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Oil Palm Empty Fruit Bunches (OPEFB) are lignocellulosic waste with 

potential as raw material for bioethanol production. Immobilized cells 

using Na-alginate matrix offer advantages such as improved stability and 

reusability. This study aims to determine the effect of cell and Na-alginate 

concentration on bioethanol production from OPEFB using immobilized 

cells, and to determine the best combination that produces the highest 

ethanol yield. This research employed a Factorial Randomized Block 

Design (RBD) with two factors: cell concentration (OD660 20, 30, and 40) 

and Na-alginate concentration (3%, 4%, and 5% (b/v)). Fermentation was 

carried out using the Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF) method 

for 96 hours at 35°C. Observed parameters included pH, total soluble 

solids (TSS), reducing sugar content, and ethanol content. The results 

showed that cell and Na-alginate concentration significantly influenced pH, 

total soluble solids, reducing sugar content, and ethanol content. The best 

combination was found at a cell concentration of OD660 30 and a Na-

alginate concentration of 4%, resulting in the highest ethanol content of 

3.26 ± 0.276 % v/v, final pH of 4.37 ± 0.035, total soluble solids of 5.6 ± 

0.283 oBrix, and reducing sugar content of 0.22 ± 0.009 g/L. The use of 

immobilized cells with optimized cell and Na-alginate concentrations 

proved effective in enhancing fermentation process and bioethanol 

productivity from OPEFB as substrate.  
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PENDAHULUAN  

Industri kelapa sawit di Indonesia terus 

berkembang, diikuti dengan meningkatnya limbah 

padat yang dihasilkan, salah satunya adalah 

tandan kosong kelapa sawit (TKKS). TKKS 

menyumbang sekitar 22–25% dari bobot tandan 

buah segar dan mengandung lignoselulosa yang 

terdiri dari selulosa, hemiselulosa, dan lignin 

(Rezki et al. 2023). Limbah ini berpotensi 

mencemari lingkungan jika tidak dimanfaatkan 

dengan baik, sehingga pengelolaannya penting 

dilakukan untuk meningkatkan nilai tambahnya 

(Raharjo 2020).  Salah satu pemanfaatan TKKS 

yang menjanjikan adalah sebagai bahan baku 

produksi bioetanol melalui proses fermentasi. 

Bioetanol merupakan energi terbarukan yang 

berpotensi mengurangi ketergantungan pada 

bahan bakar fosil (Firmansyah 2009). Proses 

produksi bioetanol dari TKKS meliputi perlakuan 

awal, hidrolisis, dan fermentasi (Mosier et al. 

2005).  Pada proses fermentasi, penggunaan sel 

terimobilisasi menawarkan banyak keuntungan 

dibandingkan sel bebas, seperti meningkatkan 

stabilitas, mempercepat proses fermentasi, 

mempermudah pemisahan sel dari produk akhir, 

dan dapat digunakan berulang kali (Martini et al. 

2011, Gunam et al. 2021, Reshmy et al. 2023). 

Imobilisasi sel umumnya menggunakan matriks 

Na-alginat yang dengan mudah dapat membentuk 

bead dan menjaga sel tetap aktif selama fermentasi 

(Genisheva et al. 2014).  

Na-alginat memiliki beberapa keunggulan 

dibandingkan bahan lain dalam aplikasi 

bioteknologi, terutama dalam pembentukan gel 

tanpa memerlukan pemanasan, viskositasnya 

dapat disesuaikan, serta kemampuannya 

membentuk matriks imobilisasi yang stabil 

dengan ion kalsium (Ca²⁺). Berbeda dengan agar 

yang membutuhkan pemanasan hingga 80°C 

untuk pembentukan gel, Na-alginat mampu 

membentuk gel pada suhu ruang saat bereaksi 

dengan ion kalsium, sehingga lebih efisien dalam 

proses imobilisasi sel atau enzim. Selain itu, 

stabilitas dan fleksibilitas Na-alginat dapat 

ditingkatkan dengan modifikasi tertentu, 

menjadikannya lebih unggul dibandingkan bahan 

imobilisasi lainnya seperti kitosan dan 

poliakrilamida (Subaryono 2010).  

