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THE EFFECT OF FERMENTATION DURATION OF ECOENZYMES DERIVED 

FROM A MIXTURE OF BEEF CATTLE FECES AND RICE STRAW ON TOTAL 

BACTERIA, ALCOHOL CONTENT AND PH 
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Abstract. The increase in waste volume from the livestock and 

agriculture sectors requires effective management strategies, 

including the utilization of eco-enzyme production. Eco-enzymes are 

versatile liquids made from organic waste, sugar, and water. 

Generally, eco-enzymes are produced from fruit and vegetable 

waste; however, evolving information indicates that eco-enzymes 

can be derived from various types of waste, including livestock 

waste. The objective of this research is to evaluate the impact of 

fermentation duration and determine the optimal fermentation 

period for eco-enzymes derived from a mixture of beef cattle feces 

and rice straw, specifically focusing on total bacteria, alcohol content, 

and pH. The research method used was experimental, employing a 

Completely Randomized Design (CRD), with One-way Anova and 

Tukey test as the statistical analyses. Four fermentation duration 

treatments were examined: P1 (7 days), P2 (14 days), P3 (21 days), 

and P4 (28 days), each replicated five times. The results showed that 

fermentation duration significantly influenced the pH value, but had 

no effect on total bacteria and alcohol content. A 28-day fermentation 

period was identified as the optimal duration for producing eco-

enzymes with the highest quality, with the lowest pH reaching 3.45. 
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PENDAHULUAN 

Industri peternakan dan pertanian 

di Indonesia menghadapi tantangan 

besar akibat peningkatan limbah yang 

dihasilkan setiap tahunnya. Peningkat-

an jumlah limbah pertanian dan peter-

nakan mendorong perlunya pengelola-

an yang efektif untuk mengurangi 

dampak lingkungan yang ditimbulkan. 

Dalam upaya mengatasi masalah 
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tersebut, pengelolaan limbah pertanian 

dan peternakan secara berkelanjutan 

menjadi suatu upaya yang diperlukan.  

Pengelolaan limbah ternak secara 

terpadu menjadi solusi penting, pen-

dekatan ini melibatkan serangkaian 

proses pengolahan yang menghasilkan 

produk beragam. Salah satu diantara-

nya yaitu pengolahan menjadi eko-

enzim (Marlina, dkk. 2019). 

Ekoenzim merupakan enzim yang 

diproduksi dari limbah organik me-

lalui proses fermentasi oleh mikro-

organisme. Proses fermentasi ini 

melibatkan reaksi biokimia di mana 

mikroorganisme menguraikan bahan 

organik kompleks menjadi senyawa 

yang lebih sederhana (Taslim, dkk. 

2017). Ekoenzim memiliki sejumlah 

kegunaan positif untuk sektor pertani-

an, diantaranya sebagai biopestisida, 

desinfektan dan pupuk cair (Noveriza 

& Melati, 2022). Bahan organik seperti 

limbah sayuran dan buah sering 

dimanfaatkan dalam pembuatan eko-

enzim. Seiring dengan peningkatan 

informasi, penelitian juga telah dilaku-

kan untuk memanfaatkan berbagai 

jenis limbah organik lainnya dalam 

produksi ekoenzim, seperti limbah 

kulit kopi (Kamila, dkk. 2022), limbah 

rumah tangga (Mardatillah, dkk. 2022) 

dan limbah dapur (Widiani & 

Novitasari, 2023). Pada penelitian ini, 

limbah peternakan yaitu feses sapi 

potong dan limbah pertanian yaitu 

jerami padi digunakan sebagai bahan 

baku pembuatan ekoenzim.  

Feses sapi mengandung berbagai 

komponen, termasuk serat seperti 

selulosa, hemiselulosa, dan lignin, 

protein, nitrogen, fosfat, kalium, yang 

dapat menjadi media pertumbuhan 

mikroorganisme (Widyasmara, 2012). 

