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Kebutuhan bahan bakar di Indonesia lebih tinggi daripada produksinya, sehingga
dibutuhkan suatu energi alternatif terbarukan. Energi alternatif terbarukan ini dapat
diperoleh dengan cara mengkonversi selulosa menjadi bioetanol. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui konsentrasi NaOH dan waktu yang optimum saat
ekstraksi selulosa dari limbah pengolahan agar yang dapat menghasilkan kadar
selulosa tinggi. Penelitian ini dilakukan melalui tahap ekstraksi selulosa, hidrolisis
kimiawi, serta fermentasi. Limbah pengolahan agar di ekstraksi selulosanya dengan
konsentrasi NaOH (15; 17,5; 20 %) dan waktu ekstraksi (15, 35, 55, 75 menit). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa kadar selulosa paling tinggi dari limbah pengolahan
agar sebesar 17,62% diperoleh pada kondisi optimum dengan menggunakan NaOH
20% dan waktu 75 menit. Kadar glukosa prekursor bioetanol yang diperoleh dari
hidrolisis kimiawi sebesar 980 ppm. Hasil analisis distilat dengan etanol standar
menggunakan reaksi kalium dikromat, FT-IR, dan GC diperoleh bahwa distilat
mengandung senyawa etanol.

Abstract

Indonesia has a higher level of fuel requirement than its production, so it needs a
renewable alternative energy. This renewable alternative energy can be obtained by
converting cellulose into bioethanol. This study aims to determine the concentration
of NaOH and optimum time when the extraction of cellulose from industrial agar
processing waste that it can produce high cellulose content. This research was
conducted through cellulose extraction stage, chemical hydrolysis, and fermentation.
The effluent treatment effluent was extracted with NaOH concentration (15, 17.5,
20%) and extraction time (15, 35, 55, 75 min). The results showed that the highest
cellulose content of the industrial agar processing waste amount 17.62% was obtained
during the optimum condition using 20% NaOH and time 75 minutes. Glucose levels
of bioethanol precursors obtained from chemical hydrolysis amounted to 980 ppm.
The results of distillate analysis with standard ethanol using pottasium dichromate,
FT-IR, and GC known that distillate contains ethanol compound.
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Pendahuluan

Indonesia memiliki wilayah perairan yang sangat luas bahkan lebih luas dari wilayah daratan.
Luasnya wilayah perairan Indonesia menunjukan bahwa sumber daya alam laut (SKAL) Indonesia lebih
beragam dan melimpah daripada sumber daya alam daratan. Salah satu sumber daya alam laut yang
melimpah di Indonesia adalah rumput laut dengan mencapai kurang lebih 555 jenis rumput laut (Siregar,
2015).

Rumput laut Indonesia dikenal dengan kualitasnya yang baik dan banyak diminati oleh industri
karena mangandung sumber karagenan, agar-agar, dan alginate yang cukup tinggi dan cocok digunakan
sebagai bahan baku industri makanan, pelembut, rasa, dan obat-obatan (Sahat, 2013). Rumput laut
mengandung karbohidrat dan galaktan yang lebih dominan, sehingga rumput laut banyak digunakan dalam
pembuatan karagenan dan agar. Rumput laut juga mengandung selulosa sekitar 20,17% (Sari et al., 2013)
yang tidak digunakan atau sebagai limbah dari pembuatan agar. Limbah pengolahan agar pada umumnya
mengandung selulosa yang cukup tinggi. Dalam pengolahan bahan berserat, selulosa merupakan polimer
utama yang merupakan senyawa dominan.

Kebutuhan bahan bakar bensin (BBM) di Indonesia setiap hari semakin meningkat. Menurut Hardadi
(2015), produksi kilang nasional juga masih sangat rendah dibandingkan kebutuhan nasional. Bensin
merupakan energi fosil yang tidak dapat diperbarui, sehingga dibutuhkan energi alternatif yang terbarukan
dan ramah lingkungan untuk memenuhi kebutuhan minyak masyarakat Indonesia. Konversi selulosa dari
limbah produksi agar menjadi bioetanol (biotranformasi) merupakan salah satu solusi energi alternatif
terbarukan yang ramah lingkungan untuk memenuhi kebutuhan minyak di Indonesia.

