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Abstrak
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan kadar H2O2 yang berpotensi menjadi pencemar lingkungan beserta parameter kualitas air fermentasi mocaf (AFM) lainnya setelah diberikan perlakuan aerasi. Limbah mocaf  yang diberikan perlakuan aerasi mengalami penurunan kadar H2O2 lebih besar dari non aerasi. Berdasarkan uji beda T-test antara perlakuan aerasi dengan non aerasi kadar H2O2 memiliki perbedaan yang signifikan (sig. p= 0,018, p<0,05).  AFM non aerasi mengalami penurunan L* sebesar 5,9%, sedangkan perlakuan aerasi menurun lebih besar dengan persentase penurunan sebesar 15,8%. TDS AFM tidak mengalami perbedaan yang signifikan antara perlakuan aerasi dengan non aerasi (P= 0,226 ,p>0,05) demikian juga dengan pameter turbiditas (P= 0,117, P>0,05) dan OD 610 nm (P= 0,987, P> 0,05). 
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Abstract
This study aims to determine the changes of H2O2, TDS, lightness, turbidity, and OD that have the potential to become environmental pollutants in mocaf water fermented (AFM) after being given aeration treatment. H2O2 in aeration treatment decrease greater than non-aeration. Based on the different T-test between the aeration and non-aeration treatments, H2O2 had a significant difference (sig. P = 0.018, p <0.05). The lightness of non-aeration had decrease 5.9% lower than aeration treatment decrease 15.8%. TDS AFM did not experience a significant difference between aeration and non-aeration treatments (P = 0.226, p> 0.05) as well as the turbidity pameter (P = 0.117, P> 0.05) and OD 610 nm (P = 0.987, P > 0.05).
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Pendahuluan 
Mocaf (modified cassava flour) adalah tepung singkong yang dimodifikasi dengan bantuan bakteri asam laktat dengan tekstur lembut, bewarna putih, tidak beraroma singkong, serta mengandung banyak zat pati, sehingga dapat digunakan sebagai substitusi tepung terigu sebesar 30% - 100%  (Ruriani, 2006; Subagio, 2008; Rosales-Soto et al., 2016). Di balik nilai positif mocaf, terdapat dampak negatif yang ditimbulkan di antaranya limbah cair dan padat. Kapasitas produksi industri mocaf skala menengah berkisar 160 - 1000 ton per bulan sehingga menghasilkan limbah cair yang cukup besar dikarenakan kebutuhan pencucian dan perendaman (Yulifianti, 2012). Perbandingan antara chip mocaf dengan air rendaman menurut Subagio (2008) sejumlah 2 : 1, yang artinya jika dalam sekali produksi berkapasitas 200 ton/hari, maka air limbah yang dihasilkan adalah 400.000 liter /hari atau 12.000.000 liter/bulan.
Permasalahan yang muncul dari air fermentasi mocaf (AFM) ini adalah warna yang dihasilkan serta kandungan nutrient nya yang sangat kaya (Amalia, 2017). Warna AFM menurut Agarry, (2010) disebabkan oleh efek bleacing yang ditimbulkan oleh senyawa H2O2  selama proses fermentasi (Piard, 1991; Whittenbury, 2009). H2O2 yang berpotensi sebagai toksik di lingkungan perairan merupakan senyawa yang banyak dimanfaatkan untuk memutihkan bahan organik (Arndt and Wagner, 1997; Loque et al., 2008; Mishra and Imlay, 2012). Di antara dampak negatif H2O2 berhasil dilaporkan oleh para peneliti, dalam konsentrasi 0,1 – 1,0 mM telah memiliki efek sitotoksik pada sel epitel manusia (Pericone, 2003). Dalam jumlah yang berlebihan H2O2 juga memiliki dampak dapat merusak sistem saraf pusat manusia, menyebabkan penyakit Parkinson, penyakit Alzheimer dan amyotrophic lateral sclerosis, serta kanker mulut (Consolaro, 2014; Zotta, 2017; Wang et al., 2018). Dalam konsentrasi 100 ppb berpotensi menjadi korosi bagi stainless steel (Sugama et al., 2004), sedangkan konsentrasi 1.500 - 3.000 ppm berpotensi menyebabkan kematian ikan hingga 5 s/d 25 % (Arndt, 1997).
Tindakan prefentif terhadap efek negatif H2O2 perlu dilakukan agar tidak menimbulkan permasalahan di lingkungan masyarakat dengan deteksi dini menggunakan indikator. H2O2 di dalam air rendaman mokaf diduga muncul pada saat proses fermentasi chip singkong selama 3 hari yang disebabkan oleh aktivitas BAL dalam merombak glukosa (Agarry, 2010; Zotta, 2017). Pemantauan OD dilakukan pada gelombang 610 nm untuk melihat serapan cahaya dengan menggunakan Spektrofotometer UV/vis mengikuti metode yang telah dilakuan oleh Smetanková et al. ( 2018) untuk mengetahui tingkat penurunan aktivitas bakteri secara umum. Hadirnya perubahan warna karena adanya mikroorganisme dengan jumlah besar di dalam AFM (Ridaningtyas, 2013). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan kadar H2O2 beserta parameter kualitas AFM lainnya setelah diberikan perlakuan aerasi.