Feses sapi potong mempunyai kan-

dungan karbon yang rendah sehingga 

diperlukan bahan dengan kandungan 

karbon yang tinggi untuk mendapat-

kan rasio C/N optimal.  Salah satu 

alternatif bahan tambahan adalah 

jerami padi. Sebagai hasil samping dari 

kegiatan pertanian, jerami padi me-

miliki potensi penggunaan yang positif 

karena memiliki tingkat kandungan 

karbon yang tinggi (Baon, dkk. 2005).  

Proses pembuatan ekoenzim dari 

campuran feses sapi potong dan jerami 

padi melibatkan tahapan pengolahan 

terpadu. Tahap awal dari pengolahan 

terpadu yaitu dekomposisi awal untuk 

memperoleh biomassa dari organisme 

pengurai yang akan dimanfaatkan 

sebagai bahan baku dalam produksi 

ekoenzim. Langkah ini membantu 

mengurangi bakteri patogen dan 

gulma yang dapat merugikan saat 

ekoenzim diaplikasikan. Mikroorga-

nisme indigenous yang diperoleh dari 

proses dekomposisi akan digunakan 

dalam proses fermentasi ekoenzim. 

Fermentasi adalah suatu proses di 

mana substrat organik mengalami 

perubahan kimia melalui tindakan 

enzim yang dihasilkan oleh mikro-

organisme.  Proses fermentasi dilaku-

kan secara anaerob fakultatif dalam 

toples yang tertutup rapat, dengan 

menambahkan sumber energi yang 

telah siap digunakan untuk bakteri, 

seperti molases (Fifendy, dkk. 2013). 

Kualitas ekoenzim dapat dinilai 

melalui beberapa parameter, salah 
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satunya adalah total bakteri yang 

terdapat dalam ekoenzim tersebut. 

Bakteri ini memiliki peran penting 

dalam menghasilkan alkohol, asam 

organik, dan enzim. Semakin tinggi 

jumlah bakteri dalam ekoenzim, 

semakin tinggi aktivitas enzim yang 

dihasilkan.  Selain itu, asam organik 

yang ada dalam ekoenzim memiliki 

potensi untuk memengaruhi nilai pH. 

Nilai pH mengindikasikan tingkat 

keasaman atau alkalinitas suatu 

larutan. Pertumbuhan mikroorganisme 

dapat dipengaruhi oleh perubahan pH 

larutan karena aktivitas enzim sangat 

bergantung pada tingkat keasamannya 

(Sukainah, dkk. 2018). Selain itu, ke-

beradaan alkohol dalam ekoenzim juga 

menjadi indikator kualitas, menunjuk-

kan bahwa ada aktivitas mikro-

organisme yang menghasilkan alkohol 

(Erna, 2013). Ketiga parameter tersebut 

penting untuk diteliti, mengingat 

alkohol, nilai pH dan bakteri yang 

menghasilkan enzim, dapat berkontri-

busi dalam mengatasi atau mengusir 

hama pada tanaman. 

Faktor yang mempengaruhi fer-

mentasi ekoenzim diantaranya suhu, 

waktu, bahan baku, pH dan kadar gula.  

Pada pembuatan ekoenzim menjadi 

biopestisida memerlukan lama fermen-

tasi yang optimal dalam menghasilkan 

suatu zat yang dapat membunuh atau 

mengusir hama pada tanaman. Zat 

tersebut diantaranya enzim, alkohol 

dan asam organik yang dapat me-

nurunkan pH.  Enzim dalam ekoenzim 

diantaranya enzim lipase, tripsin, 

amilase, mampu mempercepat proses 

reaksi biokimia alami, termasuk ke-

mampuan untuk mengeliminasi bak-

teri patogen (Farma, 2021). Di samping 

itu, ekoenzim mengandung asam 

asetat yang memiliki potensi untuk 

menghancurkan kuman, virus, dan 

bakteri. Kontak dengan alkohol juga 

dapat membantu membunuh hama 

seperti serangga dan kutu. 

