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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN  

4.1 Hasil Uji Ekstrak Pod Kakao  
4.1.1 Total Soluble Phenol (TSP) Pod Kakao  

Penelitian telah dilakukan selama 35 hari lama inkubasi 
diperoleh hasil data total fenol terlarut (Uji TSP). Berdasarkan 
hasil analisis data ragam (Lampiran 11) tersebut, diketahui 
bahwa lama inkubasi mempengaruhi nilai total fenol terlarut 
secara nyata.  Hasil penelitian pod kakao hari ke 0-35 yang 
telah melalui uji TSP, didapatkan hasil rata-rata TSP tertinggi 
yaitu pada lama inkubasi hari ke-21 dengan nilai TSP 0,143 
mg/g. Data hasil uji TSP dapat dilihat pada Tabel 4.1.   

Tabel 4.1 Data Hasil Uji Total Soluble Phenol (TSP)  

Lama Fermentasi (Hari)  TSP (mg/g)  Notasi 

0 0,117 abc 

7 0,124 bc 

14 0,120 abc 

21 0,143 c 

28 0,098 ab 

35 0,099 a 
Keterangan: Angka dalam tabel dtandai oleh huruf yang sama 

menunjukkan berbeda nyata pada uji BNJ (Uji Tukey) 5% 

Total fenol dapat dihasilkan dari sejumlah molekul 
sederhana yaitu senyawa fenolik, hingga molekul kompleks 
(Stevi et. al., 2012), pengujian TSP bertujuan untuk menentukan 
total senyawa fenolik yang terkandung dalam respon (Shahidi 
dan Marian, 1995). Berdasar Tabel 4.1 hasil rata-rata TSP 
terendah didapatkan pada hari ke-28 sebanyak 0,098 mg/g, 
sedangkan hasil rata-rata TSP tertinggi didapatkan dari hari ke-
21 sebanyak 0,143 mg/g. Penambahan kombinasi nutrisi antara 
Glukosa dan CaSO4 mempengaruhi hasil TSP pada masing-
masing perlakuan, dengan demikian produksi fenol yang 
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dihasilkan juga akan mengalami kenaikan seiring dengan 
pertumbuhan jamur serpula lacrymans, namun pertumbuhan 
jamur juga dapat terhambat sehingga produksi fenol mengalami  
penurunan.  

 
Gambar 4.1 Grafik Fluktuasi Rata-rata TSP  

Data rata-rata TSP menunjukkan bahwa produksi fenol 
dari hari ke 0-35 mengalami fluktuasi. Lama waktu inkubasi 
berpengaruh signifikan terhadap nilai TSP yang dihasilkan. Hal 
ini dikarenakan jamur sebagai isolat pendegradasi lignoselulosa 
secara biologis membutuhkan waktu yang relatif lebih lama 
dibandingkan dengan metode pendegradasian lignoselulosa 
yang lain (Conde Mejia et. al., 2012). Hasil analisis statistika 
TSP dapat dilihat pada Lampiran 11.  

4.1.2 Total Gula Reduksi (TGR) Pod Kakao  

 Penelitian yang telah dilakukan selama lama inkubasi 
hari ke 0-35 diperoleh hasil data total gula reduksi (Uji TGR). 
Berdasarkan hasil analisis data ragam (Lampiran 12) tersebut, 
diketahui bahwa lama inkubasi mempengaruhi nilai total gula 
reduksi secara nyata. Data hasil uji total gula reduksi pod kakao 
selama hari ke 0-35 proses inkubasi dapat dilihat selengkapnya 
pada Tabel 4.2.   
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Tabel 4.2 Data Hasil Uji Total Gula Reduksi (TGR)  

Lama Fermentasi (Hari)  TGR (mg/g)  Notasi 

0 64,055 ab 

7 77,451 ab 

14 88,641 ab 

21 116,407 b 

28 29,723 ab 

35 14,175 a 
Keterangan: Angka dalam tabel dtandai oleh huruf yang sama 

menunjukkan berbeda nyata pada uji BNJ (Uji Tukey) 5% 

Pada tabel dapat diketahui bahwa hasil rata-rata gula 
reduksi terendah yaitu pada hari ke-35 sebanyak 14,175 mg/g, 
sedangkan hasil rata-rata gula reduksi tertinggi yaitu pada hari 
ke-21 sebanyak 116,407 mg/g. Adanya peningkatan produksi 
gula antara 23,85%-44,97% mulai hari ke-0 sampai hari ke-21 
dari hasil rata-rata gula reduksi sebanyak 64,055 mg/g hingga 
116,407 mg/g. Kemudian terjadi penurunan gula reduksi antara 
74,47%-87,82% dari hari ke-21 hingga hari ke-35 dari hasil rata-
rata gula reduksi sebanyak 116,407 mg/g hingga 14,175 mg/g. 
Jamur Serpula lacrymans selektif mendekomposisi bagian 
lignoselulosa, selulosa dan hemiselulosa setelah mendegradasi 
lignin (Hibbett dan Donoghue, 2001). Gula pereduksi 
merupakan gula sederhana hasil hidrolisis karbohidrat kompleks 
berupa glukosa (Devis, 2008). Gula pereduksi dihasilkan dari 
proses pemecahan selulosa dan hemiselulosa. Hasil 
pemecahan hemiselulosa berupa gula pentosa, dan sedikit gula 
heksosa (Surthikanthi, 2005). 
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Gambar 4.2 Grafik Fluktuasi Rata-rata TGR 