Materi dan Metode
Materi
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah AFM yang dibuat dengan bahan umbi singkong yang dibeli dari pasar tradisional. H2O2 30%  Merck Lot: K47560209 606, ABTS Lot 7R0ZC-EC produksi Tokyo Chemical Industry co.,LTD. Ekstrak kasar enzim peroksidase yang diperoleh dari umbi lobak lokal. 
Alat
Aquarium Air pump merk Luckiness L 88 220-240 V50/60 Hz. Spektrofotometer UV/Vis Shimadzu Type 1280. Gelas Breker untuk fermentor. 
Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2018-Januari 2019, bertempat di Foodtech Laboratory, UPT. Laboratorium Terpadu Undip
Metode
Pembuatan Air Fermentasi Mocaf (AFM)
Bahan baku yang diperlukan dalam penelitian ini adalah AFM sintesis dengan pertimbangan untuk menghindari terjadinya perubahan kualitas signifikan yang dapat terjadi akibat proses transportasi limbah dari industri mocaf ke laboratorium penelitian. Ubi kayu bahan baku limbah sintesis yang digunakan dalam penelitian adalah yang sering dikonsumsi oleh masyarakat secara umum.

Analisis H2O2 pada AFM
Analisis H2O2 dilakukan berdasarkan metode Chamaraja et al.(2017) yang telah dimodifikasi. Pembacaan dengan spektrofotometer UV-VIS panjang gelombang 412 nm dan menggunakan ABTS sebagai substrat dan enzim peroksidase dari ekstrak kasar lobak. Larutan standar H2O2 30% buatan Merck dengan konsentrasi bertingkat 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,3125 mM.  ABTS digunakan sebagai indikator karena mudah mengalami perubahan menjadi bentuk radikal menjadi ABTS (Al Baarri, 2016). Reaksi dilakukan pada suhu ruang dengan menambahkan 450 μL konsentrasi H2O2 yang berbeda dalam rentang linier ditambahkan dengan 450 μL ABTS dan 100 μL enzim POD dari ekstrak kasar lobak. Perubahan absorbansi dicatat secara kontinyu setiap 30 detik selama 3 menit. Laju awal kemudian diplot terhadap konsentrasi H2O2 untuk mendapatkan Figur kalibrasi. 

