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RINGKASAN

Analisis Kadar Serat Kasar Hasil Fermentasi Daun Kedelai Edamame (Glicyne
max (L) Merril) oleh Aspergillus niger, Hadi Thohari, 011810401046, 2007,21 hlm.

Limbah daun kedelai edamame memiliki potensi untuk dikembangkan
menjadi filler pakan ternak. Tingginya kadar serat kasar daun kedelai edamame
menurunkan tingkat kecernaannya. Aspergillus niger mampu tumbuh pada semua
jenis substrat dan memiliki kemampuan menghasilkan selulase yang berperan penting
dalam mendegradasi serat kasar dalam substrat pertumbuhannya. Fermentasi daun
kedelai edamame menggunakan 4. niger diduga beerpengaruh terhadap kadar serat
kasar dalam hasil fermentasinya. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kadar serat
kasar daun kedelai edamame hasil fermentasi oleh 4. niger dengan penambahan
tepung kedelai.

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember dan di
Laboratorium Nutrisi Ternak, Jurusan Nutrisi dan Makanan Ternak, Fakultas
Peternakan, Universitas Brawijaya Malang, pada bulan Juni sampai November 2006.
Penelitian ‘menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan perlakuan lama
fermentasi 0, 2, 4, 6, 8 dan 10 hari dan dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali. Data
serat kasar hasil fermentasi diperoleh melalui Analisis Proksimat. Data serat kasar
yang diperoleh dianalisis menggunakan Sidik Ragam. Prosedur penelitian ini meliputi
persiapan inokulum, pembuatan inokulum, pembuatan media starter dan media
fermentasi utama, pembuatan starter dan fermentasi utama.

A. niger mampu tumbuh pada media daun kedelai edamame. Lama fermentasi
tidak memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap kadar serat kasar hasil
fermentasi daun kedelai edamame menggunakan A. niger. A. niger mampu

menurunkan serat kasar terkandung dalam hasil fermentasi daun kedelai edamame.
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Hal ini diduga A. niger menghasilkan selulase untuk mendegradasi serat kasar yang
terkandung dalam daun kedelai edamame. Kadar serat kasar pada beberapa lama
fementasi menunjukkan fluktuatif, kadar serat kasar paling rendah dihasilkan pada

fermentasi hari ke-4, yaitu 14,45% dengan efektivitas penurunan sebesar 4,80%.

Biologi, Fakultas Matematika dan [imu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kedelai edamame merupakan tanaman pangan yang berorientasi ekspor.
Kabupaten Jember mampu menghasilkan sekitar 3000 ton kedelai edamame setiap
tahun sejak berdirinya PT. Mitratani pada tahun 1997 (Zufrizal, 2003). Kedelai
edamame dipanen dan dikonsumsi saat polong masih hijau, tetapi polong sudah terisi
penuh (Fachrudin, 2000). Oleh karena bagian tanaman yang dipanen hanya
polongnya saja, produksi kedelai edamame yang cukup tinggi menghasilkan limbah
berupadaun kedelai edamame yang sangat melimpah serta dalam keadaan masih
hijau.

Daun kedelai edamame yang masih hijau sebagian kecil dimanfaatkan sebagai
pakan ternak, sedangkan sebagian besar ditimbun kembali dalam tanah sebagai pupuk
organik. Daun kedelai merupakan salah satu sumber protein bagi pakan ternak yang
bernilai kurang lebih sama dengan rumput (Dekker dalam Heyne, 1987). Kandungan
protein yang terdapat dalam daun kedelai cukup tinggi, yaitu sekitar 20,4%, daun
kedelai juga banyak mengandung serat kasar sebesar 28,1% (Tilman, et al., 1982).
Tingginya kandungan serat kasar dapat menurunkan kualitas nutrisi dan tingkat
kecernaan daun kedelai jika dimanfaatkan sebagai pakan ternak secara langsung
tanpa proses pengolahan (Ikhsan, 2004).

Salah satu teknik pengolahan bahan makanan untuk meningkatkan kualitas
nutrisi bahan pangan dan pakan yaitu dengan menggunakan mikrob melalui proses
fermentasi (Sukaryana, 2001). Fermentasi bahan makanan dapat meningkatkan daya
cerna dan menurunkan kandungan komponen anti nutrisi (Fardiaz, 1986). Fermentasi
bahan makanan dapat menggunakan bakteri, khamir serta kapang. Kapang merupakan
mikrob yang banyak digunakan dalam fermentasi, salah satunya adalah Aspergillus
niger. Aspergillus niger mampu tumbuh pada semua jenis substrat dan memiliki

kemampuan menghasilkan selulase yang berperan penting dalam mendegradasi serat
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kasar. 4. niger mampu menurunkan kz;ndungan selulosa kulit buah kakao sebesar
2,68% (Purnama, 2004). A. niger juga mampu menghasilkan amilase. protease, dan
lipase (Kusuma, 2004). Winarno (1995) menjelaskan, enzim yang dihasilkan 4. niger
merupakan enzim yang aman digunakan untuk produk-produk makanan.