 
Berdasarkan lama inkubasi hasil rata-rata TGR 

mengalami fluktuasi. Penurunan terjadi karena S. lacrymans 
merupakan jamur yang membutuhkan nutrisi seperti glukosa 
seperti jamur lainnya. Salah satu jenis gula reduksi yaitu 
glukosa yang merupakan hasil dari degradasi selulosa dan 
termasuk sumber karbon maupun energi. Jamur sebagai 
tumbuhan heterotrofik membutuhkan sumber makanan sebagai 
substrat, sumber energi, aktivitas metabolisme dan nutrisi (Arif 
et al., 2007). Hasil analisis statistika TGR dapat dilihat pada 
Lampiran 12.  

4.1.3 pH Pod Kakao  

Penelitian yang telah dilakukan selama 35 hari lama 
inkubasi diperoleh hasil data uji pH. Berdasar hasil analisis data 
ragam (Lampiran 13), diketahui bahwa lama inkubasi 
mempengaruhi nilai pH secara nyata. Data pengamatan uji pH 
pod kakao dapat dilihat pada Tabel 4.3. Pada data pH 
menunjukkan bahwa selama proses degradasi suasana menjadi 
semakin asam. Nilai pH semakin lama menurun, walaupun 
terkadang mengalami kenaikan, namun tidak terlalu jauh nilai 
perubahannya.  
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Tabel 4.3 Data Hasil Uji pH Pod Kakao  

Lama Fermentasi (Hari)  pH   Notasi 

0 5,777 abc 

7 5,954 bc 

14 6,397 c 

21 5,843 bc 

28 5,200 ab 

35 5,344 a 
Keterangan: Angka dalam tabel dtandai oleh huruf yang sama 

menunjukkan berbeda nyata pada uji BNJ (Uji Tukey) 5% 

Menurut Fardiaz (1988), kemampuan mikroorganisme 
mulai berkurang salah satunya disebabkan faktor nutrisi yang 
mulai berkurang. Berdasarkan data pengamatan nilai rata-rata 
pH terendah yaitu 5,200 pada hari ke-28, sedangkan nilai pH 
tertinggi yaitu 6,397 pada hari ke-14. Penurunan pH dari hari ke-
0 hingga hari ke-28 terjadi sekitar 18,71%-9,99%, sedangkan 
pH mengalami kenaikan mulai hari ke-28 hingga hari ke-35 
antara 2,69%. Hasil uji pH tiap sampel perlakuan tidak jauh 
berbeda, sehingga terlihat hampir sama, namun pH masih 
berada pada suasana asam.  

 
Gambar 4.3 Grafik Fluktuasi Rata-rata pH 
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Perbedaan nilai pH ini dipengaruhi oleh lama waktu 
inkubasi selama proses degradasi lignoselulosa pod kakao yang 
mengakibatkan adanya produksi asam oksalat dan fenol, 
sehingga pH semakin menurun. Produksi Asam oksalat tersebar 
luas pada jamur pelapuk coklat yang berpotensi mengatur 
generasi hidroksil radikal dalam reaksi fenton, melalui efek 
gradien pH di sekitar hifa (Arantes et al., 2009). Faktor lain yang 
dapat mempengaruhi perubahan nilai pH yaitu keakuratan alat, 
nilai pH aquades yang digunakan, sanitasi lingkungan sekitar, 
suhu ruangan, ketelitian saat proses berlangsung, serta kondisi 
sampel yang akan diuji. Hasil analisis statistika pH hari ke 0-35 
dapat dilihat pada Lampiran 13.   

4.1.4 Susut Berat (Weight Loss) Ampas Pod Kakao  

Penelitian yang telah dilakukan selama 35 hari lama 
inkubasi diperoleh hasil data uji susut berat. Berdasarkan hasil 
analisis data ragam (Lampiran 14) tersebut, diketahui bahwa 
lama inkubasi mempengaruhi nilai susut berat secara nyata. 
Pada penelitian ini, kenaikan nilai TSP diikuti dengan kenaikan 
persentase susut berat. Hal ini menunjukkan bahwa produksi 
fenol ditandai dengan adanya degradasi lignin sehingga 
membuat berat pod kakao menjadi menurun.  

