PENGARUH JENIS SUKROSA DAN LAMA FERMENTASI TERHADAP
PRODUKSI EKSOPOLISAKARIDA MENGGUNAKAN MEDIA AIR
KELAPA OLEH Weissella confusa K2

SKRIPSI

oleh:
RIA DWI OKTAVIANTI
NIM. 19630084

PROGRAM STUDI KIMIA
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM
MALANG
2023



PENGARUH JENIS SUKROSA DAN LAMA FERMENTASI TERHADAP
PRODUKSI EKSOPOLISAKARIDA MENGGUNAKAN MEDIA AIR
KELAPA OLEH Weissella confusa K2

SKRIPSI

Oleh:
RIA DWI OKTAVIANTI
NIM. 19630084

Diajukan Kepada :
Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang
Untuk Memenuhi Salah Satu Persyaratan Dalam
Memperoleh Gelar Sarjana Sains (S.S1)

PROGRAM STUDI KIMIA
FAKULTAS SAINS DAN TEKNLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM
MALANG
2023

1



PENGARUH JENIS SUKROSA DAN LAMA FERMENTASI TERHADAYP
PRODUKSI EKSOPOLISAKARIDA PADA MEDIA AIR KELAPA OLEH
Weissella confusa K2

SKRIPSI

Oleh:
Ria Dwi Oktavianti
NIM.19630084

Telah Diperiksa dan Disetujui untuk Diuji:
Tanggal: 12 Desember 2023

Pembimbing | Pembimbing 11
Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P Rifatul Miﬁah, M.Si

NIDT. 19760105 20180201 2 248 NIP. 19830125 202321 2 020




PENGARUH JENIS SUKROSA DAN LAMA FERMENTASI TERHADAP
PRODUKSI EKSOPOLISAKARIDA PADA MEDIA AIR KELAPA OLEH
Weissella confusa K2

SKRIPSI

Oleh:
RIA DWI OKTAVIANTI
NIM. 19630084

Telah Dipertahankan di Depan Dewan Penguji SKripsi
Dan Dinyatakan Diterima Sebagai Salah Satu Persyaratan
Untuk Memperoleh Gelar Sarjana Sains (5.51)
Tanggal: 18 Desember 2023

Penguji Utama : Himmatul Barroroh, M.Si M)

NIP. 19750730 200312 2 001

Ketua Penguji - Fadilah Nor Laili Lutfia, M.Biotech
LLB. 63033

Sekretaris Penguji : Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P
NIDT. 19760105 20180201 2 248

Anggota Penguji  : Rifatul Mahmudah, M.Si
NIP. 19830125 202321 2 020

h‘l‘l’lgl‘[ et .,!,

Cetuaftragram Study
A & \\‘:‘3
@Q’ _.. _._;a"'.:’ 4 ':2?;-:; ‘-\:-,\'l.

grTusih, Y1.Si
1 200801 2\010



PERNYATAAN KEASLIAN TULISAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama : Ria Dwi Oktavianti

NIM : 19630084

Program Studi : Kimia

Fakultas : Sains dan Teknologi

Judul Penelitian . Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama Fermentasi terhadap

Produksi Eksopolisakarida menggunakan Media Air Kelapa

oleh Weissella confusa K2
Menyatakan dengan sebenarnya bahwa skripsi yang saya tulis ini benar-
benar hasil karya saya sendiri, bukan merupakan pengambil alihan data, tulisan,
atau pikiran orang lain yang saya akui sebagai tulisan atau pikiran saya sendiri,
kecuali dengan mencantumkan sumber cuplikan pada daftar pustaka. Apabila di

kemudian han terbukti atau dapat dibuktikan skripsi ini hasil jiplakan, maka saya

bersedia menerima sanksi atas perbuatan tersebut.

Malang, 20 Desember 2023

Yang membuat ‘ataan,

Ria Dwi Oktavianti
NIM. 19630084

v




HALAMAN PERSEMBAHAN

Bismillahirrahmanirrahim

Alhamdulillahirabbil ‘aalamiin

Puj1 syukur kehadirat Allah SWT atas semua nikmat karunia yang telah diberikan,
sehingga tugas akhir ini dapat terselesaikan dengan baik.

Tugas akhir ini1 penulis persembahkan,

Untuk kedua orang tua tercinta, Bapak Djuri dan Ibu Siti Rochayah yang selalu
mendoakan, memberikan dukungan, serta senantiasa memberikan nasihat dan kasih
sayang yang amat besar. Dan untuk (Alm.) Kakak David Willianto yang sudah
meninggal ketika penulis masih menempuh studi semester 3, terima kasih atas
segala 1nspirasi yang diberikan semasa hidup. Semoga selalu bangga dengan
pencapaian adiknya, dan ikut tersenyum di atas langit sana.

Untuk semua dosen serta laboran di Program Studi Kimia Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang, yang telah membimbing dan memberikan i1lmu,
wawasan, dan pengalaman kepada penulis. Penulis mengucapkan banyak terima
kasth terutama untuk Ibu Dr. Anmik Ma’unatin, ST, M.P dan Ibu Rif atul
Mahmudah, M.S1 yang sudah membimbing penulis dalam menyelesaikan naskah
skripsi ini. Penulis juga mengucapkan terima kasih kepada [bu Himmatul Barroroh,
M.Si dan ibu Fadilah Nor Laili Lutfia, M. Biotech selaku penguji yang sabar
memberikan banyak saran dan arahan. Semoga Allah SWT membalas segala
kebaikan yang telah diberikan.

Untuk diri sendiri yang telah mau dan mampu bertahan, berjuang dan selalu
berusaha melawan segala rasa takut, insecure, atau bahkan mood yang tidak tentu
selama proses penyusunan skripsi ini. Terima kasih diri, terima kasih sudah melalui
proses yang luar biasa. Terima kasih sudah mau bangkit. Terima kasih sudah
bertahan sejauh ini.

Untuk semua teman-teman kimia angkatan 2019, semua rekan laboratorium
biokimia, terutama team riset eksopolisakarida, Novalia Wahyu Try Setya Putri,
Fikrotus Samiyyah dan Mey Dwi Thousand P., terima kasih atas motivasi,
kebersamaan, semangat serta dukungannya sehingga penulis dapat menyelesaikan
naskah skripsi ini.

Untuk sahabat tersayang, Laila Nur Maghfiroh dan Izza Aulia Michellia Alba,
terima kasih atas segala bantuan, doa, dan dukungan selama 1ni. Dan untuk Rizha
Husnur Roziqgin tersayang, seseorang yang selalu membersamai penulis, terima
kasih telah mendengarkan keluh kesah, menjadi support system dan selalu
memberikan motivasi saat melewat: hari-har1 yang tidak mudah selama pengerjaan
skripsi.



MOTTO

Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan.

(Q.S Al-Insyirah:6)

Berpikirlah besar, mulailah kecil, tumbuhlah seiring waktu.
-Unknown

vl



KATA PENGANTAR

Puji syukur penulis panjatkan kehadirat Allah SWT vyang telah

melimpahkan berkah, rahmat, taufik serta hidayah-Nya sehingga penulis dapat

menyelesaikan tugas akhir ini yang berjudul “Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama

Fermentasi terhadap Produksi Eksopolisakarida menggunakan Media Air

Kelapa oleh Weissella confusa K2”. Sholawat serta salam semoga senantiasa

tercurahkan kepada junjungan kita Nabi Muhammad SAW, kepada para sahabat,

keluarga serta seluruh umat yang mengikuti Beliau hingga akhir zaman.

Penyusunan tugas akhir ini tidak akan terlaksana tanpa adanya bantuan dan

dukungan dari beberapa pihak. Untuk itu penulis menyampaikan ucapan terima

kasih yang sebesar-besarnya, khususnya kepada:

1.

