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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara dengan sektor pertanian luas dengan tanah yang
subur dan kaya akan sumber daya alam khususnya di bidang pertanian dan
perkebunan. Berbagai macam produksi telah dihasilkan dari kedua sektor
tersebut. Dari sektor perkebunan menghasilkan sayuran seperti kubis, sawi dan
sebagainya. Indonesia tidak hanya kaya akan keragaman kubis namun juga
menjadi pusat penyebaran kubis. Diperkirakan terdapat banyak kultivar kubis
yang tersebar di dunia. Beberapa diantaranya banyak ditanam di Indonesia
(Nuryati, 2014). Menurut Fahey (2015) setiap tahun, masing-masing orang di
dunia mengkonsumsi kubis sebanyak 6,3 kg, baik dalam bentuk mentah, direbus,
dalam bentuk jus, atau difermentasi (sauerkraut) (Fahey,2015). Pemanfaatan dan
pengolahan yang tepat akan memberikan dampak positif terhadap kubis karena
banyak kandungan yang bermanfaat yang ada di dalam kubis.

Kubis (Brassica oleracea var capitata L.) merupakan salah satu jenis sayuran
yang dihasilkan dari produksi hasil perkebunan yang rata-rata di tanam di dataran
tinggi. Kubis mengandung berbagai jenis vitamin (Vit, C, Vit, B1, Vit, B2, Vit,
B6, Vit, A, Vit, E, Vit, K, folat) dan beberapa jenis mineral (magnesium, fosfor,
kallium, natrium, tembaga, mangan, seleniium, kalsium) (Fahey, 2015). Kubis
juga dikenal memiliki beberapa zat yang dapat mengurangi risiko penyakit. Salah
satunya yaitu glukosinolat. Kubis merupakan sumber potensial glukosinolat
sebagai antikanker. Glukosinolat (GLS) adalah senyawa non aktif dalam kubis
yang terdiri dari oksit sulfonasi, p-tioglukosa serta rantai samping dari asam
amino (Cartea, 2016). Glukosinolat dapat terhidrolisis dengan enzim mirosinase
yang aktif oleh pemecahan dinding sel untuk membentuk berbagai macam
produk. Salah satunya yaitu golongan isotiosianat yang memiliki aktivitas
biologis (Palani, 2016). Beberapa senyawa glukosinolat yang telah diidentifikasi



dalam tanaman kubis yaitu glukobarisisin, glukorapanin, sinigrin, glukoiberin,
glukonapin, glukoiberverin, glukoerusin, glukonasturtin, dan glukoiberin.
Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan bahwa senyawa golongan
isotiosianat mampu menghambat pertumbuhan sel kanker, seperti sulforaphane
(SFN) yang memiliki aktivitas antikanker terhadap sel kanker paru-paru. Iberin
(1B, 1-isothiocyanate-3(methylsulfinyl)-propane) mampu menginduksi apoptosis
atau antiproliferasi sel neuroblastoma (Jadhav et al, 2007). Pada penelitian lain
oleh Penas et al. (2012) mengidentifikasi senyawa turunan glukosinolat seperti
iberin, alil isotiosianat, iberin nitril dan sulforafan pada kubis putih yang
difermentasi dengan kultur campuran selama 7 hari dengan suhu 22-25 °C
dengan bantuan bakteri asam laktat Lactobacillus dan Leuconostoc (Penas et al.,
2012).

Selain kandungan nutrisi dalam kubis yang sangat melimpah seperti beberapa
jenis vitamin dan mineral, kubis juga mengandung beberapa zat antinutrisi
seperti tanin. Sifat antinutrisi dari tanin berasal dari kemampuannya untuk
membentuk kompleks dengan protein, sehingga mengganggu ketersediaan dan
pemanfaatan protein dalam tubuh (Beniwal et al. 2014). Pemanfaatan secara
sederhana untuk menurunkan kandungan antinutrisi pada kubis saat ini yaitu
melalui proses fermentasi. Hidrolisis tanin yang dikatalisis tanase dipengaruhi
oleh jenis mikroorganisme, suhu dan pH. Penelitian oleh Mosha et al. (1995)
menunjukkan bahwa pada kubis segar terdapat senyawa tanin sebesar 1266 mg
tiap 100 gram berat kubis segar (Mosha et al. 1995). Penelitian lainnya oleh
Obgede et al. (2015) menunjukkan adanya tanin pada kubis sebesar 2,3 mg/100
gram berat kering (Obgede et al. 2015). Penelitian oleh Palani et al, (2016)
fermentasi dengan menggunakan bantuan bakteri asam laktat dapat mendegradasi
senyawa tanin dengan adanya aktivitas enzim tanase. Aktivitas tannase yang
berasal dari L. plantarum dan L. brevis diketahui dapat mendegradasi asam tanat
dengan aktivitas optimum hingga 75 % pada suhu 30 °C sampai 50°C dan pH 5
(Palani et al, 2016). Oboh (2006) juga berhasil menurunkan kandungan zat

antinutrisi (sianida dan asam fitat) dan meningkatkan protein pada kulit singkong
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yang diinokulasi dengan cairan yang mengandung campuran Lactobacillus
delbruckii, Lactobacillus coryneformis, dan S. cerevisiae (2:1:1) selama 7 hari
pada suhu 30°C (Oboh, 2006).

Saat ini, fermentasi dengan memanfaatkan bakteri asam laktat banyak
dikembangkan pada berbagai bahan pangan dan mendapatkan status aman dari
FAO (Beheraet al., 2018; Nuobariene et al., 2014). Berdasarkan beberapa
penelitian diatas, penggunaan kultur campuran dapat menurunkan zat antinutrisi
dan mengidentifikasi senyawa glukosinolat. Oleh karena itu, pada penelitian ini,
dilakukan fermentasi dengan menggunakan kultur tunggal L. plantarum yang
diketahui dapat menghasilkan tanase. Selama proses fermentasi, dilakukan
penentuan kondisi optimum, khususnya volume inokulum dan pH. Tolak ukur
kondisi optimum ditentukan berdasarkan penurunan kadar senyawa tanin. Selain
itu, oleh karena L. plantarum merupakan bakteri heterofermentatif (Batt, 2014)
yang mampu memproduksi asam laktat dan asetat sekaligus, maka dilakukan
pula identifikasi kedua senyawa tersebut dalam filtrat sisa fermentasi. Kemudian,
untuk mengetahui kandungan nutrisi dalam kubis terfermentasi, dilakukan
identifikasi golongan senyawa isotiosianat yaitu iberin dan sulforafan yang telah
diketahui memiliki aktivitas antikanker.

Rumusan Masalah

1. Bagaimana pengaruh volume inokulum L. plantarum terhadap kadar senyawa
tanin dalam kubis yang telah difermentasi ?

2. Bagaimana pengaruh pH terhadap kadar senyawa tanin dalam kubis yang
telah difermentasi menggunakan L. plantarum ?

3. Bagaimana pengaruh waktu fermentasi terhadap jenis asam organik dalam
filtrat hasil fermentasi dan senyawa isotiosianat pada biomassa hasil

fermentasi menggunakan L. plantarum ?
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1.5

Batasan Masalah
1. Kubis yang digunakan diperoleh di desa Poncokusumo Kabupaten Malang.
. Bakteri yang digunakan yaitu Lactobacillus plantarum.

2
3. Konsentrasi inokulum yang digunakan yaitu 5%, 10%, 15%, dan 20% (v/v).
4. pH yang digunakan yaitu 4, 5, 6, dan 7.

5

. Variasi waktu inkubasi pada proses fermentasi yaitu jam ke-48 dan ke-72.

Tujuan Penelitian

1. Menentukan volume inokulum L. plantarum optimum untuk menurunkan
kadar tanin dalam kubis yang telah difermentasi.

2. Menentukan pH optimum untuk menurunkan kadar tanin dalam kubis yang
telah difermentasi menggunakan L. plantarum.

3. Mengetahui pengaruh waktu inkubasi pada proses fermentasi terhadap jenis
asam organik dalam filtrat hasil fermentasi dan senyawa isotiosianat pada

biomassa hasil fermentasi menggunakan L. plantarum.

Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini yaitu untuk mengetahui kondisi optimum yang tepat
dalam menurunkan kandungan zat antinutrisi dalam kubis melalui proses
fermentasi menggunakan kultur L. plantarum. Selanjutnya, hasil dari fermentasi

kubis yaitu senyawa isotiosianat juga diketahui berpotensi sebagai antikanker.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kubis (Brassica oleracea L. capitata)

Kubis adalah salah satu sayuran dari keluarga Brassicaceae (Brassica oleracea L.
capitata) yang dapat menjadi pilihan makanan yang baik karena memberikan serat
dan vitamin dasar namun rendah kalori. Sayuran ini dapat ditanam di dataran rendah
maupun di dataran tinggi dengan curah hujan rata-rata 850-900 mm. Kubis
mengandung sejumlah senyawa yang dapat merangsang pembentukan gas dalam
lambung sehingga menimbulkan rasa kembung atau disebut dengan zat-zat
goiterogen. Kubis juga mengandung kelompok glukosinolat yang dapat menyebabkan
rasa agak pahit (Rokayya et al., 2013). Kubis yang banyak ditemui dan dikonsumsi di
Indonesia adalah kubis hijau. Nilai kandungan kubis hijau per 100 gram dapat dilihat
pada Tabel 2.1:

Gambar 2.1. Kubis (Brassica oleracea L. capitata)

Kubis dikenal memiliki beberapa zat yang dapat mengurangi risiko penyakit.
Kubis merupakan sumber potensial glukosinolat sebagai antikanker dan
antiinflamasi. Kubis mengandung 22 jenis asam amino, dengan kadar total berkisar
antara 365,9 mg - 1089,1 mg/100 g kubis segar (Carteaet al., 2011). Penelitian
menggunakan kubis segar dengan standar quercetin menyebutkan bahwa kandungan
flavonoid total kubis adalah 39,95 mg/ g berat segar (Rokayya et al.., 2013). Asam
hidroksisinamat yang terkandung dalam sayuran Brassica antara lain asam p-

kumarat, sinapat, ferulat, dan kafeat. Asam hidroksisinamat memiliki aktivitas anti



inflamasi, antimikroba, antialergi dan antitumor (Cartea et al., 2011). Selain memiliki

berbagai nutrisi, kubis juga memiliki zat antinutrisi yaitu fitat, tanin dan oksalat.

Kandungan Gizi Kubis hijau
Gula (9) 3,2
Protein (Q) 1,28
Lemak (g) 0,1
Karbohidat (g) 5,8
Kalsium (mg) 40
Fosfor (mg) 26
Zat besi (mg) 0,47
Natrium (mg) 8
Serat (mg) 23
Kalium (mg) 170
Vitamin B (mg) 0,1
Vitamin C (mg) 36,6
Magnesium (mg) 12

Tabel 2.1. Nilai kandungan gizi kubis hijau dalam 100 g.