Bila dibandingkan dengan penelitian Zhang et al. (2012) 
tentang degradasi jerami padi dengan jamur pelapuk putih, 
dimana kenaikan persentase degradasi lignin juga diikuti 
dengan kenaikan persentase susut berat sampel. Sehingga 
proses susut berat pod kakao juga diindikasikan terjadi karena 
degradasi lignin dan hemiselulosa lebih dari 10 hari inkubasi. 
Lama waktu inkubasi juga dapat mempengaruhi proses 
degradasi lignoselulosa, selain itu penambahan nutrisi tiap 
sampel juga mempengaruhi hasil. Data rata-rata susut berat pod 
kakao hari ke 0-35 dapat dilihat pada Tabel 4.4.  
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Tabel 4.4 Data Hasil Uji Weight Loss Pod Kakao  

Lama Fermentasi (Hari)  Susut Berat (%)    Notasi 

0 0 a 

7 4 abc 

14 4 ab 

21 5 bc 

28 6 bc 

35 7 c 
Keterangan: Angka dalam tabel dtandai oleh huruf yang sama 

menunjukkan berbeda nyata pada uji BNJ (Uji Tukey) 5% 

Pada tabel dapat dilihat prosentase susut berat pod 
kakao mengalami fluktuasi selama masa inkubasi. Pada hari ke-
0 semua sampel memiliki prosentase yang sama yaitu 0%, data 
susut berat mulai mengalami kenaikan dari hari ke-7 hingga hari 
ke 35 antara 14,28%-42,86%. Nilai prosentase terendah yaitu 
sebanyak 4%, sedangkan nilai prosentase tertinggi yaitu 
sebanyak 7%. Hasil analisis statistika susut berat secara 
keseluruhan hari ke 0-35 pada Lampiran 14.  

 
Gambar 4.4 Grafik Fluktuasi Rata-rata Susut Berat 

Pada data tersebut dapat diketahui bahwa seiring proses 
degradasi berlangsung terjadi penurunan susut berat ampas 
pod kakao selama masa inkubasi, sehingga terjadi kenaikan 
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prosentase pada susut berat dari hari ke 0-35. Penurunan susut 
berat ampas pod kakao menunjukkan bahwa selama proses 
degradasi berlangsung terjadi produksi fenol dan juga nutrisi 
yang digunakan jamur untuk berkembang biak. Semakin lama 
proses inkubasi yang dilakukan, maka akan menyebabkan 
semakin meningkatnya kerusakan atau pelapukan yang terjadi 
pada bahan yaitu pod kakao. Lama inkubasi tersebut 
berpengaruh pada nilai prosentase susut berat yang semakin 
lama akan semakin meningkat, karena seiring dengan produk 
yang dihasilkan dari degradasi lignoselulosa akan berdampak 
pada penurunan berat bahan (Zhang et al., 2012). 

Pada penelitian ini, kenaikan nilai TSP diikuti dengan 
kenaikan persentase susut berat. Hal ini menunjukkan bahwa 
produksi fenol ditandai dengan adanya degradasi lignin 
sehingga membuat berat pod kakao menjadi menurun. Bila 
dibandingkan dengan penelitian Zhang et al. (2012) tentang 
degradasi jerami padi dengan jamur pelapuk putih, dimana 
kenaikan persentase degradasi lignin juga diikuti dengan 
kenaikan persentase susut berat sampel. Sehingga proses 
susut berat pod kakao juga diindikasikan terjadi karena 
degradasi lignin dan hemiselulosa lebih dari 10 hari inkubasi. 
Lama waktu inkubasi juga dapat mempengaruhi proses 
degradasi lignoselulosa, selain itu penambahan nutrisi tiap 
sampel juga mempengaruhi hasil.  
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4.2 Hasil Analisis Respon Surface Methode (RSM)  

Data yang diolah menggunakan aplikasi RSM Desain 
Expert 7.0.0 yaitu mengenai indikator uji TSP, TGR, pH, dan 
susut berat. Data tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.5. 
Berdasarkan tabel RSM, faktor yang digunakan adalah 
konsentrasi nutrisi glukosa dan CaSO4 yang mempengaruhi 
empat respon yaitu TSP, TGR, pH, dan susut berat. Data yang 
diolah dengan menggunakan RSM adalah data penelitian yang 
berdasarkan hasil rata-rata produksi TSP yang paling signifikan 
(berbeda nyata) yaitu pada lama inkubasi hari ke-21, sehingga 
untuk pengambilan data TGR, pH, dan susut berat juga 
disesuaikan yaitu pada hari ke-21. Tabel RSM pada aplikasi 
Desain Expert 7.0.0 dapat dilihat pada Lampiran 15.  