Berdasarkan fakta tersebut, perlu dilakukan penclitian untuk meningkatkan
kualitas nutrisi daun edamame dengan fermentasi menggunakan A. niger. A. niger
diharapkan mampu menurunkan kandungan serat kasar pada daun kedelai edamame
pada beberapa lama fermentasi. Lama fermentasi suatu bahan oleh mikrob dapat
mempengaruhi daya hidrolitik suatu enzim (Kombong, 2004), jumlah dan kandungan

nutrisi suatu bahan pangan atau pakan (Mirwandhono dan Siregar, 2004).

1.2 Rumusan Masalah

Daun kedelai edamame banyak mengandung serat kasar. Salah satu indikator
meningkatnya kualitas nutrisi daun kedelai edamame adalah adanya penurunan
kandungan serat kasar. 4. niger mampu menghasilkan berbagai enzim yang diduga
mampu menghidrolisis serat kasar. Fermentasi menggunakan 4. niger diduga mampu
menurunkan kandungan serat kasar daun kedelai edamame. Penelitian ird
menggunakan isolat 4. niger hasil koleksi Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
MIPA  Universitas Jember. Daun edamame berasal dari hasil panen daerah
Mumbulsari, Kabupaten Jember. Fermentasi daun kedelai edamame ditambah
suplemen tepung kedelai dengan konsentrasi 5%. Kandungan serat kasar pada hasil

fermentasi diperoleh dengan Analisis Proksimat.

1.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan serat kasar dari daun
kedelai edamame setelah difermentasi dengan A. niger pada beberapa lama
fermentasi. Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan sumbangan

pemikiran ilmu pengetahuan, khususnya dibidang teknologi nutrisi ternak.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAK

2.1 Serat Kasar

Serat kasar (crude fiber) adalah bagian dari pangan atau tanaman yang tidak
dapat dihidrolisis oleh bahan-bahan kimia yang digunakan untuk menentukan kadar
serat kasar yaitu asam sulfat (H,SO4 1.25%) dan natrium hidroksida (NaOH) 1,25%
(Joseph, 2002). Piliang dan Djojosoebagio (2002) menjelaskan, serat kasar ialah sisa
bahan makanan yang telah mengalami proses pemanasan dengan asam kuat dan basa
kuat selama 30 menit yang dilakukan di laboratorium.

Serat kasar merupakan komponen yang menyusun dinding sel tanaman. Serat
kasar hanya dapat di cema oleh hewan-hewan ruminansia (digastric)
karena mempunyai zat-zat jasad renik dalam sistem pencernaannya, sedangkan
hewan-hewan monogastric tidak memiliki kemampuan untuk mencerna serat kasar
(Tillman er al., 1989).

Kadar serat kasar pada tanaman dipengaruhi oleh faktor usia tanaman.
Tanaman yang masih muda memiliki kadar serat kasar yang rendah dan kadar serat
kasar akan naik bila tanaman semakin tua. Semakin tinggi kadar serat kasar tanaman
dapat menurunkan tingkat energi produktifnya bagi hewan ternak. Selain itu, proses
pencernaannya akan semakin lama (Tiliman ef al., 1989). Kandungan serat dalam
tanaman sebesar 80% untuk hemiselulosa, 50-90% untuk lignin dan 20-50% untuk
selulosa (Joseph, 2002).

Selulosa (CgH19Os), merupakan polimer berantai panjang polisakarida
karbohidrat dari beta giukosa (Nainggolan dan Cornelis, 2005). Selulosa banyak
ditemukan didalam dinding sel tumbuhan, terutama pada tangkai, batang dan semua
bagian berkayu dari jaringan tumbuhan. Seluiosa merupakan sumber energi yang
tidak dapat di cerna oleh manusia (Nainggolan dan Cornelis, 2005), tetapi dapat
dimanfaatkan dengan baik oleh hewan-hewan ruminansia (Arora, 1995). Sistem

pencernaan (rumen) hewan ruminansia mengandung bakteri yang mampu

L3
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menghasilkan enzim untuk memecah’ sclulosa (Gaman dan Sherington, 1992).
Hemiselulosa merupakan polisakarida yang terbentuk dari D-xilosa, pentosa dan
heksosa. Hemiselulosa mempunyai ikatan kimia yang lebih pendek dibandingkan
dengan ikatan kimia selulosa, mudah larut dalam alkali tapi sulit larut dalam asam
(Winarno, 1991).