Konsentrasi Na-alginat berperan penting 

dalam menentukan porositas bead, yang 

mempengaruhi difusi substrat dan pelepasan 

produk serta mempengaruhi stabilitas beads 

(Webb 1989). Pereira and Silva (2021) 

melaporkan Na-alginat 3% menghasilkan etanol 

9% v/v, Akhter and Khan (2021) menemukan Na-

alginat 4% menghasilkan etanol 9 – 11% v/v, 

sementara Lee and Kim (2019) mencatat Na-

alginat 5% menghasilkan produksi etanol tertinggi 

sekitar 11% v/v. Sementara itu, Sharma and 

Kumar (2022) menyatakan kerapatan sel OD 20 

meningkatkan kadar alkohol (etanol) secara 

signifikan, Shi et al. (2019) menunjukkan OD 30 

optimal dengan pengaturan aerasi dan pH, 

sementara Tse et al. (2021) melaporkan OD 40 

dapat meningkatkan produksi etanol lebih lanjut.   

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini 

bertujuan untuk mengkaji pengaruh variasi 

konsentrasi sel dan Na-alginat terhadap produksi 

bioetanol dari TKKS, serta menentukan 

kombinasi perlakuan terbaik yang menghasilkan 

kadar alkohol (etanol) tertinggi. Hingga saat ini, 

studi terkait optimasi kedua variabel tersebut 

secara simultan terhadap efisiensi produksi 

bioetanol masih terbatas, sehingga hasil penelitian 

ini diharapkan dapat memberikan kontribusi baru 

dalam pengembangan teknologi fermentasi yang 

efisien, lebih aplikatif dan sekaligus mendukung 

pengembangan energi terbarukan berbasis limbah 

kelapa sawit yang ramah lingkungan.  

METODE 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan meliputi Tandan 

Kosong Kelapa Sawit (TKKS), Khamir Candida 

orthopsilosis R5I3 diperoleh dari Laboratorium 

Bioindustri Teknologi Industri Pertanian, Fakultas 

Teknologi Pertanian, Universitas Udayana, Na-

alginat (Merck), Sodium Chloride (Merck), Enzim 

selulase (Celluclast 1,5 Novozymes), media YPD 

(Yeast Peptone Dextrose), Natrium Citrate 

(Merck), Citric Acid (Merck), CaCl2 (Merck), 

NaOH (Merck), glukosa (Merck), air destilata dan 

bahan-bahan untuk analisis. Peralatan yang 

digunakan meliputi oven pengering (Blue-M), 

penggiling tepung (SY-150 Grinder), ayakan 60 

mesh, microwave (Samsung MG30), sentrifuge 

(Hero Lab LC04S), incubator (Memmert), 

autoclave (Hirayama HVE-50), laminar air flow 

(304-Wina), water bath shaker (Shel Lab), shaker 

rotator (Health H-MRS), spectrophotometer 

(Hitachi UV-Vis), pH meter (Senz pH), dan 

alcoholmeter.  
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Rancangan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan Rancangan 

Acak Kelompok (RAK) pola faktorial dengan 2 

faktor. Faktor pertama yaitu konsentrasi sel 

(OD660) terdiri dari tiga taraf yaitu OD 20, 30 dan 

40. Faktor kedua yaitu konsentrasi Na-alginat 

terdiri dari tiga taraf yaitu 3%, 4% dan 5% (b/v). 

Berdasarkan rancangan percobaan tersebut 

diperolah 9 kombinasi perlakuan, dan 

dikelompokkan menjadi dua kelompok 

berdasarkan waktu pengerjaannya sehingga 

diperoleh 18 unit percobaan. Analisis data 

dilakukan dengan analisis varian (ANOVA) dan 

apabila perlakuan berpengaruh, maka akan 

dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ). 

Penentuan perlakuan terbaik berdasarkan 

kombinasi konsentrasi sel dan Na-alginat yang 

memberikan hasil total etanol tertinggi. 

Peremajaan dan perbanyakan kultur mikroba 

Kultur Candida orthopsilosis R5I3 

dipersiapkan dengan menginokulasi 1 mL kultur 

stok ke dalam 10 mL media YPG steril, kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35°C. 