Tabel 4.5 Rancangan Desain RSM 

 
Keterangan :  

X1 = Nutrisi Glukosa (%(g/L)) 
X2 = Ntrisi CaSO4(%(g/L))  

  

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

TSP 
(mg/g) 

TGR 
(mg/g) 

pH 
Susut 

Berat (%) 

1 -1 -1 1 0,250 0,169 137,411 6,17 1 

2 1 -1 3 0,250 0,138 81,998 6,84 4 

3 -1 1 1 1 0,268 74,182 6,39 0 

4 1 1 3 1 0,123 39,361 5,19 1 

5 -1,414 0 0,586 0,625 0,135 199,588 5,79 1 

6 1,414 0 3,414 0,625 0,230 176,391 5,84 1 

7 0 -1,414 2 0,095 0,239 226,143 6,39 1 

8 0 1,414 2 1,155 0,155 96,527 5,54 2 

9 0 0 2 0,625 0,126 88,060 6,06 0 

10 0 0 2 0,625 0,121 141,069 6,26 2 

11 0 0 2 0,625 0,079 139,465 5,18 3 

12 0 0 2 0,625 0,140 132,150 6,34 1 

13 0 0 2 0,625 0,091 85,555 6,71 0 
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4.2.1 Respon TSP  

 Rancangan komposit terpusat terhadap data TSP pada 
hari ke-21 yang diolah menggunakan aplikasi RSM Desain 
Expert 7.0.0 dapat dilihat pada Tabel 4.6.  

Tabel 4.6 Rancangan RSM TSP Hari ke-21  

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

Kadar TSP 
(mg/g) 

1 -1 -1 1,000 0,250 0,169 

2 1 -1 3,000 0,250 0,138 

3 -1 1 1,000 1,000 0,268 

4 1 1 3,000 1,000 0,123 

5 -1,414 0 0,586 0,625 0,135 

6 1,414 0 3,414 0,625 0,230 

7 0 -1,414 2,000 0,095 0,239 

8 0 1,414 2,000 1,155 0,155 

9 0 0 2,000 0,625 0,126 

10 0 0 2,000 0,625 0,121 

11 0 0 2,000 0,625 0,079 

12 0 0 2,000 0,625 0,140 

13 0 0 2,000 0,625 0,091 

 

 Hasil analisis anova respon TSP pada hari ke-21 diolah 
menggunakan aplikasi Desain Expert 7.0.0 menggunakan 
model kuadratik. Dari permukaan respon TSP (Y1) terhadap 
faktor glukosa (A atau X1) dan CaSO4 (B atau X2) didapatkan 
persamaan model kuadratik yang dihasilkan yaitu sebagai 
berikut:  
Y1 = 0,110 – 0,005 A – 0,004 B – 0,029 AB + 0,032 A2 + 0,039 

B2 ….................................................................................. (1)  
Persamaan TSP dalam bentuk variabel sebenarnya (aktual) 
yaitu:  
Y1 = 0,268 - 0,084 X1 - 0,206 X2 - 0,077 X1X2 + 0,032 X1

2 + 
0,278 X2

2 ………......................................................……. (2)  
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 Model persamaan kuadratik (Y1) dari hasil analisis ragam 
R2 = 0,4884 menjelaskan 48,84% total ragam masuk dalam nilai 
TSP sehingga model dapat mejelaskan kodisi sebenarnya dari 
konsentrasi glukosa dan CaSO4 terhadap nilai TSP, sedangkan 
sisanya sebanyak 51,16% dipengaruhi oleh faktor lain diluar 
model yang ditentukan. Model Grafik 3D surface (kurva 
permukaan respon) TSP dapat dilihat pada Gambar 4.5 yang 
menunjukkan kedua faktor saling berinteraksi terhadap respon.  

 

Gambar 4.5 Permukaan Respon TSP  

 Pada Gambar 4.5 menunjukkan kurva respon 
permukaan kadar TSP dengan bentuk kurva melengkung 
kebawah yang artinya optimasi minimal. Nilai optimal dapat 
ditetukan dari kurva dengan melihat titik penambahan 
konsentrasi nutrisi glukosa (X1) sebanyak 1,00% g/L dan CaSO4 
(X2) sebanyak 0,25% g/L yang disubstitusikan dalam persamaan 
Y1 (aktual), sehingga didapatkan nilai respon TSP sebesar 
0,163 mg/g. Respon TSP dipilih berdasar hasil statstik yang 
direkomendasikan pada Fit Summary yaitu model kuadratik. 
Pada analisis keragaman (ANOVA) (Lampiran 16) menujukkan 
bahwa model yang dipilih tidak signifikan terhadap respon TSP 
karena nilai p-value lebih besar dari 0,05 yaitu 0,3501 > 0,05 
dan uji lack of fit  signifikan karena p-value 0,0297 < 0,05 
dimana seharusnya hasil lack of fit tidak signifikan yaitu p-value 
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> 0,05. Hasil model tidak signifikan berarti bahwa tidak ada 
model yang cocok untuk respon TSP dan lack of fit yang 
signifikan menunjukkan adanya ketidaksesuaian respon dengan 
model yang didapatkan (Christi, 2015). Suatu model dikatakan 
fit apabila nilai p-value dari lack of fit lebih dari 0,05 (Haliza et 
al., 2012).  

