH
H HO
OH 4

Dglxooe D<ellobivse
Gambar 2.2 D-glukosa, unit dasar selulosa, dan D-sclobiosa, unit ulang dari

selulosa
Sumber : Handbook of Cellulosic Ethanol, 2014 [10]



Gambar 2.3 Rantai polisakarida linear pada selulosa mikrofibril. Ikatan hidrogen

inter dan intramolekul ditunjukkan pada garis putus-putus
Sumber : Handbook of Cellulosic Ethanol, 2014 [10]

Dari Gambar 2.2 terlihat bahwa unit D-selobiosa terdiri dari dua molekul D-
glukosa. Struktur selulosa terdiri dari tumpukan rantai linear dengan unit D-
selobiosa berulang. Rantai ini sangat erat membentuk struktur kristal kuat dengan
ikatan hidrogen inter dan intramolekul, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.3
[10].

Bentuk pada selulosa ini kontras dengan rantai a(1—4)-glycosidik yang
hadir dalam pati, glikogen, dan karbohidrat lainnya. Tidak seperti pati, tidak
melingkar atau bercabang pada selulosa, dan molekul mengadopsi konformasi
batang seperti diperpanjang dan agak kaku yang dibantu oleh konformasi ekuator
dari semua unit D-glukosa dalam rantai linear. Rantai panjang molekul selulosa
polimer bervariasi tergantung pada sumber tanaman. Namun, nilai khas dari
sejumlah unit glukosa dalam polimer berkisar 100 sampai 14.000. Setiap molekul
selulosa terdiri dari rantai linear dari residu glukosa yang secara kovalen
dihubungkan satu sama lain untuk membentuk struktur seperti pita, yang
distabilkan oleh ikatan hidrogen dalam rantai. Selain itu, ikatan hidrogen antar
molekul selulosa yang berdekatan menyebabkan mereka untuk melekat dengan
kuat, memberikan sebuah kekuatan tarik tinggi pada bahan [10].

Selulosa, yang merupakan prinsip komponen perancah dari semua dinding
sel tanaman, terdapat dalam bentuk struktur kristal yang kuat dalam keadaan
larutan atau padat. Bentuk molekul ikatan hidrogen yang sangat kompleks ini dari
molekul selulosa yang menyediakan kekuatan tarik untuk dinding sel primer.
Seperti polimer dinding sel yang tidak larut dalam air atau mudah dicerna pada

saluran pencernaan manusia. Selulosa mikrofibril dengan jaringan kompleks dari
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ikatan hidrogen dan interaksi van der Waals tidak dapat dibentuk ulang oleh
pelarut atau dengan perlakuan fisik [10].

2. Hemiselulosa
Hemiselulosa ((CsHsO4)n) adalah komponen yang paling melimpah kedua

pada biomassa dan terdiri dari kombinasi beberapa heteropolimer.
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Gambar 2.4 Beberapa motif molekul yang umum ditemukan di hemiselulosa

Sumber : Handbook of Cellulosic Ethanol, 2014 [10]

Seperti yang terlihat pada Gambar 2.4, hemiselulosa umumnya terdiri dari
xylan, glucuronoxylan, arabinoxyaln, glukomanan, dan xyloglucan. Ini adalah
polisakarida bercabang. Berbeda dengan selulosa, yang hanya berisi D-glukosa,
hemiselulosa mengandung banyak monomer gula yang berbeda. Sebagian besar
gula pada hemiselulosa adalah S-karbon D-pentosa gula dan kadang-kadang
sejumlah kecil L-glukosa juga [10].

3. Lignin
Lignin ([CoH;003(OCH3)0.9-1.7]n) merupakan komponen utama ketiga

dalam biomassa.



Gambar 2.5 Bagian dari struktur lignin
Sumber : Handbook of Cellulosic Ethanol, 2014 [10]

Seperti Gambar 2.5, lignin merupakan ikatan silang yang rumit dari bahan
makromolekul berdasarkan unit monomer fenil propanoid alkohol p-coumaryl,
alkohol coniferyl (guaiacyl), dan alkohol sinapyl (Syringyl). Massa molekul
khusus dari lignin yang terisolasi berkisar 1000-20.000 g/mol, tetapi derajat
polimerisasi di alam sulit untuk diukur karena lignin merupakan fragmen selama
ckstraksi dan terdiri dari beberapa jenis substruktur yang terulang secara acak
[10].

2.2 Glukosa

Glukosa memiliki rumus molekul CgH;;04. Glukosa atau disebut dekstrosa,
merupakan karbohidrat dan senyawa organik yang paling melimpah dan termasuk
kelas karbohidrat yang disebut monosakarida. Monosakarida adalah molekul
karbohidrat yang tidak dapat dipecah lagi menjadi molekul karbohidrat sederhana
dengan hidrolisis, schingga disebut gula sederhana. Glukosa dapat bergabung
membentuk struktur yang lebih besar, yaitu, oligosakarida dan polisakarida, yang
dapat dikonversi menjadi monosakarida melalui hidrolisis. Glukosa dalam bentuk

bubuk mudah larut dalam air [11].
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Gambar 2.6 Struktur D-glukosa (struktur rantai terbuka)
Sumber: Encyclopedia of Food and Health [11]

Dua struktur D-glukosa dalam bentuk rantai terbuka dan asikliknya (disebut
proyeksi Fischer) dengan atom karbon yang diberi nomor dengan cara
konvensional ditunjukkan pada Gambar 2.6. Dalam konvensi ini, masing-masing
ikatan horizontal memproyeksikan ke luar dari bidang halaman dan setiap ikatan
vertikal memproyeksikan ke dalam atau ke bawah bidang halaman. Biasanya garis
horisontal untuk ikatan kimia kovalen dengan atom hidrogen dan gugus hidroksil
dihilangkan seperti pada struktur di sebelah kanan. Karena atom karbon paling
rendah bersifat non kiral, sehingga bebas untuk menentukan posisi relatif atom
dan kelompok yang menyertainya. Jadi, biasanya ditulis sebagai -CH20H. D-
Glukosa dan semua gula lainnya yang mengandung enam atom karbon disebut
heksosa, kelompok aldosa yang paling umum. Nama kategori sering digabungkan
dengan gula aldehida beratom karbon enam yang disebut aldoheksosa [11].

Tabel 2.2 Sifat Fisik Glukosa

Sifat fisik Karakteristik
Bentuk fisik Putih, kristal
Berat molekul 180,16 g/mol
Titik leleh 150C
Densitas ,5620 g/em’ (pada 18°C)
Kelarutan pada:
Air Sangat larut
Etanol Sedikit larut
Etil eter Tidak larut
Pirimidina Larut

Sumber: Encyclopedia of Food and Health [11]
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Tabel 2.3 Kelarutan glukosa

Temperatur (°C) Kelarutan dalam gram glukosa
per 100 mi air
25 91
30 125
50 244
70 357
90 556

Sumber: Encyclopedia of Food and Health [11)

Glukosa mengandung alkohol, ester (dalam bentuk cincin), dan aldehida
(dalam bentuk linear) sebagai kelompok fungsional. Beberapa sifat fisik glukosa,
seperti titik leleh, kelarutan, dan densitas terdapat pada Tabel 2.2.

Salah satu sifat fisik glukosa yang penting adalah kemampuannya untuk larut
dalam larutan berbasis air. Tabel 2.3 menunjukkan perubahan kelarutan dengan
perubahan temperatur pada glukosa dalam air. Senyawa yang hanya terdiri dari
karbon dan hidrogen menunjukkan kelarutan air yang sangat buruk. Elemen
seperti oksigen dan nitrogen, yang umum terjadi pada molekul organik dan
bioorganik, membantu meningkatkan kelarutan dalam air. Enam atom oksigen
pada glukosa meningkatkan kemampuannya untuk larut dalam air. Secara khusus,
karena lima atom oksigen tersebut ditemukan dalam bentuk kelompok alkohol,
memungkinkannya membentuk ikatan hidrogen dengan molekul air dan
membuatnya mudah larut dalam air. Semua bentuk glukosa tidak berwarna dan
mudah larut dalam air, asam asetat, dan beberapa pelarut lainnya. Mereka hanya
sedikit larut dalam metanol dan etanol [11].

Glukosa pertama kali dipisahkan dari kismis pada tahun 1747 oleh Andreas
Marggraf. Nama glukosa diciptakan pada tahun 1838 oleh Jean Dumas, dari kata
Yunani gleucos, yang berarti ‘manis’ atau ‘gula’, dan struktur molekulnya

ditemukan oleh Emil Fischer. Glukosa memiliki empat atom karbon kiral: C-2,
C-3, C-4, dan C-5. Semua gula yang memiliki gugus hidroksil pada nomor atom
karbon kiral tertinggi (C-5 pada glukosa) yang diposisikan di sisi kanan disebut
D-glukkosa. Dan semua kelompok hidroksil pada atom karbon kiral bernomor

tertinggi yang diposisikan di kiri disebut L-glukosa [11].
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D-Glukosa dan semua gula lain yang mengandung cnam atom karbon
disebut heksosa, merupakan kelompok yang paling umum dari aldosa. Kategori
nama sering dikombinasikan dengan enam atom karbon gula aldehida yang
disebut aldohexose. L-Glukosa kurang berlimpah di alam daripada bentuk-bentuk
D-glukosa tetapi tetap memiliki peran biokimia yang penting. Dua L-glukosa
yang ditemukan dalam makanan adalah L-arabinosa dan L-galaktosa, yang
keduanya terbentuk sebagai unit pada polimer karbohidrat (polisakarida) [11].

Glukosa mengandung enam atom karbon dan gugus aldehida dan yang
disebut sebagai aldoheksosa. Molekul glukosa dapat dalam bentuk rantai terbuka
(asiklik) dan bentuk cincin (siklik), yang merupakan hasil dari reaksi
intramolekuler antara atom C aldehida dan kelompok C-5 hidroksil untuk
membentuk intramolekul hemiasetal. Glukosa bentuk cincin mengandung lima
atom karbon dan satu atom oksigen, yang menyerupai struktur pyran. Dalam
cincin ini, tiap karbon terikat dengan kelompok sisi hidroksil kecuali atom karbon
kelima, yang terhubung pada atom karbon keenam di luar cincin, dan membentuk
kelompok CH,0H [11].