Bapak Prof. Dr. Zainuddin, M.A selaku Rektor Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Ibu Dr. Sri Harini, M.Si selaku Dekan Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Ibu Rachmawati Ningsih, M.S1 selaku Ketua Program Studi Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Maulana Malik Ibrahim Malang.

Ibu Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P dan Ibu Rif’atul Mahmudah, M.S1 selaku
dosen pembimbing, Ibu Himmatul Barroroh, M.Si dan Ibu Fadilah Nor Laili
Lutfia, M. Biotech selaku dosen penguji yang telah memberikan banyak
arahan, masukan serta motivasi kepada penulis untuk dapat menyelesaikan
tugas akhir ini dengan baik.

Orang tua tercinta, serta keluarga besar yang selalu memberi dukungan baik
secara moril maupun materiil

Vil



Viil

Penulis menyadar1 bahwa tugas akhir 1n1 masih jauh dari sempurna. Oleh

sebab itu saran dan kritik yang bersifat membangun sangat penulis harapkan demi
kesempurnaan tugas akhir ini. Akhir kata, penulis sangat berharap semoga tugas

akhir in1 bermanfaat bagi para pembaca.

Malang, 12 Desember 2023

Penulis



DAFTAR ISI

HALANMAN JUBL sccnsnuussasmsuimissomsesimsy s st siinisiaiers i
HALAMAN PENGESAHAN ...ccccccuenananniantesseonsascntssnsensasnssnscnsssssasssasassansesse il
HALAMAN PERSBE TUNUAN cmnmnnnsaisicaiisiiasiniamiamasan iil
PERNYATAAN KEASLIAN TULESAN ississcisssesisssiossisosssssisssesssessiss iv
HALAMAN PERSINIIRATIAN. sroacinmineissicoisstossmsessissseisissiansisssssasinossisnistons v
VIO T sisiisnuiisimmmminmsmin s s e A A B T S SN A S s vi
BATA PENGANT AR csncmmmimsnmsams oo s s s e st siansraross vil
855 T e Py e P o P S R U A P s S P e o ix
DAF LA R TABRL ciissisiisseimdisisessniisssissiisostreassst s soass s asosssasavaeis s Xi
DANFTEAR GANIB AR cncusmomsmiris s m s cnssa e i s s s issssa v oo xil
DAFTAR LEAMPIR AN iioaoistaciaunssainnismivisi niimsiinsmmin Xili
BB LA IS i e e o A S R e X1V
A BB LB AL uimmmmismnuessesenmvensivmsmiseii e s s XV
Rl R BT XVi
BAD I PENIEATILILLR N Gsimsinsmsiiiairsislonisstesistsismiiismsiaiosms i 1
L1 Latar Belakane .o simaisisns ko us st imssiiss 1

1.2 MOOTOSIN IVLASAEANY .. onimimnannssimsnss i win s siwam s se s s s s S

1.3 Tujuan Penelitian ... 6

LA Bl NESRRIN oo s s i s i e O B 6

L TR PRI I oo s s Ry A N S 6
BAB I1I TINJAUAN PUSTARA jiisoicmmsaninmieissois st ssssis s s ni 8
2.1 Air Kelapa.... 8

2.2 Bakteri Asam Laklal (BAL) ............................................................... 9

23 WerSFeliaE COMPTERG ssvocvsvmeviin e s w s samas s s M AR RS SH R AT A A0 13

2.4 Eksopolisakarida.... " veeeeeeee 14

2.5 Faktor-faktor yang Mempengﬂruhl Pmdukm EkSﬂpﬂllS&kﬂrldﬂ ......... 18

2.6 Penentuan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol ................ 25

2.7 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ........cocoviiieennennn. 26
BAB L METUODE FENELLTTAN  cvnocmmancmmonmssns s 30
3.1 'Waknn dan Tenpal Penellian .. ouniiasiinassasmmatisimiissaian 30

3.2 A1RE08 BaHE «.conmnnsinmnnimisiammaas s st s s 30
B2 1 AlAL...eeeeiticiieeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeasesast e s baa s eneesaens 30

Al T o T PP AT AR |

2.3 Rancanvan Penelifan., ouimninmninmmoiiiimsiis ey senviim i ausias 31

3.4 Tahapan Penelitian.............ccooooiiiii e 32

S FEERanaAn FENOMINL s aeiisir s e e 33
3.5 1 Berhisail Al onmmassaniurarananmsesnniiamaarenanes 99

3.9.2 Preparasi Alr Kelapa...ccwremmssnnsmnisssssoremsrsnsesssessensenmnsnes 33

3.5.3 Pembuatan Media... 34

3.5.3.1 Pembuatan MRSA ( de Mun Rﬂgmu zmd Sharpe Agﬂr} 34
3.5.3.2 Pembuatan MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth) 34

1X



3.94 Regenerast Weiseella oo K2 ..o mososomsmmanmmsssonanss

A0y Pemimiaiall InokNINMm o isssnvinsnsmuisaiianiaimng

3.5.6 Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama Fermentasi terhadap
ETEHIRELOAE ETIL .  er e s R R I SR

3.5.7 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi Air Kelapa

3.5.8 Uj1 Kadar Total Gula dengan Metode Sulfat-Fenol..................
3.5.8.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa dengan Metode

Sulfat-Fenol ..

3.5.8.2 Menghitung Tntal Gula Eksnpﬂhsakanda denga:n

Metode Sulfat-Fenol .. .
3.5.9 Identifikasi Gugus Fungql Ekmpnhaakanda menggunakan
Spektrofotometer FTIR ..
3.5.10 Analisis Data.........ccccvvvrririirrrieeierrnsseeerresseressssseessssnsssessansessssnns
BAB 1Y HASIL DAN PEMBAHASAN unuwnsiisiassiismssineiie

4.1 Preparasi Air Kelapa....
4.2 Pembuatan de Man Rﬂgﬂsa Shﬂf‘pt’ Agﬂr (MRSA) dan de Man
Rogoso and Shirpe Broth (MR3B) ....ouwismmimssasasmsisiaviiise
4.3 Regenerasi Bakter1 Weissella confusa K2 ..........ccovveeevvevvivneiniieeenennnn,
4.4 Pembuatan Inokulum Weissella confusa K2 .............c.ccoovveeiiniiannnni..
4.5 Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama Fermentasi terhadap Produksi
EPS dari Air Kelapa ...
4.6 Analisis Kadar Gula Tmal Eksnpﬂllsakanda ......................................
4.7 Identifikasi Gugus Fungsi EPS menggunakan Spektrofotometer
4.8 Dlﬂlﬂg Hasﬂ Penelltmn dalam Perspektlf Islam

BAR Y PHINU T UR Goiiciimesoiosssiasimisssimesismsassiaiiasssvsissosismmmsiiosessaise

O KESINTIPINREY  cxcuuminnsivs masmaanontoss i iaios s aon v CUwe s A N R EER S AR TR
5.2 SATAN .ottt e e e e e e s et rnraeaeaee s e s snnes

DAF EAR PUSTAIA ocoronviimonmunssammnisonsunessssssmisssossssisssssssssnsiesmmiasmssonssmsmg
LANVIRPTIR AN iiisssiccisssronnesiossrsasasasiosesisasaass soosscasstossssassstsnsssosssass sisnnsca sorosassanson

33
36
36
36
37

37
38

39
39

40
42
43

49

51
54



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1 Spesifikasi Sucrose Phytotech (PhytoTech Labs Inc., United States) 22
Tabel 2.2 Persyaratan Gula Kristal Putih (GKP) sesuai Standar Nasional

