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Edy Wibowo, F 26.0945. Kajian Awal Produksi Aseton Butanol Etanol
Secara Sinambung dari Substrat Hidrolisat Tandan Kosong Kelapa Sawit
(Elaeis guinensis JACQ) Menggunakan Bioreaktor Unggun Diam. Di
bawah bimbingan Djumali Mangunwidjaja dan E. Gumbira-Said.

RINGKASAN

Peningkatan jumlah limbah padat pabrik kelapa sawit menuntut
penanganan dan pemanfaatan secara efektif . Salah satu pemanfaatan
yang efektif adalah menjadikan tandan kosong kelapa sawit (TKKS)
sebagai bahan dasar fermentasi untuk produksi pelarut organik
aseton-butanol-etanol (ABE}. Penelitian ini bertujuan untuk mepelajari
proses fermentasi ABE dari substrat hidrolisat TKKS dalam bioreaktor
unggun diam {packed bed bioreactor).

Berdasarkan hasil analisis, TKKS tersusun sebagian besar oleh
selulosa (36,26%]). dan lignin (24,14 %) . Delignifikasi dengan NaOH 1
N dapat menghilangkan sebagian lignin. Hal ini sangat membantu
keefektifan hidrolisis enzimatik. Sebagian besar komponen gula dalam
hidrolisat TKKS adalah gula yang dapat difermentasi (fermentable
sugars), seperti glukosa, xilosa, dan selobiosa.

Fermentasi curah ABE dilaksanakan dengan memanfaatkan
aktivitas C. acetobutylicum yang bersifat anaerobik obliga{. Fermentasi
dilaksanakan pada kondisi anaerobik dengan suhu. 34°C selama 60 jam
tanpa disertai pengadukan. Substrat fermentasi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah campuran hidrolisat TKKS (kadar gula terfermentasi
13,89 g/l) dengan glukosa (7,11 g/l} serta substrat sukrosa (60 g/l).
Beberapa parameter kinetika yang diperoleh antara lain laju

pertumbuhan spesifik maksimum (z maks) sebesar 0,2 jam™ pada

substrat campuran hidrolisat TKKS dengan glukosa dan sebesar 0,08



jam~!' pada substrat sukrosa. Konsentrasi butanol maksimal yang
dihasilkan sebesar 4,4 g/l pada substrat campuran dan 14,68 g/l pada
substrat sukrosa. Nilai rendemen {g pelarut/g substrat} yang dihasilkan
adalah 0,34 pada substrat campuran dan 0,33 pada substrat sukrosa
Fermentasi sinambung dalam bioreaktor unggun diam
menggunakan matriks silika gel dilakukan pada tiga taraf laju dilusi {0,05;
0,10; dan 0,15 jam™}. Substrat yang digunakan dalam fermentasi
sinambung adalah hidrolisat TKKS dengan penambahan sejumlah kecil
glukosa hingga diperoleh kadar gula 40 g/l. Produktivitas fermentasi
terbaik adalah sebesar 1,57 g/l jam yang diperoleh pada fermentasi

sinambung dengan laju dilusi 0,15 jam™
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I. PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Semenjak diterapkannya konsep pembangunan berwawasan
lingkungan, segenap sektor pembangunan memulai kebijakan baru
dalam pemanfaatan sumber daya dan pengaruhnya terhadap ekosis-
tem. Salah satu sektor pembangunan yang banyak disorot dalam
kasus ini adalah sektor industri. Hal ini disebabkan karena besarnya
keterlibatan sektor industri dalam mempengaruhi terjadinya perubahan
lingkungan.

Agroindustri sebagai salah satu sub sektor industri yang terus
dipacu pertumbuhannya pada Pembangunan Jangka Panjang ke dua
(PJP I}, juga tak lepas dari konsep pembangunan berwawasan
lingkungan. Di satu sisi, perkembangan agroindustri yang senantiasa
berpijak pada pemanfaatan hasil-hasil pertanian menjamin terlaksananya
industri yang berkesinambungan. Namun, di sisi fain potensi agroin-
dustri sebagai penghasil imbah ternyata cukup tinggi.

Salah satu industri pengolahan hasil pertanian yang belakangan
ini banyak disoroti adalah industri kelapa sawit. Sorotan yang cukup
tajam tersebut disebabkan karena limbah yang dihasitkan cukup besar.
Padahal industri kelapa sawit cukup potensial sebagai penghasil devisa
bagi Indonesia.

Berdasarkan data dari Oif World Annual, sampai dengan tahun

1991, Indonesia telah memperoleh 12,3 persen pangsa ekspor minyak



sawit dunia dengan volume ekspor mencapai lebih dari satu juta ton.
Produksi sebesar itu ditunjang oleh keberadaan areal perkebunan kelapa

sawit yang semakin luas, seperti terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Luas areal dan produksi kelapa sawit Indonesia®

Tahun Luas Areal (Ha) Produksi {ton})

1987 728 562 1 506 055
1988 862 859 1713 336
1989 973 528 1 964 454
1990 1126 677 2412612
1991 1 310 996 2 657 600 Jl

a Direktorat Jenderal Perkebunan {1991)

Peningkatan luas areal perkebunan dan produksi kelapa sawit
terus dilakukan sampai saat ini. Hal yang sama dilakukan pula terhadap
volume produksi minyak sawit nasional. Peningkatan produksi minyak
sawit tersebut turut menyebabkan terjadinya peningkatan kuantitas
limbah industri minyak kelapa sawit. Beberapa jenis limbah yang
dihasilkan antara lain air buangan (palm oil mill effluent} dan limbah
padat berupa tandan kosong, sabut dan cangkang kelapa sawit.
Limbah cair industri kelapa sawit adalah limbah yang memiliki kualitas
pencemar cukup tinggi (nilai BOD di atas 25 000 mg/l}. Proporst
terbesar limbah padat industri kelapa sawit adalah tandan kosong, yaitu
sekitar 27 persen dari tandan buah segar (Sivalingan, 1983}. Pada
tahun 1988 jumlah tandan kosong kelapa sawit {TKKS) yang dihasilkan

di Indonesia mencapai 151 ribu ton {Darwis et al., 1987). Dengan



meningkatnya produksi minyak sawit, saat ini kuantitas TKKS diduga
jauh lebih besar dari nilai tersebut.

Salah satubentuk pemanfaatan bahanlignoselulosik seperti TKKS
adalah menjadikannya sebagai hidrolisat yang banyak mengandung gula
(hasil hidrolisis selulosa dan hemiselulosa). Hidrolisat tersebut dapat
digunakan untuk berbagai fermentasi produksi senyawa-senyawa
organik yang potensial dengan memanfaatkan aktivitas mikroor-
ganisme. Penerapan teknologi fermentasi selain mampu menekan
kebutuhan biaya bahan baku, juga dapat menjadi aiternatif terbaik
untuk menggantikan proses kimiawi yang banyak mengkonsumsi
energi.

Produk fermentasi yang cukup banyak diperlukan sebagai bahan
penunjang dalam industri adalah pelarut organik, salah satunya adalah
etanol. Pada tahun 1991, lebih dari 79 ribu ton etanol dibutuhkan oleh
industri-industri di Indonesia (CIC, 1992).

Selain etanol, pelarut organik lain yang banyak diperlukan adalah
butanol. Di Indonesia, butanol banyak dikonsumsi oleh industri
pembuat resin alkid yang merupakan pelarut dasar pada produk cat, zat
pewarna tekstil, kulit dan kertas. Kebutuhan butanol yang selama int
di impor oleh Indonesia mencapai lebih dari 17 000 ton pada tahun
1991. Tabel 2 menggambarkan fluktuasi kebutuhan butano! bagi
industri-industri di Indonesia. Mengingat kebutuhan industri-industri di

Indonesia terhadap butanol yang cukup besar, maka keberadaan



industri butanol di Indonesia sangat diperlukan untuk mengurangi

keluarnya devisa ke luar negeri.

Tabe! 2. Kebutuhan butanol yang diimpor Indonesia®

Tahun Volume (Ton) Nilai {dolar AS)}
1987 1729 1 152 000
1988 3 258 2 408 000
1989 2 587 1 824 000
1990 5767 3744 000
1991 17 664 2 942 000

aBiro Pusat Statistik (1991)

Butanol merupakan pelarut organik yang dapat diproduksi dengan
cara kimiawi maupun fermentasi. Selama ini produksi butanol
dilakukan dengan cara kimiawi. Tersedianya bahan baku berupa TKKS
yang cukup besar jumlahnya, menjadikan produksi butanol secara
fermentasi sebagai satu alternatif proses produksi yang lebih baik.

Di dalam fermentasi aseton-butanol-etanol (ABE), butanol
dihasilkan sebagai pelarut campuran bersama aseton dan etanol dengan
komponen terbesar butanol. Fermentasi tersebut dilakukan secara
anaerobik dengan memanfaatkan aktivitas bakteri Clostriditm acetobu-
tylicum. Fermentasi butanol sebenarnya sudah lama di kembangkan
di dunia, tepatnya sejak tahun 1936 dengan didirikannya pusat-pusat
fermentasi ABE di Amerika dan Jepang (Walton dan Martin, 1978).

Untuk menunjang terwujudnya industri ABE di Indonesia
diperiukan penelitian yang seksama. Sebagaimana lazimnya sebelum

diterapkan di dalam industri, rancang bangun proses produksi ABE periu



dilakukan di laboratorium dengan melibatkan pihak-pihak yang terkait.
Penelitian ini dilakukan dalam rangka melakukan rancang bangun

proses produksi ABE dari hidrolisat TKKS.

TUJUAN PENELITIAN

Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari produksi aseton-
butanol-etanol dengan sistem fermentasi sinambung menggunakan
bioreaktor unggun diam (packed bed bioreactor) dari substrat hidrolisat
tandan kosong kelapa sawit. Parameter kinetika yang diperoleh,
diharapkan dapat menjadi data dasar untuk penggandaan skala, dan

penerapan proses fermentasi produksi ABE skala industri.




Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. TANDAN KOSONG KELAPA SAWIT

Tanaman kelapa sawit (Elaeis guinensis JACQ), termasuk ke dalam keluarga
Palmae, subkelas Monoccotyledonae, kelas Angiospermae, subdivisi Plerospida
dan divisi Tracheophyta (Hartley, 1967). Tanaman yang berasal dari Afrika Barat
tersebut adalah termasuk tanaman berumah satu (bunga jantan dan bunga betina
terangkai dalam satu tandan} yang mulai berbunga pada umur sekitar dua tahun
(Satyawibawa dan Widyastuti, 1992). Tanaman kelapa sawit mulai dipanen pada
umur 3,5 sampai 4 tahun. Tiap pohon dapat menghasilkan sampai enam tandan
buah dengan bobot tiap tandan berkisar antara 5 sampai 30 kg (Aritonang, 1986).

Menurut Hartley ( 1967) setiap tandan buah segar kelapa sawit mengandung
65 sampai 70 persen buah segar dan sisanya, yaitu sebesar 30 sampai 35 persen
berupa tandan kosong yang belum dimanfaatkan. Hal ini didukung juga oleh
Sivalingan {1983} yang merinci sekitar 63 persen saja dari tandan buah segar yang
dapat dimanfaatkan. Sebanyak 27 persen bagian tandan buah segar adalah
berupa tandan kosong kelapa sawit (TKKS). Neraca massa kelapa sawit secara
dapat dilihat pada Gambar 1.

Sebagian besar komponen yang menyusun TKKS adalah lignin, selulosa dan
hemiselulosa. Selulosa merupakan komponen yang paling besar dalam TKKS.
Namun selulosa tidak mudah untuk diperoleh, karena membentuk struktur serat
yang liat bersama hem:selulosa dan lignin. Komposisi TKKS secara rinci dikemu-

kakan pada Tabel 3.



Tandan Kesong

Air
7@, 4% (19)

Tandan Kering

Lignin 23% (1,8}
Holoselulosa 62x (5)
Abu 5% (0@,4)

{27%)
Tandan Buah Segar Buah
{TBS)
100% (63%)
Air
{1ex}

29.6% (8) Lainnya 10% (9,8)
Lignin 21% (2,1)
Sabut Holoselulosa 64% (5)
Abu 5% (0,5)
23.3% (1@} Lainnya 10% {1,@)
Perikarp
68,3% (43)
Air
Bungk il
30,2% (13)
40% (1,6)
Hinysh
Minyak
46,5% (20)
% (1,6}
Kernel Air
20% {4} 0% (0,8}
Biji
31,7% (20)
Karbon bebas 20%
Cangkang Senyawa volatil
Abu 4% (0,6}
aex (16) Air 6% (1,0

Karbehidrat 48% (0,7}
Minyak 5% {Q,1}

Abuy 4x (0,12

Protein 19% (0,3)
Serat 13% (@,2)

Air 1% (@,2)

Gambar 1. Neraca massa Tandan Buah Segar Kelapa Sawit (Sivalingan. 1983)




Tabel 3. Komposisi Tandan kosong kelapa sawit®

Komponen Komposisi (% bk)
Selulosa 36,81
Hemiselulosa 27,01
Lignin 15,70
Abu 6,04

*Prativi et al. (1988)

B. SIFAT FISIK DAN KIMIAWI BAHAN LIGNOSELULOSA

Selulosa adalah senyawa yang umumnya tidak berada dalam keadaan murni.
Di alam, selulosa berikatan dengan lignin dan hemiselulosa membentuk bagian-
bagian tanaman seperti kayu, batang, daun dan sebagainya. Tanaman yang
berasal dari subkelas Monoccotyledonae mengandung 25 - 40 persen selulosa, 25

-50 persen hemiselulosa dan 10 - 30 persen lignin (Cowling, 1975).

1. Selulosa

Selulosa termasuk homopolimer linier dengan monomer berupa D-
anhidroglukosa yang saling berikatan dengan ikatan g-1,4-glikasidik. Rumus
empirik selulosa adalah (CgH,,0s),, dengan n adalah jurmlah satuan glukosa yang
berikatan dan berarti juga derajat polimerisasi selulosa. Selulosa murni memiliki
derajat polimerisasi sekitar 14 000, namun dengan pemurnian biasanya akan
berkurang menjadi sekitar 2 500 (Nevell dan Zeronian, 1985}. Rumus bangun

selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.



{b}

a: rumus bangun selulosa bentuk kursi {chairformation)
b: rumus bangun selulosa menurut Hawort

Gambar 2. Rumus Bangun Selulosa (Nevel dan Zeronian, 1985)

Molekul-molekul selulosa berikatan secara paralel dengan jembatan
hidrogen membentuk mikrofibril.  Beberapa mikrofibril saling berikatan
membentuk komponen makrofibril (Haigler di dalam Nevel dan Zeronian,
1985). Bagian mikrofibril yang banyak mengandung jembatan hidrogen antar
moleku! selulosa bersifat sangat kuat dan tidak dapat ditembus dengan air.
Bagian ini disebut sebagai bagian berkristal dari selulosa, sedangkan bagian
lainnya yang sedikit atau sama sekali tidak mengandung jembatan hidrogen
disebut bagian amorf. Menurut Tsao et al. {1978} perbandingan bagian kristal
dan bagian amorf adalah 85 persen dan 15 persen. Struktur berkristal dari

selulosa merupakan hambatan utama dalam proses hidrolisis.  Menurut
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Girindra {1990), hidrolisis selulosa dengan menggunakan asam kuat dapat
menghasilkan campuran glukosa dan selobiosa (3-(1,4)-G-G}. Hidrolisis
selulosa dengan menggunakan enzim dapat menghasilkan lebih banyak
glukosa dan sedikit selobiosa. Hidrolisis enzimatis tersebut melibatkan dua
enzim yaitu kelompok enzim selulase {endoglukanase dan selobiohidrolase)

dan enzim selobiose (3-glukosidase).
2. Hemiselulosa

Polisakarida yang berikatan dengan selulosa pada tanaman adalah
hemiselulosa. Hemiselulosa dapat diperoleh dari tanaman setelah melatui proses
pengambilan lignin (delignifikasi). Ikatan antara hemiselulosa, selulosa dan lignin
mempengaruhi sifat kaku dan lenturnya dinding sel (Gong et al., 1981).