2.3 Bioetanol

Bioetanol (C;HsOH) adalah biofuel cair, yang dihasilkan dari beberapa
bahan baku biomassa yang berbeda, menggunakan berbagai teknologi konversi.
Bioetanol merupakan bahan bakar alternatif yang menarik karena dapat
diperbarui, dan mengandung oksigen (35% oksigen), sehingga berpotensi untuk
mengurangi partikulat dan emisi NOx pada mesin pembakaran. Bioctanol dapat
bercampur dengan bensin pada mesin normal karena jumlah oktan yang tinggi
(108) dan nomor cetane rendah; sedangkan di mesin diesel, pembakaran
terhambat oleh panas penguapan yang tinggi. Salah satu campuran seperti
bioetanol untuk kendaraan ringan dikenal scbagai E85 dan mengandung 85%
bioetanol dan 15% bensin. Di Brazil, bioethanol untuk bahan bakar berasal dari
tebu dan digunakan murni atau dicampur dengan bensin dalam campuran disebut
gasohol (24% bioetanol, 76% bensin). Di beberapa negara bagian di Amerika
Serikat, jumlah biocthanol yang lebih rendah (10% volume) ditambahkan ke

bensin, dikenal sebagai E10. Contoh lebih lanjut dari negara yang menggunakan
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campuran etanol adalah Brazil (E20, E25), India (ES), Australia (E10), Thailand
(E10), Cina (E10), Columbia (E10), Peru (E10), dan Paraguay (E7). Campuran
yang mengandung konsentrasi bioetanol yang lebih tinggi dalam bensin juga
banyak digunakan, misalnya, dalam kendaraan bahan bakar fleksibel, dapat
beroperasi pada campuran yang mengandung sampai 85% bioethanol (E85) dan
ditemukan misalnya di Amerika Serikat, Kanada, Swedia, dan Brasil. Meskipun
kepadatan energinya lebih rendah daripada bensin (34% lebih rendah), sifat
korosif, dan tekanan uap yang rendah (membuat sulit untuk dingin) bioetanol
secara luas digunakan dalam campuran bensin karena banyak keuntungan [12].
Perkembangan industri biofuel dari tanaman pertanian telah menawarkan
solusi untuk keamanan energi, perubahan iklim, dan pembangunan pedesaan
untuk pertumbuhan populasi dunia. Namun, manfaat biofuel sering dikaitkan
dengan dampak penggunaan lahan, efek negatif dalam hal emisi gas rumah kaca,
fungsi ekosistem, dan keamanan makanan dan air. Biofuel konvensional yang
sengit diperdebatkan saat ini, juga dihubungkan pada isu-isu ekologi dan sosial
ekonomi yang lebih luas. Untuk mengatasi masalah yang timbul dari proses
produksi bioetanol konvensional, metode produksi alternatif, menggunakan
sumber yang tersedia banyak dan terbarukan, sumber non-pangan (seperti limbah

biomassa) harus dieksplorasi [12].

Gambar 2.7 Produksi etanol (miliar liter) pada tahun 2012

Sumber : Gupta dkk., 2015 [13]
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Gambar 2.7 menunujukkan produksi bioetanol di dunia dalam miliar liter
selama tahun 2012. Produksi terbesar terdapat pada negara Amerika dengan total
produksi etanol sebesar 50,4 miliar liter dengan jagung sebagai bahan bakunya.
Sebaliknya produksi terkecil terdapat pada negara Indonesia dengan total produksi
etanol sebesar 0,1 miliar liter dengan ketela pohon sebagai bahan bakunya.
Bioetanol merupakan senyawa etanol yang dihasilkan dari bahan baku terbarukan,

sehingga sifat bioetanol hampir sama dengan sifat etanol [13].
Tabel 2.4 Sifat Fisika Etanol

Sifat Fisik Nilai
Berat molekul 40,069 g/mol
Densitas 0,7893 g/ml
Titik didih 78°C (173°F)
Titik nyala 13°C (55°F)
Titik api 363°C (685°F)
Titik leleh -114,14°C
Kapasitas panas 112,3 J/mol.K
Panas pembakaran pada 25°C 1336,8 ki/kg.mol

Sumber : CRC Handbook of Chemistry and Physical [14]
Sifat Kimia Etanol
e Oksidasi Etanol

CH3CH;OH — 19 CH3COOH ......ooovuueesrmsnseeeesesssmssasesssssssnssssssssens (1)
e Pembentukan Ester
CH;COOH + CH3;CH,0H —— CH3COOCH,CH; + Hz0 ........ees Q)

e Halogenasi
CH;CH,0H + HCI —— CH;CHCl + HyO i 3)

¢ Eliminasi Etanol
CH;CH,OH —HiS0upekat \ CHLCHy  + HpO cecevecnnnsseessssssssisesnnne, @)

180°C
e Pembakaran Etanol
CH;CH,OH + 30, ——» 2CO; + 3H,0 + energi.. (5)

Sumber : Kimia Organik Fessenden dan Fessenden [15]

2.4 Proses Produksi Etanol

2.4.1 Proses Pretreatment
Ketika menggunakan limbah yang mengandung lignoselulosa, salah satu

langkah utamanya yaitu pretretment biomassa [12]. Pretreatment adalah proses
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yang diperlukan untuk melepaskan selulosa dari hemiselulosa dan lignin dan

membuat selulosa lebih rentan untuk hidrolisis [13]. Pretreatment harus

memenuhi syarat sebagai berikut :

(1) meningkatkan pembentukan gula atau kemampuan untuk selanjutnya
membentuk gula oleh hidrolisis

(2) menghindari degradasi atau hilangnya karbohidrat,

(3) menghindari pembentukan produk samping yang menghambat proses
hidrolisis dan fermentasi selanjutnya dan

(4) biaya efektif [16].

Cellnlase

f;'i';s?v

%gg:w—g — -
o=,
T G

Gambar 2.8 Skema pretreatment dari material lignoselulosa
Sumber : Mood dkk., 2013 [17]

Seperti Gambar 2.8, pretreatment adalah proses yang digunakan untuk
membebaskan selulosa dan hemiselulosa dari lignin dan struktur kristalnya
sehingga membuat polisakarida dapat diakses untuk tahap hidrolisis berikutnya.
Faktor utama yang membuat biomassa lignoselulosa sulit untuk dihidrolisis antara
lain luas permukaan yang sulit diakses, proteksi selulosa oleh lignin, sifat
heterogen dari partikel biomassa, dan selulosa yang selubung seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 2.8. Seperti yang diilustrasikan pada gambar ini,
pretreatment meningkatkan aksesibilitas terhadap selulosa dan hemiselulosa

dengan membebaskannya dari cangkang lignin [10].
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a. Pretreatment Fisika

Pada dasarnya pretreatment fisika digunakan untuk mengurangi ukuran
partikel dan meningkatkan luas permukaan untuk memudahkan hidrolisis. Metode
ini bertujuan meningkatkan luas permukaan dan mengurangi ukuran partikel
bahan lignoselulosa dan meningkatkan efisiensi pada pengolahan hilir [13]. Bahan
limbah dapat dihaluskan dengan kombinasi chipping, grinding dan penggilingan
untuk mengurangi kristalinitas selulosa. Ukuran dari bahan biasanya 10-30 mm
setelah chipping dan 0,2-2 mm setelah penggilingan atau grinding [16]. Beberapa
teknologi telah dikembangkan untuk memecah komponen lignin menjadi selulosa
dan hemiselulosa sehingga lebih mudah untuk dilakukan hidrolisis. Proses fisika
memerlukan energi yang besar pada tahap fementasi tertentu, proses ini
melepaskan beberapa senyawa penghambat yang lebih mahal pada proses
penghilangannya. Oleh karena itu untuk produksi komersial, proses fisika cukup
mahal dan mungkin tidak dapat digunakan pada proses berskala besar [13].

b. Pretreatment Asam

Pretreatment asam, khususnya dengan menggunakan asam sulfat adalah
pretreatment kimia yang paling umum digunakan untuk biomassa lignoselulosa
dimana polisakarida (terutama hemiselulosa) yang dihidrolisis menjadi
monosakarida. Pretreatment asam dapat dilakukan baik di bawah konsentrasi
asam rendah dan temperatur tinggi atau di bawah konsentrasi asam yang lebih
tinggi dan temperatur yang lebih rendah. Proses pretreatment dengan asam pekat
lebih ekonomis dilakukan pada temperatur rendah. Namun proses ini
mengakibatkan tebentuknya racun, inhibitor pada fermentasi, korosif pada alat,
dan diperlukan pemulihan asam. Terbentuknya inhibitor seperti furfural dapat
menghasilkan produk yang tidak diinginkan seperti asam formiat dan levulinik
[17]. Pretreatment asam sulfat encer dapat mencapai laju reaksi yang tinggi dan
secara signifikan meningkatkan hidrolisis selulosa [16]. Di industri, asam encer
lebih banyak digunakan karena menghasilkan jumlah inhibitor fermentasi yang

lebih rendah dan banyak penelitian yang telah menggunakan teknik ini [17].
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c. Pretreatment Alkah

Beberzpa basa dapat digunzieen untik pretreatment bzahan lignoselulosa dan
penganh pretreatment alkali tergamting pada kadar lignin dari beban [16).
Menghilmgien Fignin, kelompok zsetil dan penggznti 2szm wonic lzin yang
pretreaimert imi (17). Pretreatment zlkzli menghencurkzn dinding sel dengan cara
melznzizn hemiseiulosa, lgnin, dan silica dengzn hidrolisis 2szm wronic dan
eser zsetzt dengzn pembengizken selulosa Kelanman dari hemiselulosa dan
seiulosa dalam metode ind larzng jika dibendingken dengzn proses pretreatment
zszm. Mziode ini jugz menyebzblan pembengizkan kimia pada serat selulosa
[kzzm silang amtzra lignin den xilzn yang tergznggu menyebzebkan delignifikasi.
Pretreqtment zlkzli dilzkukzn pada temperztur wang relatif rendzh dan tidak
memeriukzn redor vang kompleks, schingga menzrik untuk dikerjakan di
ladzng. Nazmum, kelemzhen wamanya yzitu wakt tinggal yang lama (dari jam
Hinggzz hesi) dan periu dilzkalen netraliszsi bubur. Natrium hidroksida (NaOH),
kzlizn hidmoksida (KOH), kzlsium hidroksida (CzOH;), dan zmonia dapat
digunzien édzlem metode pretreatment ini [17].

