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ABSTRACT

Bioethanol is an alternative biofuel that is widely produced in bulk to replace and complement petroleum-
based fuels. Bioethanol is produced through the alcoholic fermentation of sucrose or simple sugars. One of the
potential sources for bioethanol production that has not been studied is leaf litter. Various studies have shown
that T. viride and Z. mobilis can be used for bioethanol production, but there has been no report on the
production of bioethanol from leaf litter using a consortium of T. viride and Z. mobilis using the SSF method.
This study aims to examine the effect of pretreatment and composition of the consortium of T. viride and Z.
mobilis on the production of bioethanol from leaf litter. Leaf litter was dried and mashed, then pretreatment
was carried out with 32% NHj3 solution. The bioethanol production process using the SSF method was arranged
as a consortium of T. viride and Z. mobilis with a composition of 5%: 5%, 10%: 5%, 5%: 10% and 10%: 10%
(w/v). SSF was carried out for 72 hours at a temperature of 35°C and pH 5. The bioethanol was purified by
distillation and the ethanol content was tested with GCMS. Higher levels of bioethanol were found in leaf litter
with pretreatment. The highest ethanol content (0.6721%) was obtained from SSF with consortium compaosition
of T. viride : Z. mobilis (10% : 10%) from leaf litter with pretreatment. Pretreatment and composition of the
consortium T. viride and Z. mobilis affect the production of bioethanol from leaf litter
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Abstrak

Bioetanol merupakan biofuel alternatif yang banyak diproduksi secara massal untuk menggantikan dan
melengkapi bahan bakar berbasis minyak bumi (BBM). Bioetanol diproduksi melalui fermentasi alkohol sukrosa
atau gula sederhana. Salah satu bahan baku potensial untuk produksi bioetanol yang belum dipelajari yaitu sampah
daun. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa T. viride dan Z. mobilis dapat digunakan untuk produksi bioetanol
namun sampai saat ini belum ada laporan produksi bietanol dari sampah daun menggunakan konsorsium T. viride
dan Z. mobilis dengan metode SSF. Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh pretreatment dan komposisi
konsorsium T. viride dan Z. mobilis terhadap produksi bioetanol dari sampah daun. Sampah daun dikeringkan
dan dihaluskan, selanjutnya dilakukan Pretreatment dengan larutan NH; (amonia) 32%. Proses produksi bioetanol
dengan metode SSF menggunakan konsorsium T. viride dan Z. mobilis dengan komposisi 5% : 5%, 10% : 5%, 5%
: 10 % dan 10% : 10% (w/v). SSF dilakukan selama 72 jam dengan suhu 35°C dan pH 5. Bioetanol hasil fermentasi
dimurnikan dengan destilasi dan terakhir pengujian kadar etanol dengan GCMS. Kadar bioetanol lebih tinggi
didapatkan pada sampah daun yang diberikan pretreatment. Kadar etanol tertinggi (0.6721%) didapat dari SSF
dengan komposisi konsorsium T. viride : Z. mobilis (10% : 10%) dari sampah daun yang diberikan pretreatment.
Pretreatment dan komposisi konsorsium T. viride dan Z. mobilis mempengaruhi produksi bioetanol dari sampah
daun.

Kata Kunci : Bioetanol, Sampah daun, SSF, Trichoderma viride, Zymomonas mobilis
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PENDAHULUAN

Bioetanol merupakan biofuel alternatif yang
banyak  diproduksi  secara  massal  untuk
menggantikan dan melengkapi bahan bakar berbasis
minyak bumi (BBM) [1]. Keunggulan bioetanol
dibandingkan BBM adalah  biodegradable,
mengandung oktan dan oksigen tinggi sehingga
mudah terbakar dan mengurangi emisi pemanasan
global [2]. Bioetanol diproduksi melalui fermentasi
alkohol sukrosa atau gula sederhana [3].