Secara kimiawi, hemiselulosa merupakan homopolimer bercabang dari
glukosa, xilosa, galaktosa, mannosa, arabinosa dan asam-asam urat (uric acids)
dari glukosa, serta dari galaktosa yang saling berikatan dengan ikatan 1-3, 1-4
dan 1-6 glikosidik. Derajat polimerisasi hemiselulosa dapat mencapai 200
{Cowling, 1975). Komponen gula terbesar yang menyusun hemiselulosa adalah
xilosa dan mannosa {Haigler di dalam Nevell dan Zeronian, 1385).

Perbedaan hemiselulosa dan selulosa adafah hemiselulosa mempunyai
derajat polimerisasi lebih rendah dan mudah larut dalam alkaii tetapi sukar larut
dalam asam, sedangkan selulosa bersifat sebaliknya. Hemiselulosa dapat
dihidrolisa dengan asam kuat encer seperti H,5S0, dan HCl menghasilkan gula-
gula pentosa dan heksosa. Hidrolisis lebih lanjut akan menghasilkan furfural dan

produk terdekomposisi lainnya (Gong et af., 1981). Hidrolisat yang dihasitkan
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merupakan substrat bagi beberapa mikroorganisme terutama yang mampu
menggunakan pentosa.

Midrolisis hemiselulosa akan menghasilkan campuran beberapa gula
sederhana yang sebagian besar berupa gula pentosa, sedangkan hidrolisis
terhadap selulosa dapat menghasilkan rendemen {hidrolisat} yang tinggi. Oleh
karena itu dalam praktek lebih diinginkan perolehan hidrolisat selulosa dari pada

hidrolisat hemiselulosa.
3. Lignin

Lignin adalah polimer aromatik kompleks yang terbentuk melalui polimert-
sasi tiga dimensi dari sinamil alkohol yang juga merupakan turunan fenilpropana.
Bobot molekul lignin menurut Haigler di dalam Novel dan Zeronian {1985) dapat
mencapai 11 000 gram/mol.

Lignin membungkus mikrofibril selulosa dalam suatu matriks dan terikat
secara kovalen pada selulosa maupun hemiselulosa. Adanya penumpukan
lignin pada dinding sel tanaman menyebabkan dinding sel tanaman kaku, tidak
mudah ditembus oleh air (Haigler o dafarn Nevell dan Zeronian, 1985). Lignin
yang bersifat hidrofobik dapat dioksidasi oleh larutan alkali atau bahan oksidator
lain dan mudah larut dalam larutan sulfit pada keadaan biasa. Namun lignin

tahan terhadap proses hidrolisis oleh asam-asam mineral {Tsao et al, 1978).
C. HIDROLISIS TANDAN KOSONG KELAPA SAWIT

Dalam rangka memperoleh hidrolisat yang kaya akan gula, hidrofisis terhadap

TKKS memerlukan beberapa tahap pra-hidrolisis. Berdasarkan penelitian yang
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dilakukan oleh Fajarrini {1991}, tahap-tahap pra hidrolisis yang dilakukan antara lain
pengecilan ukuran serta pencucian TKKS dengan air panas (80°C) untuk meng-
hilangkan tanin dan lemak. Hidrolisis TKKS dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu
hidrolisis hemiselulosa dengan menggunakan asam sulfat encer selama sembilan
jam. Tahap selanjutnya adalah penghilangan lignin yang dilakukan dengan
perendaman TKKS bebas hemiselulosa dalam larutan besi (Il]} tartrat selama
sembilan jam. Hidrolisis enzimatik dilakukan setelahnya dengan menggunakan
enzim selulase 0,9 % (w/v) dan enzim selobiase 0,2 % {wi/v) dalam larutan bufer
Na-sitrat pada pH 4,8. Kadar gula pereduksi {glukosa, xilosa dan selobiosal
tertinggi yang dapat dicapai dalam penelitian di atas adalah lebih dari 500 ppm dan
tingkat konversi lebih dari 10 persen.

Metoda hidrolisis lain yang dikembangkan oleh Anis et al. (1994} dapat
mencapai nilai konversi 90 persen. Tahap-tahap hidrolisis yang dilakukan meliputi
perendaman serbuk TKKS dalam NaOH 1 N selama dua jam pada suhu ruang
disertai dengan pengadukan, kemudian dilanjutkan dengan mengotoklaf bahan
selama 15 menit pada 121°C. Setelah dilakukan pencucian dan pengeringan
terhadapbahan, proses dilanjutkan dengan hidrolisis enzimatik menggunakan enzim
selulase dan selobiase selama 48 jam. Hasil akhir dari hidrolisis ini adalah gula yang

dapat digunakan untuk fermentasi (fermentable sugar).

. ASETON-BUTANOL-ETANOL

Aseton-butanol-etanol adalah produk yang digunakan sebagai bahan kimiadan
bahan bakar. Selama ini, ABE dihasilkan melalui proses petrokimiawi terhadap

minyak bumi. Selain dapat dihasilkan melalui proses petrokimiawi, ABE juga dapat
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dihasilkan melalui biokonversi bahan-bahan terbarukan {renewable resources) oleh
bakteri Clostridium acetobutylicurn {Qureshi dan Maddox, 1991).

Aseton adalah bahan kimia berwujud cair yang memiliki sifat tidak berwarna,
berbau amis yang menusuk hidung, mudah menguap dan mudah terbakar. Salah
satu kegunaan aseton adalah sebagai bahan pelarut organik (Tjokroadikoesoemo,
1986). Menurut Guenther (1949), pada tekanan 760 mmHg, aseton memiliki titik
didih sebesar 56,48°C.

Menurut Tjokroadikoesoemo (1986), butanol adalah cairan yang digunakan
sebagai bahan pelarut, sebagai resin detergen dan melamin, bahan pewama, dan
sebagai plastisizer. Butanol yang disebut juga 1-butanol adalah nama perdagangan
dari n-butil-alkohol. Senyawa ini memiliki bau yang menusuk hidung dan mendidih
pada suhu 117,42°C. Menurut Buchta dalam Prave et al. (1987) butanol
merupakan bahan dasar untuk membentuk butadien, pada produksi karet sintesis.

Etanol atau etil alkohol merupakan bahan cair yang banyak digunakan sebagai
pelarut organik. Etanol dapat dibuat dari berbagai bahan has# pertanian. Etanol
merupakan produk yang lazim dihasitkan dalam setiap proses fermentasi terhadap
bahan bahan yang mengandung monosakarida, disakarida atau polimernya
(Gumbira-Sa’id, 1987). Menurut Guenther {1949}, etanol memiliki titik didih sebe-
sar 78,30°C pada tekanan 760 mmHg.

Dari ketiga jenis pelarut di atas, hanya etanol saja yang sudah diproduksi
dengan menggunakan teknik fermentasi. Aseton selama ini diproduksi dengan
cara dehidrogenasi isopropanol dengan katalis Cu dan Zn pada suhu 450°C atau

dengan katalis ZnO pada suhu 380°C (Chang dan Tikkanen, 1988). Adapun

butanol diproduksi dengan h.drogenasi butiraldehid atau asetaldehid. Butiraldehid
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dan asetaldehid yang selama ini digunakan berasal dari pemecahan {cracking)
terhadap propilen, salah satu turunan minyak bumi. Proses tersebut tidak dapat
berlangsung terus-menerus karena persediaan minyak bumi semakin lama semakin

sedikit.
. Clostridium acetobutykcum

Bakteri Clostridiumacetobutylicurmtermasuk ke dalam kelas Endosporae, tamili
Bacillaceae, genera Clostridium dengan bentuk bulat (kokus). Bakten tersebut
termasuk golongan Gram negatif dan anaerobik obligat, bersifat heterotrof dan
termofilik (Pelczar dan Chan, 1986).

Menurut Wang et al. (1978), berdasarkan pola pertumbuhannya, C.
acetobutyficum termasuk mikroorganisme yang memiliki pola pertumbuhan
campuran. Pola pertumbuhannya berupa sebagian pembentukan produk
berasosiasi dengan pembentukan biomassa, dan pada fasa lain pembentukan
produk tidak berasosiasi dengan pertumbuhan biomassa. Sifat pertumbuhan
seperti ini menjelaskan bahwa pembentukan produk mencapai maksimum pada
saat pertumbuhan minimum,

Bakteri C. acetobutyficum dapat membentuk suatu struktur di dalam sel pada
tempat-tempat yang khas, struktur ini disebut endospora. Endospora merupakan
bentuk kehidupan yang paling resisten. Endospora dapat bertahan hidup dalam
keadaan kekurangan nutrien, tahan terhadap panas dan unsur-unsur fisik lainnya
seperti pembekuan, kekeringan, radiasi ultra violet serta tahan terhadap bahan-
bahan kimia yang dapat menghancurkan bakteri yang tidak membentuk spora

(Hadioetoemo, 1985). Menurut Dwidjoseputro {1978), spora bakteri ialah bentuk
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bakteri yang sedang dalam usaha mengamankan diri terhadap pengaruh buruk dari
luar. Dinding spora akan pecah segera setelah keadaan di luar kembali normal.
Mekanisme pembentukan spora {sporulasi) dapat dibagimenjadiempat tahap, yaitu
(a) diawali dengan pertumbuhan koloni yang lambat, (b} terlihat adanya bahan-
bahan lipoprotein yang mengumpul ke salah satu ujung sel, sehingga ujung itu
tampak padat, {c) muncul selubung yang membungkus calon spora yang
impermeable bagi zat-zat pengganggu dan (d) calon spora berubah bentuk dan
volumenya menjadi spora. Jika spora itu berupa endospora, maka tetap berada di
dalam sel. Sel dapat pecah karena perkembangan endospora. Pecahan tersebut
kemudian luluh menjadi satu dengan medium.

Dalam proses fermentasi, C. acetobutylicum menghasilkan butanol sebagai
produk utama. Menurut Roffler et a/. (1887) butanol dapat menghambat proses
fermentasi di atas apabila konsentrasinya melebihi 10 - 15 gfl. Jalur biokimiawi
fermentasi ABE disajikan dalam Gambar 3.

Menurut Gottschalk dan Grupe (1992), proses fermentasi ABE terdiri dari dua
tahap yaitu tahap asidogenesis dan tahap solventogenesis. Pada tahapan
asidogenesis dihasilkan asam asetat dan asam butirat. Pada tahap ini terjadi
penurunan pH dari 6 menjadi 4,5. Pada tahap solventogenesis terjadi konversigula
menjadi bahan pelarut, bersamaan dengan itu terjadi juga konsumsi sejumlah asam
asam butirat dan asam asetat (Fond et a/,1986). Mekanisme masuknya asam
yang terbentuk ke dalam jalur biokimia pembentukan aseton-butanol-etanot adalah
melalui perubahan asam asetat menjadi butirit CoA dan butirat menjadi asetil CoA

{Gottschalk dan Gruppe, 1992).
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Gambar 3. Lintasan biokimiawi pembentukan aseton-butanol-etanol oleh
C. acetobutylicum (Gottschalk dan Grupe, 1992)

Teknik Penanganan Bakteri Anaerobik

Mikroorganisme, seperti halnya makhiuk hidup yang lain, membutuhkan

energi bagi kehidupannya.

Siklus pembentukan dan penggunaan energi
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melibatkan dua proses, yaitu anabolisma dan katabolisma. Anabolisma
dibedakan menjadi asimilasi dan bioseintesa.  Asimilasi adalah proses
pembentukan komponen bahan makanan menjadi substansi sel untuk
pertumbuhannya. Biosintesa adalah proses pembentukan senyawa komplek
yang cukup banyak, lebih dari sekedar yang dibutuhkan. Pada tahap ini
dibutuhkan energi. Energi tersebut diperoleh dari proses katabolisma yang
berupa disimilasi, yaitu penguraian senyawa substrat atau substansi sel
menjadi senyawa yang lebih sederhana dan energi {Gumbira Sa’id, 1987)

Perbedaan proses anaerobik dan aerobik terletak pada digunakannya
oksigen bebas sebagai oksidator pada proses disimilasi. Jika oksigen bebas
tidak digunakan sebagai oksidator, namun diganti oleh senyawa antara atau
senyawa substrat yang dapat direduksi, maka proses dikatakan anaerobik.
Menurut Bailey dan Oliis (1977}, disimilasi anaerobik adalah jalur katabolik
yang paling sederhana di antara sekian banyak jalur reaksi katabolik yang
berlangsung di alam.

Pada prakteknya, untuk menumbuhkan bakteri anaerobik di dalam suatu
medium dapat dilakukan dalam dua cara. Cara pertama adalah peniadaan
oksigen dari medium atau lingkungan tempat hidup bakteri. Cara kedua
adalah dehgan mengusahakan agar tegangan oksidasi-reduksi (O-R) di dalam
sistem pembiakannya terjaga rendah sehingga biakan terlindungidari pengaruh
toksik O, (Hadioetoemo, 1985).

Salah satu cara yang cukup populer untuk menghilangkan oksigen adalah
dengan menggunakan gas CO, H, dan N, atau campuran ketiganya.

Menurut Hungate {1969) untuk menurunkan tegangan oksidasi-reduksi suatu
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medium dapat dilakukan dengan menambahkan bahan pereduksi. Bahan
pereduksi yang cukup banyak digunakan adalah natrium tioglikolat atau
gabungan pirogalol dan natrium hidroksida. Untuk memelihara kultur, Hungate
(1969) juga menerapkan penggunaan tabung dengan tutup karet.
Penanganan medium cair untuk menumbuhkan mikroorganisme anaerobik
dapat dilakukan dengan menghembuskan aliran gas ke dalam medium ketika
dipanaskan untuk kemudian ditutup dengan segera. Halyang sama dilakukan
juga ketika memindahkan medium ke dalam tabung. Teknik penanganan

medium cair untuk bakteri anaerobik dapat dilihat pada Gambar 4.

Zﬁ\\ ZE\ |
Gambar 4. Teknik Pengondisian: anaerobik pada medium cair {Bryant,
1972).

Metoda umum yang diterapkan untuk menyimpan biakan bakteri
anaerobik adalah dengan menambahkan gliserol pada medium cair untuk
selanjutnya disimpan di dalam pembeku (freezer) suhu -20°C.  Gliserol

tersebut biasanya diinjeksikan ke dalam tabung anaerobik pada saat laju
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pertumbuhan bakteri mencapai pertengahan fase logaritmik. Tahap selanjut-
nya adalah meratakanisi tabung dengan mengocoknya. Dengan penambahan
gliserol, penyimpanan pada suhu -20°C tidak menyebabkan isi tabung
membeku. Menurut Hippe {1984), dengan cara ini kultur dapat disimpan

selama lima tahun.

Beberapa Faktor Penting Pada Fermentasi ABE

Peristiwa yang umum terjadi pada banyak fermentasi adalah pengham-
batan oleh produk akhir, dernikian halnya dengan fermentasi ABE. Butanot
yang merupakan produk akhir utama dapat menghambat berlangsungnya
fermentasi. Gutierrez danMaddox {1992}, menyatakan bahwa butanol dapat
menghambat pertumbuhan sel sampai 50 persen pada konsentrasi 7 sampai
13 gfl. Penghambatan sempurna terjadi jika konsentrasi butanolmencapai 12
sampai 16 g/l.