d. Pretreatment Biologi

Pretrectment biologl zizu mikroba tidzk memiliki persyaratan kimia. Hal ini
kzmzmz  pretremtment biologl merupzkezn proses ramzh  lingkungan  yang
mengkonversi bomassa lignoselulosa oleh mikroorganisme khususnya jamur
menjadi senyawz yang lebih mudzh dizkses untuk hidrolisis dan produksi
bioerzel. Berbeda dengan kebanyzkan metode pretreatment yang membutuhkan
rrrizl dzn bizyz operasionzl yang tinggi, metode ini hanya memanfaatkan jamur
pelapic patih, coklas, dan jamur pelzpuk lunak untuk delignifikasi dan
meningkztizn hidrolisis enzim pada biomasa lignoselulosa. Efisiensi tertinggi dani
mevde pretreatment biolog dicapai oleh jamur pelapuk putih yang memeczh
lignin sedangkan untuk jamur pelapuk lunak dan coklat hanya menyerang
selulonz, Di amzra spesies dari jamur pelapuk putih yang digunakan saat ini,
efisiensi tentinggl adalzh Phanerochaete chrysosporium karena  tingkat
pertummbuhzn  dan  kemampuannya dalam  biodegradasi lignin  yang tinggi.
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Berbagai mikroba juga memengaruhi efisiensi prefreatment biomassa tertentu.
Aspergillus niger dan Aspergillus awamori menghasilkan produksi etanol
tertinggi dari gandum dan jerami padi. Di sisi lain, hasil terbaik untuk sekam padi
dan ampas tebu dicapai oleh Aspergillus awamori dan Pleurotus sajorcaju.
Meskipun membutuhkan energi yang rendah, kondisi lingkungan yang sederhana,
dan tidak ada persyaratan kimia, pretreatment biologi masih memiliki beberapa
kekurangan sebagai metode pretreatment komersial. Kekurangan itu meliputi
waktu proses yang panjang, kebutuhan ruang yang besar dan kebutuhan untuk

pemantauan terus menerus dari pertumbuhan mikroorganisme [17].

2.4.2 Proses Hidrolisis

Hidrolisis adalah proses pemecahan polisakarida di dalam biomassa
lignoselulosa, yaitu selulosa dan hemiselulosa menjadi monomer gula
penyusunnya. Hidrolisis selulosa dan hemiselulosa dalam proses hidrolisis dapat

dilakukan secara kimia dengan menggunakan asam atau enzim [6].

a. Hidrolisis Asam

Hidrolisis asam adalah hidrolisis yang menggunakan asam yang dapat
mengubah selulosa menjadi glukosa [6]. Hidrolisis asam dikelompokkan menjadi
dua kelompok, yaitu hidrolisis asam pekat dan hidrolisis asam encer. Asam yang
umum digunakan untuk hidrolisis asam yaitu asam sulfat (H,SO4) dan asam
kolrida (HCI). Pada hidrolisis asam encer, konsentrasi asam yang digunakan
berkisar 2-5%. Sedangkan untuk hidrolisis asam pekat, konsentrasi asam yang
digunakan berkisar 10-30% [6]. Hidrolisis asam dapat dilakukan melalui dua
pendekatan, seperti asam encer pada temperatur dan tekanan tinggi dengan waktu
reaksi yang singkat berkisar antara detik dan menit, dan menggunakan asam
terkonsentrasi pada temperatur rendah. Keuntungan utama hidrolisa dengan asam
encer adalah tidak diperlukannya pemulihan asam [7]. Asam sulfat sering
digunakan pada hidrolisis asam, meskipun asam-asam anorganik lainnya seperti
asam klorida (HCI), asam nitrat (HNO;), asam trifluoroasetat (Trifluoroacetic
Acid, TFA), asam fosfat (H3;PQ,) juga dapat digunakan untuk tujuan ini.

Hidrolisis asam encer umumnya diterapkan untuk tujuan hidrolisis hemiselulosa
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dan sebagai pretreatment selulosa untuk membuatnya lebih mudah diakses enzim.
Namun, polimer karbohidrat yang dihidrolisis dengan asam encer membutuhkan
dua tahap proses hidrolisis. Tahap pertama dilakukan pada temperatur rendah
untuk  memaksimalkan konversi hemiselulosa dari biomassa yang
didepolimerisasi pada temperatur rendah. Tahap kedua melibatkan temperatur
tinggi berkisar antara 230°C dan 240°C untuk mengkonversi selulosa menjadi
glukosa. Kelemahan utama dari hidrolisis selulosa menggunakan asam adalah
persyaratan temperatur tinggi dan beresiko tinggi menghasilkan inhibitor melalui
degradasi gula. Hidrolisis asam pekat dapat diterapkan untuk depolimerisasi baik
hemiselulosa dan selulosa. Seperti hidrolisis asam encer, H,SO4, HCI atau TFA
dapat digunakan dalam hidrolisis asam pekat dalam berbagai konsentrasi antara
41% untuk HCI dan 100% untuk TFA. Konsentrasi HSO,; untuk hidrolisis
biomassa lignoselulosa umumnya 70-90%. Waktu reaksi dalam hidrolisis asam
berkonsentrasi umumnya jauh lebih lama dari waktu yang diperlukan untuk
hidrolisis asam encer. Hidrolisis asam berkonsentrasi lebih diminati karena
temperatur proses moderat dan tanpa memerlukan enzim mahal. Namun, korosi
peralatan akibat konsentrasi asam yang tinggi merupakan kelemahan utama dari
teknik hidrolisis ini [18].

Faktor — faktor yang memengaruhi proses hidrolisis asam antara lain:
1. Temperatur

Pengaruh temperatur terhadap kecepatan hidrolisis selulosa mengikuti
persamaan Arrhenius yaitu semakin tinggi temperaturnya akan diperoleh konversi
yang cukup berarti, karena semakin tinggi temperatur maka gerakan molekul akan
semakin cepat sehingga reaksi hidrolisis berjalan semakin ccpat. Tetapi jika
temperatur terlalu tinggi konversi yang diperoleh akan menurun. Hal ini
dikarenakan kadar gula yang dihidrolisis telah mencapai titik optimumnya dan
kadar gula akan cenderung menurun apabila telah mencapai kadar gula optimum
yang dihasilkan pada proses hidrolisis asam, dan glukosa akan terdegradasi

menjadi senyawa lain yakni furfural dan hidroksimetilfurfural dan bereaksi lebih

lanjut membentuk asam formiat [19].
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Menurut Ni’mah dkk. [19], temperatur optimal untuk hidrolisis asam dari
bahan baku 90 gram limbah serat kelapa sawit yaitu 120°C dengan nilai kadar
gula 7, 03% (v/v). Selain itu, Osvaldo dkk. [20] melaporkan bahwa temperatur
optimum untuk hidrolisis asam yaitu 140°C dengan kadar etanol yang dihasilkan
sebesar 5,0675% dari bahan baku 20 gram alang - alang. Temperatur optimal pada
hidrolisis asam yaitu sekitar 120-160°C [19].

2.  Waktu Hidrolisis

Waktu hidrolisis berpengaruh pada proses hidrolisis selulosa menggunakan
asam karena semakin lama waktu reaksi hidrolisis, maka kesempatan konversi
selulosa menjadi glukosa oleh asam lebih besar. Sehingga reaksi berjalan lebih
sempurna. Jika waktu reaksi hidrolisis diperpanjang, maka konversi yang dicapai
semakin rendah karena selulosa yang telah diubah menjadi glukosa akan
terdegradasi membentuk senyawa inhibitor, seperti senyawa furfural. Waktu yang
diperlukan untuk proses hidrolisa asam sekitar 1 hingga 3 jam [19].

Haryani dkk. [21] melaporkan bahwa waktu optimum untuk hidrolisis asam
dari bahan baku 50 gram serbuk daun nanas yaitu 120 menit yang menghasilkan
7,3896% glukosa dan 6,2444% etanol. Sedangkan menurut Osvaldo dkk. [20],
waktu optimum pada hidrolisis asam dari bahan baku 20 gram alang - alang yaitu
150 menit dengan kadar etanol yang dihasilkan sebesar 5,0675%. Semakin lama
waktu hidrolisis, maka kesempatan selulosa melakukan dekomposisi lebih
panjang, sehingga kadar etanol naik. Tetapi kenaikan itu sudah tidak begitu
mencolok setelah waktu hidrolisis mencapai 120 menit karena kadar etanol yang
didapatkan tidak begitu bertambah secara signifikan [20].

