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Abstrak. Kulit singkong merupakan sumber fenolik yang berperan sebagai antioksidan. Namun, 
keberadaan fenolik di alam dalam bentuk terikat membatasi potensinya sebagai antioksidan. Salah 
satu metode untuk mengoptimalkan aktivitas antioksidan adalah fermentasi. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengaji pertumbuhan bakteri asam laktat (BAL), pH, total asam tertitrasi (TAT), total fenolik, 
dan aktivitas antioksidan minuman fermentasi sari kulit singkong dengan kultur starter 
Lactobacillus plantarum B1765 yang difermentasi selama 0, 12, 24, 36, 48, dan 60 jam pada suhu 
37ºC. Penentuan total BAL dengan metode Total Plate Count, pH dilakukan dengan pH meter, TAT 
dengan titrasi asam-basa, total fenolik dengan metode Folin-Ciocalteu, dan aktivitas antioksidan 
dengan metode penghambatan radikal DPPH. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lama 
fermentasi berpengaruh terhadap peningkatan Total BAL, TAT, total fenolik, aktivitas antioksidan, 
serta penurunan pH minuman fermentasi sari kulit singkong. Total BAL meningkat optimal 
mencapai 4.91×107 CFU/mL pada 48 jam fermentasi, sedangkan penurunan pH dan peningkatan 
TAT, total fenolik, dan aktivitas antioksidan terus terjadi hingga waktu fermentasi 60 jam, dengan 
pH 3.52, TAT 0.247%, total fenolik 115.948 mg GAE/g, dan aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 
64.392 ppm yang termasuk antioksidan kuat. Produk yang dihasilkan telah memenuhi standar 
sebagai minuman fermentasi, sehingga berpotensi untuk dikembangkan sebagai minuman 
fungsional sumber antioksidan. 
 
Kata kunci : kulit singkong, fermentasi, Lactobacillus plantarum B1765, aktivitas antioksidan  
 
Abstract. Cassava peel is a source of phenolic that function as antioxidants. However, phenolic in 
nature is in the bound-shaped limits its potential as an antioxidant. A method to optimize antioxidant 
activity is fermentation. This research studied the growth of lactic acid bacteria (LAB), pH, total 
titratable acid (TTA), total phenolic content (TPC), and antioxidant activity of cassava peel extract 
drink with Lactobacillus plantarum B1765 as culture starter that fermented in 0, 12, 24, 36, 48, and 
60 hours at 37ºC. Total LAB was determined using Total Plate Count, pH determination using pH 
meter, TTA using acid-base titration, TPC using Folin-Ciocalteu method, and antioxidant activity 
using DPPH radical scavenging method. These results showed that the length of fermentation 
affected increasing the total LAB, TTA, TPC, antioxidant activity, and decreasing of pH Total BAL 
increased optimally reached 4.91×107 CFU/mL at 48 hours, while pH decreased, TTA, TPC, and 
antioxidant increased still occur up to 60 hours, with pH 3.52, TTA 0.247%, TPC 115.948 mg 
GAE/g, and IC50 value 64.392 ppm which categorized as strong antioxidants. The resulting product 
has met the standards of fermentation beverage, so it could be developed as a potentially functional 
beverage as antioxidant agent. 
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PENDAHULUAN  

Singkong (Manihot esculenta) merupakan 
salah satu komoditas pertanian yang potensial di 
Indonesia. Jumlah penggunaan rata-rata singkong 
di Indonesia pada tahun 2018-2023 mencapai 
23.159.311 ton [1]. Dari proses pengolahan 
singkong, dihasilkan kulit singkong dengan 
persentase kurang lebih sebesar 20% dari satu 
buah umbinya. Kulit singkong dianggap sebagai 
limbah dan hanya dimanfaatkan sebagai pakan 
ternak ataupun dibuang, Namun telah diketahui 
kulit singkong mengandung beberapa zat aktif, 
seperti fenolik, flavonoid, dan tanin [2]. Di antara 
senyawa tersebut, senyawa fenolik diketahui 
merupakan konstituen utama yang berperan 
terhadap aktivitas antioksidan [3]. 

