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MOTTO

“Hanya dia yang mempunyai keberanian yang sesungguhnya. yang mampu
menanggung beban dari pengalaman yang seburuk-buruknya yang bisa dialami
manusia dengan sikap bijaksana”

(William Shakespeare)”

“Ada kearifan pikiran dan ada kearifan hati”
(Charles Dickens)**)

“Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan, sesungguhnya
sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu telah selesai (dari suatu
urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan) yang lain, dan hanya
kepada Tuhanmulah hendaknya kamu berharap.”

(Surah Al-Insyirah (94): 5-8)""

) The World’s Poetry Archive. 2012. William Shakespeare Poems. PoemHunter.Com-The World’s
Poetry Archive.

) Dalmane, Razak. 1994. A Mere Question of Figures: Measures, Mystery, and Metaphor in Hard
Times. Dickens Studies Annual : Essay on Victorian Fiction 23: 62-137.

") Departemen Agama Republik Indonesia. 1987. Terjemahan dan Tafsir Al Qur’an. Medinah
Munawwarah: Mujamma’ Khadim al Haramain asy Syarifain Fahd ibn *Abd al ’Aziz Al Sa’ud.
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Di dalam tubuh radikal bebas terbentuk sebagai hasil dari proses
metabolisme sel. Radikal bebas dapat berasal dari dalam (endogen) maupun luar
tubuh (eksogen). Sistem pertahanan tubuh secara alami menghasilkan senyawa
antioksidan endogen intrasel berupa enzim-enzim seperti superoksida dismutase
(SOD), katalase (CAT) dan glutation peroksidase (GPX) untuk mengimbangi
terbentuknya radikal bebas, sehingga mencegah timbulnya efek negatif dari
radikal bebas (Sanmugapriya dan Venkataraman, 2006). Peningkatan jumlah
radikal bebas dalam tubuh yang tidak diimbangi dengan jumlah antioksidan
endogenous akan mengakibatkan terjadinya tekanan oksidatif sehingga dapat
menyebabkan penyakit degeneratif (Nurrahman et al., 2012).

Salah satu cara yang dilakukan untuk mengatasi tekanan oksidatif adalah
dengan menggunakan antioksidan eksogenous yang diaplikasikan melalui bahan
makanan. Menurut Saija ef al.,, (1995), salah satu bahan pangan yang
menghasilkan antioksidan alami adalah kedelai. Sumber antioksidan terbesar
dalam kedelai adalah isoflavon dan tokoferol (Vitamin E) (Borodin ef al., 2011).

Kedelai serta olahannya telah banyak dikonsumsi oleh masyarakat, salah
satunya adalah susu kedelai. Menurut lowa State University Database on the
Isoflavone Content of Food (2002), susu kedelai memiliki kandungan total
isoflavon yang cukup besar yaitu 9,56 mg/100gr, sedangkan tokoferol yang
merupakan antioksidan terbesar setelah isoflavon menurut Borodin ef al., (2011),
memiliki kandungan sebesar 21 pug/g.

Pada penelitian sebelumnya oleh Wang et al., (2006), menemukan bahwa
pada susu kedelai yang difermentasi oleh BAL Lactobacillus acidophilus dan

Bifidobacteria longum menghasilkan aktivitas antioksidan yang tinggi. Menurut

Vii
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Gilliand (1989), BAL diklasifikasikan sebagai GRAS (Generally Regocnized as
Safe) untuk digunakan sebagai bahan tambahan pada makanan oleh US FDA
(Food and Drug Administration). BAL penting dalam industri makanan dan
digunakan sebagai starter pada berbagai proses fermentasi (Piekarczyk, 2013).
Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis adalah jenis BAL yang sering
digunakan dalam proses fermentasi makanan. Proses fermentasi oleh BAL
diharapkan dapat meningkatkan kadar antioksidan eksogenous dalam susu
kedelai. Melalui penelitian ini, maka diharapkan susu kedelai yang difermentasi
menggunakan Bakteri Asam Laktat (BAL) L. casei dan Lac. lactis dapat
meningkatkan kandungan antioksidan eksogenous sebagai sumber antioksidan
alami.

Prosedur dalam penelitian ini diawali dengan pembuatan kurva
pertumbuhan BAL L. casei. dan Lac. lactis untuk menentukan fase logaritmik
atau fase eksponensial. Kemudian dilanjutkan dengan pembuatan starter BAL
yang digunakan untuk fermentasi susu kedelai. Susu kedelai yang telah
difermentasi selanjutnya diekstraksi dan diuji scavenging radikal bebas dengan
metode DPPH.

Hasi penelitian menunjukkan bahwa susu kedelai yang difermentasi
dengan BAL dapat meningkatkan kadar antioksidan eksogenous. Aktivitas
penangkapan radikal bebas oleh Lac. lactis selama waktu fermentasi 24 jam
sebesar 15% dan mengalami peningkatan menjadi 35% untuk waktu fermentasi 48
jam. Sementara itu, aktivitas penangkapan radikal susu kedelai hasil fermentasi
L. casei selama 24 jam sebesar 21% dan mengalami penurunan menjadi 11%
dengan lama fermentasi 48 jam. Susu kedelai hasil fermentasi oleh campuran
BAL L. casei dan Lac. lactis memiliki aktivitas antioksidan tertinggi yaitu pada
lama fermentasi 48 jam penangkapan radikal bebas sebesar 58% sedangkan pada

lama fermentasi 24 jam aktivitas penangkapan radikal bebas sebesar 42%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Di dalam tubuh radikal bebas terbentuk sebagai hasil dari proses
metabolisme sel. Radikal bebas dapat berasal dari dalam (endogen) maupun luar
tubuh (eksogen). Sistem pertahanan tubuh secara alami menghasilkan senyawa
antioksidan endogen intrasel berupa enzim-enzim seperti superoksida dismutase
(SOD), katalase (CAT) dan glutation peroksidase (GPX) untuk mengimbangi
terbentuknya radikal bebas, sehingga mencegah timbulnya efek negatif dari
radikal bebas (Sanmugapriya dan Venkataraman, 2006).

Peningkatan jumlah radikal bebas dalam tubuh yang tidak diimbangi
dengan jumlah antioksidan endogenous akan mengakibatkan terjadinya tekanan
oksidatif yang dapat menyebabkan penyakit degeneratif seperti Alzheimer,
Parkinson, Aterosklerosis, Kanker, dan penuaan dini (Nurrahman et al., 2012).
Salah satu cara yang dilakukan untuk mengatasi tekanan oksidatif adalah dengan
menggunakan antioksidan eksogenous yang diaplikasikan melalui bahan
makanan. Menurut Saija et al., (1995), salah satu bahan pangan yang
menghasilkan antioksidan alami adalah kedelai. Kedelai memiliki komponen
penting berupa senyawa bioaktif yang bertindak sebagai antioksidan yaitu
isoflavon (Zubik dan Meydani, 2003) sedangkan menurut Borodin et al., (2011),
sumber antioksidan terbesar dalam kedelai adalah isoflavon dan tokoferol
(Vitamin E).