Glukosinolat merupakan kelas senyawa organik yang mengandung sulfur dan
nitrogen serta diturunkan dari glukosa dan asam amino (Palani et al., 2016). Molekul
glukosinolat memiliki atom karbon yang terikat melalui atom sulfur ke gugus
tioglukosa dan melalui atom nitrogen ke gugus sulfat. Di samping itu, karbon juga
terikat ke gugus samping (R1). Glukosinolat yang berbeda memiliki gugus samping
yang berbeda. Variasi gugus samping ini menyebabkan variasi aktivitas biologis pada
senyawa ini. Glukosinolat dikelompokkan menjadi 3 kelompok yaitu Glukosinolat
alifatik seperti sinigrin, terbentuk dari asam amino alifatik (biasanya metionin).
Glukosinolat aromatik seperti sinalbin, terbentuk dari asam amino aromatik

(fenilalanin atau tirosin) dan glukosinolat indol, yang terbentuk dari asam amino



indol seperti triptofan (Ishida et al., 2014). Keragaman jenis glukosinolat tergantung
pada modifikasi ikatannya dengan gugus lain melalui hidroksilasi dan metilasi.
Senyawa glukosinolat yang teridentifikasi yaitu pada 100 g kubis segar mengandung
sinigrin (60,38 pmol), glukoiberin (46,04 pmol), glukobrasisin (18,30 pmol),
glukonapin (14,17 pmol), glukorafanin (7,57 pmol), glukoiberverin (2,11 pmol),
progoitrin (1,23 umol), dan senyawa lain dalam jumlah kecil yaitu glukoerusin,
glukoerisolin, glukotropaeolin, glukonasturtin (Palani et al., 2016; Vig et al., 2009).

Jalur biosintesis glukosinolat terdiri dari tiga tahap: perpanjangan rantai asam
amino, konversi gugus amino menjadi struktur glukosinolat inti, dan modifikasi rantai
samping (Gambar 2.2). Proses pertama dari perpanjangan rantai adalah deaminasi
asam amino seperti metionin menjadi asam okso oleh asam amino rantai cabang
amino transferase (BCAT), lalu diperpanjang dengan penambahan satu gugus
metilena oleh aktivitas metilalkil malat sintase (MAM), isopropilmalat isomerase
(IPMI), dan isopropilmalat dehidrogenase (IPMDH). Asam okso tersebut
ditransformasikan ke asam amino yang sesuai oleh BCAT. Kemudian, asam amino
mengalami proses pembentukan struktur inti glukosinolat. Asam amino diubah
menjadi aldoksima oleh sitokrom P450 (CYP79s) yang kemudian dioksidasi menjadi
bentuk yang diaktifkan oleh CYP83s. Bentuk aktif tersebut diubah menjadi
tiohidroksimat melalui reaksi konjugasi glutathione dan liase C-S (SURL1).
Tiohidroksimat diubah menjadi struktur glukosinolat oleh S-glukosiltranferase.
Setelah pembentukan struktur glukosinolat, rantai samping dimodifikasi dengan
berbagai cara seperti oksigenasi, hidroksilasi, alkenilasi, benzoilasi, dan metoksilasi
(Ishida et al., 2014; Radojcic et al., 2008).
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Gambar 2.2 Biosintesis senyawa glukosinolat dalamtanamankubis (Brassicaceae)
(Ishida et al., 2014)

Glukosinolat bukan termasuk senyawa bioaktif. Glukosinolat dapat diubah
menjadi senyawa bioaktif dengan bantuan enzim mirosinase. Enzim tersebut dapat
menghidrolisis glukosinolat menjadi intermediet yang tidak stabil melalui
penghilangan bagian glukosa, yang kemudian terdegradasi lebih lanjut membentuk
berbagai produk, seperti isotiosianat, tiosianat, nitril, epitionitril (Palani et al., 2016).
Pada Gambar 2.3. menunjukkan mekanisme hidrolisis glukosinolat oleh enzim

mirosinase (lori et al., 1996).



Gambar 2.3 Mekanisme hidrolisis glukosinolat menjadi senyawa isotiosanat
dengan bantuan enzim mirosinase (lori et al., 1996)

Pada kondisi netral, glukosinolat dapat terhidrolisis menghasilkan isotiosianat.
Pada pH asam dan dengan adanya ion Fe?", terjadi pembentukan nitril, sedangkan
penambahan faktor protein seperti protein epitiospesifer (ESP) terbukti mampu
mendegradasi glukosinolat menjadi epitionitril. Manfaat kemopreventif dari sayuran
ini dikaitkan dengan kandungan glukosinolatnya yang relatif tinggi (Wang, 2012).
Sinigrin, glucoiberin dan glucobrassicin termasuk glukosinolat yang paling
melimpah di kubis (Fenas, 2011). Pembentukan glukosinolat akan tergantung pada
substrat, kondisi pH, ketersediaan ion besi, tingkat dan aktivitas mirosinase dan
adanya beberapa kofaktor protein spesifik seperti protein epiteleptor (Bones, 2015).
Pada Gambar 2.4.menjelaskan tentang degradasi glukosinolat dengan bantuan enzim

mirosinase.
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Gambar 2.4. Degradasi glukosinolat dengan enzim mirosinase (Radocjic et al., 2008)

Beberapa turunan glukosinolat, terutama isotiosianat, nitril dan indol telah menarik
perhatian sebagai kemopreventif potensial agen melawan jenis kanker tertentu.
Sulforafan merupakan golongan isotiosianat yang berasal dari glukosinolat
glucoraphanin yang merupakan induser kuat. SFN juga menghambat aktivitas histone
deacetylase sehingga inhibitor enzim ini memiliki potensi kemoterapi (Venema,
2014). lberin (1B, 1-isothiocyanate-3(methylsulfinyl)-propane) berasal dari
dekomposisi glucoiberin yang memiliki potensi antikarsinogenik karena mampu
menghambat proliferasi sel glioblastoma dan sel neuroblastoma manusia melalui
induksi apoptosis sel (Jadhav, 2007). Suatu studi di Fred Hutchinson Cancer
Research Center di Amerika serikat yang melibatkan lebih dari seribu orang
mengungkapkan bahwa konsumsi kubis dapat menekan risiko kanker hingga 44%.
Sementara studi di Belanda dengan sampel yang relatif sama mengungkapkan bahwa

konsumsi kubis juga dapat mengurangi risiko kanker hingga 49%.
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Gambar 2.5. Struktur glukosinolat dan turunan isotiosianat

Tanin merupakan salah satu dari zat antinutrisi yang ada dalam kubis.Kandungan
tanin dalam kubis sebesar 2,84 mg/100 g berat kering (Obgede et al., 2015). Efek
antinutrisi dari tanin dapat mengganggu asupan protein ke dalam tubuh. Hal ini
dikarenakan tanin berikatan langsung dengan enzim-enzim pencernaan dan
membentuk kompleks dengan protein melalui ikatan kovalen dan ikatan hidrogen
yang membentuk substat yang tahan terhadap enzim pencernaan. Hal inilah yang
menyebabkan protein tidak dapat diserap secara baik oleh tubuh sehingga
mengganggu ketersediaan protein dalam tubuh (Liener, 1998). Berdasarkan sifat dan
struktrnya, tanin dibagi menjadi dua yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi.
Tanin terhidrolisis yaitu suatu senyawa fenolik yang dapat berikatan dengan glukosa
atau galat, seperti metil galat, asam tanat, dan klorognat. Jenis tanin ini dapat
ditemukan pada biji, daun, buah dan akar (Beniwal et al., 2014). Tanin terkondensasi
dapat terbentuk dari kondensasi senyawa katekin dengan ikatan ganda seperti D-
katekin dan L-epigalokatekin. Jenis tanin ini banyak ditemukan dalam bagian kulit
kayu tanaman (Fekadu, 2014).
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Gambar 2.6. Struktur senyawa tanin terhidrolisis (Beniwal et al., 2014)

Senyawa tanin dapat dihidrolisis oleh enzim tanase. Enzim ini dapat
mengkatalisis pemecahan ester sehingga membebaskan glukosa dan asam galat
(Beniwal et al., 2014). Berdasarkan struktur kristalnya, mekanisme hidrolisis oleh
enzim tanase pada substrat tanin terjadi ketika berikatan dengan substrat, gugus
hidroksil dari Ser163 akan memulai menyerang nukleofilik pada karbonil dari unit
galloil. Serangan itu dibantu oleh His451 yang bertindak sebagai basa, sehingga
terbentuk intermediet tetrahedral yang distabilkan oleh interaksi ikatan hidrogen
dengan Gly77 dan Glyl64 yang membentuk lubang oksianion. His 451-H akan
bertindak sebagai asam dan intermediet tetrahedral tersebut akan terdegradasi untuk
menghasilkan produk alkohol dan intermediet asil-enzim. Molekul air kemudian
teraktivasi oleh His451 untuk menyerang asil-enzim dan membentuk intermediet
tetrahedral kedua, yang akan terdegradasi melepaskan asam galat dan meregenerasi
enzim (Ren et al., 2013).
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MEKANISME REAKSI
DEGRADASI TANIN
OLEH TANASE

Gambar 2.7. Mekanisme reaksi hidrolisis tanin menjadi glukosa dan asam galat oleh
tanase (Ren et al., 2013).

2.2. Fermentasi Kubis

Fermentasi adalah suatu aktivitas mikroorganisme terhadap senyawa molekul
organik komplek seperti protein, karbohidrat, dan lemak yang mengubah senyawa-
senyawa tersebut menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana, mudah larut dan
daya cerna tinggi. Fermentasi dapat terjadi karena adanya aktivitas mikroba penyebab
fermentasi pada substrat organik yang sesuai. (Hidayat, 2006). Metode fermentasi
dapat dibagi menjadi dua, yaitu fermentasi terendam dan fermentasi padat. Pada
fermentasi terendam, kultur mikroorganisme dilakukan dalam media cair. Metode
tersebut melibatkan pertumbuhan mikroorganisme (bakteri dan jamur) dalam wadah
tertutup yang mengandung kaldu (broth) yang diperkaya nutrisi dan konsentrasi
oksigen tinggi. Sementara itu, fermentasi padat biasanya melibatkan penanaman
mikroorganisme pada substrat padat (Renge et al., 2012). Berdasarkan jenis bakteri
yang digunakan, fermentasi kubis dapat menghasilkan asam laktat dan mengubah
kandungan zat antinutrisi tanaman. Bakteri asam laktat terbagi menjadi dua jenis,

yaitu homofermentatif dan heterofermentatif (Sariaslani, 2009). Pada fermentasi jenis
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homofermentatif akan menghasilkan asam laktat sebagai produk utamanya sedangkan
pada fermentasi jenis heterofermentatif akan dihasilkan asam laktat dan produk
samping seperti asam asetat, etanol dan karbondioksida (CO2). Secara garis besar,
keduanya memiliki kesamaan dalam mekanisme pembentukan asam laktat, yaitu
piruvat akan diubah menjadi asam laktat dan diikuti dengan proses transfer elektron
dari NADH menjadi NAD".
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Gambar 2.8. Jalur fermentasi BAL heterofermentatif (Zhou et al., 2011)

Pertumbuhan mikroorganisme dan produksi metabolit selama proses fermentasi
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu konsentrsi inokulum, komponen media, dan
faktor fisik seperti suhu, pH, konsentrasi substrat (Sariaslani, 2009). Inokulum sangat

berpengaruh dalam proses fermentasi. Jumlah atau konsentrasi, tipe (spora atau
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vegetatif, terutama untuk golongan jamur), umur, dan viabilitas inokulum terutama
dapat mempengaruhi produksi pellet. Penentuan ukuran atau jumlah inokulum selama
proses fermentasi umumnya bertujuan untuk mencapai reprodusibilitas proses dan
aktivitas inokulum, dan menurunkan fasa lag jika media yang digunakan untuk
kultivasi dan fermentasi berbeda (Sariaslani, 2009). pH dapat mempengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme, yang pada gilirannya mempengaruhi laju produksi
(Norouzian, 2008). Selain itu, pH juga berperan dalam menentukan jalur fermentasi,
sehingga mampu menentukan produk fermentasi atau menggeser biosintesis
metabolit secara umum ketika produk target adalah asam organik (Lin et al., 2014;
Norouzian, 2008).

