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Pengaruh Penambahan Garam NaCl dan Campuran
Mikroorganisme Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae terhadap Perubahan Kadar Oksalat dan Asam
Total pada Fermentasi Kubis (Brassica oleraceae)

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menurunkan kadar oksalat dan
meningkatkan kadar asam total dengan proses fermentasi
menggunakan mikroorganisme lokal (MOL), campuran (A.aceti dan
S.cerevisiae) dan penambahan garam. Fermentasi dilakukan dalam
sistem terendam dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10 hari.
Campuran menggunakan perbandingan 1:1 (v/v dalam 100 mL
akuades). Tahapan dari penelitian ini meliputi: 1) fermentasi kubis
menggunakan MOL dan campuran tanpa penambahan garam, 2)
fermentasi kubis menggunakan MOL dan campuran dengan
penambahan garam 0%-5% , pengukuran kadar asam total dan oksalat
serta analisis data. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa
fermentasi campuran (tanpa penambahan garam) mempercepat
hidrolisis oksalat yaitu 0,067 mg/100g FW (Hari ke-4) dan kadar asam
total tertinggi sebesar 0,41 % (Hari ke-3). Fermentasi MOL
menghasilkan kadar oksalat 0,072 mg/100g FW (Hari ke-6) dan kadar
asam total tertinggi sebesar 0,53% (Hari ke-7). Kondisi optimum
penambahan garam pada fermentasi kubis dengan campuran (A.aceti
dan S.cerevisiae) yaitu kadar oksalat 0,056 mg/100g FW (konsentrasi
garam 3 % di hari ke- 4) dan kadar asam total tertinggi sebesar 0,357
% (knsentrasi garam 1 % di hari ke-4). Fermentasi MOL dengan
penambahan garam dihasilkan kadar oksalat terendah sebesar 0,039
mg/100g FW (konsentrasi garam 3 % di hari ke-7) dan kadar asam
total tertinggi sebesar 0,755 % (konsentrasi garam 1 % di hari ke-7).
Berdasar-kan hasil uji statistik One-Way dan Two-Way ANOVA
bahwa waktu fermentasi berpengaruh nyata pada seluruh perlakuan
fermentasi dengan P<0.05. Namun, penambahan garam tidak berbeda
nyata pada kadar asam total dan kadar oksalat pada kedua perlakuan
dengan nilai P>0.05, kecuali kadar asam total fermentasi MOL dengan
P<0.05.

Kata kunci : Fermentasi, Mikroorganisme lokal, Acetobacter aceti,
Saccharomyces cerevisiae, Kubis
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Addition Effect of NaCl Salt and Mixture of Acetobacter
aceti and Saccharomyces cerevisiae Microorganisms on
Changing Oxalate and Total Acidity Levels in Fermented
Cabbage (Brassica oleraceae)

ABSTRACT

This study aims to reduce oxalate levels and increase total acid
levels by fermentation using local microorganisms (MOL), mixtures
(A.aceti and S.cerevisiae) and addition of salt. Fermentation is carried
out in a submerged system and incubated at room temperature for 10
days. The mixture uses a ratio of 1: 1 (v / v in 100 mL of distilled
water). The stages of this study includes: 1) cabbage fermentation
using MOL and mixtures without additional salt, 2) fermentation of
cabbage using MOL and mixtures with 0% -5% salt addition and data
analysis.. The results from this study indicate that mixed fermentation
(without salt addition) accelerates oxalate hydrolysis, which is 0.067
mg / 100g FW (Day 4) and the highest total acid level is 0.41% (Day
3). MOL fermentation produces oxalate levels of 0.072 mg / 100g FW
(Day 6) and the highest total acid content of 0.53% (Day 7). The
optimum condition for adding salt to the cabbage fermentation mixture
(A.aceti and S.cerevisiae) was oxalate content of 0.056 mg/ 100 g FW
(3% salt concentration on day 4) and the highest total acid content was
0.357% (1% salt concentration in day 4) MOL fermentation with the
addition of salt produces the lowest oxalate level of 0.039 mg / 100g
FW (3% salt concentration on day 7) and the highest total acid level
of 0.755% (1% salt concentration on day 7). Based on the results of
the One-Way and Two-Way ANOVA statistical tests, the fermentation
time significantly affected all fermentation treatments with P <0.05.
However, the addition of salt did not differ significantly from the total
acid levels and oxalate levels in the two treatments with a P> 0.05,
except the total acid MOL fermentation rate with P <0.05

Keywords : Fermentation, Local Microorganisme, Acetobacter aceti,
Saccharomyces cerevisiae, Cabbage
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki tanah yang subur dikarenakan kaya akan
unsur hara. Selain itu, negara ini terletak di wilayah tropis yang
memiliki curah hujan dan intensitas sinar matahari yang cukup tinggi
sehingga menyebabkan tumbuhnya berbagai spesies tumbuhan,
seperti sayur-sayuran. Hal ini menjadi salah satu penyebab Indonesia
menjadi negara agraris yaitu sebagian masyarakat berprofesi sebagai
petani. Salah satu jenis sayuran yang banyak ditanami oleh petani di
Indonesia adalah kubis.

Salah satu sayuran yang sering tumbuh diwilayah pegunungan,
mudah hilang kesegarannya dan biasanya terjual dalam kuantitas yang
sedikit adalah kubis (Brassica oleraceae L. var. capitata L) [1]. Kubis
memiliki banyak khasiat dikarenakan mengandung banyak zat
mineral, protein, riboflavin, tiamin dan lain-lain. Namun, zat
antinutrisi pada kubis juga cukup tinggi [1]. Salah satu kadar
antinutrisi didalam kubis adalah oksalat yang dapat mebentuk Kristal
kalsium-oksalat sehingga dapat menyebabkan batu ginjal ataupun
dapat menghambat penyerapan nutrisi yang masuk ke dalam tubuh.
Pada umumnya, kubis yang sudah dibuang atau yang sudah layu akan
mengalami proses fermentasi alami menghasilkan zat asam seperti
asam asetat. Fermentasi merupakan proses katabolisme senyawa
kimia sehingga menghasilkan energi. Fermentasi dibagi menjadi dua
yaitu fermentasi mikroorganisme lokal (MOL) dan campuran
mikroorganisme. Fermentasi MOL melibatkan bakteri Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbruckil, Lactobacillus fermentum, dan
Lactobacillus brevis yang akan tumbuh dan berkembang apabila kubis
mengalami pembusukkan dan kerusakan selama beberapa hari dengan
menghasilkan zat asam melalui proses fermentasi. Fermentasi
campuran mikroorganisme melibatkan penambahan mikroorganisme
yang telah melalui proses peremajaan dilaboratorium [1].

Beberapa penelitian menjelaskan bahwa penambahan variasi
garam NaCl yang tepat seperti 2%, 2,5% dan 3% pada fermentasi
spontan kubis memberikan pengaruh pada peningkatan serat. Namun,
terjadi penurunan pada kadar vitamin C dan asam total. Selain itu,
dalam penelitian tersebut tidak memberikan pengaruh yang signifikan
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terhadap kadar karbohidrat, protein dan lemak sedangkan
pertumbuhan bakteri yang cenderung konstan [2]. Adapun penelitian
yang dilakukan pada optimasi dua varietas kubis secara fermentasi
spontan menjelaskan bahwa pemberian variasi kadar garam 1%, 1,5%
dan 2% yang berbeda menghasilkan kadar asam total yang sangat
rendah pada salah satu varietas[3].

Acetobacter aeti merupakan bakteri aerob penghasil asam cuka
yang baik pada pH optimum yaitu pada pH 5-6. Salah satu literature
menyebutkan bahwa bakteri tersebut memiliki enzim oksalat-CoA
transferase yang dapat mendegradasi oksalat menjadi asam asetat[4].
S.cerevisiae merupakan mikroorganisme untuk fermentasi alkohol,
Namun, penelitian terbaru menyebutkan bahwa S.cerevisiae ini
memiliki enzim oksalil-CoA sintase yang dapat mendegradasi oksalat
menjadi karbon dioksida[5].

Berdasar-kan beberapa penelitian tersebut, sampai saat ini belum
ada penelitian membandingkan fermentasi Kkubis terendam
(submerged) dengan perlakuan tanpa pemberian garam NaCl,
pemberian variasi konsentrasi garam NaCl dan penambahan starter
mikroorganisme dalam menjelaskan perubahan kadar oksalat dan
asam total selama 10 hari. Oleh karena itu, kajian dari penelitian ini
yaitu pengaruh penambahan garam dan tanpa garam terhadap kadar
oksalat dan asam total pada fermentasi kubis dalam sistim terendam.
Fermentasi kubis dengan penambahan garam yang tepat dengan
mikroorganisme lokal maupun inokulum campuran Acetobacter aceti
dan Saccharomyces cerevisiae diharapkan dapat menurun kadar
oksalat serta menghasilkan asam total.

1.2 PERUMUSAN MASALAH

Perumusan masalah dalam penelitian ini meliputi:

1. Bagaimana pengaruh proses fermentasi kubis dengan
mikroorganisme lokal dan starter campuran S. cereviceae dan
A. aceti terhadap kadar oksalat dan asam total ?

2. Bagaimana pengaruh penambahan garam dapur (NaCl) 1%-
5% terhadap kadar oksalat dan asam total pada fermentasi
kubis dengan mikroorganisme lokal ?

3. Bagaimana pengaruh penambahan garam dapur (NaCl) 1%-
5% terhadap kadar oksalat dan asam total pada fermentasi



kubis dengan inokulum campuran Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae ?

1.3 BATASAN MASALAH
Batasan masalah dalam penelitian ini meliputi :

1.

2.

3.

4.

5.

Kubis yang digunakan adalah kubis putih (Brassica oleraceae
L. var. capitata L)

Starter yang digunakan adalah A.aceti dan S.cerevisiae
dengan perbandingan (1:1) dengan volume inokulum
campuran 15 % (v/v dalam 100 mL akuades)

Fermentasi dilakukakan selama 10 hari dengan analisis kadar
oksalat dan asam total tiap hari.

Temperatur selama proses fermentasi adalah temperatur ruang
dan konstan.

pH media inokulum yang digunakan adalah 4

1.4 TUJUAN PENELITIAN
Tujuan dalam penelitian ini meliputi:

1.

