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ABSTRAK

Fikriyah, Zakiyatul. 2017. Pengaruh Lama Fermentasi dan Konsentrasi Substrat
Terhadap Aktivitas Antioksidan Bekatul Terfermentasi oleh
Rizhopus oryzae.
Pembimbing I: Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Pembimbing Il: Ahmad
Hanapi, M.Sc; Konsultan : Anik Maunatin, S.T, M.P.

Kata Kunci : Aktivitas Antioksidan, Rizhopus oryzae, Bekatul, DPPH, Fermentasi,
Konsentrasi Substrat, Lama Fermentasi

Bekatul merupakan lapisan luar dari beras yang terpisah dengan biji beras saat
proses penggilingan. Kandungan senyawa aktif bekatul berupa senyawa fenolik
berpotensi sebagai senyawa antioksidan. Firman Allah SWT dalam al-Quran surah As-
Syu’araa ayat 7 menyebutkan, bahwa setiap tumbuhan yang diciptakan oleh-Nya adalah
tumbuhan yang baik dan penuh hikmah didalamnya. Penelitian ini dilakukan untuk
menentukan pengaruh lama fermentasi 3, 4, 5 hari dan konsentrasi substrat (1:1), (1:2),
dan (1:3) terhadap peningkatan aktivitas antioksidan ekstrak bekatul. Fermentasi
dilakukan dengan mengkombinasi variasi lama fermentasi dengan variasi konsentrasi
substrat menjadi, 3 hari (1:1); 4 hari (1:1); 5 hari (1:1); 3 hari, (1:2); 4 hari (1:2); 5 hari
(2:2); 3 hari, (1:3); 4 hari (1:3); dan 5 hari (1:3). Ekstrak bekatul diperoleh dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol p.a. Langkah akhir dilakukan pungukuran
aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dengan spektrofotometer UV-Vis.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai peningkatan aktivitas antioksidan terbaik pada
perlakuan lama fermentasi 5 hari dengan konsentrasi substrat (1:1) sebesar 13,37 %, dari
hasil pengurangan aktivitas antioksidan dengan kultur jamur 84,43 % dengan aktivitas
antioksidan tanpa kultur jamur sebesar 70,7 %.
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ABSTRACT

Fikriyah, Zakiyatul. 2017. Effect of Fermentation Time and Substrate Concentration
on Antioxidant Activity Fermented Rice Bran by Rizhopus oryzae.
Advisor . Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Advisor Il: Ahmad Hanapi,
M.Sc; Consultant : Anik Maunatin, S.T, M.P.

Kata Kunci : Antioxidant Activity, Rizhopus oryzae, Rice Bran, DPPH, Fermentation,
Substrate Concentration, Fermentation time

Rice Bran is an outer layer of rice separated from rice seeds during the milling
process. Active compound content of bran in the form of phenolic compounds has
potential as antioxidant compound. Allah's SWT Word in Quran surah As-Syu'araa
verse 7, said that every plant created by Him is a good plant and full of wisdom in it.
This research was conducted to determine the influence of fermentation time of 3, 4, 5
days and substrate concentration (1: 1), (1: 2), and (1: 3) to increase the antioxidant
activity of bran extract. Fermentation was done by combining variations of fermentation
time with variation of substrate concentration to, 3 days (1: 1); 4 days (1: 1); 5 days (1:
1); 3 days, (1: 2); 4 days (1: 2); 5 days (1: 2); 3 days, (1: 3); 4 days (1: 3); and 5 days (1:
3). After being fermented, it was extracted using ethanol p.a to obtain phenolic
compounds in rice bran extract. The final step was done by the measurement of
antioxidant activity using DPPH method with UV-Vis spectrophotometer. The results
was showed that the best value of antioxidant activity on 5 days treatment of fermentation
with substrate concentration (1: 1) was 13.37%, from reduction of antioxidant activity on
treatment with fungal culture 84,43% and antioxidant activity without fungal culture
equal to 70,7%.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Bekatul (Bran) didefinisikan sebagai lapisan luar dari beras, atau biasa
diperoleh dari hasil samping penggilingan beras pada penyosohan kedua (Ayu,
2010). Negara Indonesia merupakan salah satu Negara dengan penghasil beras
yang cukup besar. Menurut Badan Pusat Statistik (2014) produksi gabah kering di
Indonesia sebanyak 70,83 juta ton, sehingga dapat diperkirakan produksi bekatul
pada tahun 2014 sekitar 6,2-7,4 juta ton per tahun. Bekatul memiliki kandungan
senyawa bioaktif yang berguna sebagai pencegah penyakit degeneratif.
Kandungan senyawa bioaktif yang banyak ditemukan dalam bekatul adalah
antioksidan fenolik. Bekatul juga kaya akan vitamin B, diantaranya B1, B2, B3,
B5, dan B6 serta tokoferol dan tokotrienol Berbagai macam komponen bioaktif
bekatul sangat berguna bagi kesehatan, misalnya dapat menurunkan kandungan
kolesterol dan sebagai sumber antioksidan (Zhang et al. 2010).

Senyawa antioksidan alami biasanya merupakan senyawa turunan fenolik
atau polifenolik seperti golongan flavonoid, turunan asam sinamat, kumarin, dan
tokoferol. Bekatul juga mengandung 11-13% protein, 11% serat dan 20% minyak,
yang mana didalam matriks serat terdapat kandungan senyawa aktif seperti
senyawa fenolik (Oliveira, et al., 2011). Namun bekatul yang terbiasa digunakan
sebagai bahan pakan ternak bisa juga dimanfaatkan dengan meningkatkan kualitas
ekonominya. Misalnya pemanfaatan bekatul sebagai antioksidan. Hal ini

menunjukkan bahwa segala sesuatu yang tercipta memiliki manfaat tersendiri dan



itu semua merupakan salah satu tanda-tanda kekuasaan Allah SWT. Sebagaimana

pada firman Allah dalam surat Adz-Dzariyaat (51) ayat 20-21:

. - n}’w” - '555,4 .-
IR Y I PR RO (I Y

“Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang
yakin (20). Dan (juga) pada dirimu sendiri. Maka Apakah kamu tidak
memperhatikan?(21)”

Ayat tersebut menjelaskan bahwa setiap sesuatu yang ditumbuhkan
dipermukaan bumi memiliki manfaat tersendiri. Oleh karena itu manusia sebagai
mahluk Allah yang paling sempurna perlu mempelajari, meneliti dan mengetahui
lebih dalam manfaat tumbuhan sekitar. Sehingga dapat diketahui bahwa segala
sesuatu dibumi ini tidak ada yang sia-sia. Seperti firman Allah dalam surat Ali-

imran (3) ayat 190-191 yang berbunyi :

- Z -

G 155 2Nl epasl T@\; 3 a;,sm::; r@:,» Js; 55253 w 4 b;jf;u:

To

,\|\|

C_J SIRTS L.uamwa_,|,\_nuﬂ>

\k.

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal(190). (yaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadan
berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka (7191)”

Avyat tersebut dapat digunakan landasan untuk penelitian ini, yakni bahwa

bekatul yang merupakan hasil samping atau limbah juga dapat ditingkatkan



manfaatnya sebagai bahan lain yang lebih bermanfaat dan memiliki nilai
ekonomis di kalangan masyarakat.

Senyawa antioksidan merupakan suatu substansi yang dapat menetralisir
radikal bebas melalui mekanisme penambahan gugus elektron kepada elektron
radikal bebas yang tidak berpasangan hingga menjadi stabil. Antioksidan dalam
kadar tetentu dapat menghambat atau memperlambat kerusakan akibat proses
oksidasi (Mindasari, 2010). Keberadaan radikal bebas dapat menjadi penyebab
utama timbulnya penyakit seperti; kanker, diabetes mellitus, jantung koroner dan
sebagainya. Antioksidan yang akan menetralisir keberadaan radikal bebas
tersebut.

Salah satu cara untuk memaksimalkan penggunaan bekatul yang sangat
bermanfaat bagi tubuh ini, digunakan cara yang lebih modern yakni dengan
metode bioteknologi fermentasi oleh jamur. Metode fermentasi adalah suatu
metode yang memanfaatkan proses pemecahan senyawa organik menjadi senyawa
sederhana yang melibatkan mikroorganisme (Pujaningsih, 2005). Proses
fermentasi bertujuan menurunkan kadar serat pada bekatul. Karena selama proses
fermentasi senyawa bioaktif seperti fenolik yang terikat pada serat-serat kasar
tersebut akan terlepas. Semakin banyak senyawa bioaktif yang terlepas, maka
akan semakin meningkat aktivitas antioksidannya. Hal tersebut dikarenakan pada
saat fermentasi akan menghasilkan enzim yang dapat melepaskan senyawa
bioaktif yang terikat pada serat tidak larut (Zubaidah et al., 2012).

Salah satu mikroorganisme yang dapat digunakan dalam proses fermentasi
adalah jamur. Mikroorganisme jamur merupakan spesies yang paling baik

kemampuan hidup dan daya saingnya dibandingkan mikroorganisme lainnya. Hal



ini disebabkan karena jamur mempunyai laju pertumbuhan dan efisiensi tingkat
metabolik dalam menghasilkan enzim yang tinggi. Salah satunya adalah jamur
Rizhopus oryzae, jamur tersebut mampu menghasilkan enzim selulase dengan
ketiga turunannya yakni B-glukosidase, exo-1,4-B-D-glucanase, dan endo-1,4--
D-glucanase (lkram., et al 2005). Enzim ini berfungsi menghidrolisis atau
merenggangkan sclulosa dengan memecah ikatan [-1,4-D-glikosida untuk
menghasilkan glukosa atau oligosakarida tertentu pada dedak atau bekatul,
sehingga ikatan senyawa bioaktif dalam serat akan melemah dan mudah terputus
pada saat proses ekstraksi. Dengan demikian penurunan kadar serat pada bekatul
akan semakin tinggi (Aruben, 2016).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Yosmar. et al., 2013)
menyatakan bahwa jamur Rizhopus oryzae sp mampu menghasilkan enzim
selulase. Hal tersebut ditunjukkan oleh hasil penelitannya dengan mengamati
terbentuknya zona bening pada media CMCA (Carboxy Methyl Celluloca Agar).
Zona bening yang terbentuk pada isolat Rizhopus oryzae spsebesar 2,4 cm,
sehingga dapat disimpulkan bahwa adanya enzim selulase dari isolate Rizhopus
oryzae sp dengan adanya zona bening yang berupa gula sederhana hasil hidrolisis
enzim selulase terhadap rantai selulosa pada media CMCA.

Penggunaan jamur dengan genus Rizhopus merupakan suatu hal yang
menjajikan dalam proses fermentasi. Jamur dari genus ini diindikasikan untuk
tidak memproduksi zat beracun (Oliveira et al. 2010). Mikroorganisme jamur atau
khamir merupakan mikroorganisme yang dapat tumbuh dalam keadaan rendah air

dibandingkan dengan jenis mikroorganisme bakteri yang mana dapat



menimbulkan masalah jika digunakan sebagai bahan pangan dan obat (Sushna.
2005).

Beberapa faktor yang mempengaruhi fermentasi diantaranya adalah
jumlah mikroba, lama fermentasi, pH (keasaman), substrat (medium), suhu,
alkohol, oksigen, garam dan air. Pada penelitian ini fermentasi akan dilakukan
dengan menggunakan variasi lama fermentasi dan konsentrasi substrat.
Pertumbuhan mikroorganisme jamur mengalami peningkatan seiring dengan
bertambahnya waktu fermentasi. Rentang pertumbuhannya yang signifikan dapat
dilihat dari hari pertama fermentasi hingga hari ke-4 fermentasi. Akan tetapi
setelah hari ke-4, kegiatan mikroorganisme jamur mulai menurun, sehingga
kemampuan jamur untuk mendegradasi bahan lignoselulosa juga menurun. Hal ini
akan mempengaruhi sistem kerja jamur dalam proses fermentasi. Pengaruh
tersebut ditunjukkan dengan hasil total fenolik tertinggi pada variasi lama
fermetasi hari ke-4 dengan jumlah 5,01 mg/g dan aktivitas antioksidan meningkat
hingga 17,984% dari sampel tanpa fermentasi (Aruben, 2016). Selain itu
berdasarkan penelitian dari Oliveira. et al.,(2012) yang melakukan penelitian
aktivitas antioksidan bekatul terfermentasi oleh Rhizopus oryzae menunjukkan
aktivitas antioksidan terbesar yakni 50% pada lama fermentasi 96 jam.

Begitu juga dengan konsentrasi substrat sangat berpengaruh untuk fase
pertumbuhan jamur dan aktivitas kerja jamur dalam proses fermentasi. Wang
(1974) menyebutkan dalam hasil penelitiannya, fermentasi menggunakan
konsentrasi substrat 50% oleh jamur Rizhopus oligosporus mendapatkan kondisi
yang optimal dan tumbuh dengan baik untuk memproduksi enzim yang berfungsi

dalam proses fermentasi secara Solid State Fermentation. Irfan (2012)



menyebutkan dalam  hasil  penelitiannya menggunakan media (1:1)
(Gandum:Aquades) untuk proses Solid State Fermentation oleh jamur Rizhopus
oligosporus mampu memproduksi enzim amilase secara optimal, sehingga
didapatkan hasil fermentasi yang terbaik.

Schmidt, et al., (2014) telah melakukan penelitian mengenai peningkatan
kandungan senyawa fenolik pada bekatul dengan metode fermentasi oleh
mikroorganisme berupa jamur Rizhopus oryzae. Konsentrasi senyawa fenolik
setelah dilakukan fermentasi meningkat hingga 2 kali lipat dengan nilai 765 mg/g.
Oleh sebab itu, fermentasi sering digunakan untuk meningkatkan kandungan
senyawa fenolik pada suatu bahan alam dalam peningkatan aktivitas antioksidan.
Menurut Razak et al (2015) bahwa kandungan fenolik tersebut akan memberikan
korelasi terhadap aktivitas antioksidan. Dey., (2014) menyatakan bahwa gandum
yang difermentasi oleh Rizhopus oryzae RKC2012 memiliki randemen kadar
fenolik maksimum 6,78 mg/g. Sehingga aktivitas antioksidan yang dihasilkan
aktivitas antioksidan terbesar 91% dari 0,5 ml ekstrak fenolik dalam 0,1 mM
DPPH. Hasil penelitian Razak., et al (2016) menyatakan bahwa bekatul yang
difermentasi oleh campuran jamur Aspergillus oryzae dan Rizhopus oryzae dapat
meningkatkan kadar total fenolik, terutama asam ferulat hingga 43,19 mg/ml.
Akan tetapi aktivitas antioksidan tertinggi ditemukan pada bekatul yang
difermentasi oleh Rhizopus oryzae dengan daya hambat radikal sebesar 93,41%
dari konsentrasi ekstrak bektul terfermentasi sebesar 5,26 % (v/v). Begitu juga
dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Massarolo., et al (2016) menyatakan
bahwa bekatul yang difermentasi oleh Rhizopus oryzae dapat meningkatkan

aktivitas antioksida hingga 59,0% pada variasi waktu fermentasi 72 jam pada



konsentrasi ekstrak bekatul terfermentasi sebesar 10 pg/mL. Sehingga dapat
diketahui bahwa dengan fermentasi dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dari
bekatul. Sedangkan fermentasi menggunakan mikroorganisme bakteri selulolitik
Bacillus brevis seperti yang dilakukan oleh Amalia (2016), hanya mampu
meningkatkan aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 7,08 % pada konsentrasi
ekstrak bekatul sebesar 1 % dalam DPPH 0,2 mM (b/v).

Berdasarkan latar belakang di atas, maka penelitian ini perlu dilakukan
untuk mengetahui kondisi optimum jamur Rizhopus oryzae dalam mendegradasi
serat bekatul agar tidak terjadi degradasi sempurna yang menyebabkan senyawa
fenolik terlepas dan larut dalam air. Oleh sebab itu proses fermentasi dengan
variasi lama fermentasi dan konsentrasi substrat perlu di kotrol dengan baik.
Sehingga hasil dari penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat bagi industri

pangan dan farmasi.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh lama fermentasi dan konsentrasi substrat terhadap
peningkatan aktivitas antioksidan bekatul secara fermentasi menggunakan jamur

Rizhopus oryzae?

1.3 Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui pengaruh interaksi antara lama fermentasi dan
konsentrasi substrat pada peningkatan aktivitas antioksidan bekatul secara

fermentasi menggunakan jamur Rizhopus oryzae.



1.4 Hipoteses

Ho = interaksi lama fermentasi dan konsntrasi substrat tidak berpengaruh nyata
terhadap peningkatan aktivitas antioksidan bekatul terfermentasi oleh
Rizhopus oryzae.

H; = interaksi lama fermentasi dan konsntrasi substrat berpengaruh nyata ternadap

peningkatan aktivitas antioksidan bekatul terfermentasi oleh Rizhopus oryzae.

1.5 Batasan Masalah
1. Bekatul yang digunakan adalah bekatul sisa penggilingan di daerah pasar
Singosari-Malang
2 Sumber jamur Rizhopus oryzae yang digunakan adalah merupakan jamur
yang dibeli dari laboraturium mikrobiologi Universitas Brawijaya.
3 Lama fermentasi yang digunakan yaitu 3, 4, dan 5 hari sedangkan konsentrasi
substrat sebesar (1:1), (1:2) (1:3) (b/v).

4 Analisis aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode DPPH.

1.6 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat tentang pengaruh lama fermentasi dan konsentrasi substrat fermentasi

pada peningkatan aktivitas antioksidan dalsam bekatul.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bekatul

Bekatul atau rice bran merupakan hasil samping proses penggilingan padi
berasal dari lapisan kulit paling luar dari beras yaitu bagian antara butir beras dan
kulit padi. Warna bekatul padi bervariasi dari coklat muda hingga coklat tua.
Bekatul yang dihasilkan dari penggilingan padi dapat mencapai 8-12% dari
jumlah total padi. Hasil samping lainnya adalah 15-20% sekam yang merupakan

kulit luar dan 3% menir (BB Pascapanen, 2007), yaitu bagian yang hancur.

bran

nuceliar
tissue

endosperm
sleurone cell layer

endosperm cells

with starch granules g98d coat

(testa)

pericarp
germ (embryo)
plumule
scutellum
radicle
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Gambar 2.1 Struktur Beras Putih (Liem, 2013)

Departemen Pertanian (2015) menginfokan bahwa konsumsi beras
masyarakat Indonesia masih tergolong tinggi mencapai 114 kg per kapita per
tahun atau 312 g per hari. Peningkatan produksi dan konsumsi padi ini juga akan
mengakibatkan meningkatkan produk samping dari penggilingan padi seperti
bekatul. Persentase bekatul dari gabah kering giling di Indonesia sekitar 10%.
Tahun 2015 produksi gabah Indonesia mencapai 62,5 ton GKG (Gabah Kering
Giling), sehingga bekatul yang dihasilkan pun mencapai 62,5 ton. Jumlah ini

merupakan jumlah yang cukup besar jika hanya dijadikan ampas yang tidak
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dimanfaatkan. Sehingga diharapkan ampas dengan jumlah besar ini dapat
digunakan dalam dunia industri. Hal ini dikarenakan bekatul memiliki kandungan
nutrisi yang banyak dan bermanfaat bagi tubuh.

Bekatul mengandung berbagai zat gizi, antara lain adalah :

Tabel 2.1 Kandungan Zat Gizi Bekatul (Mazza, 1998).

No | Zat gizi Kadar

1 | Protein 11,5-17,2 %
2 | Lipid 10-23 %

3 | Karbohidrat 51,1-55 %
4 | Serat 6,2-31,5 %
5 | Abu 8-17,1 %

6 | Mineral dan vitamin

Menurut Astawan (2009) menyatakan bahwa bekatul merupakan sumber
serat pangan (dietary fiber) yang sangat baik. Serat pangan mempunyai peranan
yang sangat penting dalam mengosongkan perut dari sisa makanan yang tidak
tercerna. Serat makanan adalah polisakarida yang tidak dapat dicerna oleh enzim
yang ada di usus, selain itu juga tidak menghasilkan energy (Tirtawinata, 2006).
Lestiani (2009) menyebutkan bahwa yang termasuk serat pangan diantaranya
adalah gum, pectin, hemiselulosa dan selulosa. Selulosa merupakan serat-serat
panjang dan membentuk struktur jaringan yang memperkuat dinding sel tanaman
pada proses diferensiasi (Amalia, 2016). Braig, et al., (2007) menyatakan bahwa
serat di dalam bekatul mengandung 27 % selulosa, 37 % hemiselulosa, dan 5 %
lignin. Sementara itu, berdasarkan Komara (2007) derat bekatul umumnya
mengandung selulosa 8,7-11,4% dan hemiselulosa 9,6-12,8%.

Irawadi (1990) menyatakan bahwa limbah pertanian seperti bekatul dan

tongkol jagung, mengandung selulosa (40-60%), hemiselulosa (20-30%) dan
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lignin (15-30%). Berbagai hasil penelitian telah menunjukkan bahwa bekatul
mempunyai nilai gizi tinggi, mengandung senyawa bioaktif yang berfungsi
sebagai antioksidan yang bermanfaat dalam berbagai pencegahan penyakit
termasuk penuaan dini.

Bekatul padi juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku industri farmasi
dan makanan manusia, dikarenakan mempunyai kandungan nutrisi yang baik.
Widarta, et al. (2012) telah membuktikan dalam penlitiannya bahwa ekstrak
bekatul mempunyai aktivitas antioksidan. Sedangkan untuk makanan manusia
bekatul dapat dimanfaatkan sebagai bahan campuran dalam pembuatan kue,
biskuit, dan minuman fungsional (Janathan, 2007). Sedangkan komponen bioaktif
yang berperan sebagai antioksidan diantaranya adalah senyawa fenolik, flavonoid,
gamma oryzanol, tokoferol, tokotrienol, dan B-sitosterol (Elizabeth (2011) dalam

Rashid, et al., 2015).

2.2 Selulosa.

Selulosa merupakan unsur pokok pada tanaman dan biopolymer linier dari
molekul anhidroglukopiranosa pada ikatan B-1,4 glukosidik yang berlimpah
dialam (Dashtban et al, 2009). Struktur linier ini menyebabkan selulosa bersifat
kristalin dan tidak mudah larut. Selulosa tidak mudah didegradasi secara kimia
maupun mekanis. Dialam, biasanya selulosa berasosiasi dengan polisakarida lain
seperti hemiselulosa atau lignin membentuk kerangka utama dinding sel
tumbuhan (Holtzapple, 1993). Menurut Gayakor dan Eriksen (1980) Selulosa
tidak pernah ditemukan dalam keadaan murni dialam, tetapi selalu berasosiasi

dengan polisakasida lain seperti lignin, pectin, hemiselulosa dan xilan.
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Selulosa ditemukan sebagai dinding sel tumbuhan, tidak larut dalam air,
ditemukan banyak pada batang, dahan, tangkai, daun, dan hampir semua jaringan
tumbuhan. Kayu, katun, bamboo dan serat tumbuhan mengandung selulosa
sebesar (98-99%) (Hawah, 2004). Sedangkan menurut Tjokrokoesoemo (1986)
selulosa adalah bahan penyusun utama dari serat dan dinding sel tanaman. Bahan
ini terdiri dari sejumlah besar molekul yang saling berikatan melalui gugus B-
glukosida dari molekul yang satu dengan gugus hidroksil C-4 dari molekul
glukosa yang lain.

Pada tanaman, selulosa dilapisi oleh polimer yang sebagian besar terdiri dari
xilan dan lignin. Xilan dapat didegradasi oleh xilanase, akan tetapi lignin sangat
sulit terdegradasi. Jika xilan dan lignin dihilangkan, maka selulosa dapat
didegradasi oleh selulase dari bakteri atau kapang selulotik untuk menghasilkan
selobiosa dan glukosa (Bayer, et al., 1994).

Ada tiga jenis selulosa yaitu a, B, dan y selulosa adalah bagian yang tidak
larut dalam alkali, B selulosa adalah bagian yang larut dalam alkali, dan kemudian
dapat mengendap jika ditambahkan asam, sedangkan y selulosa bagian yang larut
dalam alkali dan tetap larut jika ditambahkan asam (Vengel dan Wegner, 1995).

Rantai molekul selulosa tersusun sejajar dan dipengaruhi oleh ikatan
hydrogen antara gugus-gugus OH yang bersebelahan. Dengan adanya ikatan
hydrogen dari gugus-gugus hidroksil antar rantai akan terjadi orientasi pararel
yang memanjang. Apabila susunannya teratur maka, akan terjadi daerah yang
disebut daerah kristalin, disamping susunan yang teratur ini terdapat pula bagian
yang kurang teratur, yang disebut amor. Selulosa mempunyai kemampuan untuk

mengikat air yang terabsorbsi pada gugus hidroksil oleh karena terbentuknya
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ikatan hydrogen (Wirahadikusumah dan Rahwono, 1990). Struktur selulosa dapat

dilihat pada Gambar 2.2

H OH H OH

oH H\H oH H\H

H H 0
H 0 H 0

CH,O0H H OH CH,O0H

Gambar 2.2 Struktur Rantai Selulosa

2.3 Enzim selulase

Enzim merupakan protein khusus yang bergabung dengan suatu substrat
spesifik untuk mengkatalisis reaksi biokimia dari substrat tersebut (Maier d,.
2000), menurut Lehninger (1997), enzim adalah biokatalisator yang mampu
meningkatkan kecepatan reaksi spesifik tanpa ikut bereaksi dan tidak
menghasilkan produk samping, bersifat jauh lebih efisien dibandingkan dengan
katalis lain, disebabkan molekul enzim memiliki spesisitas yang tinggi terhadap
substratnya.

Menurut palmer (1985), reaksi antara enzim dengan substrat dapat terjadi
menurut dua hipotesis berikut :

a. Hipotesis Loc and Key

Spesifitas enzim termasuk adanya struktur komplementer antara enzim

denngan substrat terjadi karena substrat mempunyai kesesuaian bentuk

ruang dengan enzim pada struktur sisi aktif enzim.

b. Hipotesis Induce-Fit
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Substrat mempunyai kesesuaian ruang dengan sisi aktif pada kompleks

enzim-substrat, tetapi dalam proses pengikatan substrat enzim mengalami

perubahan konfirmasi sehingga strukturnya sesuai dengan substrat. Proses
ini disebut sebagai proses induksi.

Enzim umumnya dihasilkan di dalam sel, beberapa diekstrak melalui
dinding sel dan dapat berfungsi di luar sel. Jadi dikenal dua tipe enzim yaitu
enzim ekstraseluler (berfungsi di luar sel) dan enzim intraseluler (berfungsi di
dalam sel). Fungsi utama enzim ektraseluler adalah mengubah nutrien di
sekitarnya sedemikian rupa sehingga nutrien tersebut masuk ke dalam sel.
Sedangkan enzim intraseluler mensintesis bahan seluler atau menguraikan nutrien
untuk menyediakan energi yang dibutuhkan sel. Untuk memisahkan protein enzim
tertentu dari ekstrak kasar yang mengandung banyak unsur lain maka dilakukan
isolasi atau permunian enzim (Aulanni’am, 2005).

Enzim selulase merupakan enzim yang memegang peranan penting dalam
proses biokenversi limbah-limbah organik berselulosa menjadi glukosa (Chalal,

1983). Pembentukan glukosa secara enzimatis sesuai dengan reaksi katalitik

berikut :
E+ See&—»ES —>E+P
Keterangan :
E Jenzim
S : substrat
ES : enzim-substrat
P . produk

Reaksi diatas menunjukkan bahwa terjadi reaksi sementara antara enzim
dengan substrat. Ikatan ini sifatnya labil dan hanya terjadi dalam waktu yang

singkat. Kemudian ikatan ini putus kembali menjadi enzim dan produk, dalam hal
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ini berupa glukosa. Pembentukan glukosa ini terjadi karena adanya degradasi
selulosa dalam substrat CMC oleh enzim selulase.

Kerja enzim selulase dihambat dengan adanya glukanolakton dan logam-
logan berat seperti tembaga dan merkuri, tetapi penghambatan dengan logam ini
dapat dinetralisir dengan penambahan sistein, sehingga aktivitas enzim akan
kembali normal. Penghambatan oleh glukanolaktan lebih banyak terjadi pada
substrat selobiiosa dan oligosakarida lain yang lebih sederhana dan lebih kecil

pengaruhnya pada substrat selulosa (Kulp, 1975).

2.4 Antioksidan

Antioksidan adalah zat yang dapat melawan pengaruh bahaya dari radikal
bebas atau Reactive Oxygen Species (ROS) yang terbentuk sebagai hasil dari
metabolisme oksidatif yaitu hasil dari reaksi-reaksi kimia dan proses metabolik
yang terjadi dalam tubuh (Goldberg, 2003). Senyawa antioksidan dapat berfungsi
sebagai penangkap radikal bebas, pembentuk kompleks dengan logam-logam
prooksidan dan berfungsi sebagai senyawa pereduksi (Andlauer et al., 1998).
Menurut Miller et al. (2000), antioksidan dapat menangkap radikal bebas
sehingga menghambat mekanisme oksidatif yang merupakan penyebab penyakit-
penyakit degeneratif seperti penyakit jantung, kanker, katarak, disfungsi otak dan
artritis.

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki satu atau lebih
atom yang tidak berpasangan. Meskipun suatu radikal tidak bermuatan positif atau
negatif, spesi semacam ini sangat reaktif karena adanya electron yang tidak

berpasangan. Dalam mencapai kestabilan atom atau molekul, radikal bebas akan
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bereaksi dengan molekul disekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron.
Reaksi ini akan terus-menerus berlangsung dalam tubuh, dan apabila tidak segera
dihentikan akan menyebabkan timbulnya berbagai penyakit, seperti kanker,
katarak, dan berbegai penyakit degeneratif lainnya.

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi,
dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Winarsi, 2007).
Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua kelompok,
yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan alami (antioksidan
hasil ekstraksi bahan alami) secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan
lebih mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan sintetik (Madhavi, et al.,
1996). Salah satu antioksidan alami adalah vitamin C (L-asam askorbat). Vitamin
C secara efektif menangkap radikal-radikal dan juga berperan dalam regenerasi
vitamin E. Vitamin C dapat melindungi membrane biologis dan LD dari
kerusakan prooksidatif dengan cara mengikat radikal peroksil dalam fase berair
dari plasma atau sitosol. Antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh hasil
sintesis). Beberapa contoh antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya
untuk makanan dan penggunaannya telah sering digunakan, yaitu BHT, TBHQ
dan tokoferol.

Antioksidan dapat juga digolongkan menjadi antioksidan primer
(Chainbreaking antioxidant) dan antioksidan sekunder (preventive antioksidant)
(Gordon, 1990). Antioksidan primer dapat bereaksi dengan radikal lipid dan
mengubahnya menjadi bentuk yang lebih stabil. Sebuah senyawa dapat disebut
sebagai antioksidan primer apabila senyawa tersebut dapat mendonorkan atom

hidrogennya dengan cepat ke radikal lipid dan radikal antioksidan yang dihasilkan
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lebih stabil dari radikal lipid atau dapat diubah menjadi produk lain yang lebih
stabil (Gordon, 1990). Senyawa yang termasuk dalam kelompok antioksidan
primer (Chain-breaking antioxidant) adalah vitamin E (tokoferol), vitamin C
(asam askorbat), B-karoten, glutation dan sistein (Taher, 2003).

Antioksidan sekunder berfungsi sebagai antioksidan pencegah vyaitu
menurunkan kecepatan inisiasi dengan berbagai mekanisme, seperti melalui
pengikatan ion-ion logam, penangkapan oksigen dan penguraian hidroperoksida
menjadi produk-produk nonradikal (Gordon, 1990). Pada dasarnya tujuan
antioksidan sekunder (preventive antioksidant) adalah mencegah terjadinya
radikal yang paling berbahaya yaitu radikal hidroksil (Taher, 2003). Contoh
antioksidan sekunder antara lain turunan-turunan asam fosfat, asam askorbat,
senyawa karoten, sterol, fosfolipid dan produk-produk reaksi maillard (Gordon,
1990).

Bekatul mengandung antioksidan dalam jumlah besar dari golongan
senyawa fenolik seperti asam galat, protocatechuic, chlorogenic, p-
hydroxybenzoic, caffeic, syringic, vanilin, p-coumaric dan asam ferulat (Schmidt,
et al., 2014). Senyawa fenolik pada sereal sebagian besar dalam bentuk terikat
melalui ikatan ester dengan rantai arabinoxylan atau melalui obligasi eter untuk
lignin (Hole, et al., 2012).

2.4.1 Asam Ferulat

Asam ferulat merupakan salah satu asam fenolik yang paling melimpah
pada tanaman dan dapat ditemukan dalam konsentrasi tinggi yang terdapat pada
makanan seperti dedak jagung, dedak gandum, terong dan buah bit (Rosazza, et

al., 1995; Kroon, et al., 1997; Rechner, et al., 2001; D’archivio,v., 2007). Asam
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ferulat ditemukan bebas, atau dalam bentuk dimer dan juga diesterifikasi dengan
polisakarida dan protein pada dinding sel (Fazary dan Ju, 2007). Dedak
mengandung jumlah asam ferulat yang signifikan. Asam ferulat merupakan
antioksidan potensial dan berikatan ester dengan polimer dinding sel dan
ditemukan dalam berbagai bentuk. Asam ferulat biasanya ditemukan dalam
bentuk fraksi yang tidak larut. Ikatan ester asam ferulat pada dinding sel
membutuhkan hidrolisis asam atau basa untuk melepaskan ikatan senyawa

tersebut dari matriks dinding sel (Gani, et al., 2012).

HsCO N

OH

HO

Gambar 2.3. Struktur Asam Ferulat (Ou, S.Y, 2012)

2.4.2 Asam p-Kumarat

Asam p-kumarat merupakan asam hidroksi sinamat yang memiliki banyak
aktivitas fisiologis termasuk sebagai antioksidan, antimikroba, antimutagenik dll.
Asam p-kumarat terdapat dalam dua bentuk yaitu bentuk yang larut serta tidak
larut. Asam p-kumarat yang tidak larut, terikat pada komponen besar dari
lignoselulosa, utamanya berikatan secara ester dengan lignin pada beberapa
bagian, yang jumlahnya lebih banyak dibandingkan dengan asam p-kumarat yang

mudah larut (Ou, S.Y, dkk., 2012).
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OH

HO

Gambar 2.4. Struktur Asam Kumarat ( Yoon, et al., 2014)

2.4.3 Asam Galat

Asam galat (asam 3, 4, 5-trihidroksibenzoat) dan turunannya merupakan
bagian dari senyawa metabolit sekunder polifenol yang banyak terdapat pada
tumbuhan. Beberapa ester dari asam galat di Amerika digunakan sebagai bahan
aditif pada makanan untuk mencegah terjadinya oksidasi terhadap makanan
tersebut. Asam galat dan turunannya juga telah banyak digunakan dalam aktivitas

farmakologi termasuk dalam penyerangan anti radikal (Lu, 2005).

HO
OH

HO
OH

Gambar 2.5. Struktur Asam Galat (Lu, 2005).

Antioksidan diperlukan untuk meredam aktivitas dari radikal bebas, di
mana antioksidan adalah senyawa yang dapat mendonorkan elektronnya kepada
radikal bebas, sehingga menghentikan reaksi berantai, dan mengubah radikal
bebas menjadi bentuk yang stabil. Radikal bebas adalah atom atau molekul yang

memiliki satu atau lebih atom tidak berpasangan. Meskipun suatu radikal tidak
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bermuatan positif atau negatif, spesi semacam ini sangat reaktif karena adanya
elektron yang tidak berpasangan. Suatu radikal bebas dijumpai sebagai zat yang
tak dapat diisolasi usia pendek karena sangat reaktif dan berenergi tinggi
(Fessenden dan Fessenden, 1997). Dalam mencapai kestabilan atom atau molekul,
radikal bebas akan bereaksi dengan molekul di sekitarnya untuk memperoleh
pasangan elektron. Reaksi ini akan berlangsung terus-menerus dalam tubuh dan
apabila tidak dihentikan akan menimbulkan berbagai penyakit seperti kanker,
jantung, katarak, serta penyakit degeneratif lainnya.

Dengan adanya antioksidan, maka antioksidan akan memberikan atom
hydrogen atau elektron pada radikal bebas (R*, ROO*), mengubahnya ke bentuk
yang lebih stabil RH. Sementara turunan radikal antioksidan (A*) memiliki
keadaan lebih stabil dibanding radikal semula R*. reaksi penghambatan
antioksidan terhadap radikal lipid mengikuti persamaan reaksi sebagai berikut.

Inisiasi : R* + AH > RH + A*

Radikal lipida

Propagasi : ROO* + AH > ROOH + A *

2.5 Fermentasi

Fermentasi mempunyai pengertian suatu proses terjadinya perubahan
kimia pada suatu substrat organik melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh
mikroorganisme. Mikroorganisme membutuhkan sumber energi untuk tumbuh
yang diperoleh dari metabolisme bahan pangan di mana mikroorganisme berada

di dalamnya. Bahan baku pangan yang paling banyak digunakan oleh
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mikroorganisme adalah glukosa. Pertumbuhan mikroorganisme yang terjadi tanpa
adanya oksigen sering dikenal sebagai fermentasi (Suprihatin, 2010).

Fermentasi adalah suatu proses di mana komponen-komponen kimiawi
dihasilkan sebagai akibat adanya pertumbuhan maupun metabolisme mikroba.
Fermentasi dapat meningkatkan nilai gizi bahan yang berkualitas rendah serta
berfungsi dalam pengawetan bahan dan merupakan suatu cara untuk
menghilangkan zat antinutrisi atau racun yang terkandung dalam suatu bahan
makanan, (Wasito, 2005).

Fermentasi dengan menggunakan jamur dapat meningkatkan nilai nutrisi
dari suatu bahan. Hal ini sesuai dengan penelitian Razak, et al., (2015) yang
melakukan fermentasi terhadap bekatul dengan menggunakan 2 jenis jamur salah
satunya yakni Rizhopus oryzae yang merupakan salah satu jenis dari jamur
selulolitik. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa bekatul yang telah
difermentasikan dengan menggunakan jamur Rizhopus oryzae akan mengalami
kenaikan kandungan total fenolik. Selain itu, masih berdasarkan penelitian yang
sama, nilai aktivitas antioksidan dari bekatul yang difermentasi dengan jamur
yang di mix antara Rizhopus oryzae dan Aspergilus oryzae mendapatkan hasil
yang lebih besar dibandingkan bekatul yang difermentasi menggunakan jamur
tunggal. Sehingga dapat diketahui bahwa dengan menggunakan jamur Rizhopus
oryzae dapat meningkatkan kadar total fenolik dan aktivitas antioksidan. Begitu
juga dengan hasil penelitian oleh Massarolo, et al., (2014) menyatakan bahwa
bekatul yang difermentasi oleh jamur Rizhopus oryzae mampu meningkatkan
aktivitas antioksidan hingga 59% dibandingkan dengan bekatul yang tidak

difermentasi. Sehingga dapat diketahui bahwa fermentasi dengan menggunakan
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jamur Rizhopus oryzae dapat meningkatkan kadar total fenolik dan aktivitas

antioksidan. Keberhasilan fermentasi ditentukan oleh beberapa faktor yaitu:

1. Lama fermentasi
Waktu yang dibutuhkan dalam proses fermentasi biasanya adalah 2-3 hari.

2. Konsentrasi inokulum
Konsentrasi inokulum yang terlibat dalam fermentasi sangat mempengaruhi
efektifitas penghasil produk. Jika konsentrasi inokulum yang digunakan terlalu
sedikit maka proses fermentasi berjalan dengan lambat, sedangkan konsentrasi
inokulum yang terlalu banyak akan mempengaruhi persaingan pengambilan
nutrisi, sehingga sangat berpengaruh pada pertumbuhan mikroorganisme.

3. Substrat
Substrat sebagai sumber energi yang diperlukan oleh mikroba untuk proses
fermentasi. Energi yang dibutuhkan berasal dari karbohidrat, protein, lemak,
mineral dan zat gizi lainnya yang terdapat dalam substrat.Bahan energi yang
banyak digunakan oleh mikroorganisme adalah glukosa. Mikroba fermentasi
harus mampu tumbuh pada substrat dan mudah beradaptasi dengan
lingkungannya.

4. Suhu
Suhu selama proses fermentasi sangat menentukan jenis mikroorganisme
dominan yang akan tumbuh. Umumnya diperlukan suhu 30 °C untuk
pertumbuhan mikroorganisme. S. cerevisiae dapat melakukan aktivitasnya
pada suhu 4 °C — 32 °C. S. cerevisiae dapat tumbuh optimum pada suhu 28 -
30 °C. Fermentasi dengan menggunakan variasi suhu, akan menunjukkan

terjadinya tingkat fermentasi maksimum pada suhu tertentu/ hal ini bergantung
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pada jenis mikrobiologi atau khamir yang digunakan pada saat fermentasi.
Berdsasarkan penelitian dari Torija, et al. (2001) menjelaskan bahwa
fermentasi menggunakan S. cerevisease pada fermentasi alkohol, menunjukkan
bahwa proses fermentasi berhenti pada suhu 35 'C, yang menandakan bahwa
pada suhu tersebut jumlah dari produksi ragi dalam fermentasi semakin sedikit
sehingga akan menghentikan proses fermentasi.
5. Oksigen
Ketersediaan oksigen harus diatur selama proses fermentasi. Hal ini
berhubungan dengan sifat mikroorganisme yang digunakan.
6. pH substrat

Kebanyakan mikroba dapat tumbuh pada kisaran pH 3,0 — 4,0. Kebanyakan
bakteri mempunyai pH optimum berkisar 6,5 — 7,5. Di bawah 5,0 dan di atas
8,5 bakteri tidak dapat tumbuh dengan baik. Khamir menyukai pH 4,0 — 5,0
dan tumbuh pada kisaran pH 2,5 — 8,5. Oleh karena itu untuk menumbuhkan
khamir dilakukan pada pH rendah untuk mencegah kontaminasi bakteri. Dalam
fermentasi, kontrol pH penting sekali dilakukan karena pH yang optimum
harus dipertahankan selama fermentasi. Fermentasi menggunakan bakteri
selulolitik, didapatkan bahwa nilai pH optimumnya yakni pada tingkatan pH 5-
6. Sedangkan jika menggunakan bakteri A. terreus berdasarkan penelitian Jain
dan Pundir (2011) menyatakan bahwa pH optimum untuk fermentasinya yakni

pada pH 6.
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2.6 Jamur Rizhopus oryzae

Jamur adalah salah satu mikroorganisme yang dapat digunakan dalam
proses fermentasi. Beberapa macam jenis jamur digunakan dalam proses
fermentasi salah satunya adalah jamur Rizhopus oryzae yang merupakan anggota
Zygomycetes. Jamur ini juga banyak digunakan dalam proses fermentasi beberapa
jenis makanan. Rizhopus oryzae memiliki karakteristi, yaitu miselia berwarna
putih, ketika dewasamaka miselia putih akan tertutup oleh sporangium yang
berwarna abu-abu kecoklatan (Rahmi, 2008). Menurut Germain (2006),

klasifikasi Rizhopus oryzae sebagai berikut :

Kingdom : Fungi
Divisio : Zygomycota
Class . Zygomycotes
Ordo : Mucorales
Familia : Mucoraceae
Genus : Rizhopus
Spesies : R. oryzae

Jamur Rizhopus oryzae merupakan jamur yang biasa digunakan dalam
pembuatan tempe. Jamur dengan genus ini merupakan jamur yang aman untuk
dikonsumsi karena tidak menghasilkan toksin. Selain itu jamur dari genus
Rhizopus mampu meningkatkan kadar total fenolik yang terikat dalam serat. Hal
tersebut terjadi karena jamur ini mengandung enzim selulase yang mampu
membuka atau menghidrolisis serat selulosa menjadi rantai oligisakarida yang
lebih sederhana, sehingga ikatan senyawa bioaktif yang terikat diantara selulosa
akan lemah dan mudah terlepas. Berikut merupakan dugaan reaksi yang terjadi
pada saat pembukaan atau pemutusan matriks serat pada saat fermentasi dengan

bantuan enzim selulase :
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Gambar 2.6. Reaksi pembukaan matriks serat pada proses
fermentasi (Amalia, 2016)

Kandungan enzim selulasu dalam jamur lebih lengkap dengan ketiga
turunannya vyaitu B-glukosidase, exo-1,4-B-D-glucanase, dan endo-1,4-B-D-
glucanase dibandingkan dengan kandungan enzim selulase yang berasal dari
bakteri (Ikram., et al 2005). Berdasarkan penelitian terdahulu oleh Hsich dan
Graham (2001) menyatakan bahwa enzim selulase yang terdapat dalam jamur
bekerja dengan cara menghidrolisis atau merenggangkan ikatan selulosa dengan
memecah [-1,4-D-glikosida untuk menghasilkan glukosa atau oligosakarida
tertentu dan membebaskan senyawa fenolik pada bekatul atau dedak padi,
sehingga penurunan kadar serat pada bekatul akan semakin tinggi.

Waktu pertumbuhan jamur lebih lama dibandingkan dengan bakteri,
sehingga untuk mendapatkan enzim selulase dari jamur Rizhopus oryzae
membutuhkan waktu sekitar +2-5 hari. Waktu tersebut adalah waktu dimana
jamur memasuki antara fase pertumbuhan dipercepat dan fase logaritmik. Berikut

adalah gambaran kurva pertumbuhan jamur Rizhopus oryzae :
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Gambar 2.7. Kurva Pertumbuhan Jamur Rizhopus oryzae (Melgar, et al., 2013).

Strain Rhizopus oryzae sp. Cs1 menunjukkan fase log terpendek, dimana
produksi miselium tertinggi terjadi dari 48 sampai 96 jam inkubasi. Setelah waktu
ini, penurunan massa miselium diamati sampai 144 jam. Bila masa inkubasi jamur
berkepanjangan dan laju pertumbuhan tetap diamati, maka penurunan misellium
akan tetap terjadi hingga waktu 144 jam (Melgar, et al., 2013). Sehingga dapat

disimpulkan dari gambar kurva pertumbuhan jamur tersebut yaitu :

Fase lag (adaptasi) : 0-48 jam
Fase log (Eksponensial) : 48-96 jam
Fase stasioner : 96-144 jam
Fase kematian dipercepat : 144-192 jam
Fase kematian : 192-240 jam

Aktivitas enzim dipengaruhi

banyak faktor. Faktor-faktor tersebut

menentukan efektivitas kerja enzim. Apabila faktor tersebut berada pada kondisi
yang optimum, maka kerja enzim juga akan maksimal. Beberapa faktor yang
mempengaruhi kerja enzim yaitu konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, pH

(keasaman), suhu, waktu kontak dan produk akhir (Poedjiadi, 2012).
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a. Konsentrasi enzim

Seperti pada katalis lain, kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim
tergantung pada konsentrasi enzim tersebut. Pada suatu konsentrasi substrat
tertentu, kecepatan reaksi bertambah dengan bertambahnya konsentrasi enzim.

b. Konsentrasi substrat

Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dengan konsentrasi enzim yang
tetap, maka pertambahan konsentrasi substrat akan menaikkan kecepatan reaksi.
Akan tetapi pada batas konsentrasi tertentu, tidak terjadi kenaikan kecepatan
reaksi walaupun konsentrasi substrat diperbesar. Keadaaan ini telah diteangkan
oleh Michaelis-Menten dengan hipotesis mereka tentang terjadinya kompleks
enzim-substrat.

Diperlukan adanya kontak antara enzim dengan substrat agar dapat
diperoleh kompleks enzim-substrat. Kontak ini terjadi pada sisi aktif enzim. Pada
konsentrasi substrat rendah, sisi aktif enzim hanya akan menampung substrat
sedikit. Bila konsentrasi substrat diperbesar, makin banyak substrat yang akan
bergabung dengan enzim pada sisi aktif tersebut. Dengan demikian, konsentrasi
kompleks enzim-substrat makin besar. hal ini menyebabkan makin besarnya
kecepatan reaksi. Pada suatu batas konsentrasi substrat tertentu, semua sisi aktif
enzim telah dipenuhi dengan substrat atau telah jenuh dengan substrat, di mana
dalam keadaan ini bertambahnya konsentrasi substrat tidak menyebabkan
besarnya konsentrasi kompleks enzim-substrat, sehingga jumlah hasil reaksinya

pun tidak bertambah besar.
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c. pH (Keasaman)

Seperti protein pada umumnya, struktur ion enzim tergantung pada pH
lingkungannya. Enzim dapat membentuk ion positif, ion negatif atau ion
bermuatan ganda (zwitter ion). Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan
berpengaruh terhadap efektifitas sisi aktif enzim dalam membentuk enzim-
substrat. pH rendah atau pH tinggi juga dapat mengakibatkan terjadinya
denaturasi yang mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim. Oleh karena itu,
enzim memiliki pH optimum yang berbeda-beda.

d. Suhu

Reaksi enzimatis juga dipengaruhi oleh suhu. Suhu optimum merupakan
suhu yang paling tepat bagi suatu reaksi yang menggunakan enzim. Karena enzim
merupakan suatu protein, maka kenaikan suhu juga dapat menyebabkan proses
denaturasi yang menyebabkan sisi aktif enzim terganggu dan mengurangi

kecepatan dari reaksi.

2.7 Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutannya terhadap dua cairan yang tidak slaing larut. Salah satu metode
ekstraksi adalah maserasi. Maserasi dilakukan dengan cara perendaman sampel
dan akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan
antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada di dalam
sitoplasma akan larut dalam pelarut organik. Larutan yang konsentrasinya tinggi

akan terdesak keluar dan diganti oleh cairan penyari dengan konsentrasi rendah,
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peristiwa tersebut dilakukan secara berulang sampai terjadi keseimbangan
konsentrasi antara larutan di dalam dan di luar sel (Voight, 1995).

Kelebihan dari metode maserasi adalah sederhana, relatif murah, tidak
memerlukan peralatan yang rumit, terjadi kontak antara sampel dan pelarut yang
cukup lama dan dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak
tahan panas. Kekurangan dari metode ini adalah membutuhkan waktu yang lama
untuk mencari pelarut organik yang dapat melarutkan dengan baik senyawa yang
akan diisolasi dan harus mempunyai titik didih yang tinggi pula sehingga tidak
mudah menguap (Voight, 1995). Pemilihan pelarut organik yang akan digunakan
dalam ekstraksi komponen aktif merupakan faktor penting dan menentukan untuk
mencapai tujuan dan sasaran ekstraksi komponen. Semakin tinggi nilai konstanta
dielektrik, titik didih dan kelarutan dalam air, maka pelarut akan bersifat makin

polar (Sudarmadji et al., 2003).

2.8 Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil)

Beberapa metode pengukuran aktivitas antioksidan yang dapat digunakan
antara lain metode DPPH dan metode uji aktivitas kemampuan mereduksi.
Metode DPPH merupakan salah satu metode aktivitas antioksidan yang sederhana
dengan menggunakan 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) sebagai senyawa
pendeteksi (Miller et al., 2000).

Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) digunakan secara luas
untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor elektron
atau hydrogen. Metode ini merupakan metode yang dapat mengukur aktivitas total

antioksidan baik dalam pelarut polar maupun nonpolar. Beberapa metode lain
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terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang digunakan dalam
analisis (Prakash, 2001).

DPPH (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazil) adalah senyawa radikal bebas yang
stabil yang dapat bereaksi dengan atom hidrogen yang berasal dari suatu
antioksidan membentuk DPPH tereduksi (Simanjuntak et al., 2004). Reaksi antara
DPPH dengan senyawa antioksidan dapat dilihat pada Gambar 2.8. Pengukuran
kapasitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 517 nm (Kubo et al., 2002). Penurunan absorbansi

menunjukkan adanya aktivitas scavenging (aktivitas antioksidan).

N—N@NOZ 4+ AH —> N—H~%/_:_>7No2 + A
o N
(DPPH) (Antioksidan)  (1,1-difenil-2-pikrilhidrazin)
Gambar 2.8. Reaksi peredaman radikal bebas DPPH oleh antioksidan
(Kubo, et al., 2002)

Metode aktivitas kemampuan mereduksi digunakan untuk menentukan
antioksidan total pada sampel (Kardono dan Dewi, 1998). Aktivitas antioksidan
diukur sebagai kemampuan mereduksi Kalium Ferri Sianida. Pengukuran aktivitas
kemampuan mereduksi diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang

700 nm. Absorbansi yang tinggi menunjukkan kemampuan mereduksi yang tinggi

(Yang, et al., 2000).
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Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat dan peka serta
hanya memerlukan sedikit sampel. Senyawa antioksidan akan bereaksi dengan
radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hydrogen dan menyebabkan
terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur pada panjang
gelombang 517 nm (Hanani, 2005). Pengurangan intensitas warna yang terjadi
berhubungan dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen yang
mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal
bebas. Aktivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung jumlah pengurangan
intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan pengurangan konversi
larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan uji (Prakash, 2001).

Berkurangnya intensitas warna larutan DPPH tersebut dapat menunjukkan
bahwa terjadi reaksi antara atom hydrogen yang dilepas oleh bahan uji dengan
molekul radikal DPPH sehingga terbentuk senyawa 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin
yang berwarna kuning (Molyneux, 2004). Nilai 0% berarti sampel tidak
mempunyai aktivitas antioksidan, sedangkan nilai 100% berarti pengujian
aktivitas antioksidan perlu dilanjutkan dengan pengenceran sampel untuk
mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya. Suatu bahan dapat dikatakan aktif
sebagai antioksidan bila presentase aktivitas antioksidan lebih atau sama dengan
50% (Purwata et al, 2009). Absorbansi kontrol yang digunakan dalam prosedur
DPPH ini adalah absorbansi DPPH sebelum ditambahkan sampel. Kontrol
digunakan untuk mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran dan juga
berfungsi menjaga kekonstanan total konsentrasi DPPH dalam serangkaian

pengukuran (Molyneux, 2004).
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2.9 Manfaat Tumbuhan di dalam Al-Qur’an

Allah SWT menciptakan alam semesta beserta isinya tidaklah dengan sia-
sia. Manusia sebagai mahluk paling sempurna diantara ciptaan Allah yang lain
memiliki tugas untuk mengkaji dan meneliti setiap rahasia yang tersimpan dalam
ciptaan Allah, sehingga dengan mengetahui sebagian rahasia Allah dapat
diperoleh pengetahuan dan manfaat dari setiap ciptaannya, selain itu dapat
membawa kemajuan bagi umat manusia. Bekatul adalah ampas atau hasil samping
dari proses penggilingan padi, sehingga masih jarang adanya pemanfaat bekatul
dalam kehidupan manusia. Akan tetapi beberapa kandungan dalam bekatul yang
telah diketahui, dimungkinkan sangat bermanfaat bagi kehidupan, sehingga
dengan ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut. Sebagaimana firman Allah

SWT dalam Al-Quran surah As-syu’araa’ ayat 7:

g
|

D ef 5 B o b G5 VT 13 s
“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?

Tafsir ibnu Katsir menyebutkan bahwa pada ayat tersebut Allah SWT
mengingatkan kebesaran kekuasaan-Nya dan keagungan kemampuan-Nya, serta
keadaan para pembangkang yang menyelisihi rasul-Nya dan mendustakan kitab-
Nya. Dia lah yang maha perkasa, maha agung lagi maha kuasa, yang telah
menciptakan bumi dan menumbuhkan di dalamnya tumbuh-tumbuhan yang baik
berupa tanaman, buah-buahan dan hewan. Sesungguhnya di dalam semua ciptaan
Allah tersebut, terdapat kekuasaan-Nya yang perlu dikaji lebih dalam.

Berdasarkan ayat tersebut dapat dijadikan bukti bahwa setiap ciptaan-Nya
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tidaklah sia-sia. Sebagai mahluk sempurna yang dikaruniai akal dan fikiran, maka
wajib bagi kita untuk mengkaji lebih dalam manfaat-manfaat dan rahasia dari
semua ciptaan Allah, termasuk bekatul yang merupakan ampas atau hasil
samping.

Menurut tafsir al-Maraghiy diantara bukti kekuasaan Allah yang pertama
ialah penciptaan langit serta menjadikan gunung-gunung di atas permukaan bumi
dan lautan yang menutupi sebagian besar permukaan bumi. Bukti yang kedua
yaitu mengembangbiakkan berbagai jenis hewan yang tiada seorang pun dapat
mengetahui jumlah, bentuk dan warnanya selain Allah. Kemudian yang ketiga
yaitu menurunkan air dari langit, yakni air hujan yang dengan adanya air hujan
tersebut tumbuhlah berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang banyak manfaatnya.

Sebagaimana firman Allah dalam surah Al An’am ayat 99:
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“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (kami keluarkan
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang beriman.” (QS. Al An’am:99)

Menurut al-Qarni (2007), Allah Swt. telah menurunkan hujan dari awan,

dan dari hujan tersebut ditumbuhkan setiap tumbuhan hijau. Kemudian
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mengeluarkan biji yang bersusun dari tanaman itu, sebagiannya di atas sebagian
yang lain. Setiap biji ditata sedemikian rupa, sehingga semua itu menunjukkan
kebijaksanaan Allah yang telah merancangnya. Banyak dari ahli gizi menyatakan
bahwa hanya ada sedikit buah-buahan yang keutamaannya mampu menandingi
jenis buah-buahan yang disebutkan dalam ayat-ayat Al Qur’an di atas. Minyak
zaitun dapat menghasilkan jumlah kalori yang sangat besar dan banyak dalam
memberikan energi. Sedangkan buah kurma diketahui banyak mengandung
kalsium yang merupakan faktor utama dalam memperkuat tulang. Selain itu, buah
Tin yang mengandung senyawa flavonoid dan polifenol berfungsi sebagai zat
antioksidan bagi tubuh.

Tanda-tanda kekuasaan Allah tersebut, merupakan bukti bahwa masih
banyak ciptaan Allah yang belum diketahui manfaatnya oleh manusia, sehingga
dengan begitu perlu dilakukan sesuatu untuk menggali lebih dalam manfaat dari
setiap ciptaan-Nya. Padi adalah salah satu tumbuhan yang merupakan sumber
makanan pokok orang Indonesia. Hasil samping penggilingan padi dikenal dengan
nama bekatul, yang mana pemanfaatannya masih jarang dijumpai. Meskipun
bekatul hanya berupa hasil samping dan seringkali diabaikan, namun bekatul akan
lebih bermanfaat dan bernilai tinggi jika umat manusia masih memikirkan

bagaimana cara untuk memanfaatkannya.



BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Agustus 2017-Februari 2018 di
Laboratorium Riset Biokimia dan Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam

Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah ayakan 60 mesh, beaker
glass 50 mL, beaker glass 100 mL, beaker glass 250 mL, spatula, neraca analitik,
gelas arloji, pengaduk gelas, Erlenmeyer 250 mL, labu ukur 100 mL, autoclave,
hot plate, jarum ose, tabung reaksi, rak tabung reaksi, shaker, pipet ukur 10 mL,
pipet mikro, blue tipe, vortex, penangas air, bola hisap, gelas ukur 100 mL, botol
kecil, laminar air flow, Spektrootometer UV-Vis, kuvet, plastic wrap, bunsen,
corong Buchner, Erlenmeyer vakum, rotary evaporator vacuum, korek api dan
freezdrying.
3.2.2 Bahan

Bekatul (diperoleh dari penggilingan padi di daerah Kec Singosari Kab.
Malang), Jamur Rizhopus oryzae (diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Brawijaya Malang), Potato Dextrose Agar (Himedia), etanol,
methanol, DPPH (1,1-difenil-2-dipikrilhidrazil) (Sigma Aldrich), vitamin C,

alkohol, kertas saring, kapas, dan tisu
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat kuantitatif menggunakan Rancangan Acak Kelompok
(RAK) pola faktorial yang terdiri dari dua faktor. Faktor pertama adalah lama
fermentasi dengan 3 variasi yakni 3, 4, dan 5 hari. Sedangkan faktor kedua adalah
faktor konsentrasi substrat (bekatul:aquades)dengan variasi (1:1), (1:2) dan (1:3).
Kombinasi perlakuan lama fermentasi dan konsentrasi substrat dapat dinyatakan
pada Tabel 3.1

Tabel 3.1 Kombinasi Perlakuan Konsentrasi Substrat dan Lama Fermentasi

Lama Fermentasi

Konsentrasi Substrat  S;(1:1) S,(1:2) S3(1:3)
L, (3 hari) L181 L152 L183
Lz (4 hal’i) L281 L282 L283
L (5 hari) L3S, L3S, L3S,

Adapun proses penelitian yang dilakukan yakni bekatul yang telah
dipreparasi dicampurkan dengan inokulum jamur konsentrasi 10% yang sudah
dibuat dengan media cair aquades steril. Selanjutnya dilakukan proses fermentasi
dengan menggunakan variasi lama fermentasi 3, 4 dan 5 hari. Sehingga, akan
dilakukan perlakuan dengan mengkombinasi variasi konsentrasi substrat dan lama
fermentasi, seperti halnya yang sudah tertera dalam Tabel 3.1. Jumlah total
perlakuan yang dilakukan sebanyak 9 perlakuan dengan masing-masing
percobaan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Hasil fermentasi selanjutnya

akan dianalisis aktivitas antioksidannya.
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3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Sterilisasi alat
2. Preparasi sampel
3. Pembuatan Potato Dextrose Agar (PDA) dan media cair aquades steril.
4. Regenerasi isolat jamur Rizhopus oryzae
5. Produksi inokulum jamur
6. Fermentasi bekatul menggunakan isolat jamur Rizhopus oryzae dengan
menggabungkan variasi lama fermentasi dan konsentrasi substrat.
7. Ekstraksi senyawa antioksidan bekatul menggunakan pelarut etanol.

8. Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat

Alat yang digunakan untuk menginokulasi jamur Rizhopus oryzae
seluruhnya dicuci bersih. Kemudian, Erlenmeyer dan tabung reaksi dibungkus
menggunakan plastik tahan panas. Selanjutnya disterilisasi menggunakan
autoclave pada suhu 121 °C.

3.5.2 Preparasi Sampel ( Razak, et al., 2015)

Sampel berupa bekatul dibersinkan dari pengotor kasarnya dengan cara
diayak menggunakan ayakan 60 mesh. Setelah itu, ditimbang bekatul sebanyak 30
gram dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 ml kemudian dicampurkan
dengan air sesuai dengan variasi konsentrasi substrat (bekatul:aquades) sebesar

(1:1), (1:2), dan (1:3). Setelah itu ditutup dengan alumunium foil dan dibungkus
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plastik. Selanjutnya disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu 121
°C dalam waktu 15 menit.

3.5.3 Pembuatan Media

3.5.3.1 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDA ini dilakukan dengan cara melarutkan 4 gram media
PDA bubuk dalam 100 mL akuades dan dipanaskan hingga mendidih sambil
diaduk. Larutan tersebut dituang ke dalam 16 buah tabung reaksi masing-masing
sebanyak 4 mL dan ditutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan plastic wrap.
Selanjutnya, media PDA disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu
121 °C. Kemudian, didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat.
3.5.3.2 Pembuatan Media Potato Dextrose Broth (PDB)

Pembuatan media PDB ini dilakukan dengan cara melarutkan 3,8 gram
media PDB bubuk dalam 100 mL akuades dan dipanaskan hingga mendidih
sambil diaduk. Larutan tersebut dituang ke dalam 4 buah botol gelas masing-
masing sebanyak 25 mL. Kemudian mulut botol ditutup dengan alumunium foil.
Media PDB kemudian disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu 121
OC selama +15 menit. Kemudian didinginkan dan disimpan di dalam lemari es.
3.5.3.3 Pembuatan Aquades Steril (Irfan, 2012).

Pembuatan media cair aquades steril ini untuk membuat inokulum jamur
sebelum proses fermentasi. Aquades disiapkan sebanyak 50 mL dan dimasukkan
kedalam botol kaca. Kemudian botol ditutup dengan kapas dan plastic wrap.
Media yang sudah siap, selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave pada

suhu 121 °C.
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3.5.4 Regenerasi Jamur Rizhopus oryzae (Dewi, et al .,2004).

Jamur yang akan digunakan harus diregenerasi terlebih dahulu. Disiapkan
media miring Potato Dextrose Agar (PDA) pada suhu 4 °C dalam tabung reaksi
yang sudah disterilisasi. Regenerasi ini dilakukan dengan cara mengambil 1 ose
isolat jamur kemudian digoreskan ke media Potato Dextrose Agar (PDA). Jamur
yang sudah ditanam dalam media didiamkan hingga bersporulasi penuh, kurang
lebih 5 hari pada suhu kamar.

3.5.5 Pembuatan Inokulum Jamur (Irfan, 2012).

Jamur yang sudah diregenerasi dalam media Potato Dextrose Agar (PDA)
selama =5 hari kemudian diinokulasikan 12 ose kedalam Aquades steril. Media
Aquades steril yang telah dicampur dengan sel jamur kemudian shaker selama 5
menit agar sel jamur tersuspensi sempurna dalam media cair. Media inokulum
yang mengeruh, selanjutnya digunakan untuk proses fermentasi.

3.5.6 Fermentasi Bekatul ( Razak, et al., 2015)

Bekatul yang telah dicampur dengan air sesuai dengan variasi konsentrasi
substrat (bekatul:aquades) sebesar (1:1), (1:2), dan (1:3) selanjutnya ditambah
inokulum jamur Rizhopus oryzae dengan konsentrasi 10% secara aseptis dan di
kocok dengan spatula yang steril. Setelah itu diinkubasi pada suhu 30 °C selama
120 jam. Untuk karakterisasi senyawa antioksidan, sampel diambil mulai dari 72
jam lama inkubasi hingga 120 jam. Jadi, akan dilakukan perlakuan dengan
mengkombinasikan konsentrasi substrat dan lama fermentasi sehingga akan
diperoleh total 9 perlakuan yaitu, S; Li, S; L, S1 Ls, Sz Ly, Sz Ly, Sy Ls, Sz L, S3

L,, dan S3 Ls. Hasil fermentasi kemudian dikeringkan pada oven suhu 60 'C
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selama 24 jam. Selanjutnya, dilakukan ekstraksi maserasi menggunakan pelarut
etanol.
3.5.7 Ekstraksi Senyawa Antioksidan Bekatul Terfermentasi (Oliveira, et al.,

2012)

Bekatul hasil fermentasi ditimbang sebanyak 20 gram dan dimasukkan ke
dalam Erlenmeyer 250 mL. Selanjutnya dilakukan ekstraksi maserasi
menggunakan etanol p.a (1:3, b/v) sebanyak 60 mL dan mulut Erlenmeyer ditutup
dengan alumunium foil. Ekstraksi maserasi dilakukan selama 1 jam menggunakan
shaker incubator dengan kecepatan 120 rpm pada suhu ruang. Selanjutnya filtrat
hasil ekstraksi dipekatkan dengan dengan rotary evaporator dan disemprotkan gas
No.

3.5.8 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil)
3.5.8.1 Penentuan panjang gelombang maksimum (Hanani, 2005)

Metanol sebanyak 8 mL dimasukkan ke dalam kuvet, kemudian
ditambahkan larutan DPPH 0,4 mM sebanyak 2 mL. Selanjutnya dicari Amaks
larutan pada rentangan panjang gelombang 500-600 nm dan dicatat hasil
pengukuran Amaks UNtuk digunakan pada tahap selanjutnya.
3.5.8.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel (Tisnadjaja, 2012)

Sampel ekstrak 100 mg dilarutkan dalam 10 mL metanol. Kemudian
diambil 2 mL darinya dan ditambahkan ke 2 mL DPPH 0,4 mM, selanjutnya
ditanda bataskan dengan pelarut methanol hingga 10 mL. Lama inkubasi
kemudian dilakukan selama 30 menit pada suhu kamar. Selain itu, disiapkan pula

2 mL larutan DPPH ditambah 8 mL metanol digunakan sebagai kontrol. Selain itu
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juga digunakan Vitamin C sebagai kontrol kandungan antioksidan. Absorbansi
DPPH diukur dengan spektrometer sinar tampak pada panjang gelombang yang
telah didapatkan pada pengukuran panjang gelombang maksimum. Persentase
penangkapan radikal bebas dinyatakan dalam presentase penghambatan radikal

bebas DPPH:

Serapan kontrol—Serapan sampel

Pengikatan DPPH (%) = | | x 100%

Serapan kontrol

3.6 Analisis Data

Data yang diperolen dalam penelitian ini adalah peningkatan aktivitas
antioksidan bekatul hasil fermentasi. Data dianalisis dengan ragam varian
(ANOVA) pada SPSS 16. Apabila terdapat adanya pengaruh, maka dilanjutkan
dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan tingkat signifikasi 5% untuk
mengetahui perlakuan yang berpengaruh atau berbeda nyata di antara perlakuan

yang lain.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
Sampel bekatul yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari padi

yang berasal dari daerah Singosari-Malang. Sebelum digunakan untuk proses
fermentasi, dilakukan pengayakan serta beberapa proses preparasi terlebih dahulu.
Penelitian yang telah dilakukan ini terdiri dari beberapa tahapan perlakuan, di
antaranya adalah preparasi sampel, pembuatan media Potato Dextrose Agar,
regenerasi jamur Rizhopus oryzae, produksi inokulum, fermentasi bekatul dengan
variasi konsentrasi konsentrasi substrat dan lama feremtasi oleh Rizhopus oryzae,
ekstraksi senyawa antioksidan dalam bekatul terfermentasi, dan pengukuran
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH.

4.1 Preparasi Sampel

Bekatul yang masih tercampur dengan pengotornya dipisahkan terlebih
dahulu dengan cara diayak menggunakan ayakan 60 mesh, selain itu tujuan
diayaknya bekatul untuk memeperbesar luas permukaan sampel. Semakin kecil
ukuran pertikel sampel bekatul menandakan bahwa semakin besar luas permukaan
sampel, dengan demikian dapat mempermudah kelarutan komponen bioaktif.
Kemudian sampel yang telah diayak dan semua peralatan yang akan digunakan
disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C.

Tujuan dari sterilisasi adalah untuk menghindari terjadinya kontaminasi
bahan atau alat, selain itu sterilisasi juga bertujuan untuk membunuh dan
mencegah pertumbuhan mikroorganisme lain yang tidak diinginkan. Suhu yang
digunakan yaitu 121 °C pada saat sterilisasi, karena prinsip utama dari sterilisasi
uap menggunakan autoklaf, yaitu menggunakan uap air yang bertekanan sebagai

pensterilnya. Jika suhu yang digunakan 121 °C, maka tekanannya yaitu sebesar
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15-17,5 psi (2 atm). Suhu dan tekanan yang besar diberikan pada saat sterilisasi
karena memiliki kemampuan yang lebih besar untuk membunuh sel dibanding
dengan udara panas. Pada tekanan 15 psi, air akan mendidih tepat pada suhu 121
°C, jadi semua jenis kehidupan akan mati saat air mendidih di dalam autoklaf
yaitu pada suhu 121 °C dengan tekanan 15 psi. Lama sterilisasi tergantung pada
sifat bahan yang disterilkan, tipe wadah dan volume bahan, sedangkan kondisi
yang baik digunakan untuk sterilisasi adalah pada 15 psi (2 atm) dan temperatur
121 °C selama 15 menit (Nester, dkk. dalam Adji, dkk., 2007). Keadaan panas
dalam autoklaf tersebut mampu mendenaturasi protein pada organisme hidup,
dengan demikian akan mematikan organisme tersebut. Hasil yang diperoleh dari

proses preparasi ini adalah bekatul steril berwarna coklat dan peralatan yang steril.

4.2 Pembuatan media Potato Dextrose Agar

Media Potato Dextrose Agar merupakan media yang berfungsi
memberikan asupan nutrisi untuk jamur dengan teknik regenerasi atau
penumbuhan mikroorganisme jamur (Cappucino, 2014). Pemilihan media harus
sesuai dengan unsur hara yang dibutuhkan untuk proses pertumbuhan dari
mikroorganisme jamur. Jamur Rizhopus oryzae akan ditumbuhkan pada media
PDA miring dalam tabung reaksi. Media PDA diperoleh dari proses melarutkan
media PDA bubuk 3,9 gram dalam 100 mL akuades dengan pemanasan dan
pengadukan. Sedangkan media yang digunakan untuk proses pembuatan

inokulum dalam proses fermentasi adalah aquades steril.
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4.3 Regenerasi jamur Rizhopus oryzae

Mikroorganisme jamur yang digunakan pada penelitian ini yaitu Rizhopus
oryzae, jamur tersebut merupakan salah satu spesies jamur dari Rizhopus sp.
Proses regenerasi merupakan proses peremajaan bagi jamur untuk memperbaharui
sel-selnya. Selain itu bertujuan untuk menjaga ketersediaan nutrisi bagi jamur dan
menghindari adanya perubahan karakter dari kultur induk (Amalia, 2016).
Regenerasi jamur Rizhopus oryzae bertujuan untuk mendapatkan jamur yang
berada pada fase logaritmik, dengan demikian jamur yang akan digunakan dalam
proses fermentasi masih dalam keadaan produktif. Tahapan yang diperlukan
dalam proses regenerasi diantaranya adalah menyiapkan media miring PDA steril.
Stok jamur Rizhopus oryzae yang sudah disiapkan kemudian di ambil sebanyak 1
ose dan digoreskan diatas media miring yang baru. Media regenerasi tersebut,
kemudian diinkubasi selama 5 hari dan siap digunakan untuk analisis kurva

pertumbuhan.

4.4 Kurva Pertumbuhan

Tujuan analisis kurva pertumbuhan untuk mengetahui fase pertumbuhan
suatu mikroorganisme khususnya jamur Rizhopus oryzae. Isolat jamur Rizhopus
oryzae hasil regenerasi, diambil sebanyak 1 ose dan dipindahkan ke dalam media
cair PDB. Sebanyak 21 wadah media PDB yang sudah ditambah dengan isolat
jamur, kemudian diinkubasi masing-masing 3 wadah dipanen dari hari pertama
sampai hari ke 7. Setelah melalui pengamatan tersebut dapat diketahui bahwa hari
ke 1-2 masa inkubasi, jamur masih berada pada fase adaptasi (fase lag), hari ke 2-

4 masa inkubasi pada fase logaritmik, hari ke 4-6 masa inkubasi, jamur berada
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pada fase stasioner, dan pada masa inkubasi hari ke 6-7 mulai terlihat adanya
penurunan berat misellium yang menandakan bahwa pada masa inkubasi tersebut
terjadi fase kematian dipercepat. Salah satu tanda bahwa jamur tersebut berada
pada fase stasioner dengan adanya peningkatan jumlah sel, sehingga dengan ini
jamu siap dipanen untuk proses fermentasi (Irfan, et al.,, 2012). Kurva

pertumbuhan jamur yang telah dilakukan dapat dilihat pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Kurva Pertumbuhan Jamur Rizhopus oryzae
(Data label menunjukkan nilai standart deviasi)

Seperti halnya penelitian yang telah dilakukan oleh (Melgar, et al., 2013)
dengan hasil penelitian yang menyebutkan bahwa fase pertumbuhan jamur
Rizhopus oryzae diantaranya adalah fase adaptasi (lag) berada pada masa inkubasi
0-2 hari, fase logaritmik (eksponensial) pada masa inkubasi 2-4 hari, fase
stasioner berada pada masa inkubasi 4-6 hari, dan fase kematian dipercepat pada
masa inkubasi diatas 6 hari. Berdasarkan hasil pengamatan fase pertumbuhan
jamur Rizhopus oryzae yang telah dilakukan tersebut, maka untuk pembuatan
inokulum jamur, koloni yang digunakan adalah jamur pada media miring PDA

yang berada pada fase pertumbuhan, yakni pada masa inkubasi 5 hari.
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4.5 Pembuatan Inokulum Jamur

Kultur jamur atau bibit jamur yang diinokulasikan ke dalam suatu cairan
disebut inokulum. Kultur jamur yang akan diinokulasikan kedalam aquades steril
dipilih yang berada pada fase awal stasioner. Cairan yang digunakan dalam
pembuatan inokulum adalah aquades steril. Penggunaan aquades steril dalam
pembuatan inokulum dilakukan agar inokulum mudah tercampur dengan rata pada
media fermentasi. Langkah pembuatan inokulum yaitu dengan mengambil 15 ose
isolat jamur dan dimasukkan dalam aquades steril sebanyak 50 mL, setelah itu
dilakukan pengocokan dengan vortex selama +5 menit, sehingga isolat yang di
tanam dalam aquades steril dapat merata atau homogen. Selanjutnya inokulum

dalam aquades steril digunakan untuk proses fermentasi bekatul.

4.6 Fermentasi Bekatul dengan Variasi Lama Fermentasi dan Konsentrasi
Substrat Terhadap Peningkatan Aktivitas Antioksidan oleh Rizhopus
oryzae

Tujuan dari proses fermentasi adalah untuk memecah atau merenggangkan
kompleks selulosa yang terkandung dalam bekatul dengan bantuan
mikroorganisme jamur Rizhopus oryzae. Jamur ini membantu dengan cara
mengeluarkan suatu enzim yang bernama enzim selulase dan mampu membuka
sel tumbuhan berupa selulosa. Sehingga ikatan senyawa aktif atau senyawa
antioksidan yang terikat dalam selulosa akan mudah terputus. Melalui proses
fermentasi ini dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dari bekatul (Razak., et

al. 2016).

Fermentasi dalam penelitian ini dilakukan dengan mengkombinasi variasi

lama waktu inkubasi, diantaranya adalah 3, 4, dan 5 hari dan variasi konsentrasi
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substrat (1:1), (1:2), dan (1:3). Kedua variasi faktor yang digunakan diatas
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan kerja dari suatu mikroorganisme yang
digunakan. Penggunaan variasi lama fermentasi tersebut, dikarenakan pada masa-
masa 3-5 hari jamur akan memasuki masa logaritmik ke masa stasioner yang
memiliki peningkatan jumlah sel jamur (Melgar., et al. 2013). Sehingga dengan
meningkatnya sel jamur, maka aktivitas kerja jamur dalam merenggangkan serat
selulosa juga akan semakin meningkat.

Begitu juga dengan faktor konsentrasi substrat, dimana yang telah
diketahui dengan konsentrasi enzim yang tetap, maka pertambahan konsentrasi
substrat akan menaikkan kecepatan reaksi. Akan tetapi pada batas tertentu, dengan
menambahkan konsentrasi substrat juga tidak dapat menaikkan kecepatan reaksi
(Poedjiadi., 2012). Seperti halnya konsentrasi substrat dalam suatu pelarut.
Perbandingan substrat dan pelarut pada media fermentasi sangat mempengaruhi
hasil dari proses fermentasi. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh
Wang, et al. (1974) menyebutkan bahwa jamur Rizhopus oligosporus dan Mucor
dispersus tumbuh dengan baik pada konsentrasi substrat 50% dan 66%. Akan
tetapi pada konsentrasi substrat 35% jamur tersebut tumbuh dengan tidak baik.
Hasil panen dari setiap variasi lama fermentasi tersebut kemudian dikeringkan
menggunakan oven suhu 60 °C selama sehari semalam untuk menghilangkan
kadar air dalam bekatul.

Tehnik fermentasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah SSF (Solid
State Fermentation) atau fermentasi semi basah. Solid State Fermentation
merupakan proses fermentasi yang digunakan dengan mikroorganisme pada

matriks padat, dengan kadar air yang dibutuhkan hanya sedikit dan tidak melebihi
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batas, sehingga pertumbuhan dan metabolisme mikroorganisme dapat terjamin
(Delvian., 2006). Hasil penelitian yang dilakukan oleh (Rudravaram., 2007.,
Ravinder., 2003) juga menyebutkan bahwa dengan metode Solid State
Fermentation dapat meningkatkan hasil residu dari proses fermentasi dalam suatu
media dengan bantuan enzim dari mikroorganisme tersebut.

Salah satu mikroorganisme yang dapat digunakan dalam proses fermentasi
Solid State Fermentation adalah mikroorganisme spesies jamur. Jamur yang
digunakan dalam penelitian kali ini adalah jamur Rizhopus oryzae. Jamur
Rizhopus oryzae merupakan jamur yang banyak digunakan dalam proses
pembuatan makanan, seperti tempe. Digunakannya jamur Rizhopus oryzae dalam
penelitian ini, karena jamur dalam genus Rizhopus mampu meningkatkan kadar
total fenolik yang terikat dalam serat. Hal tersebut terjadi karena jamur ini
mengandung enzim selulase yang mampu membuka serat selulosa, sehingga
senyawa fenolik dan senyawa antioksidan yang terkandung dalam bekatul akan
terlepas dan larut dengan pelarutnya (Chang, et al., 2001). Beberapa penelitian
telah membuktikan bahwa proses fermentasi menggunakan jamur dari genus
Rizhopus dapat meningkatkan aktivitas antioksidan bekatul. Salah satu hasil
penelitian tersebut yang dilakukan oleh Oliviera. et al., (2012). Hasil
penelitiannya menyebutkan bahwa dengan proses fermentasi menggunakan jamur
Rizhopus oryzae, dapat meningkatkan aktivitas antioksidan bekatul meningkat
hingga 50%.

Proses fermentasi dilakukan dengan menggabungkan variasi lama
fermentasi dan konsentrasi substrat. Perlakuan yang dilakukan sebanyak 9

perlakuan untuk proses fermentasi dan 9 perlakuan untuk proses tanpa
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penambahan kultur Rizhopus oryzae sebagai blanko. Sehingga total perlakuan
sebanyak 18 perlakuan dan dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. Selanjutnya
proses penambahan inokulum kedalam perlakuan fermentasi dan diinkubasi sesuai

dengan variasi lama fermentasi yang digunakan.

4.6.1 Ekstraksi Senyawa Antioksidan Bekatul Terfermentasi

Metode ekstraksi senyawa antioksidan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah maserasi. Metode ini dilakukan dengan cara perendaman suatu bahan
oleh pelarut, sehingga akan mudah memecah dinding atau membran sel dari suatu
sampel dan senyawa aktif yang berada dalam sitoplasma akan larut bersama
pelarut. Pemilihan metode ekstraksi maserasi dalam mengekstrak senyawa fenolik
ini, karena mempunyai proses kerja yang lebih mudah dari proses ekstraksi
lainnya. Selain itu proses maserasi ini tidak menggunakan sistem pemanasan,
sehingga dapat mencegah kerusakan dalam suatu senyawa yang diinginkan.

Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi ini adalah pelarut etanol
p.a. Alasan digunakannya pelarut etanol yang merupakan pelarut polar, karena
banyak dari senyawa aktif yang masih terikat dengan senyawa glikosida (Amalia.,
2016). Sesuai dengan pernyataan dari (Rohman dan Ganjar 2007) yang
menyatakan bahwa senyawa dalam ekstrak akan larut dengan pelarut yang
memiliki kesamaan kepolaran dengan senyawa tersebut, sehingga dengan
demikian senyawa polar dapat dilarutkan dengan pelarut polar juga.

Proses maserasi dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan senyawa
aktif yang diinginkan dari suatu sampel (Depkes RI, 2000). Senyawa aktif yang

diinginkan dalam bekatul adalah senyawa fenolik dan senyawa antioksidan
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lainnya yang terikat dalam matriks selulosa. Matriks selulosa dalam bekatul yang
sudah difermentasi akan menjadi rantai selulosa yang lebih sederhana, sehingga
ketika diekstraksi dengan pelarut polar, ikatan senyawa antioksidan atau senyawa
fenolik pada selulosa dalam bentuk sederhana akan lebih mudah terputus dan larut
bersama pelarut (Aruben, 2016). Senyawa fenolik dan senyawa antioksidan lain
tersebut yang mampu menaikkan aktivitas antioksidan dari bekatul terfermentasi.
Setelah dilakukan proses maserasi, kemudian filtrat dipisahkan dengan
residu bekatul. Filtrat yang didapat berwarna hijau kecoklatan. Senyawa
antioksidan dan fenolik yang masih tercampur dengan pelarut dalam filtrat
tersebut kemudian dipekatkan dengan menggunakan alat rotary evaporator
vacum. Hasil ekstrak setelah di rotary evaporator vacum tersebut disemprotkan
gas N, untuk menghilangkan sisa-sisa pelarut dalam ekstrak. Rendemen ekstrak
tersebut kemudian ditimbang untuk mengetahui perbandingan hasil timbangan
yang diperoleh setiap ekstrak. Adapun rendemen hasil ekstrak etanol bekatul

terfermentasi dapat dilihat pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Rendemen ekstrak bekatul terfermentasi oleh Rizhopus oryzae

Perbandingan Lama Rata-rata rendemen Rata-rata rendemen
Konsentrasi Substrat Fermentasi dengan penambahan tanpa penambahan
(Bekatul:Aquades) (S) (Hari) (L) kultur (%) kultur (%)

3 9,31 7,92
1:1 4 9,5 8,12
5 12,33 8,46
3 8,70 7,48
1:2 4 7,80 7,26
5 8,75 8,34
3 8,05 7,33
1:3 4 7,66 6,85
5 7,96 7,40




o1

Berdasarkan perbandingan rendemen antara sampel yang difermentasi
dengan kontrol atau sampel tanpa penambahan kultur Rizhopus oryzae, dapat
diketahui bahwa rendemen yang diperoleh dari sampel yang difermentasi lebih
besar dibandingkan dengan rendemen hasil sampel tanpa fermentasi. Hal tersebut
dimungkinkan terjadi karena dengan melalui proses fermentasi serat kasar dalam
bekatul akan terbuka, sehingga kandungan senyawa fenolik atau senyawa
antioksidan lainnya dalam bekatul akan mudah terekstrak dibandingkan dengan
hasil sampel tanpa proses fermentasi. Schmith, et al., (2012) menyebutkan dalam
hasil penelitiannya bahwa kandungan total fenolik dan biomass dari bekatul
terfermentasi lebih besar hingga 4 mg/g dibandingkan dengan bekatul tanpa
fermentasi. Perbedaan hasil rendemen tersebut juga dapat menjadi bukti bahwa
dengan proses fermentasi menggunakan jamur Rizhopus oryzae dapat
menurunkan kadar serat dan meningkatkan hasil ekstrak bekatul yang diduga
berupa senyawa fenolik dan senyawa antioksidan lainnya.

Hasil rendemen tertinggi didapat pada perlakuan T3S; yakni pada
konsentrasi substrat 1:1 dengan variasi lama fermentasi 5 hari. Rendemen
tertinggi yang didapat sebesar 12,33 %. Hal tersebut terjadi dimungkinkan karena
dengan lama fermentasi 5 hari, jamur berada pada fase awal stasioner, sehingga
pembukaan serat dapat terkontrol dengan baik. Akibatnya serat kasar selulosa
dalam bekatul tidak terdegradasi sempurna menjadi glukosa, dengan begitu
senyawa antioksidan dalam serat lebih banyak yang larut bersama pelarut. Begitu
juga dengan variasi konsentrasi substrat (1:1) memiliki kadar air yang rendah,
sehingga cara kerja jamur mampu berjalan dengan baik. Hal ini dikarenakan

mikroorganisme jamur merupakan mikroorganisme yang hidup pada keadaan
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kelembaban yang rendah (Sugiyanto, 2007). Rendemen terendah diperoleh pada
perlakuan T,S3; yakni lama fermentasi 4 hari dengan konsentrasi substrat 1:3.
Hasil rendemen terendah sebesar 7,66. Hal tersebut terjadi dimungkinkan karena
substrat bekatul yang terendam banyak air mengakibatkan jamur tidak bekerja
secapa optimal, sehingga serat-serat bekatul tidak banyak yang terbuka dan
banyak senyawa antioksidan yang masih terikat dengan serat.

Rendemen ekstrak bekatul yang didapatkan diuji dengan analisis avarians
(Anova) Two way menggunakan SPSS 16. Analisis ini digunakan untuk
mengetahui nilai signifikansi pengaruh lama fermentasi dengan konsentrasi
substrat, serta pengaruh antara kedua variasi yang digunakan. Berdasarkan hasil

uji yang didapat, diperoleh nilai signifikansi yang disajikan dalam Tabel 4.2

Tabel 4.2 Data SPSS rendemen ekstrak bekatul terfermentasi

Type 111 Sum
Source of Squares Df  Mean Square F Sig.
SO 49.769° 8 6.221 1633  .184
Model
Intercept 2143.461 1 2143.461 562.722  .000
Waktu 30.458 2 15.229 3.998 .037
Substrat 8.840 2 4.420 1.160 .336
waktu * substrat 10.471 4 2.618 .687 .610
Error 68.564 18 3.809
Total 2261.794 27
Corrected Total ~ 118.333 26

Data yang diperoleh tersebut menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh
nyata (P>0,05) terhadap konsentrasi substrat dan interaksi antara lama fermentasi

dan konsentrasi substrat. Variasi konsentrasi substrat tidak menunjukkan adanya
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pengaruh nyata terhadap hasil rendemen, hal ini mungkin dikarenakan rentang
tingkat kadar air dalam media bekatul terlalu kecil, sehingga cara kerja jamur
dalam memfermentasi bekatul tidak memberikan perbedaan yang signifikan.

Data variasi lama fermentasi menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan, maka selanjutnya diuji menggunakan Tukey untuk mengetahui ada dan
tidak adanya perbedaan antara kedua perlakuan. Hasil analisis lanjutan Tukey

yang didapat disampaikan pada tabel 4.3

Tabel 4.3 Uji Lanjut Tukey Lama Fermentasi

Lama Fermentasi Subset 1 Subset 2 Notasi
3 Hari 7.9233 a
4 Hari 8.4224 8.4224 ab
5 Hari 10.3841 b

Tabel diatas menceritakan bahwa pada perlakuan 5 hari memberikan
perbedaan yang nyata terhadap perlakuan lama fermentasi 3 hari. Hal tersebut
terjadi karena jarak lama fermentasi yang cukup lama, sehingga sistem kerja dan
jumlah sel jamur memiliki perbedaan yang cukup jauh. Perbedaan ini dapat
mempengaruhi sistem kerja jamur dalam memfermentasi bekatul. Hasilnya
menyebabkan ekstrak pada lama fermentasi 5 hari diperoleh lebih banyak
dibandingkan lama fermentasi 3 hari. Lama fermentasi 5 hari merupakan waktu
yang baik bagi jamur untuk mendegradasi atau merenggangkan matriks selulosa,
sehingga senyawa fenolik dan senyawa aktif lainnya yang terikat dalam ikatan

glikosida lebih mudah didapatkan.
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4.6.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazil)

Pengukuran aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan
konsentrasi DPPH sebesar 0,4 mM. Langkah awal diwali dengan pengukuran
panjang gelombang DPPH 0,4 mM. Hasil dari pengukuran panjang gelombang
DPPH tersebut sebesar 517,1 nm dengan absorbansi sebesar 0,876. Tujuan dari
dilakukannya pengukuran panjang gelombang maksimum adalah untuk
mengetahui serapan tertinggi dari suatu panjang gelombang.

Hasil panjang gelombang maksimum yang diperoleh kemudian digunakan
untuk mengukur aktivitas antioksidan ekstrak bekatul yang telah difermentasi
dengan penambahan kultur Rizhopus oryzae dan sampel tanpa penambahan kultur
Rizhopus oryzae. Pengukuran panjang gelombang yang telah dilakukan, memiliki
hasil yang sesuai dengan referensi. Seperti halnya hasil dari pengukuran yang
dilakukan oleh (Kubo et al., 2002) menyebutkan bahwa kapasitas antioksidan
dengan metode DPPH menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 517 nm.

Aktivitas antioksidan dari sampel diukur berselingan dengan kontrol
berupa larutan DPPH 0,4 mM. Fungsi larutan kontrol ini untuk mengetahui
serapan dari radikal bebas DPPH. Absorbansi kontrol yang telah didapat
kemudian digunakan pada perhitungan. Perhitungan dilakukan dengan cara
mengurangkan absorbansi kontrol dengan absorbansi sampel senyawa antioksidan
yang telah menyerang radikal DPPH. Hal tersebut dilakukan untuk mengetahui
seberapa besar kemampuan senyawa antioksidan sampel dalam menetralkan

radikal bebas DPPH.
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Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH memiliki prinsip
mengukur terjadinya pemudaran warna ungu dari radikal DPPH dengan adanya
reaksi senyawa antioksidan yang mendonasikan atom hidrogen. Akibat reaksi
donasi atom hidrogen tersebut dapat menetralkan molekul radikal bebas dari
DPPH, sehingga terjadi peluruhan warna DPPH dari ungu menjadi kuning

(Hanani, 2005). Dugaan reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 4.2

Q - Q -

N—N NO, + AH —> N—N No, + A
O - O -

(DPPH) (Antioksidan)  (1,1-difenil-2-pikrilhidrazin)

Gambar 4.2 Reaksi DPPH dan Antioksidan (Kubo, et al., 2012)

Adapun sampel yang digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan
yaitu sampel yang difermentasi dan sampel tanpa penambahan kultur Rizhopus
oryzae. Penggunaan sampel tanpa penambahan kultur Rizhopus oryzae ini
bertujuan untuk membandingkan kedua macam sampel tersebut. Sehingga dengan
begitu dapat diketahui adanya pengaruh dari proses fermentasi oleh jamur
Rizhopus oryzae mampu meningkatkan aktivitas antioksidan dari bekatul. Data

rata-rata aktivitas antioksidan ekstrak bekatul ditunjukkan pada Tabel 4.4.



56

Tabel 4.4 Aktivitas Antioksidan Bekatul Terfermentasi oleh Rizhopus oryzae

Perbandingan Lama Rata-rata Rata-rata Kenaikan
konsentrasi fermentasi aktivitas aktivitas aktivitas
bekatul (Hari) antioksidan antioksidan antioksidan
(Bekatul:Aquades) (L) bekatul dengan bekatul tanpa (%)
(S) kultur Rizhopus  kultur Rizhopus
oryzae (%) oryzae (%)

3 85,39£1,19 80,73 4,66

1:1 4 87,02+0,87 81,94 5,08

5 84,4315,76 70,7 13,37

3 82,86+4,75 80,43 2,43

1:2 4 80,51+4,28 76,39 4,12

5 76,01+9,13 67,18 8,83

3 82,86+1,11 82,78 0,08

1:3 4 85,22+4,38 83,88 1,34

5 78,06+8,50 70,52 7,54

Pembanding aktivitas antioksidan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah vitamin C. Vitamin C merupakan antioksidan alami yang yang biasa
dijumpai pada kandungan beberapa buah dan sayur. Fungsi penggunaan
pembanding vitamin C ini agar dapat membandingkan potensi antioksidan
senyawa yang terdapat pada bekatul dengan senyawa antioksidan yang terdapat
pada vitamin C (Amalia, 2016). Aktivitas antioksidan vitamin C yang didapat
dalam penelitian ini sebesar 91,09 %. Sedangkan aktivitas antioksidan yang
didapat dari bekatul terfermentasi tidak berbeda jauh dari aktivitas antioksidan
vitamin C. Sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas antioksidan sampel
mendekati nilai aktivitas antioksidan pembanding, maka dapat dikatan bahwa
sampel berpotensi sebagai alternatif antioksidan (Yuliani, 2010).

Peningkatan aktivitas antioksidan tertinggi yaitu pada perlakuan T3S;
(lama fermentasi 5 hari dan konsentrasi substrat 1:1) dengan kenaikan sebesar

13,37 %. Jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Oliviera, et al.
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(2012) dengan menggunakan jamur Rizhopus oryzae CTT 1217 yang diisolasi
sendiri dari bekatul, dengan variasi lama fermentasi, dimana aktivitas antioksidan
tertinggi terdapat pada lama fermentasi 96 jam. Hasil yang diperoleh dari
penelitian tersebut tidak sama dengan hasil dari penelitian yang dilakukan ini,
karena pada penelitian tersebut dengan lama fermentasi 96 jam dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan hingga 50%. Sedangkan hasil terbaik yang
diperoleh pada penelitian ini yakni pada lama fermentasi 120 jam atau 5 hari,
dapat dimungkinkan bahwa pada lama fermentasi 120 jam pembukaan serat dapat
terkontrol dengan baik. Akibatnya serat kasar selulosa dalam bekatul tidak
terdegradasi sempurna menjadi glukosa, dengan begitu senyawa antioksidan
dalam serat lebih banyak yang larut saat proses ekstraksi. Namun jika
dibandingkan dengan penelitian Amalia, (2016) yang melakukan fermentasi
bekatul dengan bakteri Bacillus brevis hasil aktivitas antioksidan tertinggi bekatul
terfermentasi hanya sebesar 7,08 %. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan
aktivitas antioksidan bekatul yang difermentasi menggunakan jamur lebih tinggi
dibandingkan dengan bekatul yang difermentasi dengan bakteri.

Perbedaan hasil yang diperoleh dengan literatur ini, dimungkinkan karena
setiap mikroorganisme jamur memiliki aktivitas selulolitik yang tidak sama.
Selain itu masa pertumbuhan setiap mikroorganisme jamur juga berbeda, sehingga
dapat mempengaruhi sistem kerja dari jamur tersebut. Begitu juga dengan asal
kultur yang digunakan sangat mempengaruhi adanya perbedaan pada peningkatan
aktivitas antioksidan (Amalia, 2016).

Konsentrasi substrat dengan kadar air yang rendah, yakni (1:1) bekatul 30

gram dengan aquades 30 mL sangat berpengaruh dalam proses fermentasi. Hal
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tersebut dikarenakan mikroorganisme jamur adalah mikroorganisme yang tidak
suka dengan kadar air tinggi, atau biasa hidup dalam kondisi kelembaban yang
rendah (Sugianto, 2007). Keadaan kelembaban yang redah menyebabkan jamur
dapat tumbuh dan bekerja dengan baik dalam memfermentasi bekatul. Seperti
halnya penelitian yang telah dilakukan oleh Irfan (2012) menyebutkan bahwa
menggunakan konsentrasi media (1:1) Gandum:Aquades, untuk proses fermentasi
secara Solid State Fermentation oleh jamur Rizhopus oligosporus mampu
memproduksi enzim amilase secara optimal dalam proses fermentasi.

Jika dibandingkan dengan hasil penelitian Oliviera, et al. (2012) yang
hanya memerlukan waktu 96 jam untuk mendapatkan aktivitas antioksidan
tertinggi, maka pada penelitian ini dibutuhkan waktu 120 jam untuk mendapatkan
hasil aktivitas antioksidan tertinggi. Hal tersebut dimungkinkan karena pada
penelitian Oliviera, et al. (2012) jamur Rizhopus oryzae CTT 1217 yang
digunakan diperoleh dari hasil isolasi dari bekatul. Setelah dilakukannya proses
fermentasi pada penelitian ini, dapat diketahui bahwa dengan fermentasi aktivitas
antioksidan bekatul dapat meningkat dibandingkan dengan aktivitas antioksidan
bekatul tanpa fermentasi. Hal tersebut membuktikan bahwa dengan fermentasi
dapat membantu lebih optimal dalam merenggangkan atau membuka ikatan
matriks serat selulosa dalam bekatul. Sehingga senyawa fenolik dan senyawa
antioksidan lainnya yang terkandung dalam bekatul dapat lebih mudah larut
dengan pelarut saat proses ekstraksi. Fermentasi yang menggunakan bantuan
jamur Rizhopus oryzae ini mampu untuk membuka serat selulosa dari bekatul

dengan kandungan enzim selulase. Sehingga penurunan kadar serat dalam bekatul
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akan semakin tinggi dan senyawa antioksidan yang didapat akan lebih banyak
(Aruben, 2016)

Aktivitas antioksidan paling rendah yang didapatkan dalam penelitian ini
pada perlakuan T;:S; (lama fermentasi 3 hari dan konsentrasi substrat 1:3). Hal
tersebut terjadi dimungkinkan pada perlakuan tersebut proses fermentasi tidak
berjalan dengan baik dan optimal, diduga dengan jangka waktu yang terlalu
pendek jamur masih berada fase adaptasi, sehingga sistem kerja jamur belum
bekerja dengan baik (Melgar, et al. 2013). Selain itu konsentrasi substrat yang
terendam air lebih banyak akan menghambat kerja jamur, hal tersebut dikarenakan
mikroorganisme jamur merupakan mikroorganisme yang hidup pada keadaan
kelembaban yang rendah (Sugiyanto, 2007).

Namun jika dibandingkan dengan kontrol bekatul tanpa fermentasi, tanpa
perendaman air, dan tanpa lama inkubasi, untuk semua sampel bekatul
terfermentasi menunjukkan peningkatan. Hal tersebut dikarenakan pada perlakuan
ekstrak bekatul ini tidak terjadi pembukaan serat yang dibantu oleh enzim dari
mikroorganisme tertentu, sehingga aktivitas antioksidan yang didapat lebih rendah
dari pada bekatul dengan proses fermentasi. Akan tetapi, jika dibandingkan
dengan kontrol bekatul tanpa fermentasi yang menggunakan perendaman dan
lama inkubasi, beberapa sampel diantaranya (L:S:K, L,SiK, LiS:K, L,S2K,
L1S3K, L,S3K) mengalami peningkatan aktivitas antioksidan. Hal tersebut diduga
dengan adanya perendaman air dalam sampel juga dapat membantu
mempermudah serat terbuka, sehingga senyawa fenolik yang ada dalam serat akan
mudah terekstrak dengan pelarut. Begitu juga dengan faktor lama inkubasi dalam

sampel kontrol ini dapat mempengaruhi mikroorganisme indigenus dalam bekatul
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bekerja untuk membuka serat kasar, sehingga hal tersebut dapat meningkatkan
aktivitas antioksidan bekatul.

Nilai aktivitas antioksidan ekstrak bekatul terfermentasi yang didapat,
kemudian di uji statistik dengan analisis varians (Anova) Two way. Tujuannya
untuk mengetahui adanya pengaruh dari kedua variasi dan interaksi antara kedua
variasi tersebut. Berdasarkan hasil statistik analisis varians Two way, data yang
diperoleh menunjukkan bahwa kedua variasi konsentrasi substrat dan lama
fermentasi, juga interaksi antara kedua variasi menunjukkan hasil yang tidak
berpengaruh nyata terhadap aktivitas antioksidan. Hal tersebut dimungkinkan
terjadi karena dengan adanya peningkatan ekstrak bekatul seiring bertambahnya
lama fermentasi, tidak berarti semakin banyak senyawa antioksidan yang

terekstrak. Seperti yang ditunjukkan dalam Tabel 4.5

Tabel 4.5 Data SPSS aktivitas antioksidan bekatul terfermentasi

Type 111 Sum
Source of Squares Df Mean Square F Sig.
Vi 317.195° 8 30.649 1411 258
Model
Intercept 183145.579 1 183145.579 6.517E3  .000
Waktu 113.430 2 56.715 2.018 162
substrat 158.720 2 79.360 2.824 .086
waktu * substrat ~ 45.044 4 11.261 401 .806
Error 505.882 18 28.105
Total 183968.656 27

Corrected Total 823.077 26




61

4.7 Pemanfaatan Bekatul dalam Prespektif Agama Islam

Allah SWT banyak menjelaskan dalam ayat-ayat-Nya bahwa segala
sesuatu yang telah diciptakan memiliki manfaat tersendiri bagi mahluk di bumi.
Salah satu ciptaan-Nya adalah tumbuh-tumbuhan yang bermanfaat bagi kehidupan
manusia dan makhluk lain seperti hewan. Hal ini merupakan bukti bagi umat
manusia agar berfikir, mempelajari dan memperhatikannya. Sesungguhnya dari
semua ciptaan-Nya terdapat bukti dari kekuasaan Allah SWT.

Berbagai macam tumbuhan dapat dimanfaatkan oleh umat manusia, karena
perbedaan lingkungan hidup dan kandungan senyawa dari setiap tumbuhan,
menyebabkan tumbuhan mempunyai manfaat yang berbeda-beda pula.
Sebagaimana beberapa ahli tafsir menerangkan bahwa Allah telah memenuhi
janji-Nya, salah satunya adalah menumbuhkan tumbuhan dengan subur karena
diturunkannya air hujan. Air hujan tersebut akan berperan sebagai zat yang
dibutuhkan oleh tumbuhan. Tumbuhan tumbuh dengan berbagai macam
perbedaan, rasa, warna, bentuk, jenis, bahkan manfaatnya. Tumbuhan yang subur
akan menghasilkan beberapa manfaat dari proses penanamannya. Firman Allah
juga banyak menjelaskan bahwa dengan bukti janji-Nya tersebut, diharapkan umat
manusia berusaha mengkaji dan mempelajarinya untuk membuktikan adanya
kebesaran Allah.

Berbagai manfaat dapat ditemukan pada tumbuhan, diantaranya sebagai
obat-obatan yang dapat dikembangkan dalam ilmu farmasi. Salah satu tumbuhan
yang banyak dikonsumsi manusia sehari-hari adalah padi dan biji-bijian lainnya.
Akan tetapi tidak semua bagian dari padi dikonsumsi oleh manusia, seperti hasil

samping penggilingan padi, yakni bekatul. Bekatul merupakan kulit padi yang
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memiliki nilai ekonomi rendah dan biasa digunakan sebagai bahan pakan ternak.
Seperti halnya padi, bekatul juga merupakan bagian dari tumbuhan yang diyakini
memiliki manfaat seperti tumbuhan lain, dengan ini manusia perlu melakukan
penelitian atau usaha untuk membuktikan salah satu kekuasaan Allah tersebut.

Penelitian dalam membuktikan manfaat bekatul dapat dilakukan dengan
proses fermentasi untuk mendapatkan senyawa antioksidan dengan jumlah yang
lebih banyak. Setelah melalui proses fermentasi, kemudian bekatul diekstrak
untuk mendapatkan senyawa fenolik dan senyawa antioksidan lain. Hasil ekstrak
kemudian diuji dengan metode DPPH dan dianalisis aktivitas antioksidannya
dengan spektrofotometer UV-Vis, sehingga didapatkan nilai aktivitas antioksidan
bekatul terfermentasi. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diketahui
bahwa nilai aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 87,02 % yakni pada lama
fermentasi hari ke 4 dengan konsentrasi substrat 1:1.

Hasil tersebut membuktikan bahwa dengan usaha dan penelitian yang
dilakukan dapat meningkatkan aktivitas antioksidan bekatul. Berdasarkan hasil
tersebut dapat diketahui pula salah satu kebesaran Allah yang belum banyak
dikaji, yakni proses fermentasi dengan bantuan jamur Rizhopus oryzae mampu
meningkatkan aktivitas antioksidan bekatul. Dengan ini dapat disimpulkan bahwa
setiap ciptaan Allah tidaklah ada yang sia-sia, karena Allah menciptakan segala
sesuatu tidak dengan main-main. Hal tersebut sesuai dengan firman Allah dalam

Al-Qur’an surat Al-Anbiya’ (12) ayat 16:

72 i) Lt U (33T 2Ll s G

“Dan tidaklah Kami ciptakan langit dan bumi dan segala yang ada di antara
keduanya dengan bermain-main”
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Maksud dari ayat diatas adalah Allah menciptakan langit dan bumi dan apa
yang ada di antara keduanya itu adalah dengan maksud dan tujuan yang
mengandung hikmah. Seperti yang diterangkan dalam tafsir al-wasith jilid 2
bahwa semua yang dari Allah adalah adil dan hak. Tidaklah Allah mengadakan
langit, bumi dan seisinya melainkan dengan kebenaran, maksudnya adil dan
proposional, bukan main-main dan tanpa arti. Allah SWT menciptakan langit,
bumi dan seisinya agar menjadi dalil atas pengetahuan Pencipta terhadap itu

semua dan untuk manfaat-manfaat duniawi lainnya (Az-Zuhaili, 2013).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa tidak ada pengaruh yang nyata pada kombinasi variasi yang digunakan,
yakni lama fermentasi dan konsentrasi substrat terhadap peningkatan aktivitas
antioksidan. Akan tetapi adanya variasi lama fermentasi yang digunakan
berpengaruh terhadap nilai aktivitas antioksidan bekatul yang difermentasi oleh
jamur Rizhopus oryzae. Nilai peningkatan aktivitas antioksidan bekatul tertinggi
diperoleh pada perlakuan lama fermentasi 5 hari dengan konsentrasi substrat (1:1)
sebesar 13,37 %, sedangkan nilai aktivitas antioksidan terendah diperoleh pada
perlakuan lama fermentasi 3 hari dengan konsentrasi substrat (1:3) sebesar 0,08

%.

5.2 Saran

1. Menggunakan jamur selain Rizhopus oryzae ataupun mikroorganisme lain
untuk mendapatkan hasil yang lebih baik pada fermentasi bekatul.

2. Pengujian kadar total fenolik ekstrak bekatul terfermentasi dan tanpa

fermentasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Bekatul Rizhopus oryzae
A 4 A 4
Preparasi Sampel Regenerasi Jamur pada
Media PDA

\ 4

Pembuatan Inokulum
Jamur pada Media
Aquades steril

\ 4
Fermentasi

)

Ekstraksi maserasi

)

Ekstrak pekat

A 4

Uji Aktivitas Antioksidan
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Lampiran 2. Diagram Alir

1. Sterilisasi Alat

Alat

- dicuci bersih
- dibungkus menggunakan plastik tahan panas

- disterilisasi menggunakan autoclave pada pada suhu 121 °C

Hasil

2. Preparasi Sampel

Bekatul
- dibersihkan dari pengotor kasarnya dengan cara diayak menggunakan

ayakan 60 mesh

- ditimbang bekatul sebanyak 30 gram

- ditambahkan air dengan perbandingan (1:1, 1:2, 1:3)

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL ditutup mulut Erlenmeyer
dengan alumunium foil dan dibungkus plastik

- disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu 121 °C

Hasil

3. Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

wrerrriDang 4 gram PDA
- dilarutkan dalam 100 mL akuades
- dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk
- dituang ke dalam 16 buah tabung reaksi
- ditutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan plastic wrap
- disterilisasi dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°C
- didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat

Hasil
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4. Pembuatan Aquades Steril

Aquades
- diambil 50 mL aquades

- dimasukkan ke dalam botol kaca

- ditutup dengan kapas dan plastik wrap

- disterilisasi menggunakan autoclave

Hasil

5. Regenerasi Jamur Rizhopus oryzae

Jamur Rizhopus oryzae
urgorcorarm—woc—wKan dari stok bakteri ke media NA yang masih

baru secara aseptis

- diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hari
Hasil

6. Pembuatan Inokulum Jamur

Jamur Rizhopus oryzae
ararmorroeoarywre=o 1UDANG jarum ose

- dimasukkan ke media Aquades steril sebanyak 50 mL.
- dikocok menggunakan vortex, selama +5-10 menit hingga media

mengeruh.

Hasil
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7. Fermentasi Bekatul dengan Variasi Lama Fermentasi dan Konsentrasi

Subst

rat

Bekatul

- dicampur bekatul dengan variasi (1:1), (1:2), dan (1:3) yang sudah steril
dengan inokulum jamur Rizhopus oryzae sebesar 10% (b/v)

- dikocok menggunakan spatula steril.

- diinkubasi pada suhu 30 °C selama 120 jam dan hasil sampel fermentasi
diambil mulai dari lama inkubasi 72 jam hingga 120 jam

- dikeringkan pada oven suhu 60 °C selama 24 jam

Hasil

8. Ekstr

aksi Bekatul Terfermentasi

Bekatul terfermentasi

FaTmbang Sebanyak 15 gram

+ dimasukkan ke dalam Erlrnmeyer 250 mL

- ditambah etanol p.a sebanyak 45 mL (1:3, b/v)

- ditutup mulut Erlenmeyer dengan alumunium foil

- dilakukan ekstraksi maserasi selama 1 jam menggunakan shaker

incubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu ruang

Fil

trat Endapan

katkan dengan rotary evaporator vact

- disemprotkan gas N

Ekstrak
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9. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhidrazil)

a. Penentuan panjang gelombang maksimum

Metanol
-—aimasukkan methanol sebanyak 2 ml kedalam kuvet

- ditambahkan larutan DPPH 0,4 mM sebanyak 2 ml

- ditambah dengan methanol sampai dengan volume 10 mL.

- diukur panjang gelombang maksimumnya dengan spectrometer UV-Vis

pada panjang gelombang 500-600 nm

Hasil

b. Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel

Hasil
- dilarutkan sampel ekstrak 100 mg dalam 10 ml metanol

- diambil 2 ml darinya dan ditambahkan ke 2 ml DPPH 0,5 mM dalam

metanol

+ ditambahkan methanol hingga volume 10 mL.

- diinkubasi selama 30 menit dalam suhu kamar

- disiapkan 2 ml larutan DPPH ditambah 2 ml methanol dan ditambahkan
methanol hingga volume menjadi 10 mL.

t digunakan juga vitamin C sebagai kontrol kandungan antioksidan

- diukur absorbansi DPPH dengan spektrofotometer UV-Vis pada

panjang gelombang yang diperoleh dari tahap sebelumnya

- dihitung persentase aktivitas antioksidan

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan

I.3.1 Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM dalam 100 ml Metanol p.a
0,4 mM =0,4x10°

Mr DPPH = 394,33 g/mol

100 ml =0,1L

Molar - mol = gram/Mr - gram x 1/Mr _ gram
v v v vXx Mr

Gram (g) = Molar x Mr x V

= 0,4 x 10°M x 349,33 g/mol x 0,1 L
=15,7732x 107 g

mg = 15,7732 x 10°° g x 1000
= 15,7732 mg

Jadi, untuk membuat larutan DPPH 0,4 mM adalah ditimbang sebanyak
15,7732 mg serbuk DPPH menggunakan gelas arloji dan neraca analitik.
Kemudian, dimasukkan ke dalam beaker glass 100 mL untuk dilarutkan dengan
50 ml metanol terlebih dahulu dan diaduk hingga larut. Setelah larut, larutan
dipindahkan ke labu ukur 100 ml dan ditandabataskan dengan metanol lalu

dihomogenkan.



Lampiran 4. Perhitungan Rendemen dan Aktivitas Antioksidan

L.4.1 Berat Ekstrak

Berat Berat  Berat wadah Berat
Perlakuan sampel (gr) wadah + ekstrak ekstrak
(gr) pekat (gr)  pekat (gr)
T1S: (K) 15,0000 9,5210 10,7101 1,1891
(1) 15,0000  8,9860 10,6403 1,6543
T1S: (2) 15,0000 8,4210 9,7220 1,301
(3) 15,0000 24,8317 26,0694 1,2377
T,S:1 (K) 15,0000 9,4110 10,5330 1,122
(1) 15,0000 8,8230 9,9275 1,1045
T,S; (2) 15,0000 9,1730 10,2840 1,111
(3) 15,0000 17,4483 19,1553 1,7052
T3S:1 (K) 15,0000 8,7320 9,8315 1,0995
(1) 15,0000 8,5139 9,9886 1,4747
T3S (2) 15,0000 9,1855 10,1730 0,9875
(3) 15,0000 17,5013 18,6648 1635
T1S;2 (K) 15,0000 9,0012 10,2205 1,2193
(1) 15,0000 9,7292 10,8612 1,132
TS, (2) 15,0000 8,1345 9,4215 1,287
(3) 15,0000 17,0034 18,8614 1,858
T,S; (K) 15,0000 9,7403 10,8305 1,0902
(1) 15,0000  8,0920 9,1842 1,0922
T,S, (2) 15,0000 8,4125 9,5032 1,0907
(3) 15,0000 17,6196 18,9512 1,3316
T3S, (K) 15,0000 9,5130 10,5410 1,028
(1) 15,0000  8,3620 9,4595 1,0975
T3S, (2) 15,0000 8,8118 9,8612 1,0494
(3) 15,0000 18,0833 19,3864 1,3031
T1S3 (K) 15,0000 10,3115 11,5810 1,2695
(1) 15,0000 22,3931 23,6783 1,2852
T1S3 (2) 15,0000 10,1125 12,1013 1,9888
(3) 15,0000 17,0151 19,2941 2,279
T,S3 (K) 15,0000 8,6001 9,8521 1,252
(1) 15,0000 8,8591 9,9756 1,1165
T,S;3 (2) 15,0000 9,3152 10,6013 1,2861
(3) 15,0000 17,4647 19,0018 1,5371
T3S3 (K) 15,0000 9,0015 10,1125 1,111
(1) 15,0000 8,8770 9,9779 1,1009
T3S (2) 15,0000 9,7412 10,7521 1,0111
(3) 15,0000 17,8684 19,3431 1,4747




L.4.2 Perhitungan Randemen Ekstrak

Perlakuan Randemen Rata-rata
Ekstrak (%0) Randemen (%)
T1S; (K) 7,29 7,29
11,02
T:S: 8,67 9,31
8,251
T,S:1 (K) 7,48 7,48
7,36
T2S; 7,40 8,709
11,368
T3S: (K) 7,33 7,33
9,83
T3S; 6,85 8,14
7,75
T1S2 (K) 8,12 8,12
7,54
T1S; 8,58 9,5
12,38
T,S; (K) 7,26 7,26
7,28
T2S; 1,27 7,80
8,87
T3S, (K) 6,85 6,85
@31
T3S, 6,99 7,66
8,68
T1S3 (K) 8,46 8.46
8,568
T1S3 13,258 12,33
15,19
T,S3 (K) 8,34 8,34
7,44
T,S3 8,574 8,75
10,24
T3S3 (K) 7,40 7,40
7,33
T3S3 6,74 7,96
9,83
Keterangan :
Randemen T1S; (%) = [%} x 100%

15 gram

=11,02%

_ [1,6543 gram

] x 100%
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L.4.2 Persen (%) Aktivitas Antioksidan

Ulangan Absorbansi Abrosbansi

Perlakuan Sampel Kontrol
T1S1 (K) - 0,1668 0,8656
1 0,1256 0,8637
T:1S: 2 0,1529 0,9850
3 0,1299 0,9680
T,S1 (K) - 0,1565 0,8669
i 0,1182 0,8667
T,S: 2 0,1740 0,9832
3 0,1282 0,9659
T3S1 (K) - 0,2416 0,8270
1 0,0776 0,8232
T3S: 2 0,2030 0,9737
3 0,1582 0,9642
T1S; (K) - 0,1697 0,8672
1 0,1105 0,8673
TS, 2 0,1651 1,0024
3 0,2148 0,9687
T,S; (K) - 0,2056 0,8711
i 0,1269 0,8680
T,S; 2 0,2028 0,9576
3 0,2208 0,9740
T3S, (K) - 0,2689 0,8194
1 0,2783 0,8204
T3S, 2 0,2145 0,9734
3 0,1534 0,9604
T1S3 (K) - 0,1501 0,8717
1 0,1640 0,8693
T1Ss 2 0,1740 0,9805
3 0,1636 0,9642
T,S3 (K) - 0,1398 0,8673
1 0,0851 0,8701
T,S3 2 0,1754 0,9730
3 0,1590 0,9642
T3S3 (K) - 0,2425 0,8227
1 0,2570 0,8197
T3S3 2 0,1908 0,9741
3 0,1422 0,9578
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Keterangan :

T1S; = Lama fermentasi 3 hari, substrat (1:1)
T,S; = Lama fermentasi 4 hari, substrat (1:1)
T3S; = Lama fermentasi 5 hari, substrat (1:1)
T1S, = Lama fermentasi 3 hari, substrat (1:2)
T,S, = Lama fermentasi 4 hari, substrat (1:2)
T3S, = Lama fermentasi 5 hari, substrat (1:2)
T1S3 = Lama fermentasi 3 hari, substrat (1:3)
T,S3 = Lama fermentasi 4 hari, substrat (1:3)
T3S3; = Lama fermentasi 5 hari, substrat (1:3)

Aktivitas Antioksidan T3Sy (K) (06) = |FFR2 om0 =S Pan SAmPel] 10094

Serapan kontrol

4 [0,9913—0,1306
0,9913

] x 100%

= 86,83 %

Hasil absorbansi aktivitas antioksidan yang didapat, kemudian dapat dihitung
dengan rumus diatas. Sehingga dengan perhitungan diatas diperoleh data nilai
aktivitas antioksidan bekatul dalam bentuk persen (%), seperti yang tertera dalam
data berikut ini :



R Persen
ata-rata Peningkatan
Aktivitas Aktivitas _g )
Perlakuan . S Aktivitas
Antioksidan (%) Antioksidan Antioksidan
(%) (%)
T,5: (K) 80.73 80.73
(1) 85,41
.S, (2) 84.20 85,39 4,66
(3) 86,58
7,51 (K) 81,94 81,94
(1) 86,36
T,8, (2) 88,00 87.02 5,08
(3) 86.67
T3S1 (K) 70,7 70,7
(1) 90,57
RS (2) 79.15 84,43 13,37
(3) 83,59
1,5, (K) 80,43 80,43
(1) 87,26
.5, (2) 83,52 82.36 2,43
(3) 77.82
1,5, (K) 76.39 76,39
(1) 85,38
T,S, (2) 78.82 80,51 4,12
(3) 77.33
1,85 (K) 67.18 67.18
(1) 66,07
.S, (2) 77.96 76,01 8,83
(3) 84.02
T4S5 (K) 82,78 82.78
(1) 81,13
.5 (2) 81.13 82,36 0,08
(3) 83,05
1,55 (K) 83,88 83,88
(1) 90,21
T,S (2) 81.97 85,22 1,34
(3) 83,50
TS5 (K) 70,52 70,52
(1)68,64
.S (2) 80,41 78,06 7,54

(3) 85,15
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Absorbansi Abrosbansi Kontrol
Perlakuan
Sampel
0,8830
Control non fermentasi tanpa (1) 0,2312
perendaman (2) 02402 0,8841
Aktivitas o
Perlakuan Antioksidan R,it\af[-igelf; (ﬁii:ltl(\(/’/ltils
(%) :
Control non fermentasi tanpa (1) 70,41 el
perendaman (2) 72,81 )




Lampiran 5. Nilai Standar Deviasi Aktivitas Antioksidan Bekatul

84

Sampel Ulangan1 Ulangan?2 Ulangan3 Rata-rata Standar Deviasi
LiS; 85.41 84.2 86.58 85.40 1.19
L,S: 86.36 88 86.67 87.01 0.87
LsS: 90.57 79.15 83.59 84.44 5.76
LiS; 87.26 83.52 77.82 82.87 4.75
L,S, 85.38 78.82 77.33 80.51 4.28
L3S, 66.07 77.96 84.02 76.02 9.13
L1S3 81.13 81.13 83.05 81.77 1.11
L,Ss 90.21 81.97 83.5 85.23 4.38
L3S; 68.64 80.41 85.15 78.07 8.50
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Lampiran 6. Data Analisis SPSS

1. Analisis SPSS Rendemen Ekstrak Bekatul Terfermentasi

Univariate Analysis of Variance

Between-Subjects Factors

N
Waktu 3 9
4 9
5 9
Substrat  1:1 9
1:2 9
1:3 9

Descriptive Statistics

Dependent Variable:aktivitas

waktu  substrat Mean Std. Deviation N

&) 1:1 85.3967 1.19006 3
1:2 82.8667 4.75379 3
1:3 81.7700 1.10851 3
Total 83.3444 2.98420 9

4 il.: 18 87.0100 .87126 3
1:2 80.5100 4.28284 3
1:3 85.1667 4.45055 3
Total 84.2289 4.25956 9

5 1:1 84.4367 5.75689 3
1:2 76.0167 9.13143 3
1:3 78.0667 8.50079 3
Total 79.5067 7.85217 9

Total 11 85.6144 3.17767 9|
1:2 79.7978 6.33754 9
1:3 81.6678 5.72562 9
Total 82.3600 5.62644 27|




Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable:aktivitas

F dfl df2 Sig.

2.677 8 18

039

Tests the null hypothesis that the error variance

of the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + waktu + substrat + waktu *

substrat

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:aktivitas

Type Il Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 317.195% 8 39.649 1.411 .258
Intercept 183145.579 1 183145.579 6.517E3 .000}
Waktu 113.430 2 56.715 2.018 .162
substrat 158.720 2 79.360 2.824 .086
waktu * substrat 45.044 4 11.261 401 .806
Error 505.882 18 28.105
Total 183968.656 27
Corrected Total 823.077 26

a. R Squared =,385 (Adjusted R Squared =,112)

Estimated Marginal Means

1. waktu

Dependent Variable:aktivitas

95% Confidence Interval
Waktu Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
3 83.344 1.767 79.632 87.057
4 84.229 1.767 80.516 87.941
5 79.507 1.767 75.794 83.219]
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2. substrat

Dependent Variable:aktivitas

95% Confidence Interval

substrat Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound

1:1 85.614 1.767 81.902 89.327
1:2 79.798 1.767 76.085 83.510
1:3 81.668 1.767 77.955 85.380

3. waktu * substrat

Dependent Variable:aktivitas

95% Confidence Interval
Waktu substrat] Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
3 1:1 85.397 3.061 78.966 91.827
1:2 82.867 3.061 76.436 89.297
1:3 81.770 3.061 75.340 88.200
4 1:1 87.010 3.061 80.580 93.440
1:2 80.510 3.061 74.080 86.940
1:3 85.167 3.061 78.736 91.597|
5 1Ldk 84.437 3.061 78.006 90.867
1:2 76.017 3.061 69.586 82.447
1:3 78.067 3.061 71.636 84.497

87



Post Hoc Tests

88

waktu
Multiple Comparisons
aktivitas
Tukey HSD
0 ) Mean Difference 95% Confidence Interval
waktu  waktu (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
3 4 -.8844 2.49909 .934 -7.2625 5.4936
5 3.8378 2.49909 .298 -2.5403 10.2159]
4 3 .8844 2.49909 .934 -5.4936 7.2625
5 4.7222 2.49909 .170 -1.6559 11.1003
5 3 -3.8378 2.49909 .298 -10.2159 2.5403
4 -4.7222 2.49909 170 -11.1003 1.6559

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 28,105.

Homogeneous Subset

Aktivitas
Tukey HSD
Subset

Waktu N 1

5 9 79.5067
3 9 83.3444
4 9 84.2289]
Sig. 170

Means for groups in

homogeneous subsets are

displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean
Square(Error) = 28,105.



Profile Plots

substrat
Multiple Comparisons
Aktivitas
Tukey HSD
0 ) Mean Difference 95% Confidence Interval
substrat substrat (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
1:1 1:2 5.8167 2.49909 .077 -.5614 12.1948
158 3.9467 2.49909 .280 -2.4314 10.3248
1.4 1:1 -5.8167 2.49909 .077 -12.1948 .5614
1:3 -1.8700 2.49909 .738 -8.2481 4.5081
1:3 alsdl -3.9467 2.49909 .280 -10.3248 2.4314
1:2 1.8700 2.49909 .738 -4.5081 8.2481

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 28,105.

Homogeneous Subsets

aktivitas
Tukey HSD
Subset

substrat N 1

1:2 9 79.7978
1:3 9 81.6678
1:1 9 85.6144
Sig. 077

Means for groups in

homogeneous subsets are

displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean
Square(Error) = 28,105.




2. Data Analisis SPSS Aktivitas Antioksidan Ekstrak Bekatul Terfermentasi

Univariate Analysis of Variance

Between-Subjects Factors

N
waktu 3 9
4 9
5 9
substrat 1:1 9
462 9
1:3 9

Descriptive Statistics

Dependent Variable:rendemen

waktu substrat Mean Std. Deviation N

3 1:1 9.3137 1.49250 3
1:2 9.5000 2.54778 3
1:3 12.3387 3.40538 3
Total 10.3841 2.68966 9

4 1:1 8.7093 2.30256 3
1:2 7.8067 .92089 3
1158 8.7513 1.40840 3
Total 8.4224 1.49899 9

5 11 8.1433 1.52844 3
1:2 7.6600 .89772 3
1:3 7.9667 1.64044 3
Total 7.9233 1.22602 9

Total 11 8.7221 1.65024 9
1:2 8.3222 1.67946 9
1:3 9.6856 2.85354 9
Total 8.9100 2.13337 27




Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable:rendemen

F df1 df2 Sig.

1.817 8 18 139

Tests the null hypothesis that the error variance

of the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + waktu + substrat + waktu *

substrat

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:rendemen

Type Il Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 49.769° 8 6.221 1.633 .184
Intercept 2143.461 i 2143.461 562.722 .000}
Waktu 30.458 2 15.229 3.998 .037
Substrat 8.840 2 4.420 1.160 .336)
waktu * substrat 10.471 4 2.618 .687 .610}
Error 68.564 18 3.809
Total 2261.794 27
Corrected Total 118.333 26

a. R Squared = ,421 (Adjusted R Squared =,163)

Post Hoc Tests

substrat
Multiple Comparisons
Rendemen
Tukey HSD
0 ) Mean Difference 95% Confidence Interval
substrat substrat (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
11 1:2 .3999 .92004 .902 -1.9482 2.7480
1:3 -.9634 .92004 .558 -3.3115 1.3846
1:2 11 -.3999 .92004 .902 -2.7480 1.9482
1:3 -1.3633 .92004 .323 -3.7114 .9847
1:3 1:1 .9634 .92004 .558 -1.3846 3.3115




1.2

1.3633|

.92004|

.323|

-.9847

3.7114
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Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 3,809.

Estimated Marginal Means

1. waktu

Dependent Variable:rendemen

95% Confidence Interval
waktu Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
3 10.384 .651 9.017 LI 7/l
4 8.422 .651 7.056 9.789|
5 7.923 .651 6.557 9.290
2. substrat

Dependent Variable:rendemen

95% Confidence Interval
substrat Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
1M, 8.722 .651 7.355 10.089
1:2 8.322 .651 6.955 9.689
18 9.686 .651 8.319 11.052

3. waktu * substrat

Dependent Variable:rendemen

95% Confidence Interval
waktu  substrat] Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
3 11 9.314 1.127 6.946 11.681
1:2 9.500 1.127 7.133 11.867
1:3 12.339 1.127 9.971 14.706
4 1:1 8.709 1.127 6.342 11.077
1:2 7.807 1.127 5.439 10.174
1:3 8.751 1.127 6.384 11.119)
5 1:1 8.143 1.127 5.776 10.511
1:2 7.660 1.127 5.293 10.027




3. waktu * substrat

Dependent Variable:rendemen
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95% Confidence Interval
waktu  substrat] Mean Std. Error | Lower Bound Upper Bound
3 11 9.314 1.127 6.946 11.681
1:2 9.500 1.127 7.133 11.867
1:3 12.339 1.127 9.971 14.706
4 11 8.709 AL 427/ 6.342 11.077
1:2 7.807 1.127 5.439 10.174
148 8.751 1207 6.384 11.119)
5 11 8.143 1.127 5.776 IOE518]
1:2 7.660 %1247 5.293 10.027
1:3 7.967 1.127 5.599 10.334
substrat
Multiple Comparisons
Rendemen
Tukey HSD
() ) Mean Difference 95% Confidence Interval
substrat substrat (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
11 1:2 .3999 .92004 .902 -1.9482 2.7480
1:3 -.9634 .92004 .558 -3.3115 1.3846
1:2 11 -.3999 .92004 .902 -2.7480 1.9482
1:3 -1.3633 .92004 .323 -3.7114 .9847
1:3 1:1 .9634 .92004 .558 -1.3846 3.3115
1:2 1.3633 .92004 .323 -.9847 3.7114

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 3,809.



Homogeneous Subsets

rendemen
Tukey HSD
Subset

substrat N 1

1:2 9 8.3222
1:1 9 8.7221
1:3 9 9.6856
Sig. .323

Means for groups in
homogeneous subsets are
displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean
Square(Error) = 3,809.
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Lampiran 7. Panjang Gelombang Maksimum DPPH

1.0

17.1,0.870

0.8
0.6

Abs

0.4
0.2

0.0

1 1 1 1
400 500 600 700 800
Wavelength (hm)

Sample Name: DPPH

Collection Time 2/21/2018 12:57:12 PM
Peak Table

Peak Style Peaks

Peak Threshold 0.0100

Range 800.0nm to 400.0nm
Wavelength (nm) Abs

1.7 o L 0.870



Lampiran 8. Data Absorbansi Antioksidan

Absorbansi Bekatul Terfermentasi 1
Tanggal Analisis : 21 Februari 2018

Advanced Reads Report

Report time 2/21/2018 1:03:07 PM

Method

Batch name D:\Zakiyatul\Absorbansi DPPH Sampel Bekatul
(21-02-2018) .BAB

Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) DALY ol
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.1310) F1L 7 1l
Analysis
Collection time 2/21/2018 1:03:07 PM
Sample F Mean SD SRSD Readings
Kontrol 0.8658

o

.8645
0.8656 0.0010 0.12 0.8665

1:1 3 hari K 0.1664
0.1677
0.1668 0.0008 0.46 0.1664

Kontrol 0.8631
0.8637
0.8637 0.0006 0.07 0.8642

1:1 3 hari 0.1256
0.1258
0.1256 0.0002 0.18 0.1254

Kontrol 0.8676
0.8675
0.8672 0.0006 0.07 0.8665

1:2 3 hari K 0.1697
0.1698
0.1697 0.0002 0.10 0.1695

Kontrol 0.8676
0.8672
0.8673 0.0003 0.04 0.8669

1:2 3 hari 0.1106
0.1104

0.1105 0.0001 0.10 .1106

o

.8715
L8717
.8719
.1501

Kontrol

0.8717 0.0002 0.02

O O O o

1:3 3 hari K



Kontrol

1:3 3 hari

Kontrol

1:1 4 hari

Kontrol

1:1 4 hari

Kontrol

1:2 4 hari

Kontrol

1:2 4 hari

Kontrol

1:3 4 hari

Kontrol

1:3 4 hari

Kontrol

1:1 5 hari

Kontrol

1:1 5 hari

.1501

.8693

.1640

.8669

565

.8667

.1182

.8711

.2056

.8680

.1269

.8673

5 LS9

.8701

.0851

.8270

.2416

.8232

.0776

.0001

.0007

.0002

.0002

.0002

.0001

.0005

.0011

.0000

.0004

.0003

.0003

.0003

.0008

.0002

.0004

.0009

.0003

.0002

.09

.07

.15

.03

.12

.01

.46

1.2

102

505

022

.04

.24

.09

.24

.04

.35

.04

.27

.1500
.1503

.8686
.8697
.8697

.1640
.1642
.1637

.8668
.8672
.8667

.1564
.1567
.1564

.8666
.8668
.8666

o dLILTT
.1188
o LALEL

0723
.8703
.8707

. 210516
56
.2057

.8684
.8680
.8676

.1270
.1266
L1271

.8676
.8672
.8669

.1400
.1399
.1394

.8702
.8693
.8708

.0849
.0853
.0851

.8267
.8270
.8274

L2424
L2416
L2407

.8233
.8235
.8229

.0778
.0774
.0776
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Kontrol

1:2 5 hari

Kontrol

1:2 5 hari

Kontrol

1:3 5 hari

Kontrol

1:3 5 hari

Kontrol

Vitamin C

K

.8194

.2689

.8204

.2783

5227

L2425

.8197

.2570

.8190

0,7 28

.0002

.0002

.0015

.0002

.0007

.0009

.0004

.0002

.0007

.0002

.03

.08

.18

.07

.08

5SS

o 03

.08

.09

. 813

.8194
.8192
.8196

.2687
L2691
.2690

.8200
.8221
.8192

.2782
.2782
.2785

.8222
- 8233
.8225

L2425
.2425
L2428

.8193
.8200
6918

.2572
42568
¥23570

.8183
o L9
8 SESW

.0731
.0727
.0727
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Absorhansi Bekatul Terfermentasi 2

Tanggal Analisis : 22 Februari 2018

Advanced Reads Report

Report time 2/22/2018 1:32:04 PM

Method

Batch name D:\Zakiyatul\Absorbansi DPPH Sampel Bekatul 2
(22-02-2018) .BAB

Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) ST 61l
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.1329) Ll , i
Analysis
Collection time 2/22/2018 1:32:05 PM
Sample F Mean SD SRSD Readings
Kontrol 0.9852

o

.9852
0.9850 0.0004 0.04 0.9846

1% "8Ras 0.1525
0.1527
0.1529 0.0005 0.36 0.1535

Kontrol 1.0028
1.0028
1.0024 0.0007 0.07 1.0015

1:2 3 hari 0.1655
0.1653
0.1651 0.0006 0.34 0.1644

Kontrol 0.9798
0.9807
0.9805 0.0006 0.06 0.9809

1:3 3 hari 0.1737
0.1741
0.1740 0.0002 0.11 0.1741

Kontrol 0.9834
0.9831
0.9832 0.0001 0.01 0.9832

1:1 4 hari 0.1737
0.1741

0.1740 0.0002 0.11 L1741

o

.9585
.9572
.9572
.2025
.2027

Kontrol

0.9576 0.0007 0.08
1:2 4 hari

O O O O o



Kontrol

1:3 4 hari

Kontrol

1:1 5 hari

Kontrol

1:2 5 hari

Kontrol

1:3 5 hari

.2028

.9730

.1754

.9737

.2030

.9734

.2145

.9741

.1908

.0004

.0010

.0003

.0004

.0003

.0005

.0002

.0005

.0004

.19

.10

.19

.04

.17

-05

.09

BOS

.0

.2032

.9741
.9724
.9724

.1758
L1751
.1754

.9737
.9733
.9742

.2027
.2029
.2034

.9730
- 9732
.9740

.2143
.2145
.2147

59735
.9746
.9741

.1904
WLOILE
' 1,90
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Absorhansi Bekatul Terfermentasi 3

Tanggal Analisis : 26 Februari 2018

Advanced Reads Report

Report time
Method
Batch name

2/26/2018 1:12:06 PM

D:\Zakiyatul\Absorbansi DPPH Sampel Bekatul 3

(26-02-2018) .BAB

Application Advanced Reads 3.00(339)
Operator Rika
Instrument Settings
Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) 517.1
Ordinate Mode Abs
Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:
Zero Report
Read Abs nm
Zero (0.1322) Lyt
Analysis
Collection time 2/26/2018 1:12:08 PM
Sample F Mean SD SRSD Readings
Kontrol 0.9681
0.9685
0.9680 0.0006 0.06 0.9674
1:1 3 hari 0.1295
0.1293
0.1299 0.0009 0.67 0.1309
Kontrol 0.9691
0.9686
0.9687 0.0004 0.04 0.9683
1:2 3 hari 0.2141
0.2147
0.2148 0.0008 0.37 0.2157
Kontrol 0.9642
0.9635
0.9642 0.0006 0.06 0.9647
1:3 3 hari 0.1634
0.1637
0.1636 0.0002 0.09 0.1635
Kontrol 0.9653
0.9660
0.9659 0.0005 0.05 0.9662
1:1 4 hari 0.1278
0.1282

0.1282 0.0004 0.32 0.1286
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Kontrol

1:2 4 hari

Kontrol

1:3 4 hari

Kontrol

1:1 5 hari

Kontrol

1:2 5 hari

Kontrol

1:3 5 hari

.9740

.2208

.9642

.1590

.9642

o 15672

.9604

.1534

o 93HKS)

L1422

.0005

.0011

.0006

.0006

.0008

.0002

.0004

.0004

.0005

.0000

.05

.49

.06

16

.08

odLS)

.04

.23

BO3)

203

o

o O

.9734
.9744
.9741

.2205
.2199
.2220

.9642
.9635
.9647

.1595
.1584
.1590

.9636
.9640
.9651

o 1LS)EL
.1580
.1584

.9603
.9601
.9609

.1531
.1538
4552

8 OSI8HIN
KSTV2
ofg DL

.1422
L1422
L1422
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Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian

Preparasi media bekatul sebelum
dilakukan proses fermentasi

103

Regenerasi jamur Rizhopus oryzae
dalam media padat PDA

— J
il

Proses fermentasi bekatul

Hasil proses fermentasi sebelum
pengeringan

Hasil pengeringan bekatul terfermentasi

S

-

Proses ekstraksi maserasi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



104

Penyaringan bekatul terfermentasi dari
filtratnya

Filtrat hasil penyaringan proses
ekstraksi

Ekstrak pekat bekatul terfermentasi

Hasil pengenceran ekstrak pekat
bekatul

Proses inkubasi sampel

Sampel setelah diinkubasi
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