Bioetanol yang diproduksi dari biomassa berlignoselulosa merupakan cara alternatif yang menarik,
karena bahan berlignoselulosa tidak bersaing dengan bahan makanan dan juga tidak mahal (Alvira et al.,
2010). Sebelum dikonversi menjadi bioetanol, selulosa dari biomassa berlignoselulosa dihidrolisis terlebih
dahulu menjadi glukosa.

Pembuatan bioetanol dari selulosa alga merah dan limbah pengolahan agar telah banyak dilakukan,
Sari et al. (2013) dan Adini et al. (2016) telah mengkonversi selulosa dari limbah pengolahan agar menjadi
bioetanol, didapatkan bioetanol berturut-turut sebesar 0,47 dan 5,50% sedangkan Septiany (2013) dan
Habibah ez al. (2016) telah mengkonversi selulosa dari alga merah menjadi bioetanol didapatkan bioetanol
berturut-turut sebesar 29,6 dan 18%. Sejalan dengan penelitian terdahulu telah mentransformasi selulosa
alga merah dan selulosa limbah pengolahan agar menjadi bioetanol, maka dalam penelitian ini difokuskan
untuk memanfaatkan limbah pada produksi agar dari alga merah untuk di ekstraksi selulosanya menjadi
prekursor bioetanol. Fokus penelitian diarahkan untuk mengoptimalkan proses ekstraksi selulosa dari
limbah pengolahan agar yang dikonversi menjadi bioetanol.

Metode

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pengayak 100 mesh, termometer, kot plate, magnetic
stirrer, autoclave, neraca analitik, pH indikator universal, FT-IR Shimadzu 8201 PC, Spektrofotometer UV-Vis
Simadzu UV Mini 1240, dan GC Agilent 6820. Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah NaOH,
HCI, H2SO4, KOH, K>CrO4 Pro Analys dengan merk E-merck, limbah Produksi Agar, ragi roti Saccharomyces
cereviceae, glukosa, reagen DNS (3,5-dinitrosalisilat), urea, NPK, akuades, toluena, etanol, dan kertas saring
halus.

Sampel limbah yang diperoleh dilakukan preparasi awal terlebih dulu untuk menghilangkan sisa agar.
Limbah pengolahan agar dimasak dalam air mendidih selama 1 jam, kemudian dicuci dengan air panas
hingga cucian jernih, dijemur dibawah sinar matahari, digiling, dan diayak dengan pengayak 100 mesh.
Ekstraksi selulosa dilakukan dengan cara 20 g sampel serbuk kering ditambahkan 80 mL. NaOH dengan
variasi konsentrasi 15; 17,5; dan 20 (%). Campuran dipanaskan pada suhu 80°C selama 15, 35, 55, dan 75
menit dan diaduk dengan kecepatan 300 rpm. Sampel dicuci dengan akuades sampai air cucian jernih dan
netral (pH 7), kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 105°C sampai kering (4 jam), dan digerus
dalam cawan porselin. Sampel ditimbang dan dianalisis kandungan selulosanya.

Selulosa yang memiliki kadar paling tinggi dihidrolisis secara kimiawi. Sebanyak 3,5 g selulosa
ditambah dengan 35 mL HCI 30%. Campuran ini dimasukkan dalam labu leher tiga dilengkapi pendingin
balik dengan suhu 100°C selama waktu 3 jam dan campuran disaring. Filtrat hasil hidrolisis diukur kadar
glukosanya dengan reagent DNS. Fermentasi dilakukan dengan cara, 10 mL substrat ditambahkan 0,14 g
urea dan 0,017 g NPK kemudian dipasteurisasi selama 15 menit lalu didinginkan. Campuran tersebut
ditambahkan 5 g ragi roti Saccharomyces cereviceae dan diinkubasi dengan cara menutup rapat erlenmeyer
pada suhu kamar selama 168 jam. Hasil fermentasi dimasukan ke dalam labu alas bulat dan didestilasi
dengan suhu 80°C. Destilat yang diperoleh dianalisis dengan reaksi kalium dikromat, FT-IR, dan GC.
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Hasil dan Pembahasan

Hasil perlakuan awal limbah pengolahan agar menunjukan bahwa warna air hasil perebusan dan
penyaringan menjadi jernih. Perubahan warna air ini disebabkan karena terpisahnya pengotor-pengotor
(seperti debu, kerikil) pada waktu perebusan dan pencucian. Selain itu, juga terpisahnya sisa agar yang masih
berada didalam limbah padat. Limbah padat hasil perebusan dan pencucian masih berbentuk bongkahan
seperti sebelum perebusan karena limbah yang diperoleh sangat padat dan kuat.