Mengetahui pengaruh proses fermentasi kubis dengan
mikroorganisme lokal dan starter campuran terhadap kadar
oksalat dan asam total

Mengetahui pengaruh penambahan garam dapur (NaCl) 0%-
5% terhadap kadar oksalat dan asam total pada fermentasi
kubis dengan mikroorganisme lokal

Mengetahui pengaruh penambahan garam dapur (NaCl) 0%-
5% terhadap kadar oksalat dan asam total pada fermentasi
kubis dengan inokulum campuran Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae

1.5 MANFAAT PENELITIAN

Manfaat dari penelitian ini diaharapkan dapat menjelaskan
pengaruh proses fermentasi terhadap penurunan kadar fitat oksalat dan
dapat meningkatkan nilai gizi kubis. Dari penelitian ini diaharapkan
dapat menambah wawasan dalam menjelaskan pengaruh penambahan
garam NaCl pada fermentasi dengan mikroorganisme lokal dan starter
campuran terhadap penurunan kadar oksalat dan peningkatan kadar
asam total hasil fermentasi kubis, sebagai informasi tambahan bagi
masyarakat yang ingin membuat sauerkraut dengan kondisi terbaik.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kubis
Nama Lokal : Kubis
Kingdom : Plantae
Orde : Brassicales
Famili : Brassicaceae
Genus : Brassica
Spesies : Brassica oleraceae L
Variasi : Brassica oleraceae L. var. capitata L [6]

Kubis (dikenal sejak 2000-2500 SM) merupakan sayuran
berbatang lunak yang termasuk kedalam famili Brassicaceae dan
sangat dijunjung tinggi oleh bangsa yunani kuno. Kubis sebagai
sumber vitamin, protein, lemak rendah dan karbohidrat merupakan
tanaman yang sangat bermanfaat bagi kesehatan tubuh walaupun
sayuran ini mudah kehilangan kesegarannya [7].

Tanaman kubis ini merupakan sayuran dikotil yang tumbuh
setiap satu tahun atau dua tahun. Bentuk kecambah tanaman ini sulit
dibedakan. Namun, dapat dibedakan ketika sudah tumbuh besar.
Kepala Kubis ini dideskripsikan sebagai tanaman tunas tunggal,
berupa sekumpulan daun yang saling bertumpuk, memiliki ketinggian
40-60 cm dan batang tidak bercabang. Daun tumbuh secara
memanjang dan telentang merupakan ciri pertama pertumbuhan kubis.
Pertumbuhan daun berikutnya dilihat dari pertumbuhan fisik daun
yaitu daun lebih pendek, lebar dan tegak serta mulai menumpuk daun
yang lebih muda sehingga menyebabkan kepala kubis menjadi lebih
keras(padat). Semakin padat kepala kubis tersebut, akan semain
matang dan kepala kubis akan pecah. Disaat yang bersamaan, batang
kubis mengalami perpanjangan secara perlahan [8]. Menurut
literature, kubis dapat digunakan sebagai obat antiinflamasi. Hal ini
disebabkan kubis mengandung senyawa isotiosianat. Dalam
mencegah inflamasi berkelanjutan, senyawa isotiosianat dapat
menghambat laju inflamasi, menahan aktivitas enzim dan dapat
mencegah perpindahan inhibitor [9]. Komposisi senyawa dan
kandungan antinutrisi dalam kubis dapat dilihat dalam Tabel 2.1 dan
Tabel 2.2.



Tabel 2.1 Komposisi senyawa dalam kubis per 100 g [10]

Karbohidrat 5.8¢
- Gula 3249
- Serat 25¢
Lemak 01g
Protein 1.28¢
Tiamin (Vit.B1) 0.061 g 5%
Riboflavin (Vit.B2) 0.042 g 3%
Niacin (Vit.B3) 0.234g 2%
Asam Pantotenik(B5) 0.212 g 4%
Vitamin B6 0.124 g 10%
Folat (Vit.B9) 53 ug 13%
Vitamin C 36.6 mg 61%
Kalsium 40 mg 4%
Besi 0.47 mg 4%
Magnesium 12 mg 3%
Fosfor 26 mg 4%
Kalium 170 mg 4%
Seng 0.18 mg 2%




Tabel 2.2 Senyawa Antinutrisi dalam kubis [11]
Parameter Composisi (mg/100g)
Tanin 2.84 +£0.60
Fitat 22.00+0.81
Sianida 15.74 £ 2.03
Oksalat 19.67 £ 0.88

2.2 Fermentasi

Fermentasi merupakan reaksi yang menggunakan senyawa
pendonor dan akseptor elektron dalam menjalankan reaksi reduksi
oksidasi (redoks) untuk menghasilkan energi [12]. Berdasar-kan asal-
muasal mikroorganisme yang digunakan dalam fermentasi, fermentasi
pangan dikelompokkan menjadi dua kelompok diantaranya fermentasi
secara spontan dan fermentasi secara nonspontan. Fermentasi
mikroorganisme lokal merupakan proses fermentasi pangan tanpa
penambahan starter mikroorganisme, makanan akan diubah menjadi
produk yang sesuai secara aktif melalui proses fermentasi oleh
mikroorganisme lain. Mikroorganisme yang aktif dalam fermentasi
spontan ini pada umumnya memiliki jumlah dan variasi jenis yang
beraneka-ragam. Adanya variasi mikroorganisme yang beragam dan
banyak menyebabkan hasil akhir yang didapat berbeda-beda dan mutu
yang didapat tidak dapat dipredeiksi [13].

Fermentasi campuran mikroorganisme merupakan proses
fermentasi makanan dengan penambahan mikroorganisme starter
yang akan tumbuh, berkembang dan aktif dalam mengubah makanan
menjadi produk fermentasi yang sesuai [14]. Faktor-faktor yang dapat
mempengaruhi jalannya proses fermentasi yaitu [15]:

1. Asam
Dalam fermentasi makanan, zat asam berperan memberikan
keawetan dan menyebabkan mikroba lipolitik dan proteolitik
berkembang. Ketika fermentasi makanan berlangsung,
keawetan asam akan menurun. Tingkat keasaman yang tinggi
menyebabkan mikroba tertentu mati. Setelah hal tersebut
terjadi, kapang yang lebih toleran terhadap asam akan tumbuh.



2. Alkohol
Jumlah gula dalam fermentasi mempengaruhi kadar alkohol
hasil fermentasi.

3. Mikroba
Penambahan mikroba sering dilakukan pada saat fermentasi
anggur, tempe, oncom. Penambahan mikroba ini berfungsi
untuk menghasilkan produk fermentasi yang diinginkan

4. Suhu
Keadaan mikroba yang paling banyak sangat ditentukan oleh
temperatur fermentasi

5. Oksigen
Pertumbuhan mikroba dapat diatur dengan pengaturan kadar
oksigen yang sesuai selama proses fermentasi

6. Garam
Ketahanan mikroorganisme dalam garam dapat membedakan
jenis mikroorganisme yang digunakan. Mikroorganisme
Halofilik obligat dapat hidup dalam konsentrasi garam yang
tinggi, sedangkan mikroorganisme halofilik fakultatif dapat
hidup didalam garam dengan konsentrasi tinggi dan rendah
[16].

2.3 Asam Fitat

Asam fitat memiliki nama kimia myo-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphate dengan rumus kimia CgHi1s024Ps. Fosfor yang
terdapat dalam asam fitat memiliki muatan yang tinggi . Hal ini dapat
menyebabkan kation divalen, protein dan karbohidrat dapat diikat oleh
asam fitat. Phytate merupakan garam dari asam fitat [17, 18]. Dalam
senyawa asam fitat, lima gugus fosfat berikatan secara ekuator dan
satu gugus fosfat berikatan secara aksial [19]. Pada pH rendah maupun
tinggi, fitat dapat berikatan dengan protein membentuk kompleks
chelate yang mengakibatkan perubahan struktur dari protein tersebut.
Hal ini dapat mengakibatkan penurunan aktivitas enzim, kelarutan
enzim dan tingkat pencernaan proteolitik [20]. Salah satu enzim yang
mengalami penurunan aktivitasnya akibat asam fitat adalah enzim
tripsin. Hal ini diakibatkan oleh asam fitat yang mengikat kofaktor
enzim tersebut dan membentuk kompleks chelate [16] .



Gambar 2.1 Struktur asam fitat [21]

Asam fitat pada umumnya terkandung dalam tanaman biji seperti
legume dan oilseed plant. Pada tanaman biji tersebut mengandung
mineral-mineral yang berkhasiat untuk pertumbuhan tubuh dan
menjaga kinerja tubuh. Namun, dikarenakan kadar asam fitat dalam
tanaman biji tersebut cukup tinggi, nilai gizi biji-bijian tersebut
menurun sehingga akan mengurangi jumlah mineral yang akan diserap
tubuh [22]. Disisi lain, asam fitat memiliki beberapa manfaat, salah
satunya mencegah terjadinya diabetes mellitus. Hal ini dikarenakan
asam fitat dapat mengikat senyawa-senyawa karbohidrat [22].

2.4 Tanin

Pengelompokkan klasik Tanin dikelompokkan menjadi dua
kelompok berdasar-kan struktur dan karakteristiknya. Tanin
terfraksionasi merupakan tannin  yang mudah dihidrolisis
menggunakan enzim tanase atau air panas. Tanin ini disebut sebagai
‘hydrosible tannins’ dan yang termasuk tannin ini adalah galotanin
dan elagitanin. Adapun ‘non-hydrosible’ tannin yang artinya tidak
mudah untuk dilakukan proses hidrolisis pada senyawa ini contohnya
oligmerik dan polimerik proantosianidin. Namun disisi lain, terdapat
beberapa senyawa Klasifikasi galotanin yang tidak dapat dihidrolisis
dengan mudah. Hal ini dikarenakan ikatan C-C kopling yang lebih
panjang antara residu polifenolik dan unit poliol [23]. Seiring
berjalannya waktu, tannin dibagi lagi menjadi empat kelompok yaitu
galotanin, kompleks tannin, elagitanin condensed tannin [24].



Gallotannin terdiri atas unit galliol yang saling terikat sehingga
menghasilkan polmer galiol. Polimer gliol merupaka senyawa turunan
dari glukosa. Gugus hidroksil pada galiol dapat terdistribusi
menyeluruh atau sebagian.[23, 25, 26].

Ellagitannin ~ memiliki  subkelompok  yang  bernama
hexahydroxydiphenoy (HHDP) yang dapat menjelaskan karakteristik
unit dari seluruh galotanin. Pemanjangan senyawa HHDP yang
dikarenakan oleh penambahan gugus galiol melalui C-C atau C-O
dapat menambah variasi subkelompok HHDP tersebut.

Complex Tannin merupakan bentuk lain dari tannin yang memilki
struktur yang lebih kompleks dank has dibanding tannin lainnya.
Kompleks tannin dapat bersumber dari kulit kayu pohon kastanya
(Castanea crenata) [24].