Faktor lain yang mempengaruhi fermentasi ABE adalah konsentrasi
sumber nitrogen. Kanchanatawee et al. {1992} dalam penelitiannya
mengungkapkan bahwa peningkatan kadar amonium sulfat cenderung
meningkatkan produktivitas pembentukan pelarut. Pada konsentrasi amonium
sulfat 3 g/l dapat diperoleh produktivitas pembentukan pelarut sebesar 0,49

g/l jam.

Perkembangan Fermentasi Aseton-Butanol-Etanol
Fermentasi aseton-butanol-etanol (ABE) dilakukan dengan menggunakan
bakteri anaerobik Clostridium acetobutylicum pada substrat yang mengan-

dung gula pentosa (xilosa dan aratinosa) dan atau heksosa {(glukosa dan



20

fruktosa). Kedua bahan di atas dapat diperoleh dari hasil hidrolisis selulosa dan
hemiselulosa (Fond et a/., 1986).

Fermentasi ABE pertama kali dilakukan pada tahun 1340 dengan
menggunakan tetes sebagai substrat. Femmentasi dilakukan secara curah
dengan konsentrasi awat substrat 45 - 50 g/l selama 40 - 45 jam. Kompaosisi
hasil yang diperoleh adalah 60 persen butanol, 30 persen aseton dan 5 - 10
persen etanol (Higgins et a/., 1985).

Fermentasi ABE memerlukan kondisi anaerobik dan termofilik. Fond et al.
(1986} melakukan penelitian fermentasi ABE secara curah pada suhu 35°C
dan pH 4,8. Sedangkan Kanchanatawee dan Maddox {1992} melakukan
penelitian fermentasi ABE secara curah pada suhu 34°C dan pH yang
dipertahankan pada nilai 5,0 - 5,5.

Menurut Fond et a/. (1986), fermentasi ABE dengan sistem curah dapat
mengkonversi gula sampai 68 g/l dengan rendemen pelarut terhadap gula
sebesar 32,5 persen, dan menghasilkan 20 g/l campuran pelarut. Fermentasi
tersebut dilakukan dengan substrat campuran 35 g/l glukosa dan 39 g/l xilosa.
Kanchanatawee et a/. (1992) melaporkan bahwa pada umumnya produk-
tivitas fermentasi ABE dengan sistem curah berkisar antara 0,1 - 0,5 g/l jam.
Proses fermentasi sinambung menggunakan sel bebas untuk produksi ABE
seperti dilaporkan Kanchanatawee et al (1992) dapat meningkatkan
produktivitas sampai 1 g/l jam. Beberapa metoda fermentasi terus dikem-
bangkan untuk dapat meningkatkan produktivitas tersebut. Salah satunya

adalah metoda crossflow microfiftration untuk mendaur ulang sel. Namun
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ternyata cara tersebut belum stabil dan bahkan menyebabkan degenerasi
kultur (Kanchanatawee et al., 1992).

Cara lain yang juga telah dilakukan untuk tujuan di atas adalah dengan
metoda in situ extractive fementation (Roffler et al, 1988). Fermentasi
dengan cara ini ditakukan dengan sistem curah terumpani (fed batch). Dalam
metoda di atas kultur dan biomassa dipisahkan dari produk dalam suatu kolom
pemisah. Pada satu tahap tertentu dari proses, kultur dan biomassa
didaurulang kembali ke datam bioreaktor. Tujuan metoda ini adalah menghin-
dari bertemunya mikroorganisme dengan produk, dalam hal ini butanol, yang
merupakan penghambat proses. Cara di atas cukup berhasil meningkatkan
produktivitas menjadi 1 g/l. jam. Namun demikian metoda in situ bersifat
mahal karena diperlukan peralatan dan rancang bangun yang sulit.

Metoda yang lebih memungkinkan untuk dilaksanakan dalam penelitian
laboratorium adalah amobilisasi sel dengan metode penjeratan menggunakan
alginat. Menurut Kanchanatawee et a/ (1992) cara ini pernah dicoba dan
berhasil meningkatkan produktivitas sampai 1,7 g/l. jam. Fementasi
sinambung lainnya yang dilakukan dalam bioreaktor unggun diam (packed bed
bioreactor) dengan sel teradsorpsi pada arang aktif dari tulang {bone char} dan
substrat whey permeat dapat menaikkan produktivitas sampai 6,5 gt jam

(Kanchanatawese et al., 1992)

G. BIOREAKTOR UNGGUN DIAM {PACKED BED BIOREACTOR)

Berdasarkan jenis aliran substrat yang masuk ke dalam bioreaktor, terdapat

tiga jenis bioreaktor unggun diam, yaitu downward flow bioreactor, upward flow
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bioreactor dan recycle bioreactor (Chibata, 1978). Jenis bioreaktor yang umum
digunakan dalam industri adalah jenis upward flow bioreactor, karena tidak
menyebabkan pemampatan dalam kolom. Di dalam prakteknya, penggunaan
bioreaktor unggun diam memerlukan suatu matriks untuk menjerat sel bebas
{Schugerl dan Sittig, 1987).

Dalam beberapa hal, penggunaan bioreaktor unggun diam lebih mengun-
tungkan daripada penggunaan bioreaktor sinambung berpengaduk {Continue
Steered Tank Reactor). Menurut Van't Riet dan Tramper (1987), pada keadaan
yang sama, volume kerja bioreaktor unggun diam lebih kecil dibanding volume kerja
CSTR. Menurut Mangunwidjaja {1990), pada keadaan kinetika umum, produk-
tivitas bioreaktor unggun diam lebih tinggi daripada CSTR pada volume yang sama.

Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam merancang bioreaktor unggun
diam terutama adalah faktor dimensi kolomn, terutama perbandingan antara tinggi
kolom dengan diameternya. Menurut Kim dan Byun (1982), dari hasil peneiitian-
nya menggunakan tiga macam perbandingan tinggi dan diameter sebesar 3,9,
10,3 dan 21,3 disimpulkan bahwa perbandingan sebesar 10,3 memberikan hasil
yang optimal. Faktor yang kedua adalah faktor laju alir substrat yang mempenga-
ruhi laju penurunan aktivitas sel. Penurunan aktivitas sel bergantung pada waktu
alir bukan pada volume alir, sebab volume alir bersifat seragam pada setiap bagian
kolom. Faktor yang terakhir adalah faktor ukuran partikel matriks (Chibata, 1979).
Di dalam penelitiannya, Kanchanatawee et al. {1992) menggunakan partikel
berukuran diameter 0,355 - 0,6 mm sebagai matriks untuk bioreaktor unggun diam
berukuran tinggi 24 cm dan diameter kolom 3,9 cm. Hasil penelitian tersebut

menunjukkan bahwa produktivitas dapat mencapai nilai sebesar 6,5 g/l jam.
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. PARAMETER KINETIKA FERMENTASI

Menurut Stanbury dan Whitaker (1984), di dalam fermentasi curah,
mikroorganisme tumbuh mengikuti pola tertentu. Pada periode pertama
mikroorganisme mengalami adaptasi untuk selanjutnya tumbuh dengan cepat pada
fasa logaritma. Setelah beberapa waktu, mikroorganisme akan mengalami fasa
pertumbuhan yang minimum dan dikuti oleh fasa pertumbuhan stasioner. Pada

fase eksponensial, laju pertumbuhan biomassa, digambarkan pada persamaan 1.

—X = px {persamaan 1)

u# : laju pertumbuhan spesifik {jam™)
X : konsentrasi biomassa
t :waktu (jam}

Dengan

Hasil integrasi dan bentuk logaritma persamaan 1 menghasilkan persamaan

seperti terlihat pada persamaan 2 dan persamaan 3.

X, = X,ert (persamaan 2)

In X, = 1n X, + pt {persamaan 3)

Berdasarkan persamaan 3 dapat diketahui nilai g adatah koefisien arah
{gradien) kurva hubungan In X dengan t. Menurut Wang et al. (1978), untuk
mengetahui nilai rendemen (yields} dari suatu fermentasi digunakan persamaan

seperti pada persamaan-persamaan 4, b dan 6.
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Yp/s=—ﬁ—§ (persamaan 4)

Yx/s=% (persamaan 5)
_ApP

Yp,x-ﬁ (persamaan 6)

Dengan P : konsentrasi produk
S : konsentrasi substrat
X : konsentrasi biomassa

Menurut Luedeking dan Piret di dalam Gumbira-Said, (1987), laju penggunaan
substrat dan laju pembentukan produk yang dilakukan oleh mikroorganisme dengan

pola pertumbuhan campuran adalah seperti persamaan 7 dan 8.

IT = ap + B (persamaan 7)
o = -2 +m (persamaan 8)
Yx/s'

Dengan Y i Y el

a
B Vi M

7 laju spesifik pembentukan produk {(g/l jam)
o : laju spesifik penggunaan substrat {g/l jam)
m : laju spesifik pemeliharaan kultur {jam™)

Menurut Primorse (1987), jika sejumlah medium segar ditambahkan ke dalam
sebuah fermentor dengan debit alir F (I/jam) dan V {l} sebagai volume kerja

fermentor, maka laju kehilangan mikroorganisme di dalam fermentor disebut laju
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dilusi (D). Persamaan laju dilusi dapat dilihat pada persamaan 9. Waktu tinggal

fermentasi sinambung dapat dilihat pada persamaan 10.

D = i; {(persamaan 9)

{(persamaan 10)

el

Dengan D :laju dilusi (jam™)
: debit alir substrat (l/jam)
T :waktu tinggal (jam)

T

Pendekatan untuk menentukan nilai D, menurut Stanbury dan Whitaker
(1984) dapat dilakukan berdasarkan nilai y, ... Dalam praktek, nilai-nilai D
ditetapkan di bawah nilai i, ... Jika nilai D ditetapkan lebih besar dari nilai 4/,
maka akan terjadi wash out atau mikroorganisme tercuci keluar.

Produktivitas fermentasi sinambung menurut Wang et a. (1978) dapat

ditentukan dengan persamaan matematik seperti pada prsamaan 11.

P = DX (persamaan 11}

Dengan P : produktivitas fermentasi sinambung (gl jam}
D :laju dilusi (jam™)
X : konsentrasi produk (g/l)



tll. BAHAN DAN METODA

A. BAHAN-BAHAN PENELITIAN

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah tandan kosong
kelapa sawit {TKKS) yang merupakan limbah padat industri minyak kelapa
sawit. Bahan baku tersebut diperoleh dari Pabrik Kelapa Sawit (PKS) PT.
Perkebunan (PTP) IX Kertajaya, Kabupaten Lebak, Jawa Barat. Bahan kimia
yang dipergunakan dalam penelitian ini dibagi dalam tiga kelompok yaitu
bahan-bahan yang dipergunakan untuk menghidrolisa TKKS dan bahan-bahan
yang digunakan untuk fermentasi produksi aseton-butanol-etanol {ABE) dan
bahan-bahan yang digunakan untuk anafisa.

Bahan-bahan untuk hidrolisis adalah air destilata, Na-hidroksida 1 N,
Na-sitrat, asam sitrat, enzim selulase (celluclast) dan selobiase (Novozym) yang
diperoleh dari PT. Supra Incomer perwakilan NOVO di Jakarta, resin {kation
dan anion), arang aktif. Bahan-bahan yang digunakan untuk fermentasi terdiri
atas biakan Clostridium acetobutylicum P-262 yang diperoleh dari Prof. fan
Maddox dari Jurusan Teknologi Proses dan Lingkungan Universitas Massey,
Selandia Baru; etanol 95 persen; medium aktivasi yang berupa cooked meat
medium {CMM} dan D-glukosa {khusus untuk mikrobiologi}; medium propagasi
yang berupa D-glukosa (khusus untuk mikrobiologi), kalium dihidro posfat,
natrium klorida, Na-asetat, L-sistein-HC|, mangan sulfat monohidrat, besi (I1}
sulfat heptahidrat, biotin, magnesium sulfat heptahidrat, tiamin-HCl, asam
amino benzoat, ekstrak khamir dan amonium sulfat; dan HCl untuk mengatur

pH.
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Bahan-bahan yang digunakan untuk analisa adalah pereaksi DNS yang
berupaasam dinitrosalisilat, Na-hidroksida, Na-K-tartrat, fenol, Na-meta bisulfit
dan asam klorida. Beberapa standar seperti glukosa, sukrosa, xylosa,
selobiosa, asam asetat dan asam butirat; bahan untuk analisa kadar hemiselu-
losa yang terdiri atas pereaksi NDF (natrium dodesil sulfat, EDTA, natrium
borat dekahidrat, dinatrium hidrogen fosfat, etilen glikol monoetil eter, dan
pereaksi ADF (asam sulfat, cetil metil amonium bromida); dan bahan untuk
menganalisa kadar lignin serta sefulosa yang berupa pereaksi A (kalium
permanganat, perak sulfat, besi nitrat nanohidrat, perak nitrat, asam asetat
glasial, kalium asetat, butil alkohol tersier} dan pereaksi B (asam oksalat

dihidrat, etanol 95 persen dan asam klorida pekat).

ALAT-ALAT PENELITIAN

Alat-alat penelitian dibagi ke dalam empat kelompok yaitu alat-alat
untuk penanganan bahan, alat-alat untuk hidrolisis, alat-alat untuk fermentasi
dan alat-alat untuk analisa. Alat-alat penanganan bahan adalah golok, alat
pengecil ukuran (mil}. Alat-alat untuk hidrolisis TKKS berupa reaktor
berpengaduk {stirred reacton, otoklaf, kain penyaring, gelas. piala 2000 ml,
oven pengering, erlenmeyer 2000 mi, timbangan analitik, labu takar 1000 ml,
penangas air (water bath), pipe_t, kertas saring Whatman 40, penyaring vakum
(aspirator), pemanas berpengaduk magnet (hot plate steerer), termometer,
kolom resin, statip, selang plastik, sumbat kapas, dan aluminium foil.

Alat-alat yang digunakan untuk fermentasi meliputi sumbat karet yang
dimodifikasi dengan penambahan selang silikon, erlenmeyer 125 ml, tabung

reaksi dengan tutupnya, clean bench, kotak anaerobik, wadah anaerobik
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(candle jar), sarung tangan karet, perangkat gas nitrogen, pembakar bunsen,
reaktor curah {menggunakan botol khusus}, reaktor sinambung dari bahan
gelas (tinggi 38,5 cm, diameter 11,5 cm), matriks silika gel, pompa peristaltik,
dan wadah termos.

Alat-alat yang digunakan untuk analisa meliputi kromatografi gas,
kromatografi cair kinerja tinggi, spektrofotometer, perangkat penguijian

selulosa, lignin dan hemiselulosa.

WAKTU DAN TEMPAT PENELITIAN

Penelitian ini ditaksanakan selama lebih kurang enam bulan. Penelitian
di mulai pada bulan November 1993 sampai dengan Maret 1994. Penelitian
dilaksanakan di laboratorium Bioindustri, Jurusan Teknologi Industri Pertanian,

Fakultas Teknologi Pertanian, IPB.