Antioksidan merupakan senyawa yang 
mampu menghambat proses oksidasi. Antioksidan 
berperan dalam mengurangi resiko penyakit 
degeneratif akibat radikal bebas, seperti kerusakan 
jaringan paru-paru, sistem kardiovaskular, ginjal, 
hati, bagian gastrointesnital, darah, mata, kulit, 
otak, dan proses penuaan dini [4]. Beberapa 
penelitian telah menemukan adanya korelasi 
antara peningkatan total fenolik dengan aktivitas 
antioksidan pada kulit singkong. Ekstrak metanol 
kulit singkong daging kuning mempunyai total 
fenolik (676.0 mg GAE/100 g) yang lebih tinggi 
dibandingkan daging putih (253.4 mg GAE/100 g) 
[5]. Sedangkan [2] telah meneliti total fenolik 
ekstrak etanol kulit singkong daging putih (48.87 
mg GAE/kg) yang lebih tinggi dari daging kuning 
(56.43 mg GAE/kg). Kulit singkong daging 
kuning diketahui mempunyai aktivitas 
penghambatan radikal DDPH sebesar 89.6%, 
sedangkan daging putih mempunyai antioksidan 
sebesar 85.6% [2]. 

Permasalahan yang terjadi adalah 
senyawa fenolik secara alami berikatan dengan 
gula sederhana dalam bentuk glikosida [6]. 
Fenolik dalam bentuk glikosida memiliki aktivitas 
antioksidan yang kurang optimal dibandingkan 
dengan fenolik bebas, dikarenakan fenolik 
glikosida lebih stabil dan tidak reaktif sehingga 
lebih sukar berikatan dengan radikal bebas [7]. 
Oleh karena itu, perlu dilakukan degradasi pada 
fenolik glikosida menjadi fenolik bebas agar 
aktivitas antioksidannya dapat ditingkatkan. Salah 
satu cara peningkatan fenolik bebas adalah dengan 
proses fermentasi. 

Peningkatan total fenolik setelah proses 
fermentasi terjadi karena peran enzim β-

glukosidase yang dihasilkan oleh bakteri asam 
laktat (BAL), seperti L. plantarum dan L. 
acidophilus. Enzim tersebut mampu 
menghidrolisis ikatan fenolik-glikosida menjadi 
fenolik bebas, sehingga dapat meningkatkan 
aktivitas antioksidan [8,9]. Hasil penelitian 
menunjukkan terjadi peningkatan fenolik sebesar 
10,23 mg GAE/L dan peningkatan aktivitas 
antioksidan sebesar 6,53% setelah 48 jam pada 
fermentasi jus buah jambu mete menggunakan 
spesies L. plantarum [10], sedangkan [11] 
menemukan terjadi peningkatan total fenolik 
sebesar 0,0153 mg GAE/g dan peningkatan 
aktivitas antioksidan sebesar 5,1% setelah 48 jam 
pada fermentasi kulit buah huyou (buah sitrus dari 
China) dengan spesies BAL L. plantarum dan L. 
acidophilus. 

Ikatan fenolik glikosidik juga dapat 
didegradasi oleh pH rendah. pH rendah berkorelasi 
dengan peningkatan total fenolik dan aktivitas 
antioksidan, yang disebabkan adanya degradasi 
ikatan glikosida, di mana senyawa fenolik terikat 
[12,13,14]. Fermentasi diketahui dapat 
menurunkan pH substrat, sehingga diharapkan 
dapat mendegradasi ikatan fenolik-glikosida untuk 
membebaskan fenolik terikat dan meningkatkan 
aktivitas antioksidan. Turunnya pH produk 
disebabkan semakin lama waktu fermentasi, 
semakin meningkat jumlah BAL yang akan 
mendegradasi pati menjadi glukosa, untuk 
dimetabolisme lebih lanjut menghasilkan asam 
laktat, sehingga tingkat keasaman substrat 
semakin meningkat [15]. 

Pada penelitian ini, dibuat minuman 
fermentasi sari kulit singkong. Minuman ini 
diharapkan berpotensi untuk dikembangkan 
sebagai minuman fungsional sumber antioksidan. 
Selama ini, penelitian terkait pemanfaatan kulit 
singkong sebagai minuman fungsional berlum 
pernah dilakukan, padahal diketahui kulit 
singkong adalah sumber fenolik yang berpotensi 
sebagai antioksidan. Namun adanya senyawa 
fenolik yang pada umumnya masih terikat dalam 
bentuk fenolik-glikosida menyebabkan aktivitas 
antioksidan belum maksimal sehingga diperlukan 
proses fermentasi untuk meningkatlan fenolik 
bebas dan meningkatkan aktivitas antioksidan. 