INHONERIA nisnsnanamasEERRTTTRE R R .
Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan antara jenis sukrosa dan lama fermentasi ..... 31
Tabel 4.1 Rata-rata Rendemen EPS ..., 46
Tabel 4.2 Hasil Uj1 BNJ lama fermentasi terhadap rendemen EPS.................. 48
Tabel 4.3 Rata-rata kadar ula tobal EPS ...csnsmaimmeisaisisin s smvssimi 50
Tabel 4.4 Spektra FTIR EPS dari Weissella confusa K2 .................cccc............ 32

X1



DAFTAR GAMBAR

TINDAE L IR EIEIYIER. coomacioonsincsssumscn s s o oot RN RS S SIS S IR R RN AT
Rad ikl 2 2 Ve RSBl COMIBTEL . oonsrisssisnsmmitsistsismsais i m s s A s pa i
GRIADEE 2.3 SR HESIIR . oniam s s s s
Crainbar 228 BURIOE BB .ommaussmonsmnmononsmosnss s o smiss s sk s
e R T ] LN T P
LasiinbaT 20 S D0 SRR oo e s A R A s
Gambar 2.7 Struktur pullulan...
Gambar 2.8 Sucrose Phytotech (PhytnTech Labs Inc Umted States) ............
LGambar 2.9 Gula Pas " Hapiyswedl " ... iasiisisisisssis sasssisisi
Gambar 2.10 Reaksi penentuan kadar gula total metode sulfat-fenol ............
Gambar 2.1 1 Spektroskopl PTIR c.ouininnimiimnnniainssmnsiiasasins
Gambar 2.12 Spektrum FTIR EPS dari Weissella Cﬂnﬁtm o L
Gambar 4.1 Air Kelapa segar... eerrnrans

Gambar 4.2 Hasil regenerasi Wemeh‘u mnfum K2 ........................................
Gambar 4.3 Reakst TO A JENpaiy PUOTERHL isiwsimmiiunsavsssnssvsivisisass savis sivissis
Gambar 4.4 EPS yang dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa K2 ............
Gambar 4.6 Spektra FTIR EPS dari Weissella confusa K2 ...........cccccoeunnenen.

X11

13
15
16
il
18
18
22
23
26
27
28
39
43
46
47



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran. 1o Rapeaiipan Petitditiihl .annwnsmmanssasinainmmssvssrnss 100
Lampiran 2; Diagram AT .........ccooceeeeeeieiiiirininnrereeeiesesssensnnseeessesessessensnsensses 66
Lampiran 3 PEICUBOR oo siai s s 12
Lamparan 4; Hagil Aahises SPNS .sasmmaaisnsmsimsisssmsmvisiiiamomnis 1909
Lampiran 5: Dokumentasi Penelitian............ccooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiciceceecceiiieeeens 86

X111



ABSTRAK

Oktavianti, Ria Dwi. 2023. Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama Fermentasi terhadap
Produksi Eksopolisakarida menggunakan Media Air Kelapa oleh Weissella
confusa K2. Skripsi. Program Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Dosen Pembimbing I:
Anik Maunatin, S.T, M.P. Dosen Pembimbing II: Rif’atul Mahmudah, M.S1

Kata kunci: Air Kelapa, Eksopolisakarida, Fourier Transform Infrared (FTIR), Sukrosa,
Weissella confusa K2

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polimer polisakarida yang diperoleh dari
hasil sekresi keluar sel oleh mikroba. Weissella confusa K2 adalah salah satu bakteri asam
laktat (BAL) yang mampu menghasilkan EPS dalam jumlah tinggi. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui pengaruh jenis sukrosa dan lama fermentasi menggunakan media
air kelapa terhadap produksi EPS vyang dihasilkan oleh Weissella confusa K2 serta
identifikasi gugus fungsi dari EPS yang terpilih menggunakan FTIR.

Produksi EPS menggunakan air kelapa sebagali media fermentasi. Digunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola taktorial dua variabel, vaitu jenis sukrosa, terdiri
atas sukrosa PA dan gula pasir komersial, dan lama fermentasi yaitu 24, 48, dan 72 jam.
EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa K2 dihitung rendemennya. EPS terpilih
dianalisis kadar gula total menggunakan metode sulfat-fenol dan dianalisis gugus
fungsinya menggunakan FTIR. Data rendemen yang diperoleh dianalisis Two Way
ANOVA (a 0,05) menggunakan SPSS Statistics 25.

Uji statistik menunjukkan tidak ada beda nyata pada interaksi jenis sukrosa dan
lama fermentasi (sig>0,05). Lama fermentasi menunjukkan beda nyata (sig<0,05),
sedangkan jenis sukrosa tidak menunjukkan beda nyata terhadap rendemen EPS (s1ig>0,05).
Rendemen EPS tertinggi yaitu 25,19 g/L. yang diperoleh pada penambahan sukrosa PA
10% dan lama fermentast 72 jam dan hasil uji total gula dengan metode sulfat-fenol
menunjukkan kadar gula total sebesar 78,3%. Hasil analisis gugus fungsi menggunakan
FTIR menunjukan adanya gugus tfungsi khas EPS yaitu O-H, C-H, C=0, C=C, C-O-C, dan
a-1,6 glikosidik pada panjang gelombang masing-masing yaitu 3268,9 cm™', 3267,5 cm™',
2924,1 cm™,2916,6 cm™, 1653,1 cm™, 1420,1 cm™, 1146,2cm™, 1148.0,dan 1079,1 cm™,
1077,2 em™'. Gugus N-H pada panjang gelombang 1653,1 cm™' menunjukkan masih adanya
protein dalam EPS yang diperoleh.
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ABSTRACT

Oktavianti, Ria Dwi. 2023. The Effect of Sucrose Type and Fermentation Time on
Exopolysaccharides Production using Coconut Water by Weissella confusa
K2. Thesis. Chemistry Study Program, Faculty of Science and Technology,
Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang. Supervisor I: Anik
Maunatin, S.T., M.P. Supervisor 11: Rif"atul Mahmudah, M.Si

Keyword: Coconut water, Exopolysaccharides, Fourier Transform Infrared (FTIR),
Sucrose, Weissella confusa K2.

Exopolysaccharides (EPS) are a type of polysaccharide polymer obtained from the
extracellular secretion of microbes. Weissella confusa K2 is one of the lactic acid bacteria
(LAB) capable of producing EPS in substantial amounts. The objective of this study is to
determine the influence of sucrose types and fermentation duration in coconut water media
on the production of EPS by Weissella confusa K2, as well as to identify the functional
groups present in the selected EPS using FTIR.

The production of EPS utilizes coconut water as a fermentation medium. A
Randomized Complete Block Design (RCBD) with a tactorial pattern of two variables 1s
employed: the types of sucrose, comprising PA sucrose and commercial granulated sugar,
and fermentation durations: 24, 48, and 72 hours. The yield of EPS produced by Weissella
confusa K2 1s calculated. The selected EPS 1s analyzed for total sugar content using the
sulfat-phenol method and for its functional groups using FTIR. Yield data obtained is
analyzed through Two-Way ANOVA (a 0.05) using SPSS Statistics 25.

