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PENGARUH KONSENTRASI ENZIM GLUKOAMILASE DAN LAMA INKUBASI
SAKARIFIKASI TERHADAP KUALITAS BIOETANOL DARI TEPUNG UMBI ILES-ILES
(Amorphophallus muelleri B)

M. Fikry Sa’ban?, Ngatirah SP., M.P IPM!, M. Prasanto Bimantio, S. T. M. Eng!

Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Institut Pertanian Stiper Yogyakarta

Email :V

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang pengaruh konsentrasi enzim glukoamilase dan lama inkubasi
sakarifikasi terhadap kualitas bioetanol dari tepung umbi iles-iles (amorphophallus muelleri B). Tujuan dari
penelitian ini yaitu untuk menentukan pengaruh konsentrasi enzim glukoamilase terhadap kualitas bioetanol
yang dihasilkan dari iles-iles, menentukan pengaruh lama inkubasi sakarifikasi terhadap kualitas bioetanol yang
dihasilkan dan menentukan konsentrasi enzim glukoamilase dan lama inkubasi yang menghasilkan produk
bioetanol yang sesuai dengan SNI. Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan blok lengkap RBL 2
faktor yaitu faktor pertama variasi konsentrasi enzim glukoamilase dengan 3 taraf yaitu 1,5 %, 2%, dan 2,5% dan
faktor kedua lama waktu inkubasi sakarifikasi dengan 3 taraf yaitu 30 menit, 45 menit dan 60 menit. Analisis
yang dilakukan yaitu analisis densitas, gula total, total asam, kadar alkohol, kadar air dan nilai pH. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa variasi konsentrasi enzim glukoamilase dan lama waktu inkubasi sakarifikasi
berpengaruh nyata terhadap densitas, gula total, total asam, kadar alkohol, kadar air dan nilai pH. Bioetanol yang
sesuai dengan SNI EN 1279:2019 dihasilkan pada penambahan enzim glukoamilase 2,5% (G3) dan lama waktu
inkubasi sakarifikasi 60 menit (S3) dengan sifat-sifat seperti densitas 0,8086 gr/ml, total asam 0,0075 %volume,
kadar alkohol 78,5%, kadar air 21,5% dan nilai PH 7,14.

Kata kunci : bioetanol, enzim, faktor, iles-iles, sakarifikasi

ABSTRACT

Research has been conducted on the effect of glucoamylase enzyme concentration and saccharification
incubation time on the quality of bioethanol from iles-iles tuber flour (amorphophallus muelleri B). The purpose
of this study is to determine the effect of glucoamylase enzyme concentration on the quality of bioethanol
produced from iles, determine the effect of saccharification incubation time on the quality of bioethanol
produced and determine the concentration of glucoamylase enzyme and the incubation period that produces
bioethanol products that are in accordance with SNI. The research design used was a complete block design of 2-
factor RBL, namely the first factor of variation in the concentration of glucoamylase enzyme with 3 levels,
namely 1.5%, 2%, and 2.5% and the second factor of the length of saccharification incubation time with 3 levels,
namely 30 minutes, 45 minutes, and 60 minutes. The analysis carried out was an analysis of density, total sugar,
total acid, alcohol content, moisture content and pH value. The results of this study showed that the variation in
the concentration of glucoamylase enzyme and the length of incubation time of saccharification had a real effect
on density, total sugar, total acid, alcohol content, moisture content and pH value. Bioethanol in accordance with
SNI EN 1279:2019 is produced with the addition of glucoamylase enzyme 2.5% (G3) and a saccharification
incubation time of 60 minutes (S3) with properties such as density 0.8086 gr/ml, total acid 0.0075 %volume,
alcohol content 78.5%, moisture content 21.5% and PH value 7.14.

Keywords: bioethanol, enzymes, factors, iles-iles, saccharification
PENDAHULUAN
lles-iles (Amorphophallus muelleri B) merupakan salah satu sumber daya alam yang berpotensi

sebagai bahan baku untuk produksi bioetanol. Umbi tersebut kaya akan pati sesuai dengen penelitian
yang dilakukan oleh Saputra et al. (2023) yang menyatakan bahwa kadar pati dalam tepung iles-iles
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dapat mencapai hingga 6,77% dari berat basah, yang dapat diubah menjadi gula sederhana melalui
proses hidrolisis enzimatik menggunakan enzim glukoamilase (Saputra et al., 2015).

Proses pembuatan bioetanol dari bahan baku pati, seperti iles-iles, dimulai dengan persiapan
bahan baku. Tepung umbi iles - iles umbi dicampur dengan air lalu dipanaskan untuk membentuk
proses gelatinisasi, lalu ditambahkan enzim alfa-amilase untuk mengubah pati menjadi maltosa dan
dekstrin dalam proses yang disebut likuifikasi. Selanjutnya, enzim glukoamilase ditambahkan untuk
menghidrolisis dekstrin menjadi glukosa, yang disebut proses sakarifikasi. Campuran glukosa
kemudian menjalani proses fermentasi dengan penambahan ragi (saccharomyces cerevisiae). Ragi
akan mengkonsumsi glukosa dan menghasilkan etanol serta karbon dioksida sebagai produk
sampingan. Fermentasi berlangsung pada suhu sekitar 30-35°C dan pH sekitar 4-5 selama beberapa
hari. Setelah fermentasi selesai, campuran hasil fermentasi dipanaskan dalam kolom distilasi untuk
memisahkan etanol dari air dan komponen lainnya. Untuk menghasilkan etanol dengan kemurnian
lebih tinggi, dilakukan distilasi fraksional yang memisahkan etanol berdasarkan titik didihnya.

Konsentrasi enzim glukoamilase berpengaruh signifikan terhadap jumlah bioetanol yang
dihasilkan karena enzim ini memainkan peran penting dalam proses sakarifikasi, yaitu konversi pati
menjadi glukosa. Selain penggunaan enzim, lama inkubasi sakarifikasi juga memainkan peran penting
dalam proses konversi pati menjadi gula total. Oleh karena itu dilakukan penelitian ini untuk
mengetahui pengaruh konsentrasi enzim glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi terhadap kualitas
bioetanol dari tepung umbi iles-iles.

