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Abstract

Bioethanol is a future renewable energy for gasoline substitution. Market need for bioethanol has been
increased significantly in a decade. That will lead to unbalance between bioethanol supply and bioethanol
demand if bioethanol production only come from starch and sugar source (first generation of bioethanol).
Using lignocellulose waste (second generation of bioethanol) which abundand in Indonesia is one of
good solution for this problem. Rice Straw production in Indonesia approximately 103.57 million ton in a
year which make it is the most abundant lignocellulosa waste in this country. Optimizing bioethanol
production using rice straw need two adjustment step. First step is adjustment in pre-treatment which
important to breakdown insoluble lignin from the waste. Second step is selecting bioconvertion agent that
has ability to carry single step fermentation process. Thermophilic clostridium is one of best
bioconvertion agent for this process which has several advantage compare to others bioconvertion agent.
This will lead to increase of bioethanol production to balance between bioethanol supplay and bioethanol

demand.
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PENDAHULUAN

Bioethanol adalah energi terbarukan yang
diproduksi dari bahan baku yang mengandung
karbohidrat. Di Indonesia, bioethanol
kebanyakan diproduksi menggunakan bahan
baku gula dan pati yang juga merupakan bahan
pangan sehingga produksinya dikhawatirkan
dapat mengancam ketahanan pangan nasional.
Permintaan pasar terhadap bioethanol yang
semakin meningkat menyebabkan pemerintah
mulai melirik penggunaan bahan lignicellulosa
limbah pertanian sebagai bahan baku bioethanol
(Anindyawati, 2009). Limbah pertanian
memiliki kelebihan diantaranya: jumlahnya
melimpah, belum termanfaatkan dengan optimal
dan yang lebih penting lagi, tidak mengancam
ketahanan pangan nasional.

Salah satu limbah pertanian yg melimpah di
Indonesia adalah jerami padi karena padi sendiri
merupakan komoditi pertanian dengan hasil
terbesar di Indonesia. Berdasarkan data Badan
Pusat Statistik tahun 2012 produksi padi di
Indonesia sebesar 69,05 juta ton gabah kering
giling. Dengan asumsi perbandingan gabah :
jerami = 2 : 3 maka potensi limbah jerami yang
dapat dihasilkan mencapai 103,57 juta ton.
Selama ini sebagian besar jerami padi
kebanyakan dibakar oleh petani sehingga

berpotensi menyebabkan polusi udara. Oleh
karena itu, penggunaannya sebagai bahan baku
bioethanol memberikan keuntungan dalam hal
optimalisasi ~ sumber daya dan juga
meminimalisir pencemaraan lingkungan.

Meskipun merupakan bahan baku yang
potensial, bahan ligniselulosa tergolong sulit
didegradasi dan tidak banyak mikroorganisme
yang dapat memanfaatkannya sebagai bahan
baku pembuatan bioethanol (Pokhrel et al.,
2008). Ligniselulosa merupakan biopolimer
kompleks vyang terdiri dari  Selulosa,
hemiselulosa dan lignin. Dengan kandungan
yang kompleks maka untuk menghasilkan
bioethanol dari bahan ligniselulosa diperlukan
proses pretreatment yang sifatnya spesifik agar
diperoleh senyawa intermediet yang nantinya
diproses menjadi bioethanol melalui fermentasi
dengan bantuan mikroorganisme. Oleh karena
itu, pemilihan jenis pre-treatment yang sesuai
sangat menentukan konsentrasi bioethanol yang
diproduksi melalui fermentasi (Mussatto and
Teixeira, 2010)

Mikroorganisme pendegradasi  selulosa
merupakan organisme yang potensial untuk
digunakan  sebagai  pendegradasi  bahan
lignicselulosa sehingga eklporasi terhadap

Volume 1, No. 2, Desember 2018



ISSN. 2621-6779

Jurnal Silva Samalas | 85

organisme ini terus ditingkatkan dalam beberapa
tahun belakangan ini (Maki et al., 2009).
Clostridium termofilik merupakan salah satu
bakteri yang diketahui mampu mendegradasi
selulosa menjadi cellubiose untuk kemudian
difermentasi menjadi bioethanol melalui proses
yang dikenal dengan “single step fermentation”.
Clostridium tidak membutuhkan suplai oksigen
selama proses fermentasi sehingga dapat
mengurangi biaya aerasi jika diterapkan dalam
skala industri. Karena tumbuh pada lingkungan
termofilik, kultur bakteri ini lebih kecil
kemungkinan mengalami kontaminasi
dibandingkan bakteri mesofilik (Demain et al.,
2005). Karena berbagai alasan tersebut, maka
Clostridium termofilik merupakan bakteri yang
efektif digunakan sebagai agen pengkonversi
limbah jerami menjadi bioethanol.