Secara keseluruhan, produk fermentasi dapat berbeda-beda. Produk fermentasi

dapat digolongkan menjadi (Anderson, 2009):

e Metabolit primer seperti etanol, asam laktat, asam asetat, asam amino, protein,
dan asam sitrat.

e Seluruh produk sel seperti ragi roti dan ragi bir.

e Metabolit sekunder seperti antibiotik, senyawa antitumor, senyawa antijamur,
dan bioinsektisida.

eSenyawa penyimpanan energi seperti gliserol, polimer, minyak, dan
polisakarida.

e Protein seperti enzim ekstraseluler dan intraseluler, protein sel tunggal, dan
protein rekayasa genetika.

Salah satu jenis BAL yang sering digunakan yaitu Lactobacillus plantarum
merupakan salah satu jenis bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat merupakan
kelompok bakteri yang mempunyai kemampuan untuk membentuk asam laktat dari
metabolisme karbohidrat dan tumbuh pada pH lingkungan yang rendah (Batt, 2014).
L. plantarum adalah salah satu spesies bakteri asam laktat yang sering digunakan
dalam fermentasi sayuran dan buah-buahan (Filannino et al., 2014), karena bakteri
tersebut telah mendapatkan status Generally Recognize as Safe (GRAS) dan
Quantified Presumption of Safety (QPS) oleh FAO dan WHO (Behera et al., 2018)L.
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plantarum menghasilkan enzim invertase untuk mengubah sukrosa menjadi glukosa
dan fruktosa, interaksi antara substrat dan enzim yang terjadi merupakan ikatan
hidrogen. Adapun sisi aktif enzim sukrase merupakan kumpulan dari asam amino
asparagin (Asp), glutamine (Glu), dan triptofan (Trp) (Alberto, 2014). Selain
menghasilkan enzim invertase Lactobacillus plantarum juga menghasilkan enzim
aldolase yang berperan untuk memecah fruktosa 1,6 difosfat menjadi molekul
triosephosfat yang selanjutnya akan dikonversi menjadi asam laktat melalui piruvat
(Alberto, 2014). Pertumbuhan optimal Lactobacillus yaitu pada suhu 30-40 °C,
terutama pada suhu 37 °C, tetapi bakteri tersebut dapat tumbuh pada kisaran suhu 5—
53 °C. L. plantarum memiliki pH pertumbuhan optimal 5,5-5,8, tetapi bakteri
tersebut juga dapat tumbuh pada pH <5 (Batt, 2014). L. plantarum memiliki enzim
tanase. Beberapa penelitian telah berhasil memproduksi enzim tanase dari bakteri L.
plantarum melalui proses fermentasi. Penelitian oleh Natarajan & Rajendran (2009)
telah mempelajari kondisi optimum produksi enzim tanase ekstraseluler dengan cara
menumbuhkan kultur L. plantarum pada media yang mengandung 0,35% asam tanat.
Bakteri tersebut mampu memproduksi enzim tanase dengan suhu optimum 30 °C, pH
6, dan kecepatan agitasi optimum 125 rpm, serta memiliki aktivitas sebesar 9,29
U/mL (Natarajan & Rajendran, 2009). Berdasarkan Taxonomic Outline of the
Prokaryotes, L. plantarum diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Divisi : Firmicutes
Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillus
Spesies :L. plantarum
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2.3 Butanadiol

Gambar 2.9. Skema metabolisme L. plantarum (Corsetti, 2011)

2.3 ldentifikasi Hasil Fermentasi

A=-logT =

Spektrofotometer UV-VIS merupakan instrumetasi spektrofotometer dengan
kisaran sinar Ultraviolet 200-400 nm, dan visibel 400-750 nm. Konsentrasi analit
dalam suatu sampel secara linear terkait dengan absorbansi seperti yang diberikan
oleh hukum Lambert-Beer (Skoog et al., 2007):

PO
Iog? =ebc

Keterangan: A = absorbansi; T = transmitansi; po = cahaya sebelum melewati larutan;

p = cahaya setelah melewati larutan; e = koefisien ekstingsi molar; b =
tebal kuvet; ¢ = konsentrasi larutan
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Transmisi atau absorbansi akan tertera pada layar LED. Untuk memperoleh

pembacaan % transmitansi suatu sampel, kuvet yang mengandung blanko (umumnya



pelarut) dimasukkan ke dalam kompartemen sel terlebih dahulu dan ditekan tombol T
100%, sehingga sejumlah cahaya mencapai detektor. Proses ini disebut kalibrasi T
100%. Setelah itu, sampel yang akan diukur ditempatkan dalam kompartemen sel,
dan persen transmitansi atau absorbansi dibaca langsung dari layar LED. Kandungan
tanin dalam tanaman dapat ditentukan secara spektrofotometri menggunakan metode
Folin-Denis. Metode tersebut didasarkan pada oksidasi molekul yang mengandung
gugus hidroksil. Senyawa tanin akan mereduksi asam fosfotungstomolibdat dalam
larutan basa untuk menghasilkan larutan berwarna biru. Intensitas larutan tersebut
akan setara dengan jumlah tanin dan dapat ditentukan dengan standar asam tanat
(Polshettiwar et al., 2007). Beberapa penelitian telah mengaplikasikan metode Folin
Denis untuk penentuan senyawa tanin. Penelitian oleh Guriya et al. (2015) telah
menunjukkan penentuan tanin dalam ekstrak brokoli (Brassica oleracea) melalui
pengukuran absorbansi larutan yang mengandung 50 uL ekstrak + 7,5 mL akuades +
0,5 mL reagen Folin-Denis + 1 mL Na,CO3 pada panjang gelombang 700 nm (Guriya
et al., 2015). Senyawa tanin yang berhasil dideteksi dengan analisis tersebut sebesar
1,84 ng/mL. Selain itu, Nair (2015) juga telah menunjukkan bahwa terdapat 1,7%
(b/b) senyawa tanin dalam tumbuhan pinang (Pann Masala) yang dianalisis dengan
metode Folin Denis pada panjang gelombang 760 nm (Nair et al., 2015).

Metode spektrofotometer juga dapat digunakan untuk penentuan gula atau
karbohidrat. Metode asam sulfat fenol merupakan salah satu metode sederhana, cepat,
dan sensitif, dan memberikan reproduksibilitas tinggi untuk pengukuran gula secara
spektrofotometri (Dubois et al., 1956). Prinsip dari metode sulfat fenol yaitu dalam
media asam yang panas, glukosa akan didehidrasi menjadi hidroksi metil furfural,
yang nantinya akan berwarna kuning kecoklatan dengan penambahan fenol dan
memiliki absorbansi maksimum pada 490 nm. Asam sulfat menyebabkan seluruh
gula nonpereduksi dikonversi menjadi gula pereduksi, sehingga metode ini dapat
menentukan gula total, termasuk mono-, di-, oligo- dan polisakarida yang ada di
dalam makanan. Hasil pengukuran karbohidrat umumnya dinyatakan dalam bentuk
karbohidrat tunggal, seperti glukosa. Metode sulfat fenol merupakan metode

nonstoikiometri, sehingga diperlukan preparasi kurva kalibrasi menggunakan
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serangkaian larutan standar dengan konsentrasi karbohidrat yang diketahui
(Swaroopanand et al., 2015). Tata cara penentuan gula dengan metode sulfat fenol
yaitu 2 mL larutan ditambahkan 0,05 mL fenol 80%, dilanjutkan dengan penambahan
5 mL asam sulfat pekat dengan cepat (10-20 detik) yang diarahkan langsung pada
permukaan cairan (bukan pada sisi tabung reaksi) untuk mendapatkan pencampuran
yang baik. Tabung didiamkan 10 menit, dikocok, dan ditempatkan selama 10 hingga
20 menit dalam penangas air selama 25-30 menit sebelum pembacaan pada panjang
gelombang 490 nm. Konsentrasi gula kemudian dapat ditentukan dengan mengacu
pada kurva standar (Dubois et al., 1956). Metode sulfat fenol telah diaplikasikan
untuk penentuan total gula (sebesar 1,85-4,2% (b/b) dalam filtrat sisa pembuatan
sauerkraut (Pandey & Garg, 2013). Teknik HPLC telah digunakan untuk analisis
senyawa organik hasil proses fermentasi.

HPLC merupakan teknik pemisahan yang diterima secara luas untuk analisis
bahan obat, baik dalam bulk atau dalam sediaan farmasetik (Thammana,
2016). Prinsip dasar dari HPLC adalah memisahkan setiap komponen dalam sample
untuk selanjutnya diidentifikasi (kualitatif) dan dihitung berapa konsentrasi dari
masing-masing komponen tersebut (kuantitatif). Analisa kualitatif bertujuan untuk
mengetahui informasi tentang identitas kimia dari analit dalam suatu sampel.
Sedangkan analisa kuantitaif untuk mengetahui jumlah dan konsentrasi analit tersebut
dalam sampel. Dalam kromatografi cair, fase gerak berupa pelarut cair yang
mengandung sampel sebagai zat terlarut (Skoog et al., 2014). Sebagai contoh
Miranda et al. (2016) menggunakan teknik HPLC untuk menganalisis asam asetat dan
kafein dalam teh kombucha fermentasi menggunakan metanol sebagai komponen
organik dan 0,1% asam ortofosfat dalam akuades sebagai komponen cair dalam fasa
gerak, yang dipantau masing-masing pada panjang gelombang 210 nm dan 273 nm.
Pada penelitian itu pula, teknik HPLC juga dapat digunakan untuk mengkuantisasi
asam asetat secara lebih selektif dibanding dengan metode titrasi (Miranda et al.,
2016). Penelitian lainnya juga berhasil memisahkan kandungan glukosinolat, yaitu
sinigrin, glukobrasisin, glukoiberin, dan glukorafanin dalam sauerkraut

menggunakan teknik HPLC. Pemisahan tersebut didasarkan pada perbedaan waktu
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retensi masing-masing senyawa dalam fasa gerak yang terdiri dari 0,05% TFA dalam
akuades sebagai eluen A dan 100% asetonitril sebagai eluen B, pada panjang
gelombang 217 nm (Palani et al., 2016). Selain HPLC, instrumentasi LC-MS juga
digunakan untuk identifikasi metabolit sekunder dari hasil fermentasi kubis.