Berdasar hasil analisis ragam, nutrisi yang lebih 
berpengaruh pada respon TSP dapat dilihat pada nilai p-value 
yang paling rendah yaitu nutrisi CaSO4 (B

2) sebesar 0,0967 jika 
dibandingkan dengan nutrisi glukosa (A2) sebesar 0,1638. 
Glukosa dapat mendorong pertumbuhan jamur dan 
metabolisme, namun tingkat konsentrasi yang lebih tinggi dari 
glukosa dapat memiliki efek membatasi pada kemampuan jamur 
dalam mendegradasi (Ali et. al., 2010) sehingga produksi fenol 
juga menurun. Sementara semua jamur dalam masa 
pertumbuhannya tetap memerlukan kalsium (Ca) sebagai 
mikronutrien (Jellison et al., 1997) dalam jumlah yang tidak 
terlalu banyak. Hasil pengolahan data TSP selengkapnya dapat 
dilihat pada Lampiran 16.  
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4.2.2 Respon TGR 

 Rancangan komposit terpusat terhadap data TGR hari 
ke-21 yang diolah menggunakan aplikasi RSM Desain Expert 
7.0.0 dapat dilihat pada Tabel 4.7.  

Tabel 4.7 Rancangan RSM TGR Hari ke-21 

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

Kadar TGR 
(mg/g) 

1 -1 -1 1,000 0,250 137,411 

2 1 -1 3,000 0,250 81,998 

3 -1 1 1,000 1,000 74,182 

4 1 1 3,000 1,000 39,361 

5 -1,414 0 0,586 0,625 199,588 

6 1,414 0 3,414 0,625 176,391 

7 0 -1,414 2,000 0,095 226,143 

8 0 1,414 2,000 1,155 96,527 

9 0 0 2,000 0,625 88,060 

10 0 0 2,000 0,625 141,069 

11 0 0 2,000 0,625 139,465 

12 0 0 2,000 0,625 132,150 

13 0 0 2,000 0,625 85,555 

 

Hasil data respon TGR pada hari ke-21 diolah 
menggunakan aplikasi Desain Expert 7.0.0 menggunakan 
model linier. Model persamaan linier yang dihasilkan dari respon 
TGR (Y2) terhadap faktor glukosa (A atau X1) dan CaSO4 (B 
atau X2) adalah sebagai berikut:  
Y2 = 126,980 – 20,090 A – 36,310 B ……………………….... (1)  
Persamaan TGR dalam bentuk variabel sebenarnya (aktual) 
yaitu:  
Y2 = 227,670 - 20,091 X1 - 96,815 X2 ………………………..... (2)  
 

Model Persamaan linier (Persamaan Y2) berdasarkan 
analisis ragam R2 = 0,1418 menjelaskan bahwa 14,18% total 
ragam masuk dalam TGR, sehingga model dapat menerangkan 
kodisi nyata dari pengaruh konsentrasi glukosa dan CaSO4 
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terhadap respon TGR, sedangkan sisanya sebanyak 85,82% 
dipengaruhi oleh faktor lain diluar model yang ditentukan. Model 
grafik 3D surface TGR dapat dilihat pada Gambar 4.6.  

 

Gambar 4.6 Permukaan Respon TGR  

Pada Gambar 4.6 menunjukkan kurva respon 
permukaan kadar TGR, dapat dilihat bentuk kurva dengan grafik 
lurus. Nilai optimal dapat ditetukan dari kurva dengan melihat 
titik penambahan konsentrasi nutrisi glukosa (X1) sebanyak 
1,00% g/L dan CaSO4 (X2) sebanyak 0,25% g/L yang 
disubstitusikan dalam persamaan Y2 (aktual), sehingga 
didapatkan nilai respon TGR sebesar 183,375 mg/g.  

Respon TGR tidak memiliki model yang signifikan, 
namun dipilih model berdasar hasil statistik pada Fit Summary 
yang memiliki Adjusted R-Squared terbesar dengan press 
terkecil yaitu model linier. Hasil model tidak signifikan 
menunjukkan bahwa tidak ada model yang cocok untuk respon 
TGR dan lack of fit yang signifikan menunjukkan adanya 
ketidaksesuaian respon dengan model yang didapatkan (Christi, 
2015). Berdasar hasil analisis ragam, nutrisi yang lebih 
berpengaruh pada respon TGR dapat dilihat pada nilai p-value 
yang paling rendah yaitu nutrisi CaSO4 (B

2) sebesar 0,2870 jika 
dibandingkan dengan nutrisi glukosa (A2) sebesar 0,5476. Hasil 
olah data TGR selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 17. 
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4.2.3 Respon pH  

 Rancangan komposit terpusat terhadap data pH pada 
hari ke-21 yang diolah menggunakan aplikasi RSM Desain 
Expert 7.0.0 dapat dilihat pada Tabel 4.8.  
 

