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ABSTRAK 
 

Metode yang digunakan adalah hidrolisis biokimia yang mengandalkan aktivitas enzim 

dari mikroorganisme. Penelitian ini menggunakan Response Surface Methodology 

dalam analisis dengan 2 faktor yang mempengaruhi kelarutan protein yaitu waktu 

inkubasi (pelarutan) (2, 4, 6 hari) dan pelarut (larutan garam berkonsentrasi) (2%, 4%, 

6%) dengan konsentrasi bahan utama (cacing tanah) sebesar 15%. Solusi optimal 

penelitian ini yaitu pada konsentrasi garam 6% dengan waktu inkubasi selama 6 hari. 

Hasil verifikasi yang dilakukan menghasilkan nilai respon N-amino sebesar 0,84% dan 

respon Padatan Terlarut Total sebesar 65 g/L dengan desirability 0,821. Respon N-

amino membentuk model kuadratik dan respon  Padatan Terlarut Total membentuk 

model 2FI dengan persamaan variabel sebenarnya Y = -2,262 + 13,354 X1 + 2,654 X2 

– 0,938 X1X2. 

 

Kata Kunci: N-amino, Padatan Terlarut Total, RSM 

 

ABSTRACT 
 

This research used Response Surface Methodology (RSM) with 2 factors that affect 

solubility of proteins such as incubation time (dissolving time) (2, 4, 6 days) and solvent 

(salt solution (2%, 4%, 6%) and the concentration of main ingredients (earthworms) is 

15%. The optimal solution in this research is on 6% of salt concentration and 6 days of 

incubation time. The results of the verification conducted yielded value of N-amino 0.84% 

and total dissolved solids 65 g/L with 0.821 desirability point. N-amino and the total 

dissolved solids deviation in a sequence are 5.95% and 7.63%. N-amino has quadratic 

model and total dissolved solids has 2FI model with the actual variable equation Y =-

2.262 13.354 x 1 X 2 – X1X2 0.938 2.654. 

 

Key words: N-amino, Total Dissolved Solid, RSM 

 

PENDAHULUAN 

Cacing tanah merupakan komoditi 

ekspor yang mendapat respon baik dari 

petani maupun pengusaha (Palungkung, 

2010). Produksi cacing tanah di Malang 

dari seorang peternak mencapai 3-4 ton 

per bulan (Maulida, 2015). Di 

Indonesia, jenis Lumbricus rubellus 

paling banyak dibudidaya (Palungkun, 

2010). Cacing tanah (L. rubellus) sangat 

potensial untuk dikembangkan karena 

kandungan gizinya cukup tinggi yaitu 

terdiri dari protein (64-76%), lemak (7-

10%), kalsium (0,55%), fosfor (1%), 

dan serat kasar (1,08%) (Palungkun, 

2010). Kandungan protein yang tinggi 

menjadikan cacing tanah (L. rubellus) 

banyak dimanfaatkan sebagai aditif 

pakan ternak ayam (Julendra, 2010) dan 

penyuburkan tanah melalui 
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vermikompos (Sharma et al., 2005). Hal 

ini menunjukkan bahwa kandungan 

protein cacing dapat lebih dimanfaatkan 

selain dalam bentuk segar. Pemanfaatan 

yang dapat dilakukan salah satunya 

adalah mengekstrak kandungan protein 

cacing tanah (L. rubellus). 