METODA PENELITIAN

1. Hidrolisis tandan kosong kelapa sawit

a. Penentuan komposisi kimia TKKS
Hidrolisis TKKS dilakukan untuk memperoleh hidrolisat yang
mengandung gula yang akan dipergunakan dalam fermentasi ABE.
Hidrolisis TKKS ditakukan dalam beberapa tahap. Tahap pertama adalah
penanganan bahan yang bertujuan untuk mengurangi ukuran bahan.
Kegiatan yang dilakukan dalam tahap ini mefiputi perajangan tandan

yang dilakukan dengan menggunakan golok. Serpihan tandan dibuat
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kira-kira sebesar 10 - 15 cm. Serpihan yang berwujud serat-serat
panjang kemudian dijemur dengan sinar matahari setelah sebelumnya
dibersihkan dari kotoran-kotoran yang melekat. Penjemuran dihentikan
sampai bahan cukup kering untuk mempermudah proses penghancuran
{milling). Serpihan TKKS selanjutnya dihancurkan dengan mesin peng-
hancur bermata pisau dan memiliki saringan 60 mesh. Serbuk TKKS
yang dihasilkan berwujud seperti serbuk gergaji yang cukup halus. Sam-
pai dengan tahap ini dapat dilakukan analisis proksimat terhadap bahan,

yaitu berupa analisis kadar selulosa, hemiselulosa, lignin, kadar abu.

. Hidrolisis TKKS

Tahap berikutnya dari rangkaian hidrolisis TKKS adalah penghila-
ngan lignin (delignifikasi yang dilakukan dengan perendaman 100 gr
serbuk TKKS kering dalam 2000 ml larutan NaOH 1 persen pada suhu
ruang. Perendaman tersebut diikuti pula dengan pengadukan. Dalam
penelitian ini, perendaman dan pengadukan dilakukan dalam reaktor
berpengaduk (stimed reactor). Campuran serbuk dan larutan NaOH
kemudian diotoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. "Hasil dari tahap
ini kemudian disaring dengan menggunakan kain penyaring sambil
dibersihkan dengan menggunakan air hangat. Setelah dibersihkan,
serbuk hasil deligniifikasi kemudian dikeringkan sampai kering untuk
kemudian dihaluskan kembali dengan alat penghancur berupa blender.

Sebelum dilanjutkan ke tahap hidrolisis enzimatik, dilakukan

persiapan pembuatan buffer sitrat pH 4,8 sebanyak 2 liter. Hidrolisis
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enzimatik dilakukan dengan memasukkan 40 gram TKKS pasca delig-
nifikasi ke dalam 2 liter buffer sitrat serta ditambah masing-masing 0,5
ml enzim selulase dan selobiase. Hidrolisis dilakukan di dalam reaktor
berpengaduk yang ditempatkan pada penangas air. Proses tersebut ber-
langsung selama 72 jam pada suhu 48°C. Metode hidrolisis TKKS di
atas dilakukan berdasarkan metode yang dikembangkan oleh Anis et al.
(1994).

Hidrolisat yang dihasilkan berupa beningan (fiitrat) yang agak
keruh. Penghilangan kekeruhan dilakukan dengan penyaringan
menggunakan pompa vakum yang dikombinasikan dengan pemucatan
menggunakan arang aktif. Pemekatan untuk meningkatkan konsentrasi
gula pada hidrolisat dapat dilakukan sebelum proses pemucatan. Tahap
akhir proses perolehan hidrolisat adalah penyaringan menggunakanresin
kation dan anion. Setelah tahap ini diperoleh beningan yang siap

digunakan untuk fermentasi.

2. Fermentasi aseton-butanol-etanol

a. Penanganan kultur Clostridium acetobutyilicum
Penanganan kultur bakteri Clostridium acetobutylicummemeriukan
teknik yang unik. Isolat C. acetobutylicurn yang berupa spora dalam
suspensi cair diaktifkan dengan memindahkan beberapa mililiter isolat ke
dalam tabung bertutup yang berisi campuran cooked meat medium
(CMM), 0,1 g D-glukosa dan 10 ml air. Pemindahan spora dilakukan

dengan pipet dan tidak memerlukan kondisi anaerobik. Penyimpanan
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tabung aktivasi dilakukan dalam jar anaerobik (candle jar} yang dapat
divakumkan.

Untuk menguji keaktifan spora, dilakukan penumbuhan bakteri
dalam agar miring. Agar yang digunakan adalah reinforced clostridial
agar (RCA). Pemindahan dari tabung aktivasi ke dalam agar miring
dilakukan dalam keadaan anaerobik. Seluruh pekerjaan dilakukan dalam
kotak anaerobik yang dapat dihilangkan udara di dalamnya dengan gas
nitrogen. Selanjutnya biakan disimpan dalam inkubator pada suhu 34°C

Pembuatan medium propagasi dilakukan dengan membuat
medium sintesis lengkap yang disarankan oleh Kanchanatawee et al.
(1992), seperti terlihat pada Tabel 4. Untuk mendapatkan kondisi
anaerobik, sedapat mungkin oksigen di dalam wadah medium dihilang-
kan. Hal ini dilakukan dengan jalan mengalirkan gas nitrogen ke dalam
wadah pada waktu pendidihan medium. Sebanyak 100 ml medium
selanjutnya disterilkan untuk kemudian diinokulasikan spora aktif.
Pekerjaan ini dilakukan di dalam kotak anaerobik. Sebelum diinokulasi-
kan pada bioreaktor, spora dipropagasikan selama 24 jam.

Untuk memelihara ketersedian kultur bakteri, ditlakukan proses
pengambilan spora. Secara teknis hal tersebut dilakukan dengan jalan
menumbuhkan bakteri seperti dalam biakan propagasi selama lebih dari
24 jam. Spora yang terbentuk bervarna putih dan berkumpul di bagian
bawah wadah. Spora diambil setelah dipisahkan dari medium dengan
menggunakan sentrifus. Penyimpanan spora dilakukan dalam keadaan

beku.
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Tabel 4. Medium yang dipergunakan untuk penanganan C. aceto-

butylicum
Kegiatan Komponen medium Jurmiah

Aktivasi Cooked meat medium 1,6 g
glukosa 0.1 g
Air destilata 10 mi

Propagasi Glukosa 50 g
K,HPO, 0,04 g
NaCl 01g
CH,COONa 01g
L-Sistein-HCI 0,05¢g
MnS0O,.H,0 0,002 g
FeS0,.7H,0 0,002 g
Biotin 0,0004 g
MgS0,.7H,0 0,04 ¢g
Tiamin-HCl 0,0016 g
Asam amino benzoat 0,004 g
Ekstrak ragi 05g
(NH,),S0, 0,39
Air destilata 100 ml

Fermentasi Substrat 40 - 60 g
K,HPO, 044
NaCl 1g
CH,COONa 14
L-Sistein-HCH 0,5¢g
MnSO,.H,0 0,02 ¢g
FeS0,.7H,0 0.02¢g
Biotin 0,004 g
MgS0,.7H,0 0.4g
Tiamin-HCI 0,016 g
Asam aming benzoat 0,04 g
Ekstrak ragi 5¢
(NH,),SO, 3g
Air destilata 1000 mi

Pemeliharaan kultur Reinforced Clostridial
agar 52,5g
Air destilata 1000 ml
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. Fermentasi curah produksi ABE

Fermentasi curah dilakukan untuk dua buah substrat (hidrolisat
TKKS dengan campuran glukosa dan substrat sukrosa murni}.
Fermentasi diawali dengan mempersiapkan bioreaktor fermentasi curah
yang dilengkapi sumbat berselang silikon seperti pada Gambar 5.
Persiapan yang dilakukan adalah pencucian dan sterilisasi di dalam

otoklaf. Tata cara pembuatan substrat fermentasi hampir sama dengan

'selang silikon

Volume 1 liter

Gambar 5. Bioreaktor yang digunakan untuk fermentasi curah
ABE

Untuk membuat substrat fermentasi, D-glukosa pada mediumyang
disarankan Kanchanatawee et a/. {1992) disubstitusi dengan hidrolisat

TKKS atau sukrosa. Fermentasi curah pertama dilakukan dengan
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substrat hidrolisat TKKS ({kadar gula terfermentasi 13,89 g/} dan
penambahan glukosa (6,11 g/l}. Fermentasi curah kedua dilaksanakan
dengan menggunakan substrat sukrosa murni 60 g/l. Substrat tersebut
selanjutnya disterilkan dalam otoklaf. Segera setelah bioreaktor dan
substrat fermentasi dikeluarkan dari otoklaf, dilakukan pemasukan
substrat ke dalam bioreaktor. Cara memasukkannya adalah dengan
mengalirkan gas nitrogen ke dalam wadah substrat {yang memiliki
sumbat dengan dua lubang masukan dan keluaran}. Gas nitrogen
mendesak cairan substrat masuk ke dalam bioreaktor karena adanya
pengaruh tekanan.

Penggunaan tekanan akibat aliran gas nitrogen diterapkan juga
pada waktu inokulasi biakan propagasi ke dalam bioreaktor. Dengan
cara tersebut dapat dipertahankan kondisi anaerobik pada bioreaktor.
Fermentasi curah dilakukan pada suhu 34°C selama 60 jam dan pada
jam-jam tertentu dilakukan pengambilan sampel. Pada fermentasi curah
dengan substrat campuran hidrolisat TKKS dan glukosa, sampel diambil
tiap 10 jam sekali, sedangkan pada fermentasi dengan substrat sukrosa,
sampel diambil tiap 12 jam sekali. Sebelum sampel ditempatkan pada
botol sampel, dilakukan sentrifusi pada 4000 RPM pada suhu -4°C.
Sampel fermentasi kemudian dianalisa pH-nya dengan menggunakan pH
meter elektronik, biomassa diukur dengan metode bobot kering sel, gula,
asam dan pelarut yang dihasilkan dianalisa dengan menggunakan
kromatografi gas model Hitachi 263-50 yang dilengkapi dengan {1)

detektor ionisasi api (FID} dengan suhu 155°C, (2) kolom jejal Porafax
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Q 100/200 mesh (0,7 m x 0,5 cm) dengan suhu 185°C (3} gas
pembawa bahan sampel yang berupa gas nitrogen dan hidrogen
(perbandingan 1 : 2) dan tekanan udara 0,7 kg/cm?, serta (4) alat
pencetak model Hitachi D-2500 Chromatro-Integrator. Kromatograficair
kinerja tinggi yang dilengkapi (1) kolom Bondapak C-18 (30 cm x 3.9
mm} dengan suhu kerja 60°C dan laju alir 1 ml/menit, (2} detektor
Refractive Index (Rl), (3) detektor absorbansi model 440 dengan panjang

gelombang 254 nm serta (4} pencetak model Waters 740 Data Modul.

. Fermentasi sinambung produksi ABE

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari fermentasi curah, fermentasi
sinambung dilakukan pada tiga tingkat laju dilusi yaitu 0,05, 0,10 dan
0,15 jam™. Persiapan yang dilakukan berkenaan dengan hal ini adalah
pembuatan medium fermentasi yang identik dengan medium fermentasi
pada proses curah. Substrat yang digunakan untuk fermentasi
sinambung adalah hidrolisat TKKS (kadar gula terfermentasi disesuaikan
menjadi 40,0 g/l}). Fermentasi pada laju dilusi 0,15 jam™ menggunakan
campuran hidrolisat TKKS (kadar gula 32,89 g/} dan glukosa (7,11 g/l).
Fermentasi pada laju dilusi 0,10 jam™* menggunakan campuran hidrolisat
TKKS dan glukosa dengan perbandingan kadar gula (36,21 g/t : 3,79
g/l) dan fermentasi pada laju dilusi 0,05 jam™ menggunakan hidrolisat
TKKS sebanyak 40 g/l. Sterilisasi medium dilakukan bersamaan dengan
sterilisasi matriks silika gel dan bioreaktor unggun diam. Pengisian
matriks ke dalam bioreaktor di lakukan di dalam ruang steril (clfean

bench). Volume kerja bioreaktor setelah diisi matriks adalah 250 ml.
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Tahap selanjutnya adalah menghilangkan oksigen di dalam bioreaktor
dengan jalan mengalirkan gas nitrogen dari bagian bawah bioreaktor.
Prosedur di atas dilakukan selama lebih kurang 15 menit. Pemasukkan
mediurn fermentasi dan biakan propagasi ke dalam bioreaktor dilakukan
dengan menggunakan pengaruh tekanan akibat aliran gas nitrogen.
Sebelum fermentasi sinambung dimulai, dilakukan proses curah
selama 24 jam untuk kemudian substrat dialirkan secara sinambung ke
dalam bioreaktor dengan menggunakan pompa peristaltik. Debit alir
substrat disesuaikan dengan laju dilusi yang ditetapkan. Fermentasi
sinambung dilakukan selama tiga kali waktu tinggalnya {retention time}.
Pengambitan sampel dilakukan pada jam ke 0, 10, 20, 30, 45 dan
60 untuk fermentasi sinambung dengan !aju dilusi 0,05 jam™, jam ke O,
10, 20, 25 dan 30 pada fermentasi dengan laju dilusi 0,10 jam™, serta
jam ke 0; 10; 12,5; 15; 17,5 dan 20 untuk fermentasi sinambung
dengan laju dilusi 0,15 jam™. Teknik pengambilan sampel dilakukan
secara hati-hati sehingga kondisi anaerobik dan aseptik tetap terjaga.
Penanganan terhadap sampel dilakukan secara hati-hati karena
komponen sampel terdiri dari bahan-bahan yang bersifat mudah
menguap (volatil). Untuk itu diperiukan wadah yang ditempatkan dalam
termos berisi es.
Diagram alir hidrolisis TKKS dapat dilihat pada Gambar 6. Tahap-
tahap penanganan bakteri C. acetobutylicum dapat dilihat pada Gambar

7 sedangkan diagram alir fermentasi dapat dilihat pada Gambar 8.



Serbuk TKKS
|

Perendaman dengan Pengadukan
(dalam NaOH 1 N, selama 2 jam, pada suhu ruang)

|
Pemasakan
{dalam otoklaf, selama 15 menit, pada suhu 121°C)
!
Penyaringan dan Pencucian
(dilakukan dengan air dingin/air hangat)
Pengeringan
{dalam oven pengering)
Penghalusan
{dilakukan dengan blender}

'

Serbuk TKKS bebas lignin
!
Hidrolisis enzimatik

(dengan enzim selulase 0,9% (w/v) dan enzim selobiase 0,2% (w/v)
dalam bufer sitrat pH 4,8 selama 72 jam dalam reaktor berpengaduk}

Pemekatan

{dalam penangas air suhu 30°C}
Penyaringan
{dengan pompa vakum)
Penghilangan Mineral
(dalam kolom resin kation dan anion)

¢

Hidrolisat TKKS

Gambar 6. Tahapan Hidrolisis TKKS
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Aktivasi inokulum
{dalam medium CMM, dinokulasi anaercbik selama 24 jam)

J
l

Propagasi Anaerobik Penumbuhan Kultur
(selama 24 jam) {dalam medium RCA, diinkubasi
dalam tabung anaerobik)

Pengambilan spora

 J
v
Kultur siap diinokulasi Spora non-aktif Biakan dalam agar miring
dalam fermentor

Gambar 7. Tahapan penanganan bakteri C. acetobutylicum

Hidrolisat TKKS atau sukrosa + medium tambahan

Pendidihan Medium
(dalam penangas air, disertai pengaliran gas nitrogen}

Sterilisasi
{dalam otoklaf selama 15 menit, suhu 121°C})

Pendinginan
(dalam clean bench}
Pengkondisian
Kultur siap inokulasi————— Bioreaktor « Anaerobik
{sistern curah atau sinambung}

'

Pemanenan

Analisis Produk dan Substrat

Gambar 8. Tahapan fermentasi ABE



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. PENELITIAN PENDAHULUAN

1. Analisis Proksimat Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS)

Sebagian besar komposisi Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) terdiri
dari selulosa dan hemiselulosa yang membentuk serat dan dilingkupi oleh
lapisan lignin yang kuat. Struktur seperti di atas adalah struktur yang
umum terdapat pada kayu. Penampakan secara visual struktur tersebut
pada TKKS, tidak persis seperti kayu, karena serat-serat TKKS lebih funak
dan liat.