Fermentasi minuman sari kulit singkong 
pada penelitian ini dilakukan dengan kultur starter 
L. plantarum B1765 selama 0, 12, 24, 36, 48, dan 
60 jam. L. plantarum B1765 diketahui mampu 
menghasilkan aktivitas enzim β-glukosidase 
sebesar 0,868 U/mL [16]. Selain itu, L. plantarum 



UNESA	Journal	of	Chemistry	Vol.	12,	No.	3,		September	2023	

 

 
122 

B1765 juga telah dibuktikan mampu 
meningkatkan aktivitas antioksidan dari substrat 
yang mengandung senyawa fenolik-glikosida, 
seperti pada bawang putih tunggal [17] dan ekstrak 
bengkuang [18]. Dengan demikian, pada 
penelitian ini akan dikaji pengaruh fermentasi 
minuman sari kulit singkong dengan kultur starter 
BAL L. plantarum B1765 terhadap total BAL, pH, 
TAT, total fenolik, dan aktivitas antioksidan. 
Pengujian-pengujian tersebut dilakukan dengan 
tujuan untuk mengetahui potensi kulit singkong 
sebagai minuman fungsional yang berkhasiat 
sebagai antioksidan. 
 
METODE PENELITIAN 
 
Bahan 
Beberapa bahan yang digunakan pada penelitian 
ini: L. plantarum B1765 yang merupakan koleksi 
pribadi hasil isolasi dari olahan ikan fermentasi 
(bekasam) [19], MRS Broth (Merck), aquades, 
gula pasir, serbuk agar white plain (Satelit), 
alkohol 70% (Onemed), NaCl (Pudak), CaCO3, 
Na2CO3 (Pudak), asam galat (Sigma-Aldrich), 
indikator phenolpftalein, metanol (Merck), NaOH 
(Merck), reagen Folin-Ciocalteu (Merck), DPPH 
(Merck), dan kulit singkong dari proses 
pengolahan singkong di industri rumah tangga 
tape singkong di Desa Melirang, Gresik, Jawa 
Timur, Indonesia.  
Alat 
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah: 
peralatan gelas, neraca analitik (Denver 
Instrument), laminar air flow (Thermo Scientific 
1300 Series A2), pembakar spiritus, korek api, 
mikropipet dan blue tip (Eppendorf), buret, statif, 
erlenmeyer, labu ukur, autoclave (Hirayama HVE-
50), inkubator (Memmert), sentrifugator 
(Eppendorf), rotary evaporator (Buchi), botol 
semprot, pisau, talenan, botol kaca steril, pH meter 
(Eutech), dan pipet tetes.  
 
Prosedur Penelitian 
 
Persiapan Kultur Starter 
Stok L. plantarum B1765 sebanyak 1 mL 
diinokulasi ke dalam 9 mL MRS Broth yang sudah 
disterilkan, dan diinkubasi selama 20 jam pada 
suhu 37℃. Kultur yang berhasil tumbuh 
dipisahkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 
3500 rpm selama 5 menit. Supernantan yang 
dihasilkan didekantasi, dan pelet disuspensi ke 
dalam larutan steril NaCl 0,85%. Kemudian 

dilakukan sentrifugasi kembali untuk memisahkan 
MRS broth. Pelet yang dihasilkan disuspensi 
kembali ke dalam larutan steril NaCl 0,85% dan 
divortex untuk digunakan sebagai kultur starter 
[20]. 
 
Pembuatan Minuman Fermentasi Sari Kulit 
Singkong 
Pembuatan minuman fermentasi sari kulit 
singkong pada penelitian ini dilakukan dengan 
mengikuti metode yang digunakan [21] yang telah 
dimodifikasi. Kulit singkong bagian dalam yang 
berwarna putih dicuci dengan air mengalir dan 
direndam selama 24 jam. Selanjutnya, sebanyak 
400 gram kulit singkong dipotong kecil-kecil dan 
dilakukan blanching dengan aquades pada suhu 
±85 ºC selama 30 menit. Kulit singkong ditiriskan, 
dan diblender bersama aquades dengan 
perbandingan 1:4 (v/v) hingga halus. Kulit 
singkong halus kemudian dishaker pada 150 rpm 
selama 1 jam, lalu disaring. Filtrat ekstrak kulit 
singkong ditambahkan gula sebanyak 10% (w/v), 
kemudian dibagi sebanyak ±250 mL ke dalam 
masing-masing wadah steril yang telah diberi 
label, dan dipasteurisasi pada suhu 85 ºC selama 
15 menit. Sari kulit singkong kemudian didiamkan 
hingga mencapai suhu ruang, dan ditambahkan L. 
plantarum B1765 sebanyak 5% (v/v), kemudian 
diinkubasi selama 0, 12, 24, 36, 48, dan 60 jam 
pada suhu 37 ºC. 
 