Lama fermentasi adalah faktor 

kunci dalam produksi ekoenzim, dan 

umumnya diperlukan sekitar 3 bulan. 

Namun, dalam penelitian ini lama 

fermentasi akan menjadi variabel yang 

diteliti untuk mencari tahu lama 

fermentasi optimal yang menghasilkan 

ekoenzim berkualitas. Karena perbeda-

an metode pembuatan, lama fermentasi 

yang akan digunakan yaitu 7 hari, 14 

hari, 21 hari, dan 28 hari.  Dengan 

demikian, tujuan dari penelitian ini 

adalah untuk mengetahui pengaruh 

lama fermentasi ekoenzim asal cam-

puran feses sapi potong dan jerami 

padi terhadap total bakteri, kadar 

alkohol, dan pH serta mengetahui lama 

fermentasi yang menghasilkan kualitas 

ekoenzim yang terbaik. Harapannya, 

penelitian ini akan berperan dalam 

meningkatkan perkembangan tekno-

logi fermentasi yang lebih efisien dan 

berkelanjutan, serta menjadi dasar bagi 

penelitian lebih lanjut dalam bidang 

ini. 
 

MATERI DAN METODE  

1. Metode Penelitian  

Penelitian dilakukan secara eks-

perimental menggunakan rancangan 

acak lengkap (RAL) dengan 4 per-

lakuan lama fermentasi, 7 hari (P1), 14 

hari (P2), 21 hari (P3), dan 28 hari (P4). 
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Setiap perlakuan diulang 5 kali, sehing-

ga total terdapat 20 percobaan. Uji One-

way Anova dan uji Tukey digunakan 

sebagai analisis statistiknya.   
 

2. Bahan Penelitian 

Proses persiapan dan preparasi 

sampel dimulai dengan tahap dekom-

posisi awal selama 7 hari, kemudian 

mengeringkan dekomposan hingga 

kadar air 20% lalu melakukan ekstraksi 

dan filtrasi sehingga menghasilkan 

filtrat kental. Filtrat tersebut kemudian 

diencerkan dan ditambahkan molases 

sebanyak 7,5% lalu difermentasi secara 

anaerob fakultatif dengan lama 

fermentasi yang berbeda. 

Ekoenzim yang diperoleh pada 

lama fermentasi berbeda kemudian 

dianalisis untuk mengetahui total bak-

teri, kadar alkohol dan nilai pH pada 

setiap perlakuan. Bahan yang diguna-

kan untuk menganalisis ekoenzim 

diantaranya NaCl fisiologis, digunakan 

untuk pengenceran, sementara media 

agar (NA) digunakan sebagai media 

untuk menumbuhkan bakteri. Aku-

ades sebagai pelarut dalam pembuatan 

media NA. 

3. Variabel yang diamati 

3.1 Total Bakteri 

Uji Total Plate Count (TPC) 

digunakan untuk menghitung jumlah 

mikroorganisme dalam ekoenzim. 1 ml 

sampel diambil dan dimasukan ke 

dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml 

aquades. Sampel kemudian diencerkan 

hingga mencapai faktor pengenceran 

10−9. Dari pengenceran tersebut, diam-

bil 1 ml larutan yang ditempatkan 

dalam cawan petri steril. Selanjutnya, 

media NA yang telah disiapkan 

dituangkan ke dalam cawan petri 

tersebut. 

Sampel dalam cawan petri kemu-

dian ditempatkan di dalam inkubator 

pada suhu 37ºC selama 2 x 24 jam. 

