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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh fermentasi kulit singkong
menggunakan inokulum Aspergillus niger, EM4, dan campuran A. niger dan EM4 terhadap
kadar sianida dan parameter fermentasi in vitro. Kulit singkong dikeringkan, digiling, lalu
difermentasi selama 21 hari dengan tiga perlakuan fermentasi dan satu perlakuan kontrol tanpa
fermentasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fermentasi berpengaruh sangat nyata
(P<0,01) terhadap seluruh parameter yang diamati. Kadar sianida tertinggi terdapat pada
perlakuan kontrol yaitu 42,06 ppm dan menurun signifikan pada fermentasi A. niger yaitu
28,17 ppm, EM4 26,53 ppm, serta campuran inokulum 23,33 ppm. Nilai pH juga menurun
secara signifikan seiring dengan perlakuan fermentasi, dengan pH terendah pada kombinasi
A.niger dan EM4 namun masih dalam kisaran yang normal untuk aktivitas mikrobia rumen
secara optimal. Kadar NH3 meningkat nyata dari 5,76 mM pada perlakuan kontrol menjadi
10,53 mM pada perlakuan kombinasi inokulum. Produksi total VFA juga meningkat dari 75,73
mM pada kontrol menjadi 143,18 mM pada kombinasi inokulum, mengindikasikan aktivitas
fermentasi mikrobia rumen yang lebih tinggi. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
fermentasi kulit singkong menggunakan kombinasi A4.niger dan EM4 merupakan inokulum
yang paling efektif menurunkan kadar sianida sekaligus meningkatkan parameter fermentasi
rumen.

Kata kunci: Kulit singkong, Aspergillus niger, EM4, sianida

Abstract. This study aimed to evaluate the effect of cassava peel fermentation using
Aspergillus niger, EM4, and their combination on cyanide content and in vitro fermentation
parameters. Cassava peels were dried, ground, and fermented for 21 days with three
fermentation treatments and one control treatment. The results showed that fermentation had a
highly significant effect (P < 0.01) on all measured parameters. The highest cyanide content
was found in the control treatment, at 42.06 ppm, which decreased significantly in A. niger to
28.17 ppm, in EM4 to 26.53 ppm, and in the mixed inoculum to 23.33 ppm. The pH value
gradually reduced during fermentation, with the lowest value observed in the 4. niger and
EM4 treatments, at 6.72, which was still within the normal range for optimal rumen microbial
activity. The NH3 concentration increased markedly from 5.76 mM in the control treatment to
10.53 mM in the mixed inoculum treatment, indicating enhanced protein degradation. Total
VFA production also increased from 75.73 mM in the control treatment to 143.18 mM in the
mixed inoculum treatment, suggesting a higher microbial fermentation activity. It can be
concluded that cassava peel fermentation using a combination of 4. niger and EM4 is the most
effective method for reducing cyanide content and improving rumen fermentation parameters.

Keywords: Cassava peel, Aspergillus niger, EM4, Cyanide

1. Pendahuluan

Pemanfaatan kulit singkong sebagai pakan alternatif untuk ternak ruminansia sedang
berkembang di kalangan peternak di Sulawesi Tenggara. Kulit singkong dihasilkan dari proses
pembuatan tape singkong yang merupakan salah satu produk olahan singkong yang cukup digemari
oleh masyarakat. Hasil ikutan singkong ini biasanya melimpah dan diberikan kepada ternak dalam
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keadaan segar sebagai alternatif sumber energi. Selain sebagai sumber energi, kulit singkong masih
mengandung beberapa zat gizi yang bermanfaat seperti protein, lemak, dan mineral [1]. Beberapa hasil
penelitian menunjukkan bahwa penambahan kulit singkong dalam ransum ternak hewan ruminansia
dapat meningkatkan performans ternak ruminansia [2]. Pemanfaatan kulit singkong dalam ransum
sebagai pakan tambahan biasanya dicampur dengan bahan pakan lain seperti dedak, ampas tahu, dan
ampas tempe. Namun, selain nutrien yang bermanfaat bagi ternak, kulit singkong juga mempunyai zat
antinutrisi berupa sianida.

