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ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengkaji pemanfaatan limbah air cucian beras sebagai bahan dasar Submitted 30 Sept 2025
pembuatan bioetanol. Tahapan penelitian meliputi pengukuran Total Dissolved Solid (TDS) air cucian gi;’ise:eiogg‘;\‘;jv();;%
beras, hidrolisis air cucian beras dengan hidrolisis asam dan enzimatik, pengukuran jumlah volume gas

CO2 selama fermentasi, pengukuran pH sesudah fermentasi, uji iodoform sampel hasil fermentasi, dan

uji kadar etanol sampel hasil fermentasi. Kadar etanol yang diperoleh dipengaruhi oleh variasi massa

ragi dalam proses fermentasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah air cucian beras dengan nilai

TDS sebesar 693 ppm menghasilkan kadar etanol tertinggi sebesar 0,0869% pada penggunaan ragi

sebanyak 5 gram. Kadar etanol menurun dengan peningkatan massa ragi menjadi 7 gram dan 9 gram,

masing-masing menghasilkan 0,0802% dan 0,0792% etanol. Penelitian ini menunjukkan bahwa

terdapat titik optimal penggunaan ragi pada 5 gram untuk menghasilkan bioetanol dengan efisiensi

tertinggi dari limbah air cucian beras.

Kata Kunci: Air cucian beras; bioetanol; fermentasi; kadar etanol; ragi Saccharomyces cerevisiae.

ABSTRACT

The research aims to examine the use of rice-washing wastewater as a basic ingredient in bioethanol
production. The research stages include measuring the Total Dissolved Solids (TDS) of rice washing
water, hydrolysing rice washing water with acid and enzymatic hydrolysis, measuring the volume of CO;
gas during fermentation, measuring pH after fermentation, iodoform testing of fermented samples, and
testing the ethanol content of fermented samples. The ethanol content obtained is influenced by
variations in yeast mass during fermentation. The research results showed that rice-washing
wastewater with a TDS value of 693 ppm produced the highest ethanol content of 0.0869% when using
5 grams of yeast. Ethanol content decreased with increasing yeast mass to 7 grams and 9 grames,
producing 0.0802% and 0.0792% of ethanol, respectively. This research shows that an optimal yeast
dosage of 5 grams yields the highest bioethanol efficiency from rice-washing wastewater.

Keywords: Rice washing water; bioethanol; fermentation; ethanol content; yeast Saccharomyces
cerevisiae.
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PENDAHULUAN

Beras mudah djumpai di Indonesia karena merupakan
makanan pokok masyarakat Indonesia dalam memenubhi
kebutuhan pangan-nya. Menurut Badan Pusat Statistik
(BPS), rata-rata konsumsi beras mingguan sebesar 1,571
kg per kapita [1]. Tingginya konsumsi beras menyebabkan
limbah rumah tangga berupa air cucian beras pun
melimpah. Air cucian beras adalah biomassa yang
mengandung karbohidrat, protein glutein, lemak, 80%
vitamin B1, 60% zat besi, kalsium, dan 50% fosfor [2].

Limbah air cucian beras merupakan produk samping
atau buangan yang tidak memiliki nilai ekonomis. Namun,
jika dilihat dari segi kandungan-nya, air cucian beras dapat
dijadikan sebagai bahan dasar pembuatan bioetanol
karena adanya kandungan karbohidrat berupa pati sebesar
89- 90%. Penggunaan air cucian beras sebagai bahan dasar
pembuatan bioetanol memberikan nilai tambah pada
limbah rumah tangga yang sebelumnya dibuang.

Bahan baku untuk pembuatan bioetanol
diklasifikasikan dalam tiga kategori: bahan dengan
kandungan sukrosa tinggi, bahan dengan kandungan pati
tinggi, dan bahan yang mengandung selulosa atau
lignoselulosa. Produksi bioetanol menggunakan bahan
baku yang kaya akan pati atau karbohidrat dan dilakukan
dengan mengonversi karbohidrat menjadi glukosa yang
larut dalam air dengan metode hidrolisis [3].