Kedelai serta olahannya telah banyak dikonsumsi oleh masyarakat, salah
satunya adalah susu kedelai. Selain memiliki kandungan protein yang tinggi,
komposisi susu kedelai hampir sama dengan susu hewani dan harganya lebih
terjangkau. Menurut USDA lowa State University Database on the Isoflavone
Content of Food (2002), susu kedelai memiliki kandungan total isoflavon yang
cukup besar yaitu 9,56 mg/100gr, sedangkan tokoferol yang merupakan
antioksidan terbesar setelah isoflavon menurut Borodin et al., (2011), memiliki

kandungan sebesar 21 pg/g.
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Pada penelitian sebelumnya oleh Wang et al., (2006), menemukan bahwa
pada susu kedelai yang difermentasi oleh BAL Lactobacillus acidophilus dan
Bifidobacteria longum menghasilkan aktivitas antioksidan yang tinggi. Proses
fermentasi oleh BAL diharapkan dapat meningkatkan kadar antioksidan
eksogenous dalam susu kedelai. Menurut (Gyorgy et al., 1964) proses fermentasi
mengakibatkan senyawa isoflavon sebagai antioksidan akan terhidrolisis menjadi
senyawa isoflavon bebas yang disebut aglikon sehingga lebih mudah dicerna dan

lebih tinggi aktivitasnya.

Menurut Gilliand (1989), BAL diklasifikasikan sebagai GRAS (Generally
Regocnized as Safe) untuk digunakan sebagai bahan tambahan pada makanan oleh
US FDA (Food and Drug Administration). BAL penting dalam industri makanan
dan digunakan sebagai starter pada berbagai proses fermentasi makanan
(Piekarczyk, 2013). Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis adalah jenis BAL
yang sering digunakan dalam proses fermentasi makanan. Menurut Sun et al.,
(2014), L. casei dan Lac. lactis memiliki perbedaan dalam jalur fermentasinya,
L. casei termasuk ke dalam BAL fakultatif heterofermentatif sedangkan Lac.
lactis merupakan BAL homofermentatif. Klasifikasi ini beradasarkan pada produk
yang dihasilkan selama fermentasi. BAL homofermentatif mengubah glukosa
menjadi satu produk berupa asam laktat sedangkan BAL heterofermentatif
mengubah glukosa menjadi asam laktat dan produk lain. Melalui penelitian ini,
maka diharapkan susu kedelai yang difermentasi menggunakan Bakteri Asam
Laktat (BAL) L. casei dan Lac. lactis dapat meningkatkan kandungan antioksidan

eksogenous sebagai sumber antioksidan alami.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah: Apakah fermentasi susu kedelai dari kultur tunggal dan
kultur campuran Bakteri Asam Laktat L. casei dan Lac. lactis dapat meningkatkan

kadar antioksidan eksogenous dalam susu kedelai?
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1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan
eksogenous susu kedelai dari fermentasi kultur tunggal dan kultur campuran

Bakteri Asam Laktat L. casei dan Lac. lactis.

1.4 Manfaat
Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini adalah hasil yang diperoleh
dapat diaplikasikan langsung ke dalam bahan pangan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Antioksidan dan Radikal Bebas

2.1.1 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang berfungsi untuk melindungi tubuh dari
serangan radikal bebas. Antioksidan merupakan suatu sistem pertahanan tubuh
untuk menangkal serangan radikal bebas atau oksidan sehingga dapat membatasi
kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas. Sistem pertahanan antioksidan ini
antara lain adalah enzim Superoxide Dismutase (SOD) yang terdapat di
mitokondria dan sitosol, Glutathione Peroxidase (GPX), dan katalase (CAT).
Selain itu terdapat juga sistem pertahanan antioksidan yang berupa mikronutrien
yaitu B-karoten, vitamin C dan vitamin E (Hariyatmi, 2004).

Antioksidan bekerja dalam tubuh dengan beberapa cara antara lain
berinteraksi langsung dengan radikal bebas, oksidan, dan oksigen tunggal,
mencegah pembentukan senyawa oksigen reaktif, atau mengubah senyawa reaktif
menjadi kurang reaktif. Antioksidan bisa didapatkan melalui dua cara yaitu dari
luar tubuh (eksogen) dan dari dalam tubuh (endogen). Antioksidan eksogen adalah
antioksidan yang berasal dari konsumsi makanan dan minuman yang mengandung
vitamin C dan E, maupun antioksidan sintetik seperti Butylatet Hydroxytoluen
(BHT), sedangkan contoh antioksidan endogen adalah enzim Superoxide
Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GPX), dan katalase (CAT) (Winarsi,
2007).

Selain itu, menurut Kumalaningsih (2007), berdasarkan fungsinya terdapat
lima jenis antioksidan yaitu:

a. Antioksidan primer

Antioksidan ini mampu mengurangi pembentukan radikal bebas baru

dengan cara memutus reaksi berantai dan mengubahnya menjadi produk yang

lebih stabil. Contohnya adalah superoksida dismutase (SOD), glutation
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peroksidase, dan katalase yang dapat mengubah radikal superoksida menjadi
molekul air.
b. Antioksidan sekunder

Antioksidan sekunder merupakan senyawa yang berfungsi menangkap
radikal bebas serta mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga tidak terjadi
kerusakan. Beberapa contohnya adalah vitamin A (betakaroten), vitamin C,
vitamin E, dan senyawa fitokimia.
c. Antioksidan tersier

Antioksidan tersier berperan dalam memperbaiki kerusakan sel-sel dan
jaringan yang rusak karena serangan radikal bebas. Contoh antioksidan tersier
adalah enzim metionin sulfoksidan reduktase yang dapat memperbaiki DNA
dalam inti sel.
d. Oxygen Scavenger

Antioksidan yang termasuk oxygen scavenger berperan dalam mengikat
oksigen sehingga tidak mendukung reaksi oksidasi, contohnya vitamin C.
e. Chelators atau Sequesstrants

Senyawa ini dapat mengikat logam sehingga logam tersebut tidak dapat

mengkatalis reaksi oksidasi. Contohnya adalah asam sitrat dan asam amino.