Pati berfungsi sebagai cadangan energi yang dapat dihidrolisis menjadi glukosa saat tanaman
membutuhkan energi untuk pertumbuhan, perkecambahan, atau aktivitas metabolik lainnya. Dalam
tubuh manusia, pati dicerna oleh enzim amilase dalam mulut dan usus menjadi glukosa, yang
kemudian diserap sebagai sumber energi (Alam et al., 2022). Pati memiliki struktur yang terdiri dari
rantai lurus (amilosa) dan rantai bercabang (amilopektin). Perbandingan antara amilosa dan
amilopektin mempengaruhi sifat fisik pati, seperti kelarutan dan derajat gelatinisasi. Pati dengan
kandungan amilopektin yang lebih tinggi cenderung lebih lengket dan menyerap lebih sedikit air,
sedangkan pati dengan amilosa yang lebih tinggi bersifat kering dan lebih mudah menyerap air.
Karbohidrat, yang terdiri dari pati, glukomanan, serat kasar, dan gula bebas, adalah bagian dari
penyusun umbi iles-iles (Afifah et al., 2014).

)] .
CH,OH Glukoamilase ll‘]P:!l memutus ikatan

OH O alfa-1,6 glik::sidik dan alfa-1,4 gliknsizlik

Ol

[ )Iil)

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
O, O, O, O,
OH OH OH OH

(6] O [8] (8]
OH OH OH OH n

Alfa-amilase dapat memutus ikatan
alfa-1,4 glikosidik

Gambar 1. Mekanisme Kerja Enzim Amilase Dan Glukoamilase
Sumber : (Ibrahim et al., 2020)

Proses di atas menggambarkan dua tahap penting dalam penguraian pati menjadi glukosa.
Pemecahan molekul amilum menjadi bagian-bagian yang lebih sederhana seperti dekstrin, isomaltosa,
maltosa, dan glukosa dikenal sebagai hidrolisis pati. Enzim a-amilase dan enzim glukoamilase, juga
dikenal sebagai amiloglukosidase, membantu proses hidrolisa enzim. Suhu dan pH lingkungan enzim
sangat memengaruhi aktivitasnya. Biasanya, setiap enzim memiliki Kisaran suhu dan pH idealnya
(Sutrisno, 2015). Dalam penguraian pati menjadi glukosa pada tahap pertama, hidrolisis pati dilakukan
oleh enzim amilase yang disebut likuifikasi, di mana rantai panjang molekul pati (CsHi0Os) dipecah
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dengan penambahan air (H20), menghasilkan maltosa (Ci2H22011). Ini adalah tahap awal di mana pati,
sebagai karbohidrat kompleks, diubah menjadi bentuk yang lebih sederhana. Amilosa dengan rantai
lurus (molekul tanpa cabang) dapat dipecah secara acak oleh enzim amilase, tetapi amilopektin dengan
rantai bercabang lebih sulit dipecah oleh enzim amilase, sehingga enzim glukoamilase harus
membantu memecah amilopektin (Yunianta et al., 2010).

Pada tahap kedua, maltosa mengalami sakarifikasi dengan bantuan enzim glukoamilase.
Amilopektin memiliki rantai bercabang yang lebih kompleks dan mengandung ikatan a-1,6-glikosida
di titik cabang. Oleh karena itu, o-amilase memiliki kesulitan memecah ikatan ini, sehingga
pemecahan amilopektin oleh a-amilase tidak efektif. Untuk membantu proses hidrolisis pati yang lebih
efektif, enzim glukoamilase digunakan. Enzim glukoamilase dapat memecah rantai amilopektin
dengan lebih efektif, terutama pada titik cabang, menghasilkan maltosa dan glukosa. Dalam reaksi ini,
maltosa dihidrolisis lagi dengan air (H20), menghasilkan dua molekul glukosa (CsH120s) (Yunianta et
al., 2010).

Fermentasi bioetanol merupakan proses biokimia yang mengubah bahan organik menjadi
bioetanol melalui aktivitas mikroorganisme, terutama ragi (Saccharomyces cerevisiae). Pada kondisi
anaerob, ragi memetabolisme glukosa menjadi etanol dan karbon dioksida melalui jalur glikolisis dan
fermentasi alkohol. Ragi Saccharomyces cerevisiae adalah mikroorganisme utama yang digunakan
untuk fermentasi bioetanol, karena mampu mengubah glukosa menjadi etanol dan karbon dioksida
dengan sangat baik (Utama & Al-Baarri, 2013). Selain itu, beberapa studi juga mengeksplorasi
penggunaan bakteri seperti Zymomonas mobilis yang memiliki kemampuan fermentasi yang lebih
cepat dan efisien terhadap gula pentosa, yang sering kali sulit diakses oleh ragi (Fachrial et al., 2022).

Fermentation with lactic acid produced

Stage |

P/OCH,
o 2
HotHe arp PO ATP =0
A 0 A ~0,
N‘/.'“ \\n N‘/N 5 \H POCNi/,,,:».\\IT(,(‘:ON 90(:»&_,2» ;_\M,coP H,COH 2 NAD* = »
OH H L; OH H — K H Oy H / I@
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208,
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E Giyceraldehyde-3-P @ Triosephosphate isomerase 2 Pyruvate docarboxylase
Enorgetics @ Giyceraldehydo-3-P #3 Aicohol dohydrogenase
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2€0,
Lactic ackd bacteria Glucose—s- 2 lactate ~196 kJ

Gambar 2. Fermentasi Alkohol
Sumber : (Madigan et al., 2012)

Pada Gambar 2. Dapat dilihat Proses fermentasi dimulai dengan glikolisis, di mana glukosa
dipecah menjadi dua molekul piruvat. Tahap awal ini melibatkan beberapa langkah, termasuk
fosforilasi glukosa menjadi glukosa-6-fosfat oleh enzim heksokinase. Setelah beberapa langkah
isomerisasi dan fosforilasi lainnya, fruktosa-1,6-bifosfat terpecah menjadi dua triose fosfat
(gliseraldehida-3-fosfat dan dihidroksiaseton fosfat). Kedua molekul triose ini kemudian dikonversi
menjadi piruvat melalui beberapa reaksi enzimatis, menghasilkan 2 ATP dan 2 NADH per molekul
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glukosa. Setelah glikolisis, piruvat mengalami dekarboksilasi menjadi asetaldehida, lalu direduksi
menjadi etanol, menghasilkan 2 etanol dan 2 CO- (Madigan et al., 2012).

Pada penelitian Putri et al. (2013), yang menyatakan pada pengaruh lama sakarifikasi terhadap
konsentrasi glukosa dimana untuk 0,6 gram ampas tebu, variasi waktu sakarifikasi diterapkan selama
30, 45, 60, 75, 90, 105, dan 120 menit. Tujuan dari variasi ini adalah untuk menentukan waktu terbaik
bagi enzim untuk menghidrolisis selulosa sehingga menghasilkan konsentrasi glukosa yang paling
tinggi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu terbaik untuk proses sakarifikasi adalah pada menit
ke-60 (Putri et al., 2013).