3. Konsentrasi asam

Konsentrasi asam berpengaruh pada proses hidrolisis selulosa menggunakan
asam karena dengan meningkatnya konsentrasi asam akan meningkatkan
kandungan glukosa yang didapat. Semakin besar konsentrasi asam yang
digunakan maka proses pelarutan substrat semakin cepat schingga fasa menjadi
lebih homogen dan reaksi pun berlangsung lebih cepat. Konsentrasi asam yang

biasa digunakan untuk hidrolisis yaitu pada range konsentrasi 2-5% [6].
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Menurut Haryani dkk. [21], konsentrasi asam optimum yang digunakan
untuk hidrolisis asam yaitu 2% (v/v) yang menghasilkan 7,3896% glukosa dan
6,2444% etanol dari 50 gram serbuk daun nanas. Hal yang sama dilaporkan oleh
Osvaldo dkk. [20], yang menghasilkan 5,0675 % etanol pada konsentrasi asam
optimum 2% (v/v) dari bahan baku 20 gram alang - alang. Sedangkan menurut
Ramdja dkk. [22], konsentrasi asam optimum untuk hidrolisis asam yaitu 0,75%
(v/v) dengan kandungan glukosa 16, 15% dari bahan baku 40 gram alang - alang.
Kadar glukosa mengalami peningkatan pada konsentrasi asam optimal tertentu
dan setelah itu menurun. Hal ini disebabkan penambahan konsentrasi larutan asam
membentuk lebih banyak gugus radikal bebas, tetapi menyebabkan semakin
sedikitnya jumlah air dalam larutan hidrolisis. Hal ini menyebabkan jumlah OH"
sebagai pengikat radikal bebas berkurang dan glukosa yang dihasilkan semakin
sedikit. Selain itu, peningkatan konsentrasi asam ini juga dapat mengakibatkan
terdegradasinya glukosa yang sudah terbentuk menjadi produk samping yang
dapat menjadi inhibitor dalam pembentukan etanol selama proses fermentasi,
seperti furfural, 5-hydroxymethylfurfural (HMF), asam levulinat, asam asetat,

asam formiat, formaldehid, dan lain-lain [21].

b. Hidrolisis Enzim

Hidrolisis enzim merupakan langkah penting untuk produksi bioetanol di
mana karbohidrat kompleks dikonversi menjadi monomer sederhana. Hal ini
membutuhkan lebih sedikit energi dan kondisi lingkungan yang ringan
dibandingkan dengan hidrolisis asam. Dalam proses ini, enzim selulase adalah
enzim yang paling penting, yang terjadi secara alami pada mikroba selulolitik
misalnya Clostridium, Cellulomonas, Thermonospora, Basil, Bacteriodes,
Ruminococcus, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, Streptomyces dan jamur lain
seperti  Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola,
Schizophillum sp. Enzim ini memiliki kemampuan untuk mengubah selulosa
menjadi glukosa atau monomer galaktosa. Kondisi optimum untuk enzim selulase
adalah pada temperatur 40 — 50°C dan pH 4-5. Demikian pula kondisi optimum
untuk xilanase juga telah dilaporkan sekitar 50°C dan pH 4-5. Hidrolisis enzim

bermanfaat karena toksisitas rendah, biaya utilitas rendah dan korosi yang lebih
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bermanfaat karena toksisitas rendah, biaya utilitas rendah dan korosi yang lebih
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rendah dibandingkan dengan hidrolisis asam. Selain itu, tidak ada produk samping
yang terbentuk oleh hidrolisis enzim. Enzim selulase adalah substrat yang sangat
spesifik. Enzim selulase dan hemiselulase membelah ikatan selulosa dan
hemiselulosa. Selulosa mengandung glukan dan hemiselulosa mengandung unit
gula yang berbeda seperti mannan, xylan, glukan, galactan dan arabinan. Tiga
jenis enzim selulase yang terlibat, yaitu endo dan eksoglukanase dan p-
glukosidases. Endoglukanase (endo 1,4 D-glukan hidrolase atau EC 3.2.1.4)
menyerang daerah kristalinitas rendah dari serat selulosa, eksoglukanase (-1,4 D-
glukan selobiohidrolase atau EC 3.2.1.91) menghapus unit selobiase dari rantai
ujung bebas dan unit selobiosa akhir dihidrolisis menjadi glukosa oleh pB-
glukosidase (EC 3.2.1.21). Enzim hemiselulolitik lebih kompleks dan merupakan
campuran setidaknya delapan enzim seperti endo-1,4--D-xilanase, exo-1,4-B-D
xylokuronidases,  a-L-arabinofuranosidases, endo-1,4-p-D-mannanase, -
mannosidases, asetilxilan esterase, a-glukoronidases dan a-galaktosidase. Selulosa
dihidrolisis menjadi glukosa sedangkan hemiselulosa menghasilkan beberapa
pentosa dan heksosa [23].

2.4.3 Analisis Kualitatif Glukosa

Di dalam ilmu biokimia terdapat beberapa jenis karbohidrat yang memiliki
peranan penting, antara lain monosakarida (glukosa, fruktosa, galaktosa, ribosa),
disakarida (laktosa, sukrosa, maltosa), dan polisakarida (glikogen pada hewan dan
selulosa pada tanaman). Analisa kualitatif dapat dilakukan untuk mengetahui
kandungan karbohidrat dalam suatu bahan. Beberapa uji kualitatif akan dijelaskan
berikut ini.
a. Uji Molisch

Pereaksi molisch terdiri dari larutan a-naftol dalam alkohol 95%. Reaksi
tergantung pada pembentukan furfural dan derivat — derivat dari karbohidrat
yanng di dehidrasi oleh asam pekat, dan kombinasi dengan a-naftol untuk
membentuk senyawa berwarna. Walaupun uji ini bukan uji spesifik untuk
karbohidrat, namun hasil negatif terhadap pereaksi molisch menunjukkan tidak

adanya karbohidrat dalam suatu senyawa. Uji molisch merupakan uji umum untuk
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karbohidrat dan digunakan untuk mengetahui ada tidaknya karbohidrat dalam
sampel. Uji molish bertujuan untuk membedakan karbohidrat dengan senyawa
bukan karbohidrat. Uji ini sangat efektif untuk senyawa — senyawa yang dapat di
dehidrasi oleh asam pekat menjadi senyawa furfural atau senyawa furfural yang
tersubstitusi seperti hidroksimetil furfural. Dalam larutan asam encer, walaupun
dipanaskan, monosakarida umumnya stabil. Namun, pada asam kuat yang pekat,
monosakarida menghasilkan furfural atau derivatnya. Reaksi pembentukan
furfural ini adalah reaksi dehidrasi atau pelepasan molekul air oleh asam sulfat
pekat. Dehidrasi heksosa menghasilkan senyawa hidroksimetil furfural,
sedangkan dehidrasi pentosa menghasilkan senyawa furfural. Furfural yang
terbentuk akan bereaksi dengan u-naftol dan membentuk cincin berwarna ungu
yang merupakan kondensasi antara furfural atau hidroksometil furfural dengan a-
nafiol. Karena furfural dan derivatnya ini membentuk senyawa berwarna, maka
reaksi ini bisa dipakai untuk uji karbohidrat [31].
b. Uji Benedict

Uji benedict digunakan untuk mengidentifikasi karbohidrat melalui reaksi
gula pereduksi. Larutan alkali dari tembaga direduksi olch gula yang mengandung
gugus aldehida atau keton bebas, dengan membentuk kupro oksida berwama.
Larutan benedict mengandung kupri sulfat, natrium karbonat, dan natrium sitrat.
Uji benedict dilakukan pada suasana basa yang menyebabkan terjadinya
transformasi isomerik. Pada suasana basa, reduksi ion Ca®* dari CuSOy oleh gula
pereduksi akan berlangsung dengan cepat dan membentuk Cu;0 yang merupakan
endapan merah bata. Pereaksi benedict terdiri dari logam Cu dan laritaan basa

kuat [24].
Reaksi reduksi pada uji benedict :
0) 0)
) )
R—C—H + Cu* 20 —— R—C—H+Cu0|.................. (6)
Gula pereduksi endapan merah bata

Sumber : Biokimia Teknik Penelitian [24]



c¢. Uji Barfoed

Uji ini digunakan untuk mendeteksi monosakarida yang terdapat dalam
disakarida. Uji ini menggunakan larutan asam, berbeda dengan reaksi benedict.
Pereaksi berfoed terdiri dari kupri asetat yang dilarutkan aquadest dan
ditambahkan dengan asam laktat. Disakarida juga akan memberi hasil positif
dengan uji ini jika larutan gula dididihkan dalam waktu yang cukup lama sehingga
terjadi hidrolisis. Pereaksi barfoed dapat bereaksi positif dengan karbohidrat yang
memiliki gula pereduksi. Uji barfoed dilakukan dalam suasana asam. Pada
suasana asam, reaksi oksidasi akan lama terjadi, sehingga hanya monosakarida
yang dapat teroksidasi dengan cepat. Pemanasan pada uji ini harus dilakukan
dengan baik agar monosakarida bereaksi positif, sedangkan disakarida tidak.
Pereaksi barfoed terdiri dari logam Cu dan larutan asam pekat. Ketosa tidak akan
mengalami isomerasi terhadap pereaksi ini. Pereaksi barfoed dalam suasana asam
akan direduksi lebih cepat oleh gula pereduksi monosakarida daripada disakarida.
dan menghasilkan Cu,O (kupro oksida) berwarna merah bata [24].

d. Uji Fehling

Reaksi pada uji fehling :
0) 0o
| I
fH COH
|
(CHOH); + 2Cu0 —— (CHOH); + Cu0] weoereeeeeveeveeeeeenee 7
CH,OH CH,OH
Glukosa Fehling Asam glukonat endapan merah bata

Sumber : Biokimia Teknik Penelitian [24]
Prinsip uji fehling hampir sama dengan uji barfoed dan uji benedict yaitu
dengan menggunakan gugus aldehida pada gula untuk mereduksi CuySO4 menjadi

Cu,0 (endapan merah bata) setelah dipanaskan pada suasana basa [24].

e. Uji Tetrazolium Merah
Uji terazolium merah tidak jauh berbeda dengan uji fehling. Prinsip uji ini

adalah reaksi gugus aldehida pada gula untuk mereduksi senyawa tetrazolium
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menjadi senyawa larut air yaitu diformazan yany berwarma serah bata, Vi i
lebih sensitif dibandingkan uji fehling [24).

f.  Uji Seliwanoff

Reaksi pada uji ini tergantung pada pembertukan 4-hidroksianetilfurfural
dan reaksi dengan resorsinol (1 3-dihidroksi  bemena) umuk  membenik
kompleks berwarna merah. Umumnya ufi ini spesifik untuk Yarbohidea yany
mengandung gugus ketosa. Pada uji seliwanoff ini, jika karbohidra direaksikan
dengan pereaksi seliwanoff, maka akan menunjukkan warna merah jika hasiloya
positif. Wama merah merupakan hasil kondensasi  dari  resorsinol  yany
sebelumnya didahului dengan pembentukan hidroksi metil furfural yany berasal
dari konversi fruktosa oleh HCI panas, kemudian menghasilkan asam lufulina
dan hidroksi metil furfural [24].

Uji seliwanoff ini bertujuan untuk membedakan gula aldosa dan ketona.
Ketosa dibedakan dari aldosa karena adanya gugus fungsi keton atau aldehida
pada gula tersebut. Jika gula mempunyai gugus keton, maka gula tersebut
tergolong ketosa; jika gula mempunyai gugus aldehida, maka gula tersebut
tergolong aldosa. Uji ini didasarkan pada fakta ketika dipanaskan, ketosa lebih
cepat terdehidrasi dari pada aldosa [24].