Zat sianida merupakan senyawa antinutrisi yang dapat menyebabkan terganggunya kesehatan
ternak bila dikonsumsi dalam jumlah yang berlebihan [3, 4]. Pengaruh lanjut dari racun sianida adalah
terganggunya proses produksi energi dalam tubuh yang berdampak pada terhambatnya pertumbuhan
jaringan karena keterbatasan suplai energi [5]. Selain itu, sianida juga diketahui dapat mempengaruhi
aktivitas mikroorganisme rumen yang pada akhirnya dapat mengganggu pertumbuhan ternak [4].
Kadar sianida sampai dengan 4 ppm per kg berat badan dapat berbahaya bagi hewan ruminansia [4].
Mengingat pengaruh negatif yang dapat ditimbulkan oleh sianida, maka perlu dilakukan upaya untuk
menurunkan kandungan sianida sebelum diberikan pada ternak, salah satunya yaitu dengan melakukan
fermentasi kulit singkong [6]. Selain dapat menurunkan kadar sianida, perlakuan fermentasi kulit
singkong diharapkan juga dapat meningkatkan nilai nutrien kulit singkong terutama protein [7, 8].
Namun, sejauh mana pengaruh kulit singkong fermentasi terhadap aktivitas mikroorganisme rumen
masih menampilkan hasil yang bervariasi. Dengan demikian, perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui pengaruh kulit singkong fermentasi terhadap kadar sianida dan parameter fermentasi
secara in vitro yaitu pH serta kadar amonia dan VFA cairan rumen fermentasi.

2. Metode Penelitian

Penelitian ini didisain berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 4
ulangan sehingga terdapat 16 unit percobaan. Perlakuan yang diberikan terdiri dari: kontrol (tepung
kulit singkong tanpa fermentasi), 4.niger (fermentasi tepung kulit singkong menggunakan A.niger),
EM4 (fermentasi tepung kulit singkong menggunakan EM4), dan A.niger+EM4P3 (fermentasi tepung
kulit singkong menggunakan campuran A. niger dan EM4)

Penelitian ini dilaksanakan dalam 3 tahap. Tahap pertama dan kedua penelitian ini berupa proses
pembuatan dan fermentasi tepung kulit singkong dilakukan di Laboratorium Unit Pabrikasi Pakan
Fakultas Peternakan Universitas Halu Oleo. Tahap ketiga berupa analisis in vitro dilaksanakan di
Laboratorium Ilmu Nutrisi dan Teknologi Pakan, IPB University, Bogor. Tahapan penelitian secara
rinci adalah sebagai berikut:

a. Tahap pertama dari penelitian ini adalah pembuatan tepung kulit singkong. Kulit singkong yang
diperoleh dari rumah-rumah pembuat tape singkong dibersihkan dari tanah yang masih menempel
dan selanjutnya dijemur sampai kering dengan kadar air 10%. Selanjutnya, kulit singkong
digiling menjadi tepung kulit singkong [8].

b. Tahap kedua adalah fermentasi tepung kulit singkong menggunakan EM-4 dan Aspergillus niger.
Pada fermentasi dengan EM-4, kulit singkong dicampur dengan larutan EM-4 yang sudah
diaktifasi [9, 10]. Aktifasi EM-4 dilakukan dengan mencampur larutan EM-4, pelarut air, dan gula
pasir dengan komposisi 25 ml: 2500 ml: 250 gram [9]. Larutan tersebut kemudian diinkubasi
tertutup selama 24 jam sebelum digunakan [10]. Selanjutnya, tepung singkong dan EM-4
dicampur dengan perbandingan 1000 gram tepung kulit singkong dan 1000 ml larutan EM-4 yang
selanjutnya dimasukkan ke dalam toples kaca untuk proses fermentasi selama 21 hari [11].