Menurut Astuti (2008), sistem pertahanan alami tubuh terhadap radikal

bebas yaitu antioksidan endogen yang terdiri atas enzim-enzim seperti enzim

superoksida dismutase (SOD), glutation peroksidase dan katalase yang berperan

dalam menghambat reaksi oksidasi. Enzim superoksida dismutase (SOD)

mengkatalis perubahan radikal superoksida menjadi molekul hidrogen peroksida

(H,0,) dan oksigen (O) dan molekul oksigen yang kemudian hidrogen peroksida

akan diubah menjadi air oleh enzim katalase (CAT) dan glutation peroksidase

dengan reaksi sebagai berikut:

SOD
20, +2H" » 0O,+H0,
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Enzim SOD berada di mitokondria dalam bentuk Mn-SOD dan Cu-Zn
SOD. Enzim SOD bekerja dengan menghambat simultan dari O, dan H,O, yang
berasal dari pembentukan radikal hidroksi (*OH) (Astuti, 2008).

Sementara itu, mekanisme kerja enzim katalase yang terdapat pada
peroksisom dan glutation peroksidase yaitu dengan mengubah hidrogen peroksida

(H20;) menjadi air (H,0O) sebagai berikut:

CAT/GPX
2H,0, > 2H,O0 + O,

Enzim glutation peroksidase merupakan enzim yang mempunyai selenium
(Se) pada sisi aktifnya. Enzim ini mengkatalis reduksi hidrogen peroksida dan
lemak peroksida dengan menggunakan glutation tereduksi sebagai kofaktor

(Astuti, 2008).

2.1.2 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang mengandung satu elektron tidak
berpasangan pada orbit terluarnya. Adanya elektron tidak berpasangan ini
menyebabkan radikal bebas secara kimiawi menjadi sangat aktif. Radikal bebas
dapat bermuatan positif (kation), negatif (anion), atau tidak bermuatan (Haliwell
and Gutteridge, 1990). Radikal bebas memerlukan elektron yang berasal dari
pasangan elektron di sekitarnya agar menjadi stabil, sehingga terjadi perpindahan
elektron dari molekul donor ke molekul radikal. Akibat reaksi tersebut, molekul
donor menjadi radikal baru yang tidak stabil dan menimbulkan reaksi berantai
yang akan menimbulkan kerusakan dan menjadi penyebab berbagai penyakit

(Simanjuntak, 2004).

Radikal bebas dapat berasal dari luar tubuh (eksogen) atau terbentuk di
dalam tubuh (endogen) yaitu hasil metabolisme. Sumber radikal bebas dari luar
tubuh berasal dari polutan, makanan dan minuman, radiasi serta pestisida.
Sementara itu, senyawa radikal dari dalam dapat timbul melalui beberapa macam

mekanisme seperti autooksidasi, aktivitas oksidasi dan sistem transpor elektron.
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Menurut Madhavi et al., (1996), radikal bebas diproduksi terus menerus dalam sel
di sistem transpor elektron mitokondria, membran plasma, sitosol, retikulum
endoplasma, dan peroksisom. Senyawa radikal yang terbentuk selanjutnya
menjadi inisiator pada proses peroksidasi lipid yang menimbulkan kerusakan

jaringan tubuh.

Radikal bebas dapat berasal dari proses metabolisme dalam tubuh
(internal) dan dari luar tubuh (eksternal). Sumber radikal bebas dari dalam tubuh
mencakup superoksida, hidroksil, peroksil, hidrogen peroksida (H,0,), singlet
oksigen, oksida nitrit dan peroksinitrit. Sumber radikal dari luar tubuh berasal dari
asap rokok, polusi, radiasi, sinar UV, obat, pestisida, limbah industri dan ozon

(Punchard dan Kelly, 1996).

Salah satu senyawa yang erat kaitannya dengan radikal bebas adalah
oksigen. Oksigen sangat berperan dalam tubuh, namun juga merupakan awal dari
terbentuknya radikal bebas yang dikenal dengan nama Reactive Oxygen Species
(ROS). Beberapa ROS yang dapat merugikan tubuh adalah anion superoksida,
radikal hidroksil, hidrogen peroksida, oksigen tunggal, dan lain-lain (Prakash et
al.,2001)

Keberadaan ROS yang berlebihan akan menyebabkan tekanan oksidatif.
Pada kondisi tekanan oksidatif, kemampuan antioksidan untuk mengeliminasi
radikal bebas mengalami gangguan sehingga menggoyahkan rantai reduksi-
oksidasi normal. Selain itu, tekanan oksidatif akan menimbulkan reaksi dalam
tubuh yaitu merusak sel, jaringan dan organ yang dapat memicu kanker, inflamasi,
arterosklerosis, rematik, jantung koroner, katarak dan penyakit degeneratif lainnya
(Nurrahman et al., 2012). ROS menyebabkan kerusakan terhadap berbagai unsur
penting dalam tubuh. ROS menyerang dan merusak rantai asam lemak tak jenuh
yang merupakan komponen penting dari membran fosfolipid mitokondria, dan
lisosom. Selain itu ROS mengakibatkan kerusakan serta inaktivasi reseptor, enzim

dan sebagainya (Windono, 2001).
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2.2 Kandungan Susu Kedelai

Kedelai merupakan sumber protein nabati utama yang baik untuk tubuh.
Pada umumnya hasil olahan kedelai memiliki kandungan gizi tinggi, mengandung
protein yang mudah dicerna dan mempunyai nilai Protein Efisiensi Rasio (PER)

yang hampir sama dengan protein hewani.

Kandungan antioksidan pada kedelai yang sering dijumpai adalah
isoflavon, vitamin E (tokoferol), vitamin C (asam askorbat) dan beberapa
komponen lain (Borodin et al, 2001). Kedelai yang mengalami proses
pengolahan menjadi bahan makanan lain, kandungan antioksidan dalam kedelai
dapat berubah bergantung pada proses pengolahannya (Xu et al., 2010), cara
penyimpanan (Rau De Almeida Callou, 2010) dan perbedaan kandungan
antioksidan awal yang dimiliki masing-masing jenis kedelai (Anderson dan Wolf,
1995). Perbedaan kandungan antioksidan pada kedelai dan hasil olahannya dapat
dilihat pada Tabel 1.1.