Analisis Kecerahan
Analisis warna dilakukan dengan menggunakan alat digital color meter yang terdapat di dalam IOS dengan mini studio yang memiliki kontrol kondisi lampu dengan LED 50 lumen 2 pcs. Instrumen dikalibrasi pada sistem ruang warna CIE LAB menggunakan ubin putih (Dc: L = 97,79, a = −0,11, b = 2,69). Nilai L * mewakili kecerahan dan nilai a * dan b * mewakili kemerahan dan kekuningan. Pengukuran warna air limbah dicatat berdasarkan perlakuan waktu penyimpanan pada suhu kamar (Al-Baarri et al., 2018).
Analisis Total Zat Padat Terlarut 
Analisis total zat padat terlarut dilakukan menggunakan alat pengukur EZDO EC/TDS/NaCl meter. Sebelum memulai setiap uji, dilakukan kalibrasi pada alat dengan menyesuaikan parameter apa yang akan diukur. Setelah dikalibrasi, pastikan alat ukur sudah menunjukkan angka nol lalu masukkan ujung alat pengukur ke dalam larutan sampel dan biarkan sampai angka yang muncul di layar alat pengukur berhenti dan segera catat nilai yang muncul pada alat pengukur. Kemudian, bilas ujung alat pengukur dengan aquades dan keringkan dengan tisu. Lakukan untuk uji lainnya dengan memastikan alat pengukur menunjukkan angka nol sebelum digunakan.
Analisis Turbiditas
Sebanyak 20 mL limbah cair dari masing-masing sampel dimasukkan kedalam gelas breker. Aquades dijadikan sebagai blanko. Suspensi tersebut kemudian diukur nilai turbiditasnya dengan menggunakan turbiditasmeter.
Analisis OD (Optical Density)
Sebanyak 1 mL limbah cair dari masing-masing sampel dimasukkan kedalam kuvet. Aquades dijadikan sebagai blanko. Suspensi tersebut kemudian diukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 610 nm. Dilakukan pengulangan sampai tiga (3) kali untuk masing-masing sampel

Analisis Statistik
Data yang diperoleh ditabulasi di dalam Excel untuk dilanjutkan dengan uji korelasi menggunakan Pearson untuk mengetahui hubungan antara parameter kecerahan, turbiditas, OD dengan H2O2. Jika korelasi menghasilkan angka positif maka hubungan kedua variabel bersifat searah. Jika korelasi menghasilkan angka negative maka hubungan kedua variabel bersifat tidak searah, jika angka mendekati 1 maka hubungan kedua variabel semakin kuat. Jika angka mendekati -1 maka hubungan kedua variabel semakin lemah. Jika nilai koefisien korelasi sama dengan nol berarti tidak ada hubungan. Analisis korelasi menggunakan perangkat lunak GraphPad Prism 4.0 (Perangkat Lunak GraphPad, San Diego, CA). Hanya perbedaan yang signifikan secara statistik yang dilaporkan (Kiselova et al., 2009).