Untuk fermentasi menggunakan Aspergillus niger, 1% produk komersil spora Aspergillus niger
dicampur dengan tepung kulit singkong [11]. Campuran tersebut kemudian ditempatkan di dalam
toples untuk proses fermentasi selama 21 hari.

Pada percobaan fermentasi kulit singkong menggunakan campuran EM-4 dan Aspergillus niger
sebagai fermentor, tepung kulit singkong dicampur dengan 1% produk komersil spora 4. niger
dan EM-4 yang sudah diaktifasi. Campuran ketiga bahan tersebut selanjutnya disimpan di dalam
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toples kaca untuk proses fermentasi selama 21 hari. Selanjutnya tepung kulit singkong fermentasi
dikeluarkan dan diangin-anginkan sebelum dianalisis untuk parameter fermentasi.

c. Analisis kadar sianida dilakukan berdasarkan standar metode Departemen Ilmu Nutrisi dan
Teknologi Pakan IPB University. Pronsip metode yang digunakan adalah sianida dalam sampel
diubah menjadi sianogen chloride (CNCI) karena bereaksi dengan chloraminT yang pada pH
kurang dari 8 terhidrolisa menjadi sianat. Setelah bereaksi secara sempurna, CNCl membentuk
warna merah biru dengan asam barbiturat dalam piridin dan warna yang terjadi dibaca
pada A 578 nm.

d. Analsis parameter fermentasi in vitro dilakukan berdasarkan metode Tiley and Terry (1963) [12]
yang meliputi analisis kadar pH, VFA, dan NH3.
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analysis of variace (ANOVA) dan karena perlakuan
menunjukan pengaruh nyata maka dilanjutkan dengan Uji Duncan s Multiple Range Test (DMRT) dari
program SAS.

3. Hasil dan Pembahasan
Hasil penelitian berupa kadar sianida dan parameter fermentasi in vitro tepung kulit singkong

disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kadar sianida dan parameter fermentasi /n Vitro tepung kulit singkong

Perlakuan

Parameter Control A. niger EM-4 A.niger+EM-4
Sianida (HCN), ppm 42,06+1,11° 28,17+2,00° 26,53+0,82° 23,33+0,49¢

pH 6,97+0,01¢ 6,86+0,01°¢ 6,79+0,01° 6,72+0,01*
NH3, mM 5,76+0,31° 6,57+0,87* 7,95+0,55° 10,53+0,65°¢
VFA, mM 75,73+2,26° 101,2846,29° 120,87+6,72° 143,18+7,724

Keterangan: ® ® © ¢ superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan sangat
nyata (P<0,01)

3.1. Kadar Sianida (HCN)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan fermentasi memberikan pengaruh nyata
terhadap kadar sianida tepung kulit singkong (Tabel 1). Kadar sianida hasil penelitian berkisar antara
23,33 sampai 42,06 ppm dan cenderung menurun seiring dengan perbedaan inokulum yang digunakan
selama proses fermentasi. Kadar sianida yang dapat berakibat fatal pada hewan ruminansia adalah 4
ppm per kg berat badan [4] sehingga dapat dikatakan bahwa kadar sianida yang diperoleh dari hasil
penelitian ini dalam taraf aman bagi hewan ruminansia. Kadar sianida kulit singkong pada perlakuan
kontrol jauh lebih rendah dibandingkan kadar sianida pada penelitian terdahulu yaitu 150-360 ppm
[13, 14, 15] yang dapat disebabkan karena kulit singkong yang digunakan adalah kulit singkong yang
segar. Kulit singkong yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit singkong yang telah dicuci dan
dijemur sehingga dapat menurunkan kandungan sianida secara drastis [14].