Ekstraksi protein dapat dilakukan 

dengan hidrolisis protein. Hidrolisis 

protein ada dua, yaitu secara enzimatik 

(hidrolisis biokimia) dan pemecahan 

ikatan peptida dalam kondisi asam atau 

basa kuat (hidrolisis kimia). Hidrolisis 

biokimia menggunakan aktivitas enzim 

yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

atau bahan. Hidrolisis protein secara 

enzimatis didapatkan dengan 

melakukan perendaman pada NaCl dan 

dilakukan dialisis dengan air (Cheung 

dan Wanasundara, 2014). Metode 

hidrolisis biokimia merupakan metode 

yang sederhana karena mengandalkan 

aktivitas enzim dari mikroorganisme 

sehingga dapat menghemat biaya 

operasional dibandingkan hidrolisis 

kimia (Soeka dkk, 2008). Menurut Seo 

et al. (2016), proses ini memanfaatkan 

enzim, mikroorganisme, dan proses 

perpindahan senyawa sehingga dapat 

menghasilkan senyawa yang akan 

diambil. Menurut Soeka dkk (2008), 

pelarutan protein secara anaerob 

melibatkan aktivitas enzim yang 

dipengaruhi oleh konsentrasi substrat, 

konsentrasi enzim, pH, dan lamanya 

reaksi. Menurut Kramer et al. (2012), 

faktor lain yang mempengaruhi 

kelarutan protein yaitu kekuatan ion, 

suhu, dan pelarut tambahan. Untuk 

mendapatkan ekstrak yang optimal 

maka perlu dilakukan pengoptimalan 

terhadap faktor-faktor yang 

mempengaruhi. 

Faktor yang mempengaruhi 

adalah konsentrasi garam. Suliman et al. 

(2006) menunjukkan bahwa proses 

pelarutan dipengaruhi oleh pH dan 

konsentrasi NaCl. Hal ini berkaitan 

dengan proses salting-in dan salting-out. 

Menurut Maqueda et al. (2013), salting-

in terjadi saat konsentrasi garam yang 

digunakan rendah, sehingga akan 

meningkatkan kelarutan protein dalam 

larutan garam. Faktor lainnya yang 

mempengaruhi adalah waktu inkubasi. 

Menurut Shao et al. (2013), waktu 

memberikan hubungan terhadap hasil 

kelarutan berupa pola naik turunnya 

ekstrak, pada beberapa hari pertama 

ekstrak yang dihasilkan akan menurun, 

kemudian meningkat dan menurun di 

hari terakhir. Menurut Istiqomah 

(2014), semakin lama waktu inkubasi 

maka semakin besar kadar N-aminonya 

dan akan mengalami penurunan 

kelarutan setelah mencapai kondisi 

optimum. 

Faktor konsentrasi garam dan 

waktu inkubasi di atas dapat dilakukan 

optimasi untuk menghasilkan ekstrak 

protein yang optimal. Hatta dkk (2006) 

menunjukkan bahwa waktu inkubasi 

yang paling optimal pada kisaran hari 

ke 0 hingga hari ke 3, namun pada hari 

ke 7 perbedaan tidak berbeda jauh. 

Kadar NaCl yang digunakan yaitu 

sebesar 2%. Menurut Suliman et al. 

(2006), faktor terbaik pada kisaran pH 

5-12 dan konsentrasi NaCl 0,2-0,6 M. 

Handayani dkk (2007) menunjukkan 

bahwa kadar gugus amino bebas 

meningkat seiring dengan 

bertambahnya konsentrasi NaCl hingga 

15% b/b. Penelitian ini akan 

mempelajari tentang faktor konsentrasi 

garam dan waktu inkubasi yang 

mempengaruhi proses pelarutan cacing 

tanah (Lumbricus rubellus) secara 

anaerob.  

 

METODE PENELITIAN 

Bahan 

Bahan utama yang digunakan 

dalam penelitian, yaitu cacing tanah 

Lumbricus rubellus segar dari peternak 

cacing di Desa Gading Kulon, 
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Kecamatan Dau, Kabupaten Malang, 

Jawa Timur. Bahan lainnya yaitu 

akuades (teknis), garam kasar tanpa 

yodium (lokal), dan alkohol 70% 

(teknis). Bahan yang digunakan dalam 

pengamatan, yaitu alkohol 70% 

(teknis), akuades (teknis), larutan 

fenolftalein (PP) 1% (teknis), NaOH 

(teknis), larutan formaldehid (teknis), 

MRSA (Oxoid), pepton (Merck), dan 

kertas saring No. 40 (Whatman). 

