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BAB Il

METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitisperimen. Termasuk
penelitian eksperimen karena dalam penelitian @nddpat kontrol sebagai
acuan antara keadaan awal dengan sesudah dib&kyzer, juga adanya
replikasi dan randomisasi untuk meyakinkan hasigydiperoleh (Nazir, 2003:

88).

Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitmnadalah Rancang
Acak Lengkap (RAL) dengan faktor lingkungan yantatie homogen (Nazir,
2003). Penelitian ini terdiri dari tiga tahap, yatahap persiapan, tahap pra-
penelitian dan tahap produksi (tahap penelitiarghap persiapan meliputi
pengumpulan kulit pisang, pembuatan media tumbktivesi dan fermentasi,
pembuatan larutan yang dibutuhkan untuk uji asagtaasgan uji kadar alkohol
serta pembuataneagen yang akan digunakan dalam penelitian. Tahap pra-
penelitian meliputi analisis komposisi kimia melipkadar air, kadar abu, dan
kadar gula. Selain itu yang dilakukan selama preefigan yaitu pembuatan
kurva tumbuh, kurva baku mikroorganisme, pembuktama baku glukosa dan

kurva standar alkohol. Tahap ketiga dari penelit@radalah tahap produksi.
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Tahap produksi pada kultur campuran yaitu mengggiktamproses alkoholisasi
serta asetifikasi dengan menggunakan beberapa noinigan variasi

konsentrasi inokulun®. cerevisiae danA. aceti sebesar 7% : 3%, 5% : 5%,
3% : 7% (v/v). Analisis sampel meliputi analisisika gula pereduksi, alkohol,
pH serta kadar asam asetat. Setelah memperoldhahassis, kemudian data
diolah dengan menggunakan statistik dengan prog&®$sS versi 16.0.
Langkah pertama yang dilakukan adalah menguiji idigti data dengan uji
normalitas kemudian dilanjutkan uji homogenitaslaBdata homogen maka
dilanjut dengan uji One Way Anova. Akan tetapi li&ta tidak homogen, maka
dilakukan uji non parametrik yaitu Kruskal-Walliglji ini digunakan untuk

menguji hipotesis dengan tingkat kepercayaan 95fa. data yang diperoleh

terdapat perbedaan yang signifikan, maka dilakuleargan uji lanjutan.

Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 208&mi bulan Juni
2009 di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Pend#iai Matematika dan limu

Pengetahuan Alam Universitas Pendidikan IndonesraBng.

Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang telah digunakan dalam peneldé&pat terlihat pada

Tabel 3.1 :