Hidrolisis merupakan proses pemutusan rantai polimer
pati menjadi unit-unit dekstrosa (CsH120s).
(CsH1005)n + NH20-> n CeH1206
Pati Glukosa

Pemutusan rantai polimer tersebut dapat terjadi dengan
bantuan enzim atau hidrolisis menggunakan asam.
Hidrolisis menggunakan enzim berbeda dengan hidrolisis
asam dalam hal spesifisitas pemutusan rantai polimer pati.
[4]. Hidrolisis asam memutus rantai polimer secara acak,
sementara hidrolisis enzimatik memutus rantai polimer
secara spesifik pada titik-titik percabangan tertentu [5,6].

Laju hidrolisis pati meningkat dengan kenaikan suhu
dan konsentrasi asam, namun menurun pada konsentrasi
pati yang tinggi [7]. Pada suhu di bawah 100°C, proses
hidrolisis berlangsung lambat, tetapi pada suhu di atas
100°C, gula pereduksi yang dihasilkan cenderung berubah
warna menjadi gelap [8].

Glukosa yang dihasilkan dari proses hidrolisis diubah
menjadi etanol (bioetanol) melalui proses fermentasi.
Pada tahap fermentasi terjadi berbagai perubahan atau
reaksi kimia yang dipicu oleh mikroorganisme yang
bersentuhan dengan zat makanan yang sesuai dengan
pertumbuhannya [9].

Proses fermentasi dalam produksi etanol dipengaruhi
banyak faktor, salah satunya adalah massa ragi yang
digunakan. Ragi berperan dalam mengonversi glukosa
menjadi etanol dan CO.. Fermentasi dilakukan dengan
menggunakan ragi seperti Saccharomyces cerevisiae yang
dapat menghasilkan etanol dan CO, melalui reaksi:

CeH1206 > 2C2HsOH + 2C0O2
Glukosa Etanol

Penelitian terdahulu memperoleh kadar etanol tertinggi
dengan metode hidrolisis asam yaitu sebesar 5-6% dengan
variasi massa ragi tertinggi yaitu 30 gram dalam proses
fermentasi-nya [5]. Penelitian lain memperoleh kadar
etanol tertinggi sebesar 19,387% dengan metode hidrolisis
enzimatik [6]. Hasil tersebut menunjukkan bahwa dalam
pembuatan bioetanol berbahan dasar air cucian beras,
besarnya kadar etanol yang dihasilkan dipengaruhi oleh
massa ragi dan metode hidrolisis yang digunakan.
Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai pengaruh variasi massa ragi dalam
pembuatan bioetanol berbahan dasar air cucian beras
dengan hidrolisis asam dan enzimatik.

METODE
Preparasi Sampel Air Cucian Beras
Limbah air cucian beras diukur total padatan terlarut-

nya menggunakan TDS meter dan dikur pH-nya
menggunakan indikator universal.

Hidrolisis Air Cucian Beras

1 L sampel air cucian beras diukur pH awalnya.
Kemudian sampel ditambahkan HCI 20% teknis hingga pH
4,0 — 4,5. Pemanasan pada penangas air dilakukan saat
penambahan HCl. Saat suhu mencapai 60°C, sampel
ditambahkan 30 mL 10% b/v enzim glukoamilase.
Pemanasan dilakukan selama 4 jam sambil diaduk
menggunakan pengaduk. Tiap 30 menit, 1 tetes sampel
diuji menggunakan uji iodin. Sampel disaring dan diukur pH
nya. Dilakukan netralisasi dengan menambahkan NaOH
sampai pH berada pada rentang pH = 4,5 sampai dengan
pH=5,5.

Proses Fermentasi

Larutan hasil hidrolisis dimasukkan ke dalam 3 botol
fermentasi dengan volume 200 mL pada masing-masing
botol. Ketika suhu larutan mencapai 40 °C, ke dalam
masing-masing botol ditambahkan 1 g urea kemudian
dimasukkan ragi dengan variasi 5 g, 7 g, dan 9 g. Botol
fermentasi ditutup rapat dan dihubungkan dengan botol
lain berisi air menggunakan selang [7]. Fermentasi
dilakukan hingga volume gas CO2 yang terbentuk konstan.
Selama proses fermentasi, dilakukan pengukuran volume
gas COz yang terbentuk per 6 jam.

