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ABSTRAK 
 
Kulit Singkong merupakan bagian luar dari umbi singkong dan belum dimanfaatkan dengan baik. Kulit 
singkong merupakan limbah dari singkong yang memiliki kandungan pati atau amilum sebanyak 10,384%. 
Bioetanol merupakan cairan hasil fermentasi gula dari sumber karbohidrat menggunakan bantuan 
mikroorganisme. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan konsentrasi eco enzim 
pada proses hidrolisis enzimatik dan pengaruh waktu fermentasi terbaik pada proses fermentasi terhadap 
kadar etanol yang dihasilkan. Variabel penelitian ada 2 yaitu variabel pertama pada proses hidrolisis dengan 
konsentrasi eco enzyme yaitu 30% dan 75% (V/V) dari volume media nutrisi. Variabel kedua pada proses 
fermentasi dengan  variasi waktu fermentasi yaitu 2,3,4,5 dan 6 hari dengan penambahan saccharomyces 
cerevisiae 10% dari substrat dengan menggunakan metode Simultaneous Saccarification and Fermentation 
(SSF). Kulit singkong dijadikan tepung kulit singkong yang sudah diayak dengan ukuran -70+100 mesh dan 
didelignifikasi dengan NaOH 10%. Tepung kulit singkong sebanyak 25 gr yang telah didelignifikasi dan 250 ml 
medium nutrisi dengan perbandingan 1:10 digunakan sebagai substrat dihidrolisis selama 2 jam dan 
fermentasi berlanjut dengan penambahan 10% Saccharomyces cerevisiae pada waktu fermentasi 2,3,4,5 dan 
6 hari. Hasil yang didapatkan konsentrasi glukosa meningkat dari 3,84% menjadi 15,52% pada konsentrasi 
eco enzim 70%. Waktu fermentasi optimum didapatkan selam 4 hari  dan menghasilkan konsentrasi etanol 
sebesar 422,50 g/L atau 42,25%  dan yield bioetanol sebesar 40,72% pada konsentrasi eco enzyme 70%. 
 
Kata kunci:  Bioetanol, eco enzyme, fermentasi, kulit singkong, saccharomyces cerevisiae. 

 
 ABSTRACT 

 
Cassava skin is the outer part of the cassava tuber and has not been used properly. Cassava peel is waste from 
cassava which has a starch or starch content of 10.384%. Bioethanol is a liquid resulting from the 
fermentation of sugar from a carbohydrate source using the help of microorganisms. The aim of the research 
was to determine the effect of adding eco enzyme concentration to the enzymatic hydrolysis process and the 
effect of the best fermentation time in the fermentation process on the ethanol content produced. There are 
2 research variables, namely the first variable in the hydrolysis process with an eco enzyme concentration of 
30% and 75% (V/V) of the volume of the nutrient media. The second variable in the fermentation process 
with variations in fermentation time, namely 2,3,4,5 and 6 days with the addition of 10% saccharomyces 
cerevisiae from the substrate using the Simultaneous Saccarification and Fermentation (SSF) method. 
Cassava peel is made into cassava peel flour which has been sieved to a size of -70+100 mesh and delignified 
with 10% NaOH. 25 grams of delignified cassava peel flour and 250 ml of nutrient medium with a ratio of 1:10 
were used as a substrate for hydrolysis for 2 hours and fermentation continued with the addition of 10% 
Saccharomyces cerevisiae at fermentation times of 2, 3, 4, 5 and 6 days. The results obtained glucose 
concentration increased from 3.84% to 15.52% at an eco enzyme concentration of 70%. The optimum 
fermentation time was found to be 4 days and produced an ethanol concentration of 422.50 g/L or 42.25% 
and a bioethanol yield of 40.72% at an eco enzyme concentration of 70%. 
 