Alat 

Alat yang digunakan dalam, yaitu 

glassware, toples plastik ukuran 550 

mL (FoxPet), selang plastik 

(HuizhongPlastic), blender (Airlux), 

timbangan digital (Sartorius), gelas 

ukur (Pyrex), pengaduk (Lokal), cawan 

porselin (lokal), oven listrik (Kirin), 

pipet tetes (lokal), buret (Pyrex), 

inkubator (MemmertChurt), desikator 

(lokal), dan corong (Reidko). Alat 

analisis data hasil yang digunakan yaitu  

Desain Expert 10.0.1 Trial Version. 

 

Rancangan Percobaan dan Analisis 

data 

Rancangan percobaan yang digunakan 

adalah Rancangan Komposit Terpusat 

(Central Composite Design), sesuai 

dengan metode Respon Permukaan dua 

faktor maka terdapat 13 kali percobaan 

dengan nilai α yaitu ±1,414. 

Konsentrasi garam (X1) yang 

digunakan yaitu 2, 4, dan 6 % b/v. 

Waktu pelarutan (inkubasi) yang 

digunakan yaitu 2, 4, dan 6 hari.Respon 

pada penelitian ini ada 2 yaitu N-amino 

dan padatan terlarut total. 

 

Tahapan Penelitian 

Tahapan pelaksanaan penelitian 

terdiri dari pembuatan reaktor, 

pembuatan jus cacing, proses pelarutan 

protein (inkubasi jus cacing), dan 

pengujian. Pada pengujian ada beberapa 

yang diujikan yaitu N-amino dan 

padatan terlarut total. 

a. Pembuatan reaktor 

Proses pembuatan reaktor yaitu 

dengan membersihkan toples volume 

550 mL dan tutup plastik. Tutup toples 

yang telah dilubangi ½ cm sebanyak 

dua buah. Kemudian, selang plastik 

sepanjang 15 cm dipasangkan ke dalam 

dan lainnya ke luar. Pada bagian badan 

toples dipasangkan tabung reaksi 10 mL 

dan direkatkan dengan lem PVC. 

Toples dan tutup plastic diaseptiskan 

dengan alkohol 70%. 

 

b. Pembuatan jus cacing tanah 

Proses pembuatan jus cacing tanah 

(L. rubellus), yaitu membersihkan 

cacing tanah dari kotoran dan tanah 

dengan cara diletakan dibawah sinar 

matahari untuk beberapa saat. Cacing 

tanah dicuci hingga tanah dan kotoran 

yang melekat pada cacing bersih, 

kemudian ditimbang seberat 90 gram 

(15% dari 600 ml) sebanyak 13 kali. 

Cacing tanah dihaluskan dengan 

blender selama 2 menit dengan 

kecepatan medium. Garam ditimbang 

seberat 12 gram (2%) sebanyak 2 kali, 

24 gram (4%) sebanyak 7 kali, 36 gram 

(6%) sebanyak 2 kali, 7,032 gram 

(1,172%) sebanyak 1 kali, dan 40,968 

gram (6,828%) sebanyak 1 kali, 

kemudian dilarutkan dengan akuades 

secukupnya hingga larut (± 10-20 mL 

akuades). Cacing tanah yang telah 

dihaluskan dicampur dengan larutan 

garam dan ditambahkan akuades hingga 

volume mencapai 600 ml dan diaduk. 

 

c. Proses pelarutan cacing tanah 

Proses pelarutan cacing tanah 

sebagai proses pelarutan protein, yaitu 

jus cacing tanah 550 ml dimasukan ke 

reaktor, kemudian diberi label sesuai 

dengan waktu inkubasi, konsentrasi 

garam. Reaktor ditutup dengan tutup 

toples, lubang selang ditutup dengan 

plastisin untuk membuat kondisi 

anaerob, bagian pinggir tutup toples 
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ditutup dengan lem bakar dan selotip 

untuk menutup cela udara dari tutup 

toples, selang kedua dimasukan ke 

tabung reaksi berisi air dengan 

desinfektan untuk melihat udara yang 

keluar dan keadaan telah anaerob. 