2.4.4 Proses Fermentasi

Fermentasi merupakan proses metabolisme mikroorganisme yang mengubah
gula larut menjadi alkohol [23]. Saccharomyces cerevisive dianggap scbagai
mikroorganisme yang berhasil untuk berbagai proses bioteknologi dan industri,
misalnya pembuatan bir. Namun, keterbatasannya dalam memanfaatkan produk
hidrolisat lignoselulosa, terutama pentosa, menjadi rintangan utama dalam
memperoleh hasil etanol yang lebih tinggi dari berbagai biomassa limbah.
Modifikasi genetik dengan teknologi DNA rekombinan telah menghasilkan
pengembangan fermentasi Saccharomyces cerevisive pentosa, yang memiliki
aktivitas selulolitik yang meningkat. Strain Succharomyces cerevisiae genetika
yang telah dimodifikasi secara genetik sekarang tersedia untuk digunakan dalam
penelitian tentang fermentasi limbah makanan, limbah kayu, dan biomassa
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lignoselulosa lainnya [12]. Beberapa bakteri dan ragi dapat memetabolisme
monosakarida (misalnya, glukosa dan fruktosa) dan disakarida (misalnya, maltosa
dan sukrosa) dalam ketiadaan oksigen, yang menghasilkan etanol dan karbon
dioksida. Bahan baku utama pada fermentasi etanol generasi pertama dan kedua
adalah jus gula dan hidrolisat pati dan lignoselulosa. Jus gula sebagian besar
mengandung sukrosa dengan jumlah kecil glukosa, fruktosa dan maltosa.
Hidrolisat dari bahan baku pati terutama yang mengandung glukosa atai
disakarida (maltosa), sedangkan hidrolisat dari bahan baku lignoselulosa
mengandung gula pentosa dan heksosa. Sesuai persamaan (1), 100 kg glukosa
akan menghasilkan 51,1 kg etanol dan 48,8 kg karbondioksida.
C¢H1206 + Ragi — 2CO; +2C;Hs0H + H,0 + Panas .........c.ccceueueee.e. (8)

Selama fermentasi etanol, sekitar 95% gula larut dikonversi menjadi etanol
dan karbondioksida, 1% menjadi kandungan seluler dari sel ragi, dan 4% diubah
menjadi produk samping seperti gliserol [23].

Faktor — faktor yang memengaruhi proses fermentasi antara lain:
a) Temperatur

Laju pertumbuhan mikroorganisme secara langsung dipengaruhi oleh
temperatur [25]. Menurut Torija dkk., 2002 [28], temperatur untuk mencapai
perolehan optimal yaitu sekitar 25 dan 30°C dari bahan baku must putih
terkonsentrasi dengan perolehan masing — masing 45,68 g/l dan 45,48 gl
Perolehan etanol pada temperatur yang lebih rendah (15 dan 20°C) menghasilkan
etanol yang lebih tinggi, namun laju fermentasi berjalan lambat sehingga
membutuhkan waktu lama untuk menghasilkan etanol maksimal. Menurut Lin
dkk., 2012 [27], temperatur optimum untuk fermentasi yaitu 30°C dari bahan baku
glukosa dengan perolehan etanol 65,54% (pada konsentrasi substrat awal 40
kg/m®). Temperatur yang lebih tinggi mengakibatkan pertumbuhan sel terganggu
sehingga laju fermentasi menurun dan meningkatkan racun dalam etanol terhadap
sel. Azhar dkk., 2017 [25] melaporkan bahwa temperatur ideal untuk fermentasi

sekitar 20-30°C,
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b) pH

Dalam produksi etanol, pH kaldu memengaruhi pertumbuhan ragi, bakteri
kontaminan, laju fermentasi, dan pembentukan produk samping. Permeabilitas
dari beberapa nutrisi penting di dalam sel dipengaruhi oleh konsentrasi H" dalam
kaldu fermentasi. Selain itu, kelangsungan hidup dan pertumbuhan ragi
dipengaruhi oleh pH pada kisaran 2,75 - 4,25 [25]. Menurut Lin dkk., 2012 [27],
pH optimal pada proses fermentasi yaitu 4-5 dengan perolehan etanol 65,54% dan
laju produksi etanol spesifik masing — masing 310 dan 410 g/kg jam. Ketika pH
kurang dari 4, membutuhkan waktu fermentasi yang lama untuk memperoleh
konsentrasi etanol yang tinggi. Sedangkan ketika pH lebih dari 5, menyebabkan
perolehan etanol menurun. Azhar dkk., 2017 [25] juga melaporkan bahwa pada
fermentasi etanol, pH optimum untuk Saccharomyces cerevisiae sekitar 4-5.
c¢) Waktu fermentasi

Waktu fermentasi memengaruhi pertumbuuhan mikroorganisme [25]. Dari
hasil penelitian Retno dkk., 2011 [28], diperoleh waktu optimum fermentasi yaitu
selama 144 jam dengan kadar etanol 13, 5406%. Menurut Novia dkk., 2011 [29],
kadar etanol tertinggi yang dihasilkan dari bahan baku TKKS sebesar 13,89 %,
pada hari fermentasi ke-5. Sedangkan menurut Nasrun dkk., 2015 [30], volume
dan densitas bioetanol dari bahan baku kulit pepaya tertinggi diperoleh masing —
masing 31,17 ml dan 0,883 gr/ml pada waktu fermentasi selama 4 hari. Semakin
lama waktu fermentasi, maka kadar bioetanol akan mengalami kenaikan, namun
setelah hari kelima kadar bioetanol mengalami penurunan. Hal ini disebabkan
karena proses fermentasi telah mencapai optimum pada waktu 5 hari, kadar
bioetanol mengalami penurunan setelah melewati waktu optimalnya. Kenaikan
kadar bioetanol ini terjadi karena lama waktu fermentasi berhubungan erat dengan
kurva pertumbuhan mikroba. Pertumbuhan mikroba terjadi dari enam fase, yaitu
fase adaptasi, fase permulaan pembiakan, fase pembiakan cepat, fase konstan atau
stasioner dan fase terakhir adalah fase kematian [33]. Namun, Azhar dkk., 2017

[25] melaporkan bahwa fermentasi biasanya berlangsung selama 24-72 jam.



30

d) Konsentrasi dan Jenis Ragi

Konsentrasi  ragi tidak  memberikan  pengaruh  yang  signifikan  pada
konsentrasi etanol akhir tetapi berpengaruh pada laju konsumsi gula dan
produktivitas etanol [25]. Menurut Osvaldo dkk., 2012 [20], kadar etanol tertinggi
diperoleh dengan menggunakan ragi tape 25% (dari berat feed) dari 20 gram alang
~ alang dengan kadar etanol 5,0675%. Dari hasil penclitian Jhonprimen dkk.,
2012 [32], diketahui kadar etanol tertinggi yang dihasilkan adalah pada variabel
berat ragi 10 gram dan pada jenis ragi tape dengan kadar ctanol 24,01%.
Sedangkan menurut Retno dkk., 2011 (28], kadar etanol tertinggi terdapat pada
penambahan ragi sebanyak 0,0624 gram dari bahan baku kulit pisang kepok yaitu
13,5353%. Nasrun dkk., 2015 [30] juga melaporkan bahwa volume ectanol
tertinggi pada penambahan ragi roti sebanyak 15 gram pada bahan baku kulit
pepaya dengan volume 31,17 ml. Pada jenis ragi, starter ragi tape merupakan
populasi campuran dari genus Aspergilus, Saccharomyces, Candida, dan
Hansemula, serta Acetobacter. Genus — genus ini saling berkesinambungan,
dimana Aspergilus dapat menyederhanakan gula, Saccharomyces, Candida, dan
Hansemula dapat menguraikan gula menjadi alkohol. Sedangkan Acetobacter
menguraikan alkohol menjadi asam asetat, sehingga hasilnya kurang maksimal.
Sedangkan untuk konsentrasi ragi, semakin banyak ragi yang ditambahkan maka
kadar etanol yang dihasilkan juga semakin besar karena dengan semakin banyak
ragi yang ditambahkan, maka bakteri yang mengurai glukosa menjadi etanol pun
semakin banyak. Tetapi pada penambahan ragi yang lebih lanjut cenderung turun,
karena discbabkan adanya ragi yang mati pada saat proses fermentasi
berlangsung. Pada ragi tape hal ini ditandai dengan ditemukannya serbuk putih
kekuningan pada hasil akhir fementasi sehingga mikroba yang berperan dalam
fermentasi ini pun menjadi kurang maksimal [20]. Konsentrasi ragi yang biasa
digunakan pada produksi bioetanol adalah 5-10% (w/v) [25].
¢) Konsentrasi glukosa

Konsentrasi gula awal telah dianggap sebagai faktor penting dalam produksi
etanol, Konsentrasi gula awal berpengaruh pada tinggi rendahnya perolehan dan

produktivitas etanol [25]. Menurut Singh dkk., 2013 [33], konsentrasi glukosa
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awal optimum yaitu 50 g/l dari bahan baku sekam padi dengan perolehan etanol
dan efisiensi konversi gula masing — masing 0,40 g/g dan 78,4%. Sedangkan
menurut Lin dkk., 2012 [27], konversi glukosa tertinggi terdapat pada konsentrasi
40 kg/m’ yaitu 59,9% jika pH tidak dikontrol. Namun, pada saat pH dijaga pada 4,
konsentrasi glukosa awal optimum terdapat pada 160 kg/m’ dengan perolehan
fermentasi etanol 99,8%. Konsentrasi glukosa yang terlalu rendah mengakibatkan
ragi kekurangan makanan dan produktivitas menurun. Sedangkan konsentrasi
glukosa yang tinggi akan menghasilkan perolehan etanol yang lebih besar, tetapi
membutuhkan waktu yang lama [31]. Konsentrasi glukosa yang digunakan untuk
mencapai laju maksimum produksi etanol biasanya sekitar 150 g/l [24].
f) Oksigen

Saccharomyces cerevisiae tumbuh dengan baik pada kondisi anaerob. Pada
kondisi aerob, Saccharomyces cerevisiae menghidrolisis gula menjadi air dan
karbondioksida, tetapi dalam keadaan anaerob gula akan diubah oleh

Saccharomyces cerevisiae menjadi alkohol dan karbondioksida [34].