Keywords: bioethanol, cassava peel, eco enzyme, fermentation, saccharomyces cerevisiae. 
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PENDAHULUAN 
Singkong adalah tanaman rakyat yang telah dikenal di seluruh pelosok Indonesia. Indonesia merupakan salah satu produsen 
singkong (sebagai salah satu sumber pati) terbesar di Asia dengan total produksi singkong mencapai 21,8 juta ton pada tahun 
2015[1]. Pengolahan singkong secara terpadu merupakan upaya memanfaatkan seluruh bagian dari singkong tanpa ada 
yang terbuang termasuk kulitnya. Kulit singkong merupakan bagian kulit luar dari umbi singkong dan belum dimanfaatkan 
dengan baik. Persentase jumlah limbah kulit bagian luar sebesar 0,5 – 2 % dari berat total singkong segar dan limbah kulit 
bagian dalam sebesar 8 – 15 %. Kulit singkong mengandung karbohidrat cukup tinggi mengandung komponen selulosa 
43,626%, hemiselulosa 36,58 %, pati atau amilum 10,384%, lignin 7,646% dan 1,764% lainnya [2].  
Bioetanol merupakan cairan hasil proses fermentasi gula dari sumber karbohidrat menggunakan bantuan mikroorganisme. 
Produksi bioetanol dari tanaman yang mengandung pati atau karbohidrat, dilakukan melalui proses konversi  karbohidrat  
menjadi  gula  atau  glukosa  dengan  beberapa  metode diantaranya dengan hidrolisis asam dan secara enzimatis. Metode 
hidrolisis secara enzimatis lebih sering digunakan karena lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan katalis asam. Eco 
Enzyme merupakan cairan multi fungsi yang mengandung banyak jenis enzim  alami yang berasal dari buah dan sayuran, 
serta yang dihasilkan oleh mikroba dengan  [3]. Dengan begitu Eco Enzyme dapat digunakan untuk menghidrolisis amilum 
menjadi glukosa sebagai bahan pembuatan bioetanol. 
Eco enzyme  merupakan hasil fermentasi dari bahan organik yang kaya akan mikroorganisme. Larutan eco enzyme tersusun 
dari zat organik kompleks hasil fermentasi, memiliki warna cokelat gelap dan aroma yang kuat (Hemalatha and 
Visantini,2020).  Eco enzyme mengandung enzim protease, lipase, dan amilase yang dapat membunuh pathogen [4].  
Mikroorganisme di dalam eco enzyme sangat penting untuk membantu proses dekomposisi, transportasi unsur hara, dan 
mendegradasi polutan tanah termasuk logam berat [5]. Banyak jenis mikroorganisme yang berbeda dihasilkan selama 
proses fermentasi alami dalam eco enzyme, terutama bakteri asam laktat (seperti seperti Lactobacillus dan Leuconostoc) dan 
ragi (seperti Pichia dan Candida). Bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme probiotik yang paling dikenal untuk 
mengurangi biokontaminasi. Proses fermentasi dalam pembuatan larutan eco enzyme akan menghasilkan dan melepaskan 
gas ozon (O3). Ozon akan bekerja di bawah lapisan stratosfer untuk mengurangi gas rumah kaca dan logam berat yang 
terkurung di atmosfer [6]. Selama proses fermentasi juga akan menghasilkan gas NO3 dan CO3 yang dibutuhkan oleh tanah 
sebagai nutrisi untuk tanaman. Selain itu, juga dihasilkan asam organik dan alkohol. Keberadaan asam-asam organik inilah 
yang membuat larutan eco enzyme memiliki aktivitas antimikroba [5]. 
Sri Widyastuti dan Wawan Gunawan (2023) telah menggunakan eco enzim dalam pengolahan limbah air tahu dan fungsi 
eco enzim sama dengan enzim pada umumnya, yaitu untuk mempercepat degradasi dengan waktu yang singkat. Eco enzim 
ini dapat berfungsi dalam empat kategori: membusuk, menyusun ulang, mengubah dan katalisis. Eco enzim dapat digunakan 
sebagai alternatif dalam pengolahan limbah dengan biaya yang lebih terjangkau dan memprcepat proses degradasi zat 
organik. Eco enzim juga dapat mengurangi lumpur dan bakteri berbahaya dalam limbah. Dengan demikiaon eco enzim dapat 
mendorong proses daur ulang limbah untuk Kembali ke bumi  [18]. 
Proses hidrolisis dan fermentasi ini akan sangat efisien dan efektif jika dilakukan secara berkelanjutan tanpa melalui tenggang 
waktu yang lama. Hal ini sering dikenal dengan istilah Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) atau Sakarifikasi 
dan Fermentasi Serentak (SFS). Salah satu keuntungan proses SSF ini adalah hidrolisis dan fermentasi dilakukan dalam satu 
wadah sehingga dapat berlangsung secara efisien [7]. 
Tahapan produksi bioetanol berbahan lignoselulosa seperti kulit singkong terdiri dari tahapan preatreatment (delignifikasi), 
hidrolisis dan fermentasi. Proses pretreatment atau delignifikasi biomassa berlignoselulosa bertujuan untuk menghilangkan 
sisa lignin yang dapat menghambat kerja enzim [8]. Proses hidrolisis dapat dilakukan secara kimiawi dan enzimatik. Dalam 
menghasilkan glukosa, hidrolisis secara kimiawi menggunakan larutan asam akan memotong ikatan secara acak. Hidrolisis 
enzimatik dilakukan dengan menggunakan enzim α-amilase, selulase, dan xilanase yang dapat dihasilkan atau disintesis dari 
mikroorganisme seperti Trichoderma viride dan Aspergillus niger [9]. Berdasarkan hal tersebut kedua jenis mikroorganisme 
tersebut dapat digunakan dalam proses hidrolisis komponen kulit ubi kayu. Metode SSF merupakan kombinasi dari proses 
hidrolisis selulosa dengan menggunakan enzim selulase dan khamir Saccharomyces cereviseae untuk fermentasi gula 
menjadi etanol secara simultan atau serentak [10].   
Secara umum hidrolis enzimatik memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan hidrolisis asam, tetapi hidrolisis 
enzimatik juga memiliki beberapa masalaah. Seringkali hidrolisis enzimatik memerlukan waktu beberapa hari, sedangkan 
untuk asam hanya memerlukan waktu beberapa menit saja. Harga enzim cukup mahal dibandingkan dengan asam klorida 
atau asam sulfat yang murah. Enzim merupakan senyawa protein kompleks yang dihasilkan oleh sel-sel organisme dan 
berfungsi sebagai katalisator suatu reaksi kimia [11]. Kerja enzim sangat spesifik, karena strukturnya hanya dapat 
mengkatalisis satu tipe reaksi kimia saja dari suatu substrat, seperti hidrolisis, oksidasi dan reduksi. Ukuran partikel 
mempengaruhi laju hidrolisis. 
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Bioetanol adalah etanol atau etil alkohol (C2H5OH) yang dihasilkan dari proses fermentasi glukosa (C6H12O6) dari bahan baku 
nabati. Seperti disebutkan dalam PP No 5 Tahun 2006, bioetanol adalah salah satu Bahan Bakar Nabati (BBN), sebagai energi 
alternatif yang diwajibkan pemakaiannya. Hal ini didasari   oleh  Produksi BBM Nasional mulai menurun dari tahun ke tahun 
serta meningkatnya kebutuhan impor BBM nasional setiap tahunnya.  
 