Larutan hasil ekstraksi selulosa dari limbah pengolahan agar berwarna coklat tua. Sesuai dengan
penelitian Oktavianus et al. (2013) dan Safari et al. (2013) bahwa larutan NaOH dapat megoksidasi lignin
sehingga lignin yang terlarut dalam larutan mengubah warna larutan menjadi hitam yang disebut lindi hitam
(black liquor). Filtrat hasil penyaringan vacuum larutan hasil ekstraksi selulosa ditunjukan pada Gambar 1.a.
Sedangkan warna larutan setelah residu netral ditunjukan pada Gambar 1.b.

(a) (b)

Gambar 1. Warna larutan setelah ekstraksi selulosa (a) dan setelah penetralan (b)

Gambar 1.b menunjukan bahwa warna akuades hasil penetralan pada setiap residu menjadi jernih
karena sisa larutan NaOH, garam fenolat dan hemiselulosa yang masih tertinggal di residu ikut terbawa saat
pencucian. Residu dari hasil ekstraksi selulosa limbah pengolahan agar memiliki warna yang hampir sama
yaitu coklat muda. Warna setelah residu setelah penetralan lebih muda daripada warna sampel awal yaitu
coklat tua. Hal ini menunjukan bahwa komponen lignin dan hemiselulosa yang terikat dengan selulosa pada
masing-masing residu berkurang. Dari hasil ekstraksi selulosa dengan berbagai variasi NaOH dan waktu,
diperoleh kondisi optimum ekstraksi selulosa dari limbah pengolahan agar menggunakan NaOH dengan
konsentrasi 20% dan waktu ekstrasi selama 75 menit.

Larutan NaOH mampu memutus ikatan hidrogen terutama ikatan intermolekul selulosa sehingga
selulosa berada dalam keadaan tidak terikat. Keadaan ini menyebabkan selulosa menjadi longgar, baik
terhadap ikatan dengan komponen non-selulosa maupun pada selulosa (Lathifa, 2017). Ion hidroksida
(OH) dari NaOH akan memutus ikatan-ikatan dari struktur dasar lignin sedangkan ion natrium (Na*) akan
berikatan dengan lignin membentuk natrium fenolat. Garam fenolat ini bersifat mudah larut dalam akuades
(Safari et al., 2013).
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi NaOH terhadap kadar selulosa
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Berdasarkan Gambar 2 dapat diketahui hubungan antara konsentrasi NaOH dengan kadar selulosa,
dimana kadar selulosa masing-masing variasi waktu ekstraksi pada konsentrasi NaOH 15% cenderung
tinggi. Kadar selulosa pada konsentrasi NaOH 17,5% mengalami penurunan dari masing-masing variasi
waktu ekstraksi. Sedangkan kadar selulosa masing-masing varisai waktu ekstraksi pada konsentrasi NaOH
20% mengalami kenaikan lagi. Dari hasil penelitian ini diperoleh informasi bahwa kadar selulosa pada
konsentrasi NaOH 17,5% cenderung mengalami penurunan untuk setiap variasi waktu.
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Gambar 3. Pengaruh waktu ekstraksi terhadap kadar selulosa