2.5 Asam Oksalat

Didalam tubuh manusia, oksalat merupakan produk samping liver
dari proses metabolisme askorbat, glioksilat dan glisin. Produk hasil
pemecahan utama dari beberapa asam amino adalah glioksilat yang
kemudian dioksidasi menjadi oksalat oleh tiga enzim. Penelitian
sebelumnya juga mengungkapkan bahwa sekitar 33% sampai 50 %
oksalat bersumber dari pemecahan senyawa asam askorbat, glisin dan
hanya 6% sampai 33% oksalat berasal dari metabolisme makanan
yang dikonsumsi. Absorpsi oksalat dari makanan telah dibuktikan
dengan kadar oksalat yang terdapat dalam urin. Hal ini sangat
mungkin terjadi pada orang dengan risiko tinggi terkena batu ginjal.
Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi daya serap oksalat dalam
tubuh yaitu jumlah oksalat yang mengikat ion kalsium dan
magnesiaum, waktu penyerapan makanan oleh usus halus dan
pengaruh genetik [27].

Gambar 2.2 Struktur Asam Oksalat



Asam Oksalat merupakan asam lemah yang larut sebagian dalam
air dengan persamaan berikut [45]:

H,C,0, * HyO ‘ﬁ HC,0, + HO*

HC, Oy + H,O —kr 6,0, > 4 H,0*

Gambar 2.3 Dissosiasi parsial asam oksalat dalam air

Salah satu cara menentukan kadar oksalat yaitu dengan cara
titrasi permanganometri. Titrasi permanganometri melibatkan reaksi
reduksi dan oksidasi. Kalium permanganate akan menjadi oksidator
sedangkan asam oksalat sebagai reduktor. Reaksi redok antara kalium
permanganate dengan asam okslaat sebagai berikut [45] :

2KMnQ, + 5H,C,04 + BH* — 2Mn® + 10CO, + B8H,0
Gambar 2.4 Reaksi Redoks antara Kalium permanganat dengan

asam oksalat

Kadar asam oksalat dapat dihitung dengan persamaan berikut [46]:

mg V KMnO4 x BE Ekivalen x f.px 100

Oksalat =
[Oksala ](100g) Massa Sampel (mg)
Keterangan :
V KMnO4 = Volume titrasi KMnO,
BE Ekivalen = massa oksalat anhidrat yang beraksi dengan 1 mL
KMnO;0.01N; 0.45 mg
Fp = Faktor pengenceran (10)
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2.6 Bakteri Asam Asetat: Acetobacter sp

Bakteri asam asetat dikatagorikan sebagai bakteri gram negatif
yang dapat dilihat menggunakan mikroskop yang memiliki ukuran
panjang 0.8 mikrometer sampai 4.5 mikro mikrometer dan lebar 0.4
mikrometer sampai 1 mikrometer, memiliki pH optimum pada 5-6.5
tahan pada pH 3-4 [28]. Spesies dari Acetobacter dan
Gluconacetobacter merupakan dua dari enam genus bakteri asam
asetat yang tahan terhadap kadar asam asetat yang tinggi. Hal ini
menjadi alasan bakteri-baketri tersebut digunakan dalam pembuatan
cuka[29].

Disisi lain, acetat overoxidation dapat terjadi dikarenakan
bakteri-bakteri tersebut dapat mengoksidasi asam asetat lebih lanjut
(menghasilkan CO, dan H,O) selain dari kemampuannya dapat
mengoksidasi etanol menjadi asam asetat. Bakteri tersebut mengalami
tiga fase pertumbuhan fase pertumbuhan yaitu fase pertumbuhan
sempurna, fase berhenti tumbuh untuk sementara dan kemudian akan
tumbuh lagi ketika seluruh asam asetat terakumulasi dari etanol [30—
32]. Fenomena acetate overoxidation terjadi karena aktivitas enzim
asetil-koenzim A sintase dan siklus enzim asam trikarboksilat [33].

2.7 Saccharomyces cerevisiae

Ragi (Saccharomyces cerevisiae) telah digunakan sejak zaman
dulu untuk pembuatan roti, bir dan wine oleh penduduk Mesir, Yunani,
Romawi dan Yahudi. [34] . S.cerevisiae merupakan mikroorganisme
yan sering digunakan untuk penelitian dalm dunia industry.
Mikroorganisme ini dapat memecah glukosa menjadi etanol dan
sedikit asam asetat melalui jalur metabolisme glikolitik. Adanya
etanol dan asam asetat hasil metabolism glukosa dikarenakan
mikroorganisme ini memiliki enzim etanol dehydrogenase dan aldehid
dehydrogenase.  Disisi  lain, menurut sebuah  penelitian,
Saccharomyces cerevisiae dapat mendegradasi salah satu antinutrisi
yaitu oksalat. Hal ini disebabkan karena terdapat gen AAE3 yang
mengkode pembentukan enzim oksalil-CoA sintase. Enzim tersebut
dapat mendegradasi oksalat menjadi karbondioksida pada pH 7,5
sebagai pH optimumnya [35].
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat Dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya.
Penelitian ini dilaksanakan dari tanggal 26 februari hingga 23 April
2019.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah gelas
kimia, corong gelas, pengaduk gelas, spatula, tabung reaksi, pipet
ukur, botol wadah gelas, Erlenmeyer, neraca analitik, botol akuades,
pisau, oven, aluminium foil, kasa steril, buret, statif, clamp, labu takar,
pemanas air, thermometer, mortar, seperangkat alat sentrifugasi,
laminar flow, dan magnetic stirrer.

Bahan-bahan yang akan digunakan selama penelitian adalah
kubis (Brassica oleraceae L. var. capitata), garam dapur NacCl,
Natrium hidroksida (NaOH), Asam Asetat Glasial, akuades, Potatoes
Dextrose Agar (PDA), Nutrient Agar (NA), asam sulfat 1 M, dan
Kalium Permanganat 0.05 N. Mikroorganisme (Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae) yang digunakan diperoleh dari Fakultas
Teknik Pertanian Universitas Brawijaya.

3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan, antara lain :

1. Preparasi media padat untuk mikroorganisme

2. Proses peremajaan biakan murni Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae

3. Pembuatan inokulum Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae

4. Proses fermentasi kubis tanpa penambahan garam pada
mikroorganisme lokal dan campuran Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae

5. Proses fermentasi kubis dengan penambahan garam pada
mikroorganisme lokal dan campuran campuran Acetobacter
aceti dan Saccharomyces cerevisiae

6. Pengukuran kadar oksalat
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7. Pengukuran kadar asam total
8. Analisis data

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi Media Padat untuk Peremajaan Acetobacter aceti

dan Saccharomyces cerevisiae

Terdapat dua media padat yang dibuat untuk peremajaan
mikroorganisme tersebut yaitu media padat Potatoes Dextrose Agar
(PDA) sebagai media peremajaan kultur Saccharomyces cerevisiae
dan Nutrient Agar (NA) sebagai media peremajaan kultur Acetobacter
aceti. Media padat PDA dan NA dibuat dengan menimbang massanya
masing-masing sebesar 1.75 g dan 1 g dan dimasukkan ke wadah yang
berbeda. Kemudian masing-masing ditambahkan 50 mL dalam gelas
kimia. Larutan dihomogenkan dan dipanaskan hingga mendidih.

Selanjutnya, sebanyak 4 mL dari masing-masing larutan PDA
dan NA dipindahkan ke dalam tabung kimia, ditutup dengan kapas
steril dan kertas cokelat. Proses sterilisasi dilakukan dengan
memasukkan tabung reaksi berisi larutan PDA kedalam autoclave
dengan temperature 121 °C selama 15 menit pada tekanan 15 Psi dan
setelah itu dibiarkan pada temperatur kamar dengan kemiringan
tertentu sehingga diperoleh PDA dan NA steril.

3.4.2 Prosedur Peremajaan Biakan Murni

Peremajaan biakan murni Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae dilakukan melalui prosedur yang sama yaitu secara aseptis
didalam laminar flow. Api bunsen terlebih dahulu dilalui oleh tabung
biakan murni masing-masing Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae, jarum ose serta media padat dalam tabung. Dengan cara
aseptis, masing-masing jarum ose digoreskan pada biakan murni dari
tabung, kemudian jarum ose tersebut digoreskan ke media padat dari
dua spora biakan murni, ditutup dengan kapas steril dan kertas cokelat.
Berikutnya, biakan murni tersebut diinkubasi selama 3 hari pada
temperature 30 °C.

3.4.3 Pembuatan inokulum Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae
Pembuatan inokulum Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae diawali dengan pembuatan media cair untuk masing-
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masing mikroorganisme. Acetobacter aceti dan Saccharomyces
cerevisiae ditumbuhkan dalam media cair GYP (Glucose Yeast
Pepton). Komposisi media cair GYP yaitu glukosa 10 g, 1.25 g
ekstrak ragi, 1.25 g pepton untuk Saccharomyces cerevisiae.
Pembuatan media cair untuk Acetobacter aceti dilakukan dengan
menimbang 5 g glukosa, 2.5 g ektrak ragi dan 5 g pepton. Semua bahan
ditimbang menggunakan neraca analitik, diencerkan dengan akuades
250 mL dalam Erlenmeyer 250 mL. Erlenmeyer dihomogenkan,
dilakukan pengaturan pH media cair menjadi pH 4 dengan menambah
asam asetat glasial. Pengukuran pH menggunakan pH meter.
Kemudian ditutup dengan kapas steril dan kertas coklat. Sterilisasi
media cair dilakukan dalam Autoclave pada temperature 121 °C, 15
Psi selama 15 menit.

Setelah media cair GYP (Glucose Yeast Pepton) dibuat untuk
pertumbuhan Acetobacter aceti dan Saccharomyces cerevisiae,
dilakukan pembuatan inoculum (biakan aktif) untuk kedua mikroba
tersebut secara aseptis. Spora biakan murni Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae yang berusia 48 jam diambil sebanyak 5
ose dan dicelupkan ke dalam media cair. Setelah itu, pada temperature
kamar, kedua biakan murni disuspensikan selama 17 jam.

3.4.4 Proses fermentasi kubis tanpa penambahan garam pada
mikroorganisme lokal dan campuran Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae
Pembuatan fermentasi kubis mengacu pada salah satu penelitian

fermentasi kubis dengan sedikit modifikasi [2]. Pada penelitian ini,

fermentasi kubis dilakukan menggunakan mikroorganisme lokal dan
campuran Acetobacter aceti dan Saccharomyces cerevisiae dalam
sistim terendam selama 10 hari serta suhu ruang. Kubis segar diiris
daunnya, dicuci dengan air mengalir dan dibiarkan selama 2 jam. Pada
fermentasi spontan, irisan kubis tersebut ditimbang hingga 100g.

Kemudian, irisan kubis dimasukkan kedalam botol selai steril hingga

menyisakan sedikit bagian leher botol. Setelah itu, untuk fermentasi

dengan mikroorganisme lokal ditambahkan akuades steril sebanyak

100 mL serta ditutup rapat dan diinkubasi selama 10 hari pada suhu

ruang. Pada fermentasi dengan dan campuran, ditambahkan inkulum

campuran Acetobacter aceti dan Saccharomyces cerevisiae sebanyak

15 % (v/v dalam 100 mL akuades steril), ditutup hingga rapat dan
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dikocok hingga homogen. Kemudian, diinkubasi selama 10 hari pada
suhu ruang. Pengukuran kadar oksalat dan asam total dari hasil
fermentasi dilakukan setiap hari pada biomassa (oksalat) dan filtrat
(asam total).