Untuk keperluan analisis proksimat, ukuran TKKS dikurangi sampai
menjadi serbuk halus berukuran 60 mesh. Pengecilan ukuran tersebut
selain memudahkan penanganan, juga akan berpengaruh pada kemudahan
hidrolisis. Komponen TKKS yang dianalisa adalah kadar selulosa, hemiselu-
losa, lignin dan abu.

Hasil analisis terhadap komposisi kimiawi TKKS ditujukan terutama
untuk melihat besarnya kuantitas komponen selulosa dan hemiselulosa.
Monomer-monomer dari polimer karbohidrat terstrukur ini sebagian besar
adalah gula-gula yang dapat difermentasi (fermentable sugar}. Hidrolisis
terhadap bagian hemiselulosa terutama menghasilkan xilosa, sedangkan
hidrolisis terhadap bagian selulosa akan menghasilkan glukosa dan

selobiosa. Hasil analisis proksimat TKKS dapat di lihat pada Tabel 5.



40

Tabe! 5. Komposisi Tandan Kosong Kelapa Sawit yang digunakan
dalam penelitian

Komposisi TKKS Bahon awal (%1 bk |
Lignin 24,14
Selolosa 36,26
Hemiselulosa 19,14
Abu 5,92

Berdasarkan data hasil analisis proksimat, diketahui bahwa komponen
selulosa merupakan komponen yang terbesar {36 persen). Perbedaan kom-
posisi TKKS yang dipergunakan dalam penelitian ini dengan hasil analisis
TKKS menurut Pratiwi et al. (1988) terletak pada komponen ligninnya.
Komponen lignin pada TKKS yang dianalisa cukup besar (24,14 persen).
Komponen lignin yang besar ini, menurut Haigler df dalam Nevell dan Zero-
nian (1985), akan menghambat proses hidrolisis. Hal ini disebabkan oleh
fungsi lignin yang merupakan perekat yang menjalin selulosa dan hemiselu-
losa. Secara visual keberadaan lignin yang tinggi diketahui dari dinding sel
yang kaku.

Namun demikian, lignin dapat dihidrolisa dengan menggunakan alkali.
Basa atau alkali yang dipergunakan dalam hal ini haruslah basa kuat dengan
konsentrasi tinggi. Penggunaan NaOH untuk menghilangkan lignin pada
TKKS dilakukan oleh Anis et al. (1994). Penelitian tersebut telah dapat
menunjang konversi serat TKKS menjadi glukosa sampai 90 persen konver-

Si.
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2. Hidrolisis TKKS

Hidrolisis TKKS terdiri atas dua tahap yaitu penghilangan lignin (delig-
nifikasi) dan dilanjutkan dengan hidrolisis TKKS dengan menggunakan en-
zim. Tahap penghilangan lignin adalah tahap yang cukup menentukan.
Semakin banyak lignin yang hilang, maka akan semakin mudah proses
hidrolisis selulosa dilakukan.

Terdapat banyak metode yang digunakan untuk menghilangkan lignin
yaitu secara termomekanis, semikimia dan kimia. Penggunaan bahan-bahan
kimia untuk menghilangkan lignin sudah dilakukan sejak lama. Bahan-bahan
kimia yang dapat digunakan untuk menghilangkan lignin antara lain senya-
wa hidroksida dari logam alkali, garam yang dilarutkan dalam basa kuat.
Menurut Zeronian {1985), Natrium hidroksida (NaOH) adalah basa yang
umum digunakan dalam industri untuk delignifikasi. Basa tersebut dapat
menyebabkan mengembangnya struktur di dalam kristal (intercrystaline
swelfing) dan mengembangnya struktur antar kristal {intracrystaline swel-
fing). Pengembangan ini terjadi sedemikian rupa sehingga menyebabkan
uvkuran serat bertambah dan kekuatan ikatan antar kristal menjadi berku-
rang. Menurut Tsao et a/. (1978), penggunaan basa kuat juga dapat mela-
rutkan lignin.

Penggunaan NaOH untuk penghilangan lignin yang dilakukan oleh Anis
et al. (1994) memberikan hasil yang cukup baik. Metode penghilangan
{delignifikasi) lignin yang diterapkan adalah perendaman dalam NaOH 0.5

N sampai 2.0 N (soaking method) dan pemasakan dengan NaOH 0.5
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sampai 2.0 N (boiling method). Delignifikasi dengan metode perendaman
dan pemasakan tersebut memberikan hasil yang berbeda. Berdasarkan hasil
penelitiannya, Anis et a/. (1994) menyimpulkan bahwa delignifikasi dengan
perendaman dalam NaOH 1 N selama dua jam, memberikan hasil terbaik
pada waktu sakarifikasi.

Delignifikasi yang dilakukan dalam penelitian ini menghasilkan lignin
yang berwarna hitam pekat. Untuk membersihkan serbuk TKKS dari lignin
dilakukan penyaringan dan pencucian dengan air hangat. Pencucian dilaku-
kan sampai serbuk benar-benar bersih dari lignin. Hasil dari tahap delig-
nifikasi adalah serbuk TKKS dengan kadar lignin rendah dan kuantitas ser-
buk yang berkurang hampir 50 persen dari kuantitas awal.

Tahap selanjutnya setelah delignifikasi adalah hidrolisis enzimatik de-
ngan menggunakan dua macam enzim, yaitu enzim selulase (endo gluka-
nase dan selobiohidrofase) dan enzim selobiase (B-glukosidase). Kerja en-
zim-enzim tersebut adalah sinergis.

Hidrolisis enzimatik dilakukan di dalam bufer natrium sitrat pH 4,8.
Penggunaan buffer sangat penting untuk proses-proses yéng melibatkan
enzim. Penggunaan buffer dimaksudkan agar tercapai kestabilan pH dalam
sistem larutan. Menurut Girindra (1988), enzim yang merupakan katalisator
di dalam setiap reaksi membutuhkan pH tertentu untuk aktivitas maksimum-

nya. Oleh karena itu sangat dibutuhkan sekali adanya kestabilan pH.
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Hidrolisis enzimatik TKKS dilakukan dalam reaktor berpengaduk (stirred
reactor) pada suhu 48°C selama 72 jam. Sistem perancangan (set up)

hidrolisis enzimatis TKKS dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Sistem proses hidrolisis enzimatik TKKS dalam bufer Na-sitrat,
suhu 48°C, selama 72 jam,

Faktor lain yang juga mempengaruhi hidrolisis adalah suhu. Kombinasi
pH dan suhu yang tepat akan menyebabkan kerja enzim optimal. Subu
yang optimal untuk hidrolisis enzimatis TKKS adalah 48°C. Dalam peneli-
tian ini, suhu dipertahankan konstan dengan cara merendam reaktor dalam

penangas yang suhunya dapat dikontrol.
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Hasil akhir hidrolisis enzimatik TKKS adalah beningan yang mengan-
dung komponen gula terfermentasi. Gula-gula tersebut antara lain glukosa,
selobiosa, xilosa dan arabinosa. Kuantitas komponen gula hasil hidrolisis
selanjutnya diukur dengan metode Miller (1959). Hasil pengukuran kadar
gula pereduksi pada hidrolisat yang diperoleh pada empat kali hidrolisis
menunjukkan adanya peningkatan. Hal ini terjadi karena perbaikan teknik
pelaksanaan hidrolisis termasuk pemekatan dan penyaringan. Kadar gula
pereduksi pada hidrolisat yang diukur dengan menggunakan standar glukosa

dapat dilihat pada Tabel 6 .

Tabel 8. Kadar gula pereduksi dari hidrolisat TKKS

Hidrolisis ke Kadar gula pereduksi® (g/l}
1 4,63
2 10,94
3 12,07
4 22,35

" Standar gula pereduksi yang digunakan adalah glukosa
Hasil ini dihitung setelah dilakukan pemekatan

Kadar gula pereduksi yang diukur dengan menggunakan standar glu-
kosa tidak menunjukkan jumiah gula pereduksi sebenarnya. Penggunaan
standar glukosa hanya menunjukkan kadar glukosa saja yang terukur, gula
pereduksi yang lainnya tidak terukur. Padahal di dalam hidrolisat TKKS ter-
dapat gula pereduksi lain yaitu selobiosa dan xilosa. Berdasarkan metode
pengukuran gula pereduksi yang dikembangkan Miller df dafam Apriyantono

et al. {1989), standar glukosa dapat digunakan untuk menentukan kadar
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selobiosa dan xilosa. Jika glukosa digunakan sebagai standar, maka untuk
menentukan selobiosa, nilai yang diperoleh 15 persen lebih rendah dari yang
sebenarnya, sedangkan untuk silosa 15 persen lebih tinggi. Berdasarkan
pendekatan tersebut, dapat diketahui jumlah gula pereduksi dalam tiap

hidrolisat adalah 13,89; 32,82; 36,21 dan 67,05 g/.

. Penanganan Bakteri Anaerobik

Bakteri Clostridium acetobutyficum termasuk kelompok bakteri yang
bersifat anaerobik obligat. Ciri ini dapat diketahui dari pola pertumbuhan
biomassa yang menumpuk di bagian bawah tabung. Menurut Dwidjo-
seputro {1989), jika diinokulasikan dalam medium cair, bakteri anaerobik
obligat akan tumbuh mengelompok di dasar tabung. Teknik yang diguna-
kan untuk mengkondisikan suasana anaerobik dalam penelitian ini adalah
pengusiran oksigen dengan menggunakan gas nitrogen. Secara teknis hal
ini dilakukan dengan mengalirkan gas nitrogen ke dalam tabung atau ruang
anaerobik.

Selama tahap aktivasi, aktifitas C. acetobutylicum dapat diketahui dari
muncuinya gelembung-gelembung gas yang menumpuk di bagian atas
medium. Kultur yang sangat aktif bahkan dapat mengangkat padatan
medium sampai ke bagian atas tabung. Kultur aktif C. acetobutylicum
dapat dilihat pada Gambar 10. Ciri-ciri berhasilnya tahap propagasi diketa-

hui dari bertumpuknya buih di bagian atas erlenmeyer, dan berkumpuﬁya\\
/"\-,\

biomassa pada bagian bawah medium. P QE“DF;'.’”‘A,;\ .
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Gambar 10. Kultur aktif C. acetobutylicum

Beberapa tahap yang menentukan dalam penanganan bakteri anaerobik
antara lain (1) pembuatan medium, {2) sterilisasi dan (3) inokulasi. Medium
pertumbuhan bagi C. acetebutylicum berbeda-beda untuk tiap tahap pena-
nganan. Menurut Lundie dan Drake (1984), bakteri anaerobik selain mem-
butuhkan sumber karbon dan energi, juga membutuhkan medium-medium
yang mengandung ekstrak ragi, fryptone, vitamin, mineral dan bahan pe-
reduksi. Medium pertumbuhan C. acetobutylicum yang digunakan oleh
Kanchanatawee et af. (1992) cukup memenuhi persyaratan di atas. Sum-
ber karbon dalam medium Kanchanatawee et a/. (1992} diperoleh dari glu-

kosa, kebutuhan vitamin dipenuhi oleh biotin, mineral dipenuhi dari garam-



a7

garam sulfat dan posfat, sumber protein dipenuhi dari asam amino benzoat
dan ekstrak ragi serta sistein sebagai bahan pereduksi.

Menurut Ljungdahl dan Wiege! (1983), terdapat beberapa cara yang
dilakukan untuk mensterilkan medium anaerobik. Cara pertama adalah
mensterilkan dalam otoklaf 121°C selama 15 menit setelah sebelumnya
medium dibebaskan dari oksigen dengan cara seperti dijelaskan Bryant
(1972). Cara lain adalah dengan mensterilkan beberapa kelompok medium
secara terpisah untuk kemudian digabungkan secara anaerobik. Apabila
dapat dihindari terjadinya kerusakan bahan akibat sterilisasi, misalnya kara-
melisasi (terjadi bila karbohidrat bersama dengan asam amino dipanaskan),
maka sterilisasi medium sekaligus, lebih praktis.

Inokulasi bakteri anaerobik pada prinsipnya hampir sama dengan inoku-
lasi bakteri aerobik. Hanya bedanya pekerjaan inokulasi bakteri anaerobik
dilakukan dalam kondisi bebas oksigen. Untuk keperluan ini diperlukan alat
bantu semacam kotak anaerobik dengan perangkat sarung tangan (an-
aerobic box with gloves). Untuk membuat kotak anaerobik ini bebas dari
oksigen, maka sebelumnya dilakukan penghampaan ruangan untuk kemu-
dian dialirkan gas nitrogen ke dalamnya. Dengan alat bantu ini perkerjaan

inokulasi bisa dilakukan lebih leluasa.

. Perancangan Sistem Fermentasi Anaerobik

Prinsip utama dari perancangan sistem fermentasi anaerobik adalah me-

niadakan oksigen pada tempat-tempat yang berhubungan langsung dengan
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mikroorganisme. Alat-alat seperti bioreaktor (curahdan sinambung), tabung
gas nitrogen, tabung-tabung pembantu (tabung substrat, penampung gas),
pemanas air, serta sistem perpipaan disusun sedemikian rupa sehingga
membentuk suatu sistem yang saling terkait. Perancangan sistem fermen-
tasi ini dimaksudkan untuk memudahkan pelaksanaan fermentasi, sampling
dan kegiatan-kegiatan lainnya.

Hal yang sangat penting dari sistem fermentasi anaerobik ini adalah
menjaga kondisi fermentasi agar senantiasa bebas dari oksigen. Untuk itu
setiap lubang perpipaan dibuat tertutup atau dicelupkan dalam atkohol dan
tekanan di dalam reaktor dibuat lebih besar dari tekanan di luar. Skema

sistem fermentasi anaerobik untuk proses curah dan sinambung dapat dilihat

pada Gambar 11, 12, 13 dan Gambar 14.

i - v
T

Gambar 11. Sistem Fermentasi curah produksi ABE
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Gambar 12. Skema sistem fermentasi curah produksi ABE

]

Gambar 13. Sistem fermentasi siambung produksi A
reaktor unggun diam

BE dalam bio-
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B. PENELITIAN UTAMA

1. Fermentasi Curah Aseton-Butanol-Etanol

Fermentasi sistem curah adalah sistem fermentasi yang paling seder-
hana. Fermentasi curah merupakan contoh sistem tertutup yang melibat-
kan medium dengan jumlah dan jenis tertentu. Pada fermentasi curah ter-
dapat satu waktu di mana mikroorganisme beradaptsi. Hal ini biasanya
terjadi beberapa saat setelah inokulasi. Fase ini ditandai dengan pertum-
buhan sel yang lambat {Stanbury dan Whitaker, 1984).

Penelitian tentang fermentasi curah ABE cukup banyak dan be-
ragam. Penelitian yang secara khusus mempelajari tentang fermentasi
sistem curah untuk produksi ABE adalah seperti yang dilakukan oleh Fond
et al. (1986). Penelitian tersebut mengkaji pemanfaatan glukosa, xilosa
dan campuran glukosa-xilosa. Nilai rendemen pelarut terhadap gula terbaik
yang dicapai dalam penelitian tersebut adalah 33 persen pada pemanfaatan
campuran 25 g glukosa dan 52 g xilosa per satu liter larutan. Jumlah
butanol terbesar yang dicapai dalam penelitian tersebut hémpir 15 g/l.

