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ABSTRAK

Tujuan penelitian yaitu mengkaji kualitas mikrobiologi limbah kubis fermentasi yang ditambah
vitamin dan mineral dilihat dari kandungan total bakteri, bakteri Gram positif dan negatif. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan.
Perlakuan terdiri dari perbedaan penambahan vitamin dan mineral sebanyak 0% (T0), 2,5% (T1), 5% (T2),
7,5% (T3); 10% (T4). Parameter penelitian adalah total bakteri, bakteri Gram positif dan negatif.
Pengolahan data pada parameter total bakteri menggunakan metode deskriptif sedangkan parameter bakteri
Gram positif dan negatif diolah menggunakan ANOVA non parametrik dan jika ada pengaruh yang nyata
dilanjutkan uji Duncan. Hasil penelitian didapatkan jumlah bakteri meningkat dengan bertambahnya
mineral dan penambahan vitamin, sedangkan bakteri Gram positif dan negatif tidak berbeda (P<0,05) antar
perlakuan. Kesimpulannya, penambahan mineral dan vitamin meningkatkan jumlah bakteri pada limbah
kubis fermentasi, tanpa mempengaruhi bakteri Gram positif dan negatif.

Kata kunci: Bakteri, Fermentasi, Limbah kubis, Mineral, Vitamin
ABSTRACT

The study aimed to assess the microbiology quality of fermented cabbage waste added with vitamins
and minerals in terms of total bacteria, Gram-positive and negative bacteria. The study was arranged
according to a completely randomized design (CRD) with a unidirectional pattern with 5 treatments and 3
replications. The treatments given were the addition of vitamins and minerals as much as 0% (T0), 2.5%
(T1), 5% (T2), 7.5% (T3); 10% (T4). The parameters observed included total bacteria, Gram-positive and
negative-bacteria. Data on total bacteria were treated descriptively, while Gram-positive and negative
bacterial parameters were assigned to non-parametric ANOVA and if there was a significant effect, the
Duncan test was then performed. The results showed that total bacteria increased with the increased
minerals and vitamin addition, while Gram-positive and negative bacteria did not differ (P<0.05) among
the treatment groups. In conclusion, the addition of minerals and vitamins increased total bacteria in the
fermented cabbage waste, without affecting the Gram-positive and negative bacteria..

Keywords: Bacteria, Cabbage Waste, Fermentation, Minerals, Vitamins.

PENDAHULUAN peternakan dan timbulnya resistensi bakteri

pathogen terhadap antibiotik. Saat ini penggunaan

Penggunaan antibiotik sebagai imbuhan
pakan ternak, telah dilarang dan terdapat pada
pasal 16 Permentan No. 14/2017 tentang
klasifikasi obat hewan. Pemakaian antibiotik pada
ternak dapat menghasilkan residu pada produk

probiotik banyak digunakan sebagai additive
dalam pakan. Penggunaan probiotik dinilai
mampu menggantikan penggunaan antibiotik
dalam  meningkatkan produktivitas ternak.
Probiotik merupakan mikroba positif yang
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menghasilkan short chain fatty acid (SCFA) dan
mampu bertahan serta berkolonisasi didalam
saluran pencernaan (Hartono et al., 2016).
Dijelaskan lebih lanjut oleh Abdurrahman dan
Yanti (2018) bahwa probiotik bekerja dengan
berkolonisasi dengan bakteri didalam saluran
pencernaan untuk menjaga keseimbangan bakteri
menguntungkan di dalam saluran pencernaan.