Hasil dan Pembahasan 
Kadar H2O2 AFM
Kadar H2O2 AFM di hari ke 0 sebesar 436,70 ± 15,42 µM. AFM non aerasi memiliki kadar residu H2O2 relatif lebih stabil dari hari ke 0 sampai hari ke 3 kemudian mengalami penurunan di hari ke 4 dengan selisih hari ke 0 dan ke 4 sebesar 13,34 µM atau persentase penurunannya sebesar 3,05% dengan nilai koefisien determinasi R2 sebesar  0,8224. Berdasarkan uji beda T-test antara perlakuan aerasi dengan non aerasi AFM memiliki perbedaan yang signifikan (sig. p= 0,018, p<0,05). Limbah mocaf  yang diberikan perlakuan aerasi, kadar H2O2 cenderung mengalami penurunan lebih besar dari non aerasi dengan selisih dari hari ke 0 sampai ke 4 sebesar 57,81 µM atau 13,24% (R2= 0,8097). Hari ke 1 402,22 ± 7,70, hari ke 2 dan ketiga stabil 396,30 ± 6,42 dan 397,41 ± 6,32 lalu menurun kembali di hari ke 4 dengan nilai 378,89 ± 1,92 µM. Hasil analisis H2O2 bisa dilihat pada Figur 1. Kurtz et al., (2008) mengatakan bahwa pembentukan H2O2 oleh spesies oksigen reaktif (ROS) terjadi ketika oksigen molekuler berdifusi ke dalam sel dan pengurangannya terjadi secara adventif oleh enzim redoks (POD) yang mengandung flavin atau kuinon. Sakamoto et al., (1998) menambahkan bahwa pengkondisian lingkungan tumbuhnya BAL secara aerobik dapat mempercepat penurunan H2O2. 
Analisis Kecerahan (L*)
AFM non aerasi mengalami penurunan L* sebesar 5,9% setelah dilakukan inkubasi selama 4 hari, sedangkan perlakuan aerasi menurun lebih besar dengan persentase penurunan sebesar 15,8%. Nilai koefisien R2 pada AFM non aerasi hanya sebesar 0,0015, sedangkan aerasi 0,6398. Dari nilai R2 ini dapat diduga bahwa AFM non aerasi hampir tidak mengalami perubahan tingkat kecerahan, sedangkan pada perlakuan aerasi cukup terlihat adanya penurunan tingkat kecerahan. Hasil analisis dapat dilihat pada Figur 2. Nilai L* hari ke 0 lebih rendah 15% jika dibandingkan dengan kecerahan yogurt kedelai kuning hasil penelitian Soleha, et. al. (2018) dan 44,5% lebih cerah dari minyak nilam hasil penelitian dari Slamet, et. al. (2019). Kecerahan AFM di hari ke 0 diduga dikarenakan efek bleacing yang disebabkan oleh H2O2 yang muncul secara alamiah disebabkan oleh aktivitas BAL dalam merombak glukosa pada saat proses fermentasi chip singkong (Agarry, 2010; Zotta, 2017). Pada AFM non aerasi warna cerah cenderung bertahan lebih lama dari perlakuan aerasi diduga disebabkan oleh keberadaan H2O2 dengan konsentrasi lebih tinggi dari perlakuan aerasi serta disturbansi yang disebabkan oleh bahan-bahan organik terlarut, bakteri, dan mikroorganisme yang menurut Aida dan Utomo (2016) menyebabkan tingginya kecerahan pada air. Pada perlakuan aerasi, penurunan nilai L* diduga karena kadar H2O2 dikatalisis oleh POD sehingga bereaksi menjadi H2O dan O- (Al-Baarri, 2016) sehingga menyebabkan berkurangnya efek bleaching. Daya penurunan kecerahan perlakuan aerasi lebih besar dari non aerasi diduga karena perlakuan aerasi mampu meningkatkan percepatan degradasi H2O2 sebagaimana pendapat dari Sakamoto et al., (1998). Setelah dilakukan perbandingan hasil analisis kecerahan antara perlakuan aerasi dan non aerasi dapat disimpulkan bahwa penambahan oksigen melalui teknologi aerasi dapat menurunkan tingkat kecerahan lebih baik dari non aerasi.
Total Padatan Terlarut (TDS) AFM
Nilai TDS awal limbah cair mocaf non aerasi senilai 358,9 ± 0,902 ppm dan terus mengalami penurunan sampai hari ke 4 dengan nilai akhir 177, 7 ± 2,35 turun sebesar 50,49% dengan R2 sebesar 0,9059. Sedangkan pada AFM dengan sistem aerasi, terlihat trend menurun dengan R2 sebesar 0,8256 meskipun pada hari ke 1 terjadi peningkatan 9,85 % dengan nilai 394,8 ppm kemudian menurun di hari ke 2 dengan nilai 238,7 ± 0,471 ppm sampai di hari ke 4 menjadi 176,3 ± 0,47 dengan persentase penurunan dari hari ke 0 sebesar 50,93%. Nilai akhir hari ke 4 antara perlakuan aerasi dengan non aerasi yang tidak berbeda nyata terlihat setelah diuji beda independent T-Test dengan P= 0,226 (p>0,05). Hasil analisis TDS bisa dilihat pada Figur 3. Dari hasil uji beda T-test dapat disimpulkan bahwa perlakuan aerasi tidak memberikan dampak yang signifikan terhadap penurunan nilai TDS.