Reaktor disimpan pada tempat yang 

telah diaseptiskan pada suhu ruang 

selama waktu inkubasi 1 hari 4 jam 8 

menit (1,172 hari), 2 hari, 4 hari, 6 hari, 

dan 6 hari 19 jam 53 menit (6,828 hari), 

banyaknya reaktor sesuai dengan 

kombinasi komposit terpusat, kemudian 

pada waktu yang telah ditentukan 

sampel akan diambil dari reaktor 

sebanyak yang diperlukan setiap 

ujinya.Larutan sampel disaring dengan 

kertas saring untuk memisahkan 

padatan dan ekstrak. 

 

d. Uji padatan terlarut total (SNI 06-

6989.27-2005) 

Tahapan pengujian padatan 

terlarut total, yaitu sampel uji diukur 

50-100 mL, dimasukkan ke dalam alat 

penyaring dengan kertas saring. Hasil 

saringan diambil sebanyak 10-20 mL. 

Hasil saringan dipindahkan ke cawan 

dengan berat tetap, kemudian diuapkan 

hingga kering. Cawan dengansampel 

kering dipanaskanpada oven suhu 

180
o
C ± 2

o
C selama ±1 jam. Cawan 

didinginkan dalam desikator, dan 

kemudian cawan sgera timbang dengan 

neraca analitik. Perhitungan dilakukan 

dengan rumus, sebagai berikut, 

𝑃𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛 𝑇𝑒𝑟𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙   
𝑔

𝐿
 =

 𝐵 − 𝐴 𝑥103

𝑚𝐿 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑜
 

Keterangan: 

A = berat tetap (g) cawan kosong 

setelah pemanasan 180
o
C; 

B = berat tetap (g) cawan berisi padatan 

terlarut total setelah pemanasan180
o
C. 

 

e. Uji protein terlarut (N-

amino)(Morais et al., 2013) 

Tahapan pengujian N-amino, yaitu 

dengan menyaring hasil pelarutan untuk 

dijadikan sampel pengujian. Sampel 

diukur dengan gelas ukur sebanyak 10 

ml dan dimasukan ke dalam erlemeyer, 

kemudian ditetesi indikator PP 1% 

sebanyak 1-3 tetes. Sampel dititrasi 

dengan NaOH 0,1 N hingga terjadi 

perubahan warna menjadi merah muda. 

Sampel yang telah dititrasi ditambahkan 

larutan formol (formaldehid) 1 mL dan 

diamkan selama 5 menit, kemudian 

dititrasi dengan NaOH 0,1 N sampai 

berwarna merah muda.

 Perubahan volume dicatat dan 

dilakukan perhitungan dengan rumus 

sebagai berikut, 
𝑇𝑖𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑜𝑙 = 𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 − 𝐵 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜 

𝑁𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜 (%) =
𝑡𝑖𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑥 𝑁  𝑥 14,008

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 10
 𝑥 100% 

Keterangan, 

A = ml NaOH sampel 

B = ml NaOH blanko 

N = N NaOH (0,1 N) 

 

Analisis Data 

Pengolahan data hasil penelitian 

(total protein (N-amino) dan padatan 

terlarut total) menggunakan program 

Design Expert 10.0.1 Trial Version. 

Data dimasukan dalam rancangan 

komposit terpusat 2 faktor dengan 2 

respon, yaitu total protein (nilai formol) 

dan total padatan terlarut. 

 

Verifikasi Hasil Optimal 

Hasil solusi optimal diverifikasi 

dengan cara melarutkan cacing tanah (L. 

rubellus) sesuai perlakuan optimal hasil 

prediksi permukaan respon dan 

dilakukan pengujian terkait total protein 

terlarut (N-amino) dan padatan terlarut 

total. Hasil tersebut dibandingkan antara 

nilai prediksi permukaan respon yang 

didapat dengan nilai aktualnya. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Respon N – Amino 

Kadar N-amino hasil dari 

pelarutan protein cacing tanah 

(Lumbricus rubellus) dengan faktor 

konsentrasi garam dan waktu inkubasi 
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berkisar antara 0,28% sampai dengan 

0,84 (Tabel 1).  