Bahan baku yang melimpah untuk produksi
bioetanol generasi kedua adalah biomassa
lignoselulosa. Bahan baku ini diperoleh dari tanaman
yang mengandung tiga bagian utama yaitu selulosa,
hemiselulosa dan lignin [4]. Berbagai laporan
menunjukkan banyak biomassa lignoselulosa yang
dapat digunakan untuk produksi bioetanol seperti
ampas tebu, kulit batang tebu, tongkol jagung, batang
jagung, kulit jagung, jerami padi, jerami gandum,
limbah apel, buah kiwi, dan buah persik, kulit wortel,
kulit bawang, kulit kentang dan kulit bit, kulit pisang
[5,6,7,8,9,10]. Sampah daun juga dapat digunakan
sebagai sumber bahan baku bietanol, beberapa yang
telah dipelajari yaitu limbah daun pisang, daun Neem
dan Moringa, daun agave serta daun pinus merkusi
[11,12,13,14]. Salah satu bahan baku potensial untuk
produksi biotenal yang belum dipelajari yaitu
sampah daun dari pertamanan. Selama ini sampah
tersebut sebagian kecil dimanfaatkan sebagai pupuk
kompos dan sebagian besar dikumpulkan kemudian
dibakar. Pemanfaatan biomassa lignoselulosa
sampah daun tersebut sebagai bahan baku produksi
bioetanol membuat pengelolaannya menjadi lebih
ramah lingkungan.

Proses utama dalam produksi bioetanol dari
biomassa lignoselulosa meliputi: (a) pretreatment,
(b) hidrolisis dan (c) konversi gula menjadi bioetanol
melalui fermentasi [15]. Hidrolisis gula diikuti
dengan langkah fermentasi disebut hidrolisis dan
fermentasi terpisah atau Separate Hydrolysis and
Fermentation (SHF) dan yang mengabungkan proses
hidrolisis dan fermentasi menjadi satu proses disebut
sakarifikasi dan fermentasi simultan/ Simultaneous
Saccharification and Fermentation (SSF) [16].
Mikroba diketahui berperan pada proses hidrolisis
dan fermentasi, di antaranya yaitu Trichoderma
viride dan Zymomonas mobilis. T. viride merupakan
jamur penghasil enzim selulase yang dapat
mendegradasi selulase yang banyak digunakan

dalam produksi bioetanol [17]. Z. mobilis merupakan
bakteri ~ anaerob  fakultatif yang  mampu
memanfaatkan sukrosa, glukosa dan fruktosa sebagai
sumber energi [18].

Penelitian mengenai produksi bioetanol dari
limbah biomassa dengan menggunakan T. viride dan
Z. mobilis sudah banyak dilakukan. T. viride
digunakan untuk produksi etanol dari jerami, ampas
tebu dan limbah kulit buah kakao [19,20,21]. Z.
mobilis dimanfaatkan dalam produksi bioetanol dari
limbah singkong, kulit kentang dan kulit buah delima
[22,23,24]. Produksi bioetanol dengan metode SSF
menggunakan konsorsium mikroba juga sudah
banyak dilakukan, seperti produksi bioetanol dari
limbah tahu menggunakan Aspergillus niger dan
Saccharomyces cerevisiae [25], produksi bioetanol
dari rumput laut menggunakan Trichoderma reesei
dan S. cerevisiae [26], bioetanol dari tandan kosong
kelapa sawit menggunakan S. cerevisiae dan T.
harzianum [27]. Namun, sampai saat ini belum ada
laporan produksi bietanol dari sampah daun
menggunakan konsorsium T. viride dan Z. mobilis
dengan metode SSF. Penelitian ini bertujuan untuk
melihat pengaruh pretreatment dan komposisi
konsorsium T. viride dan Z. mobilis terhadap
produksi bioetanol dari sampah daun.

METODE

Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan sampah daun di
lingkungan Universitas Indonesia yang diambil dari
Laboratorium Parangtopo, Fakultas MIPA sebagai
bahan baku. Proses SSF menggunakan isolat T.
viride dan Z. mobilis yang didapatkan dari Pusat
Penelitian dan Pengembangan Daya Saing Produk
Bioteknologi Kelautan dan Perikanan. Alat-alat yang
dipakai selama penelitian yakni shaker incubator dan
labu Erlenmenyer untuk proses SSF, Destilator untuk
pemurnian bioetanol dan GC untuk pengujian kadar
bioethanol.

Persiapan Bahan Baku

Sampah daun vyang sudah dikumpulkan
dikeringkan dan dihaluskan dengan menggunakan
blender.

Analisis Kandungan Sampah Daun
Analisis kandungan sampah daun dilakukan
untuk mengetahui kandungan komponen serat
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sampah daun. Penentuan komponen kimia sampah
daun kering dilakukan dengan menggunakan metode
Chesson-Datta.  Penentuan kadar hemiselulosa
dilakukan dengan mencampur 1-2 gram sampel daun
kering halus (a) dengan 150 ml aquades, selanjutnya
dipanaskan pada suhu 100°C selama 2 jam, disaring
dengan kertas saring dan terakhir dibilas dengan
aquades, bagian padat dikeringkan dalam oven pada
suhu 105°C sampai konstan dan ditimbang beratnya
(b). Selanjutnya sampel (2) dicampurkan dengan 150
ml larutan H.SO4 1 N, dipanaskan pada suhu 100°C
selama 1 jam, difiltrasi dengan kertas saring dan
terakhir dibilas dengan aquades, bagian padat
dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C sampai
konstan dan ditimbang beratnya (c).