METODE PENELITIAN 
Ada beberapa tahapan yang dilakukan pada penelitian ini yaitu tahapan pertama adalah membuat tepung singkong dengan 
cara mengeringkan hingga kadar airnya sekitar 0,5% ssetelah itu dihaluskan dengan ukuran sekitar -70+100 mesh atau 
sekitar 0,308 mm. Tahapan yang kedua adalah proses delignifikasi dengan menggunakan larutan NaOH 10%, dengan ratio 
1:12 dan dipanaskan pada suhu 1600C. Tahapan ketiga melakukan proses hidrolisis dengan eco enzyme dengan terlebih 
dahulu mengaktifkan dengan penambahan molase 5% (v/v) kemudian dihidrolisis dengan eco enzyme konsentrasi 30% dan 
70% (b/v) selama 2 jam. Tahapan Fermentasi dengan mempersiapkan media nutrisi yang terdiri dari KH2PO4, K2SO4 dan Urea 
dan mengaktifkan saccharomyces cerevisiae dengan penambahan glukosa dan dibiarkan selama 15 menit. setelah itu 
mencampurkan dengan substrat kulit singkong yang telah dihidrolisis dan fermentasi dilakukan selama 2, 3,4,5 dan 6 hari. 
Tahapan Terakhir Destilasi dengan menuangkan hasil fermentasi tepung singkong yang telah diketahui kadar etanol 
fermentasi dan dilakukan destilasi pada destilasi menggunakan bahan isian dan didestilasi dengan suhu campuran dijaga 
sekitar 780C – 930C.  
Analisa Kuantitatif untuk glukosa yang terdapat pada tepung kulit singkong yang telah dihidrolisis dengan metode Luff Scroll 
dan Analisa bioetanol dengan Analisa instrument Gas Chromatography (GC) serta Analisa aktivitas mikroorganisme dengan 
cara berat sel kering metode gravimetri .  