Hasil plot (Gambar 1)  

menunjukkan bahwa faktor konsentrasi 

dan waktu memiliki hubungan satu 

sama lain dalam proses pelarutan cacing 

tanah. Interaksi antara faktor 

konsentrasi garam dan waktu inkubasi 

(pelarutan) ditunjukkan dengan adanya 

kenaikan dan penurunan dalam grafik 

yang dihasilkan.  

Tabel 1. Variabel bebas dan pengkodean pada rancangan komposit terpusat

No 

Variabel Kode Variabel Sebenarnya Respon 

X1 X2 
G: Konsentrasi 

Garam (%) 

W: Waktu 
Inkubasi 

(Hari) 

Nilai Formol 
(N-amino) 

(%) 

Total Padatan 
terlarut (mg/L) 

1 -1 1 2 2 Y11 Y21 
2 1 1 6 2 Y12 Y22 
3 -1 1 2 6 Y13 Y23 
4 1 1 6 6 Y14 Y24 
5 -1,414 0 1,172 4 Y15 Y25 
6 1,414 0 6,828 4 Y16 Y26 
7 0 -1,414 4 1,172 Y17 Y27 
8 0 1,414 4 6,828 Y18 Y28 
9 0 0 4 4 Y19 Y29 
10 0 0 4 4 Y110 Y210 
11 0 0 4 4 Y111 Y211 
12 0 0 4 4 Y112 Y212 
13 0 0 4 4 Y113 Y213 

        

 

 
 
Gambar 1 Plot tiga dimensi respon 
permukaan N – amino 
 

Proses pelarutan pada penelitian 

ini menentukan banyaknya N-amino 

yang dihasilkan, karena dalam pelarutan 

cacing tanah yang dilakukan terjadi 2 

proses yaitu hidrolisis protein dan 

salting-in. Proses yang terjadi pertama 

adalah hidrolisis, yaitu pemecahan 

ikatan peptida dari protein kompleks 

menjadi molekul sederhana yang 

mengahsilkan asam amino dan peptida. 

Hidrolisis meningkatkan kelarutan 

karena ikatan protein menjadi 

bermuatan (NH3
+
 dan COO

-
) serta berat 

molekul protein berkurang (Haslaniza et 

al., 2010). Hasil dari proses hidrolisis 

akan mengalami salting-in, yaitu 

peningkatan kelarutan protein dan asam 

amino pada larutan garam 

berkonsentrasi rendah atau tidak jenuh 

(Handayani dkk, 2007). Dari proses 

salting-in ini diharapkan dapat 

melarutkan asam amino yang 

terhidrolisis dalam larutan garam 

sehingga dapat terhitung menjadi N-

amino (%). Kelarutan protein akan 

meningkat seiiring bertambahnya 

konsentrasi garam yang digunakan, 

namun pada konsentrasi garam jenuh 

akan menyebabkan pengendapan 

protein dan asam amino. 
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Faktor konsentrasi garam, 

berkaitan dengan proses pemecahan 

protein (hidrolisis protein) dan reaksi 

kelarutan protein pada larutan (salting-

in) hingga menjadi asam amino bebas. 

Menurut Yasothai dan Giriprasad 

(2015), kelarutan protein (salting-in) 

meningkat seiring dengan kekuatan ion 

yang meningkat karena banyak dari ion-

ion anorganik yang terhidrasi 

membentuk ikatan dengan permukaan 

protein. Selain konsentrasi garam, 

waktu inkubasi juga mempengaruhi, 

Anggraini dan Yunianta (2015) 

menyebutkan bahwa semakin lama 

waktu inkubasi maka akan semakin 

banyak protein terhidrolisis menjadi 

asam amino bebas, sehingga akan 

semakin meningkatkan kadar N-amino. 

Dari penjelasan tersebut diduga bahwa 

penyebab respon N-amino memiliki 

hasil tidak berbeda nyata karena adanya 

protein yang tidak terhidrolisis sehingga 

asam amino yang dihasilkan sedikit. 