Dalam penelitian Kusmiyati et al. (2014), yang menggunakan umbi iles-iles sebagai bahan baku
untuk membuat bioetanol sebagai bahan bakar alternatif di pedesaan menghasilkan konsentrasi enzim
glucoamylase yang ideal berdasarkan kadar glukosa yang dihasilkan pada konsentrasi 2 % v/v
(Kusmiyati et al., 2014). Menurut Supriati (2016), lles-iles memiliki potensi untuk dikembangkan
sebagai bahan baku bioetanol karena menghasilkan bioetanol yang mendekati ubi kayu. Kadar etanol
dari iles-iles adalah 83,36 g/L, 80,34 g/L, 61,56 g/L, dan 58,46 g/L. Hasil fermentasi menunjukkan
bahwa pH optimum 5,5 menghasilkan etanol sebesar 60,85 g/L untuk ubi kayu dan 52,61 g/L untuk
iles-iles (Supriati, 2016). Khaira et al. (2015) dalam penelitiannya mendapatkan hasil Semakin banyak
enzim yang ditambahkan, semakin banyak bioetanol yang dihasilkan, karena semakin banyak glukosa
yang dikonversi menjadi bioetanol. Waktu fermentasi juga berpengaruh, studi ini menemukan bahwa
waktu fermentasi dengan kadar alkohol tertinggi yang dihasilkan adalah 72 jam, karena waktu terbaik
untuk Saccharomyces cerevisiae mengubah glukosa menjadi bioetanol adalah 72 jam (Khaira et al.,
2015).

Dalam pembuatan bioetanol yaitu perlakuannya mencampurkan bahan tepung iles iles,
aquadest, urea, NPK, asam asetat dan ragi tape secara bertahap. Tujuan ditambahkan pupuk urea dan
NPK vyaitu sebagai nutrisi untuk pertumbuhan mikroba. Lalu ditambahkan asam asetat yang memiliki
fungsi yaitu untuk menurunkan pH hingga 4,5 atau 5. Dan terakhir ditambahkan yeast atau ragi yaitu
sebagai mikroorganisme dalam proses fermentasi untuk mengubah glukosa menjadi alkohol (etanol)
dan CO2. Pada tahap destilasi juga digunakan bahan berupa pelumas yang berfungsi untuk merapatkan
dan menutup antara rotating flask dan motor agar pada proses destilasi, uap alkohol yang dihasilkan
tidak keluar dari alat evaporator, selain itu fungsi lain dari pelumas yaitu saat melepaskan rotating
flask dari motor tidak memerlukan tenaga yang besar dan menguragi resiko kerusakan pada alat.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan yang di gunakan pada penelitian ini yaitu tepung iles - iles, enzim amilase, enzim
glukoamilase, ragi tape, pupuk urea, pupuk NPK, asam asetat, NaOH 0,1 N dan aquadest.

Peralatan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah berupa keranjang, pisau, timbangan analitik, 1
set distillatory (rotary vacum evaporator, dlab RE100-S), magnetic stirrer, piknometer, pipet tetes,
corong, gelas ukur, buret, klem, mortar dan alu, botol plastik, gelas beker, erlenmeyer, selang, pH
meter, termometer, alcohol meter, botol bensin bekas, refraktometer brix, TBA seal tape dan spatula.

Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan blok lengkap (RBL) 2 faktor yaitu
faktor pertama variasi konsentrasi enzim glukoamilase dengan 3 taraf yaitu G1 = 1,5 %, G2 = 2%, dan
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G3 = 2,5% dan faktor kedua lama waktu inkubasi sakarifikasi dengan 3 taraf yaitu S1 = 30 menit, S2 =
45 menit dan S3 = 60 menit. Dari kedua faktor didapatkan 3 x 3 = 9 yang masing - masing dilakukan
pengulangan sebanyak 2 kali sehingga didapatkan 3 x 3 x 2 = 18 sampel.

Data yang diamati yaitu ada analisis fisik dan analisis kimia dimana untuk analisis fisik diamati
yaitu densitas (Sulaiman et al., 2021) dan untuk analisis kimia diamati kadar air (Sulaiman et al.,
2021), kadar alkohol (Satria, 2013), total asam (Satria, 2013), PH (Satria, 2013) dan kadar gula total
metode refraktometri (Karnia, et al., 2019).

Cara Kerja

Penelitian ini dilakukan dengan 2 tahap yaitu pembuatan tepung iles iles dan pembuatan
bioetanol.

Tahap Pembuatan Tepung lles-lles

Perlakuan awal diperlukan dalam pembuatan tepung iles - iles dengan cara mengupas seluruh
kulit umbi iles - iles. Cuci iles - iles dan potong tipis-tipis. Cuci bersih yang telah di potong tipis
hingga tidak ada getah dan lendir yang tersisa, selanjutnya iles - iles diletakkan di loyang dan
dijemur dibawah sinar matahari sampai kering. Setelah kering iles - iles digiling menjadi tepung
kemudian di ayak menggunakan ayakan 80 mesh. Berikut diagram alir pembuatan tepung iles iles
dari umbi iles iles :

Umbi lles - lles

Pengupasan

A4
Pemotongan ukuran kurang lebih 1 - 2 cm

v
Pencucian dengan air mengalir

A 4

Penjemuran dibawah sinar matahari selama 48 jam

v

r—> Penggilingan menggunakan mesin hingga halus

Tidak lolos

Y

k Pengayakan 80 mesh

'

Tepung iles - iles
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Tahap Pembuatan Bioetanol

Mengacu pada TLUE, unit eksperimental pertama adalah G1S1, dilakukan sebagai berikut :