Pada Gambar 3 menunjukan bahwa kadar selulosa pada konsentrasi NaOH 15% dan 20% mengalami
penurunan dan kenaikan. Sedangkan kadar selulosa pada konsentrasi NaOH 17,5% mengalami penurunan
pada waktu ekstraksi 15 menit ke 35 menit dan cenderung stabil pada waktu ke 35 menit sampai 75 menit.
Hasil penelitian ini menunjukan bahwa pada konsentrasi NaOH 17,5% memiliki titik kritis penurunan kadar
selulosa pada waktu ke 35 menit dan kadar selulosanya stabil pada waktu selanjutnya. Hasil ini menunjukan
bahwa pada konsentrasi NaOH 17,5% dihasilkan kadar selulosa yang lebih rendah dibandingkan pada
konsentrasi NaOH 15% dan 20%. Sedangkan pada konsentrasi 15% dan 20% cenderung mengalami
kenaikan dan penurunan kadar selulosa untuk setiap perubahan variasi waktu. Kadar selulosa yang rendah
pada konsentrasi NaOH 17,5% hasil penelitian menunjukan kesesuaian dengan teori, dimana secara teori
alfa selulosa tidak larut dalam konsentrasi NaOH 17,5% sedangkan beta dan gama selulosa larut. Kadar
selulosa yang rendah ini kemungkinan disebabkan karena beta dan gama selulosa larut dalam larutan NaOH
17,5%, sehingga yang tersisa dalam residu hanya alfa selulosa.

Penurunan kadar selulosa dapat disebabkan oleh kelarutan hemiselulosa ke dalam larutan NaOH
menjadi berkurang, karena sebagian besar air sudah digunakan NaOH untuk melarut maka air dalam
larutan menjadi kecil. Penurunan hemiselulosa ini menyebabkan peningkatan kandungan selulosa dan
lignin yang berada dalam satu ikatan lignoselulosa. Dalam proses ekstraksi senyawa lignin belum
terdegradasi, hanya terjadi pelunakan saja, sehingga hemiselulosa yang semula terikat oleh lignin menjadi
terbebas dan sebagian besar dapat larut ke dalam larutan NaOH. Sedangkan lignin karena hanya melunak
maka sebagian kecil saja yang larut dalam NaOH atau bahkan tidak ada yang larut (Widodo et al., 2013).

Selain itu, kadar selulosa yang menurun disebabkan karena adanya struktur selulosa yang teratur
terbuka dan molekul selulosa terdispersi secara bebas dalam solven (NaOH). Dengan struktur selulosa yang
terdispersi secara bebas dalam solven, selulosa diduga akan ikut hanyut terbawa oleh solven ketika proses
penyaringan (Siregar et al., 2014).

Tabel 1. Hasil uji anova pengaruh sumber variasi terhadap kadar selulosa

Sou.rce' of SS Df MS F P-value Frit
variation

Sample 6241,765 11 567,4332 19379,48 1,41E-44  2,216309
Columns 11711,67 1 11711,67  399987,4  3,51E-52  4,259677
Interaction 5948,059 11 540,7326  18467,58  2,52E-44  2,216309
Within 0,702723 24 0,02928

Total 23902,2 47

211



Melinda Dwi Lestari et al. / Indonesian Journal of Chemical Science 6 (3) (2017)

Tabel 1 merupakan hasil uji anova menggunakan metode Two-Factor With Replication, menunjukan
bahwa semua sumber variasi memiliki Fju, lebih besar dari Fiuse. Hal ini menunjukan bahwa terdapat
pengaruh secara signifikan antara variabel konsentrasi NaOH dan waktu ekstraksi terhadap kadar selulosa
yang dihasilkan. Hasil interaksi variabel konsentrasi NaOH dengan waktu ekstraksi memberikan pengaruh
yang signifikan terhadap kadar selulosa yang dihasilkan.

Selulosa yang diperoleh selanjutnya dihidrolisis dengan menggunakan asam HCI. Sampel selulosa
yang digunakan adalah hasil ekstraksi pada kondisi optimum. Filtrat hasil hidrolisis asam mengandung
glukosa dengan kadar 980 ppm. Selulosa dapat dihidrolisis menjadi glukosa dengan bantuan katalisis asam
melalui 3 tahap. Mekanisme reaksi tahap pertama yang terjadi adalah proton (dari katalis asam HCI)
berinteraksi dengan oksigen pada ikatan glikosida yang menghubungkan dua unit glukosa dan membentuk
asam konjugat. Keberadaan asam konjugasi menyebabkan konformasi tidak stabil sehingga terjadi
pemutusan ikatan C-O, ini merupakan mekanisme reaksi tahap kedua. Pemecahan secara lambat ikatan C-
O menghasilkan intermediet kation karbonium siklik. Selanjutnya mekanisme reaksi pada tahap tiga
mengalami adisi cepat, maka terbentuklah gula bebas dan proton. Proton yang terbentuk akan berinteraksi
kembali secara cepat dengan ikatan gliosida oksigen pada dua unit glukosa yang lain. Proses tersebut terjadi
secara kontinyu hingga molekul selulosa terhidrolisis menjadi glukosa (Hermanta, 2010).