Kebutuhan Bioethanol Pasar Dunia

Bioethanol adalah bahan bakar alternatif
berbasis biomassa yang diproduksi melalui
fermentasi dari bahan baku tanaman yang
mengandung Kkarbohidrat baik dalam bentuk:
pati, gula bahkan konstituen selulosa dan
hemiselulosa yang dominan terdapat pada
tanaman. (Pokhrel et al., 2008)

Bioethanol memiliki beberapa keunggulan
dibandingkan bahan bakar berbasis minyak.
Karena diproduksi dari bahan baku biomassa,
maka bioethanol merupakan bahan bakar
terbarukan dan dapat diproduksi dalam waktu
yang jauh lebih singkat dibandingkan dengan
bahan bakar minyak. Bioethanol juga diketahui
menghasilkan emisi gas rumah kaca 60% lebih
sedikit dibandingkan bensin sehingga bahan
bakar ini relatif lebih ramah lingkungan.
Penggunaan bioethanol sebagai bahan aditif
yang ditambahkan pada bahan bakar minyak
dapat meningkatkan kualitas pembakaran
sehingga mengurangi polutan yang dihasilkan
bahan bakar minyak (Meskal, 2007)
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Gambar 1. Produksi Bioethanol Dunia dari tahun
1975 — 2010 (Whittington, 2006)

Selama ini Amerika Serikat dan Brazil
merupakan 2 negara penghasil bioethanol
terbesar di dunia. Produksi bioethanol di
Amerika Serikat terutama terutama
menggunakan bahan baku jagung, sementara
Brazil menggunakan bahan baku sugar cane
(Kyritsis, 2010). Selain Amerika Serikat dan
Brazil, Negara lainnya yang secara konsisten
masuk 7 besar penghasil bioethanol sejak tahun
2004 adalah China, India, Perancis, Kanada dan
Jerman. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada
tabel 1.

Tabel 1. Tujuh besar Negara penghasil
bioethanol di dunia (Urbanchuk, 2008)

Negara Produksi bioethanol Prosentase
2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | produksi
dunia

Amerika |3.403,93.905,1 (4.857,2|6.487,7| 8.926 43, %
Serikat

Brazil | 3.874 [4.244,9]14.710,4|5.958,1|6.895,6| 33,9%

China | 924,7 | 924,7 | 937,9 | 990,8 [1.017,2 5%

India | 3255 | 290,6 | 4359 | 647,3 | 607,7 3%

Perancis | 219,3 | 240,4 | 237,8 | 303,8 | 396,3 1,9%

Kanada | 60,8 | 67,4 | 150,3 | 184,9 | 264,2 1,3%

Jerman 60,8 925 | 1995 | 184,9 | 216,6 1,1%

Pemerintah Indonesia sendiri
mencanangkan bahwa produksi bioethanol pada
rentang tahun 2005 — 2010 mencapai angka 1,85
juta kilo liter atau 10% dari total konsumsi
bensin nasional. Selanjutnya untuk rentang
tahun 2011 - 2015 produksi bioethanol
diproyeksikan mencapai angka 3,08 juta kilo
liter atau 15% dari total konsumsi bensin
nasional. Dan untuk jangka panjang yaitu tahun
2016 — 2025 produksi bioethanol nasional
diproyeksikan menembus 4,99 juta kilo liter atau
setara dengan 20% total konsumsi bensin
nasional (Anindyawati, 2009)

Dengan target produksi bioethanol yang
dapat dikatakan cukup besar (20% dari total
konsumsi bensin), maka produksi bioethanol
tidak akan cukup jika hanya menggunakan
bahan baku berupa komoditi pertanian yang
mengandung pati atau gula seperti yang
dilakukan oleh Brazil dan Amerika serikat.
Berdasarkan bahan bakunya bioethanol dapat
dibedakan menjadi bioethanol generasi pertama
yang menggunakan bahan baku pati, dan
bioethanol generasi kedua yang menggunakan
bahan baku dari ligniselulosa (Olofsson et al.,
2008). Penggunaan ligniselulosa sebagai bahan
baku produksi bioethanol merupakan hal yang
perlu dilakukan untuk merealisasikan target
produksi biotehanol nasional (Najafi et al.,
2009)
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Gambar 2. Road mép Produksi Bioethnol Indonesia
(Anindyawati, 2009)