Tabel 3.1 Alat dan Bahan
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No | Alat—alat laboratorium Spesifikasi Jumlah
1. | Autoklaf EYELA model HL36AE 1 unit
2. | Inkubator Gallenkamp Cooled Inkubatof 1 unit
3. | Oven dan Lemari es National @1 uniit
4. | pH meter UCHIDA KT-1A 1 unit
5. | Buret dan statif Pinchvalve 2 buah
6. | Mikrosentrifugasi Eppendorf 1 unit
7. | Makropipet 1ml, 2ml Eppendorf @1 buah
5ml dan 10ml
8. | Timbangan analitik AND HF-300 1 unit
9. | Spectrofotometer Milton Rey Spectronic 20+ nit u
10. | Cawan Porselen - 2 buah
crucible)
11. | Respiratoring water bath  Eyela Unithermo Sh&kes- 1 unit
130
12. | Transfer Box - 1 unit
13. | Desikator bersilika gel - 1 unit
14. | Shaker EYELA model multi shaker 1 unit
MMS
15. | Termometer - 1 unit
16. | Gelas Beaker; labu
Erlenmeyer 100 ml|, Pyrex
250ml; gelas ukur 10f 30 buah
mL; gelas ukur 25 mL}
100 mL, 500 ml; tabung
reaksi,cuvete.
17.| Lap - 1 buah
18. | Pisau, jarum inokulas|, - @ 1 buah
lampu  spirtus, ral
tabung,mortar
19. | Cawan petri Noermax 12x100 mm 20 buah
20. | Muffle furnace - 1 unit
21. | Colony counter SIBATA 1 buah
22. | Magnetic stirrer witlot | Eyela magnetic stirrer RCH -8 @ 1 unit
plate
23. | Vortex mixer SIBATA TTM-1 @ 1 unit
24. | Blender - @ 1 unit
25. | Botol semprot - 1 buah
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No | Bahan — bahan Spesifikasi Jumlah
1. | Kulit buah  pisang - 5 kg
ambon lumut
2. | Kultur Acetobacter aceti Isolat murni 1 tabung
3. | Gula pasir Gulaku 2 kg
4. | Kultur Saccharomyces Isolat murni 1 tabung
cerevisiae
5. | Aquades steril Medilabs 10 Lt
6. | NaOH p.a 100 g
7 Phenolftalein 1 % Teknis 100 mlL
8. | Anhidra asetat Teknis 150 mlj
9. | Alcohol 1-10% - @ 10 ml
10. | Alcohol 96% - 100 ml
11. | Alkohol 70% - 250 ml
11.| Ekstrak ragi p.a 100 gram
12.| Pepton p.a 100 gram
13. | Bakto agar p.a 100 gram
14. | Glukosa p.a 100 gram
15.| CaC@ p.a 5 gram
16. | Larutan Somogy | p.a 200 ml
17. | Larutan Somogy Il p.a 50 ml
18. | Reagen Nelson p.a 250 m|
19. | Alumunium foil Bagus 1 pak
20. | Saringan - 3 buah
21. | Plastik anti panas - 5 bungkus
22.| Spirtus - 100 ml
23. | Tissue gulung - 10 gulung
24. | Kain kasa - 10 gulung
25.| Karet - 1 ons

E. Prosedur Penelitian
Cara kerja pada penelitian ini dibagi dalam 3 talyafiu tahap persiapan,

tahap pra-penelitian dan tahap pelaksanaan pameftahap produksi) :
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1. Tahap Persiapan
Tahap ini terdiri atas beberapa kegiatan, yaitu :

a. Penyedian kultur murnS cerevisiae dan A. aceti diperoleh dari
Laboratorium Bioproses, Jurusan Teknik Kimia ITB.

b. Pembuatan larutan dan medium yang digunakan datalipan yaitu
larutan NaOH 0,1 M, larutan NaOH 1 M, larutan aldblstandar
(210%,9%,8%,7%,6%,5%,4%,3%,2%,1%), mediuiveast Extract
Pepton Dextrose Agar (YEPDA) dan mediuniyeast Extract Pepton

Dextrose Broth (YEPDB).

2. Tahap Pra-Penelitian
Tahap pra-penelitian terdiri dari :
a. Analisis Komposisi Kimia Kulit Buah Pisang Ambon Lumut

Analisis komposisi kimia bahan baku (kulit buakgrig ambon

lumut) meliputi analisis terhadap kadar air, kaalaw dan kadar gula.

1) Analisis Kadar Air

Crucible dikeringkan dalam oven 105°C selama 1 jam,

kemudian didinginkan dalam desikator bersilika dah berat
awal ditimbang (x). Setelah itu sampel ditimbanigesat 5 g (y)
dan dimasukkan ke dalaorucible. Kemudian dimasukkan ke
dalam oven selama 4-6 jam pada suhu 105°C. Seirlah

didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembahgba



2)

3)
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dicapai berat konstan (z). Adapun rumus penentwatarkair
sebagai berikut (Sudarmaejial., 1986: 77) :

Kadar Air= (X +y—2) x 100%

y
Analisis Kadar Abu

Crucible dikeringkan dalam oven 105°C selama 1 jam,
kemudian didinginkan dalam desikator bersilikddgn berat
awal ditimbang (x). Setelah itu sampel bahan diting dengan
berat kira-kira 5 g (y) dan dimasukkan ke dalanucible.
Sampel tersebut dipijarkan di atas nyala api perb8kinsen.
Setelah itu dimasukkan ke dalam tanur listnikffle furnace
dengan suhu 400 - 600°C. Sesudah sampel abu berpatimn,
seluruh sampel diangkat dan didinginkan dalam désik
bersilika gel. Setelah 1 jam sampel ditimbang kdin{ba Kadar
abu dalam sampel dihitung dengan menggunakan reghegai
berikut (Sudarmadpgt al., 1986: 33) :