Selanjutnya, stok kultur sebanyak 1 mL 

diinokulasikan ke dalam 10 mL media YPG, 

dibagi menjadi 2 tabung masing-masing berisi 5 

mL, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 35°C. Kultur sebanyak 5 mL dimasukkan ke 

dalam 25 mL media YPG, kemudian diinkubasi 

selama 48 jam pada suhu 35°C menggunakan 

shaker rotator. Kultur yang dihasilkan sebanyak 

50 mL, kemudian disimpan dalam suhu dingin. 

Pencucian Sel 

Kultur hasil perbanyakan sel disentrifugasi 

dalam kondisi dingin pada kecepatan 3000 rpm 

selama 5 menit. Supernatant yang dihasilkan 

dibuang, dan pellet sel ditambahkan larutan NaCl 

0,85%, divortex lalu disentrifugasi lagi pada 

kecepatan 3000 rpm selama 5 menit. Proses 

pencucian sel ini dilakukan sebanyak 2 kali dalam 

kondisi dingin. Suspensi sel disimpan di lemari 

pendingin sebelum digunakan. 

Persiapan Substrat Tandan Kosong Kelapa 

Sawit 

Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 

dibersihkan, dikeringkan di bawah sinar matahari 

dan dipotong-potong menjadi ukuran kecil, 

kemudian dikeringkan menggunakan oven pada 

suhu 50°C selama 96 jam untuk menurunkan 

kadar air (Nurfahmi et al. 2019). Setelah kadar air 

mencapai 10%, TKKS dihancurkan menggunakan 

mesin penggiling, lalu diayak dengan ayakan 60 

mesh untuk mendapatkan serbuk TKKS 

berukuran seragam (Gunam et al. 2020). 

Delignifikasi 

Kandungan lignin yang tinggi menghambat 

akses enzim ke selulosa, sehingga diperlukan 

proses delignifikasi sebelum hidrolisis enzimatik 

(Gunam et al. 2021). Serbuk TKKS sebanyak 100 

g direndam dalam larutan NaOH 3% dengan 

perbandingan 1:10 selama 12 jam pada suhu 

kamar. Gunam et al. (2011) menyatakan bahwa 

perendaman ampas tebu dalam larutan NaOH 

selama 12 jam dapat mengurangi lignin secara 

signifikan. Kemudian proses pre-treatment 

dilanjutkan dengan dimasukkan ke dalam 

microwave selama 15-30 menit dengan daya 600 

Watt (Gunam et al. 2011). Setelah itu, sampel 

didinginkan dan disaring menggunakan kertas 

saring BIPMED BI (ukuran 10 µm) dengan filtrasi 

vakum untuk memisahkan padatan dan cairan. 

Fraksi padat dicuci dengan air destilata pada suhu 

60°C hingga pH 7 (pH netral), dikeringkan dalam 

oven suhu 80°C selama 12 jam, lalu digiling dan 

disimpan dalam botol plastik tertutup pada suhu 

kamar (Harahap et al. 2019). Delignifikasi 

dilakukan untuk menurunkan kadar lignin dan 

meningkatkan kadar selulosa, dan membuat 

menjadi lebih amorf yang selanjutnya akan 

diuraikan menjadi gula sederhana melalui proses 

hidrolisis (Kamal et al. 2023). 

Immobilisasi Sel 

Na-alginat dengan konsentrasi 3%, 4%, dan 

5% (b/v), masing-masing dilarutkan dalam 50 mL 

air destilata steril, dihomogenkan menggunakan 

magnetic stirrer hingga larut, lalu disterilisasi pada 

suhu 121°C selama 15 menit. Setelah dingin, 50 

mL larutan Na-alginat dicampur dengan 25 mL 

suspensi sel yang telah disesuaikan OD660 

menggunakan spectrophotometer. Berdasarkan uji 

pendahuluan yang telah dilakukan sebelum 

penelitian, diperoleh rasio resuspensi untuk setiap 

tingkat kepadatan sel (OD660), untuk OD 20 

menggunakan rasio pellet : NaCl sebesar 1:15, OD 

30 menggunakan rasio sebesar 1:10, dan OD 40 

menggunakan rasio sebesar 1:7,5. Rasio tersebut 

diperoleh melalui serangkaian pengukuran 

langsung menggunakan spektrofotometer pada 

panjang gelombang 660 nm, dimana hasil 

absorbansi yang terukur dikalikan dengan faktor 

pengenceran sesuai rasio yang digunakan. 