Penentuan Total Bakteri Asam Laktat (BAL) 
Penentual total BAL dilakukan dengan metode 
Total Plate Count. Sampel minuman sari kulit 
singkong fermentasi diencerkan dengan NaCl 
0,85% pada nilai pengenceran 10-4 – 10-8. Hasil 
pengenceran dimasukkan sebanyak 1 mL (1000 
µL) ke dalam cawan petri dengan bantuan 
mikropipet. Selanjutnya media agar MRS yang 
telah ditambah dengan 1% CaCO3 dituangkan ke 
dalam cawan petri sebanyak ± 15 mL, kemudian 
diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 48 jam. Total 
BAL yang terhitung merupakan koloni bakteri 
yang menghasilkan zona bening di sekitarnya, 
yang dinyatakan dalam log CFU/mL [22]. 
 
Pengukuran pH dan Total Asam Tertitrasi 
Penentuan nilai pH dilakukan dengan ±20 mL 
sampel yang ditempatkan di gelas beaker dan 
diukur pH-nya dengan pH meter yang telah 
dikalibrasi. Penentuan TAT dilakukan dengan 
metode titrasi asam-basa, dan dinyatakan sebagai 
presentasi asam laktat. Sampel minuman 
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fermentasi sari kulit singkong diencerkan pada 
nilai pengenceran 10 kali, dan diambil sebanyak 
20 mL untuk dititrasi dengan NaOH 0,1 N dengan 
bantuan indikator fenolftalein (pp), hingga terjadi 
perubahan menjadi warna merah muda [23]. 
 
Pengukuran Kadar Total Fenolik 
Pengukuran kadar total fenolik ditentukan 
menggunakan metode Folin-Ciocateu, yang 
didasarkan pada kurva absorbansi dari larutan 
asam galat. Preparasi sampel dilakukan dengan 
melarutkan 10 mg konsentrat sampel minuman 
fermentasi sari kulit singkong dalam 10 mL 
metanol. Selanjutnya ke dalam 0,5 mL ekstrak 
sampel dalam metanol tersebut ditambahkan 2,5 
mL reagen Folin-Ciocalteu 10%, divortex, dan 
didiamkan selama 4-8 menit. Selanjutnya 
ditambahkan 2 mL larutan Na2CO3 7,5%, divortex, 
dan diinkubasi dalam ruang gelap pada suhu ruang 
selama 30 menit. Prosedur yang sama dilakukan 
untuk asam galat dengan konsentrasi 10, 20, 30, 
40, dan 50 ppm. Absorbansi larutan diukur dengan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 
maksimum (747 nm). Kurva regresi absorbansi 
larutan standar digunakan untuk menentukan 
konsentrasi total fenolik dalam sampel, yang 
dinyatakan dalam mg/g ekuivalen asam galat (mg 
GAE/g) [5]. 
 
Penentuan Aktivitas Antioksidan 
Penentuan aktivitas antioksidan dilakukan dengan 
metode penangkalan radikal bebas DPPH. 
Sebanyak 10 mg konsentrat minuman fermentasi 
sari kulit singkong dilarutkan dalam 10 mL 
metannol, kemudian diencerkan menjadi beberapa 
konsentrasi, yaitu 20, 40, 80, 160, dan 320 ppm. 
Sebanyak 2 mL dari tiap seri konsentrai larutan 
sampel ditambahkan 1 mL larutan DPPH  40 ppm, 
divortex, dan diinkubasi selama 30 menit di 
ruangan gelap. Absorbansi larutan sampel diukur 
pada panjang gelombang maksimum (516 nm). 
Selanjutnya, nilai IC50 dapat dihitung dengan 
membuat kurva regresi dari persentase inhibisi 
DPPH dari beberapa konsentrasi sampel yang 
telah ditetapkan [24]. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Total BAL, pH, dan TAT 