Fermentasi menggunakan Aspergillus niger menurunkan kadar sianida secara signifikan
menjadi 28,17 ppm dibandingkan kontrol. A. niger diketahui memiliki enzim linamarase dan B-
glukosidase yang mampu menghidrolisis glukosida sianogenik menjadi gula sederhana, aseton, dan
sianida yang mudah menguap selama proses fermentasi [16]. Fermentasi kulit singkong menggunakan
EM4 menghasilkan kadar sianida yang lebih rendah daripada perlakuan 4. niger yaitu 26,53 ppm.
Mikroorganisme dalam EM4 terutama Lactobacillus sp. dan Saccharomyces sp. [17], berperan dalam
degradasi senyawa sianida melalui aktivitas enzimatik dan fermentasi asam laktat [16, 18]. Proses
fermentasi ini menurunkan pH substrat sehingga mempercepat dekomposisi senyawa sianogenik dan
meningkatkan penguapan sianida [19]. Penurunan kadar sianida tertinggi diperoleh pada kombinasi 4.
niger dan EM4 dengan kadar sianida hanya 23,33 ppm. Hal ini menunjukkan adanya sinergi antara
aktivitas jamur dan bakteri fermentatif dimana A. niger lebih efektif membuka struktur kompleks
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selulosa dan hemiselulosa kulit singkong [20], sementara mikroba dalam EM4 mempercepat degradasi
dan konversi senyawa toksik yang dilepaskan [16]. Kombinasi ini memperluas jenis enzim yang
terlibat yaitu selulase, amilase, linamarase, dan B-glukosidase, sehingga proses biodegradasi senyawa
sianida menjadi lebih efisien.

3.2. pH

Hasil analisis ragam menujukkan bahwa kulit singkong yang difermentasi menggunakan
campuran A. niger dan EM-4 memiliki nilai pH yang lebih rendah yaitu 6,72 dibandingkan dengan
ketiga perlakuan lainnya. Nilai pH yang lebih rendah tersebut dapat menguntungkan mikroorganisme
rumen terutama pencerna serat kasar yang beraktivitas secara optimum pada pH 6,2-6,7 [21, 22].
Sementara itu, perlakuan fermentasi menggunakan EM-4 menghasilkan nilai pH yang lebih rendah
dibandingkan dengan perlakuan A. niger dan kontrol masing-masing 6,79, 6,86 dan 6,97. Nilai pH
yang diperoleh dari hasil penelitian ini masih berada dalam kisaran normal nilai pH dalam suatu
percobaan in vitro yaitu 6,44-6,9 [23, 24, 25]. Hal tersebut menunjukkan bahwa proses fermentasi
tepung kulit singkong dapat membantu menurunkan kadar sianida serta tidak mengganggu aktivitas
mikroba rumen selama proses fermentasi.

Rendahnya nilai pH pada perlakuan EM4 dibandingkan A. niger dapat disebabkan oleh proses
degradasi sianida dan nutrien yang lebih efektif yang dilakukan oleh campuran mikroorganisme yang
terkandung di dalam EM4. Mikroorganisme EM4 terutama Lactobacillus sp. dan Saccharomyces sp.
[17], memiliki kemampuan untuk mendegradasi senyawa sianida melalui aktivitas enzimatik dan
fermentasi asam laktat [16, 18] sehingga meningkatkan konsentrasi asam organik dalam cairan rumen
dan menurunkan nilai pH. Sementara itu, nilai pH yang lebih rendah pada perlakuan campuran A.
niger dan EM-4 dibandingkan perlakuan EM4 menunjukkan bahwa campuran 4. niger dan
mikroorganisme yang terkandung dalam EM-4 lebih efektif dalam menurunkan kadar sianida yang
terkandung dalam tepung kulit singkong sehingga mengurangi pengaruh negatif sianida terhadap
aktivitas mikroorganisme rumen. 4. niger diketahui memiliki kemampuan untuk mendegradasi
senyawa sianida melalui produksi enzim B-glukosidase dan linamarase [6, 16]. A. niger juga memiliki
kemampuan merombak serat kasar yang sulit dicerna oleh mikroorganisme lain serta meningkatkan
kandungan protein kulit singkong [26, 27]. Penurunan kadar sianida dapat mengoptimalkan aktivitas
mikroorganisme rumen dalam menghasilkan asam-asam organik, terutama asetat, propionat, butirat,
dan laktat [23]. Konsentrasi asam organik yang semakin tinggi dapat menurunkan pH di dalam cairan
rumen [28].