Tabel 1.1.Kandungan Antioksidan Kedelai dan Hasil Olahannya

Isoflavon Tokoferol B-
Kedelai dan Hasil Karoten Asam Askoghes
Olahannya he/e, ug/g, pg/ml pg/g, hg/g, ng/ml
pg/ml
ug/ml
Kedelai 580-3800 380 19 70
Tepung Kedelai
(Full fat) 580-3800 370 13 97
Tepung Kedelai
(Lipoxygenase) 580-3800 310 15 101
Tepung Kedelai
(Semi fat) 370-2500 265 10 110
Susu Kedelai 30-175 21 - 15
Tofu - 124 - 51,7

Sumber: Borodin et al, 2011

Susu kedelai merupakan salah satu produk olahan kedelai yang dapat
digunakan sebagai alternatif pengganti susu sapi karena mengandung gizi yang
hampir sama dengan harga yang lebih murah. Menurut Chen et al, (2010),

kandungan protein susu kedelai mencapai 1,5 kali protein susu sapi. Selain itu,
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susu kedelai juga mengandung lemak karbohidrat, kalsium, fosfor, zat besi,
vitamin A, vitamin B1, vitamin B2, dan isoflavon. Kandungan asam lemak tak
jenuh pada susu kedelai lebih besar serta tidak mengandung kolesterol sehingga
akan mengurangi resiko penyakit jantung. Kelebihan susu kedelai yang lain
adalah tidak mengandung laktosa sehingga susu ini cocok dikonsumsi oleh
penderita intoleransi laktosa. Perbandingan antara susu kedelai, susu sapi, dan air

susu ibu (ASI) dapat dilihat pada Tabel 1.2.

Tabel 1.2 Komposisi Susu Kedelai, Susu Sapi, dan Air Susu Ibu per 100 gram

Komposisi Susu Kedelai ~ Susu Sapi ASI
Air (%) 88,6 88,6 88,6
Kalori (kkal) 52,99 58 62
Protein (%) 4.4 2,9 1,4
Karbohidrat (%) 3,8 4.5 7,2
Lemak (%) 2,5 0,3 3,1
Vit. B1 (%) 0,04 0,04 0,02
Vit. B2 (%) 0,02 0,15 0,03
Vit. A (%) 0,02 0,2 0,2
Kalsium (mg) 15 100 35
Fosfor (mg) 49 90 25
Natrium (mg) 2 16 15
Besi (mg) 1,2 0,1 0,2
Asam lemak jenuh (%) 40 -48 60 - 70 55,3
Asam lemak tidak jenuh (%) 52 -60 30-40 44,7
Kolesterol (mg) 0 9,24-99 | 9,3-18,6

Sumber: Koswara, 2006

Susu kedelai merupakan salah satu pangan fungsional yang sangat
digemari oleh masyarakat Indonesia. Susu kedelai dan produk berbasis kedelai
lainnya merupakan sumber protein nabati yang baik, serat pangan, kandungan
oligosakarida yang tinggi, memiliki kandungan vitamin dan mineral serta mampu
menurunkan resiko penyakit jantung koroner, diabetes mellitus tipe 2,
menurunkan resiko karsinogenesis, mengurangi gejala-gejala negatif akibat

menopause dan meningkatkan kesehatan tulang (Chen et al., 2010).
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Sumber antioksidan terbesar dalam kedelai adalah isoflavon dan tokoferol
(Vitamin E). Total kandungan isoflavon pada kedelai adalah sebesar 580-3800
ug/g dan 1,5-10 kali lipat lebih tinggi dari kandungan tokoferol. Sementara itu -
karoten (Vitamin A) dan asam askorbat (vitamin C) lebih rendah dibandingkan
kandungan tokoferol sehingga hasil olahan kedelai bukan merupakan sumber
Vitamin A dan Vitamin C untuk manusia (Borodin et al., 2011).

Kandungan antioksidan terbesar dalam susu kedelai adalah isoflavon.
Menurut USDA lowa State University Database on the Isoflavone Content of
Food (2002), susu kedelai memiliki kandungan total isoflavon yang cukup besar
yaitu 9,56 mg/100 gr sedangkan menurut Borodin et al., (2011), susu kedelai
memiliki kandungan total isoflavon sebesar 30-175 pg/g.

Isoflavon merupakan senyawa antioksidan yang sering dijumpai pada
tanaman kacang-kacangan atau leguminosa. Wang et al., (1998), menyatakan
bahwa isoflavon mampu menstimulasi ekspresi katalase mRNA, Cu-n SOD serta
GPX mRNA sehingga dapat melindungi sel dari serangan stress oksidatif. Secara
alami, isoflavon pada kedelai hampir seluruhnya dalam bentuk B glikosida
(glikon) seperti genistin, daidzin dan glisitin. Pada kedelai yang mengalami proses
fermentasi, bentuk glikosida isoflavon didegradasi menjadi senyawa aglikon
(isoflavon dalam bentuk bebas). Proses degradasi glikon mejadi aglikon dikatalis
oleh enzim glukosidase yang menyebabkan pelepasan glukosa dari glikosida.
Isoflavon dalam bentuk aglikon tersebut lebih mudah dicerna dalam tubuh (Astuti,
2008).

Isoflavon tergolong kelompok flavonoid yaitu senyawa polifenolik yang
banyak ditemukan dalam buah, sayur dan biji-bijian. Isoflavon adalah flavonoid
utama dalam kedelai yang memiliki potensi besar dalam mencegah kanker,
osteoporosis, sindrom menopause dan hiperkolesterol (Zubik dan Meydani, 2003).
Biosintesis isoflavon berlangsung melalui beberapa tahap yaitu asam sinamat,

asam kumarat, kalkon, dan isoflavon yang dapat dilihat dari gambar berikut:
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Gambar 2.1 Biosintesis Isoflavon (Sumber: Yu ef al., 2003)

Isoflavon disintesis dari salah satu cabang jalur fenilpropanoid. Jalur
fenilpropanoid adalah jalur yang banyak ditemukan pada tumbuhan dan
memproduksi komponen fenolik seperti lignin, flavon, flavonol, dan antosianin.
Biosintesis isoflavon diawali dengan asam amino fenilalanin yang kemudian oleh
enzim PAL (Phenylalanine Ammonia Lyase) gugus amin dihilangkan dari asam
amino dan menghasilkan asam sinamat (cinnamic acid). Sitokrom P450
monooksigenase yaitu C4H (Cinnamic acid 4-Hidroxylase) akan menambahkan
gugus hidroksil sehingga membentuk asam p-koumarat. Enzim 4-coumarate:
koenzim A ligase (4CL) mengaktivasi asam p-koumarat dengan mengikat Asetil

CoA sehingga menghasilkan p-koumaroil-CoA (Yu dan Brian, 2005).

Kemudian CHS (Chalcone Synthase) mensintesis pembentukan chalcone
dengan membawa p-coumaroyl-CoA dengan 3 molekul malonyl —CoA untuk
membentuk C15 yang merupakan skeleton flavonoid. Tanaman kacang-kacangan

memproduksi 2 jenis chalcone yaitu tetrahidroxy chalcone (naringenin chalcone)
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dan  trihydroxy chalcone (isoliquiritigenin  chalcone). Produksi dari
isoliquiritigenin adalah hasil dari penambahan reaksi enzimatis yang dikatalis oleh
enzim CHR (Chalcone Reductase). Naringenin dan isoliquiritigenin chalcone
kemudian dikonversi menjadi flavanon naringenin dan flavon liquiritigenin oleh
CHI (Chalcone Isomerase). Isoflavon disintesis oleh enzim IFS (Isoflavon
Synthase) yang merupakan sitokrom P450 monooksigenase sehingga merubah
naringenin, isoliquiritigenin, dan liquiritigenin menjadi isoflavon. Enzim IFS
berperan penting dalam 2 hal yaitu merubah naringenin menjadi genistein dan

bersama dengan CHR membentuk daidzein (Yu dan Brian, 2005).