Statistical analysis indicates no significant difference in the interaction between
sucrose types and fermentation duration (sig > 0.05). Fermentation duration shows a
significant difference (sig < 0.05), whereas sucrose types do not exhibit a significant
difference in EPS yield (sig > 0.05). The highest EPS yield obtained is 25.19 g/L., achieved
with the addition of 10% PA sucrose and a fermentation duration of 72 hours. The total
sugar content analysis using the sulfat-phenol method shows a total sugar content of 78.3%.
Analysis of functional groups using FTIR demonstrates the presence of specific EPS
functional groups, including O-H, C-H, C=0, C=C, C-O-C, and o-1,6 glycosidic, at
respective wavelengths of 3268.9 cm™, 3267.5 cm™, 2924.1 ecm™, 2916.6 cm™, 1653.1
cm™, 1420.1 cm™, 1146.2 cm™, 1148.0 cm™, and 1079.1 cm™, 1077.2 cm™. The N-H
group at a wavelength of 1653.1 cm™ indicates the presence of protein in the obtained EPS.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polimer polisakarida yang
diperoleh dari hasil sekresi keluar sel oleh mikroba (Nurhasanah, 2020). EPS telah
lama dilaporkan memiliki potensi untuk aplikasi di bidang industri farmasi,
kesehatan dan pangan. Dalam makanan, EPS mempunyai manfaat sebagai
stabilisator, pengental, emulgator, pembentuk gel, dan memiliki kemampuan
mengikat air yang baik sehingga dapat mempertahankan tekstur agar tetap lembut
selama penyimpanan. Beberapa EPS yang telah banyak digunakan dalam bidang
kesehatan yaitu B-glukan, f-mannan, xanthan, curdlan, gellan dan dekstran (Malik
dkk., 2008). Karena EPS yang dihasilkan mikroorganisme memiliki sifat fisiko-
kimianya mirip dengan polisakarida dari tanaman (selulosa, pektin, pati) dan
rumput laut (alginat dan karagenan) sehingga banyak digunakan pada industri
(Nurhasanah, 2020). EPS telah terbukti sebagai bahan tambahan makanan dan juga
bermanfaat sebagai agen antikarsinogenik, antitumor, penurun kolesterol, dan
imunomodulator (Mundiri, 2020).

Bakter1 Asam Laktat (BAL) merupakan salah satu bakter1 yang mampu
menghasilkan EPS (Zubaidah, 2008). Kemampuan bakteri asam laktat untuk
menghasilkan eksopolisakarida rantai panjang atau polisakarida ekstraseluler (EPS)
telah banyak dilaporkan (Imran dkk., 2016). Beberapa EPS yang dihasilkan oleh
BAL digunakan dalam perawatan kesehatan dan produksi makanan (Malik dkk.,
2008). EPS yang berasal dart BAL memiliki dampak fungsional pada makanan,

yaitu meningkatkan reologi produk susu fermentasi, dan memberikan efek

1
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kesehatan yang bermanfaat (Afiati, 2015). Selain itu juga berperan sebagai
penambah rasa dan tekstur. Secara khusus, EPS BAL memiliki aktivitas

imunostimulan, dapat meningkatkan kolonisasi saluran pencernaan oleh bakter:

probiotik, dan juga bertindak sebagai antioksidan (Polak et al., 2013). EPS yang

diperoleh dari BAL memiliki resiko toksisitas yang rendah, sehingga dapat
digunakan pada makanan karena EPS aman untuk dikonsumsi manusia. EPS asal
BAL telah dipelajari secara luas dalam berbagai aplikasi seperti pada produk
makanan, pengemulsi kimia dan biologis (Li ef al.,, 2020). Beberapa faktor yang
mempengaruhi produksi EPS diantaranya adalah suhu, konsentrasi penambahan
sukrosa, konsentrasi substrat, konsentrasi inokulum lama fermentasi (Azizah, 2019)
dan jenis bakteri (Nurhasanah dkk., 2020). Hasil produksi EPS dapat dipengaruhi
oleh jenis bakteri karena setiap bakteri memiliki kemampuan proses metabolisme
yang berbeda, sehingga jumlah metabolit yang diproduksi berbeda (Zahro, 2014).
Air kelapa merupakan salah satu bagian dar1 tanaman kelapa yang sangat
bermanfaat. Menurut Prastowo (2008) air kelapa mengandung nutrisi yang
kompleks seperti gula, natrium, kalium, kalsium, magnesium, besi, dan tembaga
sehingga cocok sebagai media untuk produksi EPS. Tersedianya air kelapa di
Indonesia dalam jumlah besar, yaitu berdasrkan laporan Statistik Perkebunan
Indonesia pada tahun 2015-2017 yang diterbitkan oleh Direktorat Jenderal
Perkebunan dan Kementerian Pertanian Indonesia, jumlah rata-rata air kelapa
sebesar 600 juta liter merupakan potensi yang belum dimanfaatkan secara
maksimal. Air kelapa banyak dibuang langsung ke lingkungan sebagai limbah
rumah tangga, limbah pasar dan limbah industri (Widayati dkk., 2002). Air kelapa

apabila tidak dimanfaatkan dengan baik dapat mencemari lingkungan karena cepat
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berubah menjadi asam dan berbau menyengat. Mengingat kandungan nutrisi air
kelapa yang tinggi maka dapat digunakan sebagai media alternatif dalam produksi
EPS oleh BAL.

Produksi EPS biasanya menggunakan sumber nitrogen yaitu yeast extract,
peptone, dan beef extract. Jenis nutrisi ini merupakan komponen yang relatif mahal
sehingga dalam upaya mengurangi biaya produksi EPS digunakan media alternatif
air kelapa yang lebih murah (Seesuriyachan et al., 2011). Air kelapa adalah cairan
jernih di dalam kelapa muda yang mengandung nutrisi dan memiliki manfaat
terapeutik yang tinggi (Tih et al., 2017). Air kelapa mengandung gula, protein, asam
amino, vitamin dan mineral yang cocok digunakan sebagai bahan dasar fermentasi
(Saraswati, 2014).

Weissella confusa merupakan salah satu bakteri asam laktat (BAL) yang
dapat menghasilkan EPS dalam jumlah yang tinggi. Sukrosa merupakan sumber
karbon yang baik untuk produksi EPS oleh Weissella confusa jika dibandingkan
dengan gula yang lain yaitu glukosa, fruktosa dan galaktosa (Wongsuphachat et al.,
2010). Sukrosa yang banyak digunakan pada penelitian sebelumnya adalah sukrosa
PA, yang harganya relatif mahal. Penelittan Tayuan (2021), melaporkan hasil
produksi EPS oleh Weissella sp. yang diperoleh pada penambahan sukrosa PA 5%
yaitu 8,65 g/L. Penelitian Khoirumiyah (2023), melaporkan hasil produksi EPS oleh
Weissella confusa K2 menggunakan media MRSB vyang diperoleh pada
penambahan sukrosa PA 10% yaitu 47,7 g/L.

Lama fermentasi merupakan salah satu faktor penting pada produksi EPS.
Hasil penelitian Kaviatake et al, (2016) Weissella confusa KR780676

menghasilkan rendemen sebesar 17,2 g/IL dengan lama fermentasi 48 jam.
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Penelitian Jin et al., (2019), melaporkan hasil produksi EPS oleh Weissella confusa
VP30 menggunakan media MRSB dengan lama fermentasi 48 jam yaitu 59,99 g/L.
Serta penelitian Rahmah (2023), melaporkan hasil produksi EPS oleh Weissella
confusa menggunakan media MRSB dengan lama fermentasi 48 dan 72 jam masing
masing yaitu 17,84 dan 15,14 g/L.. Vanasi lama fermentasi yang banyak dilakukan
pada penelitian terdahulu banyak menggunakan lama fermentasi 24 dan 48 jam.
Pada penelitian ini variasi lama fermentasi yang dilakukan yaitu 24, 48 dan 72 jam.
Al-Qur’an merupakan pedoman hidup bagi seluruh umat islam di dunia.
Didalamnya dijelaskan bahwa segala hal atau sesuatu yang diciptakan Allah SWT
pasti memiliki manfaat, tidak ada yang sia-sia. Dalam surah Shaad ayat 27 Allah

SWT berfirman:

AN Ge 15588 Eall 33381558 Gl Gl GRS Lagiia s G sY1 5 elakal A L
Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada di antara

keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka

celakalah orang-orang yang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.
(QS. Shaad:27)”.