Limbah Ligniselulosa Jerami Padi

Ligniselulosa merupakan biopolimer paling
melimpah di muka bumi ini dan diperkirakan
tanaman di seluruh dunia dapat menghasilkan
limbah ligniselulosa 150 miliar ton per tahun.
Dengan jumlah yang sangat melimpah, limbah
ligniselulosa ini menjadi bahan pengotor yang
juga paling melimpah. Akan tetapi jika dikelola
dengan baik, maka limbah ligniselulosa dapat
menghasilkan produk yang sangat bermanfaat,
salah satunya adalah bioetanol (Subramanian,
2010)

Limbah pertanian menghasilkan bahan
ligniselulosa paling potensial dibandingkan
dengan bahan lainnya. Diperkirakan tiap
tahunnya diproduksi 1,5 Pg biomassa limbah
ligniselulosa yang jika diolah secara optimal
dapat digunakan untuk memproduksi sekitar 491
GL etanol per tahunnya. Selain itu, limbah
industri sendiri dapat menghasilkan sekitar 79,1
Tg limbah ligniselulosa yang berpotensi untuk
meproduksi 49,1 GL etanol per tahunnya. Jika
dijumlahkan, maka potensi produksi bioethanol
dari limbah pertanian adalah sebesar 491 GL,
kurang lebih 16 kali lebih banyak dibandingkan
total produksi bioethanol yang ada sampai saat
ini (Kim and Dale, 2004).

jumlah melimpah. Salah satu komoditi pertanian
dengan produksi terbesar di Indonesia adalah
Padi. Berdasarkan data Badan Pusat Statistik
tahun 2012 produksi padi di Indonesia terus
mengalami peningkatan sejak tahun 2009
sampai 2012 dengan total produksi tahun 2012
sebesar 69,05 juta ton gabah kering giling.
Dengan asumsi perbandingan gabah : jerami = 2
: 3 maka potensi limbah jerami yang dapat
dihasilkan mencapai 103,57 juta ton. Selama ini
sebagian besar jerami padi kebanyakan dibakar
oleh petani sehingga berpotensi menimbulkan
polusi udara, sebagian kecil menjadi dicampur
dalam makanan ternak. Dengan asumsi bahwa 1
kg jerami padi dapat dikonversi menjadi 0,28
liter bioethanol (Kim and Dale, 2004), jika total
jerami padi dikonversi menjadi bioethanol akan
dihasilkan sekitar 28,9 juta kilo liter bioethanol.
Nilai ini tentu saja jauh melampaui target
produksi yang diharapkan oleh pemerintah.
Meskipun demikian, angka realistis produksi
bioethanol dari bahan baku jerami padi
kemungkinan berada jauh dibawah nilai
tersebut.

Tabel 2. Komposisi Selulosa: Hemiselulosa:
Lignin dari beberapa sampel jerami padi

Konstituen (%berat kering) Referensi
Selulosa | Hemiselulosa Lignin
40,84 28,06 7,86 Hashem et al. (2013)
40,9 26,8 18,9 Sarkara and Aikata (2012)
36,8 25,8 15,8  eyaetal. (2009)
36,2 19 9,9 Nigam et al. (2009)
39 27 12 Karimi et al. (2006)
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Gambar 3. Produksi Padi di Indonesia tahun 2009 —
2012 (BPS, 2012)

Indonesia merupakan negara  agraris
sehingga memiliki komoditi pertanian dengan

Ligniselulosa didominasi oleh 3 komponen
penting yaitu: selulosa, hemiselulosa dan lignin.
Selulosa merupakan polimer glukosa yang
digabungkan oleh ikatan beta glikosidik yang
tersusun dalam rantai lurus dengan banyak
ikatan hidrogen diantranya. Hemiselulosa
merupakan polimer dengan struktur rantai
bercabang yang umumnya didominasi oleh
konstituen xilosa. Dibandingkan selulosa,
hemiselulosa umumnya lebih reaktif. Sementara
itu, lignin adalah polimer acak dari subunit
phenylpropylene yang terikat satu sama lin
melalui ikatan eter dan karbon — karbon serta
terikat secara kovalen pada hemiselulosa.
Diantara ketiga komponen tersebut, selulosa dan
hemiselulosa dapat difermentasi menjadi etanol
sementara tidak demikian dengan lignin (Lynd,

1996)
Konstituen selulosa umumnya
mendominasi  proporsi molekul  dalam

ligniselulosa (35 — 50%) kemudian diikuti oleh
hemiselulosa (20 — 35%) dan lignin (10 — 25%).
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Namun perbandingan selulosa: hemiselulosa:
lignin umumnya berbeda — beda tergantung jenis
limbahnya (Mussatto and Teixeire, 2010). Untuk
limbah jerami padi sendiri rmemiliki komposisi
Selulosa: Hemiselulosa: lignin yang bervariasi
tergantung pada varietas padi yang digunakan.