3.4.5 Proses fermentasi kubis dengan penambahan garam pada
mikroorganisme lokal dan campuran Acetobacter aceti dan
Saccharomyces cerevisiae
Pada penelitian ini, fermentasi kubis dengan penambahan

garam dilakukan menggunakan mikroorganisme lokal dan campuran

Acetobacter aceti dan Saccharomyces cerevisiae dalam sistim

terendam selama 10 hari serta suhu ruang. Kubis segar diiris daunnya,

dicuci dengan air mengalir dan dibiarkan selama 2 jam. Pada
fermentasi spontan, irisan kubis tersebut ditimbang hingga 100g.

Kemudian, irisan kubis dimasukkan kedalam botol selai steril hingga

menyisakan sedikit bagian leher botol. Setelah itu, untuk fermentasi

dengan mikroorganisme lokal ditambahkan garam dengan variasi
konsentrasi 1%, 2%, 3%, 4% dan 5% (b/b dalam 100 gram kubis) dan
akuades steril sebanyak 100 mL serta ditutup rapat dan diinkubasi
selama 10 hari pada suhu ruang. Pada fermentasi dengan dan

campuran, ditambahkan garam dengan variasi konsentrasi 1%, 2%,

3%, 4% dan 5% (b/b dalam 100 gram kubis), inokulum campuran

Acetobacter aceti dan Saccharomyces cerevisiae sebanyak 15 % (v/v

dalam 100 mL akuades steril), ditutup hingga rapat dan dikocok

hingga homogen. Kemudian, diinkubasi selama 10 hari pada suhu
ruang. Pengukuran kadar oksalat dan asam total dari hasil fermentasi
dilakukan setiap hari pada biomassa (oksalat) dan filtrat (asam total).

3.4.6 Pengukuran kadar oksalat

Pengukuran kadar oksalat dalam biomassa hasil fermentasi
menggunakan metode titrasi permanganometri yang mengacu pada
dewi, dkk [36]. Kubis hasil fermentasi diambil sebanyak 10 g dengan
neraca analitik. Selanjutnya, dihaluskan dengan blender, ditambahkan
dengan 50 mL akuades, dan dipanaskan selama selama 15 menit
sambil diaduk menggunakan stirer. Kemudian, disaring dan filtrat
yang dihasilkan dilakukan sentrifugasi agar didapat supernatant.
Supernatan dipipet sebanyak 5 mL dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 250 mL. Stelah itu, ditambahkan 5 mL asam sulfat 1M,
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diaduk hingga homogen dan dititrasi. Titrasi kubis fermentasi secara
permanganometri menggunakan KMnO,4 0,05 N dilakukan sampai
terbentuk warna merah muda yang bertahan selama 30 detik.
Kemudian, volume titrasi dicatat dan digunakan untuk menghitung
kadar oksalat. Rumus perhitungan kadar oksalat sebagai berikut [46]:

mg  VKMnO4 x BE Ekivalen x f.p x 100
[Oksalat](100g) B Massa Sampel (mg)
Keterangan :
V KMnO, = Volume titrasi KMnO,
BE Ekivalen = massa oksalat anhidrat yang beraksi dengan 1 mL
KMnO,0.01N; 0.45 mg
Fp = Faktor pengenceran (10)

3.4.7 Pengukuran kadar asam total

Pengukuran kadar asam total dalam filtrat hasil fermentasi
menggunakan metode titrasi asam basa mengacu pada Wulandari [47].
Supernatan dipipet sebanyak 10 mL dan diencerkan dalam labu takar
100 mL dengan penambahan akudes hingga tanda batas. Setelah itu,
dipipet larutan sebanyak 10 mL dan dimasukkan kedalam erlenmeyer
250 mL, ditambahkan satu tetes indikator PP (phenolphtelein) 1% dan
dititrasi dengan larutan NaOH 0.1 M hingga mencapai titik ekivalen
yaitu terjadi perubahan warna larutan tertitrasi menjadi merah muda.
Setelah itu, dicatat volume titrasi dan dilakukan perhitungan kadar
asam total dalam % asetat sebagai berikut :

V NaOH x Molar NaOH x fp x Mr As. Asetat
Volume sampel (mL) x 1000

[Asam Total](%) =

Keterangan :
Volum NaOH = Volume tirasi yang digunakan

Molar NaOH = 0.0883 Molar
Fp = Faktor pengenceran (10)
Mr As.asetat =60 g/mol
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3.4.8 Analisis data

Analisis data dilakukan dengan metode analisis variasi
(ANOVA) Rancang Acak lengkap (RAL), Rancang Acak Kelompok
dengan tingkat kepercayaan sebesar 95% dan dilanjutkan dengan uji
Duncan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Waktu Fermentasi terhadap Kadar Asam total
pada Fermentasi Mikroorganisme Lokal (MOL)

0.6000
0.5000 °
0.4000
0.3000
0.2000

0.1000

Kadar Asam Total (%)

0.0000 @
0 2 4 6 8 10 12

Waktu Fermentasi (Hari)

Gambar 4.1 Pengaruh waktu fermentasi terhadap kadar asam total
pada fermentasi dengan menggunakan mikroorganisme
lokal

Pada penelitian ini dilakukan fermentasi terendam (penambahan
akuades 100 mL) dengan menggunakan mikroorganisme lokal selama
10 hari untuk mengetahui pengaruh waktu fermentasi terhadap kadar
asam total. Berdasar-kan Gambar 4.1, pengaruh waktu fermentasi
dengan menggunakan mikroorganisme lokal meningkatkan kadar
asam total dalam filtrat. Peningkatan kadar asam total cenderung
meningkat. Berdasarakan data tersebut, fermentasi hari 1-7 cenderung
meningkat signifikan dan pada hari 8-10 cenderung konstan. Hal
tersebut dibuktikan dari hasil uji One Way ANOVA, waktu fermentasi
berpengaruh nyata terhadap peningkatan kadar asam total dengan nilai
P<0.05. Setelah dilakukan uji lanjutan Duncan (Lampiran D.1),
didapat bahwa kadar asam total yang paling optimum terjadi pada hari
ke-7 Pada waktu fermentasi hari ke 8-10, kadar asam total yang
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dihasilkan tidak berbeda nyata sehingga dimungkinkan waktu terbaik
untuk menghasilkan asam total adalah selama 7 hari.

Proses fermentasi terjadi dengan adanya berbagai jenis
mikroorganisme yang berasal dari biomassa kubis. Mikroorganisme
lokal yang terlibat dalam fermentasi berasal dari berbagai jenis bakteri
seperti Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroide dan lain-lain [38]. Aktivitas dari beberapa bakteri lokal
yang terlibat dalam fermentasi dapat menghasilkan berbagai jenis
senyawa asam organik. Asam organik yang umumnya terbentuk yaitu
asam laktat. Asam-asam organik dihasilkan dari produk metabolisme
bakteri dengan menggunakan sumber karbon yaitu glukosa. Pada
penelitian ini, sumber glukosa dihasilkan dari pelepasan hidrolisis
glukosinolat dan bahan baku kubis itu sendiri. Hidrolisis glukosinolat
oleh mirosinase menghasilkan produk senyawa seperti isothiosianat,
thiosianat, nitril dan melepaskan glukosa. miyrosinase merupakan
enzim intraselluler yang akan aktif apabila terjadi pemecahan dinding
sel jaringan. Pemecahan dinding sel ini dapat dilakukan dengan cara
pemotongan. Pembentukkan beberapa senyawa asam organik yang
dihasilkan diperkuat oleh penelitian yang menjelaskan bahwa proses
fermentasi dengan menggunakan mikroorganisme lokal Kkubis
menghasilkan beberapa senyawa asam organik yaitu asam format,
asam malat, asam suksinat, asam asetat dan sebagainya [39].

Peningkatan asam total yang cenderung fluktuatif ini
dimungkinkan karena penggunaan mikroorganisme lokal akan
menyebabkan persaingan yang cukup besar antar bakteri untuk
mendapatkan nutrisi. Selain itu, senyawa organik yang dihasilkan dari
aktivitas bakteri dapat menghambat aktivitas bakteri lain sehingga laju
reaksi dari metabolisme bakteri tersebut menurun. Kemudian, kadar
oksalat yang cenderung konstan setelah hari ke 7 dimungkinkan
karena zat nutrisi dalam biomassa kubis telah habis terlebih dahulu
sehingga menyebabkan penurunan kadar asam.
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4.2 Pengaruh Waktu Fermentasi terhadap Kadar Asam Total
pada Fermentasi Campuran A.aceti dan S.serevisiae
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Gambar 4.2 Pengaruh waktu terhadap penurunan kadar asam total
pada fermentasi dengan menggunakan starter campuran
A.aceti dan S.cerevisiae

Pada Gambar 4.2 menunjukkan pengaruh waktu fermentasi
pada fermentasi stater meningkatkan kadar asam total. Kadar asam
total meningkat hingga hari ke-3 dan menurun hingga hari ke-6.
Peningkatan kadar asam total dimungkinkan karena pada hari ke-1
hingga ke-3 kedua mikroorganisme tersebut memasuki fase logaritma
dan fase stasioner. Berdasar-kan uji One Way ANOVA, waktu
fermentasi berpengaruh nyata terhadap kenaikan kadar asam total.
Setelah dilakukan uji lanjutan Duncan dengan P<0.05 (Lampiran D.3),
pada hari ke-4 dan 6 tidak berbeda nyata terhadap kadar asam total.
Oleh karena itu, kondisi optimum untuk waktu fermentasi terhadap
kadar asam total yaitu hari ke-3 dikarenakan kadar asam total yang
dihasilkan tinggi sebesar 0.41%.

Penurunan kadar asam total dimungkinkan karena kedua
mikroba tersebut telah memasuki fase kematian. Laju pertumbuhan
dari Saccharomyces cerevisiae dan Acetobacter aceti ditunjukkan
pada (Lampiran E). Pada fase logaritma dan stasioner, kedua
mikroorganisme tersebut dapat tumbuh dengan baik dikarenakan
sumber nutrisi alam media tercukupi. Fase kematian terjadi
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disebabkan sumber nutrisi telah habis dan terbentuknya senyawa
organik yang bersifat toksik sehingga tidak menguntungkan bagi
mikroorganisme.
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Gambar 4.3 Jalur Metabolisme Glukosa Oleh Saccharomyces
cerevisiae [39].