LC-MS merupakan dua alat yang digabungkan menjadi satu, yang berfungsi untuk
memisahkan beberapa senyawa atau campuran senyawa berdasarkan kepolarannya.
Setelah campuran senyawa tersebut terpisah, maka senyawa yang terpisah akan
diidentifikasi berat molekulnya (Eichhorn and Knepper, 2001). Pemisahan senyawa-
senyawa dalam kolom akan terpisah kemudian akan keluar atas dasar kepolaran yang
berbeda, sehingga akan mempengaruhi kekuatan interaksi antara senyawa terhadap
fase diam. Senyawa-senyawa yang kurang kuat interaksinya dengan fase diam akan
keluar terlebih dahulu, dan sebaliknya senyawa yang berinteraksi kuat dengan fase
diam akan keluar lebih lama (Skoog et al., 2013; Silverstein et al., 2005; Ardrey,
2003). Sampel yang telah terpisah dengan liquid chromatography diidentifikasi berat
molekulnya menggunakan mass spectroscopy. Masing-masing senyawa Kkimia
memiliki pola pemutusan ikatan fragmentasi yang khas. Hasil spektrum mass
spectroscopy berupa perbandingan antara intensitas (%) terhadap masa (m/z).
Intensitas (%) yang paling tinggi sebagai base peak dan mass (m/z) yang paling besar
sebagai [M+H+ (Silverstein et al., 2005).Menurut Ardrey (2003) bahwa berdasarkan
tingkat polaritasnya teknik ionisasi terbagi menjadi tiga yaitu Atmospheric Pressure
Photoionization (APPI), Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) dan
Electrospray lonization (ESI). ESI merupakan metode ionisasi menggunakan
kromatografi fasa terbalik yang sangat berguna untuk menganalisis molekul dari
ukuran kecil sampai ukuran besar yang bersifat polar maupun sangat polar. (Ardrey,
2003). LC-ESI-MS (menggunakan sumber ionisasi electrospray ionization, ESI)
dianggap sebagai metode pilihan terbaik untuk pembuatan profil metabolit dalam
sampel biologis yang kompleks, karena kemampuan ‘‘soft ionization”-nya, yang
mampu menghasilkan sejumlah besar ion melalui pertukaran muatan dalam larutan

dan membentuk ion molekul utuh yang membantu identifikasi awal. Sistem LC-ESI-
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MS dapat memisahkan senyawa semipolar seperti asam fenolik, flavonoid, steroid
terglikosilasi, alkaloid, dan spesies terglikosilasi lainnya (B. Zhou et al., 2012).
LC-MS telah digunakan untuk analisis metabolit selama fermentasi biji kakao
(Mayorga-Gross et al., 2016), identifikasi komponen non-volatil dalam anggur (Di
Stefano et al., 2012), dan identifikasi metabolit dalam kubis (Park, Arasu, et al.,
2014). Sistem LC-MS yang dilengkapi dengan sumber ion ESI dan penganalisis
massa Q-TOF dapat mendeteksi adanya senyawa sukrosa, flavonoid seperti
epikatekin, prosianidin, antosianin, dan oligopeptida yang terdiri dari 3-12 asam
amino biji kakao yang telah difermentasi selama 6 hari (Mayorga-Gross et al., 2016).
Teknik LCMS juga mampu mengidentifikasi komponen nonvolatil dalam minuman
anggur, seperti polifenol (antosianin, flavonol, tanin) yang berfungsi untuk
karakterisasi warna; senyawa resveratrol yang berfungsi senyawa antioksidan,
antikanker, dan anti penyakit kardiovaskular, protein (20-30 kDa) yang berperan
penting dalam kualitas, rasa, kejernihan, dan stabilitas minuman anggur; serta
senyawa ochratoxin A, yang merupakan mikotoksin yang cukup berbahaya pada
minuman anggur (Di Stefano et al., 2012). Selain itu, LC-MS digunakan untuk
mengidentifikasi senyawa antosianidin seperti sianidin dan peonidin, flavonol seperti
quercetin dan kaempferol, asam hidroksisinamat, asam kafeat, asam p-kumarat, asam

ferulat, dan asam sinapat dalam kubis (Park, Arasu, et al., 2014).
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BAB Il
KERANGKA PENELITIAN

Kubis (Brassica olearacea L.var.capitata) merupakan tanaman yang mengandung zat
antinutrisi. Salah satu senyawa antinutrisinya adalah tanin. Tanin merupakan senyawa fenolik
dalam kubis yang dapat berikatan dengan polisakarida dan protein pada dinding sel tanaman.
Tanin dapat membentuk kompleks dengan protein sehingga dapat mengganggu pemanfaatan
protein dalam tubuh. Glukosinolat merupakan senyawa alami pada tanaman yang bersifat
tidak aktif. Senyawa ini akan aktif jika terjadi hidrolisis oleh enzim mirosinase yang
menghasilkan glukosa dan isotiosianat. Salah satu, senyawa dari kelompok isotiosianat
adalah iberin dan sulforafan. Pada penelitian ini metode fermentasi digunakan untuk
mengurangi kadar antinutrisi yaitu tanin dalam kubis serta menghasilkan senyawa hasil
degradasi glukosinolat yaitu isotiosianat. Fermentasi Kkubis dilakukan selama 4 hari
menggunakan Lactobacillus plantarum. L. plantarum berfungsi untuk menghasilkan enzim
tanase dan dapat memecah dinding sel. Tanase merupakan enzim ekstraseluler yang
pembentukannya dirangsang oleh substrat fermentasi. Substrat yang digunakan adalah tanin
yang dihasilkan dari sayuran kubis. Hidrolisis tanin oleh tanase menghasilkan asam galat dan
glukosa. Untuk menurunkan konsentrasi tanin maka dilakukan optimasi kondisi fermentasi
meliputi variasi konsentrasi volume inokulum dan pH. Pemantauan kondisi optimum
fermentasi didasarkan pada kadar tanin. Kadar tanin dianalisis menggunakan penambahan
reagen Folin-Dennis dan menggunakan spektofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
760 nm. Penentuan waktu inkubasi fermentasi dilakukan pada jam ke-48 dan ke-72.
Penentuan waktu fermentasi dilakukan dengan memantau kadar glukosa, tanin, asam total
(asam laktat dan asam asetat) dan identifikasi senyawa isotiosianat. Analisis kadar glukosa
didasarkan pada kadar gula menggunakan metode spektofotometri UV-Vis dan asam total
menggunakan metode titrasi. Identifikasi asam organik dilakukan dengan menggunakan
metode HPLC dan senyawa isotiosianat dengan LC-MS (Liquid Chromatograpy Mass

Spectrofotometri).
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3.1 Kerangka Konsep
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3.2 Kerangka Operasional
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3.3 Hipotesis

1. Variasi konsentrasi volume inokulum Lactobacillus plantarum dan pH berpengaruh
terhadap kadar tanin dalam kubis yang telah difermentasi.
2. Filtrat hasil fermentasi memiliki kandungan glukosa yang dapat dimetabolisme oleh
bakteri sehingga membentuk asam laktat dan asam asetat.
3. Terjadi hidrolisis senyawa glukosinolat dalam fermentasi kubis menjadi produk

isotiosanat.
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BAB IV

METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas

MIPA, Universitas Brawijaya Malang. Analisa HPLC dilaksanakan di Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang dan analisa LC-MS dilaksanakan di
Politeknik Negeri Malang pada bulan Januari 2019 - Maret 2019.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian
4.2.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan selama penelitian meliputi seperangkat alat gelas,
pisau, cawan petri, neraca analitik (Mettler Toledo AL 204), inkubator (Heraeus
Type B 5042), waterbath, jarum ose, pH meter (Inolab WTW), kuvet, oven
(Memmert), autoklaf (LS-C35L Electric-Heated Vertical Steam Sterilizer), laminar
air flow, refrigerator, magnetic stirer (lkamag), sentrifuse dingin (Hermle
Labortechnik Gmbh Siemensstr 25 Wehingen, Type Z326 K), buret dan statif,
aluminium foil, kapas steril, plastic wrap, kertas saring, dan busen. Alat instrumen
yang digunakan ialah LC-MS (UHPLC ACCELLA tipe 1250 (Thermo Scientific)
dengan spektrofotometer massa TSQ QUANTUM ACCESS MAX, UHPLC
ACCELLA tipe 1250), HPLC (Thermo Scientific, Jepang), dan spektronik 20
(Genesis 20)..

4.2.2 Bahan Penelitian
Bahan baku yang digunakan berupa kubis segardari desa Poncokusumo,

Kabupaten Malang yang telah di determinasi oleh Laboratorium Taksonomi,
struktur dan perkembangan tumbuhan, Jurusan Biologi Universitas Brawijaya.
Isolat Lactobacillus plantarum dari Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Teknologi
Pangan, Universitas Brawijaya, Malang. Media yang digunakan untuk peremajaan

dan pertumbuhan mikroorganisme yaitu MRSA (Mann Rogosa Sharpe Agar), dan
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MRSB (de-Mann Rogosa Sharpe Broth). Selain itu, bahan lain yang digunakan
ialah asam asetat (CH3COOH), asam laktat (C3sHeO3), asam fosfat (HsPOa), glukosa
(CeH120¢), asam sulfat (H2SO4) 95-98%, fenol (CeHeO), asam tanat (Cz6Hs204),
reagen Folin-Denis, natrium karbonat (Na2COs3), natrium hidroksida (NaOH), asam
oksalat dihidrat (H2C204.2H20), indikator penolptalein, asetonitril (CH3CN),
monokalium fosfat (KH2POs), dan akuades.

4.2.3 Tahapan Penelitian
Tahapan-tahapan penelitian yang dilakukan yaitu:

1. Preparasi media pertunbuhan agar miring untuk Lactobacillus plantarum
dan regenerasi biakan murni L. plantarum.

2. Pembuatan media cair dan preparasi substrat kubis untuk proses fermentasi.
3. Pembuatan kurva pertumbuhan.

4. Proses fermentasi yaitu preparasi inoculum Lactobacillus plantarum.

5. Analisa kadar tanin dalam kubis yang telah difermentasi berdasarkan
pengaruh volume inokulum.

6. Analisa kadar tanin dalam kubis yang telah difermentasi berdasarkan
pengaruh pH.

7. Analisa kandungan antinutrisi yang meliputi penentuan kadar tanin dan
glukosa dalam biomassa dan filtrat, penentuan pH, titrasi dan identifikasi asam
organik dalam filtrat hasil fermentasi kubis.