Total padatan terlarut di dalam AFM diduga terhitung dari gula-gula yang terlarut, asam-asam organik yang terbentuk selama proses fermentasi (Reis et al., 2012; Ismawati, 2016). Penurunan TDS pada penelitian ini, diduga karena proses degradasi bahan organik yang merupakan sumber energi mikroorganisme, sehingga semakin kecil perubahan nilai TDS menunjukkan semakin menurunnya aktivitas mikroorganisme (Paramita et al., 2012). TDS merupakan jumlah zat padat terlarut yang berukuran ≤ 1 μm, dimana jika nilai TDS masih belum terlihat trend penurunan mengindikasikan bahan organik limbah belum tergedradasi sempurna menjadi gas (Ayu dan Shovitri, 2013). Penurunan nilai TDS pada AFM baik perlakuan aerasi maupun non aerasi selama 4 hari masa inkubasi, disebabkan partikel terlarut telah terkonversi ke dalam bentuk gas yang dikeluarkan sebagai hasil samping proses biodegradasi oleh mikroorganisme. Sebab, partikel berukuran lebih kecil yang terlarut di dalam air limbah akan melalui fase metanogenik, sehingga partikel yang terlarut di dalam limbah akan dikonversikan dalam bentuk gas (Ayu and Shovitri, 2013). 
Turbiditas AFM
Hari ke 0 memiliki nilai sebesar 980 NTU kemudian menurun setelah didiamkan selama 1 hari tanpa diberikan aerasi sebesar 35,69% (603,2 NTU) dan perlakuan aerasi sebesar 39,59% (566,6 NTU). Di hari ke 2 terjadi peningkatan sebesar 11,83% (674,6 NTU) pada AFM non aerasi, sedangkan pada perlakuan aerasi mengalami penurunan 5,25% (536,8 NTU) dibandingkan hari ke 1. Hari ke 3, pada non aerasi meningkat sebesar 32,99% (897,2 NTU), pada perlakuan aerasi meningkat 4,28% (559,8 NTU) dibandingkan hari ke 2. Hari ke 4 ke dua perlakuan sama-sama mengalami penurunan, non aerasi menurun sebesar 29,35% (633,8 NTU) sedangkan pada perlakuan aerasi sebesar 16,07% (469,8 NTU) dibandingkan hari ke 3. Trend perubahan turbiditas pada perlakuan non aerasi memiliki R2 = 0,1011 lebih kecil dari perlakuan aerasi dengan nilai R2 = 0,6468. Hasil analisis bisa dilihat pada Figur 4. Meskipun nilai R2 pada analisis regressi menunjukkan perbedaan antara perlakuan aerasi dan non aerasi, setelah dilakuan uji beda mann-whitney test tidak menunjukkan hasil yang beda secara signifikan dengan nilai P= 0,117, P>0,05. Jika dilihat nilai di hari ke 4 inkubasi AFM, perlakuan aerasi lebih baik dalam menurunkan nilai turbiditas sebesar 49,9% dari non aerasi sebesar 32,43%.  
Turbiditas di dalam AFM disebabkan oleh bahan-bahan yang melayang yang meliputi komponen organik terlarut dan tak larut, bakteri serta mikroorganism lainnya (Ridaningtyas, 2013). Jika limbah cair langsung dibuang di perairan (sungai), maka turbiditas AFM dapat menghalangi penetrasi cahaya yang masuk ke dalam air, sehingga dapat mengganggu fotosintesa dan biota di perairan (Supriyantini, 2018). Di lingkungan perairan, material yang menyebabkan turbiditas dapat menyumbat insang ikan, mencegah telur berkembang serta membuat pendangkalan dasar perairan (Aida dan Utomo, 2016).
Nilai turbiditas AFM non aerasi dan aerasi yang fluktuatif ini diduga dikarenakan pada AFM non aerasi flok-flok yang terbentuk berukuran mikro sehingga terdispersi dan susah mengendap, sedangkan perlakuan aerasi terbentuk filament-filamen sehingga mebentuk flok-flok dalam ukuran lebih besar yang akhirnya menyebabkan mudah mengendap sebagaimana pendapat dari Said dan Utomo (2007). Menurut Richard, et.al. (2003) bahwa filament-filamen bakteri ini akan membentuk flok-flok yang bisa menangkap dan mengikat partikel-partikel kecil sehingga menyebabkan kecilnya nilai turbiditas.
OD (Optical Dencity) AFM
AFM yang diambil sesaat setelah proses fermentasi chip selesai memiliki nilai OD pada panjang gelombang 610 nm sebesar 2,055. Pada AFM non aerasi memiliki nilai OD dalam range 2,055-1,355 dengan nilai koefisien R2= 0,7912. AFM yang ditambahkan perlakuan aerasi memiliki range nilai OD 2,055-1,451 dengan nilai koefisien R2= 0,8052. Nilai R2 kisaran 0,7912-0,8052 mengindikasikan bahwa OD tetap memngalami penurunan meskipun inkubasi AFM ditambahkan aerasi atau tidak. Hasil analisis OD bisa dilihat pada Figur 5. Berdasarkan analisis uji beda independent T-test diperoleh P= 0,987, (P> 0,05) yang artinya antara perlakuan aerasi dengan non aerasi tidak memiliki perbedaan yang signifikan. Pemantauan perubahan OD pada panjang gelombang range 600-610 nm bertujuan untuk mengetahui tingkat penurunan aktivitas bakteri sebagaimana yang telah dilakukan oleh Smetanková et al. ( 2018). Pada Figur 5 terlihat trend penurunan yang sama antara perlakuan aerasi dan non aerasi, sehingga diduga aktivitas BAL mengalami penurunan setelah dilakukan inkubasi selama 4 hari.