Pengenceran ini bertujuan menyesuaikan 

kerapatan sel sesuai konsentrasi yang ditargetkan. 
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Campuran Na-alginat dan suspensi sel kemudian 

divortex hingga homogen, lalu dipindahkan ke 

dalam seringe dan diteteskan dan ditampung 

dalam larutan CaCl2 4% (b/v) pada suhu dingin 

untuk membentuk beads alginat dengan 

konsentrasi sel OD 20, 30, dan 40. Beads yang 

terbentuk didiamkan selama 6 jam pada suhu 4°C 

untuk pengerasan, kemudian dicuci dengan 

larutan NaCl 0,85% dan disimpan dalam lemari 

pendingin suhu 4°C hingga digunakan (Gunam et 

al. 2021).  

Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF) 

Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF) 

adalah teknik di mana sakarifikasi dan fermentasi 

dilakukan terpisah dalam reaktor berbeda 

(Ramadhani et al. 2024). Serbuk TKKS yang telah 

didelignifikasi, diambil sebanyak 45 g dan 

dimasukkan ke dalam duran, kemudian 

dihidrolisis menggunakan enzim selulase 25 

FPU/mL dalam buffer sitrat 0,05 M pH 4,8 pada 

suhu 50°C selama 96 jam. Setelah hidrolisis 

selesai, gula hasil hidrolisis difermentasi masing-

masing sebanyak 200 mL dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 250 mL, selanjutnya difermentasi 

menggunakan kultur terimobilisasi sesuai 

perlakuan pada suhu 35°C selama 96 jam dan 

dikocok pada kecepatan 100 rpm dalam water bath 

shaker (Gunam et al. 2021). Pada proses SHF, 

hidrolisis lignoselulosa dilakukan terlebih dahulu 

untuk menghasilkan gula sederhana, kemudian 

gula difermentasi menjadi etanol (Simangunsong 

et al. 2016).  

Variabel yang Diamati 

Variabel yang diamati meliputi pengukuran 

pH menggunakan pH-meter (Senz pH) 

(Mutirahma et al. 2018), pengukuran TPT 

menggunakan hand refractometer (Ginting et al. 

2019), kadar gula pereduksi dianalisis dengan 

metode DNS menggunakan spektrofotometer UV-

Vis (Rismawati et al. 2016), serta kadar alkohol 

(etanol) diukur menggunakan alkoholmeter 

(Khotimah et al. 2017). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

pH  

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan 

bahwa perlakuan konsentrasi sel berpengaruh 

nyata (p< 0,05) dan konsentrasi Na-alginat 

berpengaruh sangat nyata pada (p < 0,01), tetapi 

interaksi antara keduanya tidak berpengaruh nyata 

(p > 0,05) terhadap nilai pH fermentasi bioetanol. 

Nilai rata-rata pH akhir proses fermentasi pada 

perlakuan variasi OD dan konsentrasi Na-alginat 

dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1 menunjukkan bahwa nilai rata-rata 

pH tertinggi diperoleh pada OD 40, yaitu 4,57 ± 

0,057, sedangkan nilai rata-rata pH terendah 

terdapat pada OD 20, yaitu 4,18 ± 0,115. 