3.3. Kadar Amonia (NH3)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar amonia pada uji in vitro tepung kulit singkong
berbeda nyata (P<0,05) antar perlakuan fermentasi, berkisar antara 5,76 — 10,53 mM. Perlakuan
kontrol memiliki kadar amonia terendah yang mengindikasikan terbatasnya degradasi protein pada
perlakuan tepung kulit singkong tanpa fermentasi [29]. Hal tersebut dapat disebabkan karena kulit
singkong memiliki kadar protein yang rendah [30] sehingga ketersediaan amonia dari proses
deaminasi protein juga terbatas. Selain itu, rendahnya kadar amonia pada perlakuan kontrol
dibandingkan dengan perlakuan lainnya dapat disebabkan karena masih terikatnya molekul protein
pada ikatan lignoselulosa sehingga menurunkan tingkat kecernaan protein selama proses fermentasi.
Kadar amonia yang dihasilkan dalam penelitian ini lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian
sebelumnya tentang kulit singkong yang melaporkan produksi amonia dalam cairan rumen in vitro
yaitu 4,64 — 6,62 mM [31]. Hal tersebut kemungkinan disebabkan karena perbedaan substrat yang
digunakan sehingga menghasilkan kadar amonia yang berbeda. Kadar amonia yang diperlukan untuk
aktivitas mikrobia rumen yang optimal berkisar 2,94-11,39 mM [29]

Pada perlakuan fermentasi menggunakan A. niger, rata-rata kadar amonia yang dihasilkan
adalah 6,57 mM, tidak berbeda nyata dengan perlakuan kontrol. Hal tersebut menunjukkan bahwa
fermentasi tepung kulit singkong menggunakan A. niger belum dapat meningkatkan ketersediaan
protein dalam cairan rumen sehingga substrat yang dibutuhkan oleh mikrobia rumen untuk proses
deaminasi juga tidak menjadi lebih tinggi [32]. 4. niger merupakan jamur yang memiliki kemampuan
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untuk memecah ikatan lignoselulosa dalam molekul karbohidrat [20] sehingga dapat membebaskan
senyawa lain yang terikat seperti protein.

Perlakuan fermentasi dengan EM4 menghasilkan kadar amonia 7,95 mM, lebih tinggi daripada
perlakuan kontrol dan A. niger. Hal tersebut dapat disebabkan karena campuran miroorganisme yang
terkandung di dalam EM4 yaitu Lactobacillus sp., Saccharomices sp., dan Actinomycetes, berperan
aktif dalam proses fermentasi bahan organik dan meningkatkan ketersediaan nitrogen [17]. Sementara
itu, campuran A.niger dan EM-4 menghasilkan kadar amonia yang lebih tinggi yaitu 10,53 mM
dibandingkan tiga perlakuan lainnya. Tingginya kadar amonia pada perlakuan kombinasi A. niger dan
EM-4 tersebut dapat disebabkan kemampuan A.niger dan mikroorganisme yang terkandung dalam
EM4 untuk mendegradasi ikatan lignoselulosa [20, 33, 34]. lkatan lignoselulosa yang telah
terdegradasi tersebut selanjutnya dapat membebaskan senyawa lain yang terikat seperti protein.
Dengan demikian, mikroba rumen memiliki substrat yang lebih tersedia untuk proses deaminasi
menghasilkan ammonia [29, 32].