Berdasarkan data tabel 2, maka dapat
dikatakan bahwa konstituen selulosa pada
limbah jerami padi cukup tinggi sementara itu
konstituen ligninnya cukup rendah. oleh karena
itu penggunaan limbah ligniselulosa jerami padi
untuk produksi bioethanol memiliki prospek
yang cukup menjanjikan. Beberapa penelitian
juga sudah mengaplikasikan limbah jerami padi
untuk produksi bioethanol dengan hasil yang
cukup menjanjikan.

Meskipun merupakan bahan baku yang
sangat potensial, produksi bioethanol dari bahan
baku ligniselulosa memerlukan penangan khusus
dibandingkan dengan bahan baku pati ataupun
gula diantaranya Kkarena: strukturnya yang
kompleks  dengan  asosiasi  hemiselulosa
dikelilingi oleh lignin yang menutup rapat
struktur ini sehingga sulit terakses oleh enzim —
enzim pendegradasi. Selain itu terdapat banyak
struktur kristalin yang membentuk 6 ikatan
hydrogen sehingga menyebabkan struktur ini
sangat kompak dan teratur. Untuk itulah dalam
proses pengolahan limbah ligniselulosa menjadi
ethanol diperlukan tahap pre-treatment (Weil et
al., 1994)

Pretreatment Ligniselulosa

Pre-treatment perlu dilakukan karena
struktur ligniselulosa berupa kristalin dan
bersifat recalcitrance sulit di  degradasi
ditambah lagi adanya struktur lignin yang
mengikat konstituen selulosa menyebabkannya
sulit diakses oleh enzim selulase. Selulosa
dianggap sebagai substrat paling penting untuk
nantinya dikonversi menjadi ethanol melalui
fermentasi. Meskipun hemiselulosa juga dapat
difermentasi, namun tidak banyak
mikroorganisme mampu melakukannya
(Sathitsuksanoh et al., 2012)

Tujuan utama Pre-treatment adalah untuk
memecah strukur lignin, membuat tidak stabil
struktur kristalin selulosa serta meningkatkan
sifat porosity dari material ligniselulosa. Pre-
treatment harus memenuhi beberapa kriteria
diantaranya: meningkatkan terbentuknya
formasi gula, tidak menimbulkan hilangnya
karbohidrat, tidak menyebabkan terbentuknya
produk samping yang berperan sebagai inhibitor

pada proses hidrolisis dan fermentasi serta tentu
saja relatif ekonomis (Kumar et al., 2009).
Untuk lebih jelasnya, struktur ligniselulosa
sebelum dan sesudah proses pre-treatment dapat
dilihat pada gambar
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Gambar 4. Proses Pre-treatment bahan Iri‘éﬁiselulosa
(Kumar et al., 2009)

Pre-treatmen merupakan tahap yang paling
mahal secara ekonomis dalam pengolahan
limbah ligniselulosa untuk  menghasilkan
bioethanol. Proses ini memiliki proporsi sekitar
20% dari total biaya produksi. Bahan
ligniselulosa umumnya berupa limbah yang
harganya tentu sangat murah dibandingkan jika
menggunakan bahan baku berbasis zat pati atau
gula yang notabenya merupakan komoditi
dagang, bahkan bahan baku limbah ligniselulosa
dapat juga diperoleh secara gratis karena
merupakan sampah yang belum termanfaatkan
secara optimal sehingga biaya yang dikeluarkan
hanya merupakan biaya transportasi limbah ke
tempat pengolahan. Dengan berbagai alasan
diatas, maka dapat dikatakan bahwa harga
bioethanol dari bahan baku ligniselulosa sangat
ditentukan oleh proses pre-treatmentnya. Oleh
karena itu pemilihan metode pre-treatment yang
tepat juga sangat penting untuk pertimbangan
ekonomi agar nantinya bioethanol ligniselulosa
dapat bersaing dipasaran. (Yang and Wyman,
2007)