Pada tanaman kedelai, kandungan isoflavon lebih tinggi pada biji kedelai
khusunya pada bagian hipokotil (germ) yang akan tumbuh menjadi tanaman.
Senyawa isoflavon ini merupakan senyawa kompleks atau konjugasi dengan
senyawa gula melalui ikatan glukosida. Isoflavon yang dominan pada kedelai
terdapat dalam bentuk glikosida sedangkan yang dominan pada produk kedelai
fermentasi adalah aglikon. Senyawa aglikon dihasilkan dari pelepasan glukosa
dan glikosida. Jenis senyawa isoflavon yang terdapat dalam kedelai terutama

adalah genistin, daidzin dan glisitin (Araujo et al., 2003).

Compounds R R
Daidzin

6 =Dacetyldaidzin H H
& -O-malonyldaidzin
Glycitin

67 -Oacetylglyeitin H O Hs
6" -O-malonylglycitin
Grenistin
6"-D-acetylgenistin OH H

6" -O-maleny lgenistin

Gambar 2.2 Struktur Kimia Senyawa Genistin, Glisitin dan Daidzin (Sumber: Araujo et
al.,2013)
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Isoflavon pada kedelai berbentuk senyawa konjugat dengan senyawa gula
melalui ikatan -O- glikosidik. Selama proses fermentasi, ikatan -O- glikosidik
terhidrolisisis sehingga dibebaskan senyawa isoflavon aglikon dan gula (Araujo et

al., 2003). Struktur kimia senyawa isoflavon aglikon adalah sebagai berikut:

c'umpullmlh T | 1]

Daidzein H H
Glyveitein H OCH:s

Leenistein OFH 51

OH

Gambar 2.3 Struktur kimia senyawa isoflavon aglikon (Sumber: Araujo ef al., 2003)

Proses fermentasi akan mengakibatkan kedelai mengalami berbagai
perubahan baik secara fisik maupun enzimatik karena adanya aktivitas
mikroorganisme. Proses fermentasi tersebut mengakibatkan senyawa isoflavon
pada kedelai ada dalam bentuk bebas (aglikon). Isoflavon aglikon yang biasanya
ditemukan pada kedelai adalah daidzein, genistein, dan glisitein (Araujo et al.,

2003).

Selain sebagai antioksidan, isoflavon pada kedelai fermentasi juga
berpotensi sebagai anti-kontriksi pembuluh darah dan juga berpotensi
menghambat pembentukan LDL (low density lipoprotein) sehingga dapat
mengurangi terjaddinya arteriosklerosis pada pembuluh darah. Isoflavon dapat
mencegah terbentuknya sel kanker, memperbaiki metabolisme hormon steroid,
menurunkan kolesterol serta melindungi sel hati dari paparan senyawa beracun

(Koswara, 2006).

Kandungan antioksidan terbesar pada susu kedelai setelah isoflavon adalah
tokoferol (Vitamin E). Tokoferol merupakan derivat dari tokol. Istilah vitamin E
digunakan secara umum untuk semua derivat tokol dan tokotrienol (Pekiner,

2003). Struktur tokoferol ditunjukkan oleh gambar di bawah.
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R, R Ry
O-~tocopherol CH; CH; CH;
ﬁ-'tocopherol CH; H CH;
¥ ~tocopherol H CH; CH;
& ~tocopherol H H CH;

Gambar 2.4 Struktur tokoferol (Sumber: Pekiner, 2003)

Menurut data USDA (United States Depatment of Agriculture), 100 gram
kedelai rebus mengandung 2 mg o-tokoferol atau sekitar 15% dari kebutuhan
vitamin E yang dianjurkan per hari. Sementara itu, menurut Borodin et al., (2011),
kandungan tokoferol dalam susu kedelai sebesar 21 ug/g. Pekiner (2003),
menyebutkan bahwa sebagian besar vitamin E dalam kedelai berbentuk -
tokoferol yang merupakan antioksidan tokoferol yang paling efekif karena
kemampuannya dalam menangkap radikal bebas lebih tinggi dibandingkan o-

tokoferol.

Tokoferol berfungsi sebagai antioksidan yang berperan penting sebagai
komponen membran sel dan berperan dalam menstabilkan membran. Pada
membran sel, tokoferol mencegah oksidasi lemak khususnya PUFA (Poly
Unsaturated Fatty Acid). Tokoferol sebagai antioksidan akan mencegah
penyebaran peroksidasi lemak dengan cara memutus reaksi berantai (Takahashi et

al., 1989).
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2.3 Bakteri Asam Laktat

Bakteri Asam Laktat (BAL) bukan merupakan suatu kelompok organisme
yang berhubungan dalam filogenetik. BAL dikelompokkan berdasarkan
kemampuan metabolismenya yaitu menghasilkan asam laktat dalam proses
fermentasi. BAL diklasifikasikan dalam 2 filum yaitu Firmicutes dan
Actinobacteria. Pada filum Firmicutes, terdapat genus BAL yang paling penting
yaitu Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus dan Weissella sedangkan yang termasuk ke dalam filum

Actinobacteria adalah genus Bifidobacterium (Sun et al., 2014).

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu kelompok organisme
yang sering digunakan dalam fermentasi makanan. Bakteri asam laktat
berkontribusi pada rasa dan tekstur produk fermentasi serta menghambat bakteri
pembusukan makanan dengan cara memproduksi asam laktat. Pada proses
fermentasi, bakteri asam lakat digunakan sebagai agen dalam pembuatan yoghurt,

keju, mentega, acar mentimun dan lain-lain (Todar, 2011).

Bakteri asam laktat diklasifikasikan sebagai GRAS (Generally Regocnized
as Safe) untuk digunakan sebagai bahan tambahan pada makanan oleh US FDA
(Food and Drug Administration). Oleh karena itu, BAL sering digunakan dan
diaplikasikan pada industri makanan, kosmetik dan kesehatan. Pada industri
makanan, BAL secara luas digunakan untuk memberikan rasa dan aroma,
berperan pada pengaturan pH, melindungi dari bakteri patogen dan lain-lain

(Young et al., 2006).