Kadar Abu = (z-x) x 100%

y
Analisis Kadar Gula Total

Analisis kadar gula total dilakukan dengan menggana
refraktometer. Prinsip kerja refraktometer adalah menyerap
cahaya yang terdapat pada sampel. Oleh karensaitupel yang

digunakan adalah sampel yang cairannya bening. ¢ang
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dilakukan adalah kulit buah pisang dihaluskan, keiamu
dimasukkan ke dalam tabung. Setelah itu superndizambil
dengan menggunakapentrifuge selama 5-10 menit dengan
kecepatan 600 rpm. Sebelum digunakan untuk andteisr
gula total refraktometer dikalibrasi dahulu dengagnggunakan
aquades, kemudian dikalibrasi dengan gula murrtel&e itu

supernatan sampel diukur kadar gulanya (Hénal., 2006: 48).

b. Pembuatan Media

1)

Medium Agar Miring Yeast Extract Pepton Dextrose Agar
Saccharomyces cerevisiae danAcetobacter aceti yang akan
digunakan dalam penelitian ini ditumbuhkan dahwdiach agar
miring. Medium agar miring yang digunakan adalahdine
YEPDA, yang dibuat dengan cara sebagai berikud gGkstrak
ragi dan 1 g pepton bakto dilarutkan dalam 100 kuades
sambil dipanaskan. Setelah mendidih, ditambahkam bgkto
sebanyak 2 g sedikit demi sedikit kedalamnya hinggat.
Setelah itu diangkat dari atas api dan ditambahglikosa dan
dicampur hingga larut. Dalam keadaan panas, sekabyal
dituang ke dalam masing-masing tabung reaksi, keanud
ditutup dengan kapas berlemak serta sisanya disindaéam
labu erlenmeyer. Semua medium disterilisasi di idatopada

suhu 121°C dan tekanan 15 Ibs selama 15 menitlaBeiim
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tabung reaksi dimiringkan sampai agar dingin dammbeku.
Untuk medium agar miringA. aceti, pada medium YEPDA
ditambahkan 0,3 g CaGO
Medium Aktivasi Yeast Extract Pepton Dextrose Broth
Sebelum dimasukkan ke dalam medium fermentasi,
inokulum S cerevisiae dan A. aceti diaktivasi terlebih dahulu.
Medium aktivasi yang digunakan adalah medium YERRBg
dibuat dengan cara 0,5 g ekstrak ragi dan 1 g pepakto
dilarutkan dalam 100 ml akuades sambil dipanasfatelah itu
ditambah 2 g glukosa dan dicampur hingga larutih&ah
selama 20 menit di atasot plate. Setelah homogen, pH-nya
diatur sampai 5. Dalam keadaan panas, sebanyal tiduang
ke dalam labu erlenmeyer 1 dan 90 ml ke dalam éalmnmeyer
2. Kemudian disterilisasi pada autoklaf pada suBt°C dan
tekanan 15 Ibs selama 15 menit. Untuk medium aditiaaceti,
pada medium YEPDB ditambahkan 0,3 g CgCO
Medium fermentasi
Medium fermentasi merupakan medium kulit buah misan
yang dibuat dengan cara sebagai berikut: Kulit bpé&ang
dibersihkan, ditiriskan dan dipotong-potong. Kenaudditambah
air dan direbus. Tahap selanjutnya pada kulit gsan

ditambahkan gula sebanyak 10% (b/v). Kemudian H&athh
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selama 5-10 menit. Setelah dingin diatur keasansmsehingga
pH-nya 5 (Kusnadi dan Aditiwati, 2002: I54kemudian
dimasukkan ke dalam botol fermentasi. Setelahigtedlisasi di

autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 15 Ibs sel&maenit.