Kadar Hemiselulosa = (b?TC) x 100%

Penentuan kadar selulosa dilakukan sampel yang
sudah didapat dari penentuan kadar hemiselulosa (c)
dicampur dengan larutan HoSO4 72% (v/v) sebanyak
10 ml pada suhu kamar selama 4 jam, kemudian
diencerkan menjadi 0.5 M H;SO4, 150 ml dan
direfluks pada suhu 100°C selama 2 jam (d).

Kadar Selulosa = (%) x 100%
Penentuan kadar lignin dilakukan dengan cara
sampel yang didapat dari analisis kadar selulosa (d)
difiltrasi dengan kertas saring dan terakhir dibilas
dengan aquades. Kemudian bagian padat
dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C sampai

konstan dan ditimbang beratnya (e).
Kadar Lignin = (d_e)x 100%

a
Kadar Abu = (g) x 100%
Pretreatment (Delignifikasi) Daun Kering dengan
Larutan NHs 32%

Bahan baku sampah daun kering halus dibagi
menjadi dua bagian, satu bagian diberikan
pretreatment dengan NHs; 32% dan satu bagian tidak
diberikan pretreatment.

Sampel daun kering halus sebanyak 30 g
direndam dengan 150 ml larutan NH3 (amonia) 32%
pada suhu ruang selama 24 jam. Sampel dicuci
dengan akuades untuk menghilangkan larutan NHs,
kemudian dikeringkan kembali menggunakan oven.

Simultaneous Saccharification and Fermentation
(SSF)

SSF dilakukan dalam Erlenmenyer 250 ml
dengan kultur batch 150 ml, terdiri dari 50 mM Yeast
Peptone Sitrat Buffer (YP-CB) dan daun kering halus
(10% b/v). Kultur padat T. viride dan Z. mobilis
ditambahkan ke kultur batch dengan berbagai
perbandingan komposisi (T. viride : Z. mobilis) yaitu
5% : 5%, 10% : 5%, 5% : 10 % dan 10% : 10% (w/v),
kemudian diberikan larutan HCI 0,05 N hingga pH 5
0,0. Kultur batch diinkubasi pada shaking incubator
dengan kecepatan 150 rpm. SSF ini dilakukan selama
72 jam, dengan suhu 35°C.

Destilasi

Etanol dipisahkan dari campurannya dengan cara
destilasi. Pada proses ini menggunakan alat distilasi
pada suhu 78-80°C. Larutan hasil masing-masing
SSF disaring kemudian filtratnya dimasukkan ke
labu distilasi untuk dimurnikan, selanjutnya uap
yang dihasilkan didinginkan dengan kondenser
sehingga produk yang murni tertampung dalam
wadah pemisah.

Pengujian Kadar Etanol

Hasil destilat etanol diuji kadarnya menggunakan
alat GC di Laboratorium Avilasi, Departemen Kimia,
FMIPA Ul. Suntikkan 1 pl masing-masing sampel
yang telah didestilasi menggunakan mikro syringe.
Kadar etanol yang dihasilkan dilihat dari waktu
retensi  dan  luas  kromatogrannya  serta
membandingkannya dengan kurva standar senyawa
murni.

HASIL PENELITIAN

Kandungan Sampah Daun Kering
Hasil analisis kandungan sampah daun kering

terlihat pada Tabel 1.

54



Safari, dkk.

1JOBB, Vol 6 (2), 2022

Tabel 1. Komponen Serat Sampah Daun

Komponen Kadar (%)
Lignin 2.7
Selulosa 16.1
Hemiselulosa 79.2

Abu 0.87

pada tabel 1 terlihat kandungan tertinggi sampah
daun yaitu hemiselulosa sebesar 79.2% dilanjutkan
dengan selulosa sebanyak 16.1 % dan lignin sebesar
2.7%.