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kulit singkong merupakan bagian dari yang terbuang dari singkong dan tidak dimanfaatkan lebih lanjut malah akan menjadi 
sampah yang akan dibuang ke tempat pembuangan sampah. Sehingga sangat memerlukan edukasi untuk pemanfaatannya 
agar menjadi lebih ekonomis. Kulit singkong dapat digunakan dalam pembuatan bioetanol , akan tetapi harus dilakukan 
pretreatmentmen terlebih dahulu dengan cara membuat tepung kulit singkong dan proses delignifikasi karena nya singkong 
mempunyai kadar lignin sebesar 7,646% sehingga perlu dilakukan delignifikasi terlebih dahulu sebelum proses hidrolisis dan 
fermentasi.  Proses hidrolisis dan fermentasi dilakukan secara berkesinambungan tanpa melakukan separasi dan penetralan 
karena menggunakan metode hidrolisis  enzimatik dengan eco enzyme. Proses hidrolisis kulit singkong menggunakan eco 
enzyme yang dibuat dari fermentasi sampah kulit buah dan sisa sayuran sehingga akan menghasilkan berbagai enzim yang 
terdapat pada kulit buah dan sayuran. Proses aktivitas eco enzyme dalam menghidrolisis kulit singkong dapat dilihat pada 
Tabel 1. 
 
Tabel 1.  Data hasil hidrolisis enzimatik kulit singkong 
 

No. Konsentrasi eco 
enzyme (%) 

Konsentrasi glukosa 
sebelum hidrolisis 

Konsentrasi glukosa 
setelah hidrolisis 

Aktifitas Eco Enzim 
(unit/ml) 

1. 30 3,8 9,34 0,855 
2. 75 3,8 15,52 1,806 

 
Hidrolisis dilakukan secara enzimatik dengan menggunakan eco enzyme yang merupakan suatu enzim sampah (sampah 
organik buah dan sayur) yang memainkan peranan penting untuk mencapai degradasi yang mirip dengan kinerja enzim 
komersial.  Variasi konsentrasi eco enzyme 30% dan 75% (v/v) dapat menghasilkan konsentrasi glukosa yang meningkat 
dengan waktu hidrolisis selama 2 jam sebelum menambahkan ragi (yeast) Saccharomyces cerevisiae . Eco enzyme berfungsi 
sebagai katalis pada proses hidrolisis dalam mengubah amilum menjadi glukosa [12]. Aktivitas eco enzim terlihat aktif secara 
signifikan pada konsentrasi 30% dan %0%, aktivitas eco enzim yang menyatakan seberapa besar kemampuan dalam 
menguraikan polisakarida menjadi monosakarida (glukosa) untuk konsentrasi 70% lebih besar dan lebih menghasilkan 
konsentrasi glukosa yang lebih tinggi. Setelah proses hidrolisis dapat dilanjutkan dengan menambahkan ragi yang telah 
diinokulasi tanpa harus melakukan penetralan dan pemisahan sehingga akan mengurangi biaya dan waktu proses 
pembuatan. 
Proses dilanjutkan dengan fermentasi dan ditambahkan ragi (yeast) Saccharomyces cerevisiae dilakukan untuk mengubah 
glukosa hasil hidrolisis menjadi etanol dan dengan menggunakan media nutrisi yang terbuat dari urea, KH2PO4 dan KH2SO4 