Pengunaan dua mikroorganisme dimungkinkan terjadinya
fermentasi alkohol dan fermentasi asam asetat. Metabolisme
S.cerevisiae dapat menghasilkan etanol dengan mengoksidasi glukosa.
Sumber glukosa berasal dari media fermentasi serta hasil hidrolisis
tannin dan glukosinolat. S.cerevisiae diketahui dapat menghasilkan
tannase sehingga dapat menghidrolisis tannin menjadi asam galat dan
melepaskan glukosa. Penggunaan A.aceti untuk mengoksidasi etanol
yang merupakan produk utama yeast dengan menghasilkan asam
asetat [34]. Namun, S.cerevisiae dapat menghasilkan asam asetat pada
kondisi tertentu dikarenakan mikroorganisme tersebut memiliki enzim
aldehid dehydrogenase [39]. Metabolisme S.cerevisiae dapat
ditunjukkan pada Gambar 4.3. Kadar asam total dengan
menggunakan dua mikroorganisme yang spesifik ini diharapkan
meningkat dibandingkan dengan fermentasi mikroorganisme lokal.
Kadar asam total menggambarkan asam asetat dan asam laktat. Asam
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laktat dapat dimungkinkan terbentuk karena pada penelitian ini
metode fermentasi yang digunakan adalah fermentasi anaerobik
fakultatif.

4.3 Pengaruh Fermentasi Menggunakan Mikroorganisme Lokal
(MOL) dan Campuran A.aceti dan S.serevisiae terhadap
Kadar Oksalat
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Gambar 4.4 Pengaruh fermentasi dengan mikroorganisme lokal dan
campuran A.aceti dan S.cerevisiae terhadap kadar oksalat

Pada Gambar 4.4 menunjukkan waktu fermentasi dengan
mikroorganisme lokal dan fermentasi penambahan starter campuran
dapat menurunkan kadar oksalat dalam biomassa kubis. Berdasar-kan
data tersebut, waktu yang dibutuhkan dalam penurunan kadar oksalat
dengan fermentasi campuran A.aceti dan S.cerevisiae cenderung lebih
cepat dibandingkan dengan fermentasi mikroorganisme lokal. Kadar
oksalat terendah pada fermentasi dengan mikroorganisme lokal
ditunjukkan pada hari ke 8 sedangkan fermentasi campuran di hari ke-
6. Selain itu, fermentasi mikroorganisme lokal menghasilkan kadar
oksalat lebih besar dibandingkan dengan fermentasi campuran. Kadar
oksalat terendah pada fermentasi mikroorganisme lokal yaitu 0.053
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mg/100g sedangkan campuran 0.051 mg/100 g FW. Berdasar-kan uji
statistik One-Way ANOVA, waktu fermentasi berpengaruh nyata
terhadap penurunan kadar oksalat dengan nilai P<0.05. Namun,
setelah dilakukan uji lanjutan Duncan (Lampiran D.2 dan D.4), pada
fermentasi mikroorganisme lokal, kadar oksalat hari ke 6-10 tidak
berbeda nyata. Pada fermentasi campuran starter, waktu fermentasi
hari ke 4-6 tidak berbeda nyata terhadap kadar oksalat. Hal ini
menunjukkan bahwa untuk waktu fermentasi optimum terhadap
penurunan kadar oksalat pada fermentasi mikroorganisme lokal dan
fermentasi starter campuran masing-masing pada hari ke 6 dan ke 4.
Senyawa oksalat dapat menghambat metabolisme dalam
tubuh karena dapat membentuk senyawa kompleks dengan logam Ca?*
dan Mg?*" protein sehingga mengurangi penyerapan mineral dalam
tubuh [40, 41] . Selain itu, kompleks oksalat dengan mineral dapat
menjadikannya tidak larut dalam air. Salah satu metode untuk
menghidrolisis oksalat adalah fermentasi. Proses hidrolisis
menggunakan fermentasi didasarkan pada adanya enzim pemecah
oksalat. Salah satu penelitian menjelaskan bahwa pada tumbuhan bit
putih, kadar oksalat dapat diturunkan selama proses fermentasi
berlangsung [37]. Pada penelitian ini dilakukan dua metode fermentasi
yaitu fermentasi dengan mikroorganisme lokal dan fermentasi
campuran S.serevisiae dan A.aceti untuk mengetahui efisiensi waktu
fermentasi terhadap pembentukan asam total dan hidrolisis oksalat.
Mikrorganisme lokal terdiri lebih dari 1 bakteri dan berbeda spesies.
Mikroorganisme lokal yang umumnya dapat tumbuh yaitu bakteri
asam laktat. Bakteri-bakteri ini seperti Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroide dan lain-lain [1, 37].
Fermentasi dengan mikroorganisme lokal menurunkan kadar oksalat
secara perlahan dan konstan hingga hari ke-10. Hal ini dimungkinkan
karena banyaknya mikroorganisme dalam fermentasi mikroorganisme
lokal mengakibatkan tingginya kompetisi antara satu sama lain.
Kompetisi yang tinggi antara satu sama lain menyebabkan penurunan
laju hidrolisis oksalat sehingga membutuhkan waktu yang sangat lama
untuk mencapai kesetimbangan. Selain itu, fermentasi dengan
mikroorganisme lokal tidak dapat diketahui mikroorganisme yang
spesifik untuk menghasilkan enzim dalam hidrolisis oksalat.
Penurunan yang terjadi dapat disebabkan karena pada saat fermentasi
berlangsung, pH dalam lingkungan fermentasi dimungkinkan
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menurun dibawah pH 6. Hal ini menyebabkan putusnya ikatan oksalat-
logam sehingga menghasilkan ion oksalat yang larut dalam filtrat
fermentasi. Hal ini diperkuat dari literature bahwa oksalat yang tak
larut akan menjadi larut ketika pH dalam fermentasi menurun dan
oksalat terlarut akan digunakan oleh beberapa bakteri sebagai sumber
energi. Disisi lain, bakteri L.plantarum dimungkinkan tumbuh pada
saat fermentasi mikroorganisme lokal berlangsung dapat menurunkan
kadar oksalat dikarenakan memiliki enzim pendegradasi oksalat.

Pada fermentasi dengan campuran dapat menurunkan kadar
oksalat dikarenakan kedua mikroorganisme ini diketahui spesifik
menghasilkan kelompok enzim oksalat dehidrogenase. S.cerevisiae
memiliki enzim oksalil-CoA ddekarboksilase sedangkan A.aceti yaitu
formyl-CoA transferase (oksalat CoA-transferase) [4, 5, 35].
Mekanisme metabolisme oksalat dapat dilihat pada Gambar
4.5. Enzim-enzim yang spesifik dapat meningkatkan laju hidrolisis
oksalat sehingga kadar oksalat yang dihasilkan menurun secara
signifikan. Penurunan oksalat yang secara siginifikan ditunjukkan
pada waktu fermentasi hari ke-2 sampai hari ke-4 dalam fermentasi
campuran. Berdasar-kan data hasil pengukuran kadar oksalat
menunjukkan bahwa penggunaan fermentasi campuran menurunkan
kadar oksalat lebih cepat dibandingkan dengan fermentasi
mikroorganisme lokal.

Asam oksalat

i Oksalil-CoA dekarboksilase .
Oksalil-CoA . » Formil-CoA
v Formyl-CoA
CO; Transferase
Format dehidrogenase
CO, = Format

2

Gambar 4.5 Mekanisme reaksi enzimatis hidrolisis asam oksalat [4,
5, 35]
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4.4 Pengaruh Konsentrasi Garam terhadap Kadar Asam Total
dan Oksalat Pada Fermentasi Mikroorganisme Lokal (MOL)

Penelitian ini menggunakan konsentrasi NaCl dengan variasi 1
%, 2 %, 3 %, 4 % dan 5 % (b/b). Pengaruh penambahan konsentrasi
garam terhadap kadar asam total menggunakan fermentasi dengan
mikroorganisme lokal ditunjukkan pada Gambar 4.6 menunjukkan
pemberian garam terhadap kadar asam total pada waktu fermentasi
optimum. Berdasar-kan gambar tersebut, terjadi peningkatan yang
cukup signifikan pada pemberian garam 1% dengan kadar asam total
sebesar 0.755%. Namun, pada pemberian NaCl 2%-5%, kadar asam
total cenderung  konstan.  Berdasar-kan  uji  Two-Way
ANOVA(Lampiran D.5), penambahan kadar garam berpengaruh
nyata terhadap kadar asam total dengan nilai P<0.05. Hal ini
menunjukkan bahwa penambahan garam memungkinkan berpengaruh
terhadap aktivitas mikroorganisme selama fermentasi berlangsung.
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Gambar 4.6 Pengaruh konsentrasi garam terhadap kadar asam total
dalam fermentasi mikroorganisme lokal pada waktu
fermentasi optimum (hari ke-7)

Penambahan garam pada fermentasi kubis dapat mempercepat
proses pemecahan dinding sel dengan melepaskan molekul air. Hal ini
dikarenakan adanya tekanan osmosis. Tekanan osmosis terjadi antara
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larutan garam yang akan masuk ke dalam sel kubis dengan senyawa
kimia dalam kubis yang akan keluar. Senyawa kimia meliputi glukosa
serta beberapa senyawa yang lainnya yang terkandung dalam kubis.
Glukosa yang keluar dari sel-sel kubis akan dimanfaatkan oleh
mikroorganisme lokal sebagai nutrisi dalam melakukan metabolisme.
Metabolisme dari mikroorganisme akan menghasilkan beberapa asam
organik seperti asam laktat secara anaerob [37]. Mikroorganisme lokal
yang terlibat dalam fermentasi berasal dari berbagai jenis bakteri
seperti Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroide dan lain-lain [32]. Berdasar-kan Gambar 4.6,
peningkatan kadar asam total pada penambahan konsentrasi garam 1
% hari ke-7 dimungkinkan karena adanya peningkatan jumlah
mikroorganisme lokal. Hal ini diperkuat oleh literatur bahwa
penambahan konsentrasi garam yang rendah dapat meningkatkan
pertumbuhan mikroorganisme lokal asam laktat [42]. Namun,
penambahan garam pada fermentasi dapat menghambat tumbuhnya
mikroorganisme lain yang berperan dalam proses pembusukkan.
Dengan kata lain, penambahan garam yang tepat dapat berfungsi
sebagai pendukung pertumbuhan mikroorganisme lokal dan
menghambat proses pembusukkan [43]
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Gambar 4.7 Pengaruh konsentrasi garam terhadap kadar oksalat
dalam fermentasi mikroorganisme lokal pada waktu
fermentasi optimum (hari ke-7)
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Fermentasi dengan mikroorganisme lokal juga dianalisis
kadar oksalat dalam biomassa. Hal ini dikarenakan oksalat merupakan
senyawa antinurisi dalam kubis sehingga diharapkan fermentasi
dengan mikroorganisme lokal dapat menurunkan kadar senyawa
antinutrisi dalam kubis. Pengaruh penambahan konsentrasi garam
terhadap kadar oksalat dalam fermentasi dengan mikroorganisme
lokal ditunjukkan pada gambar dibawah. Kadar oksalat dalam bahan
baku kubis yaitu 0,227 mg/100 FW.