Sumber bakteri probiotik banyak berasal
dari sayur dan buah. Salah satu jenis sayur sebagai
sumber bakteri probiotik adalah limbah kubis
fermentasi yang mengandung mikroorganisme
antara lain: Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Saccharomyces cerevise dan Rhizopus
oryze (Utama et al., 2018a). Limbah Kkubis
fermentasi dapat menghasilkan bakteri probiotik
untuk menjaga kesehatan saluran pencernaan
ternak (Utama et al., 2018a; Hartono et al., 2016).
Peningkatan kualitas mikrobiologi dari limbah
kubis fermentasi dapat dilakukan dengan cara
menambahkan sumber vitamin dan mineral.
Limbah Kubis mengandung berbagai vitamin
(A,B,C,E) serta mineral seperti kalsium, kalium,
fosfor, natrium dan zat besi (Aliya et al., 2016).
Mineral dalam proses fermentasi dapat
meningkatkan ketersediaan karbon dan nitrogen
yang dapat digunakan oleh mikrobia sebagai
sumber energi (Safitri et al., 2016). Fungsi
mineral seperti Sulfur (S) merupakan mineral
makro yang dibutuhkan untuk biosintesis protein
(Pelczar et al., 1993). Kalsium (Ca) sebagai
sumber kalsium dalam media pertumbuhan
mikroorganisme sehingga dapat meningkatkan
populasi mikrobia (Irawati, 2017). Mangan (Mn)
dibutuhkan mikroba sebagai kofaktor enzim
(Malaka et al., 2007). Besi (Fe) dibutuhkan dalam
pembentukkan enzim sebagai kofaktor sitokrome,
katalase dan suksinat dehidrogenase dalam tubuh
(Pelczar et al.,1993). Mineral-mineral tersebut
dibutuhkan mikroorganisme sebagai akseptor
elektron untuk metabolisme glukosa dan
karbohidrat lainnya (Malaka et al., 2007). Selain
mineral, dibutuhkan pula sumber vitamin. Fungsi
vitamin pada proses fermentasi adalah
memaksimalkan metabolisme mikroorganisme
(Surono, 2004).

Vitamin dapat menstimulus sintesis
protein dan optimalisasi mikroba (Putri dan
Dewantari, 2017). Vitamin B berperan dalam
pertumbuhan dan perkembangan mikroorganisme
seperti perombakan asam amino, purin dan
pirimidin (Surono, 2004). Vitamin C berperan
sebagai pertumbuhan dan berpengaruh terhadap
mekanisme transportasi intraseluler bakteri (Yao
et al., 2018). Vitamin E berfungsi sebagai
antioksidan serta membantu untuk memproteksi
dari bakteri patogen (Frona et al., 2016). Vitamin

E yang berperan sebagai antioksidan mampu
mencegah pertumbuhan bakteri E.coli
(Cahyaningsih et al., 2013). Kadar yang
diberikan pada suatu produk harus sesuai dengan
kebutuhannya, karena kadar mineral dan vitamin
yang kurang atau berlebih justru akan
mengganggu proses pertumbuhan dari organisme
tersebut. Dampak kekurangan vitamin dan
mineral adalah menyebabkan terganggunya
metabolisme serta proses pertumbuhan mikroba
(Siswanto et al., 2013). Vitamin dan mineral yang
melebihi kebutuhan dapat menjadi penghambat
atau bahkan racun bagi mikroba (Gazali et al.,
2017). Wiander dan Palva (2011) menyatakan
bahwa asinan sawi yang difermentasi selama 8
hari dengan penambahan garam sebanyak 2,5%;
5% dan 7,5% dapat meningkatkan total bakteri
asam laktat menjadi 8,97 log cfu/ml; 9,03 log
cfu/ml dan 8,87 log cfu/ml.

Penambahan vitamin dan mineral dalam
fermentasi limbah kubis diharapkan dapat
meningkatkan kualitas mikrobiologis dari limbah
kubis fermentasi yang dapat berperan sebagai
additive dengan hasil fermentasi dominan
mengarah pada bakteri golongan probiotik bagi
unggas.

MATERI DAN METODE

Materi

Bahan yang digunakan adalah limbah
kubis, limbah kubis fermentasi, nutrient agar
(NA), kristal violet, yodium, alcohol 70%,
safranin, 0,729 {(CoSOs, KAI(SO4)2, Na2Se03)};
3,049 {(HsBO3, NazMaOQs, vitamin C, vitamin E,
vitamin B kompleks)}; 0,59 Co(NH2).; 0,59
NaCl; 3g MgSOQy; 0,59 MnSQq; 0,59 ZnS0Oy4; 0,19
CaCly; 0,1g FeSOy4; 0,19 CuSO4; 1g mono sodium
glutamate (MSG), 6,7% molases dan 8% garam.
Peralatan yang digunakan yaitu chopper sayur,
fermentor dan timbangan