Konsentrasi sel yang lebih tinggi memungkinkan 

aktivitas metabolisme mikroorganisme yang lebih 

intensif, yang dapat menghasilkan senyawa 

tertentu yang membantu mempertahankan 

keseimbangan pH. Sebaliknya, pada konsentrasi 

sel yang lebih rendah, aktivitas fermentasi 

cenderung lebih lambat, sehingga pH cenderung 

lebih rendah. Perubahan pH ini dapat dipengaruhi 

oleh produksi asam organik selama fermentasi, 

yang lebih dominan pada konsentrasi sel yang 

lebih rendah akibat efisiensi metabolisme yang 

lebih rendah dibandingkan dengan konsentrasi sel 

yang lebih tinggi. Efisiensi fermentasi dalam 

mengubah glukosa menjadi etanol sangat 

bergantung pada kondisi proses, salah satunya 

adalah pH yang berfungsi menjaga kinerja 

mikroorganisme (Arnata and Anggreni 2013). 

 

Tabel 1 Nilai rata-rata pH akhir proses fermentasi pada perlakuan variasi OD dan konsentrasi Na-alginat 

Konsentrasi Sel 

(OD660) 

Konsentrasi Na-alginat (%) Rata- rata 

A1 (3) A2 (4) A3 (5)  

S1 (20) 4,14 ± 0,021 4,16 ± 0,028 4,25 ± 0,064 4,18 ± 0,115c 

S2 (30) 4,39 ± 0,127 4,37 ± 0,035 4,43 ± 0,035 4,39 ± 0,060b 

S3 (40) 4,55 ± 0,064 4,56 ± 0,014 4,60 ± 0,028 4,57 ± 0,057a 

Rata-rata 4,36 ± 0,414b 4,36 ± 0,400b 4,42 ± 0,355a  
Keterangan: Huruf berbeda di belakang nilai rata-rata pada baris dan kolom yang sama menunjukkan perbedaan 

yang nyata pada Uji BNJ dengan taraf kesalahan 5% (p ≤ 0,05); pH awal fermentasi adalah 4,8. 
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Tabel 2 Nilai rata-rata total padatan terlarut (oBrix) setelah proses fermentasi pada perlakuan variasi OD dan 

konsentrasi Na-alginat 

Konsentrasi Sel 

(OD660) 

Konsentrasi Na-alginat (%) 

A1 (3) A2 (4) A3 (5) 

S1 (20) 4,60 ± 0,283b 4,70 ± 0,424b 4,20 ± 0,283b 

S2 (30) 6,00 ± 0,283a 5,60 ± 0,283a 5,60 ± 0,566a 

S3 (40) 4,30 ± 0,141b 4,70 ± 0,141b 4,70 ± 0,141b 

Keterangan: Huruf berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukan perbedaan yang nyata pada Uji BNJ dengan 

taraf kesalahan 5% (p ≤ 0,05); TPT rata-rata awal fermentasi adalah 6,4 oBrix  

Nilai rata-rata pH tertinggi diperoleh pada 

konsentrasi Na-alginat 5%, yaitu 4,42 ± 0,355, 

sedangkan nilai rata-rata pH terendah terdapat 

pada konsentrasi Na-alginat 4%, yaitu 4,36 ± 

0,400, tidak berbeda nyata dengan konsentrasi Na-

alginat 3%, yaitu 4,36 ± 0,414. Peningkatan 

konsentrasi Na-alginat cenderung meningkatkan 

nilai pH fermentasi. Hal ini disebabkan oleh sifat 

netral dari Na-alginat, yang ketika ditambahkan 

dalam konsentrasi tinggi, dapat meningkatkan 

nilai pH produk akhir mendekati netral (Arisanty 

et al. 2016). Selain itu, selama fermentasi, 

mikroorganisme juga memproduksi asam-asam 

organik seperti asam laktat, asetat, dan piruvat, 

yang dapat menurunkan pH medium fermentasi. 

Produksi CO₂ yang terlarut dalam medium 

membentuk asam karbonat (H₂CO₃), yang juga 

berkontribusi dalam penurunan pH fermentasi 

(Lynd et al. 1999).  