Setelah inkubasi, jumlah koloni yang 

tumbuh dihitung menggunakan meto-

de TPC dan dinyatakan dalam satuan 

cfu/ml (Safitri, 2013). Koloni mikroba 

dalam setiap cawan sampel dihitung 

menggunakan colony counter, dengan 

rentang jumlah koloni yang dianalisis 

berkisar antara 30-300 koloni cfu/ml 

(Sukmawati, 2018). Total bakteri di-

hitung menggunakan rumus sebagai 

berikut: 

Total bakteri = ∑koloni  x  
1

faktor pengenceran
 

 

3.2 Kadar Alkohol 

Proses pengukuran kadar alkohol 

menggunakan alkoholmeter, langkah 

awal adalah menyiapkan peralatan dan 

bahan yang dibutuhkan, diantaranya 

ekoenzim, measuring cylinder yang 

lebih tinggi dari panjang alkoholmeter, 

dan termometer. Kemudian, ekoenzim 

dimasukkan ke dalam measuring cylin-

der hingga mencapai tingkat yang 

cukup untuk menyelamkan alkohol-

meter sepenuhnya. Suhu ekoenzim 

diukur terlebih dahulu dengan me-

masukkan termometer ke dalam 

measuring cylinder dan mencatat 

suhunya. Selanjutnya, batang alkohol-

meter dimasukkan ke dalam measu-

ring cylinder, memastikan bahwa 

alkoholmeter benar-benar tenggelam 

dalam larutan alkohol dan tidak ada 

udara terperangkap di sekitar alkohol-
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meter. Alkoholmeter dibiarkan dalam 

larutan untuk mencapai keseimbangan 

suhu dengan alkohol. Setelah itu, batas 

air pada alkoholmeter diamati dan 

dicatat (Wijaya, dkk. 2012). Selanjut-

nya, suhu dan angka yang tertera pada 

alkoholmeter dikonversikan menggu-

nakan alcohol meter conversion table 

untuk mendapatkan nilai kadar 

alkohol dalam ekoenzim. 

3.3 pH 

Pengukuran pH sampel, beberapa 

langkah harus diikuti untuk memasti-

kan hasil yang akurat menurut Azizah, 

dkk. (2012). Pertama, suhu sampel 

diukur untuk menyesuaikan kondisi 

pengukuran. Kemudian, pH meter 

diaktifkan dan elektroda ditempatkan 

dalam larutan buffer dengan pH 4 

untuk kalibrasi, diikuti dengan pencu-

cian elektroda menggunakan aquades. 

Elektroda dimasukkan ke dalam laru-

tan sampel dan ditunggu selama 2-3 

menit atau sampai mencapai titik 

kestabilan yang diinginkan. Kemudian 

layar pH meter yang menunjukan nilai 

pH ekoenzim dicatat. 

3.4 Analisis Statistik 

Data total bakteri, kadar alkohol 

dan pH yang diperoleh kemudian 

dianalisis menggunakan analisis sidik 

ragam, dan jika perlakuan menunjuk-

kan perbedaan yang signifikan ter-

hadap variabel, akan dilakukan uji 

lanjut Tukey dengan tingkat 

kepercayaan 95%. 

 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Total Bakteri pada Ekoenzim 

Total bakteri pada ekoenzim 

campuran feses sapi potong dan jerami 

padi dengan lama fermentasi yang 

berbeda disajikan pada Tabel 1. 
 