Uji lodoform

Sampel yang telah difermentasi diuji menggunakan tes
iodoform. 2 mL sampel ditambahkan 3 mLiodin dan 10 mL
NaOH. Kemudian sampel dipanaskan selama 30 detik
hingga membentuk endapan berwarna kuning.
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Uji Kadar Etanol

Etanol yang dihasilkan dari proses fermentasi dianalisis
menggunakan Gas Chromatography (GC)-FID dengan
pelarut etanol sebagai larutan standar internal [8]. Kadar
etanol diperoleh menggunakan persamaan kurva kalibrasi
standar dengan persamaan garis linear.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Total Dissolved Solid (TDS) dalam Air Cucian Beras

Selama proses pencucian beras, air cenderung masuk
ke dalam butir beras, menyebabkan komponen -
komponen dalam beras berupa pati, vitamin, dan mineral
keluar dan ikut terlarut ke dalam air [15]. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa total padatan terlarut dalam air
cucian beras mencapai konsentrasi 693 ppm.

Hasil Hidrolisis Air Cucian Beras

Hidrolisis pada sampel air cucian beras bertujuan untuk
menghidrolisis pati menjadi glukosa yang dibutuhkan
untuk proses fermentasi. Hidrolisis dilakukan pada suhu
konstan 60 °C dan pH sampel diatur pada pH = 4,0. Suhu
optimum untuk terjadinya reaksi enzimatis pada enzim
glukoamilase berada dalam rentang 45-60 °C dengan pH =
4,0 sampai dengan pH = 5,0 [9]. Pada suhu 55 °C dan pH =
4,0, enzim glukoamilase dapat bekerja dengan baik.

Hasil dari uji pH sampel sebelum dan setelah hidrolisis
dapat dilihat pada gambar di bawah ini. Sampel sebelum
hidrolisis berada pada pH = 6,0. Setelah hidrolisis, pH = 4,0.
Selama proses hidrolisis, tiap 30 menit dilakukan uji iodin
terhadap sampel. Uji iodin dilakukan untuk menguji
keberadaan glukosa selama hidrolisis. Prinsip dari uji iodin
adalah bila sampel yang diuji ditambahkan dengan larutan
jodin dan membentuk kompleks berwarna biru hingga
hitam. Hal ini menandakan sampel mengandung pati. Pati
akan bereaksi dengan iodin membentuk kompleks pati-
iodium [10]. Hasil dari uji iodin pada sampel ditunjukkan
pada Gambar 1.
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Gambar 1. Uji Keberadaan Glukosa dengan Uji lodin

Pada menit 30 - 120, sampel masih berwarna biru atau
hitam. Ini menandakan bahwa sampel masih mengandung
pati. Tanda-tanda pati mulai terhidrolisis menjadi glukosa
muncul pada pengujian di menit 150. Sampel saat ditetesi
iodin berwarna coklat. Warna coklat ini menandakan
bahwa pati sudah mulai terhidrolisis menjadi glukosa.

Pengukuran pH Sebelum dan Sesudah Fermentasi
Saat proses fermentasi pH merupakan salah satu faktor
penting karena dapat mempengaruhi pertumbuhan
Saccharomyces cerevisia [11]. Selama proses fermentasi,
pH optimal untuk pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae
berkisar pada pH = 4,5 sampai dengan pH = 5,5 [12]. Oleh
karena itu, sebelum fermentasi dimulai, dilakukan
penyesuaian pH larutan hingga mencapai pH=5,0.
Selama proses fermentasi terjadi penurunan pH (Gambar
2). Hal ini disebabkan karena selama fermentasi air cucian
beras dengan khamir  Saccharomyces cerevisiae
menghasilkan produk fermentasi berupa alkohol yang
bersifat asam dan gas karbon dioksida (CO2) yang juga
bersifat asam [13]. Produk samping yang dihasilkan selama
proses fermentasi juga menyebabkan terjadinya
penurunan pH, produk samping tersebut adalah asam
malat, asam tartarat, asam sitrat, asam laktat, asam asetat,
dan asam butirat [14].