8. Identifikasi produk-produk hidrolisis glukosinolat yang meliputi sulforafan
dan iberin dalam biomassa kubis yang telah difermentasi.

9. Analisa data.
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4.3 Prosedur Penelitian
4.3.1 Preparasi media agar miring Lactobacillus plantarum

Media padat yang digunakan untuk meremajakan biakan murni Lactobacillus
plantarum adalah MRSA (Man, Rogosa and Sharpe Agar). Pada preparasi media ini
dibuat dengan menimbang 6,82 gram MRSA kemudian dilarutkan dengan 100 mL
akuades dan dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk hingga larut. Selanjutnya
media tersebut dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL kemudian disterilisasi
dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 15 psi. Larutan
tersebut didinginkan dalam tabung reaksi pada keadaan miring hingga memadat.
Media MRSA ini digunakan untuk regenerasi bakteri Lactobacillus plantarum.

4.3.2 Preparasi media cair Lactobacillus plantarum
Media pertumbuhan Lactobacillus plantarumyang digunakan adalah MRSB

(Man, Rogosa and Sharpe Broth) dibuat dengan menimbang 5,515 gram MRSB
kemudian dilarutkan dengan 100 mL akuades dan dipanaskan sampai mendidih
sambil diaduk hingga larut. Selanjutnya media tersebut dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 500 mL kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit dengan tekanan 15 psi. Media MRSB ini digunakan untuk pembuatan

inokulum.

4.3.3 Peremajaaan biakan murni Lactobacillus plantarum
Peremajaan biakan murni Lactobacillus plantarum dilakukan secara aseptis

pada Laminar Air Flow. Pertama, jarum ose, mulut tabung reaksi, baik yang berisi
biakan murni Lactobacillus plantarum, maupun media padat baru, dilewatkan pada
nyala api bunsen untuk sterilisasi. Isolat Lactobacillus plantarum diambil 2 ose dan
digoreskan secara zig-zag ke dalam tabung reaksi berisi media padat MRSA.
Setelah itu, kedua tabung ditutup kembali dengan kapas steril dan plastic wrap.
Biakan bakteri dalam media padat baru diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam (2
hari). Lactobacillus plantarum yang telah diregenerasi digunakan untuk pembuatan

stok inokulum.
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4.3.4 Preparasi kubis
Kubis segar disiapkan, di potong dengan menggunakan pisau. Ditimbang 100

gram. Dicuci bersih. Dikeringkan dengan dianginkan selama 5 menit.

4.3.5 Pembuatan kurva pertumbuhan Lactobacillus plantarum
4.3.5.1 Pembuatan media cairLactobacillus plantarum

Pembuatan media cairLactobacillus plantarum menggunakan media MRSB. 5,2
gram MRSB dilarutkan dalam 100 mL akuades dan dipanaskan hingga seluruh
serbuk larut. Setelah itu, larutan disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C,
tekanan 15 psi, selama 15 menit.
4.3.5.2 Pembuatan kurva pertumbuhan Lactobacillus plantarum

Pembuatan kurva pertumbuhan Lactobacillus plantarum dilakukan dengan
menumbuhkan koloni bakteri dalam media cair. 2 mata ose subkultur L. plantarum
hasil peremajaan dari media padat, dimasukkan secara aseptis ke dalam erlenmeyer
yang berisi 100 mL media cair baru steril, dan dikocok. Setelah itu, media cair berisi
subkultur diinkubasi pada suhu 30°C. Sebanyak 3 mL sampel diambil setiap 3 jam
untuk pengukuran densitas optik. Pengukuran densitas optic dilakukan pada panjang
gelombang 600 nm menggunakan spektronik 20. Selanjutnya, dibuat kurva yang
menggambarkan hubungan waktu inkubasi dalam satuan jam (sumbu Xx) dengan

densitas optik (sumbu y).

4.3.5.3Pembuatan inokulum Lactobacillus plantarum

Pembuatan inokulum Lactobacillus plantarum dilakukan secara aseptis dalam
Laminar air flow. Media cair yang digunakan untuk L. plantarum ialah MRSB. Pada
pembuatan inokulum, 2 mata ose subkultur L. plantarum hasil peremajaan dari
media padat MRSA dimasukkan secara aseptis ke dalam tabung reaksi yang berisi
100 mL media cair steril yang baru. Mulut erlenmeyer dilewatkan pada nyala api
bunsen, ditutup dengan kapas dan plastic wrap. Selanjutnya, media cair yang berisi
subkultur ragi tersebut diinkubasi pada suhu 30°C hingga pertengahan fasa
logaritma (ditentukan dari pembuatan kurva pertumbuhan L. plantarum).
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4.3.6 Penentuan kondisi optimum fermentasi
4.3.6.1 Optimasi volume inokulum

Penentuan optimasi volume inokulum menggunakan variasi 5%, 10%, 15% dan
20% (volume dalam 100 g kubis). 100 g kubis yang telah dicuci bersih dimasukkan
ke dalam botol kaca hingga padat. Setelah itu, ditambahkan inokulum (setengah fase
logaritma) dengan berbagai variasi dan akuades hingga volume 100 mL secara
aseptis. Kemudian, botol yang berisi masing-masing inokulum ditutup rapat, dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 4 hari. Pemantauan kadar tanin diambil pada

biomassa dan filtrat setelah perlakuan inkubasi 4 hari.

4.3.6.2 Optimasi pH

Penentuan optimasi pH menggunakan variasi 4, 5, 6 dan 7. Variasi pH dengan
menambahkan asam asetat. 100 g Kubis dimasukkan ke dalam botol kaca hingga
padat. Setelah itu, ditambahkan volume inokulum optimum 5% secara aseptis
dengan variasi pH. Kemudian, botol yang berisi masing-masing inokulum ditutup
rapat, dan diinkubasi pada suhu optimum selama 4 hari. Pemantauan kadar tanin
dilakukan pada biomassa kubis dan filrat setelah perlakuan inkubasi 4 hari.

4.3.6.3 Analisa produk hasil fermentasi kubis

Penentuan waktu fermentasi pada kubis dilakukan dengan menggunakan
inokulum dan tanpa menggunakan inokulum. 100 g kubis dimasukkan ke dalam
botol kaca hingga padat. Setelah itu, ditambahkan larutan inokulum 5% dengan pH
6 secara aseptis. Kemudian, botol yang berisi masing-masing inokulum ditutup
rapat, dan diinkubasi pada suhu ruang. Sampling diambil pada jam ke-48 (awal fase
stasioner) dan 72 (akhir fase stasioner). Biomassa dilakukan analisis kadar tanin,
gula dan senyawa isotiosianat. Kandungan senyawa isotiosianat yang meliputi
iberin dan sulforapan diidentifikasi menggunakan LC-MS. Filtrat disentrifugasi
dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit dan disaring menggunakan kertas
saring. Setelah itu, filtrat dianalisis kandungan glukosa, etanol, tanin, asam laktat

dan asam asetat.
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4.3.7 Penentuan kadar tanin
4.3.7.1 Pembuatan kurva standar tanin

Larutan stok asam tanat (0,1 mg/mL) dibuat dengan melarutkan 5 mg asam
tanat ke dalam 50 mL akuades. larutan standar asam tanat dengan konsentrasi 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, dan 0,1 mg/mL. 400 pL larutan asam tanat dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan 0,5 mL reagen Folin Denis dan 1 mL larutan Na>COs.
Larutan tersebut divorteks dan diencerkan pada labu ukur 10 mL dengan akuades.
Setelah itu, larutan didiamkan selama 30 menit, lalu dihitung absorbansinya
menggunakan spektronik 20 pada panjang gelombang 760 nm. Hasil pengukuran
diplotkan dalam suatu kurva yang menghubungkan konsentrasi asam tanat (sumbu

x) dengan absorbansi (sumbu y) dan ditentukan persamaan regresi liniernya.

4.3.7.2 Penentuan kadar tannin pada sampel
2,5 g biomassa hasil fermentsi dihaluskan dengan mortar dan dimasukkan

kedalam erlenmeyer 100 mL. 20 mL akuades ditambahkan dan dipanaskan selama
15 menit dan diaduk dengan stirer. Larutan disaring dan dicuci dengan 2 mL
akuades. Filtrat diencerkan dengan labu ukur 25 mL dengan penambahan akuades.
Filtrat dipipet 0,4 mL dimasukkan kedalam tabung reaksi dan ditambahkan 0,5 mL
reagen Follin-Dennis dan 1 mL larutan bikarbonat jenuh. Campuran tersebut
divorteks dan diukur nilai absorbansinya pada panjang gelombang 760 nm
menggunakan spektronik 20. Nilai absorbansi dikonversi menjadi konsentrasi
dengan menggunakan persamaan regresi linier pada kurva baku asam tanat.Hasil
absorbansi dikonversi menjadi besaran konsentrasi (mg/mL) menggunakan
persamaan pada kurva baku. Penentuan kadar tanin dalam filtrat hasil fermentasi
memiliki tahapan yang sama dengan penentuan tanin dalam biomassa. Namun,
filtrat hasil fermentasi disentrifugasi terlebih dahulu pada kecepatan 9000 rpm
selama 10 menit untuk memisahkan sel (pellet) dan cairan (supernatan) sebelum

analisis.
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4.3.8 Penentuan Kadar Glukosa
4.3.8.1 Pembuatan kurva standar glukosa

Pembuatan kurva standar diawali dengan pembuatan larutan glukosa dengan
konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm. Sebanyak 1 mL larutan glukosa
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan dengan 1 mL larutan fenol
5%. Larutan tersebut divorteks, ditambahkan larutan H.SO4 95-98% sebanyak 5
mL dengan cepat, dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya larutan tersebut
dimasukkan ke dalam penangas air dengan suhu 25-30 °C selama 15 menit.
Kemudian, dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektronik 20 pada
panjang gelombang 485 nm. Setelah itu, dibuat kurva standar yang menghubungkan
konsentrasi glukosa (sebagai sumbu Xx) dengan absorbansi (sebagai sumbu y) dan
ditentukan persamaan regresi liniernya.
4.3.8.2 Penentuan kadar glukosa dalam sampel

Biomassa (setelah fermentasi) diekstraksi menggunakan pelarut etanol. 0,1
gram kubis hasil fermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 5
mL etanol 80% dan ditutup rapat dengan penutup karet dan plastic wrap. Larutan
dipanaskan dalam penangas air pada suhu 80 °C selama 1 jam. Setelah didinginkan
dalam suhu ruang, diambil 1 mL ekstrak dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
Setelah itu, ditambahkan 1 mL larutan fenol 5%, divorteks, dan ditambahkan larutan
H2S04 95-98% sebanyak 5 mL dengan cepat ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya,
larutan tersebut dimasukkan ke dalam penangas air dengan suhu 25°C sampai 30°C
selama 15 menit. Kemudian, dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan
spektronik 20 pada panjang gelombang 485 nm. Hasil pengukuran absorbansi
dikonversi menjadi besaran konsentrasi glukosa dalam sampel menggunakan
persamaan kurva standar. Filtrat sisa fermentasi diambil sebanyak 10 mL dan
disentrifugasi selama 10 menit. Setelah itu, supernatan diambil 1 mL dan diencerkan
ke dalam labu ukur 10 mL dengan penambahan akuades. Larutan tersebut diambil
sebanyak 1 mL untuk penentuan kadar glukosa filtrat menggunakan metode sulfat

fenol seperti yang dilakukan pada biomassa.
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4.3.9 Penentuan Kadar Asam Total

Filtrat hasil fermentasi diambil 1 mL, dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas. Larutan diambil 5 mL dan ditambahkan 1
tetes indikator pp dan dititrasi dengan NaOH 1 M hingga terjadi perubahan warna

dari tidak berwarna menjadi merah muda.