BAL dapat melindungi dari pencemaran bakteri patogen karena
menghambat pertumbuhan bakteri lain dengan memproduksi protein yang disebut
dengan bakteriosin. Salah satu contoh bakteriosin yang dikenal adalah nisin. Nisin
diproduksi oleh Lactobacillus lactis ssp. lactis. Senyawa bakteriosin dapat
menghambat bakteri patogen yang dapat merusak makanan dan membahayakan
kesehatan manusia, sehingga keamanan makanan lebih terjamin (Walstra dan

Geurts, 2005).
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Bakteri asam laktat menghasilkan asam-asam organik seperti asam laktat,
asam asetat dan asam propionat yang bersifat sebagai antimikrob karena dapat
menurunkan kadar pH sehingga berfungsi sebagai pengawet alami
(biopreservative). Bakteri asam laktat juga menghasilkan berbagai komponen
antibakteri lain seperti hidrogen peroksida (H,0,), karbondioksida (CO,), diasetil
dan bakteriosin. Keuntungan penggunaan BAL adalah mampu mencegah
pembusukan dan kontaminasi oleh mikrob lain serta memproduksi bakteriosin,
non patogenik, tidak membentuk toksin mikroaerofilik, dan aerotoleran sehingga
membutuhkan proses fermentasi yang sederhana serta dapat tumbuh dengan cepat

(Yang, 2000).

Bakteri asam laktat dapat diklasifikasikan dalam 2 grup yaitu
homofermentatif dan heterofermentatif. Klasifikasi ini beradasarkan pada produk
yang dihasilkan selama fermentasi. BAL homofermentatif mengubah glukosa
menjadi satu produk berupa asam laktat sedangkan BAL heterofermentatif
mengubah glukosa menjadi asam laktat, etanol dan CO, (Salminen et al., 2004).

Jalur homofermentatif dan heterofermentatif adalah sebagai berikut:

Glucose
ATP

ADP
Glucose-6-P

.

Fructose-6-P

ATP
ADP

Fructose-1,6-bisphosphate

Ardnfase*
Glyceraldehyde-3-F +
Lactats (Z) dihydroxyacetone-F
MNAD™ (2) Fi
MADH + H™ {2)
Pyruvate (2) 1,3-Bisphosphoglycerate (2)
ATP (2) ADP (2)
ADF (2) ATP (Z)
Phosphosnolpyruvate (2) '
Hz O (2} J3-Phosphoglycerata (2)

2-Phosphoglycerate (2)

Gambar 2.5 Jalur Homofermentatif menghasilkan asam laktat (Sumber:Fugelsang dan
Edwards, 2007)
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Glucosa

k:rp
ADP
v
Glucose-6-P
+
-
Gluconate-&-P
MNAD*
OO MADH +H™
Ribulose-5-P
Eylulose-5-P ATE
Phosphokelvase
Laciate Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P Acetate
MAD* P, Coh
MADH + H* Py
Pyruvats ) Acetyl-Cos
AT ‘ﬁ 1,3-Bisphosphoglycerata NADH + H*
ADP ADP Coh MAD*
Phosphoenolpyruvate ATP
Acetaldehyde
HzO "‘# 3-Phosphoglycerata NADH + H+

2-Phosphoglycarate FN&W
Ethamal

Gambar 2.6 Jalur Heterofermentatif menghasilkan asam laktat, etanol dan CO, (Sumber:
Fugelsang dan Edwards, 2007)

Lactococcus dan Lactobacillus merupakan genus bakteri asam laktat yang
sering digunakan dalam industri makanan dan aplikasi bioteknologi. Contoh jenis
bakteri yang sering digunakan adalah Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis.

Berikut karakteristik dari bakteri asam laktat L. casei dan Lac. lactis.

2.3.1 Lactobacillus casei

Genus Lactobacillus terdiri atas bakteri gram positif yang tidak memiliki
enzim katalase ketika tumbuh di lingkungan yang bernutrisi kompleks seperti
karbohidrat, asam amino, peptida, asam lemak, garam dan vitamin. Katalase
adalah enzim yang pada umumnya dimiliki oleh semua organisme dan berfungsi
mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Lactobacillus secara
umum dapat bersifat homofermentatif atau heterofermentatif. Lactobacillus
bersifat anaerob tetapi dapat bersifat aerotolerant dan acidophilic (Sun et al.,

2014).
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Lactobacillus casei terdiri dari 5 spesies dan subspesies yaitu L. casei,
L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp. tolerans, L. rhamnosus,
L. zeae. Lactobacillus dikelompokkan menjadi obligat homofermentatif, fakultatif
homofermentatif dan obligat heterofermentatif berdasarkan tipe fermentasi
glukosa dan proses fermentasi yang digunakan. L. casei termasuk ke dalam
kelompok Lactobacillus fakultatif heterofermentatif (FHE) yaitu kelompok BAL
yang memfermentasi heksosa menjadi asam laktat melalui jalur glikolisis. Pada
lingkungan dengan glukosa yang terbatas, kelompok ini dapat mendegradasi
pentosa dan glukonat melalui jalur pentose phosphate (PP) dengan induksi dari
enzim phospoketolase sehingga menghasilkan asam asetat, etanol dan asam

format (Sun et al., 2014).

2.3.2 Lactococcus lactis

Genus Lactococcus terdiri atas bakteri gram positif berbentuk bulat, non-
motil dan bersifat fakultatif anaerob. Saat ini terdapat 11 spesies dan subspecies
Lactococcus yaitu Lac. chungangensis, Lac. fujiensis, Lac. garvieae, Lac. lactis
subsp. cremoris, Lac. lactis subsp. hordniae, Lac. lactis subsp. lactis, Lac. lactis
subsp. tructae, Lac. piscium, Lac. plantarum, Lac. raffinolactis dan Lac.

taiwanensis.

Lac. lactis bersifat homofermentatif dan pertumbuhannya tidak terlalu
dipengaruhi oleh aerasi. Lac. lactis tidak memiliki katalase namun memiliki
NADH oksidase dan superoksida dismutase (SOD) yang meningkat secara teratur
dalam kondisi aerob. Lac. lactis juga dapat meningkatkan kemampuan hidup dan
bertahannya dengan cara menurunkan produksi asam laktat serta meningkatkan
asam asetat dan diasetil dalam medium. Oleh karena itu, Lac. lactis dapat

melakukan transisi dari fermentasi ke respirasi aerob (Sun et al., 2014).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, dan Laboratorium Biologi
Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Jember. Waktu pelaksanaan penelitian

dimulai pada bulan September 2015 sampai dengan Maret 2016.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian terdiri dari neraca analitik,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, jarum ose, labu erlenmeyer, spatula, gelas ukur,
gelas Beaker, autoklaf, shaker, sentrifuge, pipet mikro, tip, pipet tetes, microtube,
vortek, penangas air, laminar air flow, freeze dryer, inkubator, waterbath,
spektrofotometer, lampu bunsen, kapas, korek api, kertas saring, kertas tisu, kertas
label, spidol penanda.