Oleh karena itu, pada uji N-amino 

menghasilkan data yang tidak teratur 

dan secara statistik data dianggap tidak 

memiliki perbedaan. Selain itu, diduga 

pula terjadi pengendapan protein dan 

asam amino sehingga protein dan asam 

amino yang larut dalam larutan garam 

berkurang.  

Faktor lain yang diduga 

mempengaruhi hasil N-amino yaitu 

faktor mikroorganisme yang tidak 

dikendalikan dalam penelitian ini. 

Mikroorganisme ini diduga berasal dari 

cacing tanah (Lumbricus rubellus). 

Shweta (2012) menunjukkan bahwa 

mikroorganisme cacing tanah dalam 

kondisi anaerob adalah bakteri. Menurut 

Putra dkk (2015) di dalam cacing tanah 

terdapat bakteri selulitik, amilolitik, dan 

proteolitik. Pada penelitian ini juga 

menunjukkan keberadaan 

mikroorganisme pada ekstrak cacing 

tanah yang dihasilkan. Mikroorganisme 

yang tumbuh membutuhkan nutrisi, 

salah satu sumber nutrisi yaitu berasal 

dari hasil penelitian ini (asam amino). 

Menurut Nisa dkk (2008), 

mikroorganisme membutuhkan asam 

amino dan peptida sebagai sumber 

nitrogen untuk pertumbuhan. 

Keberadaan mikroorganisme ini 

menyebabkan hasil dari N-amino 

menjadi bias dan data menjadi tidak 

berbeda nyata karena diduga sebagian 

dari asam amino hasil hidrolisis di 

konsumsi oleh mikroorganisme dan 

tidak terhitung sebagai kadar N-amino 

pada respon.  

Pertumbuhan mikroorganisme 

pada ekstrak cacing tanah (Lumbricus 

rubellus) menunjukkan bahwa ekstrak 

cacing tanah dapat dimanfaatkan 

sebagai media tumbuh mikroorganisme. 

Govindarajan dan Prabaharan (2014) 

menyebutkan bahwa tubuh cacing tanah 

dianggap sebagai tempat pertumbuhan 

mikroorganisme. Adianto dkk (2004) 

menyebutkan bahwa saluran pencernaan 

cacing mengeluarkan bahan organik dan 

ammonia yang tergradasi, sehingga 

dapat menjadi substrat yang baik bagi 

pertumbuhan mikroorganisme.. 

Kandungan ekstrak cacing ini yang 

berfungsi sebagai sumber nutrisi 

mikroorganisme. Selain itu, ekstrak 

cacing tanah dimanfaatkan sebagai zat 

aditif media pertumbuhan tanaman, 

campuran pakan ternak (Sari dkk, 2014) 

dan vermikompos (Sharma et al., 2005), 

karena kandungan enzim dan hormon 

yang ada pada cacing tanah. 

Respon Padatan Terlarut Total 

Kadar padatan terlarut total hasil 

dari pelarutan protein cacing tanah 

(Lumbricus rubellus) dengan faktor 

konsentrasi garam dan waktu inkubasi 

(Tabel 1) berkisar antara 20,5 g/L 

sampai dengan 74 g/L. Hubungan 

penambahan garam dan lama waktu 

inkubasi terhadap respon N-amino 

menunjukkan yang hasil signifikan, 



JFLS vol 2 no 1 17 – 27. 2018 
N-amino Earthworm Extract 
 

23 
 

artinya terdapat interaksi antar faktor 

atau faktor memiliki pola yang sama. 

Pengaruh penambahan garam dan 

lama waktu inkubasi terhadap respon 

padatan terlarut total digambarkan 

dalam plot tiga dimensi permukaan 

respon (Gambar 2). Analisis ragam 

(ANOVA)  menghasilkan persamaan:  

Y = -2,262 + 13,354 X1 + 2,654 X2 – 

0,938 X1X2 

Keterangan:  

Y = Padatan terlarut total 

X1 = Konsentrasi garam 

X2 = Waktu Inkubasi. 