3.4. Kadar Volatile Fatty Acid (VFA)

Produksi VFA merupakan indikator utama aktivitas fermentasi mikroba dalam sistem rumen.
VFA dihasilkan melalui fermentasi karbohidrat oleh mikroba rumen dan berfungsi sebagai sumber
energi utama bagi ternak ruminansia, dengan tiga jenis VFA terpenting yaitu asam asetat, propionat,
dan butirat [35]. Kadar total VFA yang dihasilkan menggambarkan intensitas aktivitas mikroba dalam
melakukan fermentasi terhadap substrat bahan organik yang tersedia [36, 37]. Hasil penelitian pada
Tabel 3 menunjukkan bahwa produksi total VFA tepung kulit singkong menunjukkan perbedaan nyata
(P<0,05) antar perlakuan fermentasi. Nilai VFA berkisar antara 75,73 hingga 143,18 mM, yang
mengindikasikan bahwa semakin tinggi kadar VFA yang diproduksi maka tingkat fermentasi substrat
oleh mikrobia rumen juga semakin tinggi. Perlakuan kontrol menunjukkan nilai VFA terendah yaitu
75,73 mM yang berarti bahwa aktivitas fermentasi mikrobia rumen terhadap kulit singkong tanpa
fermentasi masih rendah. Hal ini dapat berkaitan dengan tingginya serat kasar dan kandungan
lignoselulosa pada kulit singkong, yang menghambat pemanfaatan karbohidrat oleh mikroba rumen
[20]. Akibatnya produksi VFA sebagai hasil akhir fermentasi karbohidrat juga rendah [36].

Fermentasi menggunakan 4. niger meningkatkan produksi VFA menjadi 101,28 mM, berbeda
nyata dari kontrol. Hal ini dapat disebabkan oleh kemampuan 4. niger menghasilkan enzim selulase,
hemiselulase, dan amilase yang dapat menghidrolisis komponen serat kompleks menjadi gula
sederhana, yang selanjutnya dijadikan substrat oleh mikroba rumen untuk meningkatkan pembentukan
VFA. Produksi VFA yang meningkat menyebabkan meningkatnya kadar asam organik sehingga dapat
menurunkan nilai pH di dalam cairan rumen [25]. Perlakuan EM4 menghasilkan kadar VFA yang lebih
tinggi (120,87 mM) dibanding A.niger tunggal. EM4 mengandung campuran mikroorganisme seperti
Lactobacillus sp., Saccharomyces sp., dan Actinomycetes yang mampu mempercepat fermentasi
karbohidrat [17] yang pada akhirnya meningkatkan ketersediaan substrat untuk pembentukan VFA.

Perlakuan kombinasi 4. niger dan EM4 memberikan hasil tertinggi yaitu 143,18 mM, berbeda
nyata dibandingkan ketiga perlakuan lainnya. Kombinasi ini menunjukkan adanya interaksi antara
jamur dan bakteri fermentatif yang mampu memecah komponen kompleks kulit singkong secara lebih
efisien. 4. niger berperan dalam dekomposisi serat struktural [26, 27], sedangkan mikroba dalam EM4
mempercepat fermentasi gula hasil degradasi tersebut [17]. Kadar total VFA yang diperoleh dari hasil
penelitian ini sedikit lebih tinggi daripada kadar normal VFA yang dihasilkan oleh ternak ruminansia
sekitar 114-136 mM [23]. Hal tersebut mengindikasikan bahwa fermentasi tepung kulit singkong
menggunakan campuran inokulum A.niger dan EM4 lebih efektif dalam meningkatkan kecernaan
nutrien dibandingkan perlakuan lainnya.

4. Kesimpulan

Campuran inokulum A. niger dan EM4 sangat efektif digunakan dalam proses fermentasi tepung
kulit singkong dibandingkan A. niger atau EM4 tunggal. Efektivitas inokulum campuran tersebut
terlihat dari penurunan kadar sianida dan pH, serta peningkatan kadar NHs dan VFA yang merupakan
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indikator aktivitas mikroorganisme rumen yang normal. Dengan demikian, campuran A.niger dan
EM4 dapat digunakan sebagai inokulum dalam proses fermentasi tepung kulit singkong atau bahan
pakan lain yang mengandung senyawa sianida.
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