c. Pembuatan Kurva Tumbuh Saccharomyces cerevisiae dan

Acetobacter aceti

1)

2)

3)

4)

Mengaktivasikan inokulum dengan cara mengambil szda
(satuan jarum inokulum) dari sub kult8 cerevisiae dan

A. aceti yang masing-masing berumur 1x24 jam lalu
memasukkannya ke dalam medium YEPDB sebanyak 10 ml
Menginkubasikan sub kultur dalamcubator shaker EYELA
model multi shaker MMS pada suhu ruang dengan letaep
120 rpm (Sewardet al., 1996: 439) selama 24 jam untuk
S cerevisiae sedangkanA. aceti dalam waterbath shaker
EYELA (Unithermo Shaker NTS-1300) pada suhu 37°C
(Moonmangmeeet al., 2007: 5) dengan kecepatan 150 rpm
(Vegaet al., 1988: 749) selama 24 jam.

Memindahkan inokulum ke dalam 90 ml setelah inkulss
jam.

Menghitung jumlah seA. aceti dengan menggunakan metode
Turbidimetri. Setiap interval waktu dua jam darbudakultur

diambil 5 ml, lalu dimasukkan ke dalatavete. Kemudian nilai
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absorbansi dihitung dengan spektrofotometer defig@@0 nm
(Moonmangmeet al., 2007: 4).

Menghitung jumlah selS cerevisae dengan menggunakan
metode perhitungan mikroskopis langsung. Penghéipgmlah

sel dilakukan setiap 2 jam sekali selama 24 jamfmgRiéungan
jumlah  sel ragi dilakukan ~ dengan  menggunakan
Haemocytometer Improve Neubauer (Hadioetomo, 1993: 75).
Cara penghitungan jumlah sel yaitu sampel diteteskengan
pipet tetes ke atas permukaan ruang hittagmocytometer,

kemudian ditutup dengan kaca objek.

Keterangan :

d = tingkat pengenceran

n = jumlah sel yang dihitung

Hasil penghitungan ini kemudian digunakan untuk gh&ang
kecepatan pertumbuhan mikroba pada fase ekspohemasig
disebut kecepatan pertumbuhan tertinggi (u). Rurgasg
digunakan untuk menghitungnya adalah sebagai keriku
(Schlegel, 1994: 228):

p=2,303 (Log Nt—LogHy atau p =(Ln Nt—Ln
tt+b 11l




31

Keterangan :

U = kecepatan pertumbuhan (sel/jam)
Nt = jumlah sel/ml setelah waktu t (sel/ml)
No = jumlah sel/ml awal (sel/ml)

tr = waktu setelah jumlah sel ke t (jam)

to = waktu awal (jam)

d. Pembuatan Kurva Baku

1)

Acetobacter aceti

Acetobacter aceti diaktivasi terlebih dahulu di medium
aktivasi 1, kemudian diinkubasi paWéater Bath Shaker dengan
kecepatan 150 rpm (Vegt al., 1988: 749) dengan suhu 37°C
(Moonmangmeet al., 2007: 5) selama 24 jam. Setelah 24 jam,
biakan bakteri yang telah diaktivasi tadi kemudiiambahkan
ke dalam medium aktivasi 2 yang berisi 90 ml. Kerand
diinkubasi lagi dengan kecepatan 150 rpm dengam SUhiC.
Berdasarkan hasil pembuatan kurva tumbuh, baktencapai
fase log mulai pada jam ke-2 hingga jam ke-10. Wakt
pencuplikan ditentukan berdasarkan kurva tumbulty y@ada
jam ke-4, 6, 8 dan 10. Setelah itu, diambil seblnyami
inokulum, kemudian dimasukkan ke dalaouvette untuk
dihitung nilai absorbansinya. Bersamaan dengandiambil 1
ml biakan ke dalam botol sampel yang berisi 9 miaales steril
untuk pengenceran 10 Dari botol tersebut kemudian diambil