Lignin merupakan serat yang berasal dari gabungan beberapa senyawa,
mengandung karbon, hidrogen dan oksigen. Jumlah karbon dalam lignin lebih besar
dibandingkan dengan karbohidrat. Lignin sangat sulit untuk didegradasi secara kimia
maupun secara enzimatik. Kadar lignin tanaman semakin tinggi dengan
bertambahnya umur tanaman. Umumnya lignin bersama-sama selulosa bergabung
membentu senyawa yang disebut ligno-selulosa, yang mempunyai tingkat daya cerna

yang sangat rendah (Tillman et al., 1989).

2.2 Kedelai Edamame (Glycine max (L) Merril)
Kedudukan tanaman kedelai dalam sistematika tumbuhan (taksonomi)

menurut Backer dan Brink (1963) sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta. ‘.
Kelas : Dicotyledonae. a
Ordo : Polypetales. .
Famili  : Leguminoceae/Papilionaceae.

Genus : Glycine.
Spesies  : Glycine max (L) Merril.

Edamame adalah kedelai yang berasal dari Jepang. Orang Eropa terutama
Inggris lebith mengenal jenis kedelai ini dengan nama “vegetable soybean” (kedelai
sayur). Edamame merupakan kedelai berbiji besar (30 gr/100 biji) dan dipanen dalam
bentuk polong segar pada stadia tumbuh R-6 atau R-7, yang dipasarkan dalam bentuk

fresh edamame atau frozen edamame (Adisarwanto dan Riwanodja, 1998).

e
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Edamame mengandung nutrisi yang tinggi meliputi karbohidrat, protein,
kalsium, vitamin A dan vitamin B. Edamame dikonsumsi dalam keadaan segar atau
beku untuk menjaga kandungan nutrisinya agar tidak rusak (Keishin, 2001).
Komposisi nutrisi biji edamame dapat dilihat pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Kandungan Nutrisi Edamame per 100 gram

Jenis Nutrisi Jumlah Nutrisi
Kalori 125
Protein 12.1
Karbohidrat 13.1
Lemak 3.6
Abu 1.7
Kalsium 9.3
Fosfor 180
Zal Besi 2.7
Sodium 5
Vitamin A 130
Vitamin B 40

Sumber: Keishin (2001)

2.2.1 Daun Kedelai

Daun kedelai merupakan salah satu limbah yang dihasilkan oleh bidang
pertanian. Limbah daun kedelai belum banyak  dimanfaatkan secara optimal.
Umumnya setelah proses pemanenan kedelai, daun kedelai akan dibakar. Sebagian
kecil daun kedelai edamame dimanfaatkan sebagai pakan ternak yang diberikan
secara langsung tanpa proses pengolahan. Saat ini, daun kedelai mulai dimanfaatkan,
dikembangkan dan diolah menjadi filler pakan ternak yang berkualitas sehingga dapat
dimanfaatkan secara optimal oleh ternak (Ikhsan, 2004).

Daun kedelai merupakan salah satu sumber protein bagi pakan ternak yang
bernilai kurang lebih sama dengan rumput (Dekker dalam Heyne, 1987). Kandungan
protein yang terdapat dalam daun kedelai cukup tinggi, yaitu sekitar 20,4%. Daun
kedelai juga banyak mengandung serat kasar sebesar 28,1% (Tilman, er al.,1982).
Kandungan nutrisi yang terdapat dalam daun kedelai dapat dilhat pada Tabel 2.2
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Tabel 2.2 Kandungan Nutrisi Daun Kedelai

Jenis Nutrisi Jumlah (%)
Protein Kasar 18,4

Serat Kasar 36

Lemak 3,92

Abu 10,88
BETN 36,70

Sumber: Syukur (2006)
Keterangan: BETN (Berat Ekstrak Tanpa Nitrogen)

Daun kedelai mengandung serat kasar yang tinggi, hal ini dapat menurunkan
tingkat kecernaannya jika digunakan sebagai pakan ternak. Sirappa (2003)
menjelaskan, jerami kedelai mengandung serat kasar sebesar 36,30%. Hal ini
menyebabkan nilai kecernaanya rendah dan hanya dapat dimanfaatkan oleh hewan
ternak ruminansia.