Siapkan bahan yang mengandung tepung iles - iles sebanyak 100 gram. Tambahkan air
dengan perbandingan 1:6 (100 gram tepung + 600 ml air), aduk dan panaskan pada suhu 80-90°C
(proses gelatinisasi) selama 15-30 menit sampai terbentu gel (mengental). Tambahkan enzim alfa
amilase sebanyak 1,5% dari berat tepung (1,5 gram), lalu diaduk dengan magnetic stearer
kecepatan 200-300 rpm dan suhu 80-90°C selama 60 menit. Selanjutnya suhu diturunkan 60 °C
dan dilakukan penambahan enzim glukoamilase (likuifikasi) dengan variasi penambahan
G1=1,5% (1,5 gram), dari berat tepung awal, lalu diinkubasi sakarifikasi dengan variasi lama
waktu inkubasi S1=30 menit, sambil dilakukan pengadukan secara periodik hingga terjadi
perubahan bentuk pada bubur tersebut membentuk 2 lapisan, yaitu: cairan dan endapan bubur
(padatan). Dilakukan pendinginan hingga suhu 30-37°C. Tambahkan urea 5% (5 gram) dari
jumlah tepung. Tambahkan NPK sebanyak 1% (1 gram) dari jumlah tepung. Setelah dihaluskan,
garam urea dan NPK ditambahkan ke dalam larutan fermentasi dan diaduk secara merata. Dengan
menambahkan asam asetat, pH disesuaikan menjadi 4,5-5. Tambahkan ragi tape sebanyak 5% ( 5
gram) dari berat tepung yang sudah dilarutkan dalam sedikit air hangat. Larutan dimasukkan
kedalam reaktor ukuran 1 Liter lalu di rangkai sehingga membentuk rangkaian seperti pada
Gambar 3. Fermentasi dilakukan selama 3 hari (72 jam) pada suhu kamar dengan ditutup rapat
(anaerob). Setelah unit perlakuan pertama selesai, dilanjut dengan perlakuan yang lain sesuai
dengan TLUE. Amati perubahan yang terjadi pada media dan pada erlenmeyer yang berisi air
setiap hari. Setelah fermentasi berjalan 3 hari, maka cairan fermentasi diukur kadar alkoholnya
kemudian dimasukkan ke dalam rotary evaporator yang suhunya diatur antara 79-81°C selama
20-25 menit. Selama suhu ini, etanol akan menguap dan melewati kondensor, mengubahnya dari
uap menjadi cairan. Setelah destilasi dilakukan pengukuran kadar alkohol menggunakan
alcoholmeter. Setelah itu dilakukan destilasi kedua untuk memaksimalkan kadar alkohol yang
didapatkan. Lakukan pengecekan kadar alkohol yang dihasilkan. Selanjutnya dilakukan analisis
pada sampel bioetanol yang didapatkan. Setelah blok | selesasi, dilanjut dengan blok 11 dengan
unit perlakuan sesuai dengan TLUE.

Gambar 3. Rangkaian Botol Fermentasi Larutan Pembuatan Bioetanol

Sumber : foto pribadi
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Untuk memperjelas prosedur penelitian, digambarkan diagram alir sebagai berikut :

Mencampurkan tepung iles-iles dan air dengan perbandingan1:6

v

Pemanasan dan pengadukan dengan magnetic stirrer pada suhu 90 °C selama 15 menit

)

Menambahkan enzim amilase 1,5%, suhu 90 °C selama 60 menit

!

Penurunan suhu hingga 60°C
T

\/ \/ \/

( N f N N
Menambahkan enzim Menambahkan enzim Menambahkan enzim
glukoamilase 1,5% glukoamilase 2% glukoamilase 2,5%

\ | J \ l J | J
( . N 4 \ N w N
Dipanaskan 60°C dan Dipanaskan 60°C dan Dipanaskan 60°C dan
diaduk selama 30 menit diaduk selama 45 menit diaduk selama 60 menit
\ J \ _J J

v

Analisis gula total

Y
Penambahan pupuk urea halus 0,5 % dan NPK halus 0,1%
Vi
Penambahan ragi 5%

Vi

Fermentasi selama 72 jam secara
N7

Penyaringan larutan hasil fermentasi
Vi
Destilasi |, pada suhu 79-81 °C selama 20-25 menit

N/

Analisis kadar alkohol bioetanol
\

Destilasi Il pada suhu 79-81 °C selama 20-25 menit

\l

Bioetanol
\/

Analisis karakteristik bioetanol : Densitas, kadar

alkohol, Kadar air, Total asam dan pH
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Untuk mengetahui pengaruh konsentrasi enzim glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
terhadap karakteristik bioetanol dari tepung umbi iles-iles, telah dilakukan analisis sifat fisik yaitu
densitas, sedangkan analisis sifat kimia yaitu uji pH, uji kadar alkohol, uji kadar gula total, total asam,

dan uji kadar air.

Analisis Fisik Bioetanol

1. Analisis densitas setelah destilasi kedua

Masa jenis adalah jumlah zat yang terkandung pada suatu volume. Ini juga disebut sebagai
densitas atau kerapatan. Densitas bioetanol adalah 0,7871-0,7896 gram per mililiter, menurut
persyaratan mutu yang ditetapkan oleh Badan Standar Nasional. Berikut adalah grafik densitas
yang menunjukkan perbedaan nilai densitas bioetanol pada sampel uji yang berbeda.

0.900
0.880
0.860
0.840
0.820
0.800
0.780
0.760

Grafik Densitas

O\

—g=51

G2

S2 emQmmS3

G3

Gambar 4. Grafik Densitas Bioetanol

Dari Gambar 4. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh terhadap densitas bioetanol dan ada interaksi antara konsentrasi glukoamilase dan
lama inkubasi terhadap densitas bioetanol. Uji jarak berganda duncan kemudian dilakukan untuk
mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan densitas disajikan dalam

Tabel 1.
Tabel 1. Rerata Analisis Hasil Densitas (g/ml)
Perlakuan G1 (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1 (30 m) 0,88+0,0006"  0,84+0,0038°  0,82+0,0023°  0,85+0,0010"
S2 (45 m) 0,87+0,00129  0,83+0,0011°  0,81+0,0003*  0,84+0,0010
S3 (60 m) 0,85+0,0034"  0,82+0,0021*°  0,80+0,0005"  0,82+0,0010°
Rerata G 0,87+0,0010™  0,83x0,0010"  0,81%+0,0010°

Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.

Bedasarkan Tabel 1. dapat dilihat jika semakin tinggi konsentrasi enzim glukoamilase yang
digunakan maka densitas dari bioetanol semakin rendah. Hal ini karena enzim glukoamilase
meningkatkan efisiensi konversi pati menjadi glukosa, yang pada gilirannya dapat meningkatkan

zr'-_l turnitin Page 15 of 25 - Integrity Submission

Submission ID trn:oid:::1:3015356014



Z"-.I turnltln Page 16 of 25 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3015356014

produksi etanol selama fermentasi. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Visca et
al. (2020). menyatakan bahwa nilai densitas berkorelasi negatif dengan konsentrasi enzim
glukoamilase (Visca et al., 2020). Selain itu, dalam penelitian yang dilakukan Tira et al. (2014),
menyatakan bahwa jumlah bioetanol yang dihasilkan memengaruhi densitas, sedangkan proses
destilasi berulang memengaruhi jumlah bioetanol yang dihasilkan. (Tira et al., 2014). Dalam
penelitian ini, untuk setiap sampel dilakukan destilasi ulang dengan tujuan untuk menaikkan kadar
alkohol dan menurunkan kadar air pada bioetanol yang diproduksi.