lagi sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam 9 mieksteril
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lain untuk pengenceran 0 begitu seterusnya hingga
pengenceran 10 Pada pengenceran®,010’, dan 1¢ diambil
1 ml biakan, lalu dimasukkan ke dalam cawan peterils
Setelah itu medium YEPDA dimasukkan ke dalam capetn.
Biakan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jamlalukoloni
yang tumbuh dihitung setelah biakan berumur 24 jasmgan
mengetahui jumlah bakteri dan nilai absorbansi péase
eksponensial, maka dapat dilakukan pembuatan kbaiu
A. aceti (Cappuccino dan Sherman, 1987: 75).
Saccharomyces cerevisiae

Pembuatan kurva baku dalam penelitian ini dibaré&h o
alat spektrofotometer. Prinsip kerja alat ini atalantuk
mengukur kekeruhan biakan yang memiliki hubungangde
jumlah mikroorganisme per ml biakan (HadioetomadQ3:982).
Sebelum digunakan, alat ini dihidupkan dulu seldrfamenit,
kemudian ditentukan panjang gelombang yaitu 600(Banati
et al., 2008: 3). Setelah itu dikalibrasi dengan medilktivasi
steril (tanpa inokulasi mikroba) sampai didapatk@0% T pada
galvanometer. Setelah dikalibrasi, sampel mediumg ytelah
diinokulasikan disimpan dalaiuvet dan dimasukkan ke dalam
ruang sampel. Kemudian % T-nya dapat dihitung.s8Elragi

dalam sampel yang terkena cahaya akan menyerapyacaha
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tersebut, kemudian akan mencatat persen transm{Eay.
Setelah didapat nilai kekeruhan, maka kurva stardigyat
dibuat.Optical Density berbanding lurus dengan konsentrasi sel.
Optical Density dihitung dengan cara (Fardiaz, 1988: 33) yaitu :
OD=-1log % T atau OD = 2 — log T. Makin sedikinjlah sel
dalam suspensi maka makin besar intensitas cahaym y
terlewatkan, sehingga semakin tinggi pula persanstnitannya
(Hadioetomo, 1993: 83).
e. Pembuatan Inokulum Vinegar
Inokulum S cerevisiae yang akan diinokulasikan ke dalam
medium fermentasi adalah inokulum hasil aktivasidepada umur 6
jam dengan jumlah sel/ml 810.000 dengan u tertisgdpesar 0,26.
Sedangkan umur inokulum yang digunakan uuéceti adalah hasil

aktivasi kedua pada umur 4 jam dengan p tertingjgesar 2.802.

3. Tahap Pelaksanaan Penelitian (Tahap Produksi)
a. Tahap Pengambilan Sampel
Sampel kulit pisang ambon lumut yang akan dijadipaoduk

vinegar diperoleh dari pasar Gordon Bandung.



34

b. Tahap Penyiapan Sampel

1)

2)

Penyiapan Inokulum

a)

b)

Mengaktivasikan S cerevisiae dan A. aceti ke dalam
medium aktivasi 1 selama 24 jam.

Memindahkan medium aktivasi 1 ke medium aktivasi 2
serta diinkubasi sesuai umur yang telah ditentukan
sebelumnya pada kurva tumbuh.

Melakukan inokulasi pada jam ke-6 untBkcerevisiae dan

jam ke-4 untukA. aceti.

Produksi Vinegar dari Kulit Buah Pisang Ambon Lumut

a)

Penentuan Konsentrasi Terbaik Penambahan Gula
Awal yang ditambahkan pada Medium Fermentasi
Penggunaan konsentrasi gula yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 10%, yang merupakan hasili dar
penelitian-penelitian sebelumnya dimana konsentgasa
10% optimum untuk pertumbuhan ragi (Kusnadi dan
Aditiwati, 2002: 153). Selain itu syarat gula redukang
dapat digunakan untuk proses fermentasi adalah 10%.
Dengan demikian, gula reduksi yang terdapat pabatsu
dapat digunakan sebagai substrat pada proses igjskol