Substrat campuran xilosa dan glﬁkosa yang dipergunakan dalam
penelitian di atas adalah xilosa dan glukosa murni. Penggunaan xilosa dan
glukosa murni dapat digantikan dengan penggunaan hidrolisat TKKS. Hasil
hidrolisis TKKS mengandung glukosa, xilosa, selobiosa (Lampiran 4}.
Semua karbohidrat tersebut adalah gula-guta yang dapat difermentasi {fer-

mentable sugar).
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Secara umum, hidrolisat TKKS dapat digunakan sebagai substrat fer-
mentasi. Hanya saja keberhasilan penggunaan hidrolisat tersebut sangat
tergantung pada keberhasilan memperoleh hidrolisat yang kaya akan gula
yang dapat difermentasi. Kadar gula terfermentasi dari hidrolisat TKKS
yang berhasil diperoleh dalam penelitian ini berkisar antara 13,89 sampai
67,056 g/l.

Fermentasi curah dengan substrat hidrolisat TKKS dan substrat
sukrosa tidak berbeda jauh dengan fermentasi curah yang menggunakan
gula-gula terfermentasi lainnya. Hal ini dapat dilihat pada pola pertumbuhan
biomassa, pembentukan prpduk dan penggunaan substrat (Gambar 14 dan
15). Polapertumbuhan biomassa diawali dengan fase adaptasi sampai kira-
kira 10 jam fermentasi untuk kemudian memasuki fase logaritmik hingga
jam ke 30. Fase pertumbuhan stasioner dimulai pada jam ke 30 ini hingga
mencapai fase kematian pada sekitar jam ke 50. Butanol sebagai produk
utama mulai diproduksi secara maksimal setelah pertumbuhan biomassa
mulai menurun. Penurunan pertumbuhan biomassa selain diakibatkan oleh
kondisi substrat yang sudah tidak mendukung, juga disebabkan oleh me-
ningkatnya konsentrasi butanol. Menurut Roffler et a/. (1987) butanol
dapat menghambat proses fermentasi. Penghambatan pertumbuhan sel
sampai 50 persen, menurut Guttirez dan Maddox {1992) dapat terjadi bila
konsentrasi butanol dalam sistem mencapai 7 - 13 g/l. Hasil selengkapnya
dari fermentasi curah ABE dalam bentuk kurva dapat dilihat pada Gambar

15 dan 16.
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Jumiah butanol maksimal yang dihasilkan pada fermentasi dengan
substrat hidrolisat TKKS (20 g/l gula terfermentasi) adalah 4,4 g/l dengan
substrat terkonsumsi sebesar 17,13 g/l Padé fermentasi curah dengan
substrat sukrosa 60 g/l, butanol yang diproduksi adalah 14,68 g/l dengan

jumlah gula terkonsumsi 56,4 g/l

g/! gula terfermentasi g/l asam = pelarut

Gula I
Biomassa

Asetat
+4
Butirat ot
15
Aseton

——
o
=
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Gambar 15. Kinetika fermentasi curah ABE pada substrat campuran
hidrolisat TKKS (kadar gula ekuivalen awal 13,89 g/l)
dan glukosa (6,11 g/l)
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Gambar 16. Kinetika fermentasi curah ABE pada substrat sukrosa
{kadar sukrosa awal 60 g/}

Berdasarkan pola pertumbuhan biomassa, pembentukan produk, dan
penggunaan substrat yang tampak pada Gambar 15 dan Gémbar 16, dapat
diketahui bahwa pola pertumbuhan Clostridium acetobutylicum meﬁgikuti
pola pertumbuhan campuran. Pola demikian menggambarkan sebagian
pembentukan produk berasosiasi dengan pertumbuhan biomassa, tetapi
pada fase yang lain pembentukan produk tidak berasosiasi dengan pertum-
buhan biomassa. Ciri pola pertumbuhan campuran tersebut menurut Wang

et al. (1978) ditandai dengan terbentuknya produk yang maksimal pada
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saat pertumbuhan‘minimum. Pada Gambar 15 dan Gambar 16 dapat
dilihat terbentuknya produk maksimal, yaitu 4,4 g/l butanol pada substrat
campuran hidrolisat TKKS dengan glukosa, dan 14,68 g/l butanol pada
substrat sukrosa, dimulai pada saat pertumbuhan biomassa mulai menurun
{di atas jam ke 50}.

Menurut Bailey dan Ollis {1977) pembentukan aseton dan butanol
berada dalam satu jalur katabolik dengan pembentukan etanol. Dalam jalur
katabolik tersebut etanol terbentuk lebih dulu daripada aseton dan butanol.
Berdasarkan Gambar 3 diketahui bahwa etanol terbentuk setelah terben-
tuknya asetil-CoA, sementara aseton dan butanol terbentuk satu tahap
lebih jauh yaitu setelah terbentuknya asetoaseti-CoA.

Selain pelarut, dalam fermentasi ABE juga terbentuk produk antara
yaitu asam asetat dan asam butirat. Pembentukan produk antara tersebut
adalah merupakan hal yang lazim dalam beberapa fermentasi. Asam asetat
diproduksi setelah terbentuknya asetil-CoA dan asam butirat diproduksi
setelah terbentuknya astoasetil-CoA. Menurut Gottschalk dan Gruppe
(1992). asetat dan butirat dapat masuk kembali ke dalam siklus biokimia
pembentukan pelarut. Asetat dikonversi kembali menjadi asetil CoA dan
butirat menjadi butirit CoA. Hal inilah yang menyebabkan adanya dua tahap
dalam fermentasi ABE, yaitu tahap asidogenesis dan solventogenesis.

Selama tahap asidogenesis, terjadi pembentukan asam asetat dan
butirat. Selama tahap ini terjadi penurunan pH hingga mencapai 4,5.

Tahap asidogenesis terjadi lebih dahulu karena dalam pembentukan asam-
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asam ini tidak dilibatkan enzim. Konsentrasi asam maksimal yang terbentuk
pada fermentasi curah dengan menggunakan substrat hidrolisat TKKS
adalah 0,95 g/l asam asetat dan 0,36 g/l asam butirat. Pada fermentasi
dengan menggunakan substrat sukrosa terbentuk asam asetat maksimal
sebanyak 6,0 g/l dan 6,71 g/l asam butirat.

Tahap selanjutnya setelah asidogenesis adalah solventogenesis, yaitu
tahap pembentukan pelarut. Pada tahap ini pH mulai naik karena terjadi
sejumlah konsumsi asam. Untuk membentuk butano! dilibatkan enzim
butiraldehid dehidrogenase, sedangkan untuk membentuk aseton dilibatkan
enzim CoA transferase dan asetoasetat dekarboksilase. Di dalam fermen-
tasi curah, pertukaran fase asidogenesis menjadi solventogenesis ditandai
dengan turunnya konsentrasi asam atau naiknya nilai pH. Perubahan-peru-
bahan tersebut umumnya terjadi pada sekitar jam ke 50.

Fermentasi ABE juga menghasilkan sejumlah buih yang cukup ba-
nyak. Sebagian besar buih tersebut adalah gas CO, dan H,. Berdasarkan
jalur biokimiawi produksi ABE, diketahui bahwa gas CO, terbentuk ber-
samaan dengan terbentuknya asetil-CoA dan etanol, sedangkan H, terben-
tuk pada waktu perubahan piruvat menjadi asetil-CoA. Bagi fermentasi an-
aerobik, adanya buih tersebut justru menguntungkan, karena dapat meng-
hambat jalan masuk udara yang mungkin terjadi, ke dalam sistem fermen-
tasi.

Fenomena yang cukup penting darifermentasi aseton-butanol-etanol

adalah terjadinya penurunan konsentrasi biomassa sel menjelang 60 jam
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fermentasi. Konsentrasi biomassa maksimal yang diperoleh pada fermen-
tasi curah dengan substrat hidrolisat TKKS adalah 1,85 g/l yang terbentuk
pada jam ke 50. Pada fermentasi dengan substrat sukrosa, terbentuk
biomassa maksimal 3,25 g/l pada jam ke 50. Pada kedua fermentasi ter-
sebut, konsentrasi biomassa mulai menurun. Dengan adanya keterbatasan
ini, fermentasi ABE yang menunjukkan hasil terbaik belum pernah dilak-
sanakan melebihi 60 jam fermentasi. Alasan paling kuat terhadap ter-
jadinya penurunan konsentrasi biomassa sel adalah karena sel mengalami
lisis. Fenomena sel yang lisis adalah fenomena yang umum terjadi pada
mikroorganisme yang menghasilkan spora. Menurut Dwidjoseputro (1978},
pada saat konsentrasi medium sudah buruk, ditambah dengan kehadiran
zat beracun, maka endospora mulai terbentuk. Pembentukan endospora
yang sempurna akan diikuti oleh pecahnya dinding sel.

Secara visual spora yang terbentuk terlihat sebagai padatan halus
yang berwarna putih dan menumpuk pada dasar medium. Jika fermentasi
diteruskan, spora tersebut akan bertambah banyak dan larutan fermentasi

menjadi keruh.
. Pengaruh Pebedaan Jenis dan Konsentrasi Substrat Pada Fermentasi Curah
ABE

Perbedaan jenis substrat yang digunakan dalam fermentasi ABE
memberikan pengaruh pada beberapa nilai parameter kinetika. Nilai-nilai

parameter kinetika fermentasi curah pada substrat hidrolisat TKKS dan
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substrat sukrosa yang dilakukan dalam bioreaktor curah berupa botol de-

ngan sumbat dilengkapi selang silikon, dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Parameter kinetika fermentasi curah

Substrat
Parameter yang diukur Hidrolisat Sukrosa
TKKS dan
glukosa

Kadar gula substrat awal (g/l} 20,00 60,00
ulmaks) 0,20 0,08
Biomassa maksimum (g/L) 1,85 3,25
Aseton {g/L) 1,25 7,94
Butanol (g/L) 4,40 14,68
Etanol (g/L) 0,58 3,19
Asam asetat {(g/L} 0,44 2,03
Asam butirat (g/L} 0,10 2,50
Gula terkonsumst (g/L} 17,13 56,40
Y({p/s} 0,34 0,33
mimaks), Laju pembentukan butanol mak- 1,06 0,56
simal{g/L jam}

oimaks), Laju penggunaan substrat mak- 3,08 1,68
simal (g/L jam}

Dari Tabe! 7 dapat diketahui bahwa penggunaan hidrolisat TKKS dan

sukrosa sebagai substrat fermentasi memberikan nilai Y{p/s) yang tidak jauh

berbeda. Hal ini disebabkan karena sukrosa maupun hidrolisat TKKS ter-

golong sebagai gula yang bukan monosakarida atau tidak sepenuhnya

monosakarida. Meskipun di dalam hidrolisat TKKS terdapat monosakarida,

tetapi masih mengandung disakarida seperti selobisa. Namun demikian
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secara keseluruhan, perbedaan penggunaan jenis substrat pada fermentasi
curah mempengaruhi parameter kinetika fermentasi yang lainnya.
Berdasarkan penelitian sebelumnya dapat dilithat adanya pengaruh
tersebut. Pada Tabel 8 dapat dilihat hasil-hasil terbaik fermentasi curah ber-
dasarkan nilai parameter kinetika pada beberapa jenis substrat yang diguna-
kan. Dari Tabel 8 dapat diketahui bahwa nilai rendemen terbaik {0,47)
diperoleh pada penggunaan xilosa sebagai substrat fermentasi. Nilai ren-
demen sebesar itu diperoleh pada laju pertumbuhan biomassa maksimum
yang cukup rendah, yaitu 0,13 g/l. Pada substrat glukosa nilai rendemen
tidak begitu tinggi namun nilai 4 maksimum cukup tinggi. Laktosa yang ter-
golong disakarida berhasil difermentasi dengan rendemen dan ¢ maksimum
cukup tinggi. Substrat campuran glukosa dan xilosa memberikan hasil
berupa nilai rendemen dan ., Yang tidak begitu tinggi. Menurut Fond
et al. (1986) adanya konsentrasi xilosa yang tinggi menyebabkan waktu
pertumbuhan sel berlangsung lebih lama sehingga konsentrasi biomassa
menjadi tinggi. Hal ini terjadi karena xilosa menjadi pilihan pertama untuk
digunakan dalam pertumbuhan sel. Keadaan di atas mengakibatkan peng-
uraian {katabolisme) terhadap glukosa menjadi pelarut berlangsung cepat

dan akumulasi asam pada medium menjadi berkurang.
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Tabel 8. Beberapa parameter kinetika fermentasi curah ABE pada berbagai
jenis substrat

Parameter kinetika Jenis Susbtrat
Laktosa® | Glukosa®| Xilosa®| Glukosa
+
XilosaP®

Konsentrasi awal substrat (g/l) 45 62 50| 25452
4 {maks} 0,31 0,20 0,13 0,17
Y(p/s), Rendemen ' 0,41 0,32y 0,47 0,33
mimaks), Laju pembentukan 0,37 - - -
butanol maksimal{g/L jarm)
olmaks), Laju penggunaan 0,90 - - -
Eubstrat maksimal (g/L jam)

9Ennis dan Maddox (1987}
bEond et al. (1986)

Jika dibandingkan antara penggunaan substrat campuran hidrolisat
TKKS dan glukosa dengan campuran glukosa dan xilosa pada penelitian
Fond et a/. (1986}, ternyata nilai rendemen yang dihasilkan tidak jauh ber-
beda. Demikian juga halnya dengan nilai zi,,.s- Pengaruh perbedaan jenis
substrat dalam penelitian ini terlihat jelas pada nilai t5s yang dihasilkan.
Nilai 455 0,202 jam'1 diperoleh pada penggunaan hidrolisat TKKS sebagai
substrat fermentasi. Pada penggunaan sukrosa sebagai substrat fermentasi
hanya diperoleh nilai y7, . 0,079 jam’1. Hal ini menunjukkan bahwa gula
terfermentasi yang terdapat dalam hidrolisat TKKS lebih banyak digunakan
untuk pertumbuhan biomassa. Kenyataan ini ditunjang dengan adanya laju

penggunaan substrat hidrolisat TKKS yang cukup besar (3,10 g/l jam}.
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Pengaruh perbedaan konsentrasi substrat memberikan dampak pada
konsentrasi butanol yang diproduksi. Dengan konsentrasi gula terfermen-
tasi 20 g/l pada substrat hidrolisat TKKS, hanya diperoleh 4,4 g/l butanol.
Sementara itu penggunaan 60 g/l sukrosa sebagai susbtrat fermentasi
mampu diproduksi 14,7 g/l butanol. Demikian halnya terhadap asam yang
diproduksi. Pada akhir fermentasi diperoleh sekitar 0,5 g/l pada peman-
faatan hidrolisat TKKS dan 4-,53 g/l pada penggunaan sukrosa sebagai
substrat fermentasi. Prosentase pelarut pada ferrﬁentasi curah dengan
substrat hidrolisat TKKS adalah 20,1 persen aseton, 70,6 persen butanol
dan 9,3 persen etanol. Pada penggunaan substrat sukrosa, prosentase
pelarutnya adalah 30,8 persen aseton, 56,9 persen butanol dan 12,3 per-

sen etanol.

. Fermentasi Sinambung Aseton-Butanol-Etanol

Fermentasi sinambung ABE seperti dijelaskan oleh Kanchanatawee
etal, (1992) dilakukan untuk tujuan meningkatkan produktivitas fermentasi.
Dalam beberapa hal fermentasi secara sinambung lebih menguntungkan
dibanding fermentasi sistem curah. Dengan fermentasi secara sinambung
dapat dilakukan perpanjangan masa fermentasi sampai jauh di atas masa
fermentasi sistem curah. Dengan caraini, menurut Stanbury dan Whitaker
(1984}, fase pertumbuhan eksponensial dari fermentasi curah dapat diper-

panjang.