Pengaruh Pretreatment  dan Komposisi
Konsorsium Trichoderma viride dan Zymomonas
mobilis Terhadap Produksi Bioetanol dari
Sampah Daun

Produksi  bioetanol pada penelitian ini
menggunakan metode SSF dengan memanfaatkan T.
viride pada proses hidolisis lignoselulosa menjadi
gula sedangkan proses fermentasi gula menjadi

etanol menggunakan Z. mobilis. SSF dilakukan
dengan menggunakan bahan baku yang tidak
diberikan  pretreatment dan yang diberikan
pretreatment dengan Larutan NH3; 32%. Selain itu,
produksi bioetanol menggunakan beberapa variasi
komposisi konsorsium T. viride dan Z. mobilis Kadar
bioetanol yang dihasilkan terlihat pada gambar 1.

Gambar 1 menunjukkan bahwa kadar etanol pada
semua variasi komposisi konsorsium lebih tinggi
pada bahan baku yang sebelumnya telah diberikan
pretreatment dengan menggunakan NHs 32%
dibandingkan dengan bahan baku yang tidak
diberikan pretreatment. Kadar etanol tertinggi
didapat dari SSF dengan komposisi konsorsium T.
viride : Z. mobilis (10% : 10%) diikuti dengan
komposisi (10% : 5 %), (5% : 10%) dan terendah (5%
. 5%) baik dari sampah daun yang diberikan
pretreatment maupun Yyang tidak diberikan
pretreatment.

0.8
0.6721
g 0.6
S 04 0.4285 0.4471
uf% 0.2765 0.3214
= 02 8%&8} 0.1972
&
X 0
5% : 5% 10% : 5% 5% : 10% 10% : 10%
Komposisi Konsorsium T.viride : Z.mobilis
Tanpa Pretreatment Dengan Pretreatment
Gambar 1. Kadar etanol dari sampah daun
PEMBAHASAN sebagai bahan baku produksi bietanol [28].

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sampah
daun mengandung hemiselulosa, selulosa dan lignin.
Hal ini membuktikan sampah daun dapat dijadikan
bahan baku untuk produksi bioetanol. Hemiselulosa,
selulosa dan lignin merupakan komponen utama
biomassa lignoselulosa yang banyak digunakan

Hemiselulosa adalah  kelompok polisakarida
heterogen yang dapat terdiri dari pentosa (xilosa,
arabinosa), heksosa (galaktosa, mannosa, glukosa),
dan gugus asetil dan glukuronil [29]. Unit monomer
tersebut, disusun ulang dalam bentuk lain yang lebih
kompleks termasuk glukan, xyloglucan, xylan,
arabinoxylans, mannans, dan glucogalactomannans
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[30]. Xilan adalah komponen utama hemiselulosa
dan merupakan bahan baku potensial untuk
memperoleh gula yang dapat difermentasi yang
dapat diubah menjadi beberapa produk berharga
[31]. Selulosa adalah polimer alam yang berlimpah
dan ada di mana-mana, menjadi penyusun utama
dinding sel tumbuhan. Unit glukosa dihubungkan
melalui ikatan -1,4-glikosidik membentuk polimer
selulosa [32]. Glukosa dari selulosa dapat menjadi
bahan untuk produksi bioetanol [33].

Penelitian ini mendapatkan hasil bahwa kadar
etanol sampah daun yang diberikan pretreatment
lebih tinggi daripada kadar etanol dari sampah daun
yang tidak diberikan pretreatment. Pretreatment
merupakan tahap utama keberhasilan pemanfaatan
bahan baku lignoselulosa untuk menghasilkan
bioetanol karena memfasilitasi hidrolisis oleh enzim
[34,35]. Langkah pretreatment yang efisien
diperlukan untuk mendapatkan gula, yang
selanjutnya akan digunakan dalam fermentasi [36].
Pretreatment biomassa diperlukan untuk membuat
biomassa rentan terhadap mikroorganisme dan
enzim [37]. Pretreatment menyebabkan perubahan
pada struktur mikro, struktur makro dan komposisi
kimia lignoselulosa sehingga enzim dapat bekerja
lebih baik [28]. Amoniak yang bersifat basa bekerja
dengan memecah kristalinitas ikatan selulosa dan
asetil dalam struktur kimia dinding sel biomassa
lignoselulosa. Selain itu, dilaporkan bahwa residu
amonia dari proses pretreatment dapat meningkatkan
pertumbuhan bakteri dalam fermentasi karena
kandungan nitrogen yang tinggi dalam biomassa
pretreatment [38].