yang dilarutkan dengan aquadest. Urea berfungsi sebagai sumber nitrogen (N) selama proses fermentasi, KH2PO4 berfungsi 
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sebagai sumber nutrisi yang diperlukan mikroorganisme selama fermentasi dan KH2SO4 berfungsi dalam mengatur 
pertumbuhan mikroorganisme [13]. Fermentasi dilakukan dengan memvariasikan waktu fermentasi agar didapatkan hasil 
kadar bioetanol yang optimal. Konsentrasi etanol akhir diukur setelah dilakukan proses destilasi sehingga akan  menghasilkan 
volume bioetanol yang akan berkurang setelah proses destilasi karena sebagian akan teruapkan dari campuran tersebut 
akan tetapi menghasilkan etanol yang mempunyai konsentrasi yang lebih tinggi. 
Hasil fermentasi pada variasi konsentrasi eco enzyme dan waktu fermentasi dengan bantuan ragi Saccharomyces cerevisiae 
dalam menghasilkan bioetanol dapat dilihat pada Gambar 1. 

  

 
Gambar 1.  Grafik hubungan konsentrasi etanol dengan waktu fermentasi 

 
Pada konsentrasi eco enzyme 30% dan 70% (v/v) menghasilkan konsentrasi bioetanol yang terus naik. Kenaikan kadar 
bioetanol dipengaruhi oleh kandungan glukosa dan waktu fermentasi yang dibutuhkan mikroba untuk memanfaatkan 
nutrisi di dalam medium. Semakin lama fermentasi dan semakin banyak nutrisi yang ada di dalam medium maka kadar 
etanol juga akan semakin meningkat. Bioetanol terbentuk karena adanya aktivitas ragi Saccarhomyces cerevisae dalam 
memfermentasi glukosa sederhana menjadi etanol. Sehingga aktivitas ragi Saccarhomyces cerevisae akan mempengaruhi 
jumlah kadar etanol. akan tetapi pada waktu fermentasi 6 hari untuk konsentrasi eco enzim 30% dan 70% mengalami 
penurunan produktivitas etanol hal ini dapat disebabkan reaksi fermentasi berlanjut untuk menghasilkan metabolit 
sekunder yaitu asam asetat sehingga konsentrasi etanol akan menurun karena akan terurai membentuk asam asetat (14).  
Berdasarkan hasil yang diperoleh diketahui bahwa waktu fermentasi dari kulit singkong mencapai titik optimum pada waktu 
fermentasi hari empat dengan kadar bioetanol sebesar 357,20 g/L atau 35,72% untuk konsentrasi enzim 30% sedangkan 
konsentrasi 70% menghasil konsentrasi etanol 422,5 g/L atau 42,25% . Hal ini menunjukkan pada waktu fermentasi hari 
keempat pertumbuhan ragi Saccharomyces cerevisiae berada pada fase eksponensial yaitu fase perkembangan ragi yang 
meningkat sehingga ragi bekerja secara optimum untuk mengubah glukosa menjadi bioetanol. Hal ini mungkin terjadi karena 
ketersediaan nutrisi yang dihasilkan juga besar. Dengan begitu dapat dilihat dari data tersebut bahwa mikroorganisme 
menggunakan nutrisi untuk tumbuh dan melakukan metabolisme yang sangat cepat pada hari keempat dengan keaktifan 
Saccharomyces cerevisiae dapat mendegradasi glukosa menjadi etanol. 
Semakin meningkatnya konsentrasi eco enzim, dan waktu fermentasi  maka kebutuhan nutrisi juga akan meningkat. Namun 
yield bioetanol juga dipengaruhi oleh volume bioetanol yang dihasilkan dari proses pemurnian (destilasi), dapat dilihat pada 
Gambar 2.  
Perolehan yield bietanol cenderung mengalami peningkatan pada variasi waktu fermentasi untuk konsentrasi eco enzim 
30% dan  70%. Hasil tersebut menggambarkan perolehan yield yang berkaitan dengan pengaruh konsentrasi bioetanol dan 
volume bioetanol yang dihasilkan cenderung lebih sedikit karena adanya proses destilasi hanya sekitar 40 -110 ml dari 300 
ml substrat. Oleh karena itu, yield yang diperoleh juga cenderung fluktuatif dan nilainya tergolong kecil. Hal tersebut 
menunjukkan bahwa kestabilan dan ketahanan sel SC terhadap lingkungan semakin rendah sehingga aktivitas sel dan jumlah 
sel semakin menurun. Dengan begitu proses fermentasi oleh sel dengan mengkonversi gula menjadi bioetanol semakin 
menurun.  Kecenderungan penurunan konsentrasi bioetanol yang terjadi diduga akibat terjadinya lisis pada sel SC. Autolisis 
pada sel akan menyebabkan mitokondria mengeluarkan enzim yang dapat menghancurkan membran sel sehingga sel 
mengalami kerusakan dan komponen sel akan hilang serta terdispersi ke dalam media [8].Selain itu, penurunan konsentrasi 
bioetanol pada penambahan konsentrasi immobilisasi sel juga dapat disebabkan karena Saccharomyces cerevisiae yang ada 
lebih banyak menggunakan nutrisi tersebut untuk bertahan hidup sehingga sel SC tidak mampu lagi menghasilkan enzim 
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zimase, dimana enzim zimase ini yang berperan untuk mengubah glukosa menjadi alkohol.  Selain itu juga dapat disebabkan 
karena berlanjutnya reaksi fermentasi untuk menghasilkan metabolit sekunder yaitu asam asetat. 