62

Di dalam kultur sinambung medium segar ditambahkan secara si-
nambung ke dalam sistem fermentasi dan sejumiah volume yang sama
dikeluarkan dari sistem fermentasi. Dengan cara ini volume kultur total
yang tersisa tetap sama (Primorse, 1987). Faktor penting yang perlu dike-
tahui sebelumn pelaksanaan sistem sinambung adalah iaju dilusi, berdasarkan
nilai laju dilusi dapat diketahui waktu tinggal fermentasi sinambung.

Dengan menggunakan ‘pendekatan berdasarkan nilai & maksimum

yang diperoleh selama fermentasi curah ditetapkan laju dilusi yang diper-

1 1

gunakan adalah 0,06 jam™'; 0,10 jam™ dan 0,15 jam™'. Nilai-nilai laju
dilusi ini berada di bawah nilai laju pertumbuhan spesifik maksimalnya (¢
maks), yaitu 0,202 jam™".

Fermentasi sinambung dilaksanakan selama tiga kali waktu tinggal-
nya. Lama fermentasi untuk laju dilusi 0,15 jam'1 adalah 20 jam, untuk
laju dilusi 0,10 jam'1 fermentasi dilaksanakan selama 30 jam dan 60 jam
untuk laju dilusi 0,05 jam™.

Penggambaran kurva hubungan antara waktu fermentasi dengan
beberapa parameter dalam fermentasi sinambung dapat dilihat pada Gam-
bar 17, 18 dan Gambar 19. Secara umum pola penurunan konsentrasi
substrat pada fermentasi sinambung tidak jauh berbeda dengan fermentasi
curah. Ciri yang paling jelas dari pola penurunan konsentrasi substrat ini
adalah terjadinya konsumsi sejumiah besar substrat pada awal-awal fermen-

tasi untuk kemudian konsumsi ini menurun pada masa-masa setelahnya.

Hal ini bisa jadi disebabkan oleh beberapa hal antara lain, kebutuhan untuk
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pertumbuhan, dan kebutuhan untuk memproduksi sejumlah asam. Kon-
sumsi substrat yang tidak terlalu besar pada masa-masa fermentasi selan-
jutnya dapat terjadi karena adanya konsumsi asam yang terbentuk di per-
tengahan masa fermentasi.

Perbedaan pola pertumbuhan biomassa, pembentukan pelarut antara
fermentasi curah dan fementasi sinambung sangat jelas. Pada fermentasi
sinambung, pola-pola perubahan konsentrasi biomassa relatif konstan. Hal
ini dikarenakan telah dicapainya kondisi tunak (steady state). Demikian
halnya dengan produksi pelarut. Adanya pemasukan secara sinambung
substrat menyebabkan produksi pelarut relatif lebih konstant. Hal ini me-
mungkinkan untuk melaksanakan fermentasi sinambung sampai batas

waktu jauh melebihi waktu fermentasi curah.
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Gambar 17. Polaperubahan konsentrasi substrat dan pelarut dalam
fermentasi sinambung dengan laju dilusi 0,05 jam
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Gambar 18. Polaperubahankonsentrasi substrat dan pelarut dalam
fermentasi sinambung dengan laju dilusi 0,10 jam
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Gambar 19. Pola perubahan konsentrasi substrat dan pelarut pada
fermentasi sinambung dengan laju dilusi 0,15 jam'1
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Faktor yang terpenting dari pelaksanaan fermentasi sinambung ada-
lah keberhasilan dalam mempertahankan kondisi tunak. Untuk itu sistem
fermentasi perlu dirancang dengan baik. Pada penelitian ini, faktor-faktor
yang mempengaruhi fermentasi sinambung dibuat mantap. Untuk memper-
tahankan suhu 34°C, dialirkan air hangat melewati dinding bioreaktor yang
terbungkus jacket. Untuk mempertahankan debit alir substrat yang tetap,
laju alir daiatur kecepatannya dengan pompa peristaltik. Untuk memper-
tahankan kondisi anaerobik, sistem perpipaan dibuat hingga tidak ada jalan
masuk udara. Hal ini dilakukan dengan menyumbat pipa dan merendamnya
dalam cairan etanol 95 persen.

Sama halnya dengan fermentasi curah, selama fermentasi sinam-
bung diproduksi sejumlah gas CO, dan H, hanya tidak sebanyak yang
diproduksi oleh fermentasi curah. Hal ini terjadi karena adanya aliran sub-
strat yang membuat partikel gas pecah sehingga gas tidak terlihat seperti
menumpuk.

Penggunaan matriks silika gel dengan ukuran diameter partikel 2 - 4
mm cukup baik. Dalam penggunaannya, matriks silika gel perlu di-non-
aktifkan terlebih dahulu. Hal ini dapat dilakukan dengan cara merendam
dalam air dan dikeringkan dengan oven. Secara umum, matriks silika gel
mampu memerangkap sel dalam bioreaktor. Hal ini secara fisik terlihat jelas
jika dilihat dari sisi bioreaktor. Biomassa sel yang berwarna putih banyak
berkumpul di sela-sela partikel matriks. Hal yang cukup penting dalam

penggunaan matriks pada bioreaktor unggun diam adalah diusahakannya
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agar biomassa menyebar ke seluruh bioreaktor. Penyebaran biomassa
penting untuk efektivitas penggunaan substrat. Hal ini dapat dilakukan
dengan mengalirkan gas nitrogen sebelum pelaksanaan fermentasi, yaitu
pada masa inkubasi awal (24 jam fermentasi curah sebelum fermentasi

sinambung dimulai).

4, Pengaruh Perbedan Laju Dilusi

Faktor yang cukup penting dalam fermentasi sinambung adalah iaju
dilusi. Pemilihan laju dilusi yang tidak tepat akan menyebabkan fermentasi
berlangsung tidak optimal. Dalam penelitian-penelitian mencari iaju dilusi
optimal, biasanya diperoleh melalui uji coba pada selang-selang laju dilusi
tertentu. Pengaruh laju ditusi yang cukup tampak adalah pada pola pertum-
buhan biomassa, dan pembentukan produk. Jika nilai faju dilusi semakin
mendekati nilai laju pertumbuhan spesifik maksimum {¢,,,¢) Maka kon-
sentrasi biomassa akan jauh berkurang karena besar kemungkinan terjadi
pencucian (wash out). Akan halnya produk yang terbentuk, peningkatan
Ilaju dilusi akan meningkatkan produksi sampai pada laju dilusi tertentu. Jika
laju dilusi mendekati nilai # maks, maka produksi akan menurun.

Penggambaran pola perubahan konsentrasi biomassa rata-rata, kon-
sentrasi pelarut rata-rata dan konsentrasi substrat akhir pada fermentasi
sinambung dengan tiga laju dilusi dapat dilihat pada Gambar 20. Pola-pola
perubahan konsentrasi ketiga parameter, hampir mendekati pola perubahan

secara teoritik. Peningkatan laju dilusi menyebabkan penurunan konsentrasi
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biomassa. Konsentrasi produk meningkat untuk kemudian mengalami
penurunan. Pola konsumsi substrat meningkat untuk kemudian konstan.
Penurunan produksi pelarut pada laju dilusi yang mendekati nilai 4 maks
terjadi karena konsentrasi biomassa sel yang sudah mulai berkurang. Pe-
ningkatan yang terjadi sebelumnyakarena adanya konsentrasi biomassa sel
yang konstan dengan konsumsi substrat yang cukup tinggi.

Berdasarkan pola kurva pada Gambar 20, dapat ditentukan beberapa
parameter kinerja fermentasi sinambung. Berdasarkan nilai-nilai tersebut
dapat diketahui laju dilusi optimal untuk fermentasi sinambung. Parameter
kinetika fermentasi sinambung ABE dengan substrat hidrolisat TKKS dapat

dilihat pada Tabel 9.
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Gambar 20. Hubungan laju dilusi dengan konsentrasi substrat,
biomassa dan pelarut pada fermentasi sinambung ABE
menggunakan hidrolisat TKKS
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Tabel 9. Parameter fermentasi sinambung ABE menggunakan substrat
hidrolisat TKKS pada beberapa taraf laju dilusi.

Laju dilusi flam™)

Parameter 0.05 0,10 0,15
Kadar gula awal {g/l} 40 40 40
Biomassa rata-rata (g/l} 3,70 1,64 1,06
Gula terkonsumsi (g/l) 38,50 30,56 31,02
Rendemen (pelarut/subs- 0,22 0,36 0,34
trat)
Produktivitas {g/l jam) 0,42 1,10 1,57

Berdasarkan Tabel 9 diketahui bahwa konsentrasi pelarut terbesar
diperoleh pada fermentasi sinambung dengan laju dilusi 0,1 Ojam'1 . Namun
produktivitas maksimum diperoleh pada laju dilusi 0,15 iam"I . Oleh karena
dalam fermentasi sinambung lebih diinginkan produktivitas yang tinggi,
maka laju dilusi yang lebih baik adalah 0,15 jam™. Nilai laju dilusi ini sama
dengan yang digunakan oleh Kanchanatawee et &f. {(1992) yang melakukan
fermentasi sinambung menggunakan substrat whey permeat pada bio-
reaktor unggun diam. |

Produktivitas yang tinggimenggambarkan kehandalan suatufermen-
tasi. Berdasarkan satuan produktivitas, maka tiap jam fermentasi pada laju
dilusi 0,15 jam‘1 dihasilkan sekitar 1,56 g/l pelarut. Hal ini tergantung pada
keberhasilan mempertahankan kondisi tunak dan anaerobik. Komposisi
pelarut yang dihasilkan dalam fermentasi dengan laju dilusi 0,15 jam™

adalah 57,5 persen butanol, 33,8 persen etanol dan 8,7 persen aseton.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Hasil analisis proksimat TKKS memperlihatkan bahwa komponen
terbesar dari TKKS adalah selulosa 36,3 persen. TKKS yang dipergunakan
dalam penelitian ini memiliki kandungan lignin yang cukup besar (24,2
persen). Proses penghilangan lignin dengan basa kuat NaOH 1 N cukup
menunjang hidrolisis enzimatik yang dilaksanakan setelahnya. Hidrolisis
enzimatik TKKS dengan menggunakan enzim selulase dan selobiase mampu
menghasilkan hidrolisat dengan kadar gula terfermentasi rata-rata 37,54/l

Fermentasi curah dilaksanakan pada substrat hidrolisat TKKS dan
subtrat sukrosa. Fermentasi déngan substrat hidrolisat TKKS menghasitkan
rendemen 34,3 persen, sedangkan untuk substrat sukrosa 33,4 persen.
Konsentrasi butanol tertinggi diperoleh pada fermentasi dengan substrat
sukrosa, yaitu 14,7 g/l. Nilai laju pertumbuhan spesifik maksimum (s maks)
C. acetobutylicum pada substrat hidrolisat TKKS adalah 0,202 jam™".

Fermentasi sinambung dilaksanakan pada laju dilusi 0,05; 0,10; dan
0,156 jam'. Produktivitas tertinggi fermentasi sinambung ABE pada
bioreaktor unggun diam dicapai pada laju dilusi 0,15 jam“. yaitu sebesar

1,57 g/l jam dengan rendemen 34 persen.
SARAN

Penelitian ini sangat tergantung pada keberhasilan hidrolisis TKKS,

oleh karena itu perlu dicoba penggunaan metode hidrolisis yang lain. Untuk
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meningkatkan efektifitas penggunaan matriks, perlu dilakukan penelitian
lebih jauh untuk memanfaatan jenis matriks lain yang mempunyai ukuran
lebih kecil. Selain itu, untuk memperoleh nilai laju dilust yang lebih optimal,
perlu dilakukan penelitian fermentasi sinambung dengan penggunaan

kisaran laju dilusi yang lebih banyak.
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Parameter kinetika fermentasi curah ABE pada medium
hidrolisat TKKS

lam | pH | Gula (@) | Biomassa (g | Asetat g7 | Butirat (g1 | Aseton (g | Butanol ) Etanol (/1)
o |6.000 | 20,000 0,119 . - - - ]
10 |s.220 | 8888 0,840 0,595 0,033 0,000 0,000 0,000
20 |5740 | 6,106 1,350 0,947 0,083 0,000 0,380 0,640
30 4,650 4,467 1,453 0,728 0,054 0,350 0,310 0,550
40 |4710 | 2,308 1,720 0,372 0,360 0.320 0,540 0,430
50 4,840 4,083 1,850 0,730 0,067 0,480 1,090 0,510
50 [5.000 | 2,875 1,663 0.436 0,099 1,250 4,404 0,580
Jam | Biomassa ()| Ln 0O XXo | Substeat(S) SoS | Produk @) | P-Po
0 0,119 2,190 0,000 20.000 0.000 0,000 0,000
10 0,840 20,174 0,728 8,388 11,112 0,000 0,000
20 1,350 0,300 1,238 6,107 13,89 1,020 1.020
30 1,453 0,355 1,314 4,467 15.533 1,210 1210
40 1,720 0,542 1,608 2.308 17.692 1,29 1,290
50 1,850 0,615 1,738 4,083 15,917 2,080 2,080
60 1,663 0,509 1,551 2.875 17,125 5,870 5,870
# (maks) = 0,202
Y (pis) = 0343
Y (x/s) = 0,066
Y (o) = 3,784



76

Lampiran 2. Parameter kinetika fermentasi curah ABE pada medium
sukrosa

“tam | pH | Guia (@) | Biomassa @ | Asetst i) | Butirst /0 Ascion gl | Butanol @ty | Ezanol (g/t)
o | 544 | 60,000 0,650 6,000 6,000 0,000 3,337 3,674
12 | 459} 5234 1,675 5.570 6,709 4,255 2,552 3,415
24 | 495 | o921 1,725 4210 5,812 5,191 3,092 1,287
36 | 470 | 328 2,575 2,840 4,285 7,194 7,909 4,007
48 | 4,80 | 4,761 3,250 2.520 4,000 5,900 5,771 2,847
60 | 4.65 | 3,602 2,425 2,030 2,500 7,944 14,684 3,191
Jam | Biomassa () | La.(X) X-Xo | Substrat(s) Sos | Poduk ® | P-Po I

0 0,650 0,431 0,000 60,000 0,000 7,010 0,000

12 1,675 0,516 1,025 5,234 54,766 10,222 3,212

24 1,725 0,545 1,075 0,921 59,079 9,570 2,560

36 2,575 0,946 1,925 3,282 56,718 19,110 12,100

48 3,250 1,179 2,600 4,761 55,239 14,518 7,508

60 2,425 0,886 1,775 3,602 56,398 | 25,819 18,809
u {maks) = 0,079
Y (pls) = 0,334
Y (x/s) = 0,047
Y (p/x) = 10,597



Lampiran 3. Parameter kinetika fermentasi sinambung ABE pada medium
hidrolisat TKKS

Laju dilusi = 0,05 jam’'

Jam pH | Guagm | Biomassa @) | Aseton @) Butanol (&) |- Btanol (/)
0 5,32 40,000 2,500 2,832 2,960 3,030
10 5,28 1,927 3,000 0,357 2,752 3,000
20 5,63 1,761 3,800 1,350 4,322 4,670
30 5,73 2,374 4,763 1,325 6,612 4,500
as 5,93 3,452 3,588 0,671 4,036 4,000
60 5,53 1,504 4,500 0,510 0,452 3,250

Laju dilusi = 0,10 jam™

Jam | pi | Gua@m | Biomassaemy | Aseton @y [ Buanoi gy | panot @
0 5,09 40,000 1,225 1,500 4,339 2,014
10 5,01 8,006 1,463 1,675 5,668 1,522
20 5,08 12,350 1,500 2.412 10,065 2,250
25 5,11 8,435 1,987 0.518 8,741 1,500
30 5,07 9,438 2,000 0,435 10,669 1,000

Laju dilusi = 0,15 jam™!

jam | gH | Gola | Bomasa gl) | Ason @ | Buasol@h | Eamieh |
0 5,9 40,000 0,463 0.582 3,827 0,674
10 5,58 14,156 0.750 1,011 5,528 3,424
12,5 5,55 10,997 0,925 0,553 4,075 2,068
15 5,59 15,113 1.453 1.067 8,550 3,692
17,5 5,44 11,214 t.438 1.108 11,280 5,865
20 5.39 8,98 1.325 0.376 6,384 2,574




Lampiran 4. Contoh komposisi substrat hidrolisat TKKS yang digunakan dalam
fermentasi sinambung ABE pada sampel jam ke-10, laju dilusi 0,15
jam', yang ditentukan dengan kromatografi cair kinerja tinggi.