Pada Gambar 4.7 menunjukkan pengaruh peningkatan
konsentrasi garam terhadap kadar oksalat pada waktu fermentasi
optimum. Konsentrasi larutan NaCl 1 %, 4% dan 5 % menunjukkan
peningkatan kadar oksalat pada hari ke 7. Namun, pada konsentrasi
garam 2 % dan 3% nilai kadar oksalat hari ke- 7 menurun yaitu 0.068
dan 0.039 mg/100 g FW. Penurunan nilai kadar oksalat dimungkinkan
karena mikroorganisme yang terlibat fermentasi telah mengalami
penurunan aktivitas dan pertumbuhan. Hal ini diperkuat oleh literature
bahwa penambahan garam lebih besar dari 3,5% akan menghambat
pertumbuhan mikroorganisme lokal penghasil. Oleh karena itu, garam
yang optimum digunakan dalam menurunkan kadar oksalat fermentasi
kubis yaitu pada kadar 2-3 %. Berdasar-kan uji Two-Way ANOVA
(Lampiran D.6), pengaruh pemberian garam terhadap kadar oksalat
tidak berpengaruh nyata dimana nilai P>0.05.

Penambahan konsentrasi garam membantu pelepasan oksalat
dari sel-sel kubis melalui proses osmosis dan dimetabolisme oleh
mikroorganisme lokal. Penurunan kadar oksalat pada konsentrasi
garam 2%-3% dimungkinkan karena kondisi tersebut menguntungkan
aktivitas dan pertumbuhan mikrooorganisme lokal sehingga oksalat
dimetabolisme oleh mikroorganisme lokal menghasilkan asam
organik seperti asam laktat dan asam asetat [3]. Selain itu, peningkatan
kadar oksalat pada konsentrasi NaCl 4%-5% dimungkinkan karena
adanya penghambatan  dari  pertumbuhan dan  aktivitas
mikroorganisme lokal sehingga metabolisme oksalat oleh
mikroorganisme lokal terjadi penurunan[2]. Hasil uji Two-Way
ANOVA yang tidak berbeda nyata dimungkinkan karena garam yang
dilarutkan dalam air memungkinkan proses osmosis tidak maksimal
sehingga tidak semua oksalat dalam sel-sel kubis keluar. Selain itu,
adanya persaingan antar mikroorganisme lokal yang besar dalam
memetabolisme oksalat sehingga menurunkan laju penurunan oksalat.
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Hal ini menunjukkan bahwa penambahan konsentrasi garam 1%-5%
tidak mempengaruhi pertumbuhan dan aktivitas mikroorganisme lokal
dalam metabolisme oksalat.

4.5 Pengaruh Konsentrasi Garam terhadap Kadar Asam Total
dan Oksalat Pada Fermentasi Campuran A.aceti dan
S.cerevisiae

Penelitian  fermentasi campuran dengan penambahan
konsentrasi garam yang bertujuan untuk menurunkan kadar oksalat
serta meningkatkan kadar asam total dalam filtrat hasil fermentasi
ditunjukkan pada Gambar 4.8. Berdasar-kan data tersebut
menunjukkan penambahan kadar garam terhadap kadar asam total
pada waktu fermentasi optimum (hari ke-4). Penambahan konsentrasi
garam NaCl 3% dan 4% cenderung menurunkan kadar asam total,
tetapi kadar garam 1% dan 5% mengalami sedikit peningkatan. Kadar
asam total terendah terjadi pada penambahan garam 2% sebesar
0.350%.
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Gambar 4.8 Pengaruh konsentrasi garam terhadap kadar asam total

dalam fermentasi campuran pada waktu fermentasi
optimum (hari ke-4)
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Berdasar-kan uji statistika Two-Way ANOVA(Lampiran
D.7), penambahan variasi kadar garam tidak berbeda nyata terhadap
kadar asam total dengan diperoleh nilai P>0.05. Hal ini menunjukkan
bahwa penambahan konsentrasi garam tidak mempengaruhi aktvitas
dari mikroorganisme dalam menghasilkan asam. Pada fermentasi
campuran menunjukkan kedua campuran A.aceti dan S.cerevisiae
dapat tumbuh dengan baik dalam kondisi konsentrasi garam 1 % dan
2%. Namun, kondisi lingkungan fermentasi dengan konsentrasi 3 %
hingga 5 % cenderung menghambat aktivitas dari mikrooganisme.
Penggunaan kedua mikroorganisme tersebut yang cenderung
menghasilkan asam vyaitu A.aceti. Metabolisme dari bakteri ini
menghasilkan asam asetat. Peran dari penambahan garam pada
fermentasi dapat  berfungsi menghambat  pertumbuhan
mikroorganisme gram negatif sedangkan dalam penelitian ini A.aceti
merupakan bakteri gram negatif [44]. Penghambatan ini dikarenakan
dinding sel pada bakteri gram negartif akan lebih mudah mengalami
plasmolisis dibandingkan dengan bakteri gram positif. Dinding sel
bakteri gram negatif memiliki strukur yang lebih tipis dengan 10 %
peptidoglikan dan outer membran yang tersusun atas lipoprotein,
polisakarida dan fosfolipid [44]. Penghambatan aktivitas kedua
mikroorganisme (A.aceti dan S.cerevisiae) oleh konsentrasi garam 3
% hingga 5 % juga ditunjukkan pada kadar oksalat dalam biomassa.
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0.080
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0.050
0.040
0.030
0.020
0.010
0.000

Oksalat (mg/100g) FW

0% 1% 2% 3% 4% 5%

Konsentrasi Garam (b/b)

Gambar 4.9 Pengaruh konsentrasi garam terhadap kadar oksalat
dalam fermentasi campuran pada waktu fermentasi
optimum (hari ke-4)
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Pengaruh penambahan konsentrasi garam terhadap kadar
oksalat dalam biomassa pada fermentasi campuran ditunjukkan pada
Gambar 4.9. Berdasar-kan gambar tersebut diketahui bahwa
penambahan garam 2%-3% dapat menurunkan kadar oksalat. Kadar
oksalat pada garam 3% hari ke 4 sebesar0.56 mg/100g FW. Namun,
penambahan kadar garam 4%-5%, cenderung meningkatkan kadar
oksalat. Berdasar-kan uji Two-Way ANOVA(Lampiran D.8),
diketahui bahwa fermentasi campuran (A.aceti dan S.cerevisiae)
dalam menurunkan kadar oksalat dalam biomassa kubis tidak
berpengaruh dengan penambahan garam dengan nilai P>0.05. Kadar
oksalat dalam bahan baku kubis yaitu 0,227 mg/100 FW. Penambahan
NaCl 2 % dan 3 % pada hari ke 4 dapat membantu mempercepat proses
lisis dinding sel jaringan tanaman dengan mengeluarkan oksalat
sehingga laju hidrolisisnya oleh starter campuran meningkat
sedangkan konsentrasi garam 4% hingga 5 % cenderung menghambat
laju hidrolisis oksalat. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan kadar
garam yang tepat dapat membantu menurunkan kadar oksalat sebagai
antinutrisi.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasar-kan hasil penelitian yang telah diperoleh dapat
disimpulkan sebagai berikut :

5.2

1.

Fermentasi dengan mikroorganisme lokal dan campuran
A.aceti dan S.cerevisiae mempengaruhi laju pembentukan
asam dan hidrolisis oksalat yang dihasilkan dari aktivitas
masing-masing mikroorganisme. Laju pembentukan asam dan
hidrolisis oksalat lebih cepat pada fermentasi campuran
dibandingkan dengan mikroorganisme lokal. Kondisi
optimum kadar asam total yang dihasilkan oleh fermentasi
campuran A.aceti dan S.cerevisiae pada hari ke-3, sedangkan
mikroorganisme lokal hari ke-7. Kondisi optimum hidrolisis
oksalat oleh fermentasi stater pada hari ke-4, sedangkan
mikroorganisme lokal hari ke-6.

. Penambahan garam dengan variasi konsentrasi pada

fermentasi mikroorganisme lokal meningkatkan kadar asam
dengan konsentrasi garam 1 % sedangkan kadar oksalat
cenderung konstan. Kondisi optimum  penambahan
konsentrasi garam terhadap pembentukan asam total dengan
konsentrasi garam 1 % di hari ke-7. Kondisi optimum kadar
oksalat yaitu pada konsentrasi garam 3 % di hari ke-7.

. Penambahan garam dengan variasi konsentrasi pada

fermentasi campuran A.aceti dan S.cerevisiae meningkatkan
kadar asam total dan menurunkan kadar oksalat dengan
konsentrasi garam 1 % dan 2 %. Kondisi optimum
penambahan konsentrasi garam terhadap pembentukan asam
yaitu pada konsentrasi garam 2 % di hari ke-4. Kondisi
optimum kadar oksalat yaitu pada konsentrasi garam 3 % di
hari ke-4.

Saran

Pada penelitian selanjutnya diharapkan fermentasi kubis

sebaiknya dilakukan variasi jumlah bakteri dan temperatur untuk
mengoptimalkan hidrolisis oksalat dalam kubis.
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LAMPIRAN
LAMPIRAN A. Diagram Alir Penelitian

Pembuatan Media Padat untuk Mikroorganisme

A\ 4

Proses peremajaan biakan murni A.aceti dan S.cerevisiae

\4

Preparasi inokulum A.aceti dan S.cerevisiae

\4

Preparasi Kubis untuk fermentasi

\4

Proses Fermentasi MOL dan campuran A.aceti dan
S.cerevisiae selama 10 hari

A4

Analisa kadar asam total dan oksalat setiap hari selama 10
hari

A4

Analisis Data
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LAMPIRAN B. Diagram Alir Cara Kerja

B.1. Pembuatan Media padat A.aceti dan S.cerevisiae

Nutrient Agar (NA) dan Potatoes Dextrose Agar (PDA)

Ditimbang sebanyak 1 g NA dan 1.75 g PDA
Dilarutkan masing-masing bahan dengan 50 mL
akuades dan dihomogenkan

Dipanaskan hingga larut (kedua larutan)

Dipipet sebanyak 4 mL dari masing-masing larutan
ke dalam tabung reaksi

Disterilkan dalam autoclave selama 15 menit pada
suhu 121 °C

Didinginkan pada suhu ruang dengan posisi miring
hingga padat

Media padat NA dan PDA

B.2 Peremajaan Biakan Murni A.aceti dan S.cerevisiae

38

Biakan Murni A.aceti dan S.cerevisiae

- Jarum ose dan tabung berisi biakan murni dilalui oleh
api dalam laminar flow

- Diambil biakan murni dengan jarum ose

- Digoreskan ke dalam tabung media padat

- Tutup tabung dengan kapas dan dilapisi dengan kertas
cokelat

- Diinkubasi selama 3 hari pada suhu ruang

Biakan A.aceti dan S.cerevisiae




B.3. Pembuatan Inokulum A.aceti dan S.cerevisiae

Biakan A.aceti dan S.cerevisiae

Diambil sebanyak 1 ose dengan jarum ose
Dimasukkan kedalam masing-masing media cair GYP
(kondisi pH 4) secara aseptis