2.2.2 Tepung Kedelai

Berbagai produk makanan dapat diperoleh dari bahan baku kedelai, hal ini
tidak terlepas dari komposisi kimia kedelai yang cukup tinggi dibandingkan bijian
lain. Kedelai merupakan bahan pangan yang sangat vital dan sebagai sumber protein
yang murah serta sumber minyak (makan) yang bermutu. \'

Biji kedelai mengandung protein sebanyak 38%, bahkan ada yang mencapai I
40-44% yang sebagian besar adalah globulin. Komponen lain yang terdapat dalam
biji kedelai adalah air 9 %, lemak 18%, serat 3,5%, gula 7% serta 35% karbohidrat.
Karbohidrat dalam biji kedelai terdiri atas hemiselulosa (15%), selulosa (4%) dan
sisanya karbohidrat jenis lain. Biji kedelai juga merupakan sumber vitamin B (B1,
B2, piridiksin), inositol, kholin, vitamin E dan K serta banyak mengandung kalsium
dan fosfor (Dirjen Pengolahan Pangan dan Pemasaran Hasil Pertanian, 2003).

Tepung kedelai memiliki nilai gizi yang cukup tinggi. Tepung kedelai
memiliki kandungan protein yang cukup tinggi, sehingga tepung kedelai merupakan
sumber asam amino esensial yang sangat baik. Asam-asam amino yang terdapat pada
tepung kedelai diantaranya arginin, histidin, lisin, tripofan, dan glisin (Tejasari,

2005). Tepung kedelai mengandung kurang lebih 50% protein serta serat sekitar 3%,

e


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

sehingga dimanfaatkan sebagai campufan bahan pakan ternak untuk meningkatkan
nilai kecernaan pakan ternak (Detty, 1999). Perbandingan nilai gizi tepung kedelai,
protein konsentrat dan protein isolat dapat dilihat pada Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Perbandingan Nilai Gizi Tepung Kedelai, Protein Konsentrat dan Isolat

Ukuran Nilai Gizi Tepung  Tepung bebas Protein Protein
berlemak lemak konsentrat isolat
penuh (bungkil)
Kadar air (%) 3.4 6.5 8.0 4.8
Kadar protein (Nx6,25) 41,0 53,0 65,3 92.0
NEP (PER) 2.15 2.3 % 1,1-1,2
Lemak kasar (%) 22.5 1,0 0.3 -
Kadar serat kasar (%) 1,7 3,0 2,9 0,25
Kadar abu (%) 54 6.0 47 4.0

Sumber: Wolf dalam Tejasari (2005)
Keterngan: NEP (Nilai Ekstrak Protein)

2.3 Fermentasi

Proses fermentasi sering didefinisikan sebagai proses pemecahan karbohidrat
dan asam amino secara anaerobik (Fardiaz, 1989). Fermentasi merupakan proses
metabolisme yang menghasilkan produk-produk pecahan dari substrat organik, yang

berfungsi sebagai donor maupun sebagai akseptor hidrogen (Schlegel, 1994).

e

Fermentasi menggunakan mikrob memiliki beberapa keuntungan, antara lain
biaya produksi relatif murah, dapat diproduksi dalam waktu singkat, kecepatan
tumbuh tinggi dan mudah di kontrol (Kombong 2004). Menurut Winarno et al.
(1980) melalui proses fermentasi dapat terjadi pemecahan oleh enzim-enzim tertentu
terhadap bahan-bahan yang tidak dapat dicerna seperti selulosa dan hemiselulosa
menjadi gula sederhana. Hasil-hasil fermentasi tergantung pada jenis bahan pangan
(substrat), macam mikrob dan kondisi sekelilingnya yang mempengaruhi
pertumbuhan dan metabolisme mikrob tersebut.

Mikrob yang berperan dalam fermentasi harus mampu tumbuh dengan cepat
dalam substrat dan lingkungan yang sesuai serta mudah dibudidayakan. Mikrob

menghasilkan enzim-enzim esensial dengan mudah dan dalam jumlah besar, serta
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kondisi lingkungan yang diperlukan bagi pertumbuhan dan produksi maksimal secara
komparatif harus sederhana (www.otu.oakland.edu dalam Iswahyuningtyas, 2004).
Pertumbuhan mikrob akan menentukan proses fermentasi suatu bahan. Medium
pertumbuhan mikrob harus mengandung air, nutrisi, konsentrasi ion H' (pH),
kebutuhan Oksigen (0O;), temperatur (suhu), dan akumulasi hasil metabolisme
(Anwar, 1997).

Kapang merupakan mikrob yang banyak digunakan dalam fermentasi
makanan maupun dalam industri kimia. Kapang biasanya digunakan dalam
fermentasi  makanan-makanan  tradisional.  Industri  fermentasi  banyak
menggunakannya untuk memproduksi berbagai enzim dan antibiotik. Fermentasi
makanan menggunakan kapang, enzim yang berperan terutama adalah enzim
amilolitik dan proteolitik, masing-masing untuk memecah pati dan protein yang
terdapat dalam substrat. Kapang juga mampu mensintesis protein dengan mengambil
sumber karbon dari karbohidrat, sumber nitrogen dari bahan organik maupun

anorganik, dan mineral dari substratnya (Fardiaz, 1989).