Tabel 1. Rata-Rata Total Bakteri pada 

Ekoenzim  

Perlakuan 
Total Bakteri 

x 1010 cfu/ml 

P1 5,87 ± 1,61a 

P2 7,85 ± 4,54a 

P3 8,79 ± 5,17a 

P4 10,40 ± 3,27a 
aSuperskrip yang sama ke arah kolom 

menunjukan tidak berbeda p>0,05 
 

 Tabel 1. memperlihatkan bahwa 

dalam penelitian ini, lama fermentasi 

tidak memberikan pengaruh yang 

signifikan (P>0,05) terhadap total 

bakteri pada ekoenzim yang berasal 

dari campuran feses sapi potong dan 

jerami padi. Lama fermentasi tidak 

berpengaruh secara signifikan ter-

hadap total bakteri karena adanya 

perbedaan interaksi kompleks antara 

mikroba dalam setiap medium 

fermentasi (Waluyo, 2004). Kompetisi 

antara mikroba baik dan merugikan 

serta pembentukan konsorsium mikro-

ba dapat menciptakan keseimbangan 

yang memungkinkan pertumbuhan 

bakteri tanpa mengubah total bakteri 

secara drastis. Selain itu, karakteristik 

medium seperti jenis substrat, kan-

dungan nutrisi, pH, suhu, dan faktor 

lingkungan lainnya juga memainkan 

peran dalam menentukan pertumbu-

han bakteri (Yunilas, 2022). Faktor-

faktor ini dapat bekerja bersama-sama 
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untuk mempertahankan pertumbuhan 

bakteri tanpa perubahan yang sig-

nifikan pada jumlah total bakteri.  

Nutrisi yang mencakup sumber 

karbon, nitrogen, mineral, memberikan 

zat makanan yang diperlukan bagi 

mikroba untuk berkembang biak. Suhu 

optimal juga penting, dengan rentang 

suhu tertentu yang mendukung 

pertumbuhan bakteri. Konsentrasi ion 

hidrogen (pH) juga dapat memenga-

ruhi pertumbuhan bakteri, dengan 

bakteri umumnya tumbuh pada ren-

tang pH tertentu (Aldelberg, dkk. 

2008). 
 

2. Kadar Alkohol pada Ekoenzim 

Kadar Alkohol pada ekoenzim 

campuran feses sapi potong dan jerami 

padi dengan lama fermentasi yang 

berbeda disajikan pada Tabel  2.  

Tabel 2. Kadar Alkohol pada Ekoenzim  

Perlakuan 
Kadar Alkohol 

% 

P1 3,42 ± 0,66a 

P2 3,43 ± 0,53a 

P3 3,86 ± 0,60a 

P4 3,89 ± 0,74a 
aSuperskrip yang sama ke arah kolom 

menunjukan tidak berbeda p>0,05 
 

Hasil uji One-way Anova menun-

jukkan bahwa perlakuan lama fermen-

tasi tidak memiliki pengaruh signifikan 

(P>0,05) terhadap kadar alkohol pada 

ekoenzim yang berasal dari campuran 

feses sapi potong dan jerami padi. 

Alkohol tersebut dihasilkan dari 

aktivitas mikroba yang memanfaatkan 

nutrisi pada ekoenzim. Selama proses 

glikolisis, sumber nutrisi dalam proses 

fermentasi akan diuraikan menjadi 

asam piruvat, yang selanjutnya akan 

diubah menjadi etanol dalam kondisi 

anaerobik (Santosa dkk, 2021).   

Menurut Rusdianasari, dkk. (2021) 

secara umum fermentasi ekoenzim 

dilakukan selama tiga bulan, diketahui 

bahwa ekoenzim akan memproduksi 

etanol pada bulan pertama, diikuti oleh 

pembentukan asam asetat pada bulan 

kedua, dan pada bulan ketiga akan 

menghasilkan enzim. Meskipun kadar 

alkohol dihasilkan selama bulan per-

tama fermentasi, peningkatan ming-

guan kadar alkohol tidak menunjukkan 

perbedaan yang signifikan. Hal ter-

sebut dapat disebabkan oleh faktor-

faktor lain yang memengaruhi proses 

fermentasi secara langsung maupun 

tidak langsung. Sebagaimana yang 

dikemukakan oleh Kunaepah (2008), 

ada beragam faktor yang dapat me-

mengaruhi fermentasi, termasuk subs-

trat, suhu, pH, oksigen, dan jenis mik-

roba yang digunakan. Tingkat alkohol 

yang dihasilkan dapat dipengaruhi 

oleh pertumbuhan khamir selama 

proses fermentasi. (Nge & Ballo. 2022). 

Faktor-faktor ini dapat menyebabkan 

aktivitas khamir dalam menghasilkan 

alkohol tanpa adanya perubahan yang 

signifikan. 