Dalam tafsir al-Qurthubi (2009) ayat diatas menyebutkan bahwa segala
sesuatu yang diciptakan Allah SWT yang ada di langit dan bumi ini bukanlah tanpa
tujuan, melainkan untuk memudahkan kehidupan para manusia. Semua yang
diciptakan memberikan mantfaat, tidak ada yang sia-sia. Sesuatu yang terdapat baik
di permukaan maupun yang terkandung dalam perut bumi merupakan campur
tangan Allah SWT. Namun tidak semua manfaat itu dapat dirasakan secara
langsung, melainkan harus melalui1 pengolahan akal fikir manusia terlebih dahulu.

Berdasarkan uraian yang telah disebutkan, dapat diketahui bahwa lama

fermentasi merupakan faktor penting pada produksi EPS dan jenis sukrosa yang
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banyak digunakan untuk produksi EPS oleh Weissella confusa K2 adalah sukrosa
PA. Dua jenis sukrosa yang akan digunakan pada penelitian in1 adalah sukrosa PA
(Pro Analysis) dan gula pasir komersial dengan konsentrasi sebesar 10%, dengan
harapan dapat menghasilkan EPS yang lebih besar. Perbedaan utama antara gula
PA dan gula pasir terletak pada proses pengolahan, kemurnian, dan penggunaan
khusus dalam konteks laboratorium atau industri dibandingkan dengan penggunaan
sehari-hari. Oleh karena itu, penelitian ini ditujukan untuk mengetahui potensi
produksi EPS oleh Weissella confusa K2 menggunakan variasi jenis sukrosa dan
lama fermentasi. Media alternatit yang dipilih dalam penelitian in1 adalah air kelapa
karena murah namun masih mengandung nutrisi tinggi yang diperlukan oleh BAL.
Hal imi dilakukan untuk mendapatkan EPS dalam jumlah yang tinggi dan biaya
produksi yang relatif rendah. Pada penelitian Khoirumiyah (2023), analisis gugus
fungsi EPS yng dihasilkan oleh Weissella confusa K2 menggunakan media MRSB
menunjukkan serapan gugus khas dekstran. Sehingga pada penelitian 1ini
identifikasi profil gugus fungsi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa K2
menggunakan media air kelapa dengan menggunakan FTIR penting

dilakukan untuk mendapatkan gambaran umum jenis EPS yang dihasilkan.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana pengaruh jenis sukrosa dan lama fermentasi terhadap produksi
EPS menggunakan media air kelapa oleh Weissella confusa K27
2. Bagaimana profil gugus tungsi EPS terpilih yang dihasilkan oleh Weissella
confusa K2 menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy

(FTIR)?



1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui pengaruh jenis sukrosa dan lama fermentasi terhadap
rendemen hasil produksi EPS menggunakan media air kelapa oleh Weissella
confusa K2.

Untuk mengetahui profil gugus fungsi EPS yang dihasilkan oleh
Weissella confusa K2 dengan Fourier Transform Infrared Spectroscopy

(FTIR).

1.4 Batasan Masalah

L.

Air kelapa tua yang digunakan didapat dari Pasar Dinoyo, Kec. Lowokwaru,
Kota Malang.

Bakteri yang digunakan untuk produksi EPS adalah Weissella confusa K2
yang merupakan hasil isolasi buah kelengkeng pada penelitian sebelumnya.
Jenis sukrosa yang digunakan adalah sukrosa PA (Pro Analysis) merk
“Sucrose Phytotech” dan gula pasir komersial dengan merk “Happysweet”
dengan konsentrasi 10%.

Variasi lama fermentasi yaitu 24, 48 dan 72 jam.

Identifikasi profil gugus fungsi EPS terpilih (rendemen tertinggi)

menggunakan instrumen Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian in1 diharapkan dapat memberikan informasi mengenai

pengaruh jenis sukrosa dan lama fermentasi terhadap produksi EPS menggunakan

media air kelapa oleh Weissella confusa K2 dan dapat digunakan sebagai acuan
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produksi EPS dengan skala yang lebih besar. Hasil analisis EPS dengan
menggunakan spektrofotometer FTIR diharapkan dapat memberikan gambaran

umum jenis EPS yang dihasilkan.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Air Kelapa

Air kelapa adalah salah satu bagian dar1 pohon kelapa yang merupakan buah
tropis yang cukup berlimpah di Indonesia. Air kelapa mempunyai potensi yang baik
untuk dijadikan minuman fermentasi karena kandungan gizinya (Yanuar, 2015).
Beberapa kandungan yang dimiliki air kelapa yaitu gula, protein, dan lemak
sehingga sangat baik untuk pertumbuhan bakteri penghasil produk pangan (Utami,
2008).

Vigliair et al., (2006) menyebutkan bahwa air kelapa memiliki kandungan
nutrisi di dalamnya 4% karbohidrat, 0.1% lemak, 0.02% kalsium, 0.01% fosfor,
0.5% bes1 serta total protein (9 g/L), vitamin C, vitamin B kompleks dan garam-
garam mineral. Air kelapa tua mengandung air sebanyak 91,23%, protein 0,29%,
lemak 0,15%, karbohidrat 7,27% dan abu 1,06% (Putri, 2019). Kandungan mineral
kalium pada air kelapa juga sangat tinggi yaitu 203,70 mg/100 g pada air kelapa
muda dan 257,52 mg/100 g air kelapa tua (Santoso, 2003).

Sifat kimia air kelapa ditentukan oleh nilai pH, keasaman total dan gula
reduksi. Derajat keasaman atau pH digunakan untuk menyatakan tingkat keasaman
yang dimiliki oleh suatu larutan. Air kelapa memiliki pH 4,5 — 5,3 per 100 mL air
kelapa. Asam-asam organik yang terdapat pada air kelapa dapat mempengaruhi
perubahan pH air kelapa. Komposisi gula reduksi air kelapa yaitu sekitar 1,7 — 2,6
%. Pada air kelapa terdapat gula yaitu sukrosa, glukosa dan fruktosa (Santoso,

1996).



Gambar 2.1 Kelapa tua

2.2 Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan jenis bakteri Gram negatif, tidak
membentuk spora, dan berbentuk coccus, coccobacilli atau basil (Rembulan, 2015).
Bakteri-bakteri in1i mampu menghasilkan asam laktat, hidrogen peroksida, dan
beberapa hasil metabolisme berupa asam-asam organik yang bermanfaat bagi
kesehatan yang dihasilkan dari fermentasi karbohidrat (Indriyati, 2010; Bawole, et
al., 2018).

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri yang menguntungkan. Bakteri
asam laktat in1 merupakan kekayaan alam mikroba yang masih harus dieksplorasi.
Secara ekologis kelompok bakteri ini sangat bervariasi dan anggota spesiesnya
dapat mendominasi bermacam-macam makanan, minuman dan lain-lain (Yuni,
2013). BAL termasuk dalam kelompok bakteri yang memenuhi status GRAS
(Generally Recognized as Safe), yaitu bakteri baik yang aman bagi manusia. Status
GRAS diberikan oleh Badan Pengawas Makanan dan Obat-obatan Amerika Serikat
(FDA) kepada bahan-bahan makanan yang telah terbukti aman secara historis atau

telah melewati penilaian keselamatan yang ketat.
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Bakteri asam laktat, jika dipertimbangkan GRAS, berarti telah memiliki
riwayat penggunaan yang luas dalam makanan dan telah terbukti aman untuk
dikonsumsi manusia dalam jumlah yang wajar. Bakteri asam laktat berkontribusi
besar memberikan manfaat fungsional bagi tubuh manusia sebagai bakteri probiotik
(Halim dan Zubaidah, 2013). Bakteri-bakter1 in1 ada yang dapat dikembangkan
menjadi probiotik. Bakteri probiotik merupakan BAL yang hidup di dalam usus,
bersimbiosis dengan mikroflora usus yang mampu melawan bakteri patogen di
dalam usus, oleh karena 1tu pemberian probiotik dapat berpengaruh
menguntungkan bagi kesehatan (Agus, 2016).