Metode

Kegiatan penelitian dilakukan melalui tiga
tahap yaitu persiapan, pelaksanaan dan analisis
data. Tahap pertama menyiapkan peralatan, bahan
dan penimbangan vitamin mineral sesuai
perlakuan yang terdiri dari (0%; 2,5%; 5%; 7,5%;
10% dari berat total bahan). Tahap kedua, yaitu
fermentasi limbah kubis menurut Utama et al.,
(2018a; 2018b) dengan cara limbah kubis
dicopper/dihaluskan dengan mesin pencacah
sayur sampai menjadi pasta, ditambahkan garam
8% dan moleses 6,7% dari berat segar kemudian
dicampur hingga homogen. Setelah itu,
dimasukkan dalam fermentor untuk difermentasi
dan ditutup hingga rapat (anaerob fakultatif)
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selama 6 hari. Tahapan fermentasi ini merupakan
hasil terbaik dari penelitian sebelumnya dengan
kandungan mikroorganisme seperti Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Saccharomyces
cerevise dan Rhizopus oryze (Utama et al., 2018a;
2018b). Setelah 6 hari, fermentasi limbah kubis
dibongkar dan dicampur dengan mineral dan
vitamin  hingga  homogen.  Pencampuran
dilakukan didalam fermentor sehingga tidak
terjadi kontak langsung dengan udara dan
dilakukan dengan cepat. Setelah itu, difermentasi
kembali selama 2 hari. Fementasi ini didasarkan
pada pertumbuhan optimum mikroorganisme
yang berada didalam fermentasi limbah kubis
yaitu 2x24 jam (Utama et al., 2018a). Hasil
fermentasi dibongkar dan diambil sampel segar
pada masing-masing perlakuan untuk dilakukan
analisis sesuai parameter.

Parameter yang Diamati
Total Bakteri

Total bakteri diuji secara laboratorium
dengan total plate count (TPC). Pengujian
menggunakan media agar yang didinginkan di
dalam cawan, selanjutnya sampel yang akan diuji
digoreskan atau dituangkan ke dalam media agar
dan diinkubasi selama 24 jam untuk melihat
perkembangan bakteri dan dilakukan perhitungan
total bakteri (Wati, 2018).

Bakteri Gram Positif dan Negatif

Pengecatan bakteri Gram dilakukan
dengan metode pewarnaan Gram. lIsolat yang
telah diletakan pada gelas objek diwarnai secara
bergantian menggunakan larutan kristal violet dan
yodium selama 2 menit. Selanjutnya dicuci
dengan aquades dan ditetesi larutan safranin.
Pengamatan jenis dan bentuk bakteri dilakukan
secara mikroskopis. Bakteri yang berwarna ungu
merupakan bakteri Gram positif, sedangkan
warna merah mengindikasikan Gram negatif.
Data yang didapat kemudian diolah dengan
metode skoring. Kriteria skoring yaitu skor 1:
tidak terdapat jenis bakteri, skor 2: terdapat 1 jenis
bakteri, skor 3: terdapat 2 jenis bakteri, skor 4:
terdapat 3 jenis bakteri dan skor 5: terdapat 4 jenis
bakteri (Ekaputra et al., 2018).

Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3
ulangan. Perlakuan dibedakan menjadi TO = tidak
ada penambahan mineral vitamin, T1
penambahan 2,5% mineral vitamin, T2
penambahan 5% mineral vitamin, T3
penambahan 7,5% mineral vitamin dan T4
penambahan 10% mineral vitamin

Analisa Data

Data total bakteri yang diperoleh
dianalisis dengan metode deskriptif. Parameter
bakteri Gram dianalisis dengan ANOVA non
parametrik dan jika terdapat pengaruh nyata
(P<0,05), maka dilanjutkan dengan uji ganda
Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Total Bakteri

Hasil ~ analisis pada  Tabel 1.
menunjukkan bahwa total bakteri tertinggi
diperolen pada T4 vyaitu 21,3x10° CFU/m.
Peningkatan populasi bakteri seiring dengan
penambahan vitamin dan mineral (Tabel 1).
Penambahan  tersebut dimaksudkan untuk
meningkatkan kualitas mikrobiologi dari limbah
kubis fermentasi. Utama et al. (2018a)
menyatakan bahwa fermentasi limbah kubis
menghasilkan Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Rhizopus oryze dan Saccharomyces
cerevise yang dapat menghasilkan pH rendah
selama proses fermentasi dan berpotensi sebagai
probiotik. Hasil pengecatan Gram didapatkan
dominansi bakteri Gram positif (3 jenis bakteri
Gram positif) dan hanya ditemukan 1 jenis bakteri
Gram negatif (Tabel 2 dan Tabel 3). Hal ini bisa
terjadi dikarenakan limbah kubis fermentasi
menghasilkan jenis bakteri asam laktat dan
penambahan vitamin dan mineral hanya bersifat
sebagai pengayaan/enrichment.  Terbentuknya
SCFA dan bakteri asam laktat mampu mencegah
tumbuhnya bakteri patogen, sehingga limbah
kubis fermentasi layak digunakan sebagai
probiotik (Utama et al., 2020).