Densitas bioetanol juga dipengaruhi oleh waktu sakarifikasi, makin lama waktu inkubasi
sakarifikasi maka densitas pada bioetanol yang dihasilkan semakin rendah. Waktu sakarifikasi
yang lama mempengaruhi pemecahan pati yang kemudian diubah menjadi glukosa dapat dapat
diubah menjadi etanol melalui fermentasi sehingga dapat menghasilkan bioetanol dengan kadar
yang alkohol yang tinggi mengakibatkan densitas dari bioetanol yang dihasilkan rendah. Menurut
Ningsih (2017), Semakin lama waktu sakarifikasi, semakin tinggi kadar gula sederhana yang
dihasilkan, yang dapat meningkatkan kadar etanol dalam proses fermentasi (Ningsih, 2017).

Standar densitas pada bioetanol terdenaturasi untuk bahan bakar ditetapkan pada SNI DT
27-0001-2006 yaitu 0,7871-0,7896 g/ml. Sementara itu, densitas yang mendekati standar pada
penelitian ini yaitu 0,809 g/ml (G3S3) dengan variasi konsentrasi enzim glukoamilase 2,5% dan
lama inkubasi 60 menit. Pada SNI EN 1276:2019 tentang disinfektan kimia dan antiseptik
menetapkan kadar densitas minimal yaitu 0,865 - 0,875 g/cm?3 sehingga sebagian besar bioetanol
yang dibuat memenuhi standar. Sampel yang memenuhi standar SNI EN 1276:2019 yaitu G1S3,
G2S1, G2S2, G3S3, G3S1, G3S2 dan G3S3.

Analisis Kimia Bioetanol

1. Analisis Gula Total Larutan Setelah Sakarifikasi (Sebelum Fermentasi)

Gula total adalah jumlah keseluruhan gula dalam suatu larutan atau produk. Dalam industri
makanan dan minuman, pengukuran gula total sangat penting untuk menjaga kualitas dan
konsistensi produk. Satuan Brix (°Brix) digunakan untuk mengukur konsentrasi gula dalam larutan
berair, di mana satu derajat brix setara dengan satu gram sukrosa dalam 100 gram larutan. Berikut
adalah grafik kadar gula total yang menunjukkan hasil pengukuran pada berbagai sampel selama
proses percobaan.

Grafik Kadar Gula Total
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Gambar 5. Grafik Kadar Gula Total

Dari Gambar 5. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh sangat nyata terhadap gula total dan ada interaksi antara konsentrasi glukoamilase dan
lama inkubasi terhadap gula total bioetanol. Uji jarak berganda duncan kemudian dilakukan untuk
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mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan kadar gula total disajikan

dalam Tabel 2.
Tabel 2. Rerata Analisis Hasil Gula Total (°Brix)
Perlakuan Gl (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1(35m) 4,15+0,072 5,05+0,07¢ 5,30+0,01¢ 4,83+0,03"
S2 (45 m) 4,30+0,14? 5,30+0,01¢ 5,90+0,07¢ 5,16+0,03”
S3 (60 m) 4,60+0,14° 5,90+0,14° 6,95+0,07 5,81+0,03"
Rerata G 4,35+0,03" 5,41+0,03" 6,05+0,03°

Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.

Bedasarkan Tabel 2. tersebut dapat dilihat jika semakin tinggi konsentrasi enzim
glukoamilase yang digunakan maka gula total dari larutan sebelum fermentasi semakin tinggi.
konsentrasi enzim glukoamilase yang tinggi dalam proses sakarifikasi meningkatkan efisiensi
konversi oligosakarida dan maltosa menjadi glukosa, yang mengarah pada peningkatan gula total
dalam larutan sebelum fermentasi. Ini membuat lebih banyak glukosa tersedia untuk proses
fermentasi berikutnya, yang dapat meningkatkan hasil produk fermentasi yaitu bioetanol. Menurut
Schoonees (2004), Ini karena selama proses likuifikasi, Setelah enzim glukoamilase memecah pati
yang belum sempurna, enzim alfa-amilase hanya menghasilkan dekstrin dengan rantai panjang
(Schoonees, 2004). Karena kemampuan glukoamilase untuk menghidrolisa ikatan 1,4-glukosida
dan 1,6-glukosida, jumlah glukosa yang diproduksi meningkat (Sukaryo et al., 2013).

Waktu sakarifikasi mempengaruhi kadar gula sederhana yang dihasilkan dari proses
hidrolisis pati, semakin lama waktu inkubasi sakarifikasi maka gula total pada larutan sebelum
fermentasi semakin tinggi. Dengan waktu inkubasi yang lebih lama, proses sakarifikasi dapat
berlangsung lebih lama. Enzim glukoamilase akan terus memecah oligosakarida dan maltosa
menjadi glukosa, hingga sebagian besar pati telah dikonversi menjadi glukosa. Hal ini sejalan
dengan penelitian Ningsih (2017), yang menyatakan semakin lama waktu sakarifikasi, semakin
tinggi kadar gula sederhana yang dihasilkan, yang dapat meningkatkan kadar etanol dalam proses
fermentasi (Ningsih, 2017). Menurut kartika (2019) dalam penelitiannya, waktu yang tepat dalam
proses sakarifikasi sangat penting. Jika waktu sakarifikasi terlalu singkat, maka gula yang
dihasilkan belum mencapai konsentrasi maksimal. Sebaliknya, jika waktu yang cukup diberikan,
maka gula yang dihasilkan akan lebih tinggi karena proses hidrolisis yang lebih sempurna (Kartika
etal., 2019).

Peningkatan volume enzim mampu meningkatkan kadar glukosa, namun dalam beberapa
penelitian menyatakan, penambahan enzim yang berlebih juga berpengaruh kerja enzim yang tidak
maksimal. Menurut Hakim et a.l (2015), mengungkapkan Semakin banyak volume enzim yang
diberikan, semakin banyak glukosa yang dihasilkan. Pemberian volume enzim yang berlebihan
menyebabkan kerja enzim tidak maksimal (Hakim et al., 2015). Perlakuan dengan faktor terbaik
pada penelitian ini yaitu 6,950°Brix dengan variasi konsentrasi enzim glukoamilase 2,5% dan lama
inkubasi 60 menit.