Produksi bioetanol dari sampah daun pada
penelitian ini menggunakan metode SSF. Pada
metode SSF, proses hidrolisis dan fermentasi
dilakukan secara bersamaan. Keuntungan utama dari
proses SSF adalah hidrolisis pati dan fermentasi gula
dapat diproses dalam satu tempat, meminimalkan
efek penghambatan substrat dan mempersingkat
waktu reaksi secara keseluruhan [39]. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa etanol berhasil
diproduksi dari sampah daun dengan metode SSF
memanfaatkan T. viride dan Z. mobilis. Adanya

etanol yang dihasilkan membuktikan bahwa terjadi
sakarafikasi dan fermentasi sampah daun.

T. viride terlibat dalam tahap sakarafikasi.
Anggota Trichoderma dilaporkan memiliki potensi
untuk sakarifikasi [40]. T. viride menunjukkan
kemampuan  untuk  menghidrolisis  polimer
karbohidrat [41]. T. viride merupakan fungi yang
menghasilkan enzim selulase dan xilanase [42].
Selulase adalah enzim yang mampu menghidrolisis
bentuk organik kompleks selulosa menjadi gula
sederhana atau glukosa [43]. Xilanase adalah enzim
kompleks hemiselulolitik yang bekerja pada rantai
pusat hemiselulosa [44]. Mizar (2020) melaporkan
bahwa gula pereduksi dapat terbentuk karena adanya
reaksi enzimatik oleh T. viride yang menghasilkan
enzim selulase [20]. Gula pereduksi diproduksi
melalui proses sakarifikasi dan selulosa sederhana
diubah menjadi gula sederhana dalam bentuk
glukosa. Hasil penelitian  menunjukkan bahwa
terdapat hubungan langsung antara konsentrasi gula
yang dilepaskan dan peningkatan konsentrasi enzim
selulase yang dihasil T. viride yang digunakan
selama proses sakarifikasi [45]. Hasil penelitian
melaporkan bahwa gula pereduksi yang dihasilkan
setelah lima hari hidrolisis jerami padi menggunakan
T. viride mencapai 26.60g/100g dan setelah
diberikan pretreatment, serbuk gergaji disakarifikasi
menggunakan T. viride pada suhu 35°C selama 48
jam menghasilkan gula sebesar 10,17% [46,47].

Z. mobilis berperan dalam tahap fermentasi. Z.
mobilis merupakan bakteri penghasil etanol dari
glukosa dan fruktosa [48]. Z. mobilis memanfaatkan
sukrosa, glukosa dan fruktosa sebagai sumber energi
dan dapat mengubah gula menjadi etanol dan CO;
melalui glikolitik “Entner-Doudoroff’, di mana
oksigen tidak terlibat dalam proses fermentasi untuk
menghindari penghambatan respirasi [18]. Z. mobilis
memiliki banyak keunggulan dibandingkan ragi
konvensional, termasuk kemampuan untuk mencapai
tingkat fermentasi dan hasil etanol yang lebih tinggi,
serta toleransi etanol yang sangat tinggi [49].

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semakin
banyak inokulum yang ditambahan pada proses SSF
maka semakin tinggi kadar etanol yang didapatkan.
Pada penambahan salah satu mikroba baik
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penambahan T. viride maupun penambahan Z.
mobilis akan meningkatkan produksi etanol.
Penambahan inokulum T. viride akan meningkatkan
jumah glukosa yang dikonversi dari biomassa
sampah daun dan penambahan inokulum Z. mobilis
akan meningkatkan produksi etanol dari fermentasi
glukosa. Kadar etanol tertinggi didapat ketika
penambahan inokulum T. viride dan Z. mobilis
dilakukan secara bersamaan. Hal ini membuat pada
proses SSF terjadi peningkatan jumlah glukosa
sekaligus terjadi peningkatan jumlah etanol yang
dihasilkan. Penelitian serupa menunjukkan hasil
yang tidak berbeda. Produksi bioetanol dari nira aren
menggunakan Saccharomyces cerevisiae semakin
tinggi dengan semakin tingginya persentase
inokulum yang digunakan [50].

KESIMPULAN

Sampah daun merupakan bahan baku potensial untuk
produksi bioetanol. Kadar etanol yang lebih tinggi
didapat pada sampah daun yang diberikan
pretreatment. T. viride dan Z. mobilis dapat
dimanfaatkan untuk produksi bioetanol dengan
metode SSF dengan memperhatikan komposisi
masing-masing. Studi lanjutan perlu dilakukan untuk
mengetahui parameter SSF yang optimal.
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