Data pengujian Total BAL, pH dan TAT 
dimaksudkan untuk dapat mengetahui 
karakteristik mutu produk minuman fermentasi 
sari kulit singkong. Hasil analisis data total BAL, 

pH, dan TAT ditampilkan pada Gambar 1. 
Berdasarkan hasil uji ANOVA, lama waktu 
fermentasi memberikan pengaruh nyata terhadap 
nilai pH dan total BAL minuman fermentasi sari 
kulit singkong. Uji lanjutan Post Hoc LSD pada 
nilai pH menunjukkan perbedaan yang signifikan 
pada lama fermentasi 0-60 jam. Uji lanjutan Post 
Hoc LSD pada total BAL menunjukkan perbedaan 
yang signifikan pada lama fermentasi 0, 12, 24, 
dan 60 jam, namun tidak menunjukkan perbedaan 
yang signifikan pada rentang lama fermentasi 24-
48 jam. Data TAT yang diperoleh merupakan data 
yang tidak berdistribusi normal dan homogen, 
sehingga dilakukan analisis statistik berupa uji 
Kruskal Wallis dengan uji lanjutan Mann-
Whitney. Hasil uji Kruskal Wallis (p < 0,05) 
menunjukkan bahwa lama waktu fermentasi 
memberikan pengaruh nyata terhadap nilai TAT. 
Uji lanjutan Mann-Whitney (p < 0,05) 
menunjukkan perbedaan yang signifikan pada 
lama fermentasi 0, 12, 24, 36, dan 60 jam, namun 
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan 
pada waktu fermentasi 36-48 jam. 
 

 
Gambar 1. Total BAL, pH, dan TAT selama waktu 

fermentasi minuman sari kulit 
singkong 

Ket: Huruf berbeda di belakang angka menunjukkan beda 
nyata (p < 0.05) 
 

Gambar 1 menyajikan keterkaitan antara 
total BAL, pH, dan TAT. Dari Gambar 1 dapat 
diketahui bahwa terjadi peningkatan total BAL 
yang diikuti oleh penurunan nilai pH dan 
peningkatan TAT. Peningkatan total BAL pada 
rentang waktu fermentasi 0-24 jam, yaitu 
meningkat dari 7.89×106 CFU/mL (6.89 log 
CFU/mL) menjadi 4.34×107 CFU/mL (7.59 log 
CFU/mL). Pada waktu tersebut merupakan fase 
eksponensial di mana terjadi peningkatan total 
BAL sebanyak 1 log cycle. Peningkatan total BAL 
yang cukup pesat pada fase ini terjadi karena 
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keberadaan nutrisi yang masih melimpah sehingga 
dapat digunakan bakteri pada proses 
metabolismenya untuk memperbanyak diri. 
Peningkatan total BAL pada penelitian ini 
didukung oleh penelitian terdahulu yang 
menggunakan BAL L. plantarum B1765 sebagai 
kultur starter. Dari penelitian [25], terjadi 
peningkatan total BAL sebanyak 1 log cycle pada 
fermentasi ekstrak tomat selama 24 jam, 
sedangkan [26] menyatakan terjadi peningkatan 
total BAL sebanyak 2 log cycle pada fermentasi 
ekstrak ubi jalar ungu selama 12 jam, serta dari 
penelitian [18], terjadi peningkatan 4 log cycle 
pada fermentasi ekstrak bengkuang selama 12 jam. 
Peningkatan total BAL pada penelitian ini tidak 
sebanyak peningkatan total BAL yang terjadi pada 
fermentasi sari ubi jalar ungu dan ekstrak 
bengkuang, dikarenakan kandungan nutrisi berupa 
pati atau polisakarida lainnya yang ada di dalam 
substrat kulit singkong lebih rendah dibandingkan 
pada dan ubi jalar ungu dan bengkuang, sehingga 
kurang untuk pertumbuhan L. plantarum B1765. 

Setelah terjadi peningkatan total BAL 
pada fase eksponensial, total BAL selanjutnya 
cenderung tidak mengalami perubahan pada 
rentang lama fermentasi 24-48 jam. Pada fase 
tersebut merupakan fase stasioner, di mana 
produksi dan kematian bakteri mencapai titik 
keseimbangan. Fase pertumbuhan bakteri yang 
terakhir merupakan fase kematian, di mana di fase 
ini nutrisi yang dibutuhkan bakteri untuk tetap 
hidup habis, sehingga bakteri mengalami 
penurunan dan kematian drastis [27]. Fase 
kematian pada penelitian ini terjadi pada waktu 
fermentasi 60 jam yang ditandai dengan 
penurunan total BAL sebanyak 1 log cycle, dari 
4.91×107 CFU/mL (7.58 log CFU/mL) pada waktu 
fermentasi 48 jam menjadi 2.68×106 CFU/mL (6.4 
log CFU/mL) pada waktu fermentasi 60 jam. 