2.4 Kapang

Kapang merupakan mikrob eukariotik, multiseluler, tidak berklorofil serta
tidak dibagi atas bagian daun, batang dan akar. Kapang banyak ditemukan di alam
(kosmopolit), utamanya pada tanah, buah-buahan, pakaian serta sebagai sumber
kontaminan pada bahan pangan (Buckle, ef al., 1987).

Kapang disusun oleh benang-benang halus yang disebut hifa, hifa memiliki
sel yang panjang, lembut dan saling berhubungan antara hifa yang satu dengan hifa
lainnya, kumpulan hifa disebut sebagai miselium (Alexopoulos dan Mims, 1979).
Kapang tumbuh dengan cara memperpanjang hifa pada bagian ujungnya
(pertumbuhan apikal) atau dengan cara memperpanjang bagian tengahnya
(pertumbuhan interkalar). Hifa fertil berperan dalam pembentukan spora baik secara
seksual maupun aseksual dan hifa vegetatif berfungsi untuk menyerap makanan atau

nutrisi dari substratnya (Judoamidjojo et al., 1992).
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Hifa pada kapang mempunyai (iinding sel yang akan memberi bentuk serta
memperkuat susunan hifa. Penyusun utama dinding sel hifa adalah khitin, selulosa
serta polisakarida lainnya (Ristiati, 2000). Khitin mempunyai ikatan benang
mikrofibrilar seperti selulosa yang tersebar secara merata dan kompak pada hifa
(Bilgrami dan Verma, 1978).

Kapang mampu memecah bahan-bahan organik kompleks menjadi lebih
sederhana termasuk pembusukan daun-daun dan bahan lain dalam tanah. Kapang juga
banyak digunakan dalam dunia industri sebagai agen hayati. Kapang dimanfaatkan
untuk proses produksi bahan pangan, produksi antibiotik, produksi enzim serta asam-

asam organik (Buckle, ef al., 1987).

2.5 Aspergillus niger
A. niger merupakan kapang multiseluler, tidak berklorofil, dan belum
mempunyai differensiasi dalam jaringan. A. niger bereproduksi secara vegetatif
dengan membentuk sel-sel reproduksi berupa spora (Jutono, 1972). Menurut
Alexopoulus dan Mims (1979) klasifikasi 4. niger adalah sebagai berikut:
Divisi : Eumycophyta.

Kelas : Ascomycetes.
Ordo : Aspergillales.
Famili : Aspergillaceae.

Genus : Aspergillus.
Spesies  : Aspergillus niger.

A. niger biasa dikenal sebagai black mold atau kapang hitam, mempunyai foof
cell (miselium yang membengkak dan berdinding tebal). Konidiofor tumbuh tegak
lurus dari foot cell, bagian ujung dari konidiofor membesar membentuk vesikel.
Vesikel akan ditumbuhi sterigmata primer dan skunder, sterigmata menghasilkan
konidia, konidia terbentuk oleh pemanjangan atau pembelahan sel sterigmata
(Judoamidjodjo. et al., 1992). Konidiofor berukuran 400-3000pum, lembut dan
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berbentuk benang (hyalin). Vesikel berbentuk bulat dengan diameter 30-75pm.
Metulae dan phialid menutupi seluruh permukaan vesikel. Konidia berwarna coklat,
bulat dengan ukuran diameter 4-5um (De Hoog. ef al., 2006).

A. niger merupakan kapang dari genus Aspergillus yang paling banyak
(kosmopolit) ditemukan di alam (Ghannoum, 2006). A. niger dapat diisolasi dari
tekstil, tanah, biji-bijian, buah-buahan dan berbagai macam sayuran. A. niger juga
menjadi salah satu penyebab kontaminasi paling banyak dari beberapa produk
makanan. Tapi pada umumnya aman digunakan sebagai agensia hayati dalam
berbagai macam proses fermentasi. 4. niger juga mempunyai kemampuan tumbuh
dalam substrat apapun, terutama substrat yang mengandung unsur karbon dan protein
(Purnama, 2004). A. niger bersifat aerobik sehingga dalam pertumbuhannya
memerlukan oksigen dalam jumlah yang cukup banyak dan pada pH 2.8-8.8.
Sedangkan temperatur optimum bagi pertumbuhannya pada suhu 37° C (Sandi,
2004).