Tabel 4.8 Rancangan RSM pH Hari ke-21 

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

pH  

1 -1 -1 1,000 0,250 6,17 

2 1 -1 3,000 0,250 6,84 

3 -1 1 1,000 1,000 6,39 

4 1 1 3,000 1,000 5,19 

5 -1,414 0 0,586 0,625 5,79 

6 1,414 0 3,414 0,625 5,84 

7 0 -1,414 2,000 0,095 6,39 

8 0 1,414 2,000 1,155 5,54 

9 0 0 2,000 0,625 6,06 

10 0 0 2,000 0,625 6,26 

11 0 0 2,000 0,625 5,18 

12 0 0 2,000 0,625 6,34 

13 0 0 2,000 0,625 6,71 

 

Hasil data respon pH pada hari ke-21 diatas yang diolah 
menggunakan aplikasi Desain Expert 7.0.0 menggunakan 
model linier. Model persamaan linier yang dihasilkan respon pH 
(Y3) terhadap faktor glukosa (A atau X1) dan CaSO4 (B atau X2) 
adalah sebagai berikut:  
Y3 = 6,000 + 0,098 A + 0,042 B ……………………………..... (1)  
Persamaan pH dalam bentuk variabel sebenarnya (aktual) yaitu:  
Y3 = 5,736 + 0,098 X1 + 0,112 X2 ............................................ (2)  

Model Persamaan linier (Persamaan Y3) berdasarkan 
analisis ragam R2 = 0,0168 menjelaskan bahwa 1,68% total 
ragam masuk dalam pH, sehingga model dapat menerangkan 
kodisi nyata dari pengaruh konsentrasi glukosa dan CaSO4 
terhadap respon pH, sedangkan sisanya dipengaruhi oleh faktor 
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lain diluar model yang ditentukan misalnya lingkungan, suhu, 
maupun nutrisi. Pada umumnya, jamur menyukai suasana yang 
asam untuk pertumbuhannya, kisaran pH yang optimum untuk 
jamur pelapuk kayu adalah 4,5-5,5 (Muslimah dan Nengah, 
2013). Berdasarkan warna pada grafik 3D surface, nilai pH 
semakin mendekati optimal apabila mendekati warna merah, 
sedangkan jika berada diarea warna hijau atau biru maka 
semakin menurun atau jauh dari titik optimal. Model grafik 3D 
surface pH dapat dilihat pada Gambar 4.7.  

 

Gambar 4.7 Permukaan Respon pH  

 Respon pH tidak memiliki model yang signifikan, namun 
dipilih model berdasar hasil statistik pada Fit Summary yang 
memiliki Adjusted R-Squared terbesar dengan press terkecil 
yaitu model linier. Hasil model tidak signifikan berarti bahwa 
tidak ada model yang cocok untuk respon pH dan lack of fit 
yang signifikan menunjukkan adanya ketidaksesuaian respon 
dengan model yang didapatkan (Christi, 2015). Berdasar hasil 
analisis ragam, nutrisi yang lebih berpengaruh pada respon pH 
dapat dilihat pada nilai p-value yang paling rendah yaitu nutrisi 
glukosa (A2) sebesar 0,7116 jika dibandingkan dengan nutrisi 
CaSO4 (B

2) sebesar 0,8742.  

Pada Gambar 4.7 menunjukkan kurva respon 
permukaan pH, dapat dilihat bentuk kurva dengan grafik lurus. 
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Grafik lurus menunjukan bahwa penambahan nutrisi glukosa 
dan CaSO4 berpengaruh secara signifikan terhadap respon pH. 
Nilai optimal dapat ditentukan dari kurva dengan melihat titik 
penambahan konsentrasi nutrisi glukosa (X1) sebanyak 1,00% 
g/L dan CaSO4 (X2) sebanyak 0,25% g/L yang disubstitusikan 
dalam persamaan Y3 (aktual), sehingga didapatkan nilai respon 
pH sebesar 5,862. Kadar glukosa yang lebih tinggi juga 
menciptakan kondisi asam dalam media kultur (Ali et. al., 2010). 
Hasil pengolahan data pH menggunakan RSM Desain Expert 
7.0.0 selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 18.  

4.2.4 Respon Susut Berat 

 Rancangan komposit terpusat terhadapdata susut berat 
pada hari ke-21 yang diolah menggunkan aplikasi RSM Desain 
Expert 7.0.0 yaitu pada Tabel 4.9.  
 