Pemilihan metode pre-treatment juga dapat
didasarkan pada substratnya. Karena dua
molekul utama yang hendak di hilangkan
melalui  pre-treatmen adalah lignin  dan
hemiselulosa, maka hasil pre-treatment terhadap
substrat lignin akan berbeda dengan pre-
treatment terhadap substrat hemiselulosa.
Setelah pre-treatment, lignin umumnya berada
dalam bentuk fraksi solid yang dipekatkan
karena meningkatnya solubilisasi karbohidrat.
Sementara itu pada substrat hemiselulosa, hasil
pretreatmentnya dapat berupa fraksi cair ataupun
solid tergantung dari lama pre-treatment
(Chandra et al., 2007)

Secara umum metode pretreatment
dapat dibedakan menjadi 3 yaitu: Physical Pre-
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treatment,  Chmicel Pre-treatment  dan
Biological  Pre-treatment.  Physical  Pre-
treatment tidak menggunakan bahan kimia dan
umumnya meliputi penggunaan uap panas,
tekanan tinggi, pencacahan secara mekanik,
serta energy radiasi. Chemical Pre-treatment
menggunakan bahan kimia yang dapat
meningkat  biodegradasi  selulosa  serta
menurunkan derajat polimerisasinya. Beberapa
contoh diantaranya: Catalyzed steam-explosion,
Acid pretreatment, Alkaline pretreatment,
Ammonia fiber/freeze explosion (AFEX),
Organosolv, pH-controlled liquid hot water,
lonic liquids (ILs) pretreatment. Untuk
biological pre-treatment melibatkan
mikroorganisme pendegradasi bahan kayu baik
itu jamur ataupun bakteri ataupun enzim yang
dihasilkannya. Tidak menutup kemungkinan
dilakukan  kombinasi  pre-treatment  untuk
memperoleh hasil yang optimal. (Zheng et al.,
2013)

Pre-Treatment Pada Limbah Jerami Padi

Produksi bioethanol dari bahan baku jerami
padi sudah cukup banyak dilakukan dengan
menggunakan metode pre-treatment yang
bervariasi. Kebanyakan pretreatment terhadap
limbah jerami padi dilakukan secara kimiawi,
ataupun menggunakan kombinasi biological
pre-treatment dan chemical pre-treatment.
Sementara itu, Physical pre-treatment tanpa
kombinasi dengan pretreatment lainnya realtif
jarang dilakukan pada limbah jerami padi.

Beberapa penelitian dengan chemical
treatment terhadap limbah jerami padi
kebanyakan  menggunakan  bahan  alkali
pretreatment yang dipadukan dengan
pemanasan. Roslan et al. (2011) menggunakan
larutan NaOH 0,5% untuk merendam Potongan
jerami  padi kemudian dipanaskan dalam
autoklaf dengan temperatur 120°C. Pasha et al.
(2012) Merendam potongan jerami dalam
larutan KOH 0,2 mol/L selama 24 jam kemudian
diautoklaf pada temperatur 120°C. Sarkar and
Aikat (2012) menggunakan NaOH dengan
konsentrasi 0,1 — 2,5 M dan menyimpulkan
bahwa konsentrasi NaOH 0,5 M merupakan
yang optimal untuk menghasilkan konstituen
selulosa paling banyak dibandingkan konsentrasi
NaOH lainnya.

Karimi et al. (2006) menggunakan acid pre-
treatment dengan melakukan perendaman
potongan jerami padi dalam larutan asam sulfat
0,5% selama 20 jam yang kemudian dilanjutkan
dengan pemanasan bertekanan terhadap sampel.

Gabungan antara alkali dan acid pre-treatment
juga dapat dilakukan untuk limbah jerami padi
seperti yang dilakukan oleh Hashem et al.
(2013) dengan menggunakan kombinasi 1%
larutan NaOH d, NH4CI, HCI serta asam oksalat
dengan hasil yang paling efektif ketika
digunakan kombinasi perendaman dalam NaOH
yang diikuti oleh HCI.

Yoswathana et al. (2010) menggunakan
ketiga jenis pretreatment serta kombinasinya
untuk melakukan pengolahan jerami padi.
Chemical pretreatment yang dilakukan antara
lain: Alkali pre-treatment dengan NaOH 1 — 5%,
acid pre-treatment dengan asam sulfat 1 — 9%.
Selain itu juga digunakan kombinasi dengan
menggunakan enzim yang merupakan biological
pre-treatment. Pre-treatment paling kompleks
dilakukan dengan menggunakan ultrasonic pre-
treatment 40W selama 10 menit yang
sebelumnya telah direndam dalam 1% asam
sulfat kemudian dilanjutkan dengan penambahan
4% enzim dan ternyata menghasilkan gula
tereduksi paling tinggi dibandingkan dengan
pre-treatment lainnya