Kemampuan 4. niger untuk tumbuh dalam berbagai substrat tidak lepas dari
pengaruh enzim eckstraseluler yang dihasilkan. 4. niger mampu menghasilkan
amilase, protease, lipase (Kusuma, 2004), juga a-L-arabinofuranosidase (a-L-AFS),
endo B-D-1, dan A-galaktanase (B-B-GAL) (Muzakhar, ef. al., 1999). Enzim lain
yang dihasilkan 4. niger antara lain selulase, katalase dan aktivitas B- glukosidase,
serta juga enzim lain yang mampu menunjukkan adanya daya pektolitik yang tinggi
(Farzier dan Westhoff, 1981). Dari kemampuan A. niger yang tersebut diatas,
menunjukkan adanya potensi menghidrolisis atau mendegradasi kandungan serat

kasar pada prose fermentasi.

2.6 Hipotesis
Fermentasi daun kedelai edamame menggunakan A. niger berpengaruh

terhadap kadar serat kasar dalam hasil fermentasinya.
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BAB 3. METODE PENELITI

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember dan di
Laboratorium Nutrisi dan Makanan Ternak, Jurusan Nutrisi dan Makanan Ternak,
Fakultas Peternakan, Universitas Brawijaya Malang. Waktu pelaksanaan penelitian

pada bulan Juni sampai November 2006.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri atas rak tabung reaksi, tabung
reaksi, cawan petri, beaker glass, pipet mikro, pipet volume, jarum ose, laminar air
flow, seperangkat hemasitometer, hand counter, vorteks, pinset, mikroskop, gelas
benda, gelas penutup, inkubator, tissue gulung, tabung Erlenmeyer, autoklaf, kompor
gas, lampu Bunsen, kapas, korek api, kertas doorslag, bak plastik, pisau, timbangan
analitis, seperangkat alat filtrasi, eksikator, oven, dan tanur.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain isolat Aspergillus niger
hasil koleksi Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
[lmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Daun kedelai edamame (umur 62 hari),
tepung kedelai, Potato Dextrose Agar (PDA) miring, akuades, akuades steril, spiritus,
dan alkohol 95%, H,SO4 0, 3 N, NaOH 1, 5 N, HCI 0, 3 N, Ethylenediamine
Tetracetic Acid (EDTA), aceton, batu didih, dan pasir bersih (steril).

3.3 Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
perlakuan lama fermentasi 0, 2, 4, 6, 8 dan 10 hari dan dilakukan pengulangan

11
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sebanyak 4 kali. Data tentang kandunge;n serat kasar hasil fermentasi yang diperoleh
dianalisis menggunakan Sidik Ragam, jika terdapat perbedaan dilanjutkan dengan uji

Duncan taraf 5%.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Persiapan Inokulum
a. Peremajaan Aspergillus niger

Persiapan inokulum diawali dengan peremajaan 4. niger. Peremajaan 4. niger
dilakukan dengan menginokulasikan 1 ose biakan murni 4. niger pada medium PDA
miring dan diinkubasikan pada suhu 30° C selama 96 jam. Langkah ini bertujuan
untuk meremajakan isolat dan mengkondisikan kembali biakan murni sebelum
digunakan untuk perlakuan.
b. Penghitungan Kepadatan Spora

A. niger diinokulasikan pada medium PDA miring sejumlah 7 tabung dan
dibuat 3 kali ulangan, kemudian diinkubasi pada suhu 30° C sclama 1, 2, 3, 4, 5, 6,
dan 7 hari. Penghitungan kepadatan spora dilakukan dengan menambahkan 5 ml
akuades steril dalam inokulum kemudian dikerik. Suspensi yang diperoleh ditampung
dalam labu Erlenmeyer dan dibuat seri pengenceran 10"'. Kepadatan spora dihitung
menggunakan Hemasitometer berdasarkan cara Hadioetomo (1993) untuk setiap
biakan dengan waktu inkubasi yang berbeda. Penghitungan kepadatan spora
dilakukan secara duplo (2 kali penghitungan), dan diulang sebanyak 3 kali.
Penghitungan dilakukan untuk mendapatkan kepadatan spora 10® sel/ml.
c. Pembuatan Inokulum

Inokulum untuk perlakuan fermentasi didapatkan dengan menginokulasikan
biakan yang memiliki kepadatan spora stabil (optimum) pada media PDA miring,
kemudian diinkubasi pada suhu 30° C sampai tercapai kepadatan spora 10® sel/ml
berdasarkan hasil perhitungan kepadatan jumlah spora.

e
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3.4.2 Fermentasi Starter
a. Pembuatan Media
1) Preparasi Bahan

Sebanyak 400 gram daun kedelai edamame yang sudah kering dihaluskan
kemudian direndam dalam air selama dua malam. Perlakuan ini bertujuan untuk
memberikan kondisi asam, sesuai dengan kondisi yang diinginkan untuk
pertumbuhan 4. niger. pH daun kedelai diukur dengan keasaman berkisar 5,5. Setelah
direndam, daun kedelai ditiriskan.