Mardalena (2016) menyatakan bahwa
faktor  lingkungan  dapat mempengaruhi
pertumbuhan bakteri asam laktat yaitu kandungan
garam, suhu, pH dan karbohidrat sebagai
makanan mikrobia. Penambahan vitamin mineral
sampai taraf 10% mampu meningkatkan total
bakteri yang berada pada fermentasi limbah kubis.
Malaka et al. (2007) menyatakan bahwa mineral
yang ditambahkan dalam jumlah terlalu tinggi
dapat mengakibatkan peningkatan nilai pH yang
berpengaruh pada terhambatnya pertumbuhan
bakteri patogen, namun bakteri asam laktat masih
dapat tumbuh karena kondisi pH masih dalam
rentang normal.

Penambahan mineral dan vitamin pada
jumlah yang sesuai mampu meningkatkan jumlah
pertumbuhan bakteri Gram positif pada limbah
kubis terfermentasi (Tabel 2). Arifin (2012)
menyatakan bahwa vitamin dan mineral dalam
jumlah sedikit, digunakan untuk tumbuh dan
berkembang sama dengan nutrisi lainnya.
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Penambahan vitamin yang dilakukan menunjukan
adanya peningkatan populasi pada total bakteri
(Tabel 1). Hal ini dapat disebabkan karena
dominasi bakteri yang tumbuh adalah dari jenis
Lactobacillus sp yang kooperatif pada mineral
dan vitamin. Penambahan vitamin C, B dan E juga
menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
Vitamin C merupakan penyedia antioksidan yang
berfungsi untuk mencegah tumbuhnya bakteri
pathogen (Nurhartadi et al., 2018).

Bakteri Gram Positif dan Negatif
Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak
terdapat pengaruh nyata (P>0,05) penambahan

vitamin mineral terhadap pertumbuhan semua
bakteri Gram. Tabel 2 dan Tabel 3
menggambarkan skor bakteri Gram yang
ditentukan melalui banyaknya jenis bakteri yang
muncul. Bakteri Gram positif dan bakteri Gram
negatif diuji dengan pewarnaan Gram. Warna
ungu yang terbentuk menunjukan bahwa terdapat
pertumbuhan bakteri Gram positif, sedangkan
warna merah akan ditunjukan ketika terdapat
bakteri Gram negatif, selanjutnya pengujian jenis
bakteri yang muncul dilakukan secara
mikroskopis dengan memberikan batasan bentuk

Tabel 1. Hasil penambahan vitamin mineral terhadap total bakteri limbah kubis fermentasi (The result of
addition of vitamin minerals to total bacteria of fermented cabbage waste)

Perlakuan (Treatments)

Ulangan
g T0 T1 T2 T3 T4
(Repetition) CEU/mI
1 10x108 10x108 10x108 20x108 40x10°
2 0 1x108 50x10°¢ 10x108 20x108
3 0 10x108 0 10x108 4x10°
Rataan 3,3x 10° 7 x 10° 20 x 10° 20 x 10° 21,3 x 10°
(Average)

Tabel 2. Hasil penambahan vitamin mineral terhadap bakteri Gram positif limbah kubis fermentasi (The
results of addition of vitamin minerals to gram positive bacteria of fermented cabbage waste)

Ulangan Perlakuan (Treatments)
(Repetition) TO T1 T2 T3 T4
CFU/mi
1 4,00 4,00 4,00 4,00 5,00
2 5,00 4,00 4,00 5,00 4,00
3 4,00 4,00 3,00 5,00 4,00
Rataan
4,33+0,58 4,00+0,00 3,67+0,58 4,67+0,58 4,33+0,58
(Average)