Ditutup dengan kapas dan dilapisi dengan kertas
coklat

Diinkubasi pada suhu 30 °C (S.cerevisiae) dan suhu
ruang dengan dishaker (A.aceti) pada kecepatan 100
rpm selama 17 jam

Inokulat A.aceti dan S.cerevisiae

B.4 Fermentasi Kubis dengan MOL

Kubis segar

A 4

Dipotong kecil-kecil dan ditimbang sebanyak 100 g
Dicuci dengan air mengalir hingga bersih dan
ditiriskan

Dimasukkan kedalam botol jar

Ditambahkan  garam  dengan  masing-masing
konsentrasi 0% - 5% (b/b)

Ditambahkan 100 ml akuades

Ditutup hingga rapat dan dihomogenkan

Diinkubasi selama 10 hari (tiap hari dianalisis kadar
asam total dan oksalat)

Hasil
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B.5 Fermentasi Kubis dengan campuran A.aceti dan S.cerevisiae

Kubis segar

- Dipotong kecil-kecil dan ditimbang sebanyak 100 g

- Dicuci dengan air mengalir hingga bersih dan
ditiriskan

- Dimasukkan kedalam botol jar

- Ditambahkan  garam  dengan  masing-masing
konsentrasi 0% - 5% (b/b)

- Ditambahkan inokulum campuran A.aceti dan
S.cerevisiae sebanyak 15 mL

- Ditambahkan akuades sebanyak 85 mL

- Ditutup hingga rapat dan dihomogenkan

- Diinkubasi selama 10 hari (tiap hari dianalisis kadar
asam total dan oksalat)

Hasil

B.6 Analisa Kadar Oksalat

Kubis hasil fermentasi

- Ditimbang sebanyak 10 g

- Dihaluskan dan ditambahkan akuades sebanyak 50
mL

- Dipanaskan selama 15 menit

- Disentrifugasi dengan kecepatan 9000 rpm selama 10
menit

Supernatan

.
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Supernatan

- Dipipet sebanyak 5 mL ke erlenmeyer

- Ditambah asam sulfat 1 M sebanyak 5 mL

- Dititrasi dengan Kalium permanganate hingga
mencapai titik akhir titrasi (dilakukan secara duplo)

- Dicatat volume titrasi dan dihitung kadar oksalat

Hasil

B.7 Analisa kadar asam total

Filtrat hasil fermentasi

Disentrifuse dengan kecpatan 9000 rpm selam 10
menit

Dipipet sebanyak 10 mL dan diencerkan kedalam
labu takar 100 mL

Ditambahkan akuades hingga tanda batas

Dipipet sebanyak 10 mL dan dimasukkan kedalam
erlenmeyer

Ditambah indikator PP 1% sebanyak 2 tetes
Dititrasi dengan NaOH 0,1 M hingga mencapai titik
akhir titrasi

Dicatat volume titrasi dan dihitung kadar asam total

Hasil
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LAMPIRAN C Perhitungan pembuatan larutan
C.1 Pembuatan larutan H.SO4 1 M

Massa jenis X % as. sulfat x 1000

[Asam sulfat] murni = BM as. sulfat

_1,8305 x 96 % x 1000 mL/L
B 98 g/mol

=17,93 M
= 18 Molar
Larutan asam sulfat 1 Molar dibuat dengan cara pengenceran dengan
akuades dan perhitungan sebagai berikut :
M1 xVi=Myx V7

18 M xVi=1M x 100 mL

Vi _ 1M x 100 mL
B 18 M
V. =56mL

Maka, dipipet 5,6 mL asam sulfat pekat 18 M ke dalam labu takar 100
mL. Kemudian, ditambah akuades hingga tanda batas, ditutup dan
dihomogenkan.

C.2 Preparasi Larutan KMnO4 0,05 N
Pembuatan larutan Kalium permanganat dibuat dengan cara
berikut :

Mr Kalium Permanganat =159 g/mol
Berat Ekivalen =159:5
= 31,6 g/mol

Maka, massa yang dibutuhkan adalah :
Massa = V labu takar x N x Berat Ekivalen
=100 mL x 0,2 x 31,6
=0,63g
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Dibutuhkan 0,63 g Kalium Permanganat. Kemudian diencerkan
dengan akuades sampai tanda batas. Untuk didapatkan 0,05 N,
dilakukan pengenceran didalam 100 mL labu takar dengan akuades
dengan persamaan berikut :

M1 xVi=Myx V>

0,2MxV;=0,05M x 100 mL

_0,05M x 100 mL

V1
02M

Vi=25mL
Jadi, dipipet 25 mL ke dalam labu takar 100 mL. Kemudian, ditambah
akuades hingga tanda batas, ditutup dan dihomogenkan.

C.3 Preparasi Larutan NaOH 0.1 M

Pembuatan larutan NaOH dilakukan dengan cara menimbang
massa NaOH padatan dan setelah itu diencerkan dengan akuades
dalam labu takar 100 mL.

Mr NaOH =40 g/mol
mol NaOH
Molar = ——
volume
O1M = mol NaOH
’ ~ 01L

mol NaOH = 0,01 mol

Maka, massa NaOH yang dibutuhkan adalah :
massa NaOH

mol NaOH = Mt NaOI
0.01 | = Massa NaOH
i T g/mol
Massa NaOH = 0,01 mol x 40 g/mol

=04g¢g
Jadi, dibutuhkan 0.4 g NaOH padatan untuk membuat larutan NaOH
0.1M

43



LAMPIRAN D Hasil Analisis Statistika
D.1 ANOVA Rancang Acak Lengkap(RAL) Asam Total
Mikroorganisme lokal
Tabel D.1 Hasil Analisis Statistik RAL Asam Total MOL

ANOVA
Asam_Total
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups .764 10 .076 | 36.544 .000
Within Groups .069 33 .002
Total .832 43
Asam_Total
Subsetior alpha =0 D
Wakliy_Fermanias i 1 i F | r r
Tukey kil 4| O.0E5zE0| |
HED" 1 4 | ©182700
%5 4 | ozzz300
% 4 | m=zraces| oz27zO28
| 4 | 0.345600( 0345600
- 4 0.348000 0.348000
L 4 0300092 0350993
LT 4 041728 G728
L F] D.4Z4B00| 0.424500( 0424800
5 4 0400055 | 0400065
i 4 532350
=1 1.000| D216 0.372 0.358 0486 0.067 |
Durean® D 4| opeszzo| 1
% 4 | e182700
! 4 | m=z2a300| 0227300
% 4 | 0.272028
i 4 0345600
b 4 0. 345000
B 4 =T
Bl 4 0a17218
B 4 0424800 0.424800(
B 4 | 0450065 0420065
= Fl | os323s0
Eag 1.000| 023 0133 0ETT 0816 0.052| 0200

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.2 ANOVA Rancang

Mikroorganisme lokal
Tabel D.2 Hasil Analisis Statistik RAL Oksalat Mikroorganisme

Acak Lengkap(RAL)

Oksalat

Lokal
ANOVA
oksalat_spontan
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups .091 10 .009| 38.611 .000
Within Groups .008 33 .000
Total .099 43
oksalat_spontan
Subsetfor alpha =0 05
VWakiu Fermentasi & " 1 r 2 il 3 " 4 i 5
Tukey k3 4| 0.052900
HSD* o 4] 0052800
B 4| 0.057700
k& 4 0.072125| 0.072125
o 4 0072125 D.0O72128
% a 0.096200| 0096200
3 4 0.101026| 0.101025| 0.101025
i3 4 0105850 0O106850| 0106860
2 4 0.113075| 0113075
il 4 0134700
kil 4 0.216478
5ig 0787 0108 0889 0109 1.000
puncan® B 4| 0.052900
] 4| 0.062900
ke 4| o.os57700
B 4| norzizs
7 4| 0072125
3 4 0.096200
b 4 0.101025
= 4 0. 105850
b= 4 0113076 0113076
1 a 0134700
o 4 0216478
Sig 0122 0165 00585 1.000

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.3 ANOVA Rancang Acak (RAL) Asam Total starter campuran
Tabel D.3 Hasil Analisis Statistik RAL Asam Total A.aceti dan
S.cerevisiae

ANOVA
/Asam_totalnnsptn
Sum of Mean
Squares | df Square F Sig.
Between Groups 543 10 .054| 38.770 .000
Within Groups .046| 33 .001
Total 589| 43

Asm_totalnnspntan
Subsetior alpha 0.0k

Waklu_lemmenias M i i I 2 I L] i i I L i ] i 7
Tukgy kil 4| 000853
H5D* L ] 019080

] 4 025200 025200

% 4 oze1a0 028130

B 4 028130 028130

% 4 031316 031316

% 4 034228 034228 034228

5 4 034956 034956 034956

| 4 040050 040850 040850

A 4 043695| 043695

] 4 047338

Sig 1.000 0455 0057 0.525 0325 007 0385
Duncan® 1 4| 000653

A 4 Q19080

% 4 025200

% 4 o2e130[ 028130

B 4 028130 0.28130

% 4 0.31315

% 4 0.34228

% 4 0. 34856

k| 4 0 40950

L[| 4 043695 043685

bl 4 047338

Sig 1000 1.000 172 0057 0.309 a1en

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.4 ANOVA Rancang Acak Lengkap(RAL) Oksalat fermentasi

starter

Tabel D.4 Hasil Analisis Statistik Oksalat A.aceti dan S.cerevisiae

ANOVA
Oksalat_nonsptn
Sum of Mean
Squares | df | Square F Sig.
Between Groups .109 10 .011 | 43.396| .000
Within Groups .008 33 .000
Total 117 43
Oksalat_nonsptn
Subset for alpha = 0.05
Waktu_Fermentasi N f 1 f 2 f 3 f 4 f 5 f 6
Tukey s 4| 0.050873
HSD? 8 4| 0.058788
5 4| 0.058905
4 4| 0.066938
7 4| 0.077648| 0.077648
"0 4| 0.079668| 0.079668| 0.079668
9 4 0.114105| 0.114105| 0.114105
3 4 0.117810| 0.117810
" 4 0.147263| 0.147263
) 4 0.157983
0 4 0.216478
Sig. 0.305 0.080 0.056 0.149 0.996 1.000
Duncan® '6 4| 0.050873
8 4| 0.058788| 0.058788
5 4| 0.058905| 0.058905
4 4| 0.066938| 0.066938
7 4 0.077648
"0 4 0.079668
9 4 0.114105
3 4 0.117810
"1 4 0.147263
” a 0.157983
0 4 0.216478
Sig. 0.200 0.105 0.743 0.346 1.000