4.3.10 ldentifikasi asam organik menggunakan HPLC

Identifikasi asam organik dalam filtrat hasil fermentasi ditentukan
menggunakan HPLC. 10 mL filtrat dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2,5 g NaCl. Campuran divorteks selama 5 menit. Setelah itu, larutan
ditambahkan dengan 1 mL dietil eter dan divorteks selama 5 menit. Kemudian,
larutan disentrifugasi pada kecepatan 9000 rpm selama 15 menit. Fasa organik
(atas) dipisahkan dan ditambahkan dengan Na>SOs anhidrat untuk menghilangkan
kelebihan air. Setelah itu, campuran disaring menggunakan filter paper 0,22 um dan
siap dianalisis menggunakan HPLC. Analisis sampel dilakukan menggunakan
UHPLC (The Dionex Ultimate 3000 System, Thermo Scientific) yang terdiri dari
solvent rack (SRD-3600), dual pump (DGP-3600A), autosampler (Well Plate
Sampler, WPS-3000SL), column compartment (TCC 3200 2x2P-10P), UV detector
(Variable Wavelength Detector, VWD-3400), dan kolom C18. Fasa gerak untuk
penentuan senyawa menggunakan dua pelarut dengan mode isokratik: fase gerak A
terdiri dari 80% KH2PO; 10 mM pH 2,4 yang disesuaikan dengan penambahan
asam fosfat, fase B terdiri dari 20% asetonitril. Kecepatan fasa gerak 1,5 mL/menit,
waktu running 5 menit, suhu 30 °C, volume injeksi 15 pL, dan panjang gelombang
210 nm.

4.3.11 Identifikasi turunan glukosinolat menggunakan LCMS

2 gram sampel kubis (baik kubis segar maupun kubis terfermentasi) dihaluskan
menggunakan mortar dan alu. Setelah itu, sampel diekstrak menggunakan pelarut
diklorometana (3 x 10 mL) dan ditambahkan 2,5 gram Na>SOas. Setelah itu, larutan
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 30 °C selama 10 menit.
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Larutan ekstrak dilarutkan dalam asetonitril secukupnya dan disaring menggunakan
filter paper 0,22 pum. Sampel diletakkan dalam botol vial dan siap dianalisis.
Pembuatan kurva standar sulforafan, dibuat serangkaian larutan standar sulforafan
dengan kadar 63, 125, 250, 500, dan 1000 ng/mL. Setelah disaring menggunakan
filter paper 0,22 um, larutan diinjeksikan ke dalam instrumen. Setelah itu, dilakukan
pembuatan kurva kalibrasi yang menghubungkan kadar sulforafan (sumbu x)
dengan luas area kromatogram (sumbu y) dan ditentukan persamaan regresi
liniernya.Fasa gerak untuk penentuan senyawa menggunakan dua pelarut: Fase
gerak A terdiri dari 0,1% asam format dalam aquabidest, fase B terdiri dari 0,1%
asam format dalam asetonitril. Sebuah gradient linier dengan kecepatan 300
uL/menit, dengan pengaturan fasa gerak sebagai berikut: kolom dikendalikan pada

30°C, dan kompartemen auto sampler ditetapkan pada 16 °C.

4.3.12 Analisis data statistika
Data yang diperoleh dianalisis dengan One Way Analisis Varian (ANOVA)

menggunakan SPSS 18 untuk menguji adanya pengaruh varian volume inokulum L.
plantarum dan pH terhadap penurunan tanin dalam kubis terfermentasi. Apabila
terdapat adanya pengaruh, maka dilanjutkan dengan Uji Tukey dengan taraf nyata
5% untuk penentuan beda nyata antar nilai perlakuan yang diuji.
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Kurva Pertumbuhan Lactobacillus plantarum

Kurva pertumbuhan mikroorganisme merupakan dasar untuk mengetahui fasa hidup suatu
mikroorganisme. Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri digunakan sebagai acuan untuk
pembuatan inokulum Lactobacillus plantarum serta untuk menentukan lama waktu fermentasi
untuk menurunkan kadar antinutrisi dalam kubis. Pertumbuhan L. plantarum ditandai dengan
adanya peningkatan pada nilai densitas (kekeruhan) jumlah sel dalam media MRSB yang sejalan
dengan meningkatnya lama waktu inkubasi. Pengamatan jumlah sel tersebut dilakukan dengan

menggunakan spektrofotometer.
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Gambar 5.1 Kurva pertumbuhan Lactobacillus plantarum

Tabel 5.1 Waktu fasa pertumbuhan Lactobacillus plantarum
Lama fasa pertumbuhan (jam)

Fasa lag 0-12
Fasa log 12 -39
Fasa stationer 39-54
Fasa kematian 54-96
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Tahapan fase yang terjadi pada pertumbuhan L. plantarum diawali dengan fase lag atau fase
lambat dan adaptasi yang terjadi pada jam awal inkubasi. Fase ini terjadi karena densitas belum
meningkat secara nyata dan populasi L. plantarum belummengalami pertumbuhan yang berarti
dikarenakan baru saja menyesuaikan dalam medium yang baru. Fasa lag pada kurva ini pada jam
ke-0 sampai jam ke-12. Fasa log atau fase eksponensial ditandai dengan bertambahnya populasi
secara signifikan. Menurut Madigan (2018), jumlah sel meningkat dan aktif melakukan replikasi
DNA. Pada fasa ini populasi sudah mulai beradaptasi dengan medium dan dapat melakukan
reproduksi melalui proses pembelahan sel (binary fission). Pada kurva ini fasa log dimulai pada
jam ke-12 sampai jam ke-39.Fasa berikutnya yaitu fasa stasioner. Fasa ini ditandai dengan
melambatnya metabolisme sel dan jumlah sel tetap. Penurunan pertumbuhan pada fasa ini
disebabkan oleh kepadatan sel yang tinggi dan penurunan nutrisi. Pada kurva ini, fasa stasioner
dimulai pada jam ke-39 sampai jam ke-54. Fasa terakhir yaitu fasa kematian yang ditandai
adanya penurunan sel yangtidak mendapatkan nutrisi untuk melakukan pertumbuhan. Pada fasa
ini, sel-sel mencapai titik dimana sel tidak mendapatkan nutrisi (Madigan,2018). Pada kurva ini,
fasa kematian dimulai dari jam ke-54 sampai jam ke-96. Kurva pertumbuhan L. plantarum ini

digunakan sebagai dasar untuk pembuatan inokulum dan waktu lama fermentasi.

5.2 Optimasi Pengaruh Volume Inokulum Terhadap Kadar Tanin dalam Kubis
Terfermentasi
Pada penelitian ini, optimasi dilakukan untuk mengetahui adanya pengaruh volume

inokulum terhadap kadar tanin hasil fermentasi. Pengukuran kadar tanin dilakukan pada
biomassa dan filtrat untuk mengetahui kemungkinan kadar tanin yang lepas dari biomasa ke

filtrat dalam media fermentasi.
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Gambar 5.2 Gambaran pelepasan senyawa tanin dalam kubis ke media fermentasi hasil
metabolisme L. plantarum dan air.

Pada Gambar 5.3 menunjukkan bahwa perbedaan volume inokulum mempengaruhi
aktivitas penurunan tanin baik pada biomassa dan filtrat. Senyawa tanin dapat dihidrolisis oleh
enzim tanase yang berasal dari bakteri L. plantarum. Tanase merupakan enzim ekstraselluler
yang dihasilkan oleh L. plantarum untuk menghidrolisis ikatan ester pada tannin terhidrolisa
dengan menghasilkan asam galat dan glukosa. Pada penelitian ini, kadar tanin dalam bahan baku
sebesar 290,876 mg/100 g berat segar. Penambahan 5% inokulum menyebabkan kadar tanin
menurun. Hal ini disebabkan karena tingginya aktivitas enzim tanase dan semakin banyak asam
galat yang dilepaskan dalam filtrat. Kemudian, terjadi peningkatan saat ditambahkan 10% dan
15% inokulum. Hal ini dikarenakan terjadinya biosintesis tanin oleh L. plantarum dengan
menghasilkan pyrogallol didalam sitoplasma. Pyrogallol adalah suatu senyawa fenolik yang
apabila diukur dengan penambahan Reagen Follin-Denis akan menghasilkan larutan berwarna
biru keunguan. Selain itu, kemungkinan adanya asam organik yang dihasilkan dari metabolit L.
plantarum dapat menghambat aktivitas katalitik tanase. Kemudian, terjadi penurunan kembali
pada saat penambahan 20% inokulum. Penambahan volume inokulum optimum yaitu 5% dengan
menghasilkan kadar tanin biomassa 33,6808 mg/100 g berat segar dan filtrat 122,307 mg/100
mL. Uji normalitas atau homogenitas menunjukkan bahwa nilai signifikansi pengaruh volume

inokulum campuran terhadap kadar tanin biomassa dan filtrat >0,05, yang menunjukkan bahwa
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sebaran data berdistribusi normal. Uji statistika menggunakan analisis ANOVA One Way
menunjukkan bahwa F hitung lebih besar dari F tabel (2,80), yang mengindikasikan bahwa
volume inokulum berpengaruh secara signifikan terhadap kadar tanin kubis. Hasil tersebut
berlaku untuk pengukuran kadar tanin biomassa maupun filtrat. Uji Tukey dengan taraf
kepercayaan 5% pada pengaruh volume inokulum terhadap kadar tanin biomassa menunjukkan
bahwa penggunaan volume inokulum 5% tidak berbeda nyata dengan volume inokulum 10% dan
15%, sedangkan volume inokulum 5% juga tidak berbeda nyata dengan volume inokulum 20%.
Oleh karena penggunaan volume inokulum 5% menghasilkan kadar tanin terendah, maka volume

inokulum 5% dianggap sebagai hasil optimum untuk tahap optimasi selanjutnya.
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Gambar 5.3 Pengaruh volume inokulum L. plantarum terhadap kadar tanin pada biomassa
dan filtrat kubis yang difermentasi pada kondisi anaerobik selama 96 jam
dengan suhu ruang. Keterangan : BS (berat segar)