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah biji kedelai varietas
Baluran, isolat bakteri asam laktat Lactobacillus casei (koleksi Laboratorium
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Jember) dan Lactococcus lactis (koleksi Pusat Studi Pangan dan Gizi,
Universitas Gadjah Mada), media GYP (Glucose Yeast Pepton) broth, media GYP
agar, akuades, larutan garam fisiologis, larutan etanol 80%, larutan etanol 100%,

DPPH (1,1 diphenyl-2-picrylhidrazyl).

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Pembuatan Kurva Pertumbuhan BAL Lactobacillus casei dan Lactococcus

lactis

Pembuatan kurva pertumbuhan Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis
dilakukan dengan cara mengkulturkan biakan L. casei dan Lac.lactis pada media
GYP (Glucose Yeast Pepton) broth 100 ml di dalam erlenmeyer dan diinkubasi
shaker dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 37°C selama 48 jam. Sebanyak 1 ml

diambil dan dimasukkan ke dalam 9 ml garam fisiologis sebagai pengenceran
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107", Setelah itu diambil 100 ul dari pengenceran 10™' dan dimasukkan ke dalam
microtube yang berisi 900 ul garam fisiologis sebagai pengenceran 107 Hal
tersebut dilakukan sampai pengenceran 10 dengan interval 4 jam. Kemudian
sebanyak 5 ul diambil dari tiap-tiap pengenceran lalu ditumbuhkan secara drop
plate ke media GYP agar dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Selanjutnya dihitung jumlah koloni yang tumbuh menggunakan metode TPC

(total plate count) dengan persamaan:

1000 ul 1
5ul pengenceran

Jumlah sel/ml (CFU/ml) = Jumlah koloni percawan x

(Skinner et al., 1952)

3.3.2 Pembuatan starter Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis

Starter dibuat dengan menggunakan media GYP broth dan kultur BAL
Lactobacillus casei dan Lactococcus lactis yang telah disiapkan pada media GYP
agar miring. Kultur BAL L. casei dan Lac. lactis diinokulasikan sebanyak 2 ose
pada masing-masing media GYP broth 100 ml dalam Erlenmeyer. Selanjutnya
diinkubasi shaker pada suhu 37°C dengan kecepatan 125 rpm selama 48 jam.
Starter siap digunakan pada fase logaritmik (fase log) hasil dari kurva

pertumbuhan.

3.3.3 Pembuatan Susu Kedelai

Proses pembuatan susu kedelai mengacu pada Yusmarini et al., (2010),
dengan modifikasi. Biji kedelai disortir dan direndam dalam air selama 8 jam,
kemudian dicuci dan ditiriskan lalu direbus hingga matang. Setelah itu kulit
kedelai dihilangkan dan dicuci bersih. Kedelai yang telah bersih dari kulitnya
kemudian dihancurkan dengan cara diblender sambil ditambahkan air hangat
matang dengan perbandingan kedelai : air (1 : 6). Kedelai yang telah diblender
kemudian disaring dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan ditutup dengan

alumunium foil. Susu kedelai disterilisasi pada suhu 115°C selama 10 menit.
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3.3.4 Fermentasi Susu Kedelai dengan Isolat BAL

Proses fermentasi susu kedelai dilakukan berdasarkan metode Yusmarini
et al., (2010). Susu kedelai yang telah disterilisasi kemudian didinginkan. Setelah
itu diinokulasikan dengan kultur tunggal isolat BAL L. casei dan Lac. lactis serta
kultur campuran L. casei dan Lac. lactis pada fase log dan diinkubasi pada suhu

37°C dengan variasi waktu yaitu 24 jam dan 48 jam.

3.3.5 Ekstraksi dan Preparasi Sampel

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode Ping ef al., (2012), yang
dimodifikasi. Susu kedelai yang telah difermentasi kemudian dikeringkan
menggunakan alat freeze dryer. Freeze drying dilakukan di Laboratorium Biologi
Farmasi, Fakultas Farmasi. Sebanyak 2 gram sampel direndam dalam 20 ml
ethanol 80 % kemudian di waterbath pada suhu 60° C selama 1 jam. Ekstrak
kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 5000 rpm sehingga
akan terpisah antara endapan dan supernatan. Supernatan yang didapat kemudian

dikumpulkan dan disimpan untuk uji selanjutnya.

3.3.6 Uji Scavenging Radikal Bebas dengan Metode DPPH.

Uji aktivitas antioksidan ini digunakan untuk menentukan aktivitas
antioksidan terbesar. Aktivitas antioksidan diketahui berdasarkan kemampuannya
mendonorkan atom hidrogen (kemampuan scavenging) kepada radikal bebas
DPPH (1,1 diphenyl-2-picrylhidrazyl) (Mujic et al., 2011). Nilai aktivitas
antioksidan yang dinyatakan dalam % inhibisi DPPH, semakin besar reduksi atau
penangkapan DPPH maka semakin besar aktivitas antioksidannya. Ketiga ekstrak
susu kedelai dengan perlakuan berbeda yaitu fermentasi menggunakan L.casei,
Lac. lactis serta campuran L.casei dan Lac. lactis diuji aktivitas antioksidannya
menggunakan larutan DPPH. Sebanyak 2,4 mg DPPH dilarutkan dalam 100 ml
etanol sehingga menghasilkan larutan DPPH 0,06 mM. Ekstrak sampel hasil
fermentasi sebanyak 1,5 ml ditambahkan 1,5 ml larutan DPPH 0,06 mM
kemudian diinkubasi dalam gelap selama 30 menit dan diukur absorbansinya pada

panjang gelombang 517 nm dengan menggunakan spektrofotometer (Marinova
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dan Batchvarov, 2011). Larutan DPPH digunakan sebagai kontrol. Analisis
dilakukan sebanyak 3 kali pada masing-masing sampel. Aktivitas scavenging

DPPH dihitung berdasarkan persamaan:

% inhibisi = (Absorbansi kontrol - Absorbansi sampel) X 100%

Absorbansi kontrol

(Prakash et al., 2001)