Kesimpulan 
Perlakuan aerasi memberikan dampak yang signifikan terhadap penurunan kadar H2O2 AFM, namun tidak berdampak signifikan terhadap parameter kecerahan, turbiditas, dan total padatan terlarut. Penurunan kadar H2O2 terjadi secara adventif oleh enzim redoks (POD) yang mengandung flavin atau kuinon. H2O2 menurun lebih besar pada perlakuan aerasi dikarenakan pertumbuhan BAL dalam kondisi aerobik dapat mempercepat penurunan H2O2.
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Figur 1. Hasil Analisa H2O2 
	[bookmark: _Toc23067648]

	[bookmark: _Toc23067649]Figur 1. Pengaruh perlakuan aerasi terhadap H2O2 LCM. Analisa H2O2 dilakukan selama 4 hari diukur dengan panjang gelombang (ƛ 412 nm). Vertical bars menunjukkan error bar. 




Figur 2. Hasil Analisis Kecerahan
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	[bookmark: _Toc23067670]Figur 2. Pengaruh perlakuan aerasi terhadap kecerahan LCM. Analisa kecerahan dilakukan selama 4 hari diukur dalam suhu ruang. Vertical bars menunjukkan error bar.






Figur 3. Hasil Analisis Total Padatan Terlarut (TDS)
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	[bookmark: _Toc23067658]Figur 3 Pengaruh perlakuan aerasi terhadap TDS LCM. Analisa TDS dilakukan selama 4 hari diukur dalam suhu ruang. Vertical bars menunjukkan error bar. 



Figur 4. Hasil Analisis Turbiditas
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	[bookmark: _Toc23067667]Figur 4. Pengaruh perlakuan aerasi terhadap ORP LCM. Analisa ORP dilakukan selama 4 hari diukur dalam suhu ruang. Vertical bars menunjukkan error bar. 









Figur 5. Hasil Analisis OD 610 nm
	[bookmark: _Toc23067672]

	[bookmark: _Toc23067673]Figur 5 Pengaruh perlakuan aerasi terhadap OD (610 nm) LCM. Analisa OD (610 nm) dilakukan selama 4 hari diukur dalam suhu ruang. Vertical bars menunjukkan error bar. 
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