Pada penelitian ini, dilakukan pula pengukuran kadar glukosa pada biomassa kubis maupun
filtrat. Pengukuran kadar glukosa bertujuan untuk mengkonfirmasi adanya proses hidrolisis tanin

oleh tanase yang menghasilkan asam galat dan glukosa.
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Gambar 5.4 Pengaruh volume inokulum L. plantarum terhadap kadar glukosa pada
biomassa dan filtrat kubis yang difermentasi pada kondisi anaerobik selama 96
jam dengan suhu ruang. Keterangan: BS: berat segar

Berdasarkan hasil penelitian, tren kadar glukosa berbanding terbalik dengan tren kadar tanin,
baik dalam biomassa dan filtrat. Hasil ini menunjukkan fungsi dari keberadaan enzim tanase
dalam proses fermentasi yang mengarah pada hidrolisis tanin menjadi glukosa, sehingga
menghasilkan interaksi yang berlawanan antara tanin dengan glukosa pada semua volume
inokulum. Berdasarkan grafik diatas, penambahan volume inokulum di atas 5% dapat
mengakibatkan penurunan aktivitas degradasi senyawa tanin. Penggunaan volume inokulum
20% menyebabkan kadar tanin meningkat kembali setelah kadar tanin mulai menurun pada
volume inokulum 10% dan 15%. Hal tersebut menunjukkan bahwa peningkatan volume
inokulum yang ditambahkan dalam media fermentasi mengakibatkan penurunan aktivitas L.
plantarum untuk menghasilkan enzim tanase. Hal ini dikarenakan adanya peningkatan
pertumbuhan bakteri sehingga berkompetisi untuk bertahan hidup. Keterbatasan ketersediaan
nutrisi akibat peningkatan populasi menyebabkan kompetisi antar spesies untuk bertahan hidup.
Beberapa strategi dilakukan oleh mikroorganisme untuk mendominasi satu sama lain yaitu
dengan memproduksi antibiotik atau metabolit yang beracun bagi lawannya. Oleh karena itu,
kemampuan bakteri dalam mendegradasi pembentukan tanin selama proses fermentasi,
menyebabkan kadar tanin meningkat seiring dengan peningkatan volume inokulum yang

digunakan.
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5.3 Pengaruh pH Terhadap Kadar Tanin dalam Kubis Terfermentasi
pH merupakan salah satu faktor penting dalam proses fermentasi karena dapat

mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme (Norouzian, 2008). pH dapat mempengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme dan mempengaruhi laju produksi. Penentuan pH optimum pada
fermentasi dilakukan dengan menggunakan volume inokulum L. plantarum 5% (v/v). Gambar
5.5 menunjukkan adanya pengaruh pH terhadap kadar tanin dalam kubis yang telah difermentasi.
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa nilai signifikansi, baik untuk pengaruh pH terhadap
kadar tanin biomassa dan filtrat >0,05. Hal ini mengindikasikan bahwa sebaran data berdistribusi
normal. Selain itu, hasil analisis statistik menggunakan ANOVA One Way menunjukkan bahwa
pH berpengaruh nyata terhadap kadar tanin kubis. Hal ini dibuktikan dengan nilai F hitung yang
lebih besar dengan F tabel (3,1). Walaupun uji Tukey 5% pada pengaruh pH terhadap kadar tanin
biomassa menunjukkan bahwa pH 6 tidak berbeda nyata dengan pH 7 dan 5, kadar tanin
terendah teramati pada perlakuan pH 6. Oleh karena itu, pH 6 dianggap sebagai pH optimum

untuk degradasi senyawa tanin dalam kubis.
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Gambar 5.5 Hubungan antara pH terhadap kadar tanin biomassa dan filtrat hasil fermentasi
kubis dengan volume inokulum L.plantarum 5% (v/v)
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Kadar tanin sampel lebih rendah dibandingkan dengan kadar tanin dalam kubis segar. Hal
ini mengindikasikan bahwa terjadi degradasi tanin menjadi senyawa lain oleh aktivitas enzim
tanase dari L. plantarum. Kadar tanin turun sekitar 11,49%. pH optimum untuk mendegradasi
tanin dalam biomassa kubis menggunakan kultur L. plantarum adalah 6 dengan kadar tanin
sebesar 72,028 mg/100 g berat segar kubis dan 78,796 mg/100 g pada filtrat. Hasil ini sama
dengan dengan penelitian oleh Natarajan & Rajendran (2009) menunjukkan bahwa L. plantarum
memiliki kondisi optimum untuk aktivitas tanase pada pH 6 (Natarajan & Rajendran, 2009).
Aktivitas tanase dengan pH optimum 6 termasuk kedalam tanase ekstraseluler (TanALp).
TanALp ini dapat mendegradasi kompleks asam tanat di luar sel. Penurunan pH juga dapat
menurunkan aktivitas degradasi senyawa tanin. Pengaruh lingkungan pH pada medium
fermentasi dapat menyebabkan perubahan konformasi dari sisi katalitik enzim. Hal ini
dikarenakan residu dari sisi katalitik dapat terprotonasi atau perubahan muatan. Semakin asam
maka semakin banyak ion H* yang dilepaskan sehingga mengubah residu-residu seperti gugus
karboksilat dan gugus amin dari tanase. Laju reaksi dari katalisis tanase dapat mencapai
kesetimbangan apabila terbentuk kondisi pH titik isoelektrik pada proses fermentasi. lonisasi
asam amino yang tidak sesuai akan mengubah ikatan ionik sehingga mengurangi pengikatan
substrat pada sisi aktif enzim dan kestabilan aktivitas enzim (Madigan,2018). Pada penelitian ini,
fermentasi kubis yang dilakukan dengan menggunakan L. plantarum diketahui dapat mengubah
glukosa membentuk produk asam dalam jumlah sedikit.(Lin et al., 2014). L. plantarum dapat
menghasilkan asam laktat dan asam asetat sebagai produk utama metabolisme glukosa dan
mensekresikannya ke dalam media fermentasi (Corsetti & Valmorri, 2011; Pieterse et al., 2005).
L. plantarum lebih tahan terhadap asam laktat daripada banyak mikroorganisme lainnya,
pertumbuhan mikoorganisme tersebut masih sangat terhambat oleh peningkatan konsentrasi
asam organik yang tercapai selama fermentasi (Pieterse et al., 2005). Oleh karena itu, dapat
dinyatakan bahwa adanya peningkatan asam organik dalam sistem fermentasi kemungkinan
mampu menurunkan laju pertumbuhan mikroorganisme, khususnya L. plantarum sebagai
penghasil tanase, sehingga degradasi senyawa tanin semakin menurun seiring dengan

peningkatan keasaman lingkungan fermentasi.
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5.4 Analisis Metabolit Sekunder Target Selama Proses Fermentasi
5.4.1 Ildentifikasi Asam Organik dalam Filtrat Hasil Fermentasi
Fermentasi kubis yang dilakukan dengan menggunakan L. plantarumdapat mengubah

glukosa menjadi produk asam dalam jumlah sedikit (Lin et al., 2014). Pemberian stress asam (0,2
% v/v) dalam media kultur bakteri dapat menginduksi akumulasi pembentukan unfolded protein
dalam retikulum endoplasma yang mengarah pada kematian sel secara terprogram (Kawazoe, et
al., 2017).
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Gambar 5.6 Mekanisme regulasi asam organik oleh mikroorganisme. Keterangan:
Fpslp=kanal Fpslp; Pmalp=kanal Pmalp, V-ATPase= vacuolar proton-
pumpingATPase enzyme(Geng, et al., 2017).

Efek penghambatan asam organik utamanya disebabkan oleh bentuk tak terdisosiasi asam
organik (RCOOH) yang dapat melintasi membran sel mikroorganisme melalui proses difusi
sederhana atau melalui saluran Fpslp. Setelah berada di sitoplasma, asam dapat berdisosiasi
menjadi anion (RCOQO") dan proton (H"). Tidak seperti bentuk molekulnya (tak terdisosiasi),
proton yang dihasilkan dapatmeningkatkan keasaman sitoplasma sel. Selain itu, akumulasi anion
dalam sitoplasma juga dapat mengganggu aktivitas NADH oksidase yang mengarah pada
gangguan regenerasi kofaktor NAD* untuk proses metabolisme. Namun demikian, proton dan
anion asam tersebut tidak dapat dikeluarkan melalui membran plasma dengan proses difusi
sederhana karena muatan listriknya. Akibatnya, sel akan bekerja untuk memulihkan pH

intraseluler dengan memompa proton keluar melalui kerja enzim bergantung ATP yaitu plasma
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membrane proton-pumping ATPase (PM-H*-ATPase) dan vacuolar proton-pumpingATPase (V-
H*-ATPase). Kedua enzim tersebut berfungsi mempertahankan pH sitoplasma dengan memompa
proton keluar melalui saluran Pmalp. Sementara itu, anion dapat dikeluarkan dari sitoplasma
melalui aktivitas transporter ATP-binding cassette (ABC). Penggunaan beberapa energi inilah
mampu menurunkan pertumbuhan dan aktivitas sel selama proses fermentasi (Geng et al., 2017,
Kawazoe et al., 2017; Mira et al., 2010; Pieterse et al., 2005). Oleh karena itu, dapat dinyatakan
bahwa adanya peningkatan asam organik dalam sistem fermentasi kemungkinan mampu
menurunkan laju pertumbuhan mikroorganisme, khususnya L. plantarumsebagai penghasil
tanase, sehingga degradasi senyawa tanin semakin menurun seiring dengan peningkatan
keasaman lingkungan fermentasi. Berdasarkan kurva pertumbuhan yang telah dilakukan, maka
variasi inkubasi yang digunakan adalah jam ke-48 dan ke-72 dengan volume inokulum L.
plantarum 5% (v/v) dan pH 6. Pada fasa stasioner, mikroorganisme mengalami penurunan
kecepatan pertumbuhan dan metabolisme sel yang dikarenakan nutrisi mulai habis dan

penumpukan senyawa metabolit yang bersifat toksik.