SHMPLE 3 13t 31 ﬁPR, (% k=
o0 [
3. asetat
7. butirat
3 3 8. xilosa
3 10. glukosa
5607 37 12, s§10biosa
i 18 - 13, air
] 12
-f—* 13
13.3&") }%

Ccab - METHOD 5]
SF PR PB
10EA83n+33 L1@D0ARKm+R1 (130898 ct+R1

HO . NAME T H DR H MK COMC
1 3 .13953 22475 | 1 .6986
2 3 .3VE 3452 ! 89 .6358
3~ 3.584 G427 M 3.347
4 3 .37 23185 M Z.1284
. 4 .260 5918 M 3 .5285
= 4 .450 17624 M 1 .3259
Fi 4 F27 53314 M 3.734°7
3o 4 .29G.. 43143 M 3.0214
2 53.27V5 513582 M 2 .3584

13 3 .384 - 23255 M 2 .8527
11 5 .332 15349 Il 1 .2295
12 . SR b b £3284a [ 4 .V og1
132 3 .298 SR R ] 45 6213
i 8 .334 S+439 M i .12z
15 Q.357 11744 M 02331
15 9 .425 4375 M [ e e
17 3.774 il12e ™M 1 I 1
13 18 .58z 24496 M 1 23398
13 it .iz= s rl 0.l 3da
o 11 .582 1933 ™M B.1457
=1 11 .337 1983 n.avse
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Lampiran 5. Contoh hasil kromatografi gas terhadap pelarut ABE yang dihasilkan
pada fermentasi sinambung ABE (sampel jam ke-20, laju dilusi 0,15

jam™)
FH,L, 1 C .5 1@ .l ATT v GESS A w4 wvg.owd 193144
M W R v .
A A -l o el 3 -l
_=.._-——-—-"_7 g g IS L AT
I —— I LT '
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T==  ;.3p3 aseton
P ERVR A
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Go2Se B4 33,94 1@dd
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Lampiran 6. Prosedur penentuan komposisi tandan kosong

kelapa sawit

1. Analisis Kadar Air (ROAC, 1984)

Untuk menganalisa kadar air pertama kali dilaku-
kan pemanasan cawan aluminium kosong pada suhu 105°C
dan selanjutnya didinginkan serta ditimbang hingga
diperoleh berat yang konstan. Contoh sebanyak 2 gram
ditimbang untuk kemudian dimasukkan ke dalam cawan
aluminium. Cawan yang telah berisi bahan ini kemudian
dimasukkan ke dalam oven bersuhu 105°C selama 1 jam
dan didinginkan dalam desikator serta ditimbang sece-
patnya setelah mencapal suhu kamar. Pemanasan dan
penimbangan diulang beberapa kali hingga diperoleh
berat yang tetap. Untuk menghitung kadar air bahan

dipergunakan rumus

W. - w
o 1
Kadar air = x 100 %
Yo
W, ¢ bobot contoh kering
Wl : bobot conteoh awal

2. Analisis Kadar Abu (AOARC, 1984)

Anlisis kadar abu dimulai dengan membakar cawan
pengabuan dalam tanur pada suhu 550°C. Cawan tersebut

kemudian didinginkan dan ditimbang. Contoh sebanyak
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3 - 5 gram ditimbang dan dibakar dalam tanur pengabuan.
Pembakaran dilakukan sampai didapat warna keabu-abuan
atau sampai bobot bahan yang dibakar tetap. Proses
pengabuan ini dilakukan dalam dua tahap, pertama
pengabuan dengan suhu 400°Cc dan kedua dengan suhu
550°C. Kadar abu dihitung sebagai

bobot abu (g}

Kadar abu = x 100 %
bobot contoh (g)

Penentuan Kadar Hemiselulosa Bahan (Goering gan Van
Soest, 1970)

Prosedur penentuan kadar hemiselulosa bahan
diawali dengan pembuatan Pereaksi NDF dan Pereaksli

ADF. Pereaksi NDF terdiri atas

Natrium dedosil sulfat (NDS) ......... 30,00 g
EDTA v e oottt aeenaananeannes 18,61 g
v'Natrium borat dekahidrat ............. 6,81 g
v Dinatrium hidrogen fosfat ............ 4,56 g
Etilen glikol monoetil eter .......... , 10,00 ml
Bir suling ...t 1000,00 ml

Pembuatan pereaksi NDF dilakukan dengan memanas-
kan EDTA dan Natrium borat dalam labu berisi air.
Pemanasan dihentikan sampai semua bahan larut. Laru-
tan yang dihasilkan selanjutnya ditambahkan ke dalam
larutan berisi NDS dan Etilen glikol monoetil eter.
Campuran kedua larutan ini kemudian ditambah dengan

larutan Dinatrium hidrogenfosfat yang telah dipanaskan
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dalam labu. Pencampuran dilakukan sampai diperoieh
larutan dengan pH 6,9 - 7,1.

Pembuatan Pereaksi ADF dilakukan dengan mencampur

- -
bahan yang terdiri atas
vAsam sulfat ....... 00 YRR 49,04 g
Cetil trimetil amonium bromid (CTAB) . 20,00 g
Air suling ... vveeenrenannnnenenes 1000,00 ml

Pembuatan pereaksi dilakukan mengencerkan asam
sulfat dengan air hingga normalitasnya mencapai 1 N.
Standardisasi larutan tersebut dilakukan dengan titra-
si dan setelah itu ditambahkan CTAB.

Kadar hemiselulosa diperoleh dengan menghitung
selisih antara Serat Deterjen Netral (NDF) dan Serat
Deterjen Asam (ADF). Penentuan kedua jenis serat
adalah :

a. Benentuan Serat Deterjen Netral (NDF)

Contoh kering befukuran 20 ~ 30 mesh ditimbang
sebanyak 0,5 - 1,0 g untuk kemudian dimasukkan ke
dalam labu refluks dan ditambahkan 100 ml pereaksi
NDF, 2 ml deka hidro naftalen serta 0,5 g natrium
sulfit. Tahap berikutnya adalah pendidihan selama
5 - 10 menit dan selanjutnya direfluks selama 60
menit. Hasil reflux kemudian disaring dan ditem-
patkan dalam cawan gooch yang telah diketahui
beratnya secara vakum. Sisa bahan dalam labu dibi-

las dengan air panas dan selanjutnya disaring untuk
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ditempatkan dalam cawan. Untuk memperoleh seluruh
sisa bahan dalam labu, maka pembilasan dilanjutkan
dengan alkohol dan hasilnya disaring serta dimasuk-
kan dalam cawan. Cawan yang telah diisi selanjut-
nya dikeringkan pada suhu 100°¢C selama satu malam.
Kadar Serat Deterjen Netral dihitung sebagai

Wi - Wy

Kadar ND¥F = x 100
: S

w; : bobot cawan dengan isinya

Wo bobot cawan kosong

s : bobot contoh kering
Penentuan Serat Deterjen Asam (ADF)

Contoh kering berukuran 20 - 3- mesh ditimbang
sebanyak 1,0 g dan dimasukkan ke dalam labu reflux
serta ditambahkan 100 ml pereaksi ADF dan 2 ml deka
hidro naftalen. Labu tersebut selanjutnya dididih-
kan selama 5 - 10 menit dan direfluks selama 60
menit. Hasil refluks selanjutnya disaring dan
dimasukkan ke dalam cawan gooch yang telah diketa-
hui beratnya secara vakum. Sisa contoh di dalam
labu dicuci dengan air panas dan disaring kembali.

Sisa contoh +terakhir dicucl dengan aseton
sampai filtrat tidak berwarna, bila perlu dilakukan
pencucian dengan hexan. Tahap akhir adalah menger-
ingkan cawan pada suhu 100°C selama satu malam.

Kadar Serat Deterjen Asarm (ADF) dihitung sebagal
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W) - W
Kadar ADF = x 100
s
wi : bobot cawan dengan isinya
w_. : bobot cawan kosong

o
s : bobot certoh kering

4. Penentuan Kadar Lignin dan Selulosa Bahan (Goering dan

Vvan Soest, 1970)

Prosedur penentuén kadar lignin dan selulosa
bahan diawali dengan pembuatan dua jenis pereaksi,
yaitu pereaksi A dan pereaksl B. pereaksi A terdiri
atas

1. Larutan Kalium permanganat jenuh, yang berupa:

vKalium permanganat ...............n 50,00 g
Perak sulfat . ... er i son s 0,05 g
Bir sULINg ..o vt enee i 1000,00 ml

2. Larutan bufer lignin, yang berupa
Besi nitrat nanohidrat ............ 6,00 g
Perak NItrat ... .iienrnnnnesnon : 0,15 g

v heam asetat glasial ......oeevnionn 500,55 ml
Kalium asetat . .vuevenaeenonennnas 5,60 g
Buzil alkohol tersier ............. 400,00 ml
BRIy SULING v e 100,00 ml

Pembuatan larutan bufer lignin dilakukan
de-gan melarutkan besi nitrat dan perak nitrat
¢! dalam air terlebih dahulu. Larutan terse-

b se.anjutnya ditambahkan asam asetat dan
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kalium asetat serta butil alkohol tersier

sambil diaduk.

Tahap selanjutnya adalah pencampuran larutan
Kalium permanganat jenuh dan larutan Bufer lignin
dengan perbandingan 2 : 1 (v/v). Pereaksi tersebut
kemudian disimpar dalam lemari es tanpa ada cahaya,
maksimum selama satu minggu. Larutan dapat dipakai
apabila berwarna ungu dan tidak terdapat endapan.

Tahap berikutnya adalah pembuatan Pereaksi E yang

terdiri atas

“Asam oksalat dihidrat ............ ..., 50,00 g
Etanol 95% .. i e i ionnrronanannenneas 700,00 ml
HC1l pekat (12 N) ... 50,00 ml
BAir suling ... v it 250,00 ml

Pembuatan Pereaksi B dilakukan dengan cara
melarutkan Asam oksalat dihidrat dalam etanol 95
persen terlebih dahulu dan kemudian ditambahkar asam
klorida dan air.

Prosedur penentuan kadar lignin dan selulosa
bahaﬁ dilanjutkarn dengan menghaluskan bahan yang akan
diuji sampai beruxuran 20 - 30 mesh. Contoh tersebut
ditimbang sebanyex 1,0 ¢ dan dianalisa kadar ADF-nya.
Kemudian cawan vang cipakail untuk menguji kacar ADF

ditempatkan pada zalam berisi air setinggl ! cm (serat



jangan sampail basah). Ke dalam cawarn selanjutnya
ditambahkan 25 ml Pereaksi &. Ke dalam talam ditam-
bahkan air 2 - 3 ec¢m dan diaduk, kemudian dibiarkan
selama 90 menit. Jika diperlukan dapat ditambahkan
Pereaksi A lagi (warna seharusnya ungu). Tahap selan-
jutnya adalah penyaringan secara vakum dengan cawan
ditempatkan dalam talam yang bersih. Ke dalam talam
ditambahkan Pereaksi B sampail setengahnva dan setelah
5 menit dilakukan penyeringan sampai serat berwarna
putih. Cawan dicuci dengan etanol #0 persen dan
disaring sebanyak dua kali. Cawan dicuci kembali

dengan aseton. Tahap terakhir adalah memanaskan cawan

dalam oven pada suhu 100°C. Kadar lignin dihitung
sebagai
Wl—-Wz
Kadar lignin = x 100
s
W, : kadar ADF
W, : bobot cawan setelah dikeringkan
s : bobot contoh kering

Penentuan kadar selulosa cdilakukan dengan memba-
kar cawan dalam tanur pada suhu 500°9C selama 3 jam.
Cawan selanjutnya didinginkan dan ditimbang. Kadar

selulosa dihitung sebagai

8c
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Lampiran 7, Kadar Gule Pereduksi (Miller, 1959;

Kadar guia pereduksi ditentukan dengan Metode DNS

dan digunakan untuk menentukan kadar substrat.

-
.

venyizpan *areaksi DS

Pereaksi DNS dibuat dengan melarutkan 10,6 g asam
3,5 dinitrosalisilat dan 19,8 g NaOH ke dalam 1 416 ml
air. Setelah itv ditambahkan 306 g Na-K tartrat, 7,6

g fenol yang dicairkan pada suhu 50°C dan 8,3 Na-

metabisulfit. Lrutan ini diaduk merata. Kemudian 3 ml
larutan ini dititrasi dengan HCL 0,1 N. Titrasl ini
seharusnya membutuhkan 5 - 6 ml HCl 0,1 N. Jika

kurang dari nilai tersebut, harus ditambahkan Z g NaOH

untuk setiap kekurangan 0,1 ml HCl 0,1 N.
Penyiapan Contoh

Untuk penentuan kadar glukosa dan xylosa (sub-
strat) dengan metode DNS, contoh yang diuji harus
berupa cairan jernih. Olieh karena itu harus dilakukan
pengendapan dan penghilangan warna terhadap coantoh
yang akan dianalisa.

Contoh dalam betuk cair dibuat netral atau basa
dengan penambahan CaCOj5. Penambahan irnl bertujuan
agar asam yvang terdapat dalam contoh tidak menghidro-

lisa gule yang ada pada waktu proses pemanasan.
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Kémudian dilakukan pemucatan dengan menambahkan arang
aktif 1,5 persen selama 15 menit pada suhu 80 -30°C.
Larutan ini disaring dan diambil larutan yang bersih.
Untuk menghilangkan bahan-bahan terlarut seperti
pigmen dan senyawa koloid, maka ke dalam contoh ditam-
bahkan Pb-asetat setengah basa. Kelebihan Pb-asetat
diendapkan dengan menambahkan natrium atau kalium
oksalat atau posfat. Penambahan Pb-asetat sedikit
demi sedikit, sampai larutan contoh menjadi jernih.
volume contoh dalam labu takar ditepatkan pada tanda

tera untuk menentukan faktor pengenceran.
Penetapan Kadar Gula

Contoh yang telah jernih sebanyak 1 ml dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 3 ml
pereaksi DNS, dan ditempatkan dalam air mendidih

selama 5 menit. Selanjutnya contoh didinginkan sampail

mencapai suhu ruang. Bila diperlukan contoh diencer-
kan agar terukur pada kisaran 20 - 80 Transmitan (%T)
pada panjang gelombang 530 nm. Untuk pengukuran

blanko digunakan air suling.
Kurva standar dibuat cengan menggunakan larutan

glukosa standar dengan kisaran 0,2 - 5 mg/l.
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