Tepung kedelai dibuat dengan cara merendam 500 gram biji kedelai selama
semalam. Setelah direndam kemudian dikeringkan, selanjutnya di sangrai sampai
matang kemudian didinginkan, setelah itu diblender sampai halus.

2) Pencampuran Bahan

Tepung kedelai dengan konsentrasi 5% ditambahkan pada daun kedelai
edamame yang sebelumnya sudah direndam. Campuran bahan tersebut kemudian
diaduk secara merata. Campuran bahan siap digunakan untuk media fermentasi starter
setelah disterilkan.

3) Sterilisasi

Media fermentasi starter disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu _121° C
selama 15 menit, kemudian dibiarkan selama semalam pada suhu ruang.
b. Penambahan Inokulum

A. niger dengan kepadatan spora stabil (sesuai dengan hasil perhitungdn
kepadatan spora pada PDA) yang sudah disuspensi larutan garam fisiologis 0,85%
diinokulasikan sebanyak 5% pada medium starter , kemudian diaduk rata dan
diinkubasi pada suhu 30°C.

c. Penghitungan Kepadatan Spora

Penghitungan kepadatan spora juga dilakukan pada starter, yaitu dengan cara
mengambil sebanyak 1 gram starter dimasukkan dalam larutan garam fisiologis
0.85% steril kemudian dibuat seri pengenceran. Kepadatan spora dihitung

menggunakan Hemasitometer menurut Hadioetomo (1993) yang dilakukan setiap hari
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sampai hari ke 7. Penghitungan kepadatan spora dilakukan secara duplo (2 kali
penghitungan), dan diulang sebanyak 3 kali. Cara penghitungan kepadatan spora
seperti yang telah diuraikan diatas. Perhitungan ini untuk mengetahui jumlah spora

stabil pada starter yang akan dipakai sebagai inokulum pada proses fermentasi.

3.4.3 Fermentasi Utama
a. Pembuatan Media

Prosedur kerja pembuatan media fermentasi utama sama seperti proses
pembuatan media starter. Jumlah daun kedelai edamame yang digunakan untuk
membuat media fermentasi utama sebanyak 3600 gram.
b. Penambahan Starter

Fermentasi daun kedelai edamame dilakukan dengan menginokulasikan
starter yang memilki jumlah kepadatan spora tertentu (stabil) dengan konsentrasi 5 %
pada medium fermentasi, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 0, 2, 4, 6, 8
dan 10 hari. Perlakuan tersebut masing-masing diulang sebanyak 4 kali. Kemudian,

hasil fermentasi daun edamame dianalisis kadar serat kasarnya.

3.4.4 Analisis Serat Kasar Daun Kedelai Edamame

Analisis serat kasar serta kandungan nutrisi lainnya dari daun kedelai
edamame, - dilakukan pada tiap-tiap perlakuan menggunakan analisis proksimat.
Prosedur analisis serat kasar menggunakan AOAC (Association of Official
Agricultural Chemists).

Sampel ditimbang 1 gr dan dimasukkan kedalam beaker glass khusus lalu
ditambah 50 ml H,S04 0, 3 N dan batu didih. Kemudian dididihkan selama 30 menit
dan ditimbang (beratnya A gram).

Selanjutnya dengan cepat ditambah 25 ml NaOH 1,5 N dan dididihkan lagi
selama 25 menit dan tambah batu didih lagi. Kemudian segera ditambah 0,5 gram
EDTA dan dididihkan lagi selama 5 menit, selama mendidih ditambahkan akuades.

Kemudian disaring dengan cawan filtrasi yang sebelumnya sudah di isi dengan pasir.
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Beaker glass dibersihkan dengan akuades panas sesedikit mungkin sampai semua
larutan masuk cawan filtrasi. Kemudian ditambah dalam cawan 50 ml HCI 0.3 N,
didiamkan 1 menit lalu dihisap dengan pompa vakum. Selanjutnya ditambahkan
10 ml akuades panas (sampai 5 kali). Kemudian ditambahkan 10 ml aceton dan
dihisap. Selanjutnya ditambahkan lagi 40 ml aceton, didiamkan 1 menit lalu dihisap
sampai kering. Selanjutnya di oven pada suhu 140° C selama 1.5 jam, dimasukkan
cksikator selama 1 jam dan ditimbang (beratnya B gram).

Kemudian dimasukkan tanur (550-600° C) selama 2 jam. Lalu dimasukkan

eksikator selama 1 jam dan ditimbang (beratnya ¢ gram). Rumus perhitungan kadar

v

serat kasar adalah: x 100%

Keterangan:
A: Berat sampel setelah dididihkan dengan H,S04 selama 30 menit.
B: Berat sampel sebelum dimasukkan tanur

C: Berat sampel setelah dimasukkan tanur.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Daun edamame dapat dimanfaatkan sebagai media pertumbuhan Aspergillus
niger. Lama fermentasi tidak memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap
kadar serat kasar daun kedelai edamame hasil fermentasi oleh A. niger. Kadar serat
kasar yang diperoleh dari hasil fermentasi daun kedelai edamame pada beberapa lama
waktu fermentasi menunjukkan pola yang fluktuatif, kandungan serat kasar terendah

diperoleh pada fermentasi hari ke 4, yaitu 14,45%.

5.2 Saran

Untuk meningkatkan penurunan kadar serat kasar daun kedelai edamame
perlu dilakukan penelitian tentang optimasi terhadap aktivitas A. niger yang
diperlukan sebagai inokulum. Peningkatan Aktivitas yang perlu dikaji meliputi
penambahan nutrisi (suplemen) dan kondisi lingkungan (pH dan suhu). Peningkatan
aktivitas A. niger diharapkan dapat meningkatkan efektivitas penurunan kandungan

serat kasar daun kedelai edamame.
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LAMPIRAN-LAMPIRAN

LAMPIRAN A. Komposisi Media Potaato Dextros Agar (PDA) Miring

Komposisi Jumlah/liter
Kentang 200 gr
Dekstros 10 gr

Agar 15 gr
Akuades 1000 ml

LAMPIRAN B. Komposisi Larutan Garam Fisiologis 0,85%

Komposisi Jumlah
NaCl 0,85 gr
Akuades 100 ml

LAMPIRAN C. Data Penghitungan Kepadatan Spora Aspergillus niger
C.la Kepadatan Spora 4. niger pada Media PDA Miring

Hari Rata-rata jumlah spora (10° sel/ml)
1 2.082
2z 4.52
3 2535
4 6.846
5 6.843
6 5.518
7 3.198

C.1b Kepadatan Spora pada Media Starter

Hari Rata-rata Jumlah spora

1 5x10’

2 5.875x10’
3 6.39x10’
4 7.74x107
5 1.68x10®
6 1.63x10°
7 5.51x 107
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C.2a Kurva Pertumbuhan 4. niger Berdasarkan Jumlah Spora yang Diproduksi pada

Media PDA Miring
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LAMPIRAN D. Data Hasil Analisis Sidik Ragam Kadar Serat Kasar Hasil
Fermentasi Daun Kedelai Edamame oleh A. niger pada
Beberapa Lama Fermentasi

Sumber variasi iﬁgg;ﬁ Db Iﬁi;f;f Fhitung Fiabel Sig
Between Group 34,347 5 6.869
Within Group 56,230 18 3,124 2,199" 2,77285 0,100
Total 90,577 23 ]
tn : tidak berbeda nyata 3

LAMPIRAN E. Kadar dan Efektifitas Penurunan Serat Kasar Hasil
Fermentasi Daun Kedelai Edamame oleh A. niger pada
Beberapa Lama Fermentasi dengan Penambahan Tepung

Kedelai
Lama Fermentasi (hari) Rata-rata (%) Efektifitas penurunan (%)

0 15,18 0

2 16,39 -7.97

4 14,45 4,80

6 18,05 -18,90

8 17,23 -13,50

10 16,34 -7,64

Keterangan:
Tanda (-): Kenaikan kadar serat kasar
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LAMPIRAN F. Kadar dan Efektifitas

Penurunan Serat Kasar Hasil

Fermentasi Daun Kedelai Edamame oleh A. niger pada
Beberapa Lama Fermentasi tanpa Penambahan Tepung

Kedelai
Lama Fermentasi (hari) Rata-rata (%) Efektifitas penurunan (%)

0 17.91 0

2 19.07 -6,47

4 17.24 3,74

6 15.86 11.44

8 16.29 9,04

10 16.04 10,44

Keterangan:

Tanda (-): Kenaikan kadar serat kasar

LAMPIRAN G. Data Pengukuran pH Hasil Fermentasi Daun Kedelai
Edamame oleh A. niger pada Beberapa Lama Fermentasi

Lama Fermentasi (hari)

Rata-rata (pH)

0 5.8
2 6.03
4 6,74
6 7,58
8 8,22
10 7,07
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