BAL merupakan bakteri Gram positif berbentuk kokus atau batang, tidak
membentuk spora dan memiliki suhu optimum + 40°C. Pada umumnya nonmotil
karena kemampuan biosintesisnya sangat terbatas, bersifat anaerob, katalase negatif
dan oksidase positif. BAL memiliki beberapa sifat khusus, antaralain; mampu
tumbuh pada kadar gula, alkohol, dan garam vyang tinggi, mampu
memfermentasikan monosakarida dan disakarida (Fardiaz, 1989).

a. Bakteri Gram positit
Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positif karena tidakmengalami
dekolorisasi dan tetap mengikat warna ungu kristal violet pada tahap akhir
pewarnaan. Bakter1 Gram positif seperti bakteri asam laktat memiliki
penghambatan lebih besar pada bakteri gram negatif karena pertumbuhan
bakter: asam laktat yang menghasikan senyawa atau metabolit seperti asam
laktat yang meningkatkan keasaman lingkungan pertumbuhan dan
terbentuknya bakteriosin sehingga bakteri asam laktat dapat digunakan

sebagai antimikroba (Wibowo, 1988).
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b. Bakteri endospora negatif (tidak memiliki endospora)
Bakter1 asam laktat merupakan bakteri yang tidak membentuk spora atau
endospora negatif, sehingga ketika dilakukan pewarnaan endospora, yang
tampak adalah sel vegetatif yang menghasilkan warna merah muda pada
akhir tahap pewarnaan (Axelsson, 2004). Pada pernyataan Fardiaz (1992)
menambahkan bahwa pada pewarnaan endospora, endospora akan terlihat
pada mikroskop dengan bentuk bulatan-bulatan berwarna hijau.

c. Bakteri katalase negatif
Bakter1 asam laktat merupakan bakter1 katalase negatif karena tidak
menghasilkan enzim katalase yang dapat memecah hidrogen peroksida
(Wibowo, 1988). Bakter1 asam laktat dapat tumbuh sama baiknya di
lingkungan yang memiliki dan tidak memiliki O (tidak sensitif terhadap
0O2), sehingga termasuk aerob toleran.

d. Bakteri non motil
Bakteri asam laktat bersifat non motil, bakteri probiotik memiliki
kemampuan biosintesis yang sangat terbatas, sehingga bersifat non motil
dan perolehan energinya semata-mata hanya bergantung pada metabolisme
secara fermentatif. Oleh karena 1solat tersebut bersifat non motil, maka
dapat dinyatakan bahwa bakter tersebut tidak mempunyai flagella sebagai
organ untuk bergerak (Purwohadisantoso, 2009).

e. BAL homofermentatif dan heterofermentatif
Bakter1 asam laktat terbagi menjadi dua jenis, yaitu homofermentatif
(sebagian besar hasil akhir merupakan asam laktat) dan heterofermentatif

(hasil akhir berupa asam laktat, asam asetat, etanol dan CO:). Secara



12
garis besar, keduanya memiliki kesamaan dalam mekanisme
pembentukan asam  laktat,yaitu piruvat akan diubah menjadi laktat (atau
asam laktat) dan diikutidengan proses transfer elektron dari NADH menjadi
NAD". Pola fermentasi ini dapat dibedakan dengan mengetahui keberadaan
enzim-enzim yang berperan di dalam jalur metabolisme glikolisis (Fardiaz,
1989). Kelompok homofermentatif menghasilkan asam laktat sebagai
produk utama darifermentasi gula, sedangkan kelompok heterofermentatif
menghasilkan asam laktat dan senyawa lain yaitu CQOz, etanol, asetaldehida,

diasetil, serta senyawa lainnya (Irianto, 2006).

Makhluk Allah SWT yang terkecil dijelaskan dalam surat Yunus ayat 61:
4 (a3 34 e V) Jae e 3laad W5 ol 58 e ke 1518 a5 ol 03 38
Ch S 8 ) 5RT Y58l G satal ¥3 Ll 3 V5 oW L3855 J&ia be 8135 (e & aa
Artinya: “Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat
dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan
Kami menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput
dari pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi
ataupun di langit. Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih

besar dari itu, melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh
Mahfuzh). (QS. Yunus: 61).

Menurut Shihab, (2002) pada ayat tersebut, kata “Dzarrah’ dipahami oleh
ulama dalam berbagai arti, antara lain semut yang sangat kecil bahkan kepala semut,
atau debu yang beterbangan yang hanya terlihat di celah cahaya matahari.
Sementara orang dewasa ini memahaminya dalam arti atom. Hal tersebut demikian
menunjukkan bahwa kata “Dzarrah”™ memiliki arti sebagai wujud substansi yang

memiliki ukuran paling kecil.
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2.3 Weissella confusa
Weissella merupakan bakteri Gram positif dengan uji katalasenya negatif
dan bentuk sel coccobacillus, yang dapat diisolasi dari berbagai habitat seperti
tanah, sayuran segar, bahan pangan terfermentasi, daging dan sebagainya (Vela ef
al., 2003). Pada awalnya Weissella digolongkan sebagai Leuconostoc atau
Lactobacillus, namun direklarifikasi sebagai Weissella pada tahun 1993 (Collins et

al., 1993).
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Gambar 2.2 Weissella confusa

Weissella confusa memiliki persebaran di beragam lingkungan. Weissella
confusa telah diisolasi dari berbagai bahan makanan seperti susu, jus wortel, tebu,
daging fermentasi, makanan karbohidrat kaya asam, bawang putih dan daun pisang
(Kandler & Weiss, 1894; Paludan-Muller et al., 1999). Selain itu juga telah diisolasi
dar1 kotoran manusia dan strain mikro dari usus manusia (Walter et al., 2001).
Berdasarkan Taxonomic Outline of the Prokaryotes, Weissella confusa

diklasifikasikan sebagai berikut:
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Kerajaan : Bacteria

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Leuconostococeae
Genus : Weissella

Spesies : Weissella confusa

2.4 Eksopolisakarida

Eksopolisakarida merupakan suatu polisakarida yang didapatkan dari hasil
ekskresi mikroba (Malik dkk., 2010). EPS merupakan produk metabolit sekunder
yang dikeluarkan saat lingkungan pertumbuhannya kurang menguntungkan
(Mesomo et al., 2009). Strain bakter1 yang bersifat non-mukoid yaitu yang tidak
mampu membentuk EPS secara spontan dapat menjadi bersifat mukoid dalam
kondisi tertentu. Kapsul atau lendir EPS 1n1 dapat dikeluarkan secara fisik ataupun
enzimatik tanpa mempengaruhi pertumbuhan bakteri, sehingga tidak menyebabkan
sel mikroba mati. Eksopolisarida biasa dihasilkan oleh mikroba ke luar sel biasa
ditemukan pada bagian luar dan struktur bakteri. EPS terhubung dengan sel dalam
bentuk kapsul atau lendir yang terdapat pada permukaan sel. EPS memiliki varietas
yang luas serta struktur kimia yang kompleks, dan mempunyai sifat antimikrobia.
EPS mencakup beberapa klasifikasi polisakarida diantaranya menyerupai bentuk
polisakarida tanaman seperti amilosa, amilopektin, selulosa dan algin. Berat
molekul EPS adalah sekitar 106 Da yang merupakan polimerisasi beberapa ratus
sampai beberapa ribu tetra-heptasakarida (Malaka, 2010). EPS umumnya tersusun
atas monosakarida dan beberapa substituen non-karbohidrat diantarnya seperti
asetat, piruvat, suksinat, fosfat dan biomolekul seperti protein, asam nukleat, lipid

dan zat humat (Surono, 2004).
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EPS juga berperan dalam proses perlindungan sel bakteri dari kekeringan,
mempertahankan fungsi seluler primer dan aktivitas antibakter1 terhadap predator,
kemampuan pembentuk gel dan degradasi polutan.Terdapat dua jenis utama EPS
menurut komponen penyusunnya yaitu homo-EPS dan hetero-EPS. Saat ini, EPS
telah banyak dimanfaatkan secara luas dalam berbagai aplikasi dalam pangan,
farmasi, dan industri lainnya. EPS telah terbukti memiliki aktivitas fisiologis seperti
antitumor, antivirus dan antiinflamasi, serta menjadi penginduksi interferon,
penghambatan agregasi trombosit, sintesis faktor penstimulasi koloni, koagulan,
dan pelumas (Anindita, 2020). Struktur EPS sangat beragam, beberapa diantaranya

yaitu:

1. Dekstran

Gambar 2.3 Struktur dekstran (Kasaai, 2012)

Dekstran terdiri dari rantai utama berupa unit glukosil berulang dengan
ikatan o-(1—6) glikosidik dan unit sederhana atau rantai samping o-(1—2), o-

(1—3) atau a-(1—4) yang saling berkaitan (Jouven et al., 2015). Dekstran yang di
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biosintesis oleh bakter: asam laktat memiliki berat molekul yang besar antara 10-
150 kDa. Pemanfaatan bahan alam yang mengandung nutrisi kompleks seperti air
kelapa dan nira sebagai media yang mengandung sukrosa yang baik bagi
pertumbuhan sel bakter1 Leuconostoc mesenteroides (Triantarti dan Hendro, 2007).
Dalam bidang kesehatan dekstran memiliki fungsi yang beragam seperti anti
inflamasi, anti trombotik dan anti koagulan. Dekstran merupakan salah satu contoh
EPS yang banyak dimanfaatkan. Dekstran telah banyak diteliti di bidang farmasi
sebagai salah satu matriks pada sistem penghantaran obat baru berbentuk konjugat
(Veronese dan Caliceti, 2006). Pada penelitian yang telah dilakukan oleh
Khoirumiyah (2023), hasil analisis gugus fungsi EPS terpilih yang dihasilkan oleh

Weissella confusa K2 menggunakan spektrofotometer FTIR diduga jenis dekstran.

2. Gellan

OH OH

COO
HO QA o R s 0
;’O HO HO
i OH OH
CH,OH
O
OH
HO CHj;

OH

Gambar 2.4 Struktur gellan (Kohajdova and Karovicova, 2009)

Gellan adalah polimer linier yang bermuatan negatif (anionik polisakarida).
Polimernya tersusun dar1 perulangan tetrasakarida unit yang merupakan kombinasi
antara dua molekul glukosa dengan asam D-glukoronatatau L-ramnosa. Gellan
biasanya digunakan untuk mensubstitusi agar, juga dapat digunakan sebagai
eksipien obat sebagai bagian dari drug delivery system (Vu et al., 2009, Fialho et

al., 2008).



OH

17

3. Curdlan
CH-OH = CH,OH - THEDH
0 0 O
OH OH
H
OH — OH —n O

Gambar 2.5 Struktur curdlan (Jin et al., 2006)

Curdlan merupakan polimer linier yang terbentuk dari ikatan [-1,3
glikosidik dar1 D-glukosa. Polimer 1nm1 bersifat sangat larut dalam air. Curdlan dapat
dihasilkan dar1 bakteri strain Alcaligenes faecalis dan juga Agrobacterium.
Keunikan curdlan adalah sifat gelnya yang elastis ketika dipanaskan pada suhu
diatas 55°C, sehingga sering digunakan untuk memperbaiki tekstur makanan dan

dalam bidang farmasi dijadikan sebagai polimer yang berfungsi sebagai eksipien

drug delivery (Rehm, 2009; Gumadi dkk., 2005).

4. Xanthan
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Gambar 2.6 Struktur xanthan (Pokhmurs’ky1, 2020)
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Xanthan merupakan heteropolimre anionik yang disusun oleh glukosa
dengan rantai samping trisakarida dar1 a-D-manosa yang memiliki gugus asetil.
Xanthan diproduksi oleh strain Xanthomonas dengan berat molekul yang sangat
besar (Rehm, 2009). Sifat yang ditunjukkan xanthan adalah pseudoplastik dan
pengemulsi yang stabil, sehingga kegunaannya sangat luas di bidang industr

makanan, kosmetik, ataupun farmasi (Sutherland, 1998).

5. Pullulan
O
Y
‘il
CH, CH,OH CH,OH
0 0 0
OH OH OH
OH O 0 ,/T/
OH OH OH cH,

Gambar 2.7 Struktur pullulan (Sirisha dan D’Souza, 2017)

Pullulan merupakan polimer yang tersusun atas unit maltotriosa. Ikatan yang
terdapat pada unit maltotriosa adalah «-1,4-glikosidik, sedangkan unit-unit
maltotriosa dihubungkan dengan ikatan a-1,6-glikosidik. Penggunaan pullulanyang
paling dikenal adalah pada produk-produk yang berhubungan dengan penyegar dan

pembersih mulut (Raymond, 2009).

2.5 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida
1. Media
Media yang digunakan untuk mengoptimalkan produksi EPS sangat beragam,

karena rantai utama dari polimer ini adalah glukosa. Bakteri biasanya memperoleh
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energl dar1 oksidasi kimia. Kebanyakan bakter1 memperoleh nutrisi yang
diperlukan selnya untuk mensintesis protoplasmadari berbagai sumber nutrien
seperti sumber karbon (misalnya karbohidrat), sumber nitrogen (protein atau
amoniak), ion-ion anorganik tertentu, metabolitpenting (vitamin, mungkin juga
asam amino) dan air (Volk dan Wheeler, 1988).

2. Konsentrasi Substrat
Kecepatan reaksi enzimatis pada umumnya tergantung pada konsentrasi
substrat. Kecepatan reaksi akan meningkat apabila konsentrasi substrat meningkat.
Peningkatan kecepatan reaksi ini akan semakin kecil hingga tercapai suatu titik
batas yang pada akhirnya penambahan konsentrasi substrat hanya akan sedikit
meningkatkan kecepatan reaksi (Lehninger, 1997). Hal imi disebabkan karena
semua molekul enzim telah membentuk ikatan kompleks dengan substrat yang
selanjutnya kenaikan konsentrasi substrat tidak berpengaruh terhadap kecepatan
reaksinya (Trenggono dan Sutardi, 1990).
3. Konsentrasi Inokulum
Teknik yang digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme pada media
agar memungkinkannya tumbuh berjauhan dengan sesamanya, dan juga
memungkinkan setiap selnya berhimpun membentuk koloni, yaitu sekelompok
massa sel yang dapat dilihat dengan mata telanjang. Bahan yang diinokulasikan
pada medium ini disebut inokulum (Pelczar et al,, 2007). Kadar inokulum pada
fermentasi menunjukkan pengaruh terhadap produk fermentasi, hasil biosintesis
EPS dengan variasi inokulum 1, 2.5, 5,0, 10, 15, dan 20 mL/L yakni jumlah EPS
tertinggi yaitu sebesar 650 mg/L pada konsentrasi inokulum 10 mL/L (Haroun et