2. Analisis Kadar Alkohol Bioetanol Setelah Destilasi Ke-2

Kadar alkohol adalah ukuran yang menunjukkan jumlah alkohol dalam minuman atau
larutan tertentu. Biasanya, kadar ini dinyatakan dalam persentase berdasarkan volume (ABV -
Alcohol by Volume): Perbedaan kadar etanol pada destilasi pertama dan kedua dapat dilihat pada
Gambar 6.
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Gambar 6. Perbedaan Kadar Alkohol Destilasi Pertama Dan Destilasi Kedua

Dalam penelitian ini, kadar alkohol pada sampel yang didapatkan pada destilasi pertama
kurang dari 50% yang sangat jauh dari standar kadar alkohol dalam bioetanol bahan bakar yaitu
95%, sehingga dilakukan destilasi kedua agar kadar alkohol yang dihasilkan dapat lebih tinggi dari
destilasi sebelumnya. Berikut adalah grafik kadar alkohol pada bioetanol setelah destilasi kedua
yang menunjukkan perbedaan kadar alkohol bioetanol pada sampel uji yang berbeda.
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Gambar 7. Grafik Kadar Alkohol

Dari Gambar 7. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh sangat nyata terhadap kadar alkohol dan ada interaksi antara konsentrasi glukoamilase
dan lama inkubasi terhadap kadar alkohol bioetanol. Uji jarak berganda duncan kemudian
dilakukan untuk mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan kadar
alkohol disajikan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Rerata Analisis Hasil Kadar Alkohol (%volume)

Perlakuan Gl (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1(30m) 45,500,70° 58,00+1,41¢ 64,00+0,01f 55,83+0,30"
S2 (45m) 49,50+0,70° 61,50+0,70° 70,50+0,70" 60,50+0,30"
S3 (60 m) 55,50+0,70° 67,00+0,01¢ 78,50+0,70' 67,000,307
Rerata G 50,16+0,30™ 62,16+0,30" 71,00+0,30°

Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.
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Bedasarkan Tabel 3. dapat dilihat jika semakin tinggi konsentrasi enzim glukoamilase yang
digunakan maka kadar alkohol bioetanol semakin tinggi. Hal ini karena glukoamilase berfungsi
memecah pati menjadi glukosa. Semakin tinggi konsentrasi enzim, semakin efisien proses
pemecahan pati, sehingga lebih banyak glukosa yang dihasilkan. Glukosa yang dihasilkan
kemudian difermentasi oleh ragi menjadi etanol. Dengan lebih banyak glukosa yang tersedia dari
hasil konversi yang efisien, potensi produksi etanol bisa meningkat yang pada akhirnya sisa air
yang ada pada produk bioetanol semakin rendah. Menurut Hakim et al (2015), Semakin banyak
glukosa yang dihasilkan setelah hidrolisis, semakin banyak bioetanol yang dihasilkan. (Hakim et
al., 2015). Penurunan kadar glukosa menunjukkan bahwa S. cerevisiae telah mengubah glukosa
menjadi alkohol. Semakin tinggi penurunan kadar glukosa, semakin banyak alkohol yang
dihasilkan. Menurut Azizah et al. (2012) dalam penelitiannya, semakin optimal fermentasi, maka
alkohol yang dihasilkan juga optimal (Azizah et al., 2012).

Lama inkubasi sakarifikasi sebagai faktor kedua berpengaruh terhadap kadar alkohol pada
bioetanol yang dihasilkan. Semakin lama inkubasi sakarifikasi maka semakin tinggi kadar alkohol
yang dihasilkan. Hal ini karena enzim glukoamilase akan terus memecah maltosa menjadi glukosa,
hingga sebagian besar pati telah dikonversi menjadi glukosa. Glukosa selanjutnya sebagai sumber
energi maupun nutrisi oleh bakteri dari ragi tape yang mengkonversi glukosa menjadi etanol
selama proses fermentasi. Hal ini sejalan dengan penelitian sandi dan zubaidah (2014),
mengungkapkan proses sakarifikasi menggunakan enzim selulase dapat mengkonversi selulosa
menjadi glukosa sebagai sumber karbon untuk fermentasi alkohol. Semakin lama waktu inkubasi
sakarifikasi, semakin banyak selulosa yang terhidrolisis menjadi glukosa (Sandi & Zubaidah,
2014). Menurut Prasasti & Herdyastuti (2022) sakarifikasi adalah proses konversi polisakarida
(seperti pati) menjadi gula sederhana (glukosa) yang dapat difermentasi. Enzim yang terlibat dalam
proses ini, seperti a-amylase dan glukoamilase, bekerja lebih efektif seiring waktu, sehingga lebih
banyak gula yang tersedia untuk fermentasi (Prasasti & Herdyastuti, 2022).

Kadar alkohol pada bioetanol terbaik dalam penelitian ini yaitu dengan penambahan enzim
glukoamilase sebanyak 2,5 gram dan dengan lama inkubasi sakarifikasi 60 menit yang
menghasilkan bioetanol dengan konsentrasi alkohol 79%. Namun, bioetanol ini belum bisa
dimanfaatkan sebagai pengganti bahan bakar karena kadar alkohol yang memenuhi standar SNI
7390:2014 bioetanol sebagai bahan bakar yaitu 99,5%. Penggunaan bioetanol ini lebih sesuai
dengan SNI EN 1276:2019 tentang disinfektan kimia dan antiseptik menetapkan kadar alkohol
yaitu 70%. Sampel yang memenuhi standar SNI EN 1276:2019 yaitu G3S2 dan G3S3.

3. Kadar air bioetanol setelah destilasi ke-2

Kadar air adalah jumlah air yang ada dalam suatu material atau substansi. Dalam bioetanol,
kadar air adalah jumlah air yang ada dalam produk bioetanol, yang harus dikendalikan untuk
memastikan kualitas dan efisiensi bahan bakar. Berikut adalah grafik kadar air pada bioetanol
setelah destilasi kedua yang menunjukkan perbedaan kadar air bioetanol pada sampel uji yang
berbeda.
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Gambar 8. Grafik Kadar Air

Dari Gambar 8. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh sangat nyata terhadap kadar air dan ada interaksi antara konsentrasi glukoamilase dan
lama inkubasi terhadap kadar air bioetanol. Uji jarak berganda duncan kemudian dilakukan untuk
mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan kadar air disajikan dalam

Tabel 4.
Tabel 4. Rerata Analisis Hasil Kadar Air (%volume)
Perlakuan G1 (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1(30m)  5450+0,70'  42,00£1,41"  36,00+0,0,01 44,16+0,30*
S2(45m)  51,00+0,70" 38,50+0,70° 29,50+0,70° 39,66+0,30"

S3(60m)  44,50+0,70°  33,00+0,01°  21,50+0,770° 33,00+0,30°
Rerata G 50,0+0,30™ 37,83+0,30" 29,00+0,30°
Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.