Pada glikolisis, gula akan diubah menjadi 2 moleksshm
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piruvat dalam kondisi anaerob. Kemudian asam ptruva
direduksi menjadi etanol dan G(Banatiet al., 2008: 5).
b) Penentuan Perbandingan Inokulum S. cerevisae dan

A. aceti

Variasi perbandingan jumlah inokulu® cerevisiae
danA. aceti yang diteliti adalah 7% : 3%, 5% : 5%, 3% : 7%
(v/v). Medium fermentasi yang telah dibuat dengan
penambahan konsentrasi gula terbaik sebesar 10%
dimasukkan ke dalam botol fermentasi dan pH awalya
digunakan 5. Kemudian masing-masing  inokulum
diinokulasikan ke dalam medium fermentasi. Seteatah
dikocok pada kecepatan 150 rpm (Rosada, 1999) pada
incubator shaker dan diinkubasi pada suhu kamar selama 14
hari.

c. Tahap Pengujian SampeNVinegar
1) Pengujian Kadar Gula PereduksiVinegar
a) Pembuatan Kurva Baku Glukosa

Kurva baku glukosa menyatakan hubungan antara
konsentrasi glukosa dengan kerapatan optik (sernagdai.
520 nm). Kurva ini dibuat untuk menentukan harga

konsentrasi larutan glukosa dengan pengukuran nhians
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cahaya menggunakan spektrofotometer dengan metode
Somogyi-Nelson (Wood dalam Cindawati, 1996: 69).

Pembuatan kurva baku glukosa dimulai dengan
menimbang glukosa murni dengan timbangan analitik
sebanyak 200 mg dan dilarutkan dengan akuades dizbam
ukur 1000 ml yang diisi sampai tanda batas dan cdiko
sampai homogen. Dengan makropipet larutan tersebut
diambil dan dimasukkan kedalam tabung reaksi masing
masing sebanyak 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 ml; 0,8 ml;mlQ 1,2
ml; 1,4 ml; 1,6 ml; 1,8 ml dan 2,0 ml. Selanjutrgadalam
tabung reaksi tersebut ditambahkan akuades sebén8ak
ml; 1,6 ml; 1,4 ml; 1,2 ml; 1.0 ml; 0,8 ml; 0,6 n0;4 mi;

0,2 ml; dan 0 ml. Maka pada masing-masing tabung
diperoleh volume total 2 ml.

Larutan Somogyi | sebanyak 1,6 ml dan Somogyi Il
sebanyak 0,4 ml dimasukkan ke dalam masing-masing
tabung reaksi. Larutan tersebut dikocok dan ditwepgan
kelereng. Kemudian dimasukkan ke dalam penangas air
mendidih selama 10 menit, lalu diangkat dan didikgn
dalam penangas es sampai mencapai suhu kurang lebih
20°C. Setelah itu ditambahkan 2 ml larutan Nelsam 4 ml

akuades, maka volume total menjadi 10 ml. Tabuagsie
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ditutup dengan ibu jari dan dikocok dengan baik Kaat,
hingga gas C@tidak keluar lagi. Masing-masing larutan
diukur optical density (OD) dengan spektrofotometer pada
A 520 nm. Setelah mengetahuptical dencity dan
konsentrasi gula maka dapat dibuat kurva standdogh.

b) Pengujian Kadar Gula Pereduksi pada SampeVinegar

Analisis kadar gula pereduksi (glukosa dan fruktosa
dilakukan untuk mengetahui penyerapan nutrisi salam
proses fermentasi (Thontowet al., 2007: 256). Penentuan
kadar gula pereduksi dilakukan seperti pada perahuat
kurva standar glukosa dengan mengambil 2 ml sampel
vinegar. Kadar gula pereduksi sampel didapatkan dengan
menggunakan persamaan regresi linier pada kurseltet.
2) Pengujian Kadar Alkohol Vinegar

Pengujian kadar alkoheinegar menggunakan metode titrasi

asam basa (modifikasi Hidayat T, 1995: 44).