Tabel 3. Hasil penambahan vitamin mineral terhadap bakteri Gram negatif limbah kubis fermentasi (The
result of addition of mineral vitamins against gram negative bacteria fermented cabbage waste)

Ulangan Perlakuan (Treatments)
(Repetition) TO T1 T2 T3 T4
CFU/ml
1 3,00 1,00 3,00 1,00 3,00
2 3,00 1,00 3,00 3,00 1,00
3 1,00 1,00 1,00 3,00 3,00
Rataan 2,33+1,15 1,000,00 2,33+1,15 2,33+1,15 2,33+1,15
(Average)

Hasil pengamatan terhadap bakteri Gram
positif yang diperoleh pada T1 dan T2 terdiri dari
bentuk batang, soliter dan berspora, sedangkan
pada T3, T4 dan T5 terdiri dari batang, soliter,
berspora dan duplococcus. Jenis bakteri yang
tumbuh merupakan bakteri Gram positif, namun
beberapa bentuk bukan mencirikan sebagai
bakteri asam laktat. Utama dan Mulyanto (2009)

bahwa semua anggota bakteri asam laktat adalah
Gram positif dan tidak membentuk spora.

Faktor ~yang  menyebabkan  hasil
pewarnaan bakteri Gram tidak signifikan
diantaranya adalah terjadi seleksi secara alami
akibat penambahan garam mineral dan vitamin
sehingga bakteri yang tumbuh hanya pada
golongan tertentu. Hal ini sesuai dengan pendapat
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Widowati dan Malahayati (2016) bahwa garam
mineral yang ditambahkan pada media fermentasi
selain untuk menambah nutrisi juga dapat
mengurangi oksigen sehingga bakteri yang dapat
tumbuh hanya bakteri anaerob. Dwinanti et al.,
(2019) menambahkan bahwa vitamin E berperan
penting sebagai antioksidan sehingga mencegah
pertumbuhan bakteri patogen seperti E. coli.
sehingga dominasi bakteri yang tumbuh adalah
Gram positif.

Hasil pengamatan terhadap bakteri Gram
negatif yang diperoleh terdiri dari bentuk batang
dan soliter. Jenis bakteri ini tidak termasuk bakteri
patogen. Utama et al. (2018a) yang menyatakan
bahwa bakteri patogen memiliki karakteristik
termasuk Gram negatif, berbentuk cembung
namun hanya dapat hidup pada pH 7,2 — 7,6.
Terbentuknya SCFA  dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen, sehingga bakteri
Gram negatif lebih sedikit tumbuh. Bakteri asam
laktat yang tumbuh mengakibatkan menurunnya
pH pada lingkungan yang menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Afriani et al.
(2017)  pertumbuhan  Lactobacillus  akan
menghasilkan SCFA dan zat aktif seperti asam
laktat, propionate, butirat dan bakteriosin. Hal ini
yang menyebabkan pertumbuhan bakteri negatif
(1 jenis bakteri Gram negatif) lebih sedikit
dibandingkan bakteri positif. Pertumbuhan
bakteri asam laktat didukung oleh adanya nutrien
tambahan seperti vitamin dan mineral. Thalib et
al. (2000) menyatakan bahwa beberapa
mikromineral seperti Cu, Zn, Mn berperan
sebagai faktor pertumbuhan atau stimulator yang
digunakan untuk aktivitas bakteri Gram positif.
Mineral dibutuhkan dalam jumlah sedikit,
sehingga penambahan dalam jumlah yang tidak
tepat akan mengubah kondisi lingkungan yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri.

Bakteri patogen yang tidak tumbuh juga
merupakan pengaruh dari penambahan vitamin
pada proses fermentasi. Dijelaskan lebih lanjut
oleh Cahyaningsih et al. (2013) bahwa
penambahan vitamin E sebagai antioksidan yang
mampu mencegah pertumbuhan bakteri patogen.
Penambahan vitamin dan mineral dalam jumlah
yang tepat mampu memberikan dampak positif
terhadap peningkatan kualitas limbah kubis
terfermentasi untuk dijadikan sebagai probiotik.

SIMPULAN

Penambahan  mineral dan vitamin
meningkatkan jumlah bakteri pada limbah kubis
fermentasi, tanpa mempengaruhi bakteri Gram
positif dan negatif dan perlakuan terbaik yaitu
penambahan vitamin dan mineral pada taraf 10%.
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