Pada proses biotransformasi selulosa menjadi bioetanol ini selanjutnya dibuktikan melalui proses
fermentasi, dimana proses fermentasi ini akan mengkonversi filtrat hasil hidrolisis yang mengandung
glukosa menjadi etanol. Filtrat hasil fermentasi yang diperoleh memiliki bau seperti etanol tetapi samar,
ketika di olehkan ke tangan dingin, dan saat diteteskan dikertas cepat menghilang. Destilat hasil fermentasi
mengalami perubahan dari warna kuning menjadi warna biru muda. Analisis reaksi ini juga diujikan pada
etanol standar dan mengalami perubahan warna dari kuning menjadi biru muda. Warna larutan hasil uji
kalium dikromat antara sampel destilat hasil fermentasi dengan etanol standar sama, hal ini menunjukan
bahwa secara analisis kualitatif destilat hasil fermentasi mengandung etanol. Reaksi yang terjadi sebagai
berikut:

Oksidasi : 3 CH3CH:OH.q) —> 3 CH3CHOgq + 6 H* g
Reduksi : Cr:O7@q + 14 H g —> 2Cr’a9 + 7H:0q

3 CH3CH20Hg@g) + Cr207*aq) + 8 HYagg —> 3 CH3CHOqq) + 2 Cr¥*ug + 7 H2Og)

Destilat hasil fermentasi dianalisis dengan FT-IR ditunjukan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Spektrum FT-IR bioetanol limbah pengolahan agar dan etanol standar

Hasil interpretasi spektrum IR dari sampel limbah pengolahan agar yang dihidrolisis dengan katalis
asam dan dilanjut fermentasi, menunjukkan adanya serapan gugus —OH pada bilangan gelombang 3446,10
cm’!, pada bilangan gelombang 2091,03 cm! menunjukkan adanya serapan gugus —CH Alifatik, pada
bilangan delombang 1639,41 cm™ menunjukan adanya serapan gugus —CHo, dan pada bilangan gelombang
1016,13 cm™ menunjukkan adanya serapan gugus —CO. Hasil interpretasi IR menunjukkan bahwa sampel
selulosa limbah pengolahan agar dapat menghasilkan bioetanol. Kromatogram GC destilat hasil fermentasi
ditunjukan pada Gambar 5.
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(a) (b)
Gambar 5. Kromatogram GC bioetanol limbah pengolahan agar (a) dan etanol standar (b)

Berdasarkan hasil kromatogram pada Gambar. 5 menunjukan bahwa hasil fermentasi glukosa dari
hidrolisis asam selulosa limbah pengolahan agar menunjukan 1 komponen dominan. Senyawa dominan
yang muncul untuk destilat hasil fermentasi pada waktu retensi 2,791 menit. Waktu retensi dari destilat
tersebut menunjukan bahwa senyawa dominan yang muncul adalah etanol, karena waktu retensinya hampir
sama dengan waktu retensi pada kromatogram etanol standar yaitu 2,729 menit. Berdasasrkan analisis
menggunakan GC hasil biotransformasi selulosa dari limbah pengolahan agar menghasilkan bioetanol.

Simpulan

Kondisi optimum saat ekstraksi selulosa dari limbah pengolahan agar pada konsentrasi NaOH 20%
dan waktu ekstraksi selama 75 menit. Kondisi optimum saat ekstraksi selulosa dari limbah pengolahan agar
menghasilkan selulosa dengan kadar 17,62%. Kadar glukosa filtrat hasil hidrolisis sebesar 980 ppm. Filtrat
hasil fermentasi mengandung etanol yang dibuktikan dengan hasil analisis reaksi kalium dikromat, FT-IR,
dan GC.
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