3.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam
bentuk tabel, grafik dan foto. Analisis data pada aktivitas antioksidan dari masing-
masing sampel dilakukan melalui uji penangkapan radikal secara kuantitatif

dengan metode DPPH.
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BAB S. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Susu kedelai yang difermentasi dengan BAL dapat meningkatkan kadar
antioksidan eksogenous. Aktivitas antioksidan susu kedelai tanpa isolat bakteri
sebagai kontrol yaitu sebesar 18,5%. Aktivitas antioksidan susu kedelai hasil
fermentasi L. casei selama 24 jam sebesar 21% dan mengalami penurunan
menjadi 11% pada lama fermentasi 48 jam. Sementara itu, aktivitas antioksidan
susu kedelai yang difermentasi oleh Lac. lactis selama 24 jam sebesar 15% dan
mengalami peningkatan menjadi 35% untuk fermentasi 48 jam. Aktivitas
antioksidan tertinggi terdapat pada susu kedelai hasil fermentasi oleh campuran
BAL L. casei dan Lac. lactis yaitu sebesar 42% untuk lama fermentasi 24 jam dan

meningkat menjadi 58% dengan lama fermentasi 48 jam

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui konsentrasi dan
lama fermentasi optimum dari susu kedelai hasil fermentasi BAL dalam
menghasilkan antioksidan eksogenous serta menggunakan metode uji aktivitas

antioksidan yang berbeda.
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LAMPIRAN

A. Alur Penelitian

[ Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat (BAL) ]

-

[ Pembuatan starter L. casei dan Lac. lactis ]

=

[ Pembuatan susu kedelai }

=

[ Fermentasi Susu Kedelai dengan isolat BAL ]

=

[ Ekstraksi dan Preparasi Sampel ]

-

[ Uji Scavenging Radikal Bebas dengan Metode DPPH }
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B. Komposisi Bahan

41

Media Bahan Komposisi

Glucose Yeast Pepton (GYP) Agar pepton 10 gr
yeast extract Sgr
dextrose 20 gr
bacto agar 15 gr
akuades 1000 ml

Glucose Yeast Pepton (GYP) Broth pepton 10 gr
yeast extract Sgr
dextrose 20 gr
akuades 1000 ml

C. Hasil Perhitungan Pembuatan Kurva Pertumbuhan

C.1 Hasil Perhitungan Kurva Pertumbuhan Lactobacillus casei

Waktu Inkubasi

(Jam) Jumlah Sel (CFU/ml) Log (CFU/ml)
0 3,4x10° 6,5
4 48x 10° 6,7
8 4,2 x10° 6,6
12 3x 10’ 7.5
16 1,12x 10° 8
20 3,2x 108 8.5
24 8,6 x 10° 8,9
28 5,6x 10° 8,7
32 1,55 x 10° 9,2
36 6,2 x 10° 8.8
40 3,8x 10 8.6
44 9,6 x 10’ 8
48 4,4x 10 7,6
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C.2 Hasil Perhitungan Kurva Pertumbuhan Lactococcus lactis

Waktu Inkubasi

42

(Jam) Jumlah Sel (CFU/ml) Log (CFU/ml)

0 3x10° 6,5

4 4,8x 10° 6,7

8 3x10° 8,5

12 1x10% 8

16 1x10% 8

20 3.4x 10° 8,5

24 4,2x 10° 8,6

28 2x 10° 8,3

32 8,8 x 10’ 7.9

36 1,6 x 10° 8,2

40 4,8 x 10° 8,7

44 8,8x 10’ 7,9

48 12x 10 8,08

D. Perhitungan % inhibisi Radikal DPPH
) Absorbansi (517 nm) %,
Sampel Susu Kedelai Ul U2 U3 Rata-rata inhibisi

Tanpa Isolat 031 0,308 0,294 0,304  18,5%
L. casei 24 jam 0,321 0,27 0,294 0,295 21%
L. casei. 48 jam 0,326 0,331 0,339 0,332 11%
Lac. lactis 24 jam 0,315 0,316 0318 0,316 15%
Lac. lactis 48 jam 0,028 0,365 0,33 0,241 35%
Kultur Campuran 24 jam 0,226 0,209 0,26 0,217 42%
Kultur Campuran 48 jam 0,15 0,157 0,164 0,157 58%
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E. Susu Kedelai Hasil Fermentasi oleh Lactobacillus casei dan Lactococcus
lactis

F. Kurva Pertumbuhan BAL dalam Media Susu Kedelai

E.1 Kurva Pertumbuhan Lactobacillus casei dalam Media Susu Kedelai

Kurva Pertumbuhan Lactobacillus casei

Log (CFU/ml)
B |

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Waktu Inkubasi (Jam)
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E. 2 Hasil Perhitungan Kurva Pertumbuhan Lactobacillus casei dalam Media
Susu Kedelai

Wakt(l};rlilk)ub%i Jumlah Sel (CFU/ml) Log (CFU/ml)
0 6,6 x 10° 5,8
4 1,4x 10° 6,15
8 1,08 x 10 7,03
12 1,16 x 107 7,06
16 44x10° 5,6
20 3.8x 10 7,6
24 3x 10° 8,5
28 1,4x 10° 8,15
32 1,4 x 10° 8,15
36 2,8x 10° 8,5
40 2,2x 10 7,3
44 9x 10’ 8
48 1,8 x 10° 8,3

E. 3 Kurva Pertumbuhan Lactococcus lactis dalam Media Susu Kedelai

Log (CFU/ml)

Kurva Pertumbuhan Lactococcus lactis

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Waktu Inkubasi (Jam)
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E. 4 Hasil Perhitungan Kurva Pertumbuhan Lactococcus lactis dalam Media
Susu Kedelai

Wakt(‘}g‘)“b%i Jumlah Sel (CFU/ml)  Log (CFU/ml)
0 9,5x 10* 5
4 3x10° 6,5
8 9x 10’ 8
12 3,8x 10° 8,6
16 2x 108 8,3
20 3,6x 10° 8,5
24 2,6 x 10° 8,4
28 3,8x 10° 8,6
32 44x 10° 8,6
36 1,6 x 10° 8,2
40 1,2x 10° 8,08
44 1,6 x 10° 8,2
48 2,2 x 10° 8,3

E.5 Kurva Pertumbuhan Campuran Lactobacillus casei dan Lactococcus
lactis dalam Media Susu Kedelai

Kurva Pertumbuhan Campuran Lactobacillus casei dan
Lactococcus lactis

Log (CFU/ml)
|

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Waktu Inkubasi (Jam)
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E. 6 Hasil Perhitungan Kurva Pertumbuhan Campuran Lactobacillus casei
dan Lactococcus lactis dalam Media Susu Kedelai

Wakt(l};;k)UbaSI J(ucnlq?llé}}/lsle)l Log (CFU/ml)
0 2,8x 10 4,5
4 2,8x 10° 6,5
8 1,2x 10° 8,08
12 3,8x 10° 8,6
16 2,6 x 10° 8,4
20 56x 10° 8,75
24 7,8 x 10° 8,9
28 3,2x 10° 8,5
32 2,6 x 10° 8,4
36 3,8x 10° 8,6
40 52x10° 8,7
44 58x 10 8,8

48 4x 10 8.6
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