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.5 ANOVA Rancang Acak Kelompok (RAK) Asam Total
Fermentasi Mikroorganisme lokal
D.5.1 Waktu vs Kadar Asam Total
Tabel D.5.1 Analisis Statistik (RAK) Asam Total Mikroorganisme
Lokal

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Asam_spntn
Type lll
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Squares
Corrected 534° 12 0045  91.509 0
Model
Intercept 6.531 1 6.531 13430.69 0
Waktu_fer 0.531 9 0059 121.333 0
mentasi
Kelompok 0.003 3 0.001 2.035 0.133
Error 0.013 27 0
Total 7.079 40
Corrected 0.547 39
Total
a. R Squared = .976 (Adjusted R Squared = .965)

D.5.2 Garam vs Asam total
Tabel D.5.2 Analisis Statistik (RAK) Asam Total dengan
penambahan garam pada fermentasi MOL

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Asam_totalspontan
Type 1l
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Sguares
Corrected 817° 14 0.058 14.579 )
Model
Intercept 10.083 1 10.083 2518.401 (o]
] 0.706 9 0.078 196 o
mentasi
Garam 0.111 5 0.022 5.539 o
Error 0.18 45 0.004
Total 11.08 60
Corrected 0.997 59
Total
a. R Squared = .819 (Adjusted R Squared = .763)

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.6 ANOVA Rancang Acak Kelompok Oksalat Fermentasi MOL
D.6.1 Waktu vs Oksalat
Tabel D.6.1 Analisis Statistik (RAK) Oksalat Mikroorganisme Lokal

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Oksalat_spontan
Type 1l
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Squares
Corrected 012% 12 0001 18175 0
Model
Intercept 0.305 1 0.305 5358.254 0]
Ulangan o 3 0 2.217 0.109
Waktu_Fer 0.012 9 0001  23.494 0
mentasi
Error 0.002 27 5.70E-05
Total 0.319 40
Corrected 0.014 39
Total
a. R Squared = .890 (Adjusted R Squared = .841)

D.6.2 Garam vs Oksalat
Tabel D.6.2 Analisis Statistik (RAK) Oksalat dengan penambahan
garam pada fermentasi MOL

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Oksalat_MOL
Type 1l
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Squares
Corrected 023° 14 0.002 2.737 0.005
Model
Intercept 0.454 1 0.454 751.961 0]
Waktu_fer 0.018 ) 0.002 3.284 0.004
mentasi
Garam 0.005 5 0.001 1.752 0.142
Error 0.027 45 0.001
Total 0.504 60
-L':O‘rrIECIECI 0.05 59
a. R Squared = .460 (Adjusted R Squared = .292)

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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D.7 ANOVA Rancang Acak Kelompok Asam Total pada
Fermentasi Starter Campuran A.aceti dan S.cerevisiae
D.7.1 Waktu vs Asam Total
Tabel D.7.1 Hasil Analisis Statistik RAK Asam Total pada fermentasi
Starter campuran A.aceti dan S.cerevisiae

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Asam_Total
Type Il
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Squares
Corrected 205° 12 0017  48.839 0
Model
Intercept 4.784 1 4.784 13645.36 0
Waktu_Fer 0.205 9 0023  65.013 0
mentasi
Kelompok 0 3 0 0.318 0.812
Error 0.009 27
Total 4.999 40
Corrected 0.215 39
Total
a. R Squared = .956 (Adjusted R Squared = .936)

D.7.2 Garam vs Asam Total

Tabel D.7.2 Analisis Statistik (RAK) Asam Total dengan
penambahan garam pada fermentasi Starter
campuran A.aceti dan S.cerevisiae

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent VVariable: Asam_ total
Type Il
Source Sum of af Mean F Ssig.
Square

Sqgquares
Corrected 327 14 0.023 6.107
Model
Intercept 7.179 1 7.179 1877.157 o
Waktu_Fer 0.308 o 0.034 8.951 o
mentasi
CEEET (£ 0.019 5 0.004 0.989 0.435
ram
Error 0.172 45 0.004
Total 7.678 60
Corrected 0.499 59
Total
a. R Squared = .655 (Adjusted R Squared = .548)

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Penaaruh aaram Ft 1% = 3.45: Penaaruh waktu Ft 1% = 3.15
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D.8 ANOVA Rancang Acak Kelompok Oksalat pada Fermentasi

Starter Campuran A.aceti dan S.cerevisiae
D.8.1 Waktu vs Oksalat

Tabel D.8.1 Hasil Analisis Statistik RAK Oksalat pada fermentasi

Starter campuran A.aceti dan S.cerevisiae

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Oksalat_nonspontan
Type lll
Source Sum of df Mean F Sig.
Square

Squares
Corrected 016° 12 0.001 49524 0
Model
Intercept 0.264 1 0.264 10138.71 (6]
Waktu_Fer 0.015 9 0.002 65.942 0
mentasi
Ulangan 2.13E-05 3 7.11E-06 0.272 0.845
Error 0.001 27 2.61E-05
Total 0.281 40
Corrected 0.016 39
Total
a. R Squared = .957 (Adjusted R Squared = .937)

D.8.2 Garam vs Oksalat

Tabel D.8.2 Analisis Statistik (RAK) Oksalat dengan penambahan
garam pada fermentasi Starter campuran A.aceti dan

S.cerevisiae

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Oksalat _nonspontan
Type Il
Source Sum of df Mean = Sig.
Square

Squares
corrected 026 14 0.002 5.828 o
Model
Intercept 0.396 1 0.396 1230.804 o
Waktuif-er 0.023 9 0.003 7.994 o
mentasi
Garam 0.003 5 0.001 1.928 0.108
Error 0.014 45 o]
Total 0.436 60
Corrected 0.041 50
Total
a. R Squared = .645 (Adjusted R Squared = .534)

Pengaruh garam Ft 5% = 2.42; Pengaruh waktu Ft 5% = 2,31
Pengaruh garam Ft 1% = 3.45; Pengaruh waktu Ft 1% = 3,15
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LAMPIRAN E Kurva Standar Pertumbuhan A.aceti dan
S.cerevisiae

2 -
1.8 ——S.cerevisiae
1.6 —A— A.aceti
%1.4
01'2
v 1
=
g0.8
80.6
0.4
0.2
0

0 6 121824303642 48546066 72 78 84 90 96102
Waktu Inkubasi (jam)

Gambar E.1 Kurva Baku Pertumbuhan A.aceti dan S.cerevisiae
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LAMPIRAN F Data Hasil Penelitian Kadar Asam Total dan
Kadar Oksalat

F.1 Data Hasil Penelitian Kadar Asam Total MOL
Tabel F.1 Data Kadar Asam Total MOL

Kadar asam total(%)

Waktu Fermentasi Perlakuan
0% 1% 2% 3% 4% 5%
Hari 1 0.183 0.187 0.180 0.166 0.177 0.239
Hari 2 0.348 0.244 0.272 0.195 0.371 0.351
Hari 3 0.222 0.286 0.293 0.230 0.384 0.371
Hari 4 0.346 0.410 0.512 0.287 0.364 0.411
Hari 5 0.425 0.576 0.517 0.397 0.530 0.523
Hari 6 0.272 0.477 0.477 0.411 0.483 0.656
Hari 7 0.532 0.755 0.530 0.517 0.490 0.517
Hari 8 0.351 0.543 0.483 0.404 0.536 0.517
Hari 9 0.490 0.570 0.477 0.430 0.404 0.490
Hari 10 0.417 0.536 0.510 0.417 0.490 0.417
F.2 Data Hasil penelitian Kadar Oksalat MOL
Tabel F.2 Data Kadar Oksalat MOL
Kadar Oksalat rata2
Waktu Fermentasi Perlakuan
0% 1% 2% 3% 4% 5%
Hari 1 0.135 0.101 0.101 0.222 0.125 0.101
Hari 2 0.113 0.087 0.106 0.077 0.087 0.135
Hari 3 0.101 0.087 0.072 0.072 0.072 0.125
Hari 4 0.097 0.106 0.082 0.048 0.087 0.140
Hari 5 0.106 0.068 0.058 0.048 0.092 0.077
Hari 6 0.072 0.068 0.072 0.053 0.072 0.072
Hari 7 0.072 0.106 0.068 0.039 0.082 0.106
Hari 8 0.053 0.077 0.077 0.077 0.097 0.082
Hari 9 0.058 0.087 0.068 0.068 0.077 0.140
Hari 10 0.053 0.092 0.072 0.068 0.087 0.072
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F.3 Data Hasil Penelitian Kadar Asam Total Campuran A.aceti
dan S.cerevisiae
Tabel F.3 Data Kadar Asam Total campuran A.aceti dan S.cerevisiae

Kadar Asam total rata2

Waktu Fermentasi Perlakuan

0% 1% 2% 3% 4% 5%
Hari 1 0.191 0.294 0.239 0.269 0.204 0.124
Hari 2 0.252 0.354 0.315 0.269 0.226 0.182
Hari 3 0.410 0.307 0.315 0.269 0.204 0.269
Hari 4 0.350 0.357 0.350 0.277 0.262 0.291
Hari 5 0.291 0.379 0.364 0.291 0.357 0.393
Hari 6 0.291 0.328 0.306 0.444 0.430 0.415
Hari 7 0.473 0.539 0.612 0.485 0.333 0.456
Hari 8 0.313 0.335 0.408 0.495 0.377 0.464
Hari 9 0.328 0.335 0.350 0.371 0.312 0.384
Hari 10 0.437 0.393 0.379 0.320 0.413 0.500

F.4 Data Hasil Penelitian Kadar Oksalat Campuran A.aceti dan

S.cerevisiae
Tabel F.4 Data Kadar Oksalat campuran A.aceti dan S.cerevisiae
Kadar Oksalat rata2

Waktu Fermentasi Perlakuan

0% 1% 2% 3% 4% 5%
Hari 1 0.147| 0150 0.075| 0.109] 0.098]  0.169
Hari 2 0.158| 0137 0067 0.09| 0.088 0.104
Hari 3 0.118/ 0.099 0070 0.080] 0.082] 0.082
Hari 4 0.067| 0072 0064 0056 0.085 0.061
Hari 5 0.059| 0070 0064 0070 0.078 0.057
Hari 6 0051 0048 0062 0075 0073 0.059
Hari 7 0.078/ 0070 0080 0080 0.08 0078
Hari 8 0.059| 0067 0072 0075 0.073] 0.070
Hari 9 0.114| 0069 0077 0087 0.065 0.067
Hari 10 0.080| 0056 0.055 0065 0.079 0.068
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