al., 2013).
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4. Suhu
Salah satu faktor penting dalam pertumbuhan mikroba adalah suhu. Suhu
fermentasi yang terlalu tinggi akan berpengaruh terhadap mikroba dan enzim yang
dihasilkan oleh mikroba itu sendiri. Suhu yang terlalu tinggi akan mengakibatkan
denaturasi enzim. Selama proses fermentasi, suhu akan mengalami perubahan yaitu
dari suhu rendah menjadi tinggi karena reaksi eksotermis dan kemudian akan
mengalami penurunan kembali seperti semula ketika reaksi telah selesai. Umumnya
enzim bekerja sangat lambat pada suhu di bawah titik beku dan kereaktifannya akan
meningkat sampai suhu 45°C.pada petumbuhan Weissella confusa biasanya
digunakan suhu 37°C. Hasil penelitian Jin et al, (2019) menunjukkan bahwa
produksi EPS optimum dari isolat Weissella confusa dihasilkan pada sekitar suhu
37°C dengan hasil EPS sebesar 59 g/L..
5. pH
pH merupakan salah satu parameter yang penting dan kritis lingkungan yang
mempengaruhi total bakteri asam laktat dalam medium fermentasi, total asam laktat
dan total EPS kasar yang dihasilkan (Zubaidah dkk., 2008). pH optimum untuk
pertumbuhan 1solat Weissella confusa adalah pada kondisi netral yaitu sekitar 7.
Hasil penelitian Jin dkk., (2019) bahwa produksi EPS optimum dari isolat Weissella
confusa adalah pada sekitar pH 7.0 dengan hasil EPS sebesar 59 g/I.. Sementara
pada penelitian Khoirumiyah (2023), Hasil produksi EPS tertinggi dari Weissella
confusa K2 diperoleh pada pH 8 sebesar 47,70 g/L.
6. Penambahan Sukrosa
Sukrosa merupakan salah satu jenis gula yang dapat dimetabolisme oleh

bakteri menjadi asam laktat selama proses fermentasi berlangsung (Anindita, 2002).
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Sukrosa berpotensi menjadi sumber nutrisi bagi bakter1 asam laktat. Semakin
banyak sukrosa yang tersedia maka semakin banyak pula substrat yang dapat
dirombak oleh bakteri asam laktat menjadi asam piruvat yang selanjutnya dapat
diubah menjadi asam-asam organik lainnya. Semakin tinggi konsentrasi sukrosa
maka total asam yang dihasilkan semakin tinggi, disebabkan L. casei dapat
menggunakan substrat (sukrosa) tersebut sebagai nutrisi pertumbuhan dan
menghasilkan asam lebih banyak (Yunus dan Zubaidah, 2015). Sebagai sumber
karbon, semakin tinggi konsentrasi sukrosa maka konsentrasi EPS yang dihasilkan
juga semakin tinggi. Pada penelitian ini digunakan 2 jenis sukrosa, diantaranya
yaitu:

a. Sukrosa PA (Pro Analysis)

Sukrosa PA merupakan sukrosa yang digunakan sebagai bahan standar
atau bahan referensi dalam berbagai jenis analisis atau pengujian laboratorium.
Sukrosa PA terbuat dari sukrosa yang telah dimurnikan secara kimiawi untuk
mendapatkan kemurnian yang tinggi. Proses pemurnian ini melibatkan isolasi
dan penyaringan sukrosa dari sumber alami, seperti tebu. Setelah diisolasi,
sukrosa kemudian diperlakukan dengan berbagai reagen kimia untuk
memastikan bahwa telah memiliki kemurnian yang tinggi dan sesuai untuk
digunakan sebagai standar analisis dalam laboratorium. Pada penelitian ini

sukrosa PA yang digunakan adalah “Sucrose Phytotech, United States .
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Gambar 2.8 Sucrose Phytotech (PhytoTech Labs Inc.. United States)

Tabel 2.1 Spesifikasi Sucrose Phytotech (PhytoTech Labs Inc., United States)

Physiochemical Specifications:

TEST SPECIFICATION RESULTS
Solubility Soluble in Water Passes
pH (3.00 g/L) 4.0-6.5 5.8
Physical Appearance
Color* PM-1 to PM-4, PM-13,
Texture or PM-19 PM-4 White

Crystalline Powder Crystalline Powder

Solution Appearance
Clarity Clear Clear
Color Colorless Colorless
Average Time to For Information Only
Dissolve (Approx. 3 min) Passes
[nsolubles None Passes
FTIR Conforms to Structure  Passes
Purity For Information Only ~ 99.96%

*Product color based upon comparison between sample and standadized
coolor wheel (Benjamin Moore® Color Preview™).
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Biological Testing:

TEST SPECIFICATION PLANT CELL LINE RESULTS
Supports and/or facilitates plant  Perila fantasy Passes
growth and/or hoot proliferation = Xanthi Tobacco Passes
in two or more plant tissue Callus

cultured lines with no
morphological aberrations to
plants

b. Gula pasir komersial
Gula merupakan komoditas utama perdagangan di Indonesia. Gula
merupakan salah satu pemanis yang umum dikonsumsi masyarakat. Gula biasa
digunakan sebagai pemanis di makanan maupun minuman, dalam bidang
makanan selain sebagai pemanis, gula juga digunakan sebagai stabilizer dan
pengawet. Pada penelitian ini gula pasir yang digunakan adalah gula pasir
“Happysweet”. Gula pasir ini merupakan gula kristal putih yang dikemas oleh

PT Megah Agung, Kecamatan Jabung, Kabupaten Malang.

i A

Gambar 2.9 Gula Pasir “Happysweet”

SNI Gula Kristal Putih No. 3140.3:2010 merupakan pedoman dalam

menghasilkan produk gula yang bermutu. Gula kristal putih diklasifikasikan
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menjadi 2 (dua) kelas mutu, yaitu Gula Kristal Putih I (GKP I) dan Gula Kristal

Putih I (GKP II) (BSN, 2010).

Tabel 2.2 Persyaratan Gula Kristal Putih (GKP) sesuai Standar Nasional

Indonesia (SNI)

No. Parameter Uji Satuan Persyaratan

GKP 1 GKP 2
1. Warna krnistal LT 4,0-7,5 7,6-10,0
2.  Warna Larutan IU 81-200 201-300

(ICUMSA)

3. Besar Jenis Butir mm 0.8-1.2 0,8-1,2
4. Susut Pengeringan (b/b) % maks 0.1 maks 0,1
5.  Polarisasi (°Z, 20°C) o min 99,6 min 99,5
6. Abu Konduktiviti (b/b) % maks 0,10 maks 0,15
7. Bahan Tambahan Pangan
8.  Belerang Dioksida (SO2) mg/kg maks 30 maks 30
9.  Cemaran Logam
10. Timbal (Pb) mg/kg maks 2 maks 2
11. Tembaga (Cu) mg/kg maks 2 maks 2
12. Arsen (As) mg/Kg maks 1 maks 1

7. Lama Fermentasi
Fermentasi merupakan tahap dalam pembentukan EPS sehingga waktu
fermentast sangat mempengaruhi hasil dari produk EPS. Lama fermentasi
berhubungan dengan fase pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri terdiri dari
empat fase, diantaranya (Brock et al., 1991):

a. Fase lag atau adaptasi, bakter1 akan menyesuaikan dengan kondisi
lingkungan sekitarnya ketika dipindahkan ke dalam media tertentu. Lama
fase adaptasi dipengaruhi oleh media, jenis lingkungan, dan jumlah
inokulum.

b. Fase log atau eksponensial, bakter1 akan membelah dengan cepat dan
konstan sesuai dengan kurva logaritmik. Kecepatan pertumbuhan bakteri

pada fase log akan menurun karena nutrien di dalam media telah
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berkurang. Menurut Setyati et al., (2015) fase eksponensial bakteri dicapai
pada waktu inkubasi 16-18 jam.

c. Fase stasioner, jumlah sel bakteri pada fase ini tetap karena jumlah sel
yang tumbuh sebanding dengan jumlah sel yang mati. Sel kekurangan
nutrisi dan kemungkinan mempunyai komposisi yang berbeda dengan sel
pada fase log. Keadaan ini dimanfaatkan untuk menimbulkan stres
lingkungan dengan penambahan variasi konsentrasi sukrosa sebagai
sumber gula sekaligus memicu sