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ABSTRAK

Munajib, Achmad. 2013. Pengaruh Lama Fermentasi dan Variasi
Konsentrasi Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii)
Terhadap Karakteristik Kefir Air Rebusan Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii). Skripsi. Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing Biologi: Ir. Liliek Harianie AR. MP. ;
Pembimbing Agama: Dr. H. Ahmad Barizi, M.A

Kata Kunci : Kefir air, Rebusan Daun Gaharu, Konsentrasi, Fermentasi

Kefir air merupakan salah satu minuman hasil dari fermentasi bibit
kefir air. Media alternatif penting ditemukan untuk pengembangan produk ini,
salah satu media yang berpotensi yaitu rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama
fermentasi dan variasi konsentrasi terhadap karakteristik (total bakteri asam
laktat, pH medium, kadar alkohol dan aktivitas antioksidan) kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii). Penelitian ini merupakan eksperimen
dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial. Faktor | adalah
konsentrasi rebusan daun gaharu (5%, 10%, 15% dan 20%). Faktor Il adalah
lama fermentasi (18 jam, 21 jam dan 24 jam ). dari kedua faktor tersebut di
kombinasikan dengan penambahan sukrosa 6%, bibit kefir air 5% dan
diinkubasi pada suhu ruang. Hasil penelitian menunjukan bahwa lama
fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan daun gaharu berpengaruh nyata
terhadap semua parameter uji yaitu total BAL, pH medium, kadar alkohol dan
aktivitas antioksidan dengan nilai signifikasi < 0,05.

Perlakuan S4MO (Konsentrasi 20% dan Lama Fermentasi 24 jam)
memberikan nilai terbaik pada uji aktivitas antioksidan. Hasil Penelitian total
bakteri asam laktat, pH medium dan kadar alkohol telah memenuhi standard
SNI. jumlah BAL (Bakteri Asam Laktat) setelah fermentasi berkisar 1 x 10’
cfu/ml hingga 3,1 x 10’ cfu/ml, derajat keasaman/pH medium setelah dilakukan
fermentasi didapatkan nilai 4 — 3,27, kadar alkohol yang dihasilkan sesudah
fermentasi berkisar 0,4 — 0,8 dan aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai
ICso setelah fermentasi berkisar 23 — 3,89 (ppm). Berdasarkan data yang
diperoleh, produk yang dihasilkan adalah produk yang halal dengan manfaat
yang baik untuk kesehatan.
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ABSTRACT

Munajib, Achmad. 2013. The Effect of Fermentation Duration and
Concentration Variation of Agarwood Leaf Decoction (Gyrinops
versteegii) On The Characteristic of Kefir Water Agarwood
Leaves Decoction (Gyrinops versteegii). Thesis. Department of
Biology, Science and Technology Faculty of State Islamic University
Maulana Malik Ibrahim of Malang. Biology Advisor: Ir. Liliek
Harianie AR.MP.; Religion Advisor: Dr. H. Ahmad Barizi, M.A

Keywords: Kefir water, Agarwood Leaf Decoction, Concentration, Fermentation

Kefir water is one of the drinks produced from fermented kefir seeds.
An important alternative media is found for the development of this product,
one of the potential media is the decoction of agarwood leaves (Gyrinops
versteegii). This study aims to determine the effect of fermentation time and
variations in concentration on characteristics (total Lactic Acid Bacteria, pH of
medium, alcohol content and antioxidant activity) kefir boiled water of
agarwood leaves (Gyrinops versteegii). This study was an experiment with a
randomized block design (RAL) factorial pattern. The first factor is the
concentration of agarwood leaf decoction (5%, 10%, 15% and 20%). Factor Il
is the duration of fermentation (18 hours, 21 hours and 24 hours). of these two
factors combined with the addition of 6% sucrose, 5% kefir water seeds and
incubated at room temperature. The results showed that the fermentation time
and variations in the concentration of agarwood leaf stew had a significant
effect on all test parameters, namely total BAL, chemical quality of medium
pH and alcohol content) and antioxidant activity with a significance value
<0.05.

The S4MO treatment (20% concentration and 24-hour fermentation
time) gave the best value in the antioxidant activity test. The results of the
study were total lactic acid bacteria, pH of the medium and alcohol content that
met the SNI standard. the amount of BAL (Lactic Acid Bacteria) after
fermentation ranges from 1 x 107 cfu / ml to 3.1 x 107 cfu / ml, the acidity / pH
of the medium after fermentation is 4 - 3.27, the alcohol content produced after
fermentation ranges from 0, 4 - 0.8 and antioxidant activity is very strong with
ICso values after fermentation ranging from 23 - 3.89 (ppm). Based on the data
obtained, the products produced are halal products with good benefits for
health.

XVii
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perhatian manusia akan kesehatan semakin lama semakin meningkat,
terbukti dengan meningkatnya selektifitas terhadap produk yang dikonsumsi yakni
dengan mengutamakan komoditas yang mempunyai nilai lebih dalam kesehatan
atau yang lebih berkualitas. Menurut Lina (2014) jenis produk pangan yang
menghasilkan efek kesehatan semakin diutamakan oleh masyarakat dibanding
dengan sekedar mendapat rasa yang memuaskan perut dan lidah. Masyarakat
mulai sadar dan kembali kepada produk pangan herbal, tradisional, organik
dengan macam jenis pangan baru yang terbukti memberikan nilai kesehatan lebih.
Hal ini juga merupakan bentuk patuh terhadap Allah A 4w dalam surat ke-2
(52l 3 5u) Ayat 172:

Osend oyl TS ol 4 15 S5 oS8 55 La il (e 1518 | siale ) Laglly

“Hai orang-orang yang beriman, makanlah di antara rizki yang baik-
baik yang Kami berikan kepadamu dan bersyukurlah kepada Allah, jika benar-
benar hanya kepada Allah kamu menyembah”

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah =i 4l memberi amanat bagi
hamba-hamba-Nya yang beriman agar memakan makanan yang baik dan
berkualitas yang beasal dari rizki yang telah disiapkan oleh Allah Juiy 4l
kepada hambanya, agar mereka selalu bersyukur kepada-Nya dengan rizki yang
telah diberikan (lbnu Katsir, 2014). Tafsir ayat ini mengandung lafadh <l yang

berarti makanan yang baik-baik. Mufassirin menjelaskan kalimat <k adalah

makanan yang baik ketika dikonsumsi oleh manusia terhadap kondisi badan akan



kesehatannya. Setiap makanan yang halal mempunyai makna baik ketika
dikonsumsi, tetapi makanan yang <k sudah pasti lebih baik dan memiliki
kandungan gizi dan manfaaat yang lebih.

Masyarakat pada umumnya telah memiliki daya selektifitas dalam
memilih pangan. Masyarakat juga mempunyai perhatian akan <l yakni
makanan yang berkualitas. Menurut Sampurno (2015) produk pangan fungsional
lebih diutamakan oleh masyarakat dibanding dengan produk obat-obatan,
dikarenakan hasil psikologis yang menyehatkan dengan tanpa mengkonsumsi
obat. Pangan fungsional merupakan bahan pangan yang berefek positif pada
kesehatan konsumen, meliputi produk yang utuh dan segar hingga produk pangan
olahan dengan kandungan cita rasa serta gizi yang terkandung didalamnya
(Winarti, 2010).

Firdausi (2014) menjelaskan bahwa kefir merupakan produk yang mulai
disukai oleh banyak kalangan sebagai makanan fungsional berkualitas, sebab
kelebihannnya secara empiris terbukti mampu mengobati bahkan mencegah
berbagai penyakit seperti paru-paru, jantung, hati, ginjal serta menurunkan
kolestrol. Kefir juga membuat tubuh terasa lebih berenergi dan segar bugar. Kefir
terdiri dari dua jenis yaitu kefir susu (Rahman, 1992) dan kefir air (Mubin, 2016).

Kefir air merupakan minuman fermentasi yang memanfaatkan kombinasi
antara khamir dan bakteri yang berasal dari kefir Grains dengan hasil alkohol
(etanol), asam-asam organik (laktat dan asetat), karbon dioksida dari hasil
penguraian gula. Bahar (2008) menjelaskan bahwa khasiat dari kefir air mampu

menyembuhkan gangguan kesehatan (seperti hipertensi, tumor dan diabetes).



Muneer (2013) menunjukkan dalam penelitiannya bahwa kefir air berpotensi
sebagai antioksidan alami berupa asam asetat dan asam laktat yang dihasilkan
oleh mikroorganisme dalam bibit kefir air.

Kefir air bisa dibuat dengan komposisi gula pasir yang dicampur pada
medium air (Gulitz, 2011). Pengembangan kefir air melaju meningkat dengan
penggunaan medium air yang dipakai diantaranya rebusan daun kersen (Lathif,
2016), rebusan daun sirsak (Zubaidah, 2016), kefir rosella merah dari teh rosella
(Kusnadi dan Hastuti, 2016), kefir nira siwalan Borassus flabellife (Mubin dan
Zubaidah, 2016). Inovasi dalam pembuatan kefir air perlu dikaji lebih lanjut
dalam melengkapi variasi medium baru yang lebih sesuai dan berpotensi lebih
dalam kesehatan dengan mengembangkan produk kefir sebagai sifat fungsional
yang lebih berkualitas dengan medium tumbuh baru berupa rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii).

Gaharu adalah tumbuhan kayu yang mempunyai warna khas kecoklatan
yang mempunyai kadar damar wangi didalamnya. Ada banyak jenis gaharu di
dunia salah satunya adalah Gyrinops versteegii yang merupakan tumbuhan gaharu
yang paling populer di Indonesia bagian timur. Ekstrak daun jenis tumbuhan ini
mengandung antioksidan yang tinggi (Fadhilah, 2014). Daun gaharu (Gyrinops
versteegii) berdasarkan penelitian dengan DPPH mempunyai potensi sebagai
antioksidan alami karena dalam Screening Fitokimia dari ekstrak daun gaharu
memiliki senyawa metabolit sekunder diantaranya senyawa terpenoid, flavonoid
dan fenol (Mega, 2010). Senyawa fenol atau polifenol mampu menetralisir dan

menyerap radikal bebas yang ada (Zheng, 2009), sedangkan Yanti (2015) dalam



penelitian menerangkan bahwa daun Gyrinops versteegii mengandung fenol,
flavonoid dan tanin. Silalahi (2006) mnambahkan daun ini mengandung senyawa
alikosida.

Hasil pengujian antioksidan oleh Harahap (2015) diketahui daun gaharu
mempunyai aktivitas antioksidan sangat kuat. Ekstrak metanol dan air daun
gaharu mengandung alkaloid, flavonoid, tritepenoid, steroid, saponin, dan tanin
(Wil dkk, 2014). Senyawa yang terkandung tersebut termasuk senyawa
antioksidan alami yang dinilai lebih aman dibandingkan antioksidan sintetik yang
mana pada jangka waktu lama bisa mengakibatkan karsinogenik dan mutagenik
(Simanjuntak, 2004). Diperkuat lagi oleh Nugraha (2015) daun gaharu memiliki
banyak senyawa kimia dari golongan flavanoida yaitu flavon, isoflavon dan
flavonol sehingga bisa dipergunakan daunnya untuk minuman seduh yang kaya
akan senyawa aktif antioksidan yang bermanfaat bagi tubuh.

Harahap (2015) menjelaskan daun gaharu dari Langkat memiliki 1Csq
sebesar 39,70 ppm, sedangkan daun gaharu dari Arboretum Universitas Sumatera
Utara memiliki ICsy sebesar 30,65 ppm. Hasil kajian tersebut menunjukkan daun
gaharu mempunyai aktivitas antioksidan sangat kuat. Hasil pengamatan oleh
Isromarina (2015) dalam ekstrak daun gaharu fraksi gabungan menunjukkan
aktivitas antioksidan paling tinggi pada ICso dengan nilai 11,659 mikrogram/mi
dan 12, 958 mikrogram/ml. Kandungan antioksidan yang dimiliki pada daun tua
lebih besar dibanding daun muda. Pembuatan rebusan daun gaharu ini tidak
memakai pucuk disebabkan daun pucuk akan cepat lembek, kering dan layu

(Samsuri, 2010).



Pengolahan daun gaharu (Gyrinops versteegii) dijelaskan oleh departemen
kehutanan (2003) tentang teknik budidaya gaharu bahwa untuk membuat
secangkir air rebusan gaharu cukup ambil 7-9 helai daun yang cukup tua dan
bersih dari hama penyakit setelah itu dicuci kemudian direbus sehingga air
rebusannya berkurang seperempatnya. Fitriana (2015) menambahkan
pembuatannya bisa dilakukan dengan merebus 10 g daun gaharu (Gyrinops
versteegii) pada 100 ml air mendidih selama kurang lebih 15 menit. Menurut
Jailani (2014) setelah daun gaharu diambil dari pohon kemudian dibersihkan dan
dirajang atau diris kecil-kecil kemudian di didihkan dengan air panas 100 cc
selama 6 menit. Samsuri dan Fitriani (2010) menambahkan bahwa membuat teh
dari daun gahru bisa dengan cara diseduh atau pun langsung direbus, lalu
ditambahkan gula sesuai selera.

Penggunaan daun gaharu (Gyrinops versteegii) dalam produk kefir air
adalah bentuk kombinasi sempurna dari sekedar penggunaan larutan sukrosa
sebagai medium pembuatan kefir air. Siagian (2002) memperkuat, kombinasi
berbagai jenis antioksidan menghasilkan perlindungan yang lebih bagus terhadap
oksidasi dari pada satu jenis antioksidan saja. Sehingga khasiat antioksidan dalam
kefir air dan daun gharu (Gyrinops versteegii) menjadi alasan penting dalam
penelitian produk inovasi.

Fermentasi rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) menjadi kefir air
menggunakan khamir dan bakteri asam laktat. BAL melakukan pemecahan

glukosa sehingga menghasilkan asam laktat yang merangsang pertumbuhan



khamir. Khamir berguna dalam proses fermentasi kefir air dengan menghasilkan
komponen pembentuk flavor dan alkohol sebagai cita rasa yang diciptakan.

SNI kefir belum ada sehingga disamakan dengan minuman fermentasi
yoghurt yaitu nilai pH dibawah 4,6 dan total minimal BAL 10’ cfu/ml (Rosiana,
2013). Fermentasi oleh BAL bisa berhenti disebabkan turunnya nilai pH medium,
akan tetapi khamir yang terdapat dalam biji kefir masih aktif meskipun berada
dalam pH yang rendah, sehingga mampu menfermentasi sukrosa menjadi senyawa
etanol (Sugiharti, 2014). Waktu fermentasi sebagai acuan akan kandungan alkohol
pada kefir air (Nadhiroh, 2018). Kadar alkohol pada kefir air sekitar 0,5 % - 1 %
tergantung lama fermentasi yang dilakukan (Otles dkk, 2003), sedangkan menurut
Penalver (2004) dalam Khotib, (2018) mengandung alkohol 0,5 % - 3,0 %.
Kapasitas alkohol menjadi tolak ukur dalam kehalalan produk kefir air sehingga
menjadi salah satu parameter yang harus dilakukan dalam uji karakteristik kefir
air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii).

Proses fermentasi kefir air yang telah digunakan selama 18 jam, 21 jam
dan 24 jam (Lathif, 2016). Waktu fermentasi yang dipakai mempunyai pengaruh
pada hasil mutu kimia. Lama proses fermentasi 24 jam menunjukkan waktu
inkubasi yang lebih baik dibandingkan dengan lama fermentasi 36 jam. Pada
fermentasi selama 36 jam mengakibatkan turunnya kadar protein diakibatkan
turunnya derajat keasaman media (Susanti dan Utami, 2011). Khotib (2018)
menambahkan bahwa lama fermentasi berpengaruh pada derajat keasaman

medium kefir air.



Pengamatan yang dilaksanakan oleh Mubin dan Zubaidah (2016) pada
pengolahan kefir nira siwalan dari hasil pohon siwalan memberitahukan perlakuan
terbaik dengan waktu fermentasi 24 jam pada suhu inkubasi 27 °C, yakni dengan
nilai total khamir 1,20 x 10° cfu/ml dan total bakteri asam laktat 5.62 x 10 cfu/ml.
Menurut Rahmah (2016) fermentasi 18 jam dan 24 jam paling disukai. Hal ini
dikarenakan pada lama fermentasi 18 jam dan 24 jam menghasilkan aroma tidak
menyengat dan sesuai. Berbeda dengan Nurminabari (2015) menyatakan bahwa
pada fermentasi 21 jam merupakan fermentasi terbaik dalam hal rasa.

Kuswinarto (2018) menyatakan bahwa produk minuman yang berkualitas
ditentukan oleh beberapa faktor diantaranya konsentrasi starter. Nadhiroh (2018)
menambahkan bahwa konsentrasi yang ditambahkan pada sampel uji berpengaruh
pada mutu kimia kefir air. Lathif (2016) menjelaskan proses fermentasi kefir air
menggunakan medium baru bisa dilakukan dengan konsntrasi 5 %, dan
konsentrasi 10 %. Khotib (2018) menambahkan variasi konsentrasi substrat pada
medium baru kefir air yaitu 15 % dan 20 %. Perbedaan konsentrasi ini
menghasilkan rasa dan bau yang berbeda pada produk beserata hasil senyawa
antioksidan yang dihasilkan. Hal ini disebabkan media awal pertumbuan biji kefir
berupa air dan campuran gula, yang kemudian pada penelitian selanjutnya
menggunakan rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang kaya akan senyawa
antioksidan diantaramya terpenoid, fenol dan flavonoid.

Produk kefir air dari medium rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)
akan menambahkan variasi terbarukan yang bermanfaat bagi tubuh. Penjelasan

yang telah diutarakan, peneliti berkeinginan untuk mengamati percobaan pada



pengaruh variasi konsentrasi daun Gyrinops versteegii (5 %,10 %, 15 % dan 20
%) dan waktu lama fermentasi (18 jam, 21 jam dan 24 jam) dengan bibit kefir air.
Adapun penelitian berfokus pada pengukuran aktivitas antioksidan sebagai salah
satu objek kajian kefir air dari medium rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii), total bakteri asam laktat mewakili karakteristik mikbiologis sedangkan
pH medium dan kadar alkohol mewakili karakteristik fisik dan kimia yang semua
parameter saling berhubungan untuk menunjukkan proses fermentasi yang

berlangsung dengan hasil produk yang berkualitas.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang dapat digagas dari pengamatan ini adalah:

Adakah pengaruh lama fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan daun
gaharu (Gyrinops versteegii) terhadap karakteristik kefir air rebusan daun gaharu

(Gyrinops versteegii)?

1.3 Tujuan

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah:

Mengetahui pengaruh lama fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) terhadap karakteristik kefir air rebusan daun

gaharu (Gyrinops versteegii)



1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang dapat ditarik oleh peneliti yaitu:

Ada pengaruh lama fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan daun
gaharu (Gyrinops versteegii) terhadap karakteristik kefir air rebusan daun gaharu

(Gyrinops versteegii).

1.5 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang dapat dihasilkan dari pengamatan yaitu:
1. Hasil penelitian dapat berguna untuk penelitian selanjutnya, sebagai
pengembangan produk inovasi.
2. Secara akademis penelitian ini merupakan bentuk kontribusi dalam bidang
gizi dan kesehatan pangan tentang pengaplikasian daun gaharu (Gyrinops
versteegii) sebagai medium baru pada proses fermentasi kefir air dengan bibit

kefir air.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah yang dapat diketahui dari penelitian ini yaitu:
1. Daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang dipakai untuk penelitian berasal dari
gaharu yang tumbuh baik di perkebunan gaharu Gondangwetan pasuruan.
2. Daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang digunakan dalam pembuatan rebusan
adalah daun yang sudah berumur tua pada pohon berusia 7,5 tahun.
3. Sampel yang diuji adalah rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)

sebanyak 100 ml.
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Konsentrasi Daun gaharu (Gyrinops versteegii) dalam pembuatan rebusan
adalah 5%, 10%, 15% dan 20%.

. Starter kefir air yang dipakai untuk fermentasi kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) adalah bibit kefir air dengan presentase 5%.

Konsentrasi sukrosa yang dipakai untuk proses fermentasi sebanyak 6%

. Variasi waktu fermentasi yang digunakan pada pembuatan kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) adalah 18 jam, 21 jam dan 24 jam.

. Suhu inkubasi selama proses fermentasi kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) adalah suhu ruang (27 °C — 30 °C).

Uji karakteristik kefir air rebusan daun gaharu yaitu dengan parameter total
BAL, pH medium, kadar alkohol dan aktivitas antioksidan pada kefir air

rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii).



BAB I1
KAJIAN PUSTAKA
2.1 Kefir

Kefir adalah produk minuman yang dibuat dengan proses fermentasi oleh
starter Kefir grains atau biasa disebut sebagai biji kefir. Kefir merupakan
minuman tradisional berasal dari pegunungan Kaukasian perbatasan Asia dan
Eropa sebelah tenggara Rusia. Menurut penduduk setempat, minuman kefir ini
dikenal dengan sebutan airan (Trenev, 2002) dan sangat populer di Timur Tengah,
sedangkan bangsa Turki menyebut kefir  dengan sebutan "Keyif" yang
mempunyai arti "Terasa Baik" (Chaitow, 2002).

Sejarah kefir Menurut tradisi lisan sudah ada semenjak Nabi Muhammad
SAW dengan adanya upaya pemberian biji kefir kepada ummatnya. Pada saat itu,
biji kefir dibuat dari susu unta. Biji kefir tersebut berhasil menyebar hingga dunia
Barat berkat perantaraan seorang yang bernama Irina Sakharova yang sedang
melaksanakan riset dengan Lembaga Fisikawan Rusia tentang biji kefir (kefir
grains). Setelah itu kefir mulai berkembang secara terbuka dan menyeluruh di
Rusia, sehingga terus menyebar keseluruh penjuru dunia (Widodo, 2002).

Kefir adalah minuman yang memanfaatkan proses fermentasi oleh bakteri
asam laktat (BAL) seperti Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis dan
khamir untuk menghasilkan asam dan senyawa etanol. Kefir mengandung 0,9 -
1,1 % asam laktat dan kadar alkohol sebanyak 0,5 -1,0 % ( Surono, 2004). Kefir
pada awalnya didapatkan dengan proses pasteurisasi atau fermentasi susu, dengan

memakai starter berbentuk biji atau bibit kefir (kefir granule), yaitu butiran-
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butiran putih atau krem yang merupakan kumpulan bakteri dan berbagai jenis
khamir atau ragi nonpatogen. Bakteri berperan sebagai penghasil asam laktat dan
komponen flavor, sedangkan khamir mempunyai peran penghasil karbon atau gas
asam arang. Biji kefir atau butiran kefir mengandung bakteri baik diantaranya
adalah Lactobacillus fructivorans, Lactococci, Bulgaricus Lactobacillus
acidophillus,  Lactobacillus parakefir, Lactobacillus delbrueckii-subsp.
Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus kefiranofaciens,
(Ide, 2008).

Kefir sudah diproduksi selama bertahun-tahun oleh penduduk pegunungan
Kaukasian bagian utara yang bertepatan dengan sebelah timur laut Mongolia.
Pada waktu itu kefir dibuat berskala rumah tangga dengan cara tradisional. Bahan
yang digunakan dalam pembuatan kefir berupa susu kambing atau susu sapi. Kefir
juga telah diproduksi oleh banyak negara di Rusia dan sedikit diproduksi
disebagian negara di Eropa (Surono, 2004). Produk kefir ini cukup terkenal di Uni
Soviet, hingga konsumsi produk ini mencapai 4,5 kg per kapita per tahun. Kefir
mengandung 0,9-1,1% asam laktat dan 0,5-1% alkohol hasil dari mikroorganisme
pada bibit kefir. Komposisi nutrisi kefir berupa lemak sebanyak 1,5%, protein
3,5%, air 89,5%, laktosa 4,5% dengan nilai pH dibawah 4,6 (Sanikta, 2013).

Karakteristik kefir bisa dideskripsikan dengan bentuk berwarna putih atau
kekuningan, rasanya asam yang menyegarkan, aromanya seimbang dan tekstur
agak tebal, konsistensi elastis akan tetapi tidak lengket. Komponen utama dari
kefir itu sendiri berupa asam volatil, diacetyl, karbon dioksida dan asam laktat

beserta etanol, yang mana komponen ini berpengaruh pada sifat sensori kefir
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(Wszolek, 2006). Hasil rasa dalam minuman kefir dikarenakan peran bakteri yang
menghasilkan komponen flavor dan khamir sebagai penghasil karbondioksida dan
alkohol. Iltulah penyebab rasa kefir asam dan terdapat rasa alkohol serta soda.
Interaksi antara alkohol dan karbondioksida ini menghasilkan buih (Yusriah,
2014).

Bibit kefir terdiri dari dua macam yaitu bibit kefir susu dan bibit kefir air.
Bibit kefir air merupakan hasil penemuan yang relatif baru sedangkan sejarah
bibit kefir susu telah mencapai usia lebih dari 2.000 tahun. Kedua bibit ini sama-
sama kaya akan probiotik akan tetapi mempunyai strain bakteri yang berbeda
(Lathif, 2016). Strain mikrooganisme yang berada pada biji kefir air berjumlah
lebih sedikit dibanding bibit kefir susu (Schneedorf, 2012). Gizi yang terkandung
pada kefir susu lebih banyak dari pada kefir air, dikarenakan kandungan gizi alami
pada medium susu yang dipakai, akan tetapi kefir air mempunyai kelebihan
tersendiri dengan tidak memiliki lemak susu. Hal ini disebabkan kefir air tidak
memakai susu sebagai medium fermentasinya, sehingga bermanfaat untuk
menghindari penimbunan lemak berlebih dalam tubuh dan terhindar dari lactose
intolerant (Sandra, 2012). Seiring semakin besarnya golongan vegetarian pada
masyarakat juga memotivasi banyak peneliti didalam menyediakan produk
minuman probiotik non-susu dan memkai bahan baku dari tumbuhan atau sayuran
sebagai medium pertumbuhan probiotik (Mubin dan Zubaidah, 2016).

Kefir air merupakan minuman fermentasi yang berasal dari simbiosis
antara khamir dan bakteri dalam kefir granula yang mampu menghasilkan alkohol

(etanol), karbon dioksida, asam laktat, asam asetat dan berbagai senyawa lainnya
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hasil perombakan sukrosa. Kefir air mempunyai banyak keistimewaan
diantaranya kadar alkohol yang dihasilkan relatif lebih rendah sehingga mampu
menjaga keseimbangan mikroflora dalam usus. Perbaikan mikroflora usus dapat
tercapai melalui peningkatan mikroflora usus yang menguntungkan (bakteri asam
laktat) karena mampu mensintesa vitamin-vitamin dan dapat meningkatkan sistem
kekebalan tubuh (Schneedorf, 2012).

Kefir air memiliki beberapa kelebihan diantaranya kandungan lemak yang
ada padanya sangat sedikit dari pada kefir berbahan baku susu (Supriono, 2008
dalam Mubin, 2016). Selain itu, disebabkan rasanya yang sedikit masam (berasa
asam ringan), sehingga paradigma kefir air sebagai minuman kesehatan akan lebih
disukai dan diminati oleh masyarakat dari pada kefir susu yang rasa asamnya kuat
(Sampurno, 2012).

Fermentasi dalam produksi kefir air menggunakan media air dan
campuran gula yang ditambhahkan buah segar maupun buah kering (Alsayadi,
2013) Pembuatan kefir air dilaksanakan dengan dimasukkannya biji kefir kedalam
media sukrosa (gula) beserta buah kering yang digunakan (contoh : aprikot,
kismis dan buah ara) atau menggunakan buah yang lebih segar akan tetapi untuk
penambahan padanya harus ada pergantian ditiap harinya untuk menjaga
kesegarannya (Penalver, 2004). Kefir air lebih fleksibel dan mempunyai indeks
glikemik (GI) yang rendah karena biji kefir air masih mampu aktif pada berbagai
macam cairan selagi mempunyai gula atau sukrosa yang terkandung didalamnya

(Sandra, 2012). Fermentasi bisa terus aktif pada suhu 27°C atau suhu ruang
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dengan hasil air keruh pada media dan mempunyai kadar gula rendah,
berkarbonasi, meghasilkan aroma etanol dan berasa asam (Schneedorf, 2012).
Penelitian kefir dalam dunia kesehatan yang dilakukan oleh para ahli
menunjukkan kefir mampu menghambat pertumbuhan tumor lebih efektif
dibanding yoghurt, dan mampu aktif dalam menjaga pencernaan dari serangan
bakteri patogen sekaligus menjaga fungsi imun dan metabolisme dalam tubuh
manusia, serta menjaga kadar kolesterol dalam darah. Minuman fermentasi kefir
air mempunyai keunggulan dan manfaat yaitu mampu mengontrol dan
menghilangkan bakteri dan yeast patogen yang berada dalam tubuh. (Mubin,
2016). SNI kefir belum ada sehingga disamakan dengan minuman fermentasi
yoghurt yaitu nilai pH dibawah 4,6 dan total minimal BAL 10’ cfu/ml (Rosiana,
2013). Standard kehalalan produk kefir dalam fatwa majelis ulama Indonesia

(MUI) adalah dengan kadar alkohol dibawah 1% (Khotib,2018)

2.1.1 Starter Kefir Air

Starter kefir adalah butiran-butiran biji kefir yang terdiri atas mikroba
yang dikelilingi olen matriks berupa lendir yang terdiri atas gula polisakarida
yang disebut kefiran. Bibit kefir juga terdiri atas campuran berbagai kamir (ragi)
dan bakteri, keduanya mempunyai peran pada pembentukan struktur kefir dan cita
rasanya (lde, 2008). Menurut Hui (1993) dalam Angela (2016), starter adalah
populasi mikroorganisme dengan jumlah dan keadaan fisiologis yang siap
diinokulasi pada media fermentasi. Starter biasanya berada pada fase log karena

pada fase tersebut mikroba bertumbuh dengan cepat. Menurut Gulitz (2011)
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dalam Angela (2016), starter yang dicampurkan sebaiknya berkisar 3-11% dari
volume media bahan fermentasi.

Starter kefir dideskripsikan berbentuk granula yang tidak beraturan dan
berukuran 2 — 3 cm atau seperti biji gandum dan berwarna sedikit kuning atau
keputih-putihan (Wood, 1998). Struktur bibit kefir atau starter kefir yaitu berlipat-
lipat dibagian permukaannya, dan merupakan hasil penebalan dari berbagai
mikroba (Sawitri, 2011).

Starter kefir air terdiri atas khamir dan bakteri asam laktat diantaranya
Lactobacillus lactic dan Lactobacillus kefirgranum yang keduanya berperan
dalam pembentukan asam laktat, Lactobacillus kefiranofaciens yang merupakan
bakteri penyebab koagulasi atau penggumpalan, Leuconostoc berperan sebagai
pembentuk diasetil, dan Candida merupakan penghasil CO, dan etanol (Susilorini
dan Sawitri, 2005).

Rendaman air biji kefir mampu mempebesar fungsi imunitas dalam tubuh
(Schneedorf, 2012). Flavor kefir air terbentuk dari asam dan hasil kombinasi CO,
bersama alkohol. Rasa masam yang ditimbulkan oleh produk kefir dikarenakan
aktifitas bakteri asam laktat dan bakteri asam asetat yang berbuah asam hasil
metabolismenya. Adapun alkohol atau senyawa etanol dengan rasa berbusa
hingga beruap merupakan hasil aktifitas khamir yang mampu menfermentasi
sukrosa menjadi CO, dan alkohol. Hasil CO, dan alkohol ini dalam kefir bisa
meningkatkan selera bagi konsumen (Angela, 2016).

Schneedorf (2012) menerangkan kultur biji kefir air mempunyai bentuk

dan media bahan yang berbeda dengan kultur biji kefir susu. Butiran biji kefir air
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bersifat transparan dan tegas, mudah pecah atau terbelah dengan sedikit tekanan
padanya. Biji kefir air bukan berbentuk gel atau lendir seperti yang pada biji kefir
susu dan warnanya tidak putih susu atau putih pekat (Anfiteatro dan Schneedorf,
2004).

Strain mikroorganisme yang berada pada sampel biji kefir air bisa
diketahui pada Tabel 2.1 berikut ini:

Tabel 2.1 Strain Mikroorganisme Biji Kefir Air (Schneedorf, 2012)

Bakteri

Lactobacillus fructiovorans
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus kefir

Lactobacillus collinoides
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides subsp.

Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Chryseomonas luteola
Lactobacillus kefiranofacien
Lactobacillus caseli
Acetobacter aceti

Lactobacillus lactis cremoris
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
Lactobacillus casei subsp.
Pseudoplantarum

Enterobacter hormachei
Gluconobacter frateuri

mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp.
Dextranicum

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. Cremoris

Khamir

Candida magnoliae
Candida kefir

Candida colliculosa
Saccharomyces pretoriensis
Candida famata
Hanseniaspora vinae
Hanseniaspora yalbensis
Candida lambica

Torulaspora delbruechii
Zygosaccharamyces florentinus
Saccharomyces cerevisiae
Kloeckera apiculata
Kluyveromices marxianus
Saccharomyces..florentinus
Kluyveromices lactis

Candida inconspicua

Standar Codex No. 243 (Codex, 2003) menunjukkan bahwa bibit kefir air
mengandung Lactobacillus kefiri, spesies dari genus Leuconostoc, Lactococcus

dan Acetobacter yang tumbuh dengan hubungan yang cukup kuat dan spesifik,
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selain mengandung bakteri tersebut, kefir grains juga mengandung khamir yang
berperan memfermentasi laktosa yaitu Kluyveromyces marxianus maupun khamir
yang tidak dapat memfermentasi laktosa seperti Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces unisporus, dan Saccharomyces exiguus.

Kanbe (1992) menjelaskan bahwa starter kefir air terdiri akan berbagai
macam jenis bakteri asam laktat dan khamir yang memiliki peran sebagai
pembentuk cita rasa atau flavour dan struktur kefir itu sendiri, beberapa golongan
bakteri yang dapat dikelompokkan pada bibit kefir air yang bisa diidentifikasi
adalah 1) bakteri aromatic asam laktat seperti Lactobacillus destranicum,
Leucinestoc kefir dan Lactobacillus mesenteroides, 2) bakteri mesofilik asam
laktat seperti Strerococcus lactis, dan Strerococcus ceremoris, 3) bakteri asam
asetat Acetobacter aceti dan Glukonobacter sp, 4) L termofilik kefir, Lactobacillus
bulgaricus, L.buchneri, L.bresvis, dan Lactobacillus caucasium, 5) khamir atau
yeast juga ikut memfermentasi laktosa seperti Candida pseudotrupicalis, Candida
kefir dan Sacharomyces lactis. Dan masih banyak spesies bakteri dan khamir pada

bibit kefir yang belum diidentifikasi.

2.1.2 Medium Pertumbuhan Kefir Air
Medium pertumbuhan kefir air yang dipakai pada produk yaitu gula yang
berperan sebagai bahan mentah dalam melajukan proses metabolisme biji kefir
air. Sukrosa merupakan gula dan dihasilkan oleh tanaman (buah-buahan dan

sayuran) dengan jalan mengkondensasikan glukosa dan fruktosa seperti bit gula
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dan tebu. Secara komersial gula diekstrak dari tumbuhan tebu atau bit gula.
Kandungan gula (sukrosa) pada tebu atau bit gula sebesar 16 % (Ramona, 1997).
Bibit kefir air harus tumbuh dan berproses dengan optimum dalam
menghasilkan minuman kesehatan yang bekualitas. Satu-satunya cara untuk
pertumbuhan biji kefir air dengan baik yaitu apabila larutan yang digunakan diberi
campuran gula (sukrosa) (Anfiteatro, 2004). Mikroorganisme membutuhkan gula
disakarida untuk proses metabolisme mereka, sehingga menguraikan dan
memecahkannya menjadi beberapa bentuk dasar dan sederhana sehingga

berbentuk monosakarida atau gula rantai tunggal yaitu fruktosa dan glukosa

CH,OH
(Ramona, 1997). = U5 a. V4
H |
OH H ‘
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Gambar 2.1 Struktur Sukrosa (Sumber : Ramona, 1997)

2.1.3 Proses Fermentasi Kefir Air
Langkah awal dalam fermentasi kefir air adalah membentuk D-fruktosa
dan D-glukosa dari gula sukrosa oleh perlakuan enzim sukrase (Lehninger, 1990).
kemudian glukosa diuraikan membentuk asam piruvat dengan proses glikolisis
glukosa membentuk jalur EMP (Embden Meyerhof Parnas) (Purwoko, 2007).

Glikolisis adalah proses pemecahan glukosa yang merupakan molekul yang
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mempunyai 6 atom karbon menjadi 2 molekul piruvat dengan kelengkapan 3 atom
karbon melalui proses reaksi enzimatik di dalam urutan ke-10 (Lehninger, 1990)

Supriyono (2008) menjelaskan bahwa bakteri asam laktat (BAL) sebagai
pelaku dalam lajunya proses fermentasi pada bibit kefir air terdapat dua macam
jenis  vyaitu heterofermentatif dan  homofermentatif. =~ Genus  bakteri
heterofermentatif diantaranya yaitu Lactobacillus brevis, Leuconostoc dan
beberapa bakteri Lactobacillus lainnya,  Sedangkan genus dari bakteri
homofermentatif pada strain biji kefir air adalah Lactobacillus casei, Lactococcus
dan beberapa bakteri Lactobacillus yang semisalnya (Irianto, 2013; Kristian,
2011). Reaksi kimia yang terjadi pada kedua jenis bakteri diatas sebagai berikut
(Supriyono, 2008) :

Fermentasi Bakteri Homofermentatif

CsH1205 » 2CH3;CHOHCOOH
Glukosa Asam laktat

Fermentasi Bakteri Heterofermentatif

CeH1206 » C,HsOH + CHsCHOHCOOH + CO,
Glukosa Etanol + Asam laktat + Karbondioksida

Perbedaan dari keduanya adalah dari hasil proses yang dilakukan, bakteri
homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat sedangkan bakteri
heterofermentatif mempunyai hasil berupa etanol, asam laktat dan
karbondioksida. Persamaan dari kedua reaksi tersebut adalah pada mekanismenya
didalam menghasilkan asam piruvat dan asam laktat yang akan dirubah menjadi
laktat yang diikuti oleh proses transfer elektron menjadi NAD+ yang mulanya

berbentuk NADH. Bentuk fermentasi ini bisa dibedakan dengan memahami
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keberadaan enzim yang memiliki peran pada laju metabolisme glikolisis. Pola
fermentasi oleh bakteri heterofermentatif tidak berbentuk heksose maupun aldose,
akan tetapi membentuk enzim fosfoketolase yang akhirnya menghasilkan CO,.

Proses fermentasi oleh bakteri homofermentatif melibatkan aldose dan
heksose, tetapi tidak mempunyai fosfoketolase dan sedikit sekali bahkan tidak
sedikitpun menghasilkan CO,. Jalur proses metabolisme yang dijalani oleh
homofermentatif adalah lintasan EMP (Embden Meyerhof Panas). Sedangkan
proses metabolisme heterofermentatif dengan menggunakan heksosa yang
memakai jalur pentosa fosfat atau heksosa monofosfat (Irianto, 2013).

Fermentasi etanol bermula dengan adanya proses asam piruvat yang
menghasilkan perubahan bentuk menjadi etanol. Fermentasi etanol adalah proses
yang serupa dengan glikolisis akan tetapi piruvat dirubah dengan melibatkan
enzim etanol dehidrogenase beserta piruvat dekarboksilase membentuk etanol
melalui asetaldehida. Fermentasi etanol memeiliki proses yang tidak sama dengan
glikolisis, karena khamir yang terkandung tidak memiliki dehidrogenase laktat.
Pada proses ini juga menghasilkan molekul piruvat.(Lehninger, 1990).

Bentuk piruvat yang dihasilkan dirubah oleh enzim piruvat dekarboksilase
menjadi asetaldehida, kemudian asetildehida ini tereduksi menjadi etanol dengan
menghasilkan tenaga pereduksi melibatkan aktifitas enzim etanol dehidrogenase.
Reaksi kimia yang tejadi dari proses diatas diterangkan sebagai berikut

(Lehninger, 1990) :
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CeH1206 + Khamir > CoHs0OH + 2C0O, + Energi
(Glukosa) + (Sumber Enzim) (Etanol)

Langkah terakhir yaitu perannya genus Acetobacter, yang mana salah satu
dari genus tersebut adalah bakteri Acetobacter aceti yang memberikan produk
asam asetat dari proses perubahan etanol. Perubahan ini terbentuk disebabkan
proses asetifikasi didalamnya sehingga menghasilkan asam asetat (Timotius,
1982). Reaksi kimia yang berlangsung akibat perubahan etanol menjadi asam

asetat bisa dijelaskan sebagai berikut:

C,HsOH + O3 » CH3;COOH + H,0 + Energi
(Etanol) (Asam Asetat)

Proses metabolisme bakteri Acetobacter aceti berupa aerobik yaitu
oksidasi etanol membentuk asam asetat. Tahapan fermentasi asam asetat terbagi
menjadi 2 tahap, yaitu fermentasi etanol dan fermentasi asam asetat (Hidayat,
2006). Ketika fermentasi etanol dimulai gula yang didapat dari bahan baku akan
dirubah menjadi etanol dan karbondioksida oleh khamir dengan cara anaerob.
Kemudian etanol yang ada akan dirubah lagi menjadi asam asetat akan prilaku
bakteri asam asetat dengan cara aerob (Puspaningsih, 2009).

Fermentasi oleh bakeri asam laktat dalam bibit kefir air bisa berhenti
disebabkan turunnya nilai pH medium, akan tetapi khamir yang terdapat dalam
biji kefir masih aktif meskipun berada dalam pH yang rendah, sehingga mampu
menfermentasi sukrosa menjadi senyawa etanol (Sugiharti, 2014). Waktu
fermentasi sebagai acuan akan kandungan alkohol pada kefir air (Nadhiroh,

2018). Kadar alkohol pada kefir air sekitar 0,5 % - 1 % tergantung lama
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fermentasi yang dilakukan (Otles dkk, 2003), sedangkan menurut Penalver (2004)

dalam Khotib, (2018) mengandung alkohol sebesar 0,5 % - 3,0 %.

2.1.4 Nilai Gizi dan Khasiat

Kefir mempunyai banyak kelebihan jika dibanding dengan susu segar.

keunggulan itu adalah (Fardiaz, 1997):

1.

Tersedianya asam yang dibentuk dari peranjangan masa simpan, mampu
mencegah perkembangan mikroba pembusuk sehingga mencegah adanya
mikroba patogen didalamnya dan meningkatkan keamanan produk kefir.
Adanya asam amino esensial dan mineral yang bermanfaat sebagai unsur
pemelihara dan unsur pembangun dalam perbaikan sel yang rusak.
Memperbesar kandungan, vitamin (asam folat, B2, B12) fosfor, kalsium dan
mineral yang bagus untuk kesehatan.

Meningkatkan ketersediaan Chromium (Cr), kalsium (Ca) dan magnesium

(Mg) yang merupakan unsur mineral mikro esensial.

. Kandungan fosfor yang terbentuk membantu lemak, protein dan karbohidrat

pada perbaikan dan pembentukan sel serta untuk menghasilkan energi.

Kefir air mempunyai banyak kelebihan diantaranya yaitu kadar alkohol

yang diperoleh relatif lebih kecil sehingga menjaga keseimbangan mikroflora

dalam usus. Perbaikan mikroflora usus dapat dilakukan melalui peningkatan

mikroflora usus yang menguntungkan (bakteri asam laktat) karena dalam

mensintesa vitamin-vitamin dan dapat meningkatkan sistem kekebalan dari tubuh.

Minuman fermentasi kefir memilki keunggulan yaitu mampu mengontrol dan
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menghilangkan bakteri dan yeast patogen yang ada dalam tubuh. Manfaat
minuman fermentasi kefir sendiri antara lain mengontrol kadar kolesterol dengan
cara melindungi dari kerusakan kardiovaskular, meminimalis resiko tumor dan
kangker di organ dalam khususnya di organ pencernaan, menyembuhkan penyakit
seperti migrain, diare (Zubaidah, 2016).

Dampak kesehatan yang dihasilkan dari BAL yaitu mampu memperbaiki
dan meningkatkan daya cerna laktosa serta mengendalikan bakteri berbahaya atau
pathogen didalam saluran pencernaan, mengahambat pertumbuhan tumor,
meminimalis resiko kolestrol, bersifat antikarsinogenik dan antimutagenik,
meningkatkan fungsi imunitas, mencegah penyakit sembelit dalam perut,
meningkatkan produksi vitamin B dan dan inaktivasi semua senyawa beracun dan
menghasilkan metabolit-metabolit seperti asam laktat dan H,O, (Sari, 2007).

kefir air secara empiris terbukti dalam berbagai penelitian dipercaya
mampu mengobati dan mencegah berbagai penyakit dalam seperti jantung, ginjal,
hati dan paru-paru serta mampu menurunkan kolestrol dan meningkatkan nafsu
makan dan membuat tubuh terasa lebih segar dan berenergi (Firdausi, 2010 dalam

Michael, 2014)

2.2 Gaharu (Gyrinops versteegii)
Gaharu merupakan produk hasil hutan non kayu bernilai komersial tinggi
berwarna cokelat kehitaman hingga hitam berupa gumpalan padat. Gaharu

memiliki bau harum dibagian akar, batang, dahan dan cabang dari spesies
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tumbuhan penghasil gaharu setelah mengalami proses perubahan fisika dan kimia
akibat terinfeksi oleh jamur (Sidiyasa dan Mira, 2009).

Bangsa Indonesia adalah bangsa produsen gaharu terbanyak di dunia.
Indonesia pada tahun 1990 akhir mampu memproduksi gaharu kurang lebih 600
ton/tahun, adapun awal tahun 2000 menunjukkan kuota produksinya menurun
hingga 300 ton/tahun dan hanya terpenuhi antara 10-15 % saja dan pada tahun
berikutnya terus menurun hingga kuota produksinya hanya 50-150 ton/tahun pada
tahun 2004 (Sumarna, 2012).

Negara Indonesia memiliki 25 macam spesies penghasil gaharu yang
terkelompok pada 8 genus dan 3 famili (Thymeleaceae, Leguminoceae, dan
Euphorbiaceae), salah satunya adalah genus Gyrinops. Total terdapat 9 spesies
dari genus Gyrinops. Gaharu yang dikembangkan dalam perdagangan oleh
Indonesia ada 3spesies yaitu Aquilaria malaccensis dari Kalimantan dan
Sumatera; Aquilaria filaria dari Sulawesi, Papua, dan Maluku; serta Gyrinops
versteegii yang banyak diproduksi dari Nusa Tenggara (Siran, 2011). Jenis
Aquilaria malaccensis dan Gyrinops versteegii memiliki hubungan kekerabatan
yang sangat dekat (Ding Hou, 1960). Jenis Gyrinops versteegii merupakan salah
satu tumbuhan penghasil gaharu yang berkualitas superior. Beberapa spesies
dalam genus Gyrinops belum semuanya terbudidayakan dengan baik dan benar,
seperti aspek bagaimana informasi karakteristik fenotipnya yang superior atau
inferior dan keragaman genetiknya, (Mulyaningsih and Yamada, 2007).

Gyrinops versteegii adalah pohon gaharu yang tak kalah kualitasnya bila

dibandingkan dengan jenis-jenis gaharu lainnya yang ada di Indonesia. Jenis ini
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adalah jenis yang penyebarannya lebih banyak di Indonesia bagian timur. Lahan
tempat tumbuh memiliki tekstur tanah bervariasi dari berlempung, berbatuan dan
berpasir, atau liat dengan struktur remah. Gyrinops versteegii bisa tumbuh pada
lahan yang sangat subur, sedang, hingga lahan-lahan ekstrim dengan solum tanah
yang cukup dangkal (<1 m). Tanaman ini tidak dapat tumbuh pada lahan

terendam air secara permanen (Sumarna, 2013).

2.2.1 Morfologi Gaharu (Gyrinops versteegii)

Tanaman gaharu Gyrinops versteegii termasuk biseksual memiliki Batang
berwarna abu kecoklatan, tinggi pohon bisa mencapai 30 meter, banyak cabang,
dengan diameter 50 cm (Sumarna, 2012). Gaharu genus Gyrinops memiliki kayu
berwarna gelap, kayunya keras dan permukaan batang licin kadang beralur dan
kulitnya tersisip seperti garis-garis pendek berwarna putih, lingkar tumbuh kurang
jelas serta kayu gubal cukup sulit dibedakan (Maulia, 2015).

Daun Gyrinops versteegii memiliki ciri bagian tepi daun melengkung dan
sedikit bergelombang, permukaan daun mengkilap dan licin, dan tulang daun
sekunder sebanyak 12-16 pasang (Susilo, 2003). Daun lonjong memanjang,
panjang sekitar 8 cm, lebar daun 5 — 6 cm berwarna hijau tua, ujung meruncing
dan tepi daun merata (Sumarna, 2012).

Bunga tanaman gaharu muncul di bawah ketiak daun dan ujung ranting.
Mahkota bunga berbentuk lancip dengan panjang mencapai 5 mm. Kelopak bunga
berbentuk pipa. Bunganya bau yang harum dengan warna hijau kekuningan.

(Departemen Kehutanan, 2003). Tumbuhan Gyrinops versteegii memiliki buah
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berwarna kuning kemerahan dengan bentuk lonjong (Setyaningrum, 2014). Benih

tanpa endosperem, embrio lurus atau langsung (Betrianingrum, 2009).

-

Buah gahar bunga gaharu Daun gaharu Batang gaharu

Gambar 2.2 Morfologi gaharu Gyrinops versteegii (Sumber: Sitepu et al., 2011).

2.2.2 Kedudukan Taksonomi Gaharu (Gyrinops versteegii)

Tanaman penghasil gaharu pada umunya tanaman tersebut berasal dari
famili Thymeleaceae dan genus Aquilaria, Aetoxylon, Genotylus, Grynops,
Wikstroema, Enkkleia, Dalbergia, dan Excoccaria (Setyaningrum, 2014).
Tanaman-tanaman tersebut mampu menghasilkan resin beraroma khas gaharu
yang merupakan hasil produk metabolisme sekunder yang biasa disebut dengan
gubal gaharu. Namun, hanya ada tiga spesies yang menghasilkan gubal
berkualitas tinggi yaitu Aquilaria malaccensis, Aquilaria macrocarpa dan
Gyrinops versteegii (Setyaningrum dan saprianto, 2014).

Gyrinops adalah genus dari famili Thymelaeceae yang dikenal sebagai
penghasil gaharu yang berhasil tumbuh baik di Indonesia. Eksploitasi yang tak

terkendali telah mengancam kelestarian tumbuhan ini. Oleh karena itu, upaya



28

perlindungan telah dilakukan dengan memasukkan Gyrinops versteegii sebagai
jenis penghasil gaharu utama di Indonesia, kedalam daftar Appendix Il CITES
(Convention on the International Trade in Endangered Species of Wild Flora and
Fauna) pada bulan Oktober 2004 (Betrianingrum, 2009).

Gilg (1932) menjelaskan G. Versteegii memiliki taksonomi sebagai
berikut :

Kingdom : Plantae
Divisi . Spermatophyta
Sub divisi  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Thymelaeles
Famili : Thymelaeaceae
Marga : Gyrinops

Spesies : Gyrinops versteegii

2.2.3 Kandungan Gizi dan pemanfaatan Daun Gaharu (Gyrinops
versteegii)

Tumbuhan gaharu yang selama ini diambil bagian gubal pada batangnya
untuk digunakan parfum, obat dan dupa serta anti serangga. Cina merupakan
negara yang memanfaatkan tanaman gaharu dalam pengobatan berbgai penyakit
misalnya peradangan ginjal, asma, kanker, perut, dada, thyroid, paru-paru, diare,
kolik dan tumor (Mardiastuti dan Soehartono, 2003 dalam Mega, 2010).

Gaharu (Gyrinops versteegii) diketahui secara empiris mempunyai banyak

khasiat pengobatan. Pengobatan tradisional di India (Ayurveda) membuktikan
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bahwa tumbuhan gaharu mampu menyembuhkan luka yang sudah membusuk
(Snelder and Lasco, 2008). Dalam pengobatan tradisional Cina (TCM), gaharu
dimanfaatkan sebgai obat pada gangguan ginjal, sistem pernafasan dan perut.
Gaharu juga bisa dimanfaatkan sebagai produk kecantikan (kosmetik), minyak
gosok, obat rematik, obat sakit jantung dan penyembuh perut kembung (Setyowati
dan Wardah, 2007). Ekstrak daun gaharu secara empiris dan telah dibukikan oleh
banyak peneliti mempunyai aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Swastini dan
Mega, 2010).

Tumbuhan gaharu secara kimiawi mengandung agarospirol, kusunol,
sesquiterpen  alkohol,  3,4-dihidroksi-dihydroagarufuran, sesquiterpen, p-
methoxybenzylaceton, Daun tanaman gaharu dapat dijadikan produk teh yang
memiliki khasiat meningkatkan kesegaran tubuh. Senyawa aktif agarospirol yang
terdapat pada daun tanaman gaharu mampu menekan sistem syaraf pusat sehingga
menghasilkan dampak menenangkan pada diri konsumen. Rebusan daun gaharu
terbukti manjur dan mujarab sebagai obat anti mabuk (Tarigan, 2004). Hasil
penelitian juga menyatakan ekstrak daun gaharu memiliki efek farmakologis
seperti anti tukak, antioksidan, antibakteri, analgetik dan anti kanker (Mega,
2010).

Daun gaharu (Gyrinops versteegii) mempunyai potensi yang terus
dikembangkan sebagai sumber senyawa antioksidan alami disebabkan berasaskan
pengujian pada DPPH (Diphenil pikril Hidrazil) persen peredaman ekstrak daun
gaharu sesudah 5 menit = 106, 32% dan inhibisi sesudah 60 menit = 111,31%.

Senyawa dinyatakan memiliki potensi sebagai antioksidan apabila persen
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inhibisinya lebih besar dari 50 %. Screening Fitokimia dari bahan ekstrak daun
gaharu memperkuat akan kandungan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan
misalnya senyawa fenol, terpenoid dan flavonoid (Mega, 2010).

Kardena (2015) menjelaskan akan hasil skrining fitokimia menunjukkan
bahwa ekstrak daun gaharu hasil maserasi dengan metanol mengandung senyawa
golongan flavonoid, tanin, polifenol, glikosida dan triterpenoid. Daun gaharu
memiliki kandungan alkaloid, saponin, tritepenoid, flavonoid, tanin dan steroid
(Wil dkk, 2014). Senyawa aktif antioksidan diantaranya adalah flavonoid, asam
fenolik, vitamin E, karoten, tokoferol, vitamin C, bilirubin, albumin dan asam urat
(Gheldof et al., 2002 dalam Mega dan Swastini, 2010). Diperkuat lagi oleh
Nugraha (2015) daun gaharu mempunyai banyak kandungan senyawa kimia dari
golongan flavanoida yaitu flavon, isoflavon dan flavonol sehingga dimanfaatkan
daunnya sebagai minuman seduh yang mberfungsi sebagai antioksidan. Senyawa
tersebut termasuk antioksidan alami yang dinyatakan lebih aman daripada
antioksidan sintetik yang pada rentan waktu lama bisa mengakibatkan dan
mutagenik (Oktaviani, 2014).

Parwata (2015) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa hasil analisis
kandungan kimia Gaharu jenis Gyrinops versteegii menunjukkan ekstrak air daun
gaharu kaya akan kandungan senyawa flavonoid, fenol, dan terpenoid
Karakteristik daun Gaharu menunjukkan kadar air 60,90%,. Kadar total fenol
terbesar pada ekstrak air yaitu 14.980 mg GAE/100 mg. Kapasitas antioksidan
terkuat terjadi pada ekstrak air dengan ICso = 3,44 mg/mL (5 menit) dan 3,03

mg/mL (60) sehingga bisa dihukumi sebagai antioksidan alami.
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Budidaya gaharu semakin terus berkembang akan tetapi dalam menunggu
hasil yang bisa diberikan oleh tumbuhan gaharu memakan waktu yang sangat
lama sedangkan petani masih memerlukan biaya produksi termasuk perawatan
dan pemeliharaan untuk menghasilkan gubal gaharu yang optimal. Kegiatan yang
bisa dilakukan secara cepat dan tidak membutuhkan waktu cukup lama adalah
memanfaatkan daun gaharu menjadi produk minuman yang merupakan solusi dan
alternatif buat para petani gaharu sehingga gaharu telah telah memiliki nilai
ekonomis yang menguntungkan sebelum menghasilkan gubal (Admaja, 2015).

Hasil kajian dan penelitian oleh para ahli menunjukkan bahwa rebusan
daun gaharu merupakan minuman yang aman untuk dikonsumsi. Beberapa
pengujian dilakukan terhadap rebusan daun gaharu menyatakan hasil yang positif
dan bagus pada kesehatan, diantara hasil dari pengamatan tersebut adalah
(Admaja, 2015) :

1. Hasil pemeriksaan fisik terhadap objek membuktikan hasil Insomia rating scale
(IRS) semakin rendah yang menunjukkan mampu mengobati insomia dengan
dinyatakan tidur lebih nyenyak/pulas dan bangun dikeesokan harinya menjadi
lebih ringan dan segar.

2. Dapat menaikan kadar kolesterol baik dengan menurunnya kekentalan
padadaerah yang sangat berperan dalam penurunan radikal bebas sehingga
memiliki kemampuan yang besar dalam mencegah terjangkitnya penaykit
degeneratif seperti stroke dan diabetes..

3. Mampu menurunkan kadar gula darah dalam tubuh.
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4. Mampu meningkatkan kesuburan bagi wanita dan menaikkan aktifitas seksual
bagi pria dan wanita.

5. Tidak mengganggu produksi air susu ibu.

6. Tidak menganggu sistem darah (hematopetik).

7. Tidak menganggu fungsi liver dan hati.

Gambar 2.3 Rebusan daun gaharu (sumber : Nasution, 2015)

2.2.4 Kandungan Kimia (Metabolit Sekunder) Daun Gaharu (Gyrinops
versteegii)

Berdasarkan kemotaksonomi, daun gaharu dalam keluarga Thymelaeaceae
seperti  Gryinops versteegii mengandung senyawa-senyawa sebagai berikut
(Hegnauer, 1973; Sheng-zhuo dkk., 2013):

1) Diterpenoid dan triterpenoid

Terdapat dua jenis senyawa diterpenoid yaitu jenis tigliane dan abietane.
Jenis tigliane berupa senyawa trienoilforbol-13-asetat dan 12-hidroksilforbol-13-
asetat. Jenis abietane berupa senyawa , metil-7- oksodehidroabietat, asam 7a-
hidroksipodokarpen-8-en-13-on-18-oat, metil abieta-8,9,12-trien-19-oat , 8-
norisopimara-8,15-dien-4p-ol, dihidrotansinon, kriptotansinon, tansinon , tansinon

I1A. Selain senyawa diterpenoid juga terdapat senyawa triterpenoid, berupa
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pentasiklik triterpen dan tertrasiklik. Jenis triterpen tetrasiklik, seperti cucurbitasin
I, dihidrocucurbitasin F, heksanorcucurbitasin I, cucurbitasin D, neocucurbitasin
B, isocucurbitasin D. Sedangkan jenis triterpen pentasiklik, seperti hederagenin,
22- hidroksihopan-3-on, 2a-hidroksiursan.
2) Seskuiterpen dan minyak atsiri

senyawa seskuiterpen dan minyakatsiri secara garis besar berasal dari
resin gaharu, tetapi terdapat juga di daun diantaranya cadinan , valencan, selinan,
eremofilan, guaian, vetispiran, prezizan. Komponen minyak atsiri meliputi 3,4-
dihidroksiagarofuran, norogsoagarofuran, hidroksidihidro agarofuran dan
dihidroagarofuran, sequiterpenoida, eudesmana, dan velancana.

3) Senyawa fenolik, flavonoid, tanin

Senyawa fenolik, flavonoid, tanin pada gaharu Meliputi senyawa flavan,
2-(2- feniletil) kromon, coumarinolignan (aquillochin). Senyawa jenis flavan
diantaranya adalah senyawa 5-O-xilosilglikosida dari 7-O- metilapigenin, 7-p-D-
glikosida dari 5-O-metilapigenin, mangiferin, 5-O-xilosilglikosida dari 7,4’-di-O-
metilapigenin, luteolin, 5-B- D-glikosida dari 7,3’-di-O-metilluteolin, genkwanin,
hidroksigenkwanin, 5-hidroksil-7,3°,4’- trimetoksiflavon, 7,4’-dimetil-luteolin,
4’ 5-dihidroksi-3’,7- dimetoksiflavon, apigenin-7,4’-dimetileter, lethedioside A,
lethedoside A, 7-hidroksi-4’- metoksi-5-O-glukosa flavon, 7,4’-dimetoksi-5-O-
glukosa flavon, luteolin-7,3°,4’ metileter, acacetin, 7,3’-dimetoksi-4’-hidroksi-5-
O-glukosa flavon, formononetin, hesperetin, genkwanin 5-O-B-primeverosida,
homoeriodiktiol. Pada minyak atsiri daun gaharu diperoleh sejumlah kecil

senyawa difenil keton dan senyawa fenolik lainnya seperti iriflofenon, 7-p-D-
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glukosida dari 5-O-metilapigenin, aquilarinosida A, mangiferin, iriflofenon 2-O-
a-ramnosida, 2-O-a-L-ramnopiranosi-1,4,6,4’-trihidroksibenzofenon, iriflofenon
3,5C-a-ramnosida, serta 3,3’- (3-hidroksipropan-1,2-diil) difenol. Selain itu,
terdapat pula senyawa- senyawa tanin seperti justisidin F, ciwujiaton, (+)-
siringaresinol, justisidin A, glukopiranosida, siringaresinol-4,4’-di-O-B-D-
siringaresnol-4’--O-D-glukopiranosida.
4) Senyawa lain

Terdapat pula senyawa sterin, asam kelidonat, asam sinamat, lilin,.
Senyawa-senyawa folatil yang terkandung dalam gaharu antara lain berupa keton
(5,4%), senyawa alkil (31,64%), ester (5,81%), alkohol, asam (4,79%), aldehid
(2,63%), kinolin (1,23%), fenol (0,62%), naftalen (0,51%), furan (0,33%), 1,8-
sineol (0,23%), dan indol (0,16%) alkena (0,48%), philippines (0,36%),
(Zheng, 2015). Daun gaharu mengandung senyawa furanoid sesquiterpene, di
antaranya adalah a-agarofuran, b-agarofuran, dan agarospirol. Senyawa aktif
agarospirol yang berfungsi menjadi antidepresi dengan menekan sistem syaraf
pusat yang menghasilkan ketenangan dan dapat mengembalikan kebugaran

tubuh (Mega, 2010).

2.3 Antioksidan

Antioksidan  adalah  suatu  senyawa yang berfungsi  dalam
menyeimbangkan ikatan dalam radikal bebas sehingga bermanfaaat dalam
pencegahan berbagai penyakit degeneratif misalnya karsinogenesis, strok,

kardiovaskuler, diabetes dan beberapa penyakit lainnya. Senyawa antioksidan
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merupakan substansi yang diperlukan untuk tubuh dalam penyerapan radikal

bebas pencegahan terhadap kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas pada

sel normal, lemak dan protein. Antioksidan mempunyai struktur kimia yang
mampu menyerahkan elektron valensinya terhadap struktur molekul radikal bebas
dengan tidak mengganggu sedikitpun fungsi didalamnya. Antioksidan juga

berfungsi untuk menghentikan laju reaksi berantai radikal bebas (Zheng W., 2009

; Shafie, 2011 ; Wrasiati, 2011).

Perlawanan terhadap kerugian radikal bebas yang berbentuk radikal bebas
endogen ataupun radikal bebas eksogen telah terjadi didalam tubuh manusia
secara alami dengan menyediakan penangkal berupa sistem antioksidan yang
terdiri dari tiga kelompok yaitu (Anonim, 2012) :

1. Antioksidan Primer yang merupakan antioksidan yang bertugas dalam
mencegah propagasi yaitu pencegah terbentuknya radikal bebas selanjutnya,
antioksidan ini diantaranya yaitu transferin, albumin dan feritrin.

2. Antioksidan Sekunder adalah antioksidan yang bertugas dalam menangkap
radikal bebas dan menghentikan terbentuknya radikal bebas, jenis antioksidan
ini diantaranya yaitu katalase, Glutathion Peroxidase (GPx) dan Superoxide
Dismutase (SOD).

3. Repair enzyme atau Antioksidan tersier merupakan antioksidan yang berguna
untuk memperbaiki jaringan tubuh yang sudah rusak oleh akibat radikal bebas.

Beberapa sumber antioksidan yang bisa diambil manfaatnya oleh manusia
digolongkan menjadi 3 yaitu (1) antioksidan yang telah tersedia di dalam tubuh

manusia yang disebut dengan enzim antioksidan (Glutation Peroksidase (GPx),
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Katalase dan enzim Superoksida Dismutase), (2) antioksidan sintetis yang
biasanya dipergunakan dalam produk pangan misalnya Butil Hidroksi Toluen
(BHT), Butil Hidroksi Anisol (BHA), Tert-Butil Hidroksi Quinon (TBHQ) dan
propil galat. (3) antioksidan alami yang didapatkan dari bagian tanaman seperti
akar, kayu, kulit kayu, bunga, biji, buah dan daun serta serbuk sari. Antioksidan
ini juga dapat diperoleh dari mikroba dan hewan. Jenis antioksidan yang banyak
didapatkan dari bahan alami berupa vitamin C, E, pigmen (antosianin, krolofil),
beta karoten, polifenol dan flavonoid (Siswono, 2005 ; Ardiansyah, 2007).

Enzim antioksidan atau antioksidan endogenus enzimatik berupa katalase,
(CAT) superoksida dismutase (SOD) dan glutation peroksidase (GPx).
superoksida dismutase adalah metaloenzim yang bertugas katalisasi dismutasi
radikal anion superoksida (O,*) menjadi hidrogen peroksida (H.O,) dan oksigen
(O2). Enzim ini berkarakteristik tidak stabil terhadap panas dan stabil pada
kondisi basa, serta masih aktif meskipun disimpan sampai 5 tahun pada suhu 5°C.
Gutteridge dan Haliwell (1999) menjelaskan bahwa aktivitas Superoksida
dismutase terbesar terdapat di pankreas, ginjal, kelenjar adrenalin, paru-paru, hati,
limfa, otak, timus, lambung, darah, ovarium dan usus (Shafie, 2011; Wrasiati,
2011; Zheng W., 2009).

Aktivitas atau kapasitas antioksidan merupakan kemampuan suatu
senyawa antioksidan dalam meredam laju reaksi pembentukan radikal bebas.
Pernyataan aktivitas antioksidan secara in vitro dinyatakan secara spektroskopi
(dengan alat spektrofotometer). Eksplorasi senyawa fitokimia terutama senyawa

bioaktif yang diperoleh dari tanaman obat atau dari bahan yang lainnya secara
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terus menerus dikajii untuk memperoleh senyawa antioksidan yang bermanfaat
dalam menjaga kesehatan tubuh manusia dan terhindar dari berbagai penyakit
(Prakash, 2001).

Penambahan antioksidan primer (AH) dengan konsentrasi rendah pada
lipida bisa mencegah atau menghentikan reaksi autooksidasi minyak dan lemak.
Penambahan tersebut mampu menghalangi reaksi oksidasi dalam tahapan
propagasi ataupun inisiasi. Radikal-radikal antioksidan (A*) yang terbentuk pada
reaksi tersebut relatif stabil dan tidak memiliki cukup energi untuk bisa bereaksi
pada molekul lipida lain membentuk radikal lipida baru (Gordon, 1990). Menurut
Hamilton (1983) radikal-radikal antioksidan bisa saling bereaksi menyusun

produk non radikal.

Inisiasi ; R* + AH --------m-mmmmmeeomeeeo RH + A*
Radikal lipida
Propagasi : ROO* + AH -----------mmcmmem oo ROOH + A*

Tinggi konsentrasi antioksidan yang dilibatkan mampu mempengaruhi laju
reaksi oksidasi. Pada konsentrasi tinggi, kapasitas antioksidan golongan fenolik
sering musnah bahkan antioksidan tersebut membentuk prooksidan. Pengaruh
kadar konsentrasi pada laju reaksi oksidasi tergantung pada struktur antioksidan,
kondisi dan sample yang akan diuji.

AH + Op =--=-mmmmmmmme oo A* + HOO*

Y IR 2 (6] [ —— RO* + H,0 + A*

Stuckey (1972) menjelaskan bahwa inhibisi oksidasi lipida oleh

antioksidan melalui lebih dari satu mekanisme tergantung pada keadaan sistem



38

dan reaksi makanan. Ada 4 kemungkinan mekanisme inhibisi tersebut yaitu (a),
penambahan lipida pada cincin aromatik antioksidan (b) pemberian elektron, (c)
pemberian hidrogen, (d) pembentukan kompleks antara lipida dan cincin aromatik
antioksidan. Eksplorasi lebih lanjut menyatakan bahwa ketika atom hidrogen labil
pada suatu antioksidan tertentu dirubah dengan deuterium, antioksidan tersebut
menjadi tidak efektif. Hal ini membuktikan bahwa metode inhibisi dengan cara
pemberian hidrogen lebih bagus dari pada pemberian elektron. Beberapa peneliti

meyakini bahwa pemberian hidrogen atau elektron merupakan mekanisme utama.

2.3.1 Radikal Bebas

Kegiatan tubuh yang berlebihan dan kurangnya asupan gizi yang baik
sebab pola makan yang tidak teratur serta minimnya olah raga menyebabkan
meningkatnya radikal bebas yang timbul dalam tubuh. Kelebihan radikal bebas ini
dikarenakan antioksidan alami dalam tubuh berupa antioksidan endogen
(Glutathion Peroxidase, Superoxide Dismutase dan Katalase) tidak berdaya lagi
dalam stabilisasi atau inhibisi radikal bebas. Radikal-radikal bebas tersebut akan
membuat reaksi baru berupa reaksi oksidasi dengan protein dan lemak, sehingga
mengakibatkan rusaknya tress a-membran sel dan rusaknya komposisi DNA. Hal
inilah penyebab awal terjadinya kerusakan oksidatif atau biasa disebut dengan
tress oksidatif. Tress oksidatif jika didiamkan dalam waktu lama menyebabkan
terjadinya suatu mutasi hingga mengakibatkan efek negatif dengan timbulnya

penyakit tress ative seperti katarak, kanker, penuaan dini, jantung dan penyakit
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lainnya ( Ardiansyah, 2007 ; Moein, dkk., 2007; Orhan, dkk., 2009 ; Shafie,
2011).

Radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki elektron yang
tidak berpasangan pada orbital terluarnya dan bisa berdiri sendiri (Clarkson and
Thompson, 2000). Mayoritas radikal bebas melakuakan reaksi dengan cepat pada
atom lain dalam mengisi orbital yang tidak berpasangan, sehingga radikal bebas
normalnya berdiri sendiri hanya dalam periode waktu yang singkat sebelum
berpasangan dengan atom lain. Simbol untuk radikal bebas yaitu sebuah titik yang
berada di dekat simbol atom (R). Reactive Oxygen Species (ROS) adalah senyawa
pengoksidasi turunan oksigen yang sangat reaktif yang terdiri dari golongan
radikal bebas dan golongan nonradikal. Golongan radikal bebas diantaranya
hydroxyl radicals (OH-), peroxyl radicals (RO, ) dan superoxide anion (O;).
Golongan nonradikal seperti organic peroxides (ROOH) dan hydrogen peroxide
(H202) (Halliwell and Whiteman, 2004).

Radikal bebas tanpa disadari terbentuk secara berkelanjutan melalui
kejadian metabolisme sel normal, peradangan, kekurangan gizi dan sebagai
respon atas faktor eksternal tubuh seperti pencemaran lingkungan, asap rokok dan
sinar ultraviolet. pengamatan dibidang gizi pada tingkat seluler menyatakan
bahwa antioksidan berperan sebagai pemberi perlindungan pada jaringan tubuh
dari efek negatif radikal bebas tersebut (Mega dan Swastini 2010). Radikal bebas
yang memiliki satu atau lebih elektron tidak stabil pada orbital valensinya, untuk
mencapai keseimbangannya, radikal bebas bereaksi dengan mengambil paksa

elektron dari molekul disekitarnya. Reaksi ini akan terus berlanjut didalam tubuh
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dan jika tidak cegah akan mengakibatkan berbagai penyakit degeneratif seperti
jantung, penuaan dini, katarak, kanker, serta penyakit lainnya (Maulida dan
Naufal 2010).

Radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan di
orbit terluarnya sehingga relatif tidak stabil. Untuk mendapatkan kestabilannya,
molekul yang bersifat reaktif tersebut mencari pasangan elektronnya, sehingga
disebut juga sebagai reactive oxygen species (ROS). Mekanismenya bisa dengan
donasi, meski umumnya dengan “mencuri” dari sel tubuh lain. Terdapat 2 macam
ROS, yaitu: (1) molekul oksigen tunggal dan (2) molekul oksigen dengan elektron
yang tidak mempunyai pasangan (Aging, 2011).

Molekul yang termasuk kedalam radikal bebas tipe 1 diantaranya ialah
radikal hidroksil (OH-) anion superoksida (+O,-), dan radikal peroksil lipid
(LOO). +0,- adalah molekul reaktif yang pertama terbentuk ketika proses
metabolisme protein dan lipid, yang kemudian terkonversi menjadi hidrogen
peroksida (H,O,) atau dimetabolisme oleh sistem enzim. hidrogen peroksida
(H202) merupakan oksidan yang bersifat relatif lemah, tetapi mampu menginisiasi
laju reaksi oksidatif dan membentuk radikal bebas. Perubahan bentuk H,O,
menjadi OH terjadi melewati reaksi yang dikatalisasi oleh metal transisi (Cu+ atau
Fe2+). ROS bisa menyebabkan disfungsi sel akibat pengambilan elektron dari
komponen lipid, DNA dan protein. Ketika sel tubuh kehilangan elektronnya,
maka sel tersebut akan menjadi radikal bebas yang akan memulai rangkaian reaksi
serupa selanjutnya yang berkesinambungan. Hal ini akan berujung pada kerusakan

sel termasuk penuaan kulit. Radikal bebas terjadi selain bermula secara alami
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dalam sistem biologis tubuh, juga terbentuk dari eksternal, begitu juga setiap
respirasi di mitokondria dan Reaksi inflamasi akan menghasilkan oksidan (Aging,
2011).

Kelebihan gizi termasuk faktor pemicu internal. Hal ini disebabkan ketika
proses metabolisme berlangsung, disamping energi juga akan dihasilkan radikal
bebas. Sedangkan sebagai faktor eksternal antara lain sinar ultraviolet matahari
antara pukul 10.00-15.00, polusi pabrik dan asap rokok, konsumsi alkohol dan

emisi kendaraan bermotor (Aging, 2011).

Gambar 2.4 Sumber radikal bebas (Pendayala, 2008).

Radikal bebas yang ada bisa merusak sel tubuh dengan melalui organel sel
terluar yaitu membran sel. Membran sel yang sudah rusak ini terjadi dengan cara:
(1) radikal bebas melakukan ikatan secara kovalen bersama enzim sebagai
reseptor yang bertempat di membran sel, kemudian berakibat perubahan pada
aktivitas beberapa komponen yang ada pada membran sel tersebut; (2) radikal

bebas juga bersama komponen membran sel yang dituju membentuk ikatan
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kovalen dengan membuat perubahan pada struktur membran sel sehingga
mengakibatkan kerusakan fungsi membran sel dan merubah karakteristik
membran sel menjadi seperti antigen; (3) radikal bebas sebagai pengganggu paksa
terhadap sistem transport pada membran sel dengan cara berikatan kovalen, serta
mengoksidasi kelompok thiol dengan cara mengubah asam lemak polyunsaturated
sekaligus; (4) radikal bebas berinisiasi peroksidasi lipid dengan cara langsung
terhadap asam lemak (Sikka et al., 1995).

Tahapan kerusakan pada sel atau jaringan akibat gangguan radikal bebas
yang pertama diketahui dan paling banyak amati yaitu peroksidasi lipid.
Peroksidasi lipid sering terjadi dalam membran sel, terutama asam lemak tak
jenuh yang termasuk bagian komponen terpenting dalam penyusunan membran
sel. Pengujian pada tingkat peroksidasi lipid diukur dengan menghitung produk
akhirnya, yaitu malondialdehyde (MDA), malondialdehyde ini adalah produk
oksidasi asam lemak tak jenuh dan memiliki toksik pada sel tubuh. Perhitungan
kadar malondialdehyde adalah perhitungan aktivitas radikal bebas secara tidak
langsung sebagai indikator stres oksidatif. Pengukuran perlawanan radikal bebas
yang lainnya yang sering digunakan dan sangat efektif adalah menggunakan
DPPH (difenil pikril hidrazil) sebagai radikal bebas yang diuji dengan senyawa

antioksidan (Slater, 1984; Powers and Jackson, 2008).

2.3.2 Metode Uji Aktivitas Antioksidan DPPH (difenil pikril hidrazil)
Pengujian antioksidan senyawa bahan alami bisa dilakukan dengan reaksi

kimia pada penggunaan DPPH (difenil pikril hidrazil) sebagai senyawa radikal
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bebas yang bersifat stabil dengan mengamati proses peredaman pada panjang
gelombang maksimum di spektrofotometer. Peredaman berupa warna ungu
dilibatkan sebagai bentuk kemampuannya menjadi anti radikal bebas (free radical
scavanger) (Mega, 2010).

DPPH (difenil pikril hidrazil) adalah radikal bebas bersifat stabil disuhu
kamar (27 °C) dengan bentuk kristal yang warnanya ungu dan sering digunakan
dalam mengukur aktivitas antioksidan dari ekstrak bahan alami (dari tumbuhan
dan buah). DPPH sebagai radikal bebas akan ditangkap oleh senyawa antioksidan
bahan alami melalui jalur reaksi penggabungan atom hidrogen dari senyawa
antioksidan pada radikal bebas dalam mendapatkan pasangan elektron dan
merubahnya menjadi difenil pikril hidrazin (DPPH-H). DPPH sebagai Radikal
bebas mempunyai elektron tidak memiliki pasangan dengan menunjukkan
berwarna ungu serta absorbansi maksimal dengan panjang gelombang 517 nm.
Perubahan warna kuning terjadi ketika elektron menemukan pasangannya disaat
peredaman. Keterlibatan perubahan warna yang terjadi mempunyai hubungan
dengan jumlah elektron pada DPPH dalam menangkap atom hidrogen (Amelia,
2011)

Elektron yang diterima oleh DPPH atau radikal bebas berakhir berbentuk
molekul yang stabil. Berlangsungnya pertemuan antara DPPH dan senyawa aktif
antioksidan dengan cara mengirim elektron atau hidrogen terhadap DPPH, akan
menetralisir karakteristik radikal bebas (Simanjuntak, 2004). Mekanisme
peredaman radikal bebas (DPPH) yang berinteraksi bersama antioksidan bisa

diamati pada gambar dibawah ini (Amelia, 2011) :
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Gambar 2.5 Reduksi DPPH dengan senyawa peredam radikal bebas
(Molyneux, 2004).
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Metode DPPH sering dipilih oleh peneliti karena cepat, akurat, mudah dan
sederhana serta peka dengan menggunakan sedikit sampel. DPPH (difenil pikril
hidrazil) merupakan senyawa radikal bebas bersifat stabil kelompok nitrit oksid.
Senyawa ini mempunyai karakteristik padatan dan cairannnya berwarna ungu
gelap yang bisa dilarutkan pada pelarut DMF atau metanol, memiliki titik didih
sebesar 126°C hingga 128°C, berat molekul 394,3 g/mo dengan panjang
gelombang maksimum 517 nm dan rumus molekulnya adalah CigH12Ns50s
(Prakash, 2001).

Pengaruh intensitas warna pada DPPH berindikasi akan meningkatnya
kemampuan antioksidan dalam menangkap radikal bebas. Dengan kata lain, daya
antioksidan didapat dari perhitungan jumlah pengurangan intensitas warna ungu
pada DPPH yang berbanding dengan kurangnya konsentrasi larutan DPPH
melalui pengujian absorbansi larutan uji. DPPH yang bereaksi dengan senyawa
antioksidan pasti membentuk reduksi difenilpikrilhidrazin (DPPH-H) dan radikal
antioksidan (Prakash, 2001).

Kapasitas antiradikal bebas DPPH diuji dari reduksi warna ungu
kehitaman pada DPPH dengan panjang gelombang 514 nm. Pengukuran aktivitas
antiradikal bebas berupa persen peredaman (% peredaman DPPH) absorbansi

dengan puncak 514 memakai persamaan berikut ini (Mega, 2010) :



45

[1 _ absorbansi hitung sampel

— x100%
absorbansi hitung DPPH

Absorbansi hitung objek uji beserta DPPH dengan panjang gelombang 514

nm bisa dikalkulasi memakai persamaan berikut :
A‘ii’? 3 A49’? + ASS'T

Nilai 0% bermakna tidak memiliki kapasitas antiradikal bebas, dan nilai
100% menunjukan inhibisi total dan pengamatan perlu diteruskan pada
pengenceran substrat untuk memahami batas konsentrasi aktivitasnya. Suatu
bahan bisa dinyatakan aktif sebagai antiradikal bebas apabila prosentase
inhibisinya sama dengan atau lebih besar dari 50% (Mega, 2010).

Nilai I1Csp merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi sampel uji
(ug/ml) yang memberikan inhibisi DPPH sebesar 50% (mampu meredam proses
oksidasi DPPH sebesar 50%). Nilai 0% berarti tidak mempunyai aktivitas
antioksidan, sedangkan nilai 100% berarti peredaman total dan pengujian perlu
dilanjutkan dengan pengenceran larutan uji untuk melihat batas konsentrasi
aktivitasnya. Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan regresi
(Y=AX+B) dengan konsentrasi ekstrak (ppm) sebagai absis (sumbu X) dan nilai
% peredaman (antioksidan) sebagai kordinatnya (sumbu Y). Persamaan tersebut
digunakan untuk menentukan 1Cs, masing-masing sampel dinyatakan dengan nilai
y sebesar 50 dan nilai x yang diperoleh sebagai ICsg. Secara spesifik, suatu
senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat apabila nilai 1Csy kurang dari

50 ppm, antioksidan kuat apabila ICsq bernilai 50-100 ppm, dan sedang jika ICsy
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bernilai 100-150 ppm, dan antioksidan lemah apabila ICsy bernilai 15-200 ppm

(Mardawati, 2008).

2.4 Figih Halal Haram Kefir

Kefir merupakan produk pangan fungsional berupa minuman hasil
fermentasi oleh mikroba (bakteri dan khamir) dalam bibit kefir yang mempunyai
banyak khasiat untuk kesehatan dan kebugaran tubuh. Zubaidah (2016)
menjelaskan bahawa Kefir air memiliki banyak kelebihan yaitu kadar alkohol
yang diperoleh relatif lebih kecil, menjaga keseimbangan mikroflora dalam usus.
Perbaikan mikroflora usus dapat dilakukan melalui peningkatan mikroflora usus
yang menguntungkan (bakteri asam laktat) karena mempermudah dalam
mensintesa vitamin-vitamin dan mampu meningkatkan sistem kekebalan dari
tubuh.

Minuman fermentasi kefir memilki keunggulan yaitu mampu mengontrol
dan menghilangkan bakteri dan yeast patogen yang ada dalam tubuh. Manfaat
minuman fermentasi kefir sendiri antara lain mengontrol kadar kolesterol dengan
cara melindungi dari kerusakan kardiovaskular, meminimalis resiko tumor dan
kanker pada organ pencernaan dan jaringan/organ vital lainnya serta
menyembuhkan penyakit seperti migrain, diare (Musdholifah, 2016).
Mengkonsumsi minuman adalah salah satu yang diperintahkan oleh Allah 43~
Sxis dalam surat ke-7 (<e¥) 5 5w) ayat 31 sy Y & ) 1gh i Vg syl s 1685
i ), Senada dengan surat ke-2 (s_&d) 5 sw) ayat 60 @ six3 Y 5 &) 35 (e s 85 151

Ode g Y A Al-Qur’an menjelaskan kata produk pangan dengan 4 bentuk
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lafadh yaitu slaks, < <13 dan 32k, Kata <& (minum/minuman) disebutkan
sebanyak 38 kali. Hal ini memberitahukan bahwa Allah My a4l
memperhatikan penuh pada pola pangan manusia termasuk didalamnya adalah
produk minuman (Al Bagi, 1410 H).

Penjelasan oleh banyak peneliti akan kebaikan dan kaya manfaat yang
terdapat dalam kefir air menunjukkan bahwa produk kefir ini layak dan halal
dikonsumsi. Produk yang halal lagi baik tidak boleh dihukumi haram sebagaimaa
dalam surat Al-Maidah ayat 87: »SI &l Jal e cilyda ) 5a a3 Y sial 0l Ll lafadh Js)
& bermakna sesuatu yang dihalalkan (Produk halal) pada tafsir Al-Azhar
dijelaskan J>~ adalah sesuatu yang dibolehkan oleh agama, Berbeda dengan
lafadh Lk yang bermakna sesuatu kekuatan yang dengannya dipermudah jalan
kebaikan dalam dunia dan akhirat (Hamka, 1999). Ibnu Katsir juga menerangkan
dalam tafsirnya bahwa keadaan rizki yang dikonsumsi harus dalam kondisi halal
dan baik (lbnu Katsir, 2014).

Ulama ahli figih banyak menerangkan akan kehati-hatian didalam
mengkonsumsi suatu produk, termasuk didalamnya adalah adanya indikasi yang
memabukkan (kadar alkohol tinggi) sedangkan kefir menurut Penalver (2004).
mengandung alkohol dengan kadar yang tergantung oleh lama fermentasi yang
dilakukan. Allah iy 4sw jelas megharamkan minuman yang memabukkan

sebagaimana dalam surat ke-5 (32¢Wll 5, ) ayat 90 :
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SR Ja 5 hhy 4915 iy a5l W 1 Gl
Artinya : Hai orang-orang yang beriman, sesungguhnya (meminum)
khamar, berjudi, menyembah berhala, mengundi nasib dengan panah,
adalah termasuk perbuatan syaitan. Maka jauhilah perbuatan-perbuatan itu
agar kamu mendapat keberuntungan.

Al-Jazairi (2007) dengan tafsirnya Al-Aisar pada jilid 2 halaman 739
menafsiri, “Hai orang-orang yang beriman”, yaitu wahai hamba-hamba yang
membenarkan Allah Jis 4ilsws sebagai Tuhannya dan ridho Islam sebagai
agamanya serta Muhammad alus 4de 43 sebagai Nabi dan Rasul-Nya,
ketahuilah bahwa, “... Sesungguhnya khamar, berjudi, (berkorban demi) berhala,
mengundi nasib dengan cara apapun, adalah perbuatan keji dan mungkar yang
termasuk perbuatan setan.” Yakni perbuatan itu dibenci oleh Allah (Jxis adlas
dan bentuk keburukan yang diperintah oleh setan dan setan membuatnya indah
dalam diri dan nafsu hamba-Nya untuk senantiasa merasakan kenikmatan
terhadapnya (sesuatu yang memabukkan).

Produk minuman disebut khamar itu didasarkan dengan sifatnya yang
menyebabkan peminumnya mabuk hingga tertutupi akalnya sebagaimana dalam
hadis nabi Muhammad dalam shohih ibnu majah no 2734 dan shahih musim no
2003 30 s 3K 5aa Seas & “Segala sesuatu yang memabukkan adalah khamar,
dan setiap khamar hukumnya haram”. Imam An- Nawawi menjelaskan hadits

rosul di kitab Syarh Shahih Muslim 7/190 bahwa:
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Luad g lal a jla Kl 130 a3Y -ad) ) uaill 5 KLY (oalae (e foadi 4l jela 28 IS ol
g agle Al Jua 4l Ll g 458 Hom Y LS adlall s §om Y Ssall GY a0l 4y V5 (51 b
Shal Gli Vg 5 (salae ¥y el ¥ Cus oS8 SO 8
“Seandainya terjadi perubahan yang mengindikasikan minuman tersebut
memabukkan dan berubah (menjadi khamr), beliau membuangnya. Karena jika
minuman tersebut menyebabkan mabuk, jadilah ia haram dan najis. Beliau
shallallaahu ‘alaihi wa sallam membuangnya dan tidak memberikannya kepada
pembantunya (untuk diminum). Minuman yang memabukkan yang tidak boleh
diberikan kepada pembantu sebagaimana tidak diperbolehkan meminumnya
sendiri. Mengenai Nabi shallallaahu ‘alaihi wa sallam meminumnya sebelum tiga
hari, hal itu dikarenakan belum berubah karakternya, tidak ada indikasi
perubahan, dan tidak ada keraguan (bahwa ia halal) secara asal”

Penejelasan mengenai hadis ini bahwa minuman yang didiamkan atau
difermentasi mempunyai peluang berubah menjadi memabukkan Kketika
didiamkan selama 3 hari lebih. Berbeda dengan kefir air waktu perendaman yang
dibutuhkan cukup singkat. Mubin dan Zubaidah (2016) menjelaskan bahwa waktu
pembuatan kefir paling bagus adalah 24 jam ditambahkan oleh Kunaepah (2008)
bahwa kefir dibuat dengan waktu 18 jam, 21 jam dan 24 jam. Senada dengan
penelitian Lathif (2016) yang menggunakan waktu selama 18 jam, 21 jam dan 24
jam dan diperkuat oleh hastuti dan kusnadi (2016) bahwa pembuatan kefir dengan
karakteristik terbaik pada waktu inkubasi selama 24 jam. Kesimpulan dari waktu
ini menunjukkan bahwa kefir bukanlah produk yang memabukkan.

Kefir grains mengandung bakteri asam laktat yang dapat menguraikan
laktosa menjadi asam laktat dan khamir yang dapat menghasilkan karbondioksida
dan sedikit alkohol. Peneliti Mubin dan Zubaidah (2016) menerangkan bahwa

kadar alkohol yang dihasilkan dari kefir air sangat rendah dibanding dengan

pembuatan kefir berbahan baku susu. Kunaepah (2008) menjelaskan bahwa kadar
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alkohol pada kefir susu kacang merah mencapai 0,47%-0,78%. Hasil penelitian
oleh para ahli menunjukan bahwa kefir susu memiliki kadar alkohol di bawah 1%
dan mengindikasikan bahwa Kkefir air jauh dibawah 1% sehingga dapat
disimpulkan bahwa kefir air hukumnya halal, sebagaimana dalam Fatwah MUI
tahun 2009 tentang hukum alkohol yaitu, Pemakaian etanol atau alkohol sebagai
produk industri non khamar (baik berupa hasil sintesis kimia maupun hasil
industri fermentasi non khamar) untuk proses produksi produk makanan,
minuman, obat-obatan dan kosmetika hukumnya: mubah (diperbolehkan) apabila
dibuktikan secara medis tidak membahayakan. Hukum ini diperkuat dengan fatwa
MUI (Majlis ulama Indonesia) no 24 tahun 2003 tetantang produk pangan.

Makanan dan minuman dengan kadar alkohol dibawah 1% dihukumi halal.



BAB Il
METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini berbentuk eksperimen dengan rancangan acak lengkap

(RAL) pola faktorial yang terdiri dari dua faktor. Faktor yang pertama tentang
lama fermentasi dan Faktor kedua tentang konsentrasi rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii). Kedua faktor tersebut di kombinasikan dengan penambahan
sukrosa 6 % dan bibit kefir air 5 % serta diinkubasi pada suhu ruang sekitar 27 °C.
Kontrol yang digunakan adalah tanpa waktu fermentasi pada konsentrasi rebusan
daun gaharu dan kontrol tanpa adanya konsentrasi pada proses fermentasi kefir.
penelitian ini diulangi hingga tiga kali ulangan pada setiap perlakuan.
1. Faktor pertama: Variasi konsentrasi rebusan daun gaharu (Gyrinops

versteegii) (S)

S1: Konsentrasi 5 %

S2: Konsentrasi 10 %

S3: Konsentrasi 15 %

S4: Konsentrasi 20 %
2. Faktor kedua : Lama fermentasi (M)

M1 : Lama Fermentasi 18 jam

M2 : Lama Fermentasi 21 jam

M3 : Lama Fermentasi 24 jam
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Kombinasi dari kedua faktor tersebut bisa diamati pada Tabel 3.1 berikut:

Tabel 3.1 Rancangan Penelitian

Konsentrasi Lama Fermentasi (jam)
Rebusan Daun
Gaharu (%) MO (0) M1 (18) M2 (21) M3 (24)
S0 (0) SOMO SOM1 SOM2 SOM3
SI (5) S1IMO S1M1 S1M2 S1M3
S2 (10) S2M0 S2M1 S2M2 S2M3
S3 (15) S3MO0 S3M1 S3M2 S3M3
S4 (20) S4MO S4M1 S4M2 S4M3
Keterangan :

SOMO : konsentrasi rebusan daun gaharu 0% dan Lama fermentasi 0 jam.
SOM1 : konsentrasi rebusan daun gaharu 0% dan Lama fermentasi 18 jam.
SOM2 : konsentrasi rebusan daun gaharu 0% dan Lama fermentasi 21 jam.
SOM3 : konsentrasi rebusan daun gaharu 0% dan Lama fermentasi 24 jam.
S1MO : konsentrasi rebusan daun gaharu 5% dan Lama fermentasi 0 jam.
S1M1 : konsentrasi rebusan daun gaharu 5% dan Lama fermentasi 18 jam.
S1M2 : konsentrasi rebusan daun gaharu 5% dan Lama fermentasi 21 jam.
S1M3 : konsentrasi rebusan daun gaharu 5% dan Lama fermentasi 24 jam.
S2MO : konsentrasi rebusan daun gaharu 10% dan Lama fermentasi O jam.
S2M1 : konsentrasi rebusan daun gaharu 10% dan Lama fermentasi 18 jam.
S2M2 : konsentrasi rebusan daun gaharu 10% dan Lama fermentasi 21 jam.
S2M3 : konsentrasi rebusan daun gaharu 10% dan Lama fermentasi 24 jam.

S3MO : konsentrasi rebusan daun gaharu 15% dan Lama fermentasi O jam.



S3M1:

S3M2

S3M3::

S4MO :

S4M1

SAM2 :

S4M3 :

konsentrasi rebusan daun gaharu 15% dan Lama fermentasi 18 jam.
: konsentrasi rebusan daun gaharu 15% dan Lama fermentasi 21 jam.

konsentrasi rebusan daun gaharu 15% dan Lama fermentasi 24 jam.

konsentrasi rebusan daun gaharu 20% dan Lama fermentasi 0 jam.

: konsentrasi rebusan daun gaharu 20% dan Lama fermentasi 18 jam.
konsentrasi rebusan daun gaharu 20% dan Lama fermentasi 21 jam.

konsentrasi rebusan daun gaharu 20% dan Lama fermentasi 24 jam.

3.2 Waktu dan Tempat
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Penelitian tentang ‘“Pengaruh Lama Fermentasi dan Variasi Konsentrasi

Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii) Terhadap Karakteristik Kefir Air

Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii)” dilaksanakan pada bulan Desember

2017 — Mei 2018 di Laboratorium Mikrobiologi, Genetik, Jurusan Biologi dan

Laboratorium organik Jurusan Kimia, gedung Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat

Alat-alat yang dipakai pada penelitian ini adalah kompor, panci, gelas

beker 500 ml, gelas beker 250 ml dan 100 ml, gelas ukur 100 ml, labu ukur 100

ml, gelas ukur 10 ml, erlenmeyer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, sendok plastik,

flakon, pH meter, timbangan analitik, autoklaf, toples besar, termometer,
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mikropipet, corong gelas, botol kaca, spektofotometer, cuvet, labu alat gelas,
piknometer, alat destilasi dan Laminar Air flow (LAF).
3.3.2 Bahan

Bahan yang pakai ketika penelitian berlangsung yaitu aluminium foil,
buffer 4, buffer 7, kertas, tissue, biji kefir air (didapat dari Rumah Kefir Shop
Batu, Malang Jawa Timur), kapas, plastik warp, alumunium foil, DPPH
(diphenilpierylhydrozyl) (merek Sigma), metanol PA 95%, aquades, deMann
Rogosa Sharpe Agar (MRSA), sukrosa (merek Gulaku), daun gaharu (Gyrinops

versteegii) (diperoleh dari kebun gaharu Pasuruan).

3.4 Variabel Penelitian

Pada penelitian ini terdapat 3 macam variabel, yaitu :

1. Variabel bebas . Konsentrasi rebusan daun gaharu (0 %, 5 % ,10 %,15 %,
dan 20 %) serta Lama fermentasi kefir air (O jam, 18
jam, 21 jam dan 24 jam)

2. Varibel terikat . Pengukuran aktivitas antioksidan dan pengukuran pH
medium, Perhitungan jumlah mikroba dan pengukuran
kadar alkohol

3. Variabel terkendali: Rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii), umur daun
gaharu yang diambil meruapakan daun tua, konsentrasi
penambahan sukrosa 6 %, jumlah inokulum biji kefir
air sebanyak 5 %, dan suhu inkubasi dalam fermentasi

kefir yaitu suhu ruang.
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3.5 Prosedur Penelitian

Pengamatan ini terdiri dari beberapa tahap, tahap yang pertama berupa
sterilisasi alat dan bahan yang dipergunakan dalam penelitian dan pembuatan
produk yang meliputi pembuatan rebusan daun gaharu kemudian fermentasi
rebusan daun gaharu serta pengukuran variabel penelitian. Adapun pelaksanaanya

adalah :

3.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dan bahan yang akan digunakan dalam penelitian, mulai dari
pembuatan kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) hingga pengujian
semua variabel pengmatan dicuci bersih dan disterilkan pada autoklaf selama 15

menit pada suhu 121°C

3.5.2 Pembuatan Produk
3.5.2.1 Pembuatan Rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)

Pembuatan rebusan daun gaharu (Gyrinops verstegii) dijelaskan oleh
Samsuri (2006) bahwa membuat rebusan daun gaharu dengan cara dibersihkan
daunnya dengan dibilas dengan air bersih kemudian direbus. Dengan merebus
daun gaharu dengan presentase 10% pada aquades yaitu 240 gram daun gaharu

berbanding 2400 ml Aquades mendidih selama 15 menit.
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3.5.2.2 Pembuatan Kefir Air Rebusan daun gaharu (Gyrinops verstegii)

Pembuatan kefir air yang dilakukan pada penelitian sesuai dengan Roman
(2014) bahwa Pembuatan kefir air rebusan daun gaharu diawali dengan
penurunan suhu pada rebusan daun daun gaharu sehingga kurang lebih 26°C,
kemudian dipersiapkan rebusan daun gaharu sebanyak 20 botol untuk setiap
perlakuan konsentrasi (yaitu untuk masing-masing perlakuan konsentrasi (0%, 20
%, 15 %, 10 % dan 5 %) dengan volume setiap botol 100 ml. Selanjutnya pada
setiap sampel diberi sukrosa sebanyak 6% sukrosa (setara 6 gram) kemudian
dihomogenkan sebgaimana dalam rancangan penelitian pada Tabel 3.1. Kemudian
ditambahkan biji kefir air dengan presentase 5% pada setiap sampel uji
(Maizuddin dan Zubaidah, 2015) dan diinkubasi pada suhu ruang (27 °C - 30 °C)
pada waktu fermentasi Ojam, 18 jam, 24 jam dan 21 jam. Kefir yang diperoleh
dari proses fermentasi diikuti dengan pengukuran variabel penelitian. Pengukuran

variabel diulangi dengan beberapa replikasi atau ulangan sesuai dengan rumus :

& =1 (1=l e 2 (Hanifah, 2014)

Sehingga berlandaskan rumus diatas dilakukan replikasi minimal dua kali

ulangan.
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Proses pembuatan kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops verstegii) dapat

disajikan sebagai berikut :

Daun Gaharu dicuci dibersihkan
v

Ditimbang daun gaharu sebanyak 240 g
v

Ditaruh pada panci yang sudah dibersihkan
v

Ditambahkan aquades 2400 ml
v

Di panaskan (direbus) menggunakan hot plate

pada suhu 100 °C hingga mendidih

v

Didinginkan hingga suhu 27°C

v

Disiapkan 20 botol (100 ml) untuk setiap perlakuan.
(0%, 5%, 10%, 15% dan 20%)

v
Sampel dimasukan pada botol kaca
v

Setiap sampel dicampurkan 6 % sukrosa
kemudian dihomoaenkan

v

Setiap sampel dicampurkan dengan 5 % biji kefir

v

Diinkubasi pada suhu kamar selama Ojam, 18
jam, 21 jam dan 24 jam

v

Kefir air rebusan daun gaharu

Gambar 3.1 Diagram Alir Pembuatan Kefir Air Rebusan Daun Gaharu



58

3.5.3 Pengukuran Variabel
3.5.3.1 Uji Total Bal menggunakan TPC (Total Plate Count)

Metode uji cawan (Total Plate Count) dipakai ketika menghitung jumlah
bakteri asam laktat. Fardiaz (1993) menjelaskan perhitungan total BAL dilakukan
dengan menghitung jumlah koloni yang tumbuh pada media agar Man Rogosa
and Sharpe (MRS). Man Rogosa and Sharpe agar diuat sebanyak 62 gram dan
dilarutkan kedalam 1000 ml aquades. MRSA yang sudah terlarut disterilisasi
menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C. MRSA yang telah
steril dimasukkan pada setiap cawan yang disiapkan sejumlah 10 ml.

Pengenceran ekstrak sampel pada aquades steril menggunakan
perbandingan 1 : 9, pengenceran bertahap dari 10 hingga 10°. Awal pengenceran
sebanyak 1 ml sampel selanjutnya diencerkan pada 9 ml aquades yang steril.
Pengenceran ke-2 dilakukan dengan pengambilan 1 ml larutan yang telah
diencerkan pada pengenceran pertama dan dimasukkan pada 9 ml aquades steril,
perlakuan ini dikerjakan sama pada pengenceran ke-3 dan seterusnya. Larutan
pengenceran kemudian dimasukkan pada cawan yang sebeumnya diisi 10 ml
MRSA dengan digoreskan pada cawan petri membentuk angka 8 bertujuan agar
homogen. Cawan yang telah diinokulasi, berikutnya diinkubasi selama 48 jam

pada suhu 37°C.
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3.5.3.2 Pengukuran pH Medium

Pengukuran pH medium menurut Afifah (2010), dilakukan sebagai berikut :

Dihidupkan pH Meter

y

Dimasukkan elektroda pada larutan buffer 4 hingga
keadaan stabil

y

Elektroda dibasuh dengan aquades selanjutnya
dikeringkan

v
Dimasukkan Elektroda pada larutan buffer 7
hingga kondisi stabil
v

Elektroda dimasukkan kedalam aquades
kemudian dikeringkan

v

Dimasukkan elektroda pada larutan sampel dan
dibiarkan hingga stabil serta dicatat nilai pada layar

Gambar 3.2 Diagram Alir Pengukuran pH Medium Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu
3.5.3.3 Analisis Kadar Alkohol Dengan Piknometer
1. Destilasi Hasil Fermentasi
Sampel uji kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) hasil
fermentasi disaring untuk dipisahkan dengan bibit kefir air. Sampel yang sudah
disarirng kemudian dimasukkan ke dalam labu alas bulat pada alat destilasi.
Proses destilasi dilakukan ketika suhu 70°C, karena titik didih alkohol pada 78°C -
80°C dan titik didih air 100°C. Adanya embunan uap setelah proses destilasi
dikumpulkan dalam gelas penampung sampai uap tidak keluar lagi dari alat
destilasi, kemudian gelas penampung ditutup plastik dan diikat (Kurniawati,

2009).
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2. Analisis Kadar Alkohol Dengan Menggunakan Piknometer

Kadar alkohol hasil destilasi, dianalisa dengan piknometer. Piknometer
dikeringkan terlebih dahulu dalam oven selama 10 menit pada suhu 100°C.
Setelah itu didiamkan pada suhu ruang sampai dingin. Kemudian diukur berat
piknometer pada neraca analitik. Setelah itu destilat dimasukkan kedalam
piknometer yang sudah diketahui beratnya hingga memenuhi piknometer.
Piknometer dan destilat yang berada didalamnya ditimbang dan ditulis data
beratnya yang muncul di layar neraca analitik. Pengukuran lainnya pada aquades
sebagai pembanding dengan cara dan tahapan yang sama (Jhonprimen, 2012).
Perhitungan Gravitasi jenis atau SG (Specific gravity) etanol menggunakan rumus

sebagai berikut (Azizah, 2012):

(a+b)—c
(a+d)—c

SG sampel =

(a+d) = berat piknometer berisi aquades.
(a+b) = berat piknometer berisi distilat.

C = berat piknometer kosong.

Hasil pengukuran SG (Specific gravity) sampel dilanjutkan dengan
dikonversikannya pada tabel piknometer yang berasal dari International
Organization of Legal Metrology (OIML) sehingga kadar alkohol dapat

ditentukan (Marg, 2005).
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3.5.3.4 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan pengkombinasian larutan
sampel kefir air daun gaharu sebagai antioksidan dengan DPPH (Diphenyl Picryl
Hydracil) sebagai radikal bebas dengan prinsip penangkapan hidrogen dari
antioksidan oleh radikal bebas atau Interaksi antara keduanya baik secara transfer
elektron atau radikal hidrogen pada DPPH.

Pengukuran aktivitas antioksidan dijelaskan oleh Choirunnisa’ (2017)
bahwa sampel uji disiapkan sebanyak 20 sampel dengan ragam konsentrasi 0%,
5%, 10%, 15% dan 20% dan fermentasi O jam, 18 jam, 21 jam dan 24 jam.
Setelah itu dibuat larutan induk masing-masing sampel sebesar 100 ppm dengan
melarutkan 10 ml sampel pada 100 ml metanol PA. Pengenceran menggunakan
pelarut berupa metanol PA dengan variasi konsentrasi 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6
ppm, dan 5 ppm pada setiap masing-masing sampel.

Larutan stok DPPH 50 ppm disiapkan dengan 5 mg padatan DPPH yang
dilarutkan pada metanol PA sebanyak 100 ml. Larutan perbandingan dengan
menggunakan larutan kontrol yang berisi 1 ml larutan DPPH 50 ppm dan 2 ml
metanol PA. Sampel uji disiapkan masing-masing 2 ml larutan sampel dan 2 ml
larutan DPPH. Semua sampel dibuat triplo. Sampel yang sudah diinokulasi
selanjutnya diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 27 °C sehingga terjadi
perubahan warna dari aktivitas inhibisi DPPH. Seluruh sampel uji yang telah di
inkubasi di ukur nilai absorbansinya memakai spektrofotometer dengan A 514 nm.

Perubahan intensitas warna yang pada setiap sampel setelah diinkubasi

bersama DPPH terjadi ketika elektron yang ada pada DPPH berpasangan pada
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elektron masing-masing sampel uji sehingga akan ada perubahan intensitas warna
sampel yang berasal dari ungu gelap menjadi kuning terang, setelah itu diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 514 nm, aktivitas antioksidan dihitung
dengan rumus :

Absorbansi — Absorbansi Sampel
Pengi bl Absorbansi Kontrol * 100

Dan dilanjutkan dengan menghitung nilai ICsy dengan mencari nilai x dari
regresi linier persamaan regresi y = ax + b dengan y bernilai 50 (Wolfe dan Liu,

2007).

3.6 Analisa Data

Hasil data yang didapatkan diuji lanjut memakai analisa Analysis of
Variance (ANOVA) two way. Setelah itu apabila ditemukan perbedaan yang
nyata pada signifikansi maka analisis dilanjutkan menggunakan Uji Jarak Duncan
(UJD) sehingga memahami perlakuan yang berbeda nyata pada setiap parameter

penelitian.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.3 Pengaruh Lama Fermentasi dan Variasi Konsentrasi Rebusan Daun
Gaharu (Gyrinops versteegii) Terhadap Karakteristik Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu (Gyrinops versteegii).

4.1.1 Pengaruh Lama Fermentasi Dan Variasi Konsentrasi Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii) Terhadap Total BAL Kefir Air Rebusan Daun
Gaharu (Gyrinops versteegii).

Bakteri asam laktat masuk pada kategori bakteri gram positif, bakteri
yang melakukan metabolisme karbohidrat yang menghasilkan asam laktat.
Perhitungan total bakteri asam laktat (BAL) dilakukan untuk memahami jumlah
koloni BAL di media yang disipkan pada perlakuan kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii). Analisis bakteri asam laktat dipilih sebagai objek penelitian
dikarenakan bakteri asam laktat lebih mendominasi dibanding strand bakteri asam
asetat dan yeast pada starter kefir air yang dipakai dalam medium, sebagaiamana
yang sudah dipaparkan dalam tabel 2.1. Data rata-rata perhitungan BAL bisa

dicermati pada tabel4.1 berikut ini:

Tabel 4.1 Jumlah Bakteri Asam Laktat Kefir Air Rebusan Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii)

Konsentrasi
Rebusan Lama Fermentasi
Daun

Gaharu

0 jam . . .

(MO) 18 jam (M1) 21 jam (M2) 24 jam (M3)
0% (S0) 0 1 x 10" cfu/ml 2,2 x 10" cfu/ml | 1,3 x 10" cfu/ml
5% (S1) 0 1,1 x 10" cfu/ml | 2,4x 10" cfu/ml | 1,2 x 10" cfu/ml
10% (S2) 0 1,3x 10" cfu/ml | 3,1x 10" cfu/ml | 1,9 x 10" cfu/ml
15% (S3) 0 0,9 x 10" cfu/ml | 2,3x 10" cfu/ml | 1,2 x 10 cfu/ml
20% (S4) 0 0,8 x 10" cfu/ml | 1,9x 10" cfu/ml | 0,9 x 10" cfu/ml

63




64

Berdasarkan tabel 4.1 diketahui nilai total bakteri asam laktat (BAL) kefir
air rebusan daun gaharu (Gyrinops verst eegii) sebelum berlangsungnya
fermentasi bernilai 0 cfu/ml yang mengindikasikan bahwa tidak ada satupun
bakteri asam laktat yang mampu tumbuh tanpa adanya fermentasi. Sedangkan
sesudah fermentasi berlangsung selama 18 jam dengan tanpa campuran rebusan
daun gaharu (konsentrasi 0 %) terbukti bakteri asam laktat mampu hidup dan
tumbuh mencapai nilai 1 x 107 cfu/ml. Hal ini sesuai dengan standard codex 234-
2003 kefir mengandung BAL 7 log CFU mL™ (Fauziah, 2017) dan SNI Jumlah
BAL dalam kefir (> 10" cfu/ml) (Rosiana ,2013). Rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) ditentukan dengan mengalikan jumlah koloni bakteri dengan faktor
pengeceran pada MRS agar yang terdapat pada cawan petri, satuan yang dipakai
pada hasil jumlah koloni adalah CFU/mL (Coloy forming units) (Waluyo, 2008).

Nilai 0,8 x 10’ cfu/ml pada perlakuan (S4M1) merupakan nilai terendah
dari pengukuran total bakteri asam laktat (BAL) fermentasi selama 18 jam dan
konsentrasi 20% yang kemudian naik seiring bertambahnya waktu fermentasi (21
jam) mencapai nilai 1,9 x 10 cfu/ml. Adapun nilai tertinggi hasil pengukuran total
bakteri asam laktat ditemukan pada perlakuan (S2M2) fermentasi selama 21 jam
dan konsentrasi 10% dengan nilai 3,1 x 107 cfu/ml. Nilai ini lebih besar dari
proses fermentasi sebelumnya (S2M3) dengan nilai 1,3 x 10’ cfu/ml, akan tetapi
semakin panjang waktu fermentasi (S2M4) nilai total bakteri berkurang hingga
mencapai nilai 1,9 x 10" cfu/ml.

Berdasarkan data rata — rata total bakteri asam laktat pada tabel 4.1

menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri asam laktat berkembangbiak dengan
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baik pada lama fermentasi 21 jam dan pertumbuhan BAL sebelumnya lebih
rendah, dengan waktu fermentasi 18 jam. Hal ini menunjukan lama fermentasi 21
jam menjadi kondisi substrat yang lebih baik dibandingkan 18 jam bagi
pertumbuhan bakteri asam laktat. Adapun lama fermentasi 18 jam total bakteri
asam laktat perkembangannya lebih kecil dari pada perlakuan setelahnya (21 jam
dan 24 jam) dikarenakan kandungan metabolit sekunder rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) berupa senyawa aktif antioksidan seperti flavonol, polifenol
dan flavonoid sehingga bakteri asam laktat membutuhkan adaptasi pada awal
pertumbuhannya sebagaimana dijelaskan oleh Khotib (2018) bahwa BAL perlu
melakukan adaptasi terlebih dahulu dikarenakan hasil senyawa metabolit sekunder
(senyawa antioksidan) pada sari buah ciplukan. Hal ini menjadikan perlakuan 18
jam memiliki total BAL lebih kecil dibandingkan 21 jam dan 24 jam. Adapun
jumlah bakteri asam laktat yang meningkat dengan proses fermentasi disebabkan
BAL sudah toleran dan adaptif pada keadaan substrat yang ditempatinya.
Perlakuan M3 (24 jam) jumlah BAL semakin kecil sebagaimana dijelaskan
dalam hasil penelitian Fauziah (2017) bahwa bakteri asam laktat kefir meningkat
sebanyak 4 log unit (media MRSA) pada 18 jam, kemudian mencapai jumlah
maksimum (10 log unit) pada jam ke-21 fermentasi kemudian cenderung menurun
pada proses fermentasi 24 jam, penurunan ini disebabkan pada fermentasi 24 jam
kondisi substrat terjadi penurunan pH yang menyebabkan turunnya jumlah

Streptococcus dan Lactococcus.
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Analisis statistik data nilai rata-rata total bakteri asam laktat kefir air
rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) dilakukan agar memahami signifikasi
perbedaan rata-rata nilai total BAL. Analisa menggunakan metode two way
Analysis of Variance memakai aplikasi SPSS 16.0. Adapun hasil analisa
keberagaman pengaruh variasi konsentrasi dan lama fermentasi rebusan daun
gaharu (Gyrinops versteegii) terhadap jumlah bakteri asam laktat kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) terdapat pada tabel hasil ringkasan berikut:

Tabel 4.2 Ringkasan Analisa Keragaman Total BAL Kefir Air Rebusan Daun
Gaharu (Gyrinops versteegii)

Jumlah Rata - rata N

Sumber - Df 1 F Signifikasi
Lama Fermentasi 1,369 4 ,114 7,466 ,000
Variasi Konsentrasi | 42,404 3 14,135 153,083 ,000
Interaksi 2,757 12 689 12,36 ,000

Data hasil analisis tabel 4.2 menunjukkan setiap variabel penelitian
berpengaruh nyata pada total BAL kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
verstegii) yaitu lama fermentasi dan variasi konsentrasi. Hasil ini disimpulkan dari
nilai signifikasi masing-masing variabel penelitian bernilai lebih kecil dari 0,05
sehingga pengujian diteruskan pada Uji Jarak Duncan (UJD) dalam memahami
perbedaan notasi-notasi perlakuan pada sampel. Berlandaskan hasil analisis yang

dilakukan bisa diamati pada tabel berikut :
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Tabel 4.3 Hasil Analisis UJD Terhadap Total BAL Kefir Air Rebusan Daun
Gaharu (Gyrinops versteegii)

7
Perlakuan EEéIF_LB(n%I(_))) Notasi
SOMO 0 a
SOM1 1 b
SOM2 2,2 c
SOM3 453 b
S1IMO 0 a
S1M1 1,1 b
S1M2 2,4 c
S1M3 1,2 b
S2M0 0 a
S2M1 1,3 b
S2M2 3,1 d
S2M3 1,9 c
S3MO0 0 a
S3M1 0,9 b
S3M2 253 c
S3M3 1,2 b
S4MO 0 a
S4AM1 0,8 b
S4M2 1,9 (¢
S4M3 0,9 b

Berdasarkan Tabel 4.3 pengaruh variasi konsentrasi dan panjang waktu

fermentasi terhadap total bakteri asam lakatat tidak berbeda nyata dibeberapa

perlakuan. Hasil analisis perfaktor didapatkan bahwa S3M2 tidak berbeda nyata

dengan S4M2, S2M3, SOM3, S3M2, S1IM2 dan SOM2, namun berbeda nyata

dengan yang lainnya. Hasil terbaik terhadap analisis perfaktor ini adalah per

lakuan S2M2 dengan notasi (d) yang menunjukkan jumalah BAL yang lebih

banyak sehingga lebih menguntungkan, sebagaimana dijelaskan oleh Maryana

(2014), banyaknya jumlah BAL menambahkan nilai fungsional produk berupa
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perlawanan pada bakteri patogen dalam saluran pencernaan. Banyaknya jumlah
BAL pada perlakuan S2M2 dikarenakan bakteri asam laktat kefir air berada pada
fase perkembangan atau pertumbuhan, sebagaimana dijelaskan oleh Maizudin dan
Zubaidah (2016) menjelaskan pada kefir nira siwalan bahwa waktu fermentasi 21
jam merupakan periode pertumbuhan bakteri yang cepat (fase log) sehingga
bakteri asam laktat meningkat secara signifikan, ditambahkan oleh
choirunnisa’(2018) bahwa pada dasarnya lama fermentasi juga akan memberikan
waktu bagi bakteri untuk berkembang biak sehingga semakin panjang proses
fermentasinya maka jumlah bakteri dalam produk juga akan semakin meningkat.
Khotib (2018) menjelaskan bakteri asam laktat pada medium sari buah ciplukan
mengalami fase log (pertumbuhan bakteri) hingga waktu 21 jam. Pelczar (1986)
dalam Safitri (2013) menerangkan bahwa pertumbuhan bakteri terdiri dari fase
lamban kemudian dilanjutkan laju periode tumbuhnya yang cepat (log phase),
setelah itu terjadi fase statis yang kemudian diakhiri laju death phase yaitu suatu
penurunan pada populasi beberapa sel hidup.

Lama fermentaasi dan konsentrasi berpengaruh nyata dikarenakan pada
notasi yang tidak semua sama pada setiap perlakuan. Perlakuan antara MO (tanpa
fermentasi) dan M1 (fermentasi 18 jam) yang menunjukkan perbedaan yang nyata
begitu juga dengan M2 dan M3. Perlakuan M3 (lama fermentasi 24 jam)
memberikan nilai total BAL yang semakin menurun dikarenakan pH waku
fermentasi tersebut semakin rendah. Hal ini dijelaskan oleh Khotib (2018) bahwa
lama feremntasi 24 jam menyebabkan berkurangnya nutrient serta meningkatnya

senyawa asam hasil metabolisme khamir pada medium sehingga akan menambah
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nilai H+ dimana ion yang menyebabkan asam serta menurunnya pH medium,
dimana pH yang rendah dapat menghambat pertumbuhan baktri asam laktat.

Hasil notasi yang sama yang berarti tidak berbeda nyata pada perlakuan
dan menunjukkan turunnya jumlah BAL pada eksperimen ini tidak begitu
signifikan meskipun pada waktu fermentasi selama 24 jam, yaitu dengan total
bakteri asam laktat mencapai 0,9 — 1,9 (x10’ cfu/ml). Hal ini dikarenakan sebagian
BAL masih dapat bertahan hidup meskipun pada pH rendah. Sesuai dengan
Weimer (1999) pada pengamatannya yang menyeleksi 7 isolat dengan hasil semua
isolat bertahan selama 90 menit pada pH 3,5, begitu juga Jacobsen (1999)
mengamati ketahanan 47 isolat BAL dari beberapa bahan pada pH 2,5. Dari 47
isolat itu terdapat 29 isolat yang masih bertahan dengan pH 2,5 dan tidak ada
isolat yang bisa tumbuh ketika waktu inkubasi 4 jam. Kusumawati (2002) juga
menguji bakteri asam laktat dari berbagai jenis makanan fermentasi di Indonesia
dengan hasil hampir seluruh isolat mempunyai ketahanan dan mampu tumbuh
pada derajat keasaman rendah.

Djarijah dan Nurwantoro (1997) menjelaskan beberapa faktor yang
memberikan pengaruh pada jumlah mikroorganisme pada produk pangan terdiri
dari faktor ekstrinsik berupa keadaan lingkungan saat penyimpanan dan
penanganan produk makanan atau minuman diantaranya susunan gas di atmosfer ,
kelembaban dan suhu sedangkan faktor intrinsik berupa sifat-sifat kimia, struktur
dan fisik yang dipunyai bahan pangan tersebut dan terakhir berupa faktor implisit
sebagai sifat-sifat atau karakteristik setiap mikroorganisme yang berperan dalam

pengolahannya.
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Strand bakteri asam laktat dan asam asetat yang terdapat pada kefir air
rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) adalah kelompok bakteri probiotik
bermanfaat dalam keseimbangan mikroflora dalam usus. Kandungan probiotik
dan asam yang dihasilkan mampu membunuh mikroba patogen dan sebagai
pencegah mikroba pembusuk yang merugikan, sehingga dapat disimpulkan bahwa
kefir air ini merupakan produk yang baik dan aman untuk dikonsusmsi.

4.1.2 Pengaruh Lama Fermentasi Dan Variasi Konsentrasi Rebusan Daun

Gaharu (Gyrinops versteegii) Terhadap pH Medium Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu (Gyrinops versteegii).

Derajat keasaman (pH) merupakan salah satu faktor dari penilaian bahan
pangan untuk dikonsumsi.). Analisa pH yang dilakukan menggunakan pH meter
yang memakai ujung katoda untuk mendeteksi derajat keasaman. Nilai hasil
pengamatan dilanjutkan dengan dihitung rata-rata dari tiga ulangan yang

dilakukan sehingga menunjukan hasil diagram pada Gambar 4.1 berikut :

Nllai rata-rata derajat keasaman

X 611 6,37 6,53 6,77

3,57 37 3,67 5. 113,87 38 356 4 387 556

3,27

pH Medium
O R N W & U1 OO N
1 1 1 1 1 1

SOMO
SoM1
SomM2
SoM3
S1MO0
SiM1
S1M2
S1M3
S2M0
S2M1
S2M2
S2M3
S3MO0
S3M1
S3M2
S3M3
S4MO0
S4M1
S4M2
S4M3

Perlakuan

Gambar 4.1 Diagram Batang Nilai pH Medium Kefir Air Rebusan Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii).
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Pengamatan pada Gambar 4.2 menunjukkan hasil pH kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) sebelum dilakukan fermentasi dan tanpa
campuran rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) bernilai 6 dan terus
meningkat seiring dengan adanya campuran konsentrasi rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) dengan nilai 6,11 pada konsentrasi 5% hingga 6,77 pada
konsentrasi 20%. Berbeda dengan pengaruh fermentasi medium yang bermula pH
bernilai 6 semakin lama proses fermentasi yang berlangsung pH medium kefir air
menurun hingga bernilai 3,27.

Berdasarkan pada data pengamatan diatas setiap variabel konsentrasi
mengalami penurunan nilai pH dengan bertambahnya waktu fermentasi.
Penelitian ini menunjukan proses fermentasi yang sedang berlangsung dengan
adanya mikroorganisme yang terdapat pada bibit kefir air merombak sukrosa pada
media untuk melangsungkan metabolismenya. Hasil metabolisme ini berupa
asam-asam organik yang nantinya akan terdisosiasi sehingga menurukan derajat
keasaman medium (Zubaidah dan Muzdalifah, 2016).

Nilai pH tertinggi terdapat pada perlakuan S4MO yang bernilai 6,77.
Tingginya derajat keasamaan pada kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) ini dikarenakan belum berlangsungnya fermentasi sehingga media
belum terbentuk asam (asam laktat dan asam asetat)sebagaiamana dijelaskan oleh
Zubaidah dan Musdholifah (2016) bahwa penurunan nilai pH adalah akibat dari
proses fermentasi yang berlangsung dengan terjadinya akumulasi asam oleh

mikroorganisme pada bibit kefir air. Bakteri yang terlibat dalam laju fermentasi
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dibuktikan dengan meningkatnya kadar asam-asam organik dengan diiringi
turunnya nilai pH.

Nilai pH medium kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)
setelah fermentasi berkisar anatara 3,27- 4. Nilai terendah 3,27 didapatkan pada
perlakuan SOM4 yang menunjukkan bahwa fermentasi dapat berlangsung dengan
baik pada konsentrasi 0% dengan waktu fermentasi 24 jam. Semakin lamanya
waktu fermentasi membuktikan akan berhasilnya mikroorganisme pada biji kefir
air untuk mengurai sukrosa pada media dengan metabolismenya yang
menghasilkan produk asam. Hal ini sesuai dengan penelitian Lathif (2016) pada
kefir air teh daun kersen bahwa penurunan pH mengindikasikan adanya akumulasi
asam oleh mikroba pada starter kefir air selama proses fermentasi, sehingga
semakin lama fermentasi semakin rendah derajat keasaman medium kefir air.

Hasil pengujian pH medium pada Gambar 4.1 menunjukan bahwa
perlakuan SOMO bernilai 6, SIMO benilai 6,11dan S2MO bernilai 6,37 diikuti
S3MO bernilai 6,53 serta S4AMO bernilai 6,77 sehingga semakin banyak
konsentrasi rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) akan meningkatkan derajat
keasaman medium kefir air. Berdasarkan hasil analisis kimia, daun gaharu
memiliki beberapa komponen senyawa lain berupa furanoid sesquiterpene, di
antaranya adalah agarofuran dan agarospirol (Betrianingrum,2009) kandungan
senyawa ini mempengaruhi laju proses fermentasi. Sehingga semakin tinggi
konsentrasi rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) pada perlakuan MO akan
menghambat proses fermentasi. Bibit kefir air akan membutuhkan adaptasi

untuk melakukan metabolisme pada media tumbuh baru yang berbeda dengan
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media tumbuh asalnya (air gula) Hasil ini sesuai dengan penelitian kefir air teh
daun kersen oleh Lathif (2016) bahwa semakin banyak konsentrasi teh daun
kersen (Muntiga calabura) yang diberikan maka nilai pH medium meningkat.

Pengamatan ini dilanjutkan dengan analisa statistik nilai derajat keasaman
kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) memakai aplikasi SPSS 16.0.
dengan tujuan mengetahui signifikansi nilai pH kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) yang sudah diamati. Hasil dari analisis keragaman pengaruh
lama fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan daun gaharu serta interaksi
keduanya terhadap nilai pH medium kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) dapat dilihat pada tabel 4.4 berikut :

Tabel 4.4 Ringkasan Analisa Keragaman pH Medium Kefir Air Rebusan Daun
Gaharu (Gyrinops versteegii)

Jumlah Rata — rata yy. .

Sumber e Df Fieuls F Signifikasi
Lama Fermentasi i1 ) 4 531 7,880 ,000
Variasi Konsentrasi | 84,966 3 28,322 420,623 ,000
Kombinasi 268 12 ,022 332 ,000

Analisa pada tabel 4.4 menunjukan nilai signifikansi lama fermentasi dan
variasi konsentrasi serta kombinasi keduanya bernilai lebih kecil dari 0,05
sehingga variabel percobaan berpengaruh nyata terhadap pH medium kefir air
rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii). Analisis statistik menghasilkan data
yang diperoleh menunjukkan perlakuan berpengaruh nyata terhadap parameter uji
sehingga dilanjutkan Uji Jarak Duncan (UJD) yang dengannya diketahui notasi-

notasi yang berbeda. Hasil tersebut bisa dilihat pada tabel 4.5berikut ini :
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Tabel 4.5 Hasil Penggunaan Uji Jarak Duncan Pada Nilai pH Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu (Gyrinops versteegii)

T Rata-rata pH Medium | Notasi
SOMO 6 d
SoM1 3,43 ab
SO0M2 3,47 ab
SOM3 3,27 a
S1MO0 GRLL e
S1M1 3,57 b
S1M2 315 abc
S1M3 3,4 ab
S2MO0 6,37 def
S2M1 8 7 abc
S2M2 3,67 abc
S2M3 815 abc
S3MO0 6,53 ef
S3M1 3,87 bc
S3M2 3,8 bc
S3M3 3,6 abc
S4M0 6,77 f
S4M1 4 C
S4AM2 3,87 bc
S4M3 3,76 abc

Data pada tabel 4.5 diatas menunjukkan notasi yang sama dan notasi yang

berbeda pada sampel uji. Perlakuan dengan notasi yang sama menunjukkan tidak

berbeda nyata seperti pada perlakuan S1IM2, S2M1, S2M2, S2M3 dan S3M3 yang

bernotasi (abc), sedangkan pada perlakuan yang bernilai

berbeda

menunjukkan perbedaan yang nyata seperti pada perlakuan SOM3, SIMO0, S1IM1,

S4AMO, S4M2 dan SOMO. Pengaruh kombinasi lama fermentasi dan konsentrasi

rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) pada turunnya nilai pH medium,

disebabkan meningkatnya kadar ion H+ hasil disosiasi asam-asam organik dari
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proses metabolisme bibit kefir air. Berdasarkan data yang diperoleh, semakin
lama fermentasi akan meningkatkan kasaman dengan menurunnya nilai pH
medium. Menurut Primurdia (2014) bahwa asam laktat yang dihasilkan sebagai
produk utama akan terdisosiasi menghasilkan H+ dan CH3CHOHCOO-. Winarno
(1991) menyatakan bahwa peningkatan asam disebabkan karena adanya donor
proton, sehingga intensitas asam tergantung pada banyaknya ion H+ akibat
hidrolisa asam. Menurut Widowati (2002) menambahkan bahwa asam-asam
organik yang dihasilkan merupakan asam-asam yang terdisosiasi dalam bentuk
ion-ion H+ sehingga semakin banyak asam yang dihasilkan, maka akan semakin
banyak pula ion H+ yang terbentuk sehingga pengukuran pH oleh elektroda pH
meter menunjukkan nilai yang semakin menurun.

Sukrosa 6% yang dicampurkan dalam media fermentasi bibit kefir air
membantu proses adaptasi mikroba dalam biji kefir air pada pertumbuhannya di
medium rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang sebagai lingkungan
tempat hidup barunya. Pidoux (1998) menjelaskan bahwa pemberian gula
diproses fermentasi kefir air bertujuan untuk optimalisasi proses fermentasi.
Berpedoman pada penelitian yang sudah dilakukan Lathif (2016) bahwa
pemberian sukrosa 6% membuktikan perlakuan terbaik dalam proses fermentasi
oleh mikroorganisme pada biji kefir air (Lathif,2016).

Pengukuran pH medium kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) bernilai 4 - 3,2 memberikan hasil nilai pH medium yang baik dan aman
untuk dikonsumsi beserta sesuai dengan Standard Nasional Indonesia (SNI)

dengan nilai pH dibawah 4,5 (Rosiana, 2013). Mikroflora dalam usus yang
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menerima produk pangan dapat menerima dengan baik ketika derajat keasaman
tidak terlalu basa (Kuswinarto, 2018). Andriani (2007) menjelaskan bahwa derajat
keasaman medium produk pangan termasuk minuman yang bersifat asam

memiliki dampak positif yaitu menghambat pertumbuhan bakteri patogen.

4.1.3 Pengaruh Lama Fermentasi Dan Variasi Konsentrasi Daun Gaharu

(Gyrinops versteegii) Terhadap Kadar Alkohol Kefir Air Rebusan

Daun Gaharu (Gyrinops versteegii).

Analisis kadar alkohol dilakukan untuk mengetahui kadar alkohol pada
kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) setelah difermentasi bibit kefir
air. Pengukuran langsung menggunakan piknometer hingga didapat nilai SG
(specific gravity) yang berikutnya dikonversikan dalam tabel piknometer data dari
International Organization of Legal Metrology (OIML). Mengenai data
kandungan isi alkohol pada kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)

bisa diamati dalam gambar dibawabh ini:
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Gambar 4.2 Diagram Batang Kadar Alkohol Kefir Air Rebusan Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii).
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Berlandaskan gambar 4.2 diatas diketahui bahwa tidak ada kadar alkohol
kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) sebelum fermentasi. Hasil ini
menunjukkan tidak ada proses metabolisme oleh mikroba bibit kefir air untuk
merombak sukrosa, berbeda dengan setelah dilakukannya fermentasi, khamir
mampu menghasilkan hasil metabolismenya, terbukti pada fermentasi 18 jam
didapatkan kadar alkohol terendah yaitu 0,4 % pada konsentrasi 0%, 5%, 15% dan
10%. Kadar alkohol meningkat setelah dilakukan fermentasi selama 21 jam pada
setiap konsentrasi, yaitu bernilai 0,8%. Nilai ini adalah nilai kadar alkohol
tertinggi pada penelitian. Lama fermentasi setelahnya (24 jam) menunjukkan
kadar alkohol menurun menjadi 0,6% pada konsentrasi 0%, 5%, 10% dan 20%.
Adapun pada konsentrasi 15% nilainya lebih rendah yaitu 0,4%. Berdasarkan
hasil ini, lama fermentasi 21 jam sebagai waktu yang optimal bagi mikroba
penghasil alkohol untuk melangsungkan metabolismenya pada substrat kefir air
rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii).

Hasil kadar alkohol tertinggi terdapat pada waktu fermentasi 21 jam. Hal
ini dijelaskan oleh Khotib (2018) bahwa semakin lama waktu fermentasi
berlangsung, maka kadar alkohol yang dihasilkan semakin banyak sehingga
kesempatan aktivitas mikroba dalam menghasilkan alkohol semakin besar. Pada
lama fermentasi 21 jam pH medium kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) mencapai 3,8 — 3,4, dimana kondisi pH tersebut optimum untuk reaksi
perombakan sukrosa oleh khamir yang terdapat pada bibit kefir air. Sebagaimana

dijelaskan oleh Manik (2005) bahwa, Pada pH dibawah 4 setelah BAL merombak



78

sukrosa menjadi asam laktat pada medium kefir air maka BAL akan terhambat
pertumbuhannya dan kondisi ini akan dimanfaatkan oleh khamir dalam
menghasilkan alkohol.

Kadar alkohol yang dihasilkan dalam substrat mulai dari nilai terendah 0,4
pada fermentasi 18 jam hingga nilai tertinggi 0,8 dengan fermentasi 21 jam
disebabkan oleh fermentasi gula (sukrosa) dengan peran khamir Saccharomyces
cerevisiae yang memproduksi etanol (etil alkohol) dan karbondioksida yang
dijelaskan oleh Winarno (1980) melalui reaksi:

Khamir
CeH1206 —— > 2 C,HsOH +2 CO;,
(enzim)  (Alkohol)

Berikutnya pada waktu fermentasi selama 24 jam ukuran nilai alkohol
kembali mengalami penurunan hingga 0,4 dan 0,6 disebabkan adanya fermentasi
lanjutan oleh Acetobacter aceti sebagai bakteri asam asetat dalam mengurai hasil
alkohol membentuk asam asetat melalui reaksi persamaan dibawah ini (Winarno,
1980) :

C,HsOH — > CH3COOH +H,0

Penurunan alkohol pada lama fementasi 24 jam ini diperkuat Wigyanto
(2016) dalam penelitiannya, ukuran nilai alkohol semakin rendah beriringan
dengan semakin panjangnya waktu fermentasi berlangsung karena sebagian
alkohol terjadi penguapan dan sukrosa berkurang disebabkan sebagian sukrosa
teroksidasi lebih lanjut memproduksi asam asetat.

Data hasil pengukuran selanjutnya dianalisis varian (ANAVA) dengan

memakai aplikasi spss 16.0. Hal ini dilaksanakan untuk memahami pengaruh
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signigikasi faktor variasi konsentrasi dan lama waktu fermentasi beserta
kombinasi keduanya pada kadar alkohol kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops

versteeqgii). Ringkasan data hasil analisis varian (Anava) disajikan dalam tabel

berikut:
Tabel 4.6 Ringkasan Analisa Keragaman Kadar Alkohol Kefir Air Rebusan Daun
Gaharu
Jumlah Rata — rata o
Sumber Koot df Kuadrat F Signifikasi

Lama Fermentasi 6,019E9 4 1,505E9 | 5,856E14 ,000
Variasi Konsentrasi | 4 559E9 3 1520E9 | 5,915E14 ,000
Kombinasi 1,806E10 | 12 1,505E9 | 5,856E14 ,000

Berdasarkan hasil analisa tabel 4.6 diatas memberitahukan bahwa variabel
konsentrasi, lama fermentasi dan kombinasi keduanya memiliki pengaruh nyata
pada kadar alkohol kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang
menunjukkan nilai lebih kecil dari 0,05.

Prescott (1959) dalam Nadiroh (2018) menerangkan bahwa penggunaan
waktu fermentasi adalah faktor utama dalam proses fermentasi alkohol. Kusuma
(2010) menambahkan, beberapa indikator penting yang berperan dalam
menghasilkan alkohol saat fermentasi kefir air yaitu oksigen, suhu, konsentrasi
substrat, pH, jenis mikroba dan lama fermentasi. Khotib (2018) menambahkan
bahwa kadar glukosa yang ditambahkan pada media diawal fermentasi memiliki
pengaruh terhadap kadar alkohol yang dihasilkan.

Rudolf et al. (2005) menjelaskan bahwa 100% glukosa diubah menjadi
51,1% alkohol dan 48,9% menjadi CO,. Asli (2009) menambahkan bahwa volume

gula diawal memberikan efek pada konsentrasi alkohol dan konversi gula pada
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proses fermentasi. Jalur mekanisme penguraian sukrosa membentuk alkohol
yaitu bermula dari gula yang berfungsi sebagai substrat awal mengalami proses
alikolisis yang menghasilkan asam piruvat, setelah itu asam piruvat melalui
proses dekarboksilasi menjadi karbondioksida dan asetaldehid dengan peran
enzim piruvat dekarboksilase. Asetaldehid hasil dari dekarboksilasi asam piruvat
ini dirubah menjadi alkohol dengan bantuan enzim alkohol dehidrogenase (Sidik
dan Puspitasari, 2009). Adapun untuk memahami jarak signifikasi pengaruh dari
perlakuan waktu fermentasi dilakukan menggunakan Uji Jarak Duncan (UJD)
dengan taraf signifikasi 5%. Hasil uji ini ditunjukkan dalam tabel berikut:

Tabel 4.7 Hasil Analisis UJD Terhadap Nilai Kadar Alkohol Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu (Gyrinops versteegii)

t Kadar Alkohol (%) Notasi
SOMO 0,0 d
SOM1 0,4 C
SOM2 0,8 a
SOM3 0,6 b
S1IMO 0,0 d
S1iM1 0,4 C
S1M2 0,8 a
S1M3 0,6 b
S2MO0 0,0 d
S2M1 0,4 C
S2M2 0,8 a
S2M3 0,6 b
S3MO0 0,0 d
S3M1 0,4 C
S3M2 0,8 a
S3M3 0,4 C
S4MO0 0,0 d
S4M1 0,6 b
S4M2 0,8 a
S4M3 0,6 b
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Berdasarkan tabel 4.6 diketahui bahwa pada perlakauan SOM2, S1M2,
S3M2, S2M2 dan S4M2 memiliki yang notasi sama (a), hal ini menunjukkan
pengaruh yang tidak berbeda nyata pada perlakuan tersebut. Setiap perlakuan
yang bernotasi sama tetap memiliki pengaruh tetapi tidak signifikan, akan tetapi
notasi berbeda dengan perlakuan yang lainnya sehingga menunjukkan pengaruh
yang signifikan. Hasil ini menunjukkan adanya pengaruh variasi konsentrasi dan
lama fermentasi serta kombinasi keduanya pada kadar alkohol kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) terhadap kadar alkohol. Kadar alkohol terendah
setelah fermentasi ditemuan pada perlakuan lama fermentasi 18 jam dan Kadar
alkohol tertinggi terdapat pada perlakuan lama fermentasi 21 jam kemudian kadar
alkohol menurun pada waktu fermentasi 24 jam. Khotib (2018) menjelaskan
bahwa salah satu mikroorganisme yang mempengaruhi kadar alkohol adalah
Candida kefyr yang tergolong dalam khamir. Kunaepah (2008) menjelaskan
bahwa kandungan asam yang tinggi bisa memeperlambat tumbuhnya mikroba
pada proses fermentasi termasuk khamir Candida kefyr. Candida kefyr ini tidak
mampu memecah substrat seperti diawal fermentasi, sehingga kemampuan
Candida kefyr dalam menghasilkan alkohol menurun. Hal ini sesuai dengan
penelitian bahwa di perlakuan fermentasi terlama (24 jam) nilai kadar alkohol
menurun.

Perubahan nilai kadar alkohol ini disebabkan oleh aktivitas khamir pada
bibit kefir air, sebagaimana dijelaskan oleh Rahman (1992) khamir adalah jenis

mikroba heterofermentatif yang bisa merubah substrat untuk memproduksi
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beberapa macam jenis senyawa. Khamir merombak gula sederhana untuk
membentuk alkohol dan CO,. Proses pembentukan alkohol ini bermula terjadi
penguraian glukosa menjadi asam piruvat. Asam piruvat mengalami
dekarboksilasi menjadi acetaldehida. Acetaldehida tereduksi membentuk
alkohol/etanol.

Perlakuan M3 pada lama fermentasi 24 jam kadar alkohol menurun
disebabkan telah dikonversikan menjadi senyawa lain sebagaimana dijelaskan
Wigyanto (2016) bahwa turunnya kadar alkohol dikarenakan oleh pengkonversian
alkohol menjadi asam asetat oleh bateri asam asetat. Sari (2008) menambahkan
bahwa menurunnya kadar alkohol diakibatkan oleh alkohol sudah terkonversi
menjadi senyawa lain, diantaranya ester. Diperkuat oleh Pramita (2013), adanya
penurunan nilai kadar alkohol yang dihasilkan dikarenakan etanol yang diperoleh
telah diubah menjadi asam-asam organik misalnya asam cuka oleh bakteri asam
asetat pada bibit kefir air, sehingga dari penjelasan diatas hasil pengukuran kadar
alkohol pada penelitian telah sesuai dengan literatur.

Kadar alkohol yang dihasilkan pada setiap perlakuan setelah fermentasi
yaitu 0,4 %, 0,6 % dan 0,8% yang menunjukkan telah memenuhi standard yang
ditentukan oleh MUI (Majelis Ulama’ Indonesia) yaitu dibawah 1% yang tidak
menimbulkan efek memabukkan pada produk yang dihasilkan. Berdasarkan
ijjtihad fatwa MUI (Majelis Ulama’ Indonesia) pada tahun 2009 tentang hukum
alkohol yaitu, Penggunaan alkohol atau etanol hasil industri non khamr (baik
merupakan hasil sintesis kimiawi [dari petrokimia] ataupun hasil industri

fermentasi non khamr) untuk proses produksi produk makanan, minuman,
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kosmetika, dan obat-obatan, hukumnya: mubah, apabila secara medis tidak
membahayakan. Hukum ini diperkuat dengan fatwa MUI no 24 tahun 2003
tetantang produk pangan. Makanan dan minuman dengan kadar alkohol dibawah

1% dihukumi halal.

4.1.4 Pengaruh Lama Fermentasi Dan Variasi Konsentrasi Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii) Terhadap Aktivitas Antioksidan Kefir Air
Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii).

Pengamatan aktivitas antioksidan kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) dilakukan untuk mengetahui nilai 1Cso. Perubahan aktivitas antioksidan
ditandai dengan menurunnya nilai 1Csq. Analisis ini memakai larutan difenil pikril
hidrazil atau DPPH berupa radikal bebas yang diinteraksikan pada sampel kefir
air daun gaharu (Gyrinops versteegii). Pengukuran selanjutnya dengan
spektrofotometer untuk memahami nilai persentase peredaman fisiologis terhadap
(DPPH) radikal bebas oleh sampel uji. Berikut nilai rata — rata 1Csy hasil

pengujian bisa diamati pada Gambar dibawah ini:

180 175,94

Nilai IC,

IC5o (PpmM)

1,69
31,21 31,27

20
0
o — o o o — o o o — o o o — o ™M o — o ™M
> 222 2222222222222 9232=2°32
o o o o - i — — o o o o o [20] (e0] ™M < < < <
(2] (] (V2] wv (%] w (%) (%) (%] w wv (%] (%] w (%] (%] (%] (%] (%) (%]
Perlakuan

Gambar 4.3 Diagram Batang Nilai 1Csy Kefir Air Rebusan Daun Gaharu
(Gyrinops versteegii).
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Berdasarkan pada gambar 4.3 diatas, nilai ICsy pada kefir air rebusan daun
gaharu (Gyrinops versteegii) pada perlakuan (SOMO) sebelum fermentasi dan
tanpa konsentrasi rebusan daun gaharu menunjukkan nilai tertinggi mencapai 175
ppm, angka ini menunjukkan aktivitas antioksidan lemah sebagaimana dijelaskan
oleh Mardawati (2008) antioksidan lemah jika ICso bernilai 150-200 ppm. Data
ICs terendah didapatkan setelah tejadinya proses fermentasi yaitu pada perlakuan
S4M3 (konsentrasi 20% dan lama fermentasi 24 jam) dengan nilai 3,89 ppm yang
menunujukkan aktivitas antioksidan sangat kuat sebagaimana dijelaskan oleh
Zuhra (2008) bahwa semakin rendah nilai ICsy berarti semakin besar aktivitas
antioksidan, dengan kata lain suatu senyawa dihukumi sebagai antioksidan sangat
kuat bila nilai 1Cso kurang dari 50 ppm.

Mardawati (2008) menyatakan suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan sangat kuat apabila nilai 1Csy kurang dari 50 ppm, antioksidan kuat
apabila ICsq bernilai 50-100 ppm, dan antioksidan sedang bila ICsq berkisar 100-
150 ppm, dan antioksidan lemah apabila ICsy bernilai 150-200 ppm. Nilai 1Cs
pada gambar 4.3 memberitahukan bahwa semakin lama fermentasi maka semakin
rendah nilai nilai 1Csy sehingga semakin tinggi aktivitas antioksidan yang
dihasilkan.

Perlakuan S1IMO hinga S4MO0 menunjukkan semakin banyak konsentrasi
rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii) yang ditambahkan menghasilkan nilai
aktivitas antioksidan yang semakin tinggi. Hal ini disebabkan rebusan daun
gaharu memiliki senyawa antioksidan yaitu zat flavonoid, terpenoid dan fenol

(Mega,2010), pada penelitiannya Yanti (2015) mengandung fenol, flavonoid dan



85

tanin. Sedangkan dalam penelitian Will (2014) mengandung senyawa antioksidan
alkaloid, triterpenoid, tanin steroid dan saponin. Ditambahkan oleh Nugraha
(2015) mengandung flavon, flavonol dan isoflavon sehingga konsentrasi rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) menunjukkan kaya akan senyawa aktif
antioksidan.

Aktivitas antioksidan juga bertambah selama proses fermentasi
dikarenakan pada dasarnya kefir air sudah mempunyai potensi untuk berperan
sebagai antioksidan alami yang bagus. Meningkatnya aktivitas antioksidan juga
dikarenakan mampunya bakteri asam laktat (BAL), khamir dan bakteri asam
asetat sebagai mikroba dalam bibit kefir air yang bisa menghasilkan produk
metabolit ekstraseluler dan intraseluler berupa asam organik, polisakarida,
polipeptida dan glutathine yang berpotensi kuat menjadi antioksidan (Alsayadi et
al., 2013), sehingga produk kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)
bersama biji kefir air, menghasilkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi jika
diiteraksikan antara keduanya. Keterangan ini diperjelas oleh Siagian (2002) yaitu
seringkali kombinasi dari berbagai macam antioksidan menghasilkan
perlindungan yang lebih baik serta bersinergis pada proses oksidasi dibanding
dengan hanya memakai satu jenis antioksidan.

Analisis statistik memakai metode two way Analysis of Variance pada
aplikasi SPSS 16.0 yang berikutnya disajikan dalam tabel ringkasan hasil analisa
keragaman pengaruh lama fermentasi dan variasi konsentrasi rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) terhadap aktivitas antioksidan kefir air rebusan daun gaharu

(Gyrinops versteegii) dapat diamati pada tabel berikut:
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Tabel 4.8 Ringkasan Analisa Keragaman Aktivitas Antioksidan Kefir Air
Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii) (Signifikansi 5%).

Jumlah Rata — rata e

Sumber Kuadrat Df Kuadrat F Signifikasi
Lama Fermentasi | 13538,497 | 4 3384,624 846,155 ,000
Variasi Konsentrasi | 30364,640 | 3 | 10121,547 | 253013 ,000
Kombinasi 35646,118 | 12 2970,510 742,627 ,000

Berdasarkan tabel 4.8 semua variabel mempunyai pengaruh yang nyata

pada aktivitas antioksidan kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii)

yang menunjukkan nilai lebih kecil dari 0,05. Sehingga dilanjutkan Uji Jarak

Duncan (UJD) sebagai berikut:

Tabel 4.9 Hasil Analisis Uji Jarak Duncan Aktivitas Antioksidan Kefir Air
Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii)

Nilai ] ivi

U (Slpmc):50 Ny Aﬁtl?ct)ll\(/slg[gzm
SOMO 175,94 Kk Lemah
SOM1 23,004 gh Sangat Kuat
SOM2 13,17 ef Sangat Kuat
SOM3 10,06 cde Sangat Kuat
S1IMO 43,37 J Sangat Kuat
S1M1 34,62 i Sangat Kuat
S1M2 15,55 f Sangat Kuat
S1M3 8,18 bcd Sangat Kuat
S2M0 41,69 J Sangat Kuat
S2M1 31,21 i Sangat Kuat
S2M2 15,81 fg Sangat Kuat
S2M3 6,604 abc Sangat Kuat
S3MO0 31,27 i Sangat Kuat
S3M1 26,14 h Sangat Kuat
S3M2 11,001 de Sangat Kuat
S3M3 5,46 ab Sangat Kuat
S4MO0 20,58 g Sangat Kuat
S4M1 15,12 f Sangat Kuat
S4M2 7,63 bcd Sangat Kuat
S4M3 3,89 a Sangat Kuat




87

Data dari analisis UJD pada tabel 4.9 menunjukkan bahwa perlakuan
S1M1, S2M1 dan S3MO bernotasi sama (i) yang menunjukkan tidak berbeda
nyata. Sebagian besar perlakuan yang dilakukan bervariasi dan hampir seluruhnya
berbeda sehingga mengindikasikan kombinsi kedua variabel (variasi konsentrasi
dan lama fermentasi) memiliki pengaruh nyata terhadap parameter uji aktivitas
antioksidan kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops versteegii).

Hasil terbaik dari perlakuan ini adalah S4M3 dengan notasi (a) dengan
nilai terendah pada ICsy yang mengindikasikan aktivitas antioksidan tertinggi
dikarenakan aktivitas antioksidan meningkat beriringan dengan banyaknya
konsentrasi rebusan daun gahar yang kaya akan zat aktif antioksidan dan
mempunyai peredaman radikal bebas yang tinggi (Swastini, 2010). Semakin lama
waktu yang digunakan fermentasi juga menunjukkan aktivitas antioksidan
semakin tinggi. Kejadian ini disebabkan karena semakin lama waktu fermentasi
berlangsung membuat biji kefir air dengan kerja sama berbagai jenis bakteri dan
khamir semakin banyak menyuplai senyawa — senyawa asam yang meny ebabkan
meningkatnya ion H* yang elektron valensinya tidak berpasangan, sehingga selain
flavonoid dan senyawa antioksidan lainnya, ion H* juga bisa menyeimbangkan
elektron yang tidak berpasangan pada radikal bebas 1,1-difenil-2-pikrikhidrazil
(DPPH), sebagaimana dijelaskan oleh Primurdia (2014) menerangkan bahwa
terjadiny sintesa gula menghasilkan asam laktat oleh peran BAL menjadikan
senyawa fenol yang dihasilan semakin banyak sehingga aktivitas antioksidannya
bertambah besar. Penguraian sukrosa menjadi asam laktat oleh bakteri asam laktat

memberikan ion H+ pada radikal bebas, kondisi asam dengan banyak kandungan
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ion H* adalah kondisi tepat dan sinergis, yaitu ion H" bisa mengikat elektron yang
tidak stabil pada radikal bebas (DPPH) sehingga berpasangan yang akhirnya
memperbesar aktivitas antioksidan.

Machavarapu (2013) menerangkan bahwa senyawa flavonoid bisa
bertahan pada pH 3 — 8, sehingga flavonoid yang terkandung kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii) tetap stabil walaupun pHnya asam.
Musdholifah dan Zubaidah (2016) menambahkan bahwa ketika substrat telah
melakukan proses waktu fermentasiakan terjadi beberapa enzim yang berperan
dalam memebentuk metabolit sekunder, sehingga selain terjadi pembentukan
senyawa antioksidan dalam medium Kkefir, ternyata juga terjadi pembentukan
berbagai vitamin yang menyebabkan tigginya nilai aktivitas antioksidan pada

kefir air.

4.4  Kajian Integrasi Pengaruh Lama Fermentasi dan Variasi Konsentrasi
Rebusan Daun Gaharu (Gyrinops versteegii) Terhadap Total BAL,
Mutu Kimia (pH Medium dan Kadar Alkohol) Kefir Air Rebusan
Daun Gaharu (Gyrinops versteegii).

Hasil Penelitian menunjukkan bahwa rebusan daun gaharu (Gyrinops
versteegii) mampu meningkatkan kapasitas atau aktivitas antioksidan kefir air
yang merupakan produk minuman fungsional. Produk makanan atau minuman
sangat diperhatikan oleh Allah s «aws disurat ke-2 (s 3 5) ayat 172 yang

berbunyi:
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O 55 3 58 ) 5% 5 28U 5 L il e 501 st 51 T

Artinya : Hai orang-orang yang beriman, makanlah dari rizk yang baik-
baik yang telah kami berikan kepadamu dan bersyukurlah kepada Allah , jika
kamu sungguh-sungguh menyembah kepada-Nya.

Ibnu Katsir (2009) dalam tafsirnya pada halaman 323 jilid pertama
menjelaskan bahwa Allah Jis 4o memerintahkan kepada semua hambaNya
yang memiliki keimanan didalam dirinya agar mengkonsumsi makanan atau
minuman yang baik-baik dari rizki yang sudah ditetapkan oleh Allah (i 4ila
kepada mereka, dan agar mereka selalu berterimakasih dan memuji kepada-Nya
atas rizki yang telah diberikan, jika mereka benar-benar mengakui sebagai hamba-
Nya. Dan mengkonsumsi bahan pangan yang halal menjadi faktor penyebab
diterimanya ibadah yang dilakukan dan terkabulnya (permintaan) doa.

Keterangan tafsir surat ke-2 dalam Al-Qur’an ayat ke-172, manusia diberi
amanat dalam mengkonsumsi produk pangan yang berkualitas baik (<lwk), begitu
juga firman Allah =3 4ls0s yang termaktub dalam kitabullah surat ke-2 (3,5
5_aill) ayat 168:

Luda YA (oY) 8 Laa )5Sl Ll

Artinya: “Hai sekalian manusia, makanlah makanan yang halal dan baik
dari apa yang telah disediakan di bumi.”

Qarni (2008) menafsiri dalam kitab tafsir mussayar tentang ayat ke-168
diatas bahwa manusia diharuskan (wajib) mengkonsumsi makanan yang halal lagi
baik oleh Allah iy 4ilsas Tafsir tersebut menunjukkan bahwa makanan yang
halal dan baik ditentukan oleh 2 hal yaitu halal lagi baik akan zat yang terkandung

pada produk pangan tersebut dan tidak menjijikkan serta halal lagi baik cara
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memperolehnya. Asy Syingithi (2006) pada kitab Adhwa ‘ul Bayan menafsirkan
surat Al-Bagarah ayat ke-168 bahwa Allah telah memperbolehkan (menghalalkan)
sertiap hambanya supaya memakan apa saja yang ada di muka bumi dengan
ketentuan makanan yang halal, baik, dan bermanfaat bagi dirinya sendiri serta
yang tidak membahayakan bagi tubuh dan akal pikirannya sehingga setiap sesuatu
yang dihalalkan dengan baik berarti sudah layak dikonsumsi bagi manusia.

Allah Juis s juga menjelaskan dalam Al-Qur’an surat ke-80 ( 3
oe) ayat 24

adada ) Gyl lanis

Artinya: “Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya”

Sayyid Qutub (2007) menerangkan dalam tafsirnya bahwa lafadh Ly
berarti melihat menggunakan mata telanjangnya serta merenungi dan bertafakkur
dengan mata hati bahwa makanan merupakan sesuatu yang paling lekat dan selalu
ada pada manusia. Seharusnya mereka memperhatikan perkara yang dipermudah
bagi mereka didepan mata mereka dan yang terjadi berulang kali pada diri
mereka. Agar mereka mengambil hikmah darinya yang menakjubkan dan dengan
makanan itu membuat takwa semakin bertambah kepada Allah (Jaiy 4w,
Perhatian akan produk pangan juga diperintahkan dalam surat ke-2 (58 3_sw)
ayat 259: <l yi 5 clalada ) Hlaild yang artinya maka lihat dan perhatikanlah
makanamu dan minumanmu.

Berdasarkan tafsir diatas dapat diketahui bahwa memperhatikan produk
makanan merupakan hal penting diantaranya dengan melihat kandungan yang

baik dan bermanfaat didalamnya seperti kefir air rebusan daun gaharu (Gyrinops
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versteegii). Hidayat (2006) dalam Kuswinarto (2018) menjelaskan bahwa
minuman fermentasi memiliki keunggulan yaitu rasa masam yang terbentuk akan
memperpanjang daya simpan, mencegah mikroorganisme patogen, mencegah
mikroorganisme pembusuk. Allah a3 4la juga menjelaskan dalam surat ke-7
(<ae¥) 35 5m) ayat 31pd pmual) any ¥ A o)) V58 i V5 0 5l V5K yang artinya
“makan dan minumlah tetapi jangan berlebih lebihan sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang yang berlebih-lebihan”. Termasuk derajat keasaman yang
berlebihan dengan nilai pH yang sangat tinggi atau sebaliknya menjadikan kondisi
yang tidak baik dalam usus seperti dijelaskan oleh Kuswinarto (2018) bahwa
rentan pH yang dapat diterima oleh mikroflora dalam usus tidak terlalu asam dan
tidak terlalu basa. Berbeda dengan produk kefir ini yang memiliki pH 3,5 - 4 yang
mana nilai tersebut bernilai masam dan tidak terlalu asam sehingga dapat diterima
dengan baik oleh usus maka produk kefir air ini termasuk didalam produk (<luk)
makanan yang halal lagi baik.

Baik buruk dan halal haram produk fungsional tergantung dari nilai kadar

alkohol yang terdapat didalamnya, sebagaimana dijelaskan dalam hadits pada

shohih ibnu majah no 2734 dan shahih musim no 2003 ,aa JK3 Hed S (K

31 )A yang artinya ‘Segala sesuatu yang memabukkan adalah khamr, dan semua

khamr haram hukumnya.”. Kadar Kadar alkohol pada penelitian ini paling tinggi
disetiap perlakuan adalah 0,4% seingga produk ini tidak memabukkan, sehingga
ini merupakan pengamalan dari firman Allah s 45 s pada surat ke-37 (3.5

alilall) ayat 47:
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st Jee (3o aY Y 5 ai¥l s pusnall 5 sedl) Ll | sial 3l Ll
Ol oSlal o suiiald

Artinya: Hai orang-orang yang beriman sesungguhnya khamar,
perjudian, (berkorban demi) berhala, pengundian nasib dengan panah adalah
termasuk macam prilaku setan.. Maka menjauhlah dari perkara itu supaya kamu
mendapakan keuntungan”’

Ayat ini memerintahkan untuk menjauhi sesuatu yang memabukkan (<)
karna termasuk J>, yang bermakna kenajisan atau dalam arti bahasa berarti kotor
dan najis. tafsir Asy-Syingithhi (2007) menjelaskan bahwa _<s merupakan
minuman yang memabukkan yang dapat menutupi akal sehat dan itu adalah
perbuatan yang keji, menjijikan dan kotor (termasuk perbuatan setan) yang dihiasi
oleh setan. (Maka jauhilah perbuatan itu) yakni kekejian yang terkandung dalam
perbuatan itu, jangan sampai kamu melakukannya (agar kamu mendapatkan
keberuntungan). Hal ini senada dengan Firman Allah i s 4% dalam surat ke-
16 (Ul 5,55u) ayat 67: Gia B35 1580 Aha 6508 e V15 Juadl) <l 5& ya
yang artinya : “Dan dari buah kurma dan anggur, kemudian kamu jadikan
minimuman yang memabukkan dan rezki (minuman) yang baik. Tafsir Muyassar
jilid 2 pada halaman 447 menjelaskan bahwa, salah satu nikmat yang Allah 4issw

=i s anugrahkan kepada kalian — wahai manusia — adalah manfaat yang kalian
peroleh dari buah kurma dan anggur. Kalian bisa mengolahnya menjadi minuman
yang memabukkan atau minuman keras. Ayat ini turun sebelum datang wahyu

tentang pengharaman khamar, tetapi menguindikasikan bahwa makanan atau

minuman yang asalnya tidak memabukkan bisa diolah dan dibuat menjadi
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minuman keras. Nabi  alus 4de &) Jamenjelaskan dalam kitab Syarh Shahih

Muslim 7/190 bahwa:
Dba Sl 13V ABY -a) el g S foalie (pe poadi 4 jeda 3 0\S )
Aot 3 Y LS adlal) i SV Sasall BV 3N iy ¥ 5 51 L 5 el ja
Gl Y g s tsalie Vg 5 ¥ Cua S8 SN U8 abs g agle Al Jia 4p 5l Wl
Sl

“Seandainya telah ada perubahan yang mengakibatkan minuman tersebut
memabukkan dan berubah (menjadi khamr), beliau membuangnya. Karena
apabila minuman itu menyebabkan mabuk, dihukumilah ia haram dan najis.
Beliau shallallaahu ‘alaihi wa sallam membuangnya dan tidak memberikannya
kepada pembantunya (untuk diminum). Minuman yang memabukkan yang tidak
boleh diberikan kepada pembantu sebagaimana tidak diperbolehkannya
meminumnya sendiri. Mengenai Nabi shallallaahu ‘alaihi wa sallam
meminumnya sebelum tiga hari, hal itu disebabkan belum berubah karakter dan
sifatnya, tidak ada indikasi perubahan, dan tidak ada keraguan (bahwa ia halal)
secara asal”

Hadis diatas menjelaskan bahwa waktu pendiaman (fermentasi) sebelum
tiga hari masih dihukumi halal dengan ketentuan tidak merubah karakter pada
produk. Hal ini telah sesuai dalam penelitian bahwa pembuatan kefir air rebusan
daun gaharu (Gyrinops versteegii), dibuat dalam kurang atau sama dengan satu
hari yang tidak menimbulkan efek memabukkan pada setiap produk yang
dihasilkan, dan kadar alkohol jauh dibawah 1% yang berdasarkan ijtihad fatwa
MUI (Majelis Ulama’ Indonesia) pada tahun 2009 tentang hukum alkohol yaitu,
Penggunaan alkohol atau etanol hasil industri non khamr (baik merupakan hasil
sintesis kimiawi [dari petrokimia] ataupun hasil industri fermentasi non khamr)

untuk proses produksi produk makanan, minuman, kosmetika, dan obat-obatan,

hukumnya: mubah, apabila secara medis tidak membahayakan. Hukum ini
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diperkuat dengan fatwa MUI no 24 tahun 2003 tetantang produk pangan.
Makanan dan minuman dengan kadar alkohol dibawah 1% dihukumi halal. Pada
penelitian ini menunjukkan bahwa pada setiap perlakuan (18 jam, 21 jam dan 24
jam) kadar alkohol yang dihasilkan kurang dari 1% sehingga produk kefir air

termasuk produk halalan thayyiban.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitia ini yaitu lama proses fermentasi dan variasi
konsentrasi berpengaruh nyata terhadap karakteristik (total bakteri asam laktat, pH
medium, kadar alkohol dan aktivitas antioksidan) kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii). Perlakuan S4MO (Konsentrasi 20% dan Lama Fermentasi
24 jam) memberikan nilai terbaik pada uji aktivitas antioksidan. Hasil Penelitian
total bakteri asam laktat, pH medium dan kadar alkohol telah memenuhi standard
SNI. jumlah BAL (Bakteri Asam Laktat) setelah fermentasi berkisar 1 x 10’
cfu/ml hingga 3,1 x 10’ cfu/ml, derajat keasaman/pH medium setelah dilakukan
fermentasi didapatkan nilai 4 — 3,27, kadar alkohol yang dihasilkan sesudah
fermentasi berkisar 0,4 — 0,8 dan aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai
ICs setelah fermentasi berkisar 23 — 3,89 (ppm).

Berdasarkan data yang didapatkan setelah pengujian pada setiap
parameter penelitian beserta hasil integrasi dengan Al-Qur’an dan Hadits dengan
hukum figih yang berpedoman kepada keduanya maka produk kefir air rebusan

daun gaharu (Gyrinops versteegii) adalah produk yang halalan toyyiban.
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5.2 Saran

Saran setelah dilakukannya penelitian kefir air rebusan daun gaharu
(Gyrinops versteegii) adalah pembuatan kefir air rebusan daun gaharu terbaik
dengan lama fermentasi 24 jam dan konsentrasi 20%, dan untuk
menyempurnakan dan dikembangkan pada penelitian selanjutnya yaitu perlu
dilakukan penelitian mengenai suhu yang optimum bagi pertumbuhan kefir air
dan penerapan medium fermentasi baru selain air gula sebagai adaptasi bagi kefir

air.
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Lampiran 1. Hasil Uji Total Bakteri Asam Laktat (BAL)

Data tertinggi yang diambil dari setiap ulangan (X 10’ CFU/ml)

Lama Fermentasi

Konsentrasi
Rebusan MO M1 M2 M3
Daun 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 |3
Gaharu
SO 0 0 0 "2 0,7 1,1 1,9 2,5 2,1 1,2 15 |09
S1 0 0 0 0,9 1,3 1 2,1 2,7 2,4 0,8 0,7 |16
S2 0 0 0 0,8 1,4 1,8 3,2 2,6 3,3 1,9 14 123
S3 0 0 0 {8 1,1 1,2 2,9 2,1 1,8 1,2 1 1,5
S4 0 0 0 1,3 0,9 1 2,4 1,6 19 1,2 1 11
Rata-rata Total Bakteri Asam Laktat (X 10" CFU/mI)
Konsentrasi
Rgbaltsr?n Lama Fermentasi
Gaharu
MO M1 M2 M3
SO 0 1 2,2 1,3
S1 0 1,1 2,4 1,2
S2 0 1,4 3,1 1,9
S3 0 0,9 23 1,2
S4 0 0,8 1,9 0,9
Lampiran 2. Hasil Uji pH (Derajat Keasaman)
Konsentrasi Lama Fermentasi
Rt[e)baltsr?n MO M1 M2 M3
Gaharu 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
SO 6 6,1 5,9 3,5 3,3 3,5 3,4 3,4 3,6 3,4 3,1 3,3
S1 5,9 6,3 6,1 3,8 3,4 3,5 3,6 3,5 3,4 3,2 3,6 34
S2 6,4 6,5 6,2 3,7 3,5 3,9 3,5 3,8 3,7 34 3,4 3,7
S3 6,3 6,6 6,7 4 4,1 3,5 3,6 3,9 3,9 3,5 3,7 3,6
S4 6,6 6,8 6,9 3,6 5 3,4 3,7 3,9 4 3,8 3,4 3,5
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Rata- rata pH Medium

Konsentrasi Lama Fermentasi
Rebusan
Daun

Gaharu MO M1 M2 M3
S0 6 3,43 3,47 3,27
S1 6,11 3,57 3,5 34
S2 6,37 3,7 3,67 B0
S3 6,53 3,87 3,8 3,6
S4 6,77 4 3,87 3,76

Lampiran 3. Hasil Uji Kadar Alkohol

Konsentrasi
Rebusan Lama Fermentasi
Daun Gaharu
MO M1
1 2 3 1 2 3
SO 1,00257 1,00257 1,00257 0,99979 0,99971 0,99975
S1 1,00197 1,00186 1,00192 0,99938 0,99946 0,99948
S2 1,00608 | 1,00612 1,00609 0,99945 0,99941 0,99942
S3 1,00075 | 1,00079 1,00072 0,99938 0,99943 0,99948
S4 1,00088 | 1,00084 1,00085 0,99878 0,99877 0,99871
Konsentrasi Lama Fermentasi
Rebusan
Daun M2 M3
Gaharu 1 2 3 1 2 3
SO 0,99879 0,99871 0,99875 0,99907 0,99906 0,99905
S1 0,99874 0,99878 0,99877 0,99904 0,99907 0,99908
S2 0,99872 0,99871 0,99871 0,99901 0,99904 0,99903
S3 0,99868 0,99869 0,99874 0,99943 0,99941 0,99945
S4 0,99876 0,99879 0,99867 0,99908 0,99903 0,99905
Kadar Alkohol
Konsentrasi .
Rebusan Lama Fermentasi
GZ?‘;?U MO ML | M2 | M3
SO 0,0 0,4 0,8 0,6
S1 0,0 0,4 0,8 0,6
S2 0,0 0,4 0,8 0,6
S3 0,0 0,4 0,8 0,4
S4 0,0 0,6 0,8 0,6
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Lampiran 4. Hasil Perhitungan Uji Antioksidan

Kontrol : 2,117

Konsentrasi
R([e)busan Lama Fermentasi 0 jam (MO0)
aun
Gaharu
Sppm | 6ppm | 7ppm | 8ppm | 9ppm
SO 2,9845 | 2,5487 | 2,1934 | 3,0041 | 3,9761
S1 17,4489 | 18,5643 | 18,6433 | 18,8664 | 19,3367
S2 18,815 | 19,4269 | 19,53 | 20,3323 | 22,2309
S3 21,0823 | 22,3408 | 23,2287 | 23,3195 | 25,3565
S4 23,8404 | 24,0752 | 24,9487 | 28,5755 | 28,4225
Konsentrasi
Rebusan Daun Lama Fermentasi 18 jam (M1)
Gaharu
Sppm | 6ppm | 7ppm | 8ppm | 9ppm
SO 20,1265 | 20,3987 | 21,2876 | 23,9457 | 25,2983
S1 23,3395 | 23,6117 | 24,5006 | 27,1587 | 28,5113
S2 28,6477 | 28,6477 | 28,6477 | 29,2654 | 31,9831
S3 31,3243 | 31,9419 | 32,9714 | 34,0008 | 34,0008
S4 29,2654 | 30,0889 | 31,3243 | 33,1773 | 35,2362
Konsentrasi
Rebusan Daun Lama Fermentasi 21 jam (M2)
Gaharu
Sppm | 6ppm | 7ppm | 8ppm | 9ppm
SO 31,3255 | 31,3255 | 32,149 | 35,0315 | 36,1638
S1 34,5165 | 34,5165 | 35,34 | 38,2225 | 39,3548
S2 39,8698 | 39,8698 | 39,8698 | 40,4875 | 43,2052
S3 42,5464 | 43,164 | 44,1935 | 45,2229 | 45,2229
S4 40,4875 | 41,311 | 42,5464 | 44,3994 | 46,4583
Konsentrasi
Rebusan Daun Lama Fermentasi 24 jam (M3)
Gaharu
Sppm | 6ppm | 7ppm | 8ppm | 9 ppm
SO 35,202 | 36,4374 | 38,0845 | 40,5551 | 41,3993
S1 38,3021 | 39,5375 | 41,1846 | 43,6552 | 44,4994
S2 47,5348 | 48,1524 | 48,1524 | 49,1819 | 49,1819
S3 49,3878 | 48,976 | 49,7995 | 50,2113 | 51,0349
S4 49,4701 | 50,0878 | 51,3437 | 51,3437 | 52,3731
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Lampiran 5. Grafik Regresi Linier 1Cs
Lama fermentasi O jam

Regresi Linier IC,
35
e ()%
30 v =1,3665x + 21
25 =D, — 5%,
% 20 y =0,7737x +.17,746 e 10%
< 15 _ v-=0,6078+ 17,557 15%
10 20%
5 V= ﬂ")AQQv + ')")HQQ
0 T T T T 1
5ppm  6ppm  7ppm  8ppm  9ppm
Fermentasi 0 jam
Lama fermentasi 18 jam
Regresi Linier IC,
40
35 Lyer : y =0,7412x + 30,624 0%
30 e — —5%
— 25 V= 017')RQ\( +
2 L —10%
e 20 = '('\QSZ’)V +1 116927
< s y = 1,3891x + 18,044 —15%
10 ) 0%
5
0 T T T T 1
5ppm 6 ppm 7 ppm 8 ppm 9 ppm
Fermentasi 18 jam

Lama fermentasi 21 jam

Regresi Linier IC,

50
40 —_\LW — 0%
yez1,503%.4.38,532 _'/ co
é 30 y =1,3383x + 32,375 —10%
-E 20 15%
s ) 09
10 %
0 , , . | |

5 ppm 6 ppm 7 ppm 8 ppm 9 ppm
Fermentasi 21 jam




Lama fermentasi 24 jam

Regresi Linier IC,
60 -
. y = 0,4324x + 47,144 — 0%
y=0,4529x + 47,523 y=0,432 — 5%
B 40 p— 10%
o] =
ZE 30 1 = —15%
20 —20%
10
0 T T T 1
5 ppm 6 ppm 7 ppm 8 ppm 9 ppm
Fermentasi 24 jam
Lampiran 6. Hasil Perhitungan 1Cs
Konsentrasi Lama Fermentasi
Rebusan
Daun Gaharu MO M1 M2 M3
S0 175,9418 | 23,00482 | 13,1697 | 10,0642
S1 53,37776 | 34,61692 | 15,5541 | 8,18677
S2 41,68799 | 31,20867 | 15,8129 | 6,605
S3 31,27217 | 26,14139 | 11,0011 | 5,4692
S4 20,58324 | 15,09714 | 7,63007 | 3,8913
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian
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Pohon Gaharu

Menimbang Daun
Gaharu

Aquades

Bibit Kefir Air

Merebus Daun Gaharu

Pembuatan stock sukrosa
dan bibit kefir

Stock sukrosa

Pengukuran Antioksidan

Hasil pengukuran pada
display spektrofotometer

Mikropipet

Pemberian Bibit kefir air
5%

Kefir Knsentrasi 5%

Kefir konsentasi 10%

Kefir konsentrasi 15%

Kefir Konsentrasi 20%
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Plakon 5ppm — 9ppm

pH meter

Pembuatan MRSA

MRSA padCawan

Koloni Bakteri

Menimbang Piknometer
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Lampiran 8. Perhitungan

1. Pembuatan MRS Agar
1 cawan petri = 10 ml agar MRS
1000 ml aquades = 62 gram bubuk MRS agar
60 cawan petri = 600 ml aquades dan 37, 2 gram bubuk MRS agar
180 cawan petri = 1.800 ml aquades dan 111,6 gram bubuk MRS agar (3 kali ulangan)

2. Menghitung Total BAL (Bakteri Asam Laktat )

il
Faktor Pengenceran

Total BAL = jumlah koloni terhitung x

Contohnya diketahui jumlah koloni sebanyak 17 pada faktor pengenceran 10 sehingga dapat dihitung
sebagai berikut:
Total Bakteri Asam Laktat =17 x 1/10°®

=17 x 10°

i 7 ok

3. Menghitung persen inhibisi antioksidan terhadap DPPH

A blanko—A sampel

Aktivitas antioksidan (%) = x 100%

Ablanko
Keterangan:

A blanko = serapan DPPH

A sampel = serapan sampel yang telah diberi DPPH

Diketahui A blanko = 2,117 dan A sampel = 1,137

_2,117-1,137

Aktivitas antioksidan (%) T

x 100%
=46,9 %

Perhitungan dilakukan untuk semua sampel 5ppm, 6ppm, 7ppm, 8ppm, dan 9ppm

4. Menghitung 1Cso sampel
Dibuat grafik regresi linier dari tiap pengenceran setiap konsentrasi, contohnya sebagai berikut:



Regresi Linier IC;,
30
25 —
/
_ 20
::-f 15 y=1,3891x + 18,044
< —0%
10 . Linear (0%)
5 _all =l = %
0 z A

S5ppm 6ppm 7ppm 8ppm 9ppm
Fermentasi 18 jam

Dimasukkan kedalam rumus y = ax + b, dimana y = 50
Y —ax+b

50 =1,3891x + 18,044

50 — 18,044=1,3891x

31,956 = 1,3891x

X = 23,0042

Jadi konsentrasi 0% pada fermentasi18 jam memiliki aktivitas antioksidan sebesar 23,0042 ppm

5. Menghitung kadar alkohol

(a+b)—c

SG sampel = B

(a+d) = berat piknometer berisi aquades.
(a+b) = berat piknometer berisi distilat.
C = berat piknometer kosong.

Contohnya diketahui:
(a+d) = 18,0082

(a+b) = 18,0979
C=127318

_ 18,0979 — 12,7318
18,0082 — 12,7318

=1,017

SG Sampel
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Hasil perhitungan gravitasi sampel uji yaitu 1,017 dikonversikan dengan menggunakan tabel
piknometer data dari International Organization of Legal Metrology (OIML) sehingga menunjukan

kadar alkohol yaitu 0 %.

Lampiran 9. Tabel Standar Internasional tahun 2003

Otles and Cagindi: Kefir: A Probiotic Dairy-Composition

Table 1: The chemical composition and nutritional values of kefir (Renner and Renz-Schaven, 1986; Hallé ef al., 1924)

Components 100 g Components 100 g

Energy 85 kcal Mineral content (g)

Fat (%) 35 Calcium 0.12

Protein (%) 33 Phosphor 0.10

Lactose (%) 4.0 Magnesium 12

Water (%) 87.5 Potassium 0.15
Sodium 0.05

Milk acid (g) 0.8 Chloride 0.10

Ethyl alcohol (g) 0.9

Lactic acid (g) 1 Trace elements

Cholesterol (mg) 13 Iron {mg) 0.05

Phosphatateds (mg) 40 Copper (pg) 12
Molybdenum (ug) 55

Essential amino acids (g) Manganese (pg) 5

Tryptophan 0.05 Zinc (mg) 0.36

Phenylalanin+tyrosine 0.35

Leucine 0.34

Isoleucine 0.21 Aromatic compounds

Thr=onine 0.17 Acetaldehyde

Methionine+cystine 0.12 Diacetyl

Lysine 0.27 Acetoin

Valine 0.22

Vitamins (mg)

A 0.08 B.. 0.5

Carotene 0.02 Niacin 0.09

B, 0.04 Cc 1

B, 0.17 D 0.08

B, 0.05 E 0.11




Lampiran 10. SPSS two way ANOVA (Analysis Of Variance).

1. pH (Derajat Keasaman)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

IpH Medium
IN 60
4,1313

INormal Parametersa,b Mean

Std. Deviation 1,13328
Absolute '343I

[Most Extreme Differences pggitive 34
Negative -185
|Kolmogorov-Smirnov Z ity
Asymp. Sig. (2-tailed) L

a. Test distribution is Normal.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: pH Medium

Source Type 111 Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 87.357a 19 4.598 68.283 .000

Intercept 1108.540 1 1108.540 1.646E4 .000

fermentasi 2.122 4 531 7.880 .000

konsentrasi 84.966 3 28.322 420.623 .000

fermentasi * konsentrasi .268 12 .022 .332 .000

Error 2.693 40 .067

Total 1198.590 60

Corrected Total 90.050 59

a. R Squared = ,995 (Adjusted R Squared =,993)
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2. Antioksidan

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Aktivitas

Antioksidan
N 60
b Vean 28,9869
Normal Parameters® st Deviation 37,53645
Absolute 321
Most Extreme Differences Positive 327
Negative -,261
Kolmogorov-Smirnov Z 1.989
.001]

Asymp. Sig. (2-tailed)

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Dependent Variable: Aktivitas Antioksidan

Tests of Between-Subjects Effects

Source Type 111 Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 79549.255a 19 4186.803 1.047E3 .000

Intercept 45427.014 1 45427.014 1.136E4 .000

fermentasi 13538.497 4 3384.624 846.155 .000

konsentrasi 30364.640 3 10121.547 25.3013 .000

fermentasi * konsentrasi 35646.118 12 2970.510 742.627 .000

Error 160.000 40 4.000

Total 125136.269 60

Corrected Total 79709.255 59

a. R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared =,999)
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3. Total Bakteri Asam Laktat

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Total BAL

N 60
b Mean 7833

Normal Parameters® Std. Deviation 56506
Absolute 167

Most Extreme Differences Positive 167
Negative -116

Kolmogorov-Smirnov Z 1.128
Asymp. Sig. (2-tailed) 157

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Dependent Variable: Total BAL

Tests of Between-Subjects Effects

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 46.531a 19 2.449 26.523 .000

Intercept 80.736 1 80.736 874.397 .000

fermentasi 1.369 4 114 7.466 .000

konsentrasi 42.404 3 14.135 153.083 .000

fermentasi * konsentrasi 2.757 12 .689 1.236 .000

Error 3.693 40 .092

Total 130.960 60

Corrected Total 50.224 59

a. R Squared = ,890 (Adjusted R Squared =,839)
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4. Kadar Alkohol

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

alkohol
N 60|
) Mean 3875
Normal Parameters®

Std. Deviation ,31327

Absolute ,168

Most Extreme Differences Positive 142
Negative -,168
Kolmogorov-Smirnov Z G
.000

Asymp. Sig. (2-tailed)

a. Test distribution is Normal.

Dependent Variable: alkohol

Tests of Between-Subjects Effects

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 2.863E10a 19 1.507E9 5.866E14 .000

Intercept 1.520E9 1 1.520E9 5.917E14 .000

Fermentasi 6.019E9 4 1.505E9 5.856E14 .000

Konsentrasi 4.559E9 3] 1.520E9 5.915E14 .000

fermentasi * konsentrasi 1.806E10 12 1.505E9 5.856E14 .000

Error .000 40 2.569E-6

Total 3.015E10 60

Corrected Total 2.863E10 59

a. R Squared = ,974 (Adjusted R Squared =,962)
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