Poornejad et al. (2011) mengatakan bahwa
chemical pretreatment dengan menggunakan N-
Methylmorpholine-N-oxide (NMMO) lebih
efektif dibandingkan dengan acid pretreatment
ataupun alkali pretreatment karena dapat
mempertahankan komposisi bahan ligniselulosa
terutama konstituen hemiselulosanya ditambah
lagi NMMO merupakan pelarut yang bagus
untuk selulosa. Larutan NMMO yang dapat
digunakan sebesar 85% yang diilanjutkan pula
dengan pemanasan pada temperature 120°C
dalam oil bath.

Yoshimura et al. (2012) menggunakan
physical pretreatment dengan mengaplikasikan
tekanan mulai dari 10 — 30 MPa terhadap
potongan jerami padi pada temperature ruang
(25°C). sebagai pembanding juga digunakan
kombinasi tekanan tinggi dan aplikasi enzim
selulase yang mengindikasikan bahwa aktivitas
selulase lebih efektif pada tekanan tinggi.
Kombinasi enzim selulase dan tekanan tinggi
menghasilkan kadar glukosa lebih tinggi
dibandingkan dengan hanya menggunakan
tekanan tinggi.

Clostridium  Termofilik Sebagai Agen
Biokonversi Ligniselulosa

Mikroorganisme pendegradasi  selulosa
merupakan organisme yang potensial untuk
digunakan  sebagai  pendegradasi  bahan
lignicselulosa sehingga eklporasi terhadap
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organisme ini terus ditingkatkan dalam beberapa
tahun belakangan ini (Maki et al., 2009).
Mikroorganisme penghasil selulase dapat berupa
bakteri dan jamur dengan karakteristik aktivitas
degradasi selulosa yang berbeda (Sukumuran et
al., 2005)

Clostridium  merupakan bakteri yang
memiliki  kemampuan  selulolitik  dengan
mendegradasi bahan selulosa untuk kemudian
difermentasi menjadi etanol. Spesies yang paling
umum digunakan untuk produksi etanol dari
bahan selulosa adalah Clostridium thermocellum
yang optimum tumbuh pada temperature 60°C
(Weimer and Zeikus, 1976). Organisme ini
mempunyai kemampuan untuk mendegradasi
selulosa dalam bentuk kristalin  dengan
mekanisme berbeda dengan yang dilakukan oleh
fungi (Biosset et al., 1999). Selain C.
thermocellum, C. acetobutylicum juga memiliki
kemampuan untuk mengkonversi bioethanol dari
bahan ligniselulosa rumput gajah hingga kadar
96,24% dengan produksi bioethanol 33,3 gr per
1 kg substrat (Ruso et al., 2011).

Kemampuan C. thermocellum dalam
mendegradasi struktur kristalin selulosa terkait
dengan kompleks protein pada permukaan
selnya yang dikenal dengan cellulosome. Bakteri
ini memiliki total 41 protein cellulosome 36
jenis protein type 1 dockerin dengan bagian non-
katalitik protein CipA dengan ekspresi aktvitias
cellulosome yang berbeda — beda tergantung
substratnya, apakah selulosa, hemiselulosa atau
selubiosa (Gold and Martin, 2007). Secara
bioenergetika, produksi bioethanol
menggunakan C. thermocellum juga dikatan
efisien karena mikroorganisme ini
menghidrolisis selulosa melalui mekanisme
yang berbeda dengan mekanisme hidrolisis
konvensional yang meningkatkan efisiensi
asimilasi oligosakarida hasil pemecahan selulosa
serta tidak memerlukan enzim saccharolytic
yang dapat mengurangi biaya produksi (Zhang
and Lynd, 2005)

Untuk produksi bioethanol dari bahan baku
selulosa tidak selalu harus menggunakan kultur
murni Clostridium karena dapat pula digunakan
kumpulan strain C. thermocellum ataupun co-
culture antara untuk C. thermocellum dengan
Clostridium lainnya untuk mendapatkan hasil
yang lebih optimal. Reddy et al. (2010)
menggunakan co-culture C. thermocellum CT2
dan C. thermocellum HG8 untuk memfermentasi
bahan ligniselulosa dari limbah perkebunan
pisang melalui satu tahap konversi. Ng et al.

(1981) C. thermocellum and C.
thermohydrosulfuricum dengan menggunakan
medium Solka Floc cellulose dan termasuk
didalamnya adalah: glukosa, cellobiose, xylose
dan xylobiose sehingga terjadi fermentasi tidak
hanya gula heksosa tapi juga pentosa.