Total Padatan Terlarut (TPT) 

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan 

bahwa perlakuan konsentrasi Na-alginat 

berpengaruh sangat nyata (p < 0,01), sedangkan 

konsentrasi sel tidak berpengaruh nyata (p > 0,05), 

dan interaksi antara kedua faktor menunjukkan 

pengaruh nyata (p < 0,05) terhadap total padatan 

terlarut. Hal ini mengindikasikan bahwa 

kombinasi  kedua faktor tersebut dapat saling 

memengaruhi dan memberikan efek berbeda 

terhadap hasil, meskipun salah satunya tidak 

signifikan secara tunggal. Nilai rata-rata total 

padatan terlarut setelah proses fermentasi pada 

perlakuan variasi OD dan konsentrasi Na-alginat 

dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. menunjukkan bahwa total padatan 

terlarut (TPT) tertinggi diperoleh pada perlakuan 

S2A1 (OD 30, Na-alginat 3%) dengan nilai 6,0 ± 

0,283 oBrix, tetapi tidak berbeda nyata dengan 

perlakuan S2A2 (OD 30, Na-alginat 4%) yang 

memiliki nilai 5,6 ± 0,283 oBrix, serta S2A3 (OD 

30, Na-alginat 5%) yang memiliki nilai 5,6 ± 

0,566 oBrix, sedangkan TPT terendah diperoleh 

pada perlakuan S1A3 (OD 20, Na-alginat 5%) 

dengan nilai 4,2 ± 0,283 oBrix, tetapi tidak berbeda 

nyata dengan perlakuan S1A2 (OD 20, Na-alginat 

4%) dengan nilai 4,7 ± 0,424 oBrix, S3A2 (OD 40, 

Na-alginat 4%) dengan nilai 4,7 ± 0,141 oBrix, 

S3A3 (OD 40, Na-alginat 5%) dengan nilai 4,7 ± 

0,141 oBrix, S1A1 (OD 20, Na-alginat 3%) dengan 

nilai 4,6 ± 0,283 oBrix, S3A1 (OD 40, Na-alginat 

3%) dengan nilai 4,3 ± 0,141 oBrix. 

Peningkatan TPT ini dapat dikaitkan dengan 

pelepasan senyawa organik selama proses 

fermentasi, terutama akibat aktivitas mikroba 

dalam menghidrolisis substrat (Agustina et al. 

2023). Penurunan total padatan terlarut pada 

konsentrasi Na-alginat yang lebih tinggi (5%) 

disebabkan oleh efek pembentukan matriks gel 

yang lebih padat, sehingga membatasi difusi 

substrat dan produk metabolisme keluar dari 

matriks (Liu et al. 2020). Lee and Kim (2019) 

menyatakan bahwa peningkatan viskositas dan 

keterbatasan transfer massa dalam sistem 

imobilisasi dapat menghambat pelepasan senyawa 

terlarut ke dalam medium fermentasi. Peningkatan 

nilai OD yang mencerminkan konsentrasi sel yang 

lebih tinggi secara langsung meningkatkan laju 

reaksi enzimatik fermentasi, semakin banyak sel 

yang terimobilisasi, semakin cepat hidrolisis 

substrat terjadi dan semakin banyak senyawa 

organik terlarut yang dilepaskan ke medium, 

sehingga nilai TPT meningkat. Hal ini juga 

didukung oleh Ratnasari et al. (2014), yang 

menunjukkan bahwa peningkatan OD berbanding 

lurus dengan peningkatan TPT, karena jumlah sel 

yang tinggi memfasilitasi transfer massa yang 

lebih optimal. 

Kadar Gula Reduksi 

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa 

perlakuan konsentrasi sel dan konsentrasi Na-

alginat berpengaruh sangat nyata (p < 0,01), 

sedangkan interaksi keduanya tidak berpengaruh 

nyata (p > 0,05) terhadap kadar gula reduksi. Nilai 

rata-rata kadar gula reduksi akhir fermentasi pada 
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perlakuan variasi OD dan konsentrasi Na-alginat 

dapat dilihat pada Tabel 3.  

Tabel 3 menunjukkan bahwa rata-rata kadar 

gula reduksi tertinggi diperoleh pada OD 30 

dengan nilai 0,22 ± 0,004 g/L, sedangkan rata-rata 

gula reduksi terendah diperoleh pada konsentrasi 

sel OD 40 dengan nilai 0,17 ± 0,025 g/L. Nilai 

rata-rata gula reduksi tertinggi diperoleh pada Na-

alginat 4% dengan nilai 0,20 ± 0,037 g/L, tetapi 

tidak berbeda nyata dengan Na-alginat 3% dengan 

nilai 0,20 ± 0,058 g/L, sedangkan rata-rata gula 

reduksi terendah diperoleh pada konsentrasi Na-

alginat 5% dengan nilai  0,19 ± 0,062 g/L. 