Hasil penelitian untuk respon 

padatan terlarut total menunjukkan 

bahwa peningkatan konsentrasi garam 

dan waktu inkubasi memberikan 

perubahan yang signifikan terhadap 

padatan terlarut yang dihasilkan. Faktor 

konsentrasi garam mempengaruhi 

karena semakin tinggi konsentrasi maka 

semakin besar padatan terlarut yang 

dihasilkan. Menurut Olivianti (2012), 

padatan terlarut total akan meningkat 

seiiring dengan penambahan garam. 

Suliman et al. (2006) menyatakan 

bahwa garam memiliki sifat menarik air 

bahan yang direndam, air yang keluar 

dari dalam bahan akan membawa 

molekul-molekul protein yang terlarut 

dalam air maupun yang terlarut dalam 

larutan garam, sehingga terhitung 

sebagai padatan terlarut total. Pada 

penelitian ini hasil tertinggi pada 

konsentrasi garam 6% yaitu 74 g/L dan 

terendah pada konsentrasi garam 

1,172% yaitu 20,5 g/L, seperti 

ditunjukkan pada plot (Gambar 2) 

semakin tinggi konsentrasi garam maka 

semakin tinggi pula padatan terlarut 

yang dihasilkan. 

Hasil penelitian untuk respon 

padatan terlarut total menunjukkan 

bahwa peningkatan konsentrasi garam 

dan waktu inkubasi memberikan 

perubahan yang signifikan terhadap 

padatan terlarut yang dihasilkan. Faktor 

konsentrasi garam mempengaruhi 

karena semakin tinggi konsentrasi maka 

semakin besar padatan terlarut yang 

dihasilkan. Menurut Olivianti (2012), 

padatan terlarut total akan meningkat 

seiiring dengan penambahan garam. 

Suliman et al. (2006) menyatakan 

bahwa garam memiliki sifat menarik air 

bahan yang direndam, air yang keluar 

dari dalam bahan akan membawa 

molekul-molekul protein yang terlarut 

dalam air maupun yang terlarut dalam 

larutan garam, sehingga terhitung 

sebagai padatan terlarut total. Pada 

penelitian ini hasil tertinggi pada 

konsentrasi garam 6% yaitu 74 g/L dan 

terendah pada konsentrasi garam 

1,172% yaitu 20,5 g/L, seperti 

ditunjukkan pada plot (Gambar 2) 

semakin tinggi konsentrasi garam maka 

semakin tinggi pula padatan terlarut 

yang dihasilkan. 

 

 

 
Gambar 2. Plot tiga dimensi respon permukaan 

padatan terlarut total 

 

Faktor waktu inkubasi juga 

mempengaruhi banyaknya hasil padatan 

terlarut. Menurut Nasir dkk (2009) 

lamanya waktu pelarutan 

mempengaruhi hasil yang diperoleh, 

semakin lama waktu pelarutan maka 

semakin lama juga waktu kontak antara 

pelarut dengan bahan baku sehingga 

semakin banyak padatan terlarut yang 

dihasilkan. Namun, pada plot (Gambar 
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2) terlihat bahwa kenaikan dan 

penurunan pada faktor waktu inkubasi 

terhadap padatan terlarut cenderung 

konstan. Hal ini menunjukkan bahwa 

faktor konsentrasi garam memberikan 

pengaruh yang besar dibandingkan 

dengan faktor waktu inkubasi terhadap 

respon padatan terlarut total yang 

dihasilkan. 