Tabel 4.9 Rancangan RSM Susut Berat Hari ke-21 

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

Susut Berat 
(%)  

1 -1 -1 1,000 0,250 0,013 

2 1 -1 3,000 0,250 0,037 

3 -1 1 1,000 1,000 0,004 

4 1 1 3,000 1,000 0,012 

5 -1,414 0 0,586 0,625 0,009 

6 1,414 0 3,414 0,625 0,010 

7 0 -1,414 2,000 0,095 0,008 

8 0 1,414 2,000 1,155 0,021 

9 0 0 2,000 0,625 0,003 

10 0 0 2,000 0,625 0,021 

11 0 0 2,000 0,625 0,026 

12 0 0 2,000 0,625 0,008 

13 0 0 2,000 0,625 0,002 

 

Hasil data respon susut berat pada hari ke-21 yang 
diolah menggunakan aplikasi Desain Expert 7.0.0 menggunakan 
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model linier. Model persamaan linier yang dihasilkan respon 
susut berat (Y4) terhadap faktor glukosa (A atau X1) dan CaSO4 
(B atau X2) adalah sebagai berikut:  
Y4 = 0,013 + 0,004 A – 0,002 B ……….………………………. (1)  
Persamaan susut berat dalam bentuk variabel sebenarnya 
(aktual) yaitu:  
Y4 = 0,008 + 0,004 X1 – 0,005 X2 ………………………………. (2)  
 

Model Persamaan linier (Persamaan Y4) berdasarkan 
analisis ragam R2 = 0,1348 menjelaskan bahwa 13,48% total 
ragam masuk dalam susut berat, sehingga model dapat 
menerangkan kodisi nyata dari pengaruh konsentrasi glukosa 
dan CaSO4 terhadap respon susut berat, sedangkan sisanya 
86,52% dipengaruhi oleh faktor lain di luar model yang 
ditentukan. Model Grafik dan kontur 3D surface susut berat 
dapat dilihat pada Gambar 4.8.  

 

Gambar 4.8 Permukaan Respon Susut Berat (Weight Loss)  

 Respon susut berat tidak memiliki model yang signifikan, 
namun dipilih model berdasar hasil statistik pada Fit Summary 
yang memiliki Adjusted R-Squared terbesar dengan press 
terkecil yaitu model linier. Hasil model tidak signifikan 
menunjukkan bahwa tidak ada model yang cocok untuk respon 
susut berat dan hasil lack of fit yang signifikan menunjukkan 
adanya ketidaksesuaian respon dengan model yang didapatkan 
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(Christi, 2015). Berdasar hasil analisis ragam, nutrisi yang lebih 
berpengaruh pada respon susut berat dapat dilihat pada nilai p-
value yang paling rendah yaitu nutrisi glukosa (A2) sebesar 
0,2828 jika dibandingkan dengan nutrisi CaSO4 (B2) sebesar 
0,6151. 

Pada Gambar 4.8 menunjukkan kurva respon 
permukaan susut berat dengan bentuk kurva grafik lurus. 
Respon permukaan grafik lurus menunjukan bahwa 
penambahan nutrisi glukosa dan CaSO4 berpengaruh secara 
signifikan terhadap respon susut berat. Nilai optimal dapat 
ditentukan dari kurva dengan melihat titik penambahan 
konsentrasi nutrisi glukosa (X1) sebanyak 1,00% g/L dan CaSO4 
(X2) sebanyak 0,25% g/L yang disubstitusikan dalam persamaan 
Y4 (aktual), sehingga didapatkan nilai respon susut berat 
sebesar 0,011. Hasil respon permukaan susut berat 
menunjukan bahwa nilai susut berat mengalami kenaikan pada 
penambahan nutrisi glukosa dengan batas tertinggi dan CaSO4 
pada batas terendah. Hasil pengolahan data susut berat 
menggunakan RSM Desain Expert 7.0.0 selengkapnya dapat 
dilihat pada Lampiran 19.  

4.2.5 Solusi Optimal RSM  

 Hasil analisis data RSM Desain Expert 7.0.0 didapatkan 
empat solusi optimal, dimana solusi optimal yang terpilih adalah 
penambahan nutrisi  dengan konsentrasi glukosa 1,00 % dan 
CaSO4 0,25% yaitu nilai TSP = 0,163 mg/g, nilai TGR = 183,375 
mg/g, nilai pH = 5,86, dan susut berat = 0,011 atau 1,1%, 
dengan desirability = 0,609 yang menunjukkan tingkat ketepatan 
data cukup mendekati nilai 1, dimana nilai yang semakin 
mendekati nilai 1 maka ketepatan optimasinya semakin baik. 
Hasil Solusi pada RSM Desain Expert 7.0.0 selengkapnya dapat 
dilihat pada Lampiran 20.  
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4.3 Hasil Uji LCMS/MS Asam Ferulat dan Vanillin Pod Kakao  

Hasil dari degradasi lignoselulosa pod kakao oleh jamur 
Serpula lacrymans, didapatkan data Total Soluble Phenol (TSP) 
paling signifikan pada lama inkubasi hari ke-21 (W3). Pada hari 
ke-21, nilai TSP tertinggi didapatkan dari perlakuan 
penambahan glukosa 1,000% dan CaSO4 1,000%, dengan nilai 
TSP 0,268 mg/g dari sampel kode F3W3. Namun setelah 
dilakukan pengolahan data menggunakan RSM, didapatkan 
hasil solusi optimal yaitu pada penambahan glukosa 1,000% 
dan CaSO4 0,250% (kode F1W3) dengan nilai TSP 0,169 mg/g. 
Nilai TSP berbagai perlakuan penambahan glukosa dan CaSO4 
dapat dilihat pada Tabel 4.10.  

Tabel 4.10 Nilai TSP dengan Penambahan Nutrisi Glukosa dan 

CaSO4  

No 

Variabel Kode Variabel Asli Respon 

X1 X2 
Glukosa 
(%(g/L)) 

CaSO4 
(%(g/L)) 

Kadar TSP 
(mg/g) 

1 -1 -1 1,000 0,250 0,169 

2 1 -1 3,000 0,250 0,138 

3 -1 1 1,000 1,000 0,268 

4 1 1 3,000 1,000 0,123 

5 -1,414 0 0,586 0,625 0,135 

6 1,414 0 3,414 0,625 0,230 

7 0 -1,414 2,000 0,095 0,239 

8 0 1,414 2,000 1,155 0,155 

9 0 0 2,000 0,625 0,126 

10 0 0 2,000 0,625 0,121 

11 0 0 2,000 0,625 0,079 

12 0 0 2,000 0,625 0,140 

13 0 0 2,000 0,625 0,091 

Sampel F1W3 dengan nilai TSP yang paling optimal diuji 
menggunakan alat LC-MS/MS agar dapat dideteksi senyawa 
asam ferulat (ferulic acid) dan vanillin. Liquid Chromatograph-
tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) merupakan teknik 
kromatografi cair dengan detector spectrometer massa (Michael 
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and Christoph, 2008). Metode ini dapat menganalisis hingga 60 
sampel dalam waktu 24 jam (Chico et al., 2008). Hasil yang 
spesifik diperoleh dari spectrometer massa sebagai detektor. 
Hasil uji LC MS/MS dari sampel F1W3 dapat dilihat pada 
Gambar 4.9.  

 

Gambar 4.9 Hasil Analisis LC MS/MS Ekstrak Pod Kakao Perlakuan 
Penambahan Glukosa 1,000% dan CaSO4 
0,250%dengan Lama Inkubasi 21 hari 

Pada diatas grafik dari hasil uji LC MS/MS menunjukkan 
bahwa terdapat dua komponen senyawa fenolik, yaitu ferulic 
acid (asam ferulat) dan sinapaldehyde. Pada grafik keterangan 
RT: 0.00-9.01 yang menunjukkan rentang waktu pendeteksian 
senyawa dan SM: 5G. Dari grafik secara keseluruhan, 
komponen vanillin tidak terdeteksi dengan menggunakan LC 
MS/MS. Pendeteksian komponen senyawa dapat dilakukan 
dengan jumlah berat molekul pada masing-masing senyawa. 
Pada peneltian sebelumnya yang telah dilakkan oleh sanz et. al. 
(2012), diketahui komponen senyawa fenolik melalui berat 
molekul masing-masing senyawa, seperti: berat molekul asam 
ferulat yaitu 193, vanillin yaitu 151, dan synapaldehyde yaitu 
207.  

Terdeteksi atau tidaknya asam ferulat pada hasil grafik 
uji LC MS/MS dapat diketahui dengan memasukkan berat 
molekul dari komponen tersebut pada software yang digunakan 
untuk menganalisisnya. Pada Gambar 4.10 terlihat grafik yang 
menonjol dengan keterangan RT: 2.00 yang menunjukkan 
waktu terdeteksinya dan AA: 2855. Asam ferulat memiliki berat 
molekul 193.000 MS ICIS.  
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Gambar 4.10 Hasil Analisis Asam Ferulat Menggunakan LC MS/MS 

Analisis hasil uji LC MS/MS untuk mengetahui ada atau 
tidaknya vanillin pada ekstrak pod kakao menggunakan berat 
molekul vanillin, yaitu 151.000 MS. Berdasarkan Gambar 4.11, 
komponen vanillin tersebut tidak dapat ditemukan pada sampel. 
Hal tersebut dapat terlihat pada gambar dimana tidak ada grafik 
yang terlalu menonjol dan hampir berdekatan (hampir sama). 
Hasil tersebut menunjukkan bahwa kemungkinan isomer vanillin 
yang ada pada ekstrak terlalu rendah atau terlalu sedikit, 
sehingga sulit terdeteksi. 

 
Gambar 4.11 Hasil Analisis Vanillin Menggunakan LC MS/MS 

Pada Gambar 4.9, terdapat komponen sinapaldehyde. 
Penentuan adanya komponen tersebut yaitu dengan 
menggunakan berat molekul sebesar 207.000 MS ICIS. Gambar 
grafik pendeteksian komponen sinapaldehyde pada ekstrak pod 
kakao dapat dilihat pada Gambar 4.12 berikut:  

 
Gambar 4.12 Hasil Analisis Sinapaldehyde Menggunakan LC MS/MS   