Dalam bulan berikutnya, kadar 

alkohol kemungkinan akan menurun 

karena aktivitas bakteri yang mengu-

bah alkohol tersebut menjadi asam 

asetat (Santosa, dkk. 2021). Temuan ini 

sejalan dengan hasil penelitian oleh 

Supriyani, dkk. (2020), dimana dalam 

kondisi anaerobik, asam piruvat akan 

mengalami degradasi melalui tindakan 

piruvat dekarboksilase, menghasilkan 
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karbon dioksida dan etanol dengan 

bantuan ragi Saccharomyces cerevisiae. 

Di samping itu, bakteri Acetobacter 

akan melakukan konversi etanol men-

jadi asam asetat dengan memanfaatkan 

oksigen.  
 

3. Nilai pH pada Ecoenzim 

Nilai pH pada ekoenzim campuran 

feses sapi potong dan jerami padi 

dengan lama fermentasi yang berbeda 

disajikan pada Tabel 3.  
 

Tabel 3. Nilai pH pada Ekoenzim  

Perlakuan Nilai pH 

P1 4,26 ± 0,15b 

P2 3,76 ± 0,38a 

P3 3,51 ± 0,07a 

P4 3,45 ± 0,03a  
abSuperskrip yang sama ke arah kolom 

menunjukan pengaruh yang nyata 

p>0,05 
 

Hasil analisis menunjukkan bahwa 

perlakuan lama fermentasi memiliki 

dampak signifikan (P<0,05) terhadap 

pH pada ekoenzim yang berasal dari 

campuran feses sapi potong dan jerami 

padi. Analisis dilanjutkan dengan uji 

Tukey. Hasil analisis Tukey menunjuk-

kan perbedaan yang signifikan (P<0,05) 

antara perlakuan fermentasi selama 7 

hari dengan fermentasi selama 14 hari, 

21 hari, dan 28 hari.  

Tabel 3. menunjukkan bahwa rata-

rata nilai pH cenderung menurun 

seiring bertambahnya durasi fermen-

tasi. Rata-rata nilai pH ekoenzim yang 

berasal dari campuran feses sapi 

potong dan jerami padi berkisar antara 

3,45 hingga 4,26 dengan rata-rata pH 

tertinggi tercatat pada fermentasi 7 hari 

(P1), sementara nilai pH terendah 

terjadi pada fermentasi 28 hari (P4). 

Menurut penelitian oleh Rochyani, 

dkk. (2020), ekoenzim memiliki sifat 

asam pada rentang pH antara 3 dan 4 

secara kimia. Namun pada fermentasi 7 

hari, pH berada di atas 4, yang 

menunjukan bahwa ekoenzim dengan 

lama fermentasi 7 hari tidak termasuk 

kedalam sifat asam ekoenzim. Pada 

hari ke 14-28 fermentasi, nilai pH 

kembali berada di bawah 4, sesuai 

dengan standar yang baik untuk 

produksi ekoenzim, seperti yang 

disebutkan oleh Putra & Suyasa (2022).  

Kehadiran asam organik seperti 

asam asetat, asam sitrat, dan asam 

laktat dalam ekoenzim, yang dihasil-

kan dari aktivitas mikroba yang meng-

hidrolisis selulosa, menjadi penyebab 

utama penurunan nilai pH (Widiani & 

Novitasari. 2023). Konsentrasi asam 

organik yang semakin tinggi meng-

akibatkan penurunan pH ekoenzim, 

karena asam organik berperan sebagai 

indikator keasaman pH (Rasit, dkk. 

2019).  

KESIMPULAN 

Lama fermentasi memengaruhi 

nilai pH secara signifikan, namun tidak 

berpengaruh terhadap total bakteri dan 

kadar alkohol. Lama fermentasi selama 

28 hari menghasilkan kualitas eko-

enzim yang terbaik, dengan rata-rata 

pH paling rendah dibandingkan 

dengan lama fermentasi lainnya.  
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