Bedasarkan Tabel 4. dapat dilihat jika penambahan enzim glukoamilase berpengaruh
terhadap kadar air dari bioetanol, semakin tinggi konsentrasi enzim glukoamilase yang digunakan
maka kadar air bioetanol semakin rendah. Hal ini karena kadar alkohol bioetanol yang diproduksi
meningkat seiring dengan besarnya kadar glukosa dan juga faktor variasi konsentrasi enzim
glukoamilase yang ditambahkan. Pertumbuhan saccharomyces cerevisiae dibantu oleh rangka
karbon dan sumber energi yang tinggi dari glukosa, yang diikuti oleh produksi bioetanol yang
tinggi. Menurut Visca et al. (2020) Enzim glukoamilase berfungsi untuk menghidrolisis pati
menjadi glukosa. Dengan meningkatnya konsentrasi enzim, proses hidrolisis menjadi lebih efisien,
menghasilkan lebih banyak glukosa yang dapat difermentasi oleh ragi, seperti Saccharomyces
cerevisiae, menjadi etanol. Ketika lebih banyak glukosa tersedia, tingkat fermentasi meningkat,
yang pada gilirannya menghasilkan lebih banyak etanol dan mengurangi kadar air dalam campuran
(Visca et al., 2020).

Lama inkubasi sakarifikasi juga berpengaruh pada dengan kadar air bioetanol yang
dihasilkan dimana semakin lama inkubasi sakarifikasi maka semakin rendah kadar air pada
bioetanol. Sakarifikasi adalah proses pemecahan pati menjadi gula sederhana seperti glukosa, yang
dilakukan oleh enzim amilase atau glukoamilase. Waktu inkubasi sakarifikasi mempengaruhi
seberapa lengkap proses konversi pati menjadi gula. Gula yang dihasilkan kemudian dikonversi
oleh bakteri S. cerevisiae menjadi etanol yang kemudian didestilasi untuk memisahkan antara
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etanol dengan air dan juga produk samping hasil fermentasi. Destilasi yang dilakukan sebanyak dua
kali dengan tujuan mengurangi kadar air yang ada pada produk bioetanol yang dihasilkan. Menurut
Nilasari et al. (2017) Proses pemanasan yang lebih tinggi dan lama dapat menurunkan kadar air
dalam bahan, seperti lempok labu kuning. Hal ini karena pemanasan mempercepat penguapan ai,
sehingga kadar air menurun dan konsentrasi padatan, termasuk glukosa meningkat (Nilasari et al.,
2017)

Standar kadar air pada bioetanol yang ditetapkan pada SNI 7390:2014 vyaitu 0,5%.
Sementara itu, kadar air yang mendekati standar pada penelitian ini yaitu 21,5% (G3S3) dengan
variasi konsentrasi enzim glukoamilase 2,5% dan lama inkubasi 60 menit. pada SNI EN 1276:2019
yang menyatakan standar kadar air pada produk disinfektan dan antiseptik yaitu 30% sehingga
bioetanol pada perlakuan G3S2 dan G3S3 telah memenuhi standar.

4. Total asam (v/v sebagai asam asetat) pada bioetanol setelah destilasi ke-2

Total asam adalah jumlah keseluruhan asam yang ada dalam sebuah larutan, termasuk asam
bebas dan yang terikat sebagai garam atau ester. Pengukuran total asam sering dilakukan di industri
makanan dan minuman untuk menentukan keasaman produk seperti jus, anggur, dan produk
fermentasi lainnya. Berikut adalah grafik kadar total asam pada bioetanol setelah destilasi kedua
yang menunjukkan perbedaan kadar total asam bioetanol pada sampel uji yang berbeda.

Grafik Total asam
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Gambar 9. Grafik Total Asam

Dari Gambar 9. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh sangat nyata terhadap total asam, namun tidak ada interaksi antara konsentrasi
glukoamilase dan lama inkubasi terhadap total asam bioetanol. Uji jarak berganda duncan
kemudian dilakukan untuk mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan
total asam disajikan dalam Tabel 5.

Tabel 5. Rerata Analisis Hasil Total Asam (%v/v)

Perlakuan G1 (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1(30m) 0,033+0,005 0,026+0,005 0,015+0,001 0,025+0,001”
S2 (45 m) 0,030+0,001 0,018+0,005 0,007+0,001 0,018+0,001*
S3 (60 m) 0,022+0,001 0,015+0,001 0,007+0,001 0,015+0,001*
Rerata G 0,028+0,001° 0,020+0,001" 0,010+0,001™

Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.
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Bedasarkan Tabel 5. dapat dilihat jika semakin tinggi konsentrasi enzim glukoamilase yang
digunakan maka total asam bioetanol semakin rendah. Hal ini karena enzim glukoamilase secara
mempengaruhi total asam pada bioetanol karena konsentrasi enzim glukoamilase yang tinggi dapat
menghindrolisis pati lebih optimal sehingga menghasilkan glukosa sebagai sumber nutrisi bagi
bakteri saccharomyces cerevisiae yang lebih banyak, yang kemudian difermentasi sehingga
menghasilkan kadar etanol yang tinggi. Hal ini sejalan dengan pernyataan Laily et al. (2019)
peningkatan kadar alkohol sering kali disertai dengan perubahan pH. Kadar alkohol yang tinggi
dapat menyebabkan pH produk menjadi lebih tinggi, yang berkontribusi pada penurunan total
asam. Sebagai contoh, wine dengan kadar alkohol yang lebih tinggi biasanya memiliki pH yang
lebih tinggi, yang menunjukkan bahwa total asamnya lebih rendah (Laily et al., 2019).

Lama inkubasi sakarifikasi juga berpengaruh terhadap total asam pada bioetanol. Semakin
lama inkubasi sakarifikasi maka angka asam semakin rendah. Hal ini karena waktu inkubasi
sakarifikasi yang lama memberikan waktu bagi enzim glukoamilase memecah polisakarida,
sehingga glukosa meningkat seiring dengan berjalannya proses sakarifikasi yang dapat
meningkatkan kadar etanol yang dihasilkan setelah proses fermentasi. Menurut Trissanthi &
Susanto (2016), semakin lama waktu pemanasan, proses hidrolisis dapat meningkat, yang
berpotensi meningkatkan kadar gula reduksi dan gula total. Namun, dalam beberapa kasus, total
asam dapat menurun akibat kerusakan senyawa selama pemanasan yang berkepanjangan
(Trissanthi & Susanto, 2016)

Standar total asam pada bioetanol yang ditetapkan pada SNI 7390:2014 yaitu 0,005%,
sehingga total asam pada produk masih belum ada memenuhi standar. Sementara itu, pada SNI EN
1276:2019, informasi mengenai total tidak dicantumkan secara spesifik, serta pada produk berupa
hand sanitizer maupun disinfektan tidak mencantumkan kadar total asam pada kemasan maupun
pada safety data sheet (SDS) produk.