5g 98

Massa Ragi

M Sebelum Fermentasi M Setelah Fermentasi

Gambar 2. Grafik pH Sebelum dan Sesudah Fermentasi
Analisis Pengaruh Variasi Massa Ragi terhadap
Jumlah Volume Gas CO; dalam Fermentasi

Volume air yang diukur saat pengukuran jumlah gas

CO; adalah total dari penurunan volume air selama waktu
fermentasi, hasil pengamatan ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Grafik Variasi Massa Ragi terhadap Jumlah Volume
Gas CO,

Pada proses fermentasi, ragi dengan massa 9 gram
lebih dulu menghasilkan gas CO2 pada hari ke-1
dibandingkan ragi dengan massa 7 gram dan 5 gram yang
baru menghasilkan gas CO2 pada hari ke-2 dan ke-3. Variasi
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massa ragi 5 gram, 7 gram, dan 9 gram masing-masing
menunjukkan peningkatan volume gas CO: seiring dengan
bertambahnya waktu fermentasi.

Secara teoritis, semakin banyak ragi yang digunakan
maka akan menghasilkan lebih banyak gas CO; karena
semakin banyak ragi berarti lebih banyak mikroorganisme
yang dapat melakukan fermentasi [15]. Namun dalam
penelitian, variasi ragi 7gram menghasilkan volume gas
yang lebih besar daripada ragi 9 gram. Pada massa ragi
yang lebih tinggi yaitu 9 gram, terjadi peningkatan jumlah
sel ragi yang hidup dan aktif dalam medium fermentasi. Hal
ini  mengakibatkan kompetisi antar ragi untuk
mendapatkan nutrisi dan ruang yang cukup sehingga
terjadi penurunan aktivitas fermentasi. Sebaliknya, pada
massa ragi 7 gram, jumlah nutrisi lebih seimbang dengan
jumlah sel ragi yang hidup, sehingga aktivitas fermentasi
lebih optimal dan menghasilkan lebih banyak gas CO,.

Pada massa ragi 9gram terjadi penurunan pH yang lebih

asam ditunjukkan dengan pH setelah fermentasi yaitu pH=
3,0. Hal tersebut dapat menghambat proses fermentasi
dan mengurangi kemampuan ragi untuk memproduksi gas
CO2 secara optimal.
Dalam penelitian, menunjukkan bahwa terdapat titik
optimal massa ragi untuk memproduksi gas CO, yaitu
sebanyak 7 gram. Dan penambahan massa ragi di atas titik
optimal tersebut tidak selalu meningkatkan produksi gas
justru dapat mengurangi hasil yang diharapkan.

Analisis Keberadaan Etanol dalam Hasil Fermentasi

dengan Uji lodoform

Pada uji iodoform, dengan adanya molekul iodin (l)
dan basa, etanol mengalami oksidasi menjadi
asetaldehida. Basa akan menghilangkan atom hidrogen
dari karbon a-karbonil untuk membentuk karbanion (atau
enolat), yang kemudian bereaksi dengan molekul iodin.
Proses ini terjadi berulang hingga terbentuk turunan
trilodo asetaldehida. Triiodo asetaldehida bereaksi dengan
ion hidroksida (OH") untuk menghasilkan iodoform (CHls),
yang mengendap sebagai presipitasi berwarna kuning, dan
garam asam asetat (CH3COO") yang larut dalam air [16].
Berikut merupakan persamaan reaksinya:
Reaksi oksidasi dan
triiodoasetaldehid: ol NaOH, 1

CH3CH20Hag) & CH3CHO(aq) = CI3CHO(aq)
Pembentukan iodoform (CHI3) dan garam karboksilat:
CI3CHO (ag) + OH(aq) = CHl3(s) + HCOO (5

Dalam penelitian, sebelum menguji sampel hasil
fermentasi, etanol teknis 95% diuji dengan tes iodoform
terlebih dahulu. Namun yang dihasilkan bukan endapan
berwarna kuning melainkan hilangnya warna kuning dari
iodin sehingga larutan menjadi tidak berwarna. Larutan
menjadi tidak berwarna terjadi karena iodin (l,) direduksi
menjadi ion iodida (I") oleh alkohol yang teroksidasi
menjadi asetaldehida dan oleh reaksi dengan enolat atau
karbanion yang terbentuk. lon iodida yang terbentuk

pembentukan turunan

adalah tidak berwarna, sehingga menyebabkan hilangnya
warna iodin (Gambar 4).