Kenaikan total BAL yang terjadi berkaitan 
dengan kenaikan kadar TAT dan penurunan pH. 
Pada penelitian ini, peningkatan kadar TAT terjadi 
dari 0.059% hingga 0.247% seiring lamanya 
waktu fermentasi. Peningkatan kadar TAT 
tersebut berbanding terbalik dengan nilai pH yang 
semakin menurun dari 6.49 pada 0 jam hingga 3.52 
pada 60 jam. Peningkatan TAT dan penurunan pH 
tersebut berhubungan dengan metabolisme yang 
dialami BAL L. plantarum B1765. L. plantarum 
B1765 merupakan BAL fakultatif 
heterofermentatif, di mana pada proses 
metabolismenya dapat menghasilkan asam laktat 
dan asam organik lainnya [28]. Selama fase 

eksponensial pertumbuhan bakteri, terjadi 
perombakan nutrisi berupa pati atau polisakarida 
lainnya menjadi glukosa oleh enzim α-amilase 
yang dihasilkan oleh BAL L. plantarum [29]. 
Glukosa tersebut selanjutnya digunakan pada 
proses metabolisme bakteri melalui jalur glikolisis 
menghasilkan asam laktat dan asam organik 
lainnya, sehingga pada fase ini pula terjadi 
penurunan pH yang cukup drastis. Jika 
dibandingkan dengan standar yang digunakan 
untuk minuman fermentasi yang tercantum pada 
SNI [30], total BAL pada penelitian ini mencapai 
4.91×107 CFU/mL pada waktu fermentasi 48 jam, 
yang telah melampaui standar dengan nilai 
minimum 1×106 CFU/mL. Begitu pula kadar TAT 
pada penelitian ini dengan nilai tertinggi 0.247% 
pada waktu fermentasi 60 jam yang sudah 
mencapai kisaran standar yang berlaku, yaitu 0.2-
0.9%. 
 
Total Fenolik 

Penentuan kadar total fenolik 
dimaksudkan untuk mengetahui kadar fenolik 
bebas yang dihasilkan selama proses fermentasi. 
Berdasarkan hasil uji ANOVA, lama waktu 
fermentasi memberikan pengaruh nyata terhadap 
kandungan total fenolik pada sampel minuman sari 
kulit singkong fermentasi. Uji lanjutan Post Hoc 
LSD yang dilakukan menunjukkan perbedaan 
yang signifikan pada lama fermentasi 0-60 jam. 
 

 
Gambar 2. Total BAL, pH, dan total fenolik 

selama waktu fermentasi minuman sari 
kulit singkong 

Ket: Huruf berbeda di belakang angka menunjukkan beda 
nyata (p < 0.05) 
 

Gambar 2 menyajikan keterkaitan antara 
total BAL, pH, dan total total fenolik selama 
fermentasi sampel minuman sari kulit singkong. 
Terjadi peningkatan total BAL diikuti dengan 
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penurunan pH dan peningkatan total fenolik 
selama proses fermentasi. Pada fase eksponensial 
terjadi peningkatan total BAL, penurunan pH, dan 
peningkatan total fenolik. Peningkatan total 
fenolik terjadi dari 47.77 mg GAE/g pada 0 jam 
hingga mencapai nilai 71.63 mg GAE/g pada 24 
jam fermentasi yang merupakan puncak 
eksponensial. Pada fase eksponensial 
pertumbuhan bakteri, terjadi produksi enzim α-
amilase oleh BAL yang mampu merombak pati 
menjadi glukosa [29]. Total BAL yang meningkat 
pesat pada fase ini mampu mendegradasi pati 
menjadi glukosa, untuk dimetabolisme lebih lanjut 
menghasilkan asam laktat dan asam organik 
lainnya, sehingga tingkat keasaman substrat 
semakin meningkat [15]. pH yang rendah 
diketahui mampu mendegradasi ikatan fenolik-
glikosida menghasilkan molekul gula bebas dan 
fenolik aglikon, sehingga menambah keberadaan 
fenolik bebas yang ada dalam sampel [31]. [6] 
menyatakan bahwa senyawa fenolik pada tanaman 
secara alami berikatan dengan gula sederhana 
dalam bentuk glikosida. Dalam kulit singkong, 
senyawa fenolik glikosida yang telah diketahui, 
seperti 1-O-dihidrokafeoil gliserol, asam ferulat 
glukosida, dan asam klorogenat [32]. Penurunan 
pH produk menyebabkan terjadinya degradasi 
ikatan fenolik-glikosida pada minuman sari kulit 
singkong menjadi fenolik bebas pada fase 
eksponensial ini. 