Penurunan kadar gula reduksi pada 

konsentrasi sel yang lebih tinggi dapat disebabkan 

oleh peningkatan konsumsi gula oleh 

mikroorganisme selama fermentasi. Semakin 

tinggi konsentrasi sel, semakin banyak gula yang 

dikonversi menjadi produk fermentasi seperti 

etanol dan asam organik. Selain itu, peningkatan 

konsentrasi Na-alginat yang berlebihan dapat 

menghambat pelepasan gula reduksi ke dalam 

larutan, karena matriks alginat yang lebih padat 

dapat memperlambat difusi substrat ke dalam sel 

mikroba (Zhao et al. 2021). Selama fermentasi, 

akumulasi produk samping seperti asam organik 

dapat menurunkan pH, yang pada akhirnya dapat 

menghambat aktivitas enzim dan mengurangi 

pelepasan gula reduksi (Kumar et al. 2020). 

 

Kadar Alkohol (Etanol) 

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa 

perlakuan konsentrasi sel dan konsentrasi Na-

alginat berpengaruh sangat nyata (p < 0,01), 

sedangkan interaksi keduanya tidak berpengaruh 

nyata (p > 0,05) terhadap kadar alkohol (etanol). 

Nilai rata-rata kadar alkohol (etanol) pada akhir 

fementasi pada perlakuan variasi OD dan 

konsentrasi Na-alginat dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4 menunjukkan bahwa rata-rata kadar 

alkohol (etanol) tertinggi diperoleh pada OD 30 

dengan nilai 2,7 ± 0,959 v/v, tetapi tidak berbeda 

nyata dengan OD 20 dengan nilai 2,4 ± 1,177 v/v, 

sedangkan rata-rata kadar alkohol (etanol) 

terendah diperoleh pada OD 40 dengan nilai 1,9 ± 

0,931 v/v, tetapi tidak berbeda nyata dengan OD 

20 dengan nilai 2,4 ± 1,177 v/v. 

 

Tabel 3 Nilai rata-rata kadar gula reduksi (g/L) akhir fermentasi pada perlakuan variasi OD dan konsentrasi Na-

alginat 

Konsentrasi Sel 

(OD660) 

Konsentrasi Na-alginat (%) Rata- rata 

A1 (3) A2 (4) A3 (5)  

S1 (20) 0,20 ± 0,007 0,20 ± 0,009 0,18 ± 0,002 0,20 ± 0,023b 

S2 (30) 0,23 ± 0,005 0,22 ± 0,009 0,22 ± 0,000 0,22 ± 0,004a 

S3 (40) 0,17 ± 0,000 0,19 ± 0,003 0,16 ± 0,006 0,17 ± 0,025c 

Rata-rata 0,20 ± 0,058a 0,20 ± 0,037a 0,19 ± 0,062b  
Keterangan: Huruf berbeda di belakang nilai rata-rata pada baris dan kolom yang sama menunjukkan perbedaan 

yang nyata pada Uji BNJ dengan taraf kesalahan 5% (p ≤ 0,05); Kadar gula reduksi rata-rata awal fermentasi 

adalah 0,37 

Tabel 4 Nilai rata-rata kadar alkohol (etanol) (v/v) akhir fementasi pada perlakuan variasi OD dan konsentrasi 

Na-alginat 

Konsentrasi Sel 

(OD) 

Konsentrasi Na-alginat (%) Rata- rata 

A1 (3) A2 (4) A3 (5)  