Endapan kuning yang tidak terbentuk menunjukkan
bahwa etanol tidak cukup dioksidasi dalam kondisi uji ini
untuk menghasilkan iodoform. Hal ini dapat diakibatkan
oleh reagen (NaOH atau I,) yang terdegradasi. Maka dari
itu, uji iodoform terhadap ketiga variasi sampel pun
memperoleh hasil yang sama berupa hilangnya warna
iodin dalam larutan.

b) c) d)

Gambar 4. a) Sampel hasil fermentasi; b) Sampel setelah
diteteskan iodin; c) Sampel saat diteteskan NaOH; d)
Hasil akhir dari uji iodoform untuk ketiga sampel

Analisis Pengaruh Massa Komposisi Ragi terhadap
Kadar Etanol

Hasil dari analisis menggunakan GC-FID berupa data
luas area larutan deret standar etanol dan sampel hasil
fermentasi seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.
Analisis kadar etanol ditunjukkan pada Tabel 1.

Hasil dari analisis menggunakan GC-FID berupa data
luas area larutan deret standar etanol dan sampel hasil
fermentasi seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.
Analisis kadar etanol ditunjukkan pada Tabel 1.
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Gambar 5. Kurva Kalibrasi Deret Standar Etanol

Tabel 1. Kadar Etanol dalam Sampel Fermentasi

Variasi Luas area Kadar Etanol (%)

Ragi5g 489294 0.0869
Ragi7g 451032 0.0802
Ragi9g 445182 0.0792
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Pada variasi 5gram ragi, didapatkan kadar etanol
sebesar 0,0869%. (lihat Gambar 6). Variasi ini
menghasilkan kadar etanol lebih besar daripada variasi 7
gram ragi dan 9 gram ragi yang menghasilkan kadar etanol
berturut-turut sebesar 0,0802% dan 0,0792%. Menurut
teori, peningkatan jumlah ragi seharusnya meningkatkan
produksi etanol, namun dalam penelitian terjadi
sebaliknya. Kadar etanol yang menurun seiring besarnya
massa ragi yang digunakan disebabkan karena terjadi
proses heterofermentasi.
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Massa Ragi (gram)

Gambar 6. Grafik Variasi Massa Ragi terhadap Kadar Etanol

yang Dihasilkan
Heterofermentasi pada glukosa selain menghasilkan
etanol, juga menghasilkan produk sampingan seperti asam
laktat dan asam asetat [17]. Peningkatan produk
sampingan tersebut menghambat aktivitas ragi dan
mengalihkan jalur metabolisme dari produksi etanol,
sehingga kadar etanol yang dihasilkan menurun. Pada
massa ragi 9 gram dan 7 gram, kemungkinan besar
heterofermentasi lebih dominan pada massa 9 gram diikuti
massa ragi 7 gram, mengakibatkan lebih sedikit gula yang
diubah menjadi etanol. Sebaliknya, pada massa ragi 5
gram, jalur metabolisme mungkin lebih fokus pada
produksi etanol, sehingga kadar etanol yang dihasilkan
lebih tinggi.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa penambahan massa ragi dalam proses
fermentasi air cucian beras berbanding terbalik dengan
peningkatan kadar etanol yang dihasilkan. Penggunaan 5
gram ragi menghasilkan kadar etanol tertinggi sebesar
0,0869%, dibanding penggunaan ragi 7 gram dan 9 gram
yang menurunkan kadar etanol masing-masing menjadi
0,0802% dan 0,0792%. Dengan demikian, untuk
mendapatkan kadar etanol yang optimal, diperlukan
keseimbangan dalam penggunaan massa ragi, penggunaan
5 gram ragi terbukti sebagai jumlah optimal untuk proses
fermentasi yang menghasilkan kadar etanol tertinggi.
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