a) Pengujian Larutan Blanko

Satu ml akuades dimasukkan ke dalam labu

erlenmeyer, kemudian 1 ml asam anhidrida asetadates
phenolftalein ditambahkan ke dalam erlenmeyer bense
Selanjutnya NaOH 1 M dari buret diteteskan secatahati

sambil digoyang-goyangkan hingga warna berubahi (dar
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tidak berwarna menjadi warna merah muda). Kemucidat
skala pada buret ketika terjadi perubahan warna.
Pengujian Larutan Alkohol Standar

Satu ml larutan alkohol standar (1-10%) dimasukkan
ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan 1 ml asam aéid
asetat serta 2 tetes phenolftalein. SelanjutnyaHNA®™ dari
buret diteteskan secara hati-hati sambil digoyamgrggkan
hingga warna berubah (dari tidak berwarna menjaaline/
merah muda). Kemudian catat skala pada buret keikadi
perubahan warna.
Pengujian Kadar Alkohol pada Sampel

Satu ml sampel dimasukkan ke dalam erlenmeyer,
kemudian 1 ml asam anhidrida asetat dan 2 tetes
phenolftalein ditambahkan ke dalam erlenmeyer beise
Selanjutnya NaOH 1 M dari buret diteteskan secataHati
sambil digoyang-goyangkan hingga warna berubahi (dar
tidak berwarna menjadi warna merah muda). Kemucdidat
skala pada buret ketika terjadi perubahan warnadakKa
alkohol pada sampel ditentukan dengan cara memasukk
persamaan regresi linier yang telah didapatkan dari
perhitungan kadar alkohol pada blanko dan larutkahal

standar.
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3) Pengujian Kadar Asam AsetatVinegar

Kadar asam asetat diukur dengan cara metode titrasi
Sebanyak 10 ml larutan sampel dimasukkan ke dalam
erlenmeyer dan ditambahkan 10 ml akuades, kemuditatesi
phenolphtalein 1% sebanyak 5 tetes. Setelah ibskah dengan
NaOH 0,1 N dari buret sampai larutan berubah wakealar
asam asetat dihitung dengan rumus (Cappuccino banman,
1987: 276) :

% asam asetat = ml NaOH x 0,1 NaOH x 6,0

beratgpel (g)
Keterangan : 1 ml =1 gram

4) Pengujian pH Vinegar
Analisis pH pada produksi vinegar dari kulit pisaamgbon

lumut menggunakan pH meter.

F. Pengolahan Data
Data yang diperoleh dari hasil pengamatan, kemudiateh dengan
metode statistik yang sesuai untuk menguji hipstpenelitian dengan program

SPSS versi 16.0. Langkah yang dilakukan sebaggiuber
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1. Uji Normalitas Populasi
Uji ini dilakukan untuk mengetahui apakah data yakgn diolah
berdistribusi normal atau tidak. Uji normalitas gadigunakan adalah uji
Kolmogorov-Smirnov.
2. Uji Homogenitas Variansi
Uji homogenitas ini adalah untuk mengetahui vaialata dari hasil
penelitian homogen atau tidak.
3. Uji Hipotesis Penelitian
Setelah data berdistribusi normal, maka dilakukgain one way
ANOVA (ANAVA) yang digunakan untuk menguji hipotssidengan
tingkat kepercayaan 95%. Jika hasil uji ANAVA memipatkan terdapat
perbedaan yang signifikan di antara perlakuan, nagdl&ukan uji lanjutan
untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan yaitulrukey. Akan tetapi
bila data tidak homogen, maka dilakukan uji nonapeetrik, yaitu uji
Kruskal-Wallis untuk menguji hipotesis dengan tiagkepercayaan 95%.
Jika hasil uji Kruskal-Wallis memperlihatkan terdapperbedaan yang
signifikan, maka dilakukan uji lanjutan untuk metarii perbedaan antar

perlakuan yaitu uji Dunnett’s T3.



G. Alur Penelitian
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Alur penelitian dalam penelitian idiapat dilihat pada Gambar 3.1
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