 

 
Gambar 2.  Grafik hubungan yield bioetanol dengan waktu fermentasi 

 
KESIMPULAN 

Pengaruh konsentrasi eco enzim pada proses hidrolisis memberikan hasil yang signifikan dengan dapat menaikkan 
konsentrasi glukosa dari 3,82% menjadi 9,34% untuk konsentrasi enzim 30% sedangkan konsentrasi 70% memberikan hasil 
15,52%. Dengan begitu aktivitas eco enzim mampu menguraikan polisakarida menjadi monosakarida, pengaruh konsentrasi 
eco enzim pada proses hidrolisis enzimatik memberikan aktivitas sel atau kinerja eco enzim untuk konsentrasi 70% 
menghasilkan aktivitas enzim yang lebih besar 1,806 unit/ml sedangkan konsentrasi eco enzim 30% 0,86 unit/ml.  
Proses Simultaneous Sacarification and Fermentation (SSF) tidak memerlukan separasi setelah hidrolisis akan tetapi dapat 
menambah mikroorganisme yang ikut dalam proses fermentasi bersama dengan Saccharomyces Cerevisiae sehingga kinerja 
mikroorganisme dalam degradasi substrat dapat menghasilkan enzim zimase yang lebih besar untuk membentuk etanol. 
Metode Simultaneous Saccarification and Fermentation (SSF) memberikan hasil yang naik secara signifikan terhadap waktu 
fermentasi. Semakin lama waktu fermentasi akan menghasilkan konsentrasi etanol yang semakin tinggi, waktu optimum 
yang terjadi untuk konsentrasi eco enzim 30% waktu optimum 4 hari dengan hasil konsentrasi etanol  18,46% sedangkan 
konsentrasi 70%  waktu optimum 5 hari dengan konsentrasi 42,24%. 
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