2.5 Khamir
Khamir atau yang sering disebut juga ragi atau yeast adalah mikroorganisme
bersel tunggal, berbentuk bulat atau bulat telur atau bulat panjang membentuk
pseudomisellium. Selain itu khamir atau ragi dapat diartikan sebagai jasad renik
sejenis jamur yang berkembang biak dengan sangat cepat dan yang mampu
mengubah pati dan gula menjadi karbondioksida dan alkohol[42].
a. Ragi Roti
Ragi roti merupakan kelompok khamir paling utama, dengan nama ilmiah
Saccharomyces cerevisiae yang secara komersial banyak dimanfaatkan oleh
manusia. Ragi roti bermanfaat dan mempunyai nilai ekonomis karena dapat
mengubah atau mengkonversi gula dalam proses fermentasi alkohol dan
karbondioksida. Ragi roti selain murah juga mudah diperoleh dan tahan lama
sehingga cukup ekonomis bila digunakan dalam fermentasi alkohol. Beberapa
faktor yang mempengaruhi pertumbuhan khamir, diantaranya adalah alkohol,
gula, karbon dioksida dan tekanan udara, oksigen, asam asetat, asam organik dan

pH, komponen bernitrogen, faktor pertumbuhan, tanin, partikel tak terlarut, logam
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serta suhu. Kadar alkohol yang dapat dihasilkan selama fermentasi berkisar antara
0 - 19%. Pada kadar yang tinggi alkohol dapat menghambat fermentasi karena
memepercepat kerusakan sel khamir, sehingga mempengaruhi jumlah maksimum
alkohol yang terbentuk. Umumnya fermentasi alkohol sudah terhambat pada
kadar alkohol 18%. Pada umumnya hampir semua galur Saccharomyces dapat
memfermentasi glukosa, maltosa, fruktosa, sukrosa dan galaktosa sedangkan
rafinosa hanya sebagian saja yang dapat difermentasi [42].
b. Ragi Tape

Ragi tape adalah starter tradisional yang terdapat di Indonesia, digunakan
untuk fermentasi substrat yang kaya akan pati, seperti singkong dan beras ketan
menjadi tape, brem cair dan brem padat. Ragi tape adalah inokulum padat yang
mengandung mikroba seperti kapang, khamir, bakteri yang berfungsi sebagai
starter fermentasi [43]. Jenis mikroorganisme yang terdapat ragi tape terdiri dari
jenis kapang antara lain adalah genus Acefobacter, Rhizofus orizae, R stolonifer,
Aspergillus orizae, A niger, Mucor cornoloides, M javanicus, M rouxii, M dubois,
Fusarium sp dan Amylomyces rouxii, dan dari jenis khamir antara lain
Sacharomyces cereviceae, candida parapsilosis, C mycoderma, Hansenula
suppeliculosa, H amonola, Endomycopsis chodato dan E fibuinger (Saono 1974).
Di dalam ragi tape yang banyak berperan merubah karbohidrat yang terkandung
dalam bahan pakan menjadi gula adalah A4 niger, sedangkan yang banyak berperan
mengubah gula menjadi alkohol adalah S cereviceae [44).

2.6 Sejarah Penclitian Bioetanol dari Bahan Lignosclulosa

Penelitian bioetanol dari bahan lignoselulsoa sudah dilakukan oleh berbagai
kalangan. Beberapa penelitian  mengenai bioetanol yang sudah dilakukan
dirangkum dalam Tabel 2.4

Penelitian yang dilakukan oleh Suri dkk., (2013) memperoleh hasil kadar
etanol tertinggi yaitu 7,3922% menggunakan metode oksidasi kalium dikromat.
Penelitian ini menggunakan Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) sebagai bahan
baku dengan kandungan selulosanya sebesar 45%. Langkah-langkah yang
dilakukan meliputi pretreatment dengan NaOH, hidrolisis asam dengan HCI 30%,

kemudian dilanjutkan dengan fermentasi. Pada proses hidrolisis peneliti
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menggunakan asam pekat sehingga temperatur yang yang dibutuhkan tidak terlalu
tinggi. Namun, hidrolisis ini membutuhkan bahan pemulihan asam yang besar dan
menyebabkan alat-alat mudah terkena korosi. Proses fermentasi menggunakan
variasi waktu 2,4, dan 6 hari dengan penambahan ragi roti sebanyak 6 gram. Dari
hasil penelitian didapatkan kadar etanol paling tinggi diperoleh pada fermentasi 6
hari dengan kadar 7,3922% [36].

Dalam penelitian yang dilakukan Novia dkk., (2012) memperoleh bioetanol
tertinggi sebesar 2,75% (v/v) dari bahan baku TKKS yang dianalisa menggunakan
gas kromatografi. Peneliti menggunakan variasi konsentrasi basa dan waktu pada
pretreatment. Variasi konsentrasi asam yang digunakan yaitu 1%, 1,5%, 2%, dan
2.5%, sedangkan variasi lama delignifikasi yaitu 60, 90, 120, dan 150 menit.
Hidrolisis yang digunakan pada penelitian ini yaitu hidrolisis enzim selama 6 hari
pada temperatur 30°C. Hidrolisis enzim memiliki keuntungan dibandingkan
hidrolisis asam, antara lain gula tidak terdegradasi, temperatur yang dibutuhkan
lebih rendah, dan biaya peneliharaan alat yang relatif rendah. Namun hidrolisis ini
membutuhkan waktu yang lama dan juga harga enzim yang yang lebih mahal
daripada harga asam. Setelah proses hidrolisis, kemudian dilanjutkan fermentasi
selama 5 hari pada temperatur 30°C. Kadar bioetanol tertinggi diperoleh pada
proses delignifikasi dengan konsentrasi NaOH 2,5% selama 150 menit [37].

Dalam penelitian yang dilakukan Novianti dkk., (2013) diperoleh bioetanol
tertinggi dengan kadar 7% dari bahan baku limbah serbuk gergaji. Pada proses
hidrolisis, peneliti menggunakan H,SO4 dengan konsentrasi 50% dengan variasi
volume dan waktu hidrolisis. Hidrolisis ini hanya memerlukan temperatur ruangan
atau moderat, namun akan memerlukan bahan untuk pemulihan asam yang
banyak karena konsentrasi asam yang tinggi dan alat-alat akan mudah korosi.
Rasio asam sulfat terhadap serbuk gergaji pada proses hidrolisis bervariasi, yaitu
2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, dan 10:1 (v/b). Adapun variasi waktu

hidrolisis yaitu 0,5 jam, 1 jam. 1,5 jam, 2 jam, dan 2,5 jam.
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Padn proses fermentasi, pencliti menggunakan ragi roti scbagai  sel
imobilisnsi dan bahan pengimobolisasinya yaitu larutan alginate 2%. Larutan
nlginnte dieampur dengan suspensi ragi roti lalu dimasukkan dalam injektor.
Kemudion dimasukkan kalsium klorida 1M sambil diaduk, setelah itu digunakan
pada proses fermentasi selama 72 jam, Keuntungan menggunakan sel ragi imobil
ynitu sel imobil mudah dipisahkan dari produk dan dapat digunakan pada proses
fermentasi secara berulang. Pada penelitian ini sel imobil digunakan untuk empat
kali fermentasi, Pada penggunaan pertama menghasilkan alkohol dengan kadar
7%, kemudian menurun menjadi 5%, 1% dan 0% pada penggunaan berulang
berfurut-turut 2 kali, 3 kali dan 4 kali. Berdasarkan hal itu, maka
peneliti menyimpulkan bahwa ragi imobil hanya dapat digunakan dua kali saja.
Kadar gula tertinggi diperoleh pada hidrolisis asam dengan rasio 8:1 (v/b) selama
2 jam dengan kadar 43,52% dan kadar bioetanol tertinggi setelah fermentasi
sebesar 7% [38].

Penelitian yang dilakukan oleh Kristina dkk., (2012) diperoleh hasil
bioetanol sebesar 4,37% dari bahan baku TKKS. Langkah-langkah penelitian
yang dilakukan yaitu pretretment dengan NaOH dilanjutkan dengan simultan
sakarifikasi dan fermentasi (SSF). Pada proses pretreatment peneliti
menggunakan variasi konsentrasi NaOH dan lama pretreatment. Konsentrasi
NaOH yang digunakan yaitu 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, dan 3%, sedangkan variasi
lama waktu pretreatment yaitu 30, 45, 60, 75, dan 90 menit pada temperatur
121°C. Kemudian dilanjutkan proses simultan sakarifikasi dan fermentasi. Pada
proses SSF ditambahkan enzim sebanyak 10 ml untuk proses hidrolisis dan
ditutup rapat, Sclanjutnya erlenmeyer diletakkan pada rotary shaker dengan
kecepatan 170 rpm selama 24 jam. Setelah itu ditambahkan Saccaromyces
cerevisiae sebanyak 4 gram diaduk pada 150 rpm sampai homogen. Fermentasi
dimulai dengan adanya penambahan ragi ini. Erlenmeyer ditutup dengan penutup
yang dilengkapi dengan selang karet yang ujung selang dimasukkan ke dalam air
agar tidak terjadi kontak dengan udara, Sakarifikasi dan fermentasi dilanjutkan
sclama 5 hari, Proses SSF menggabungkan proses hidrolisis dan fermentasi

menjadi  satu, schingga memerlukan waktu yang lebih singkat. Namun,
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di laboratorium Universitas Muhammadiyah Jakarta
(UMJ) Fakultas Teknik, Cempaka Putih, Jakarta Pusat. Penelitian dilaksanakan
pada bulan Juli-Agustus 2017.