Menurut Demain et al. (2005), terdapat
beberapa keuntungan menggunakan kultur
Clostridium  untuk  pengolahan  limbah
ligniselulosa menghasilkan etanol: 1)
Clostridium  memiliki  kemampuan  untuk
memecah selulosa menjadi selubiosa dan
seludekstrin yang nantinya dikonversi menjadi
etanol, 2) Clostridium merupakan organisme
anaerobic sehingga tidak membutuhkan oksigen
dalam kultur padahal dalam industri fermentasi,
transfer oksigen merupakan salah satu proses
yang membutuhkan biaya cukup besar, 3)
mempunyai temepratur optimum fermentasi
yang tinggi (kurang lebih 60°C) sehingga lebih
aman terhadap kontaminasi dan juga
mengurangi  perlunya  pendinginan  pada
bioreactor, 4) pertumbuhan pada temperature
tinggi menyebabkan panen etahanol dapat
dilakukan secara langsung, 5) memiliki enzim
yang relatif stabil, 6) bakteri anaerobic
umumnya memiliki pertumbuhan sel yang
rendah  sehingga substrat lebih  banyak
dikonversi menjadi produk bukan biomassa.

Cellulose _“&, Cellobiose _ » C. thermocellum } » Ethanol
N \\\ \\\ ~

\ \'\\ /

“( \‘X\}‘l.lrlmo

\ v

/ X

/A

v \
) Hemicellulase Xylose . /R
Hemicellulose » Xylobiose » | C. thermosaccharolyticum }rf PAcetate

Gambar 5. Skema produksi ethanol dengan Co-
culture Clostridium (Demain et al., 2005)

Karena  produksi  bioethanol  sangat
ditentukan oleh agen pengkonversi ligniselulosa
menjadi ethanol, maka eksplorasi clostridium
thermofilik penting untuk dilakukan. Eksplorasi
bakteri ini dapat dilakukan pada beberapa lokasi,
diantaranya: pada kotoran hewan, kompos, tanah
sampai pada sumber air panas (Jin et al, 1988),
Palm Wine dengan kecenderungan isolat
moderately Thermophilic (Anani Soh et al.,
1991), saluran pencernaan wood-feeding termite
(Hethner et al., 1992), sampel sedimen dari
geothermal area (Koskinen, 2007). Selain
dengan ekplorasi Clostridium, peningkatan
kemampuan biodegradasi selulosa serta produksi
bioethanol juga dapat dilakukan dengan
melakukan rekaya genetika terhadap
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Clostridium menghasilkan Clostridium
recombinan yang menghasilkan enzim selulase
dengan aktivitas yang menjanjikan (Mutreja et
al., 2011)

Bioprosesing  Bioethanol dan
Penggunaan Co-culture Clostridium.

Setelah  melalui tahap pre-treatment
konversi selulosa hasil pre-treatment menjadi
bioethanol umumnya melalui serangkaian reaksi
diantaranya: hidrolisis selulosa, fermentasi
heksosa dan fermentasi pentose. Serangkaian
reaksi tersebut dilakukan dengan bebrapa
bioprosesing diantaranya: Separate Hydrolysis
and Fermentation (SHF), Simultaneously
Saccharification and Fermentation (SSF),
Simultaneously  Saccharification and Co-
Fermentation (SSCF), dan Consolidated
Bioprocessing (CBP) (Zheng et al., 2009).
Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada gambar
5.

Prospek

Rangkaian Proses Metode Bioprosasing

HF B SSCF oBr
! o (O (R e, (RS 18
Procuksi Senulase 0, 0, ,{ 1 |0 ~0-% Z
Hidrolisis Selulosa 7 "' 7 4 f, 7
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Fenmentasi Heksosa 7 ‘ I ”/ 7
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Gambar 6. Strategi Bioprosesing Ethanol dan
tahapan reaksinya (Zheng et al., 2009)

Separate Hidrolysis and Fermentation
merupakan metode bioprosesing ethanol dengan
proses hidrolisis selulosa dan fermentasi hasil
hidrolisis tersebut dilakukan secara terpisah.
Hidrolisis selulosa dilakukan dengan
menggunakan mikroorganisme penghasil enzim
selulase, seperti: Aspergillus menghasilkan
oligosakarida ataupun monosakarida yang dapat
difermentasi oleh yeast unutk menghasilkan
ethanol (Neagu and Bahrim, 2012).