Tabel 5.2 Analisis kadar tanin, glukosa, dan pH pada filtrat hasil fermentasi kubis
menggunakan volume inokulum 5% (v/v), pH 6, pada kondisi anaerobik dan
suhu ruang jam ke-48 dan ke-72

Sampel

Filtrat pada jam ke-48  Filtrat pada jam ke-72

pH 3,8+ 0,02 3,6+ 0,02
Kadar tanin biomassa

(Mg/100 g Kubis) 73,789+ 1,042 56,117+ 2,242
Kadar tanin filtrat
(mg/100 g Kubis) 124,664+ 1,821 1,988+ 1,332
Kadar gula
biomassa(mg/100 g 73,442+ 2,041 86,760+ 1,002
kubis)

Kadar gula filtrat
(mg/100 g kubis) 18,317+ 2,011 114,846+ 2,223
Total Asam (mL) 0,037 £ 0,01 0,047 £ 0,01
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Kadar tanin dalam biomassa kubis maupun filtrat menurun dari jam ke 48 ke jam ke-72. Hal
ini menunjukkan bahwa bakteri aktif memproduksi enzim tanase hingga akhir fasa stasioner dan
ditunjukkan dengan peningkatan kadar glukosa dari jam ke-48 menuju jam ke-72. Lactobacillus
plantarum dapat mengkonversi gula heksosa dan pentosa menjadi asam laktat. Penurunan nilai
pH dari rentang waktu fermentasi ke-48 menuju jam ke-72 diindikasikan adanya asam-asam
organik, khususnya asam laktat dan asam asetat. L. plantarum dapat bertahan pada waktu
inkubasi jam ke-72 dengan ditunjukkan adanya peningkatan kadar asam total. Kadar asam total
menyatakan kadar asam yang dihasilkan tinggi dalam media fermentasi sehingga pH dalam
medium fermentasi berubah menjadi lebih asam. Perubahan kondisi lingkungan fermentasi pada
waktu inkubasi jam ke-72 lebih asam ditunjukkan dengan nilai pH yang lebih besar

dibandingkan nilai pH di waktu inkubasi jam ke-48.
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Gambar 5.7 Kromatogram asam organik pada filtrat hasil fermentasi kubis menggunakan
volume inokulum L. plantarum 5% (v/v), pH 6 pada kondisi anaerobik dan
suhu ruang jam ke-48 dan ke-72
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Tabel 5.3 Identifikasi waktu retensi puncak asam asetat dan laktat menggunakan volume
inokulum L. plantarum5% (v/v), pH 6 pada suhu ruang jam ke- 48 dan 72

Waktu Retensi (menit)

Sampel
Asam asetat  Asam laktat
Standar 2,1033 1,5467
Jam ke 48 2,1400 1,5767
Jam ke 72 2,1400 1,5767

Pada penelitian ini, asam laktat dan asam asetat merupakan senyawa hidrofilik yang dapat
diidentifikasi menggunakan HPLC. Fasa diam non polar C18 dan fasa gerak polar yang terdiri
dari campuran KH2PO4 80% dan asetonitril 20%. Kedua senyawa tersebut dapat terelusi dengan
cepat melalui kolom dan menuju detektor.Berdasarkan analisis kromatogram HPLC (Gambar
5.8), filtrat hasil fermentasi mengandung asam laktat dan asam asetat. Hal ini didasarkan pada
kesesuaian puncak asam laktat dan asetat pada waktu retensi tertentu dalam kromatogram sampel
jika dibandingkan dengan kromatogram standar. Identifikasi asam laktat dan asam asetat, baik
pada filtrat hasil fermentasi yang diambil pada jam ke-48 dan ke-72 tercantum dalam Tabel 5.3.
Puncak asam laktat memiliki waktu retensi lebih pendek dibandingkan puncak asam asetat.
Asam laktat memiliki satu gugus karboksil dan satu gugus karbonilmeningkatkan polaritas
senyawa tersebut, sedangkan asam asetat hanya memiliki satu gugus karboksil. Oleh karena itu,
asam laktat akan terelusi terlebih dahulu melalui kolom dan menuju detektor, sehingga puncak
asam laktat memiliki waktu retensi yang lebih pendek jika dibandingkan dengan puncak asam

asetat.

o 0

H.C
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5 H.C

Gambar 5.8 Struktur senyawa (a) asam laktat dan (b) asam asetat (Pubchem)

OH
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5.4.2

Identifikasi Senyawa Golongan Isotiosianat Target

Pengaruh variasi waktu inkubasi pada fermentasi juga mempengaruhi senyawa metabolit

dari tanaman kubis yaitu glukosinolat. Glukosinolat merupakan senyawa metabolit yang tidak

aktif dalam tanaman kubis. Pada penelitian ini, dilakukan identifikasi senyawa isotiosianat dalam

kubis segar dan kubis yang telah difermentasi. Senyawa isotiosianat yang ditargetkan adalah

iberin dan sulforafan, yang masing-masing berasal dari glukorafanin dan glukoiberin. Analisis

senyawa isotiosianat target dilakukan dengan menggunakan instrumentasi LC-MS. Kedua

senyawa tersebut dikonfirmasi berdasarkan perbandingan nilai m/z sampel dengan spektra MS

pada literatur.
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Gambar 5.9 Kromatogram LC-MS dari biomassa kubis terfermentasi menggunakan volume
inokulum L. plantarum 5% (v/v), pH 3,6 pada suhu ruang jam ke-72 (a)
kromatogram senyawa iberin dan (b) kromatogram senyawa sulforafan
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Gambar 5.10 Kromatgram LC-MS dari kubis segar. (a) kromatogram senyawa iberin (b)

kromatogram senyawa sulforafan.

Tabel 5.4 Identifikasi senyawa isotiosianat kubis segar dan kubis yang difermentasi
(volume inokulum L. plantarum 5% (v/v), pH 3,6 lama fermentasi jam ke-72

Waktu Retensi (menit)

Berat molekul

Senyawa Sampel Kubis  Sampel Kubis lon molekuler (g/mol)
Segar Terfermentasi miz (Pubchem)

Sulforafan 2,57 2,57 178 177,29

Iberin 1,95 1,93 164 163,25
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Berdasarkan Hasil kromatogram LC-MS tercantum dalam Gambar 5.9.a, dilakukan analisa
kualitatif dengan pendekatan massa molekul ion target.Puncak senyawa dengan kelimpahan
relatif 100% pada waktu retensi 1,93 menit\ sesuai dengan senyawa iberin, yang memiliki berat
molekul 163,253 g/mol (Pubchem). Gambar 5.9.b menunjukkan puncak senyawa dengan
kelimpahan 100% pada waktu retensi 2,57 menit. Puncak tersebut sesuai dengan nilai m/z
dengan berat molekul sulforafan yaitu 177,29 g/mol (Pubchem). Keberadaan kedua senyawa
tersebut mengindikasikan bahwa fermentasi pada kubis dapat mengaktivasi enzim mirosinase
tanaman, yang selanjutnya mengarah pada hidrolisis glukosinolat menjadi senyawa isotiosianat
yang ditargetkan. Tabel 5.4 merangkum hasil dari analisis LC-MS. Profil LC-MS dari kubis
segar telah menunjukkan adanya senyawa sulforafan dan iberin. Hal ini mengindikasikan bahwa
dinding sel tanaman telah lisis bahkan sebelum adanya aktivitas dari mikroorganisme, yang
menyebabkan pelepasan enzim untuk menghidrolisis senyawa glukosinolat menjadi senyawa
isotiosianat target. Menurut Barba et al. (2016), gangguan fisik jaringan tanaman seperti
memotong dapat menyebabkan enzim mirosinase aktif dan mendegradasi senyawa glukosinolat
dalam tanaman Brassicacea (Barba et al., 2016). Oleh karena itu, adanya senyawa isotiosianat
dalam kubis segar dapat dikarenakan adanya proses pre-treatment sebelum analisis LC-MS,
seperti pemotongan dan penghalusan, yang menyebabkan enzim mirosinase dapat aktif untuk
menghidrolisis senyawa glukosinolat target. Pada penelitian ini, dilakukan analisis kuantitatif
pada salah satu senyawa isotiosianat target, yaitu sulforafan untuk membandingkan kadar
isotiosianat pada kubis segardan kubis yang telah difermentasi.

Tabel 5.5 Kadar sulforafan dalam biomassa kubis volume inokulum L. plantarum 5%
(v/v), pH3,6 lama fermentasi jam ke-72

Bahan Baku Sampel
(Kubis Segar) (Kubis Terfermentasi)

Kadar Sulforafan
0,539 + 24,06 0,348+ 19,04

(ng/2)

Berdasarkan hasil analisis kuantitatif diatas, kadar sulforafan kubis terfermentasi lebih kecil
bila dibandingkan dengan kubis segar. Dalam hal ini terjadi beberapa kemungkinan yang
menyebabkan kadar sulforafan dalamkubis terfermentasi lebih kecil dari kubis segar. Pertama,
glukosinolat ditransformasikan menjadi nitril oleh enzim mirosinase pada pH rendah (3-5).

48



Berdasarkan Mullaney (2013) bahwa pada saat kondisi pH rendah, bakteri asam laktat dapat
mengkonversi glukosinolat dalam jumlah sedikit menjadi nitril. Adanya hubungan antara
aktivitas Epithiospecifier protein (ESP) dengan pembentukan sulforafan nitril dalam fermentasi
kubis juga mempengaruhi proses degradasi glukosinolat dengan prekusor glukorafanin menjadi
sulforafan nitril. Selama proses fermentasi kecepatan pertumbuhan juga dipengaruhi oleh
ketersediaan nutrisi. Populasi dari L. plantarum tersebut bertambah sehingga mengganggu
aktivitas untuk hidrolisis glukosinolat dalam jumlah yang lebih besar. Pada proses ini terjadi
pemecahan dinding sel tanaman dengan bantuan mikroorganisme. L. plantarum yang diketahui
memiliki enzim pemecah dinding sel (selulase, pektinase, dan B-glukosidase) (Kung et al., 2010;
Matthews et al., 2004; Sieuwerts et al., 2018). Sekresi enzim tersebut oleh bakteri, bersama
dengan proses pemotongan kubis selama proses pre-treatment dapat membantu memecah

dinding sel tanaman, sehingga membantu melepaskan enzim mirosinase dalam jumlah sedikit.
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BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari penelitian tentang fermentasi kubis

menggunakan L. plantarum sebagai berikut :

1. Volume inokulum optimum untuk menurunkan kadar tanin kubis sebanyak 29,03%
melalui proses fermentasi dengan L. plantarum adalah 5% (kadar tannin 48,0214
mg/100 g berat segar).

2. pH optimum untuk menurunkan kadar tanin sebanyak 11,49% dalam kubis melalui
proses fermentasi dengan volume inokulum L. plantarum 5% (v/v) adalah 6 (kadar
tannin 75,9378 mg/100 g berat segar).

3. Waktu inkubasi jam ke-72 lebih berpengaruh terhadap produksi metabolit sekunder.
Kandungan biomassa kubis menunjukkan adanya senyawa isotiosianat yaitu iberin
dan sulforafan. Jenis asam yang berhasil diidentifikasi dalam filtrat hasil fermentasi

kubis adalah asam laktat dan asam asetat.

6.2 Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu perlu identifikasi jenis asam-asam organik

lainnya, seperti asam galat dengan metode spektrofotometri dan dilakukan kuantisasi asam.
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