3.2 Peralatan dan Bahan
3.2.1 Alat-alat

Alat-alat yang digunakan untuk melakukan penelitian ini, antara lain:

1. gelas ukur 13. neraca digital

2. erlenmeyer 14. tutup karet

3. batang pengaduk 15. alumunium foil

4. Kkertas saring 16. oven

5. autoclave 17. corong

6. termometer 18. selang

7.  heater 19. statif dan klem

8. beaker gelas 20. tabung reaksi

9. pipet 21. penjepit tabung reaksi
10. labu distilasi 22. waterbath

11. kondensor 23. lem dlukol (lem kertas)
12. pH meter 24. piknometer

3.2.2 Bahan
Bahan-bahan yang akan digunakan untuk melakukan penelitian ini, yaitu:

1. serbuk kayu 5. larutan Benedict
2. larutan HySO4 6. ragi tape

3. NaOH 48% 7. ragi roti

4. aquadest

37
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3.3 Variabel yang Diteliti

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi dalam proses hidrolisis yaitu
temperatur, konsentrasi H,SOs, dan waktu. Sedangkan faktor yang mempengaruhi
dalam proses fermentasi yaitu temperatur, pH, agitasi, massa ragi, jenis ragi,
konsentrasi glukosa, oksigen, dan waktu. Tetapi karena terbatasnya waktu dan
biaya, hanya beberapa variabel saja yang diteliti berdasarkan faktor-faktor
tersebut. Variabel tersebut disajikan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Variabel yang Diteliti

Variabel Proses Hidrolisis Variabel Proses Fermentasi
Konsentrasi H,SO;4 Jenis ragi
Temperatur Waktu

Setelah menentukan variabel, maka dapat dibuat matriks penelitian yang akan
digunakan untuk pembuatan bioetanol dari serbuk kayu melalui hidrolisis H2SO4
dan fermentasi pada penelitian ini. Adapun matriks penelitian tersebut dapat

dilihat pada Tabel 3.2.
Tabel 3.2 Matriks Penelitian

Hidrolisis Saniiel
Temperatur | Konsentrasi asam ol
120°C L :

5% p
3% 3
(o}
150°C 5% 2
Fermentasi

S 1

Jenis ragi Waktu i
. 3 hari 1
Ragi tape 5 hari 2
o 3 hari 3
Ragi roti S hari )
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3.5 Prosedur Penclitinn
3.5.1 Delignifikasi Serbuk Kayu

Timbang S0 gram serbuk kayu dan masukan ke dalam erlenmeyer yang
berukuran 1000 ml. Lalu tambahkan NaOH 6% scbanyak 500 ml, ke dalam
erlenmeyer yang sudah berisi serbuk kayu dengan perbandingan ratio (w/v)
serbuk kayu: NaOH = 1 : 10. Campuran tersebut kemudian dinduk sampai merata,
Selanjutnya, sampel yang berada di erlenmeyer dipanaskon dalam oven pada
temperatur 121°C selama 30 menit. Setelah 30 menit, sampel didinginkan hingga
mencapai temperatur ruangan, Sampel yang sudah dingin kemudian: disaring
menggunakan Kertas saring untuk memisahkan serbuk kayu dengan larutan
NaOH. Serbuk kayu yang telah terpisah dibilas dengan aquadest hingga pll 7
(netral). Setelah dinetralkan, serbuk kayu kemudian dikeringkan di dalam oven

pada temperatur 105°C sclama 10 jam.

3.5.2 Proses Hidrolisis Asam

50 gram serbuk kayu yang sudah di delignifikasi, dimasukkan ke dalam
erlenmeyer yang berukuran 1000 ml. Lalu tambahkan larutan H;SO4 dengan
variasi konsentrasi asam H;SO;, sebesar 3% dan 5%. Sctiap campuran kemudian
diaduk sampai rata. Campuran terscbut kemudian dihidrolisis di dalam oven
dengan variasi temperatur 120°C dan 150°C. Proses hidrolisis dilakukan sclama
120 menit. Setelah 120 menit, sampel didinginkan hingga mencapai temperatur
ruangan. Sampel yang sudah dingin kemudian disaring menggunakan kertas
saring untuk memisahkan serbuk kayu dengan larutan HzSO4. Sctelah disaring,
larutan hasil hidrolisis di uji kandungan glukosanya dengan menggunakan larutan
Benedict. Larutan hasil hidrolisis yang bersifat asam diatur plH-nya menjadi 4,5
yang diukur dengan pH-meter. Pengaturan pH dilakukan dengan menambahkan
NaOH 6% hingga pH larutan hasil hidrolisis menjadi 4,5, Hidrolisat tersebut

kemudian didinginkan hingga mencapai temperatur ruangan,

3.5.3 Proses Fermentasi
Sebelum dilakukan proses fermentasi, erlenmeyer berukuran 1000 ml yang

digunakan dalam proses fermentasi terlebih dahulu disterilisasi dalam autoclave
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pada temperatur 121°C selama 15 menit. Sterilisasi dilakukan agar tidak ada
mikroba lain karena kesterilan akan mempengaruhi proses fermentasi. Setelah 15
menit, dinginkan erlenmeyer tersebut hingga mencapai temperatur ruangan.
Setelah itu, larutan hasil hidrolisis yang sudah diatur pH-nya menjadi 4,5
dimasukkan kedalam erlenmeyer yang sudah di sterilisasi. Timbang ragi tape dan
ragi roti sebanyak 12,5 gram (ratio ragi : bahan baku = 25%). Masukkan ragi
tersebut pada tiap-tiap sampel hasil hidrolisis. Aduk campuran tersebut hingga
rata. Kemudian tutup erlenmeyer dengan menggunakan alumunium foil supaya
tidak ada kontaminan yang mengganggu fermentasi. Fermentasi dilakukan pada
temperatur 30°C dengan variasi waktu (72 jam dan 120 jam).

3.5.4 Proses Distilasi
Merangkai peralatan distilasi dengan benar. Hasil fermentasi disaring

terlebih dahulu agar larutan hasil fermentasi terpisah dari kotoran. Kemudian hasil
fermentasi yang telah disaring menggunakan kertas saring dimasukkan kedalam
labu distilasi. Tutup labu distilasi dengan menggunakan tutup karet yang sudah
diolesi dengan lem dlukol agar tidak ada celah antara tutup karet dan labu
distilasi. Kemudian hubungkan labu distilasi tersebut dengan kondensor.
Nyalakan heater dan panaskan labu distilasi yang berisi cairan hasil fermentasi
hingga mencapai temperatur 78°C. Temperatur dijaga 78°C sehingga etanol akan
menguap. Etanol yang menguap dikondensasikan sehingga menjadi cair,
sedangkan air tertinggal dalam labu distilasi. Proses distilasi dilakukan sampai

etanol tidak menetes lagi.

3.6 Analisa Kandungan Glukosa

Analisa kandungan glukosa dilakukan dengan menggunakan larutan
Benedict. Siapkan alat-alat yang digunakan untuk melakukan analisa kandungan
glukosa. Panaskan waterbath hingga air didalam waterbath mendidih. Ambilah 8
tetes larutan hasil hidrolisis yang sudah disaring dan masukkan ke dalam tabung
reaksi yang sudah diberi label sesuai dengan variabel yang sudah ditetapkan.
Kemudian tambahkan 5 ml larutan Benedict ke dalam masing-masing tabung

reaksi yang telah berisi larutan hasil hidrolisis. Panaskan tabung reaksi yang berisi
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campuran terscbut ke dalam warterbath setelah air yang bernda didalam waterbath
mendidih. Tunggu selama 3 menit dan campuran larutan tersebut akan berubah
warna menjadi warna merah bata. Larutan yang mengandung banyak glukosanya
akan berubah menjodi warna seperti warna merah bata. Analisa kandungan
glukosa hanya dilakukan sccara kualitatif. Analisa kualitatif dilakukan karena

lebih praktis, waktu untuk menganalisa lebih singkat, dan harga larutan Benedict

lebih murah dibandingkan dengan harga larutan yang lainnya.



BAB 1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Hidrolisis

Penelitian ini dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi H2SO4 dan
temperatur yang digunakan pada proses hidrolisis. Variasi konsentrasi H,SO4 dan
temperatur dilakukan untuk mengetahui konsentrasi H,SO4 dan temperatur yang

optimum dalam menghasilkan kandungan glukosa paling besar secara kualitatif.

4.1.1 Pengaruh Konsentrasi H,SO4 dan Temperatur terhadap Kandungan
Glukosa pada Hidrolisis Serbuk Kayu
Produk hasil hidrolisis serbuk kayu berupa larutan yang mengandung
glukosa. Larutan hasil hidrolisis yang didapatkan pada sampel 1 hingga sampel 4
berturut-turut yaitu 365 ml, 370 ml, 360 ml, dan 365 ml. Larutan yang

mempunyai warna lebih pekat merupakan larutan yang mengandung lebih banyak

glukosa. Produk hasil hidrolisis serbuk kayu ditampilkan pada Gambar 4.1.

2 s T s
~ - >y e 9 “\- |

Gambar 4.1 Hasil Hidrolisis Serbuk Kayu
Variasi konsentrasi H,SO4 yang digunakan yaitu 3% dan 5%. Dari
Gambar 4.1, terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi H,SO4 akan semakin pekat
wamna larutan hasil hidrolisis dan larutan yang memiliki warna paling pekat
didapatkan pada konsentrasi 5%. Hal ini sesuai teori bahwa semakin tinggi

konsentrasi asam, maka kandungan glukosa yang dihasilkan akan mengalami
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kenaikan. Namun kandungan glukosa akan mengalami penurunan setelah
mencapai titik optimumnya. Setelah mencapai titik optimum akan terjadi
penurunan kandungan gula yang diperoleh hal ini dikarenakan konsentrasi katalis
yang digunakan telah mencapai titik optimum terjadinya proses hidrolisis [41].
Pada konsentrasi asam yang terlalu tinggi akan menyebabkan kandungan selulosa
dan hemiselulosa lebih mudah terdegradasi menjadi senyawa lainnya seperti
furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), asam levulinat, asam asetat, asam formiat,
formaldehid, dan lain-lain [21].

Pada proses hidrolisis, asam digunakan sebagai katalisator untuk
mempercepat reaksi. Pada penelitian ini digunakan H,SO4 sebagai katalisator pada
proses hidrolisis. H;SO, akan bereaksi membentuk gugus H' dan SO;". Gugus H'
memecah ikatan glikosidik pada selulosa maupun hemiselulosa, sehingga akan
terbentuk monomer-monomer gula sederhana. Monomer yang dihasilkan masih
dalam gugus radikal bebas, tapi dengan adanya OH™ dari air akan berikatan
dengan gugus radikal membentuk gugus glukosa. Pada proses ini air berfungsi
sebagai penstabil gugus radikal bebas [35]. Pada penelitian ini konsentrasi asam
optimum dalam menghasilkan kandungan glukosa terbesar yaitu pada konsentrasi
H2SO4 5%.