Hasil penelitian respon padatan 

terlarut total menunjukkan hasil yang 

tidak sebanding dengan hasil respon N-

amino. Hal ini terjadi karena adanya 

peran mikroba yang tumbuh dan 

berkembang, sehingga dibutuhkan 

adanya nutrisi dari asam amino bebas 

yang dihasilkan. Menurut Nisa dkk 

(2008), mikroorganisme membutuhkan 

asam amino dan peptida sebagai sumber 

nitrogen untuk pertumbuhannya. Selain 

itu, menurut Sintasari dkk (2014), 

komponen yang terlarut pada padatan 

terlarut terdiri dari total gula, pigmen, 

asam organik, dan protein. Berdasarkan 

uraian tersebut bahwa selain adanya 

faktor mikroorganisme yang 

mengkonsumsi protein dan asam amino 

bebas, diduga juga pada proses 

pelarutannya, senyawa-senyawa lain 

seperti karbohidrat, lemak, vitamin 

terlarut lebih banyak dari pada protein 

dan asam amino bebasnya. 
 

 
Tabel 2. Batasan optimasi untuk respon penelitian 

Nama Tujuan Batas Bawah Batas Atas 

Konsentrasi Garam (%) Is in range 2 6 

Waktu Inkubasi (Hari) Is in range 2 6 

N – amino (%) Maximize 0,28 0,84 

Padatan terlarut total (g/L) Maximize 20,5 74 

    

Optimasi  

Optimasi ini dilakukan untuk 

mengoptimalkan respon-respon yang 

digunakan, yaitu N–amino dan padatan 

terlarut total dalam batasan konsentrasi 

garam dan waktu inkubasi yang telah 

ditentukan. Kriteria pengoptimalan 

respon disesuaikan dengan batasan-

batasan optimasi  (Tabel 2) hingga 

dihasilkan solusi optimal hasil 

komputasi yang terpilih (Tabel 3). 

 
Tabel 3. Solusi optimal hasil komputasi 

Parameter Standar Prediksi 

Konsentrasi Garam (%) 6,000 

Waktu Inkubasi (Hari) 6,000 

N – amino (%) 0,79 

Padatan terlarut total (g/L) 60,4 

Desirability (Ketepatan) 0,821 

Keterangan Selected 

 

Tabel 3 menunjukkan bahwa 

perlakuan optimal pada konsentrasi 

garam 6% dengan waktu inkubasi 

selama 6 hari. Dengan kombinasi faktor 

tersebut diprediksi akan menghasilkan 

N-amino sebesar 0,79% dan padatan 

terlarut total sebesar 60,04 g/L. Nilai 

desirability solusi hasil komputasi 

sebesar 0,821.  

 

Verifikasi Kondisi Optimum Hasil 

Prediksi Model 

Verifikasi model diperlukan 

untuk menguji keakuratan model dalam 

menggambarkan kondisi empiris. 

Verifikasi dilakukan dengan 

membandingkan hasil perlakuan terbaik 

berdasarkan model dengan hasil 

penelitian.  Perbandingan prediksi 

model dan verifikasi (Tabel 4) 

menunjukkan hasil verifikasi respon N-

amino dan padatan terlarut total berada 

di atas nilai prediksi namun tidak lebih 

dari prediksi tertinggi. Hasil yang 

diperoleh telah sesuai dengan hasil 

prediksi secara komputasi. 
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KESIMPULAN 

Penelitian ini menunjukkan solusi 

optimal pada konsentrasi garam 6% 

dengan waktu inkubasi selama 6 hari. 

Hasil verifikasi yang dilakukan 

menghasilkan N-amino sebesar 0,84% 

dan padatan terlarut total sebesar 65 g/L 

dengan desirability 0,821. Respon 

padatan terlarut total membentuk 

persamaan Y = -2,262 + 13,354 X1 + 

2,654 X2 – 0,938 X1X2. Hasil penelitian 

ini juga menunjukan bahwa ekstrak 

cacing dapat dimanfaatkan menjadi 

media tumbuh mikroorganisme yang 

dapat menggantikan media tumbuh dari 

bahan lain. 
 
Tabel 4. Perbandingan prediksi model dan hasil penelitan kondisi optimum 

Parameter 
Prediksi 

Terendah 
Prediksi 

Prediksi 

Tertinggi 

Hasil 

Prediksi 

% 

Simpangan 

N – amino (%) 0,32 0,79 1,26 0,84 5,95 

Padatan terlarut 

total (g/L) 
50,92 60,04 69,15 65 7,63 
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