Dari Gambar 2 dapat dilihat bahwa 
peningkatan fenolik masih tetap terjadi pada fase 
stationer. Peningkatan total fenolik terjadi dari 
71.63 mg GAE/g pada 24 jam hingga mencapai 
nilai 94.13 mg GAE/g pada 48 jam fermentasi. 
Pada fase stasioner ini, pelepasan fenolik bebas 
terjadi karena peran enzim β-glukosidase yang 
mampu menghidrolisis ikatan fenolik-glikosida 
menjadi fenolik bebas [8,9]. Diketahui enzim β-
glukosidase dapat diproduksi oleh sejumlah BAL 
secara maksimal di fase stasioner [33]. BAL L. 
plantarum B1765 telah dibuktikan mampu 
menghasilkan aktivitas enzim β-glukosidase [16]. 
Pada fase ini, walaupun BAL telah mengalami fase 
stationer namun pH masih tetap menurun, 
sehingga diduga juga tetap berperan dalam 
meningkatkan jumlah fenolik bebas pada fase 
stationer ini. Sementara pada fase kematian, 
peningkatan total fenolik masih terjadi, 
dikarenakan susbtrat yang memiliki pH rendah dan 
enzim β-glukosidase yang masih bekerja meskipun 
total BAL sudah mengalami penurunan. 
Peningkatan total fenolik terjadi dari awal hingga 

akhir proses fermentasi, dengan total fenolik 
tertinggi dicapai di akhir fermentasi yaitu pada 
waktu 60 jam, dengan total fenolik mencapai 
115.95 mg GAE/g. 

Peningkatan total fenolik pada penelitian 
ini didukung penelitian-penelitian yang telah 
dilakukan sebelumnya. Dari penelitian [10], terjadi 
peningkatan total fenolik pada jus buah jambu 
mete sebanyak 10.23 mg GAE/L setelah 48 jam 
fermentasi menggunakan BAL L. plantarum, dari 
penelitian [11], terjadi peningkatan total fenolik 
pada kulit buah huyou sebanyak 0.0153 mg GAE/g 
setelah 48 jam fermentasi menggunakan BAL L. 
plantarum dan L. acidophilus, serta dari penelitian 
[18], terjadi peningkatan total fenolik pada ekstrak 
bengkuang sebanyak 23.09 mg GAE/g setelah 36 
jam fermentasi menggunakan BAL L. plantarum 
B1765. Peningkatan total fenolik pada penelitian 
ini mencapai 35.08 mg GAE/g setelah 36 jam 
fermentasi, lebih tinggi dibandingkan fermentasi 
ekstrak bengkuang oleh [18] dengan waktu 
fermentasi, jenis, dan konsentrasi BAL yang sama. 
Perbedaan peningkatan total fenolik ini 
dikarenakan kadar fenolik pada minuman sari kulit 
singkong di awal fermentasi yaitu sebesar 47.77 
mg GAE/g, lebih tinggi dibandingkan kadar 
fenolik ekstrak bengkuang di awal fermentasi yang 
sebesar 17.17 mg GAE/g. Dengan demikian, 
peningkatan kadar total fenolik yang lebih tinggi 
pada penelitian ini diduga karena kandungan 
senyawa fenolik pada kulit singkong yang lebih 
tinggi sehingga lebih banyak senyawa fenolik 
yang dapat dibebaskan. 
 
Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan pada penelitian ini 
dinyatakan dalam IC50 yang menyatakan 
konsentrasi yang diperlukan untuk menghambat 
aktivitas radikal bebas DPPH sebesar 50%.  
Berdasarkan hasil uji ANOVA, lama waktu 
fermentasi minuman sari kulit singkong 
memberikan pengaruh nyata terhadap nilai IC50. 
Uji lanjutan Post Hoc LSD yang dilakukan 
menunjukkan perbedaan yang signifikan pada 
lama fermentasi 0-60 jam. 
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Gambar 2. Nilai IC50 dan total fenolik selama 

waktu fermentasi minuman sari kulit 
singkong 

Ket: Huruf berbeda di belakang angka menunjukkan beda 
nyata (p < 0.05) 
 

Gambar 3 menjelaskan keterkaitan antara 
total fenolik dan aktivitas antioksidan selama 
fermentasi sampel minuman sari kulit singkong. 
Peningkatan total fenolik sejalan dengan 
peningkatan aktivitas antioksidan seiring 
bertambahnya waktu fermentasi, yang ditandai 
dengan semakin menurunnya nilai IC50. Semakin 
kecil nilai IC50 maka semakin tinggi aktivitas 
antioksidan [34]. Pada penelitian ini, waktu 
fermentasi 0 jam memiliki aktivitas antioksidan 
terkecil dengan nilai IC50 sebesar 445.67 ppm, dan 
terus mengalami kenaikan hingga waktu 
fermentasi 60 jam yang memiliki aktivitas 
antioksidan tertinggi dengan nilai IC50 sebesar 
64.39 ppm. 

Peningkatan antioksidan berkorelasi 
dengan peningkatan total fenolik selama proses 
fermentasi, dikarenakan senyawa fenolik yang 
merupakan konstituen utama yang berperan 
terhadap aktivitas antioksidan [3]. Beberapa 
penelitian telah membuktikan bahwa proses 
fermentasi dapat meningkatkan total fenolik yang 
sejalan dengan peningkatan aktivitas 
antioksidannya. Dari penelitian [10], terjadi 
kenaikan total fenolik sebesar 10.23 mg GAE/L 
diikuti peningkatan persentase inhibisi DPPH 
sebanyak 6.53% pada jus buah jambu mete setelah 
fermentasi dengan BAL L. plantarum selama 48 
jam. Dari penelitian [11], terjadi kenaikan total 
fenolik sebesar 0.0153 mg GAE/g diikuti 
peningkatan persentase inhibisi DPPH sebesar 
5.1% pada kulit buah huyou setelah fermentasi 
selama 48 jam menggunakan BAL L. plantarum 
dan L. acidophilus. Dari penelitian [18], terjadi 
kenaikan total fenolik sebesar 23.09 mg GAE/g 

yang diikuti peningkatan aktivitas antioksidan 
dengan menurunnya nilai IC50 sebanyak 59.24 
ppm pada ekstrak bengkuang setelah fermentasi 
dengan L. plantarum B1765 selama 36 jam. 

Dari penelitian ini, didapatkan 
peningkatan aktivitas antioksidan dengan nilai 
IC50 sebesar 445.67 ppm pada waktu fermentasi 0 
jam yang merupakan antioksidan sangat lemah, 
meningkat sebanyak 381.28 ppm, menjadi 64.39 
ppm pada waktu fermentasi 60 jam dengan 
kategori sebagai antioksidan kuat. Suatu senyawa 
dapat dikategorikan sebagai antioksidan sangat 
kuat (IC50 < 50 ppm), antioksidan kuat (IC50 
sebesar 50-100 ppm), antioksidan sedang (IC50 
sebesar 100-150 ppm), antioksidan lemah (IC50 
sebesar 150-200 ppm), dan antioksidan sangat 
lemah (IC50 > 200 ppm) [34]. 
 
KESIMPULAN 
 

Penelitian ini menunjukkan bahwa lama 
fermentasi mempengaruhi peningkatan Total 
BAL, TAT, total fenolik, aktivitas antioksidan, 
serta penurunan pH minuman fermentasi sari kulit 
singkong. Total BAL meningkat optimal mencapai 
4.91×107 CFU/mL pada 48 jam fermentasi, 
sedangkan penurunan pH dan peningkatan TAT, 
total fenolik, dan aktivitas antioksidan maksimum 
tercapai hingga fermentasi 60 jam, dengan pH 
terendah mencapai 3.52, TAT 0.247%, total 
fenolik 115.948 mg GAE/g, dan nilai IC50 64.392 
ppm yang termasuk antioksidan kuat. Lama 
fermentasi terbaik dari hasil penelitian ini adalah 
60 jam, yang menghasilkan minuman fermentasi 
sari kulit singkong dengan aktivitas antioksidan 
terbaik dan telah memenuhi Standar Nasional 
Indonesia sebagai minuman fermentasi, sehingga 
berpotensi untuk dikembangkan sebagai minuman 
fungsional sumber antioksidan.  
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