Sementara itu Simultaneously
Saccharification and Fermentation (SSF)
merupakan penyempurnaan dari metode SHF.
Pada proses SSF, hidrolisis secara enzimatis
dilakukan bersamaan dengan fermentasi dan
tidak dipisahkan sehingga berpotensi
mengurangi efek inhibisi produk akhir dari
hidrolisis yang dapat menghambat reaksi
fermentasi. Selain itu metode SSF juga relatif
dapat mengurangi biaya investasi dalam hal

pengadaan bioreaktor karena hanya memisahkan
bioreaktor fermentasi pentose saja. Akan tetapi
kekurangan metode ini adalah diperlukan
kondisi lingkungan yang optimum untuk proses
hidrolisis secara enzimatik dan fermentasi
(Oloffson et al., 2008)

Hidrolisis secara enzimatis dan co —
fermentasi  heksosa serta pentosa dapat
dilakukan dalam waktu bersamaan yang dikenal
dengan Simultaneously Saccharification and Co-
Fermentation (SSCF). Selain lebih ekonomis
dibandingkan SSF karena menggunakan lebih
sedikit bioreactor, SSCF juga lebih efisien
karena glukosa (heksosa) dan Xilosa (pentose)
dapat difermentasi secara bersamaan sehingga
meskipun konsentrasi glukosa rendah tetap
didapatkan hasil etanol yang potensial. Selain itu
SSCF juga memiliki fleksibilitas tinggi terhadap
pemilihan antara glukosa atau xilosa yang di
fermentasi terlebih dahulu (Koppram et al.,
2013).

Consolidated Bioprocessing (CBP)
mengkombinasikan Simultaneous
saccharification ligniselulosa dengan fermentasi
yang menghasilkan gula yang selanjutnya
dikonversi menjadi bioethanol hanya dalam satu
proses dan  menggunakan  satu  jenis
mikroorganisme ataupun konsorsium
mikroorganisme. Dalam hal ini biaya produksi
ethanol semakin dapat ditekan karena hanya
menggunakan satu bioreactor untuk
mengkonversi ligniselulosa langsung menjadi
ethanol. Dengan demikian metode ini paling
menjanjikan dilakukan untuk menekan harga
bioethanol ligniselulosa (Xu et al., 2009).

Penggunaan Co-Culture C. Thermocellum
dan C. thermosaccharolyticum untuk
bioprosesing  Saccharification =~ Fermentation
(SSF) dapat menghemat biaya produksi ethanol
sekitar 50 cent/ gallon dibandingkan dengan
menggunakan  Trichoderma  reesei  untuk
memproduksi  selulase  kemudian  hasil
hidrolisisnya difermentasi oleh Saccharomyces
cerevisiae. Selain itu. Dengan menggunakan Co-
culture Clostridium, produksi selulase dapat
dilakukan secara in-situ dengan tingkat produksi
mencapai 90% (Hogsett et al., 1992). Selain itu
dengan menggunakan Co-culture Clostridium
juga diperoleh konversi substrat 10 — 20 % lebih
banyak dibandingkan dengan konversi T. reesei
— S. cerevisiae dengan efisiensi proses kurang
lebih 2 — 25 Kkali lebih baik dengan
menggunakan  substrat  optimum pada
konsentrasi 5 — 60 g/L dan konsentrasi enzim 7
— 25 U/g (South et al., 1993)
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Dengan kemampuan selulolitik ditambah
lagi kemampuan memfermentasi etahanol, maka
Co-culture Clostridium memiliki prospek yang
cerah untuk digunakan dalam Consolidated
Bioprocessing (CBP) agar produksi bioethanol
menjadi lebih efektif dan efisien. Penggunaan
Co-Culture  memungkinkan  pula  spesies
Clostridium berbeda memanfaatkan gula pentose
maupun heksosa hasil degradasi selulosa
maupun  hemiselulosa  untuk  kemudian
difermentasi menjadi ethanol. Selain itu,
penggunaan Clostridium recombinant juga
menjanjikan untuk melakukan over-production
bioethanol (Demain et al., 2005)

KESIMPULAN

Penggunaan  Co-Culture  Clostridium
dengan pemilihan metode pre-treatment kimiawi
maupun kombinasi kimiawi dan biologis serta
bioprosesing  melalui  saccharifikasi  dan
fermentasi yang dilakukan secara simultan
merupakan solusi yang menjanjikan untuk
produksi  bioethanol dari  bahan  baku
ligniselulosa limbah jerami padi yang melimpah
di Indonesia dan belum termanfaatkan secara
optimal.
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