S1 (20) 1,93 ± 0,042 3,04 ±0,124 2,14 ± 0,018 2,4 ± 1,177ab 

S2 (30) 2,63 ± 0,948 3,26 ± 0,276 2,31 ± 0,088 2,7 ± 0,959a 

S3 (40) 2,01 ± 0,053 2,36 ± 0,053 1,44 ± 0,057 1,9 ± 0,931b 

Rata-rata 1,93 ± 0,042 3,04 ±0,124 2,14 ± 0,018  
Keterangan: Huruf berbeda di belakang nilai rata-rata pada baris dan kolom yang sama menunjukkan perbedaan 

yang nyata pada Uji BNJ dengan taraf kesalahan 5% (p ≤ 0,05) 
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Peningkatan kadar alkohol (etanol) 

disebabkan oleh meningkatnya jumlah sel yang 

aktif dalam sistem fermentasi, sehingga konversi 

substrat menjadi etanol lebih optimal. Pada OD 

30, jumlah sel yang cukup memungkinkan reaksi 

metabolisme berlangsung secara maksimal dan 

menghasilkan kadar etanol tertinggi. Hal ini 

sejalan dengan penelitian Widyanti and Moehadi 

(2016) yang menyebutkan bahwa peningkatan sel 

dalam sistem fermentasi dapat meningkatkan 

aktivitas enzimatis, mempercepat proses 

glikolisis, dan menghasilkan lebih banyak etanol. 

Selain itu, kondisi lingkungan yang masih 

mendukung, seperti ketersediaan oksigen dan 

nutrisi yang cukup juga berperan dalam 

mempertahankan efisiensi fermentasi. Penurunan 

kadar alkohol (etanol) disebabkan oleh 

keterbatasan nutrisi dan oksigen, serta akumulasi 

produk samping yang dapat menghambat aktivitas 

mikroba dan menurunkan efisiensi produksi 

etanol (Widyanti and Moehadi 2016).  

Nilai rata-rata kadar alkohol (etanol) 

tertinggi diperoleh pada Na-alginat 4% dengan 

nilai 2,89 ± 0,931 v/v, sedangkan rata-rata kadar 

alkohol (etanol) terendah diperoleh pada Na-

alginat 5% dengan nilai 1,96 ± 0,923 v/v, tetapi 

tidak berbeda nyata dengan Na-alginat 3% dengan 

nilai 2,19 ± 0,765 v/v. Kadar alkohol (etanol) yang 

tinggi kemungkinan disebabkan oleh kondisi 

fermentasi yang optimal, di mana jumlah sel yang 

cukup dan struktur Na-alginat yang tidak terlalu 

padat memungkinkan total etanol yang maksimal 

konsentrasi Na-alginat yang terlalu tinggi juga 

dapat menurunkan produksi etanol hal ini 

disebabkan oleh struktur gel imobilisasi atau 

kerapatan matriks gel, sehingga menghambat 

difusi substrat dan produk selama fermentasi 

(Laurentina 2009).  

KESIMPULAN 

Konsentrasi Na-alginat berpengaruh sangat 

nyata terhadap pH, kadar gula reduksi, kadar 

alkohol (etanol), dan total padatan terlarut (TPT). 

Konsentrasi sel berpengaruh sangat nyata 

terhadap kadar gula reduksi dan kadar alkohol 

(etanol), dan berpengaruh nyata terhadap pH, 

tetapi tidak berpengaruh terhadap total padatan 

terlarut. Sementara itu, interaksi antara 

konsentrasi sel dan Na-alginat hanya berpengaruh 

nyata terhadap total padatan terlarut, tetapi tidak 

berpengaruh terhadap pH, kadar gula reduksi, dan 

kadar alkohol (etanol). Kombinasi perlakuan 

terbaik untuk menghasilkan bioetanol 

menggunakan sel terimobilisasi adalah 

konsentrasi sel OD 30 dan Na-alginat 4%, yang 

menghasilkan kadar alkohol (etanol) tertinggi 

sebesar 3,26 ± 0,276% (v/v). Perlakuan ini 

menghasilkan pH akhir 4,37 ± 0,035, total padatan 

terlarut 5,6 ± 0,283 ºBrix, dan kadar gula reduksi 

0,22 ± 0,009 g/L. Hasil ini menunjukkan bahwa 

metode SHF dengan sel terimobilisasi cukup 

efisien dalam meningkatkan performa fermentasi 

dibandingkan fermentasi konvensional. 
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