5. Nilai pH bioetanol setelah destilasi ke-2

Nilai pH adalah ukuran yang menunjukkan konsentrasi ion hidrogen (H*) dalam suatu
larutan, yang menentukan tingkat keasaman atau kebasaan larutan tersebut. Skala pH berkisar dari
0 hingga 14, dengan pH 7 dianggap netral. Nilai pH di bawah 7 menunjukkan bahwa larutan
tersebut asam, sedangkan nilai pH di atas 7 menunjukkan bahwa larutan tersebut basa. Standar
kualitas mutu bioetanol memiliki pH 6,5-9,0. Berikut adalah grafik kadar nilai pH pada bioetanol
setelah destilasi kedua yang menunjukkan perbedaan kadar nilai pH bioetanol pada sampel uji
yang berbeda.
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Gambar 10. Grafik Nilai pH
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Dari Gambar 10. diketahui bahwa penambahan glukoamilase dan lama inkubasi sakarifikasi
perpengaruh sangat nyata terhadap nilai pH dan ada interaksi antara konsentrasi glukoamilase dan
lama inkubasi terhadap nilai pH bioetanol. Uji jarak berganda duncan kemudian dilakukan untuk
mengukur perbedaan antara perlakuan. Hasil uji jarak berganda duncan nilai pH disajikan dalam

Submission ID trn:oid:::1:3015356014

Tabel 6.
Tabel 6. Rerata analisis hasil nilai pH
Perlakuan G1 (1,5%) G2 (2,0%) G3 (2,5%) Rerata S
S1 (30 m) 6,495+0,035° 6,595+0,007° 6,765+0,007¢ 6,618+0,008*
S2 (45 m) 6,550+0,014° 6,700+0,028° 6,885+0,021° 6,711+0,008Y
S3 (60 m) 6,595+0,007" 6,770+0,014¢ 7,140+0,028" 6,835+0,0087
Rerata G 6,546+0,008™ 6,688+0,008" 6,930+0,008°

Keterangan : Rerata yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan pada jenjang
nyata 5% berdasarkan uji jarak berganda duncan.

Bedasarkan Tabel 6. tersebut dapat dilihat jika semakin tinggi konsentrasi enzim
glukoamilase yang digunakan maka nilai pH bioetanol semakin tinggi. Ini terjadi karena aktivitas
enzimatik yang lebih tinggi mengubah komposisi kimia dalam medium fermentasi, mendorong pH
ke arah yang lebih tinggi. Hal ini juga dapat dilihat pada hasil analisis total asam pada bioetanol
dimana semakin rendah total asam maka konsentrasi enzim glukoamilase yang digunakan makin
tinggi. Selain itu, hasil penelitian Mulyadi et al. (2017) menunjukkan bahwa pH yang paling baik
untuk fermentasi bioetanol adalah sekitar 4,5. Pada pH ini, konsentrasi glukosa dan kinerja khamir
Saccharomyces cerevisiae sangat optimum, sehingga menghasilkan kadar etanol yang tinggi.
semakin tinggi kadar ethanol yang dihasilkan, pH juga cenderung meningkat. Hal ini menunjukkan
bahwa kadar etanol yang tinggi dalam larutan fermentasi dapat menggeser pH ke arah yang lebih
basa, menunjukkan adanya hubungan positif antara kadar alkohol dan pH dalam proses ini. Gugus
hidroksil etanol membuat molekul ini sedikit basa. pH 100% etanol adalah 7,33, sedangkan pH
total asam murni adalah 7,00.

Selain pengaruh enzim glukoamilase, semakin lama waktu inkubasi sakarifikasi maka
semakin tinggi nilai pH pada bioetanol yang dihasilkan. Hal ini karena waktu sakarifikasi yang
lama dapat memaksimalkan kerja enzim sehingga maltosa yang dihasilkan setelah hidrolisis dapat
konversi lebih maksimal sehingga menghasilkan glukosa yang tinggi. Glukosa yang konversi
kemudian difermentasi yang menghasilkan etanol yang kemudian didestilasi sehingga
menghasilkan produk bioetanol. Pada destilasi dilakukan pengulangan yang membuat asam yang
ada pada bioetanol semakin menurun. Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan
Trissanthi & Susanto (2016) yang menunjukkan bahwa pemanasan yang lebih lama dapat
meningkatkan proses hidrolisis, meningkatkan reduksi gula. Namun, karena panas menghancurkan
senyawa fenol yang tidak stabil, jumlah total fenol dalam sirup alang-alang cenderung menurun
dengan waktu pemanasan. (Trissanthi & Susanto, 2016)

Standar pH pada bioetanol sebagai bahan bakar yang ditetapkan pada SNI DT 27-0001-2006
yaitu 6,5-9,0 sehingga perlakuan G1S2, G1S3, G2S1, G2S2, G3S3, G3S1, G3S2 dan G3S3 telah
memenuhi standar.

KESIMPULAN

Dari data hasil dan pembahasan yang didapatkan dalam penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa

konsentrasi enzim glukoamilase berpengaruh nyata terhadap densitas, kadar gula total, kadar total
asam, kadar alkohol, total asam dan nilai pH. Lama inkubasi sakarifikasi berpengaruh nyata terhadap
densitas, kadar gula total, kadar total asam, kadar alkohol, total asam dan nilai pH. Konsentrasi enzim
glukoamilase dan lama waktu inkubasi sakarifikasi yang menghasilkan kadar alkohol sesuai dengan
SNI EN 1279:2019 yaitu dengan konsentrasi enzim glukoamilase 2,5% dan lama inkubasi 60 menit
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dengan hasil analisa sebagai berikut : kadar alkohol 78,5%, densitas 0,8086 gr/ml, total asam 0,0075
%volume, kadar total asam 21,5% dan nilai pH 7,14.

SARAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disarankan untuk selanjutnya menggunakan
enzim glukoamilase yang lebih optimal dengan lama inkubasi sakarifikasi singkat. Selain itu, penulis
juga menyarankan dapat melakukan dehidrasi pada bioetanol sehingga dapat menghasilkan bioetanol
fuel grade.
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