Variasi temperatur yang digunakan pada penelitian ini yaitu 120°C dan
150°C. Larutan yang memiliki warna lebih pekat didapatkan pada temperatur
150°C. Ini menunjukkan bahwa kandungan glukosa meningkat seiring
bertambahya waktu hidrolisis, sehingga waktu kontak yang terjadi juga bertambah
dan jumlah selulosa yang akan dikonversi menjadi glukosa juga bertambah.
Temperatur sangat berpengaruh pada proses hidrolisis karena temperatur
berhubungan dengan laju reaksi. Pengaruh temperatur terhadap Kkecepatan
hidrolisis selulosa mengikuti persamaan Arrhenius yaitu semakin tinggi
temperaturnya akan diperoleh konversi yang cukup berarti, karena semakin tinggi
temperatur maka gerakan molekul akan semakin cepat schingga reaksi hidrolisis
berjalan semakin cepat. Tetapi jika temperatur terlalu tinggi konversi yang
diperoleh akan menurun. Hal ini dikarenakan kandungan gula pada larutan

hidrolisis telah mencapai titik optimumnya [19].
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4.1.2 Uji Benedict
Berdasarkan percobaan uji Benedict yang telah dilakukan, didapatkan hasil

pengamatan yang ditampilkan pada gambar 4.2,

ﬁ = Y - — ~ St
Gambar 4.2 Hasil Uji Benedict dari Hidrolisis Serbuk Kayu

Dari gambar 4.2, terlihat bahwa sampel yang memiliki gula pereduksi
yang paling banyak terdapat pada sampel 4 dengan temperatur 150°C dan
konsentrasi H;SO4 5%. Pada prinsipnya, uji Benedict digunakan untuk
mengidentifikasi karbohidrat melalui reaksi gula pereduksi. Larutan alkali dari
tembaga direduksi oleh gula yang mengandung gugus aldehida atau keton bebas,
dengan membentuk kupro oksida berwarna. Larutan Benedict mengandung kupri
sulfat, natrium karbonat, dan natrium sitrat. Reaksi reduksi uji benedict dapat

dilihat pada persamaan berikut:

O 0]

I [
R—C—H + Cu? 20H ——— R—C—H + Cuz0] cosevvvverrrerrrnnnne. (1)
Gula pereduksi endapan merah bata

Uji Benedict dilakukan pada suasana basa yang menycbabkan terjadinya
transformasi isomerik. Pada suasana basa, reduksi ion Ca?* dari CuSOy oleh gula
pereduksi akan berlangsung dengan cepat dan membentuk Cu,O yang merupakan

endapan merah bata. Pereaksi Benedict terdiri dari logam Cu dan larutaan basa

kuat [24].
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4.2 Hasil Fermentasi
Penelitian ini dilakukan dengan memvariasikan antara jenis ragi dan lama
waktu pada proses fermentasi. Variasi jenis ragi dan lama waktu fermnetasi

dilakukan untuk mengetahui jenis ragi dan lama waktu fermentasi optimum dalam

menghasilkan volume bioetanol tertinggi.

4.2.1 Pengaruh Jenis Ragi dan Waktu terhadap Volume Etanol Hasil
Fermentasi Glukosa dari Serbuk Kayu

Proses fermentasi dilakukan dengan menggunakan hasil dari proses hidrolisis
yang menghasilkan kandungan glukosa terbesar, yaitu pada konsentrasi asam 5%
dan temperatur 150°C. Pada proses fermentasi, glukosa akan diuraikan menjadi
etanol oleh mikroorganisme yang terdapat pada ragi. Pertumbuhan
mikroorganisme pada proses fermentasi dipengaruhi oleh waktu fermentasi.
Penelitian ini dilakukan dengan memvariasikan jenis ragi dan lama waktu pada
proses fermentasi. Variasi jenis ragi yang digunakan yaitu ragi roti dan ragi tape
sedangkan variasi lama waktu fermentasi pada penelitian ini yaitu 3 hari dan 5
hari. Adapun volume bioetanol yang didapatkan ditampilkan pada Gambar 4.3
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Gambar 4.3 Volume Bioetanol pada Variasi Jenis Ragi dan Waktu
Fermentasi
Dari Gambar 4.3 terlihat bahwa ragi roti lebih unggul dari pada ragi tape.
Dari rentang 3 hingga 5 hari, ragi roti menghasilkan volume etanol yang lebih
tinggi daripada ragi tape. Ini disebabkan karena ragi roti merupakan khamir jenis

Saccharomyces cerevisiae yang telah diseleksi sebelumnya untuk tujuan komersil.
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Saccharomyces cerevisiae yang dipilih adalah Saccharomyces cerevisiae yang
memiliki kemampuan memfermentasi gula dengan baik di dalam adonan dan
dapat tumbuh dengan cepat. Sehingga bioetanol hasil fermentasi menggunakan
ragi roti lebih optimal. Sedangkan ragi tape kurang optimal, hal tersebut
disebabkan ragi tape merupakan populasi campuran dari genus Aspergilus,
Saccharomyces, Candida, dan Hansemula, serta Acetobacter. Genus—genus ini
saling berkesinambungan, dimana Aspergilus dapat menyederhanakan gula,
Saccharomyces, Candida, dan Hansemula dapat menguraikan gula menjadi
alkohol. Sedangkan Acetobacter menguraikan alkohol menjadi asam asetat [40].
Jadi ketika gula telah menjadi etanol, Acefobacter dalam ragi tape akan
mengubahnya menjadi asam asetat. Volume bioetanol tertinggi diperoleh pada
penambahan ragi roti dengan volume bioetanol 0,4 ml.

Pada proses fermentasi, jumlah mikroorganisme dipengaruhi oleh lama
waktu fermentasi. Pada Gambar 4.4 terlihat bahwa volume bioetanol meningkat
seiring dengan bertambahnya lama fermentasi. Volume bioetanol pada hari ke-5
lebih besar daripada hari ke-3 pada semua jenis ragi. Pada waktu fermentasi 3
hari, volume bioetanol yang didapatkan pada jenis ragi roti yaitu sebesar 0,25 ml
sedangkan pada ragi tape sebesar 0,2 ml. Sedangkan pada waktu fermentasi 5
hari, volume bioetanol yang diperoleh pada janis ragi roti sebesar 0,4 ml dan pada
jenis ragi tape yaitu 0,3 ml. Dapat disimpulkan bahwa semakin lama waktu
fermentasi, maka volume bioetanol akan mengalami kenaikan. Kenaikan volume
bioetanol ini terjadi karena lama waktu fermentasi berhubungan erat dengan kurva
pertumbuhan mikroorganisme. Pertumbuhan mikroorganisme terjadi dari enam
fase, yaitu fase adaptasi, fase permulaan pembiakan, fase pembiakan cepat, fase
konstan atau stasioner dan fase terakhir adalah fase kematian [33]. Pada
fermentasi 3 hari kemungkinan pertumbuhan mikroorganisme masih pada fase
permulaan pembiakan, sehingga volume bioetanol yang didapatkan belum
maksimal. Sedangkan pada fermentasi 5 hari kemungkinan pertumbuhan
mikroorganisme pada fase pembiakan cepat sehingga aktivitas mikroorganisme
telah optimal dalam mengubah glukosa menjadi bioetanol. Namun volume

bioetanol akan mengalami penurunan setelah melewati waktu optimumnya. Hal
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iz dischabian karena pertumbuben mikroorganisme telah memasuki fase
kematian

Volume bioztznol yang dihasilkan pada penelitian ini sangat sedikit. Hal ini
dikzrenzkan pada proses hidrolisis seharusnya larutan hasil hidrolisis dengan
bubwr serbuk kayu tidak disaring. Hal ini menyebabkan glukosa pada hasil
hidrolisis berkurang sehingga etanol yang dibasilkan juga berkurang. Selain itu,
heater yang digunzkan pada tzhap distilasi juga terlalu kecil schingga kurang
memsup seluruh larutan pada labu distilasi. Hal ini menyebabkan pemanasan
lznzzn pada lzbu distilasi tidak merata yang berpengaruh pada volume etanol
sedikit Pada penelitian ini, jenis ragi dan wakin fermentasi optimum untuk
memperoleh biotanol tertinggi yaitu pada jenis ragi roti dan pada waktu
fermentasi 5 hari dengzn volume bioetanol yang dihasilkan 0.4 ml.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

I. Serbuk kayu meranti kuning dari industri mebel dapat menghasilkan
bioetanol melalui beberapa tahapan, yaitu delignifikasi, hidrolisis asam sulfat,
fermentasi, dan distilasi.

2. Pengaruh konsentrasi HSO4 dan temperatur pada proses hidrolisis terhadap
kandungan glukosa yaitu:

e Semakin besar konsentrasi HSO4 pada proses hidrolisis maka kandungan

glukosa yang dihasilkan semakin besar.

e Temperatur berpengaruh pada kecepatan hidrolisis, semakin tinggi
temperatur hidrolisis, maka reaksi akan berlangsung lebih cepat. Hal ini
disebabkan konstanta laju reaksi meningkat dengan meningkatnya
temperatur hidrolisis.

e Didapatkan konsentrasi H,SO; dan temperatur terbaik pada proses
hidrolisis dalam pembuatan bioetanol dari serbuk kayu meranti kuning
adalah pada konsentras H,SO4 5% dan temperatur 150°C.

3. Pengaruh jenis ragi dan lama waktu pada proses fermentasi terhadap volume
bioetanol yaitu:

e Jenis ragi berpengaruh terhadap volume bioctanol hasil fermentasi. Proses
fermentasi menggunakan ragi roti menghasilkan volume bioetanol lebih
besar dari pada ragi tape.

e Semakin lama waktu fermentasi maka volume bioetanol yang dihasilkan
dari proses fermentasi semakin besar. Volume bioetanol pada fermentasi 5

hari menghasilkan bioetanol lebih besar dari pada fermentasi 3 hari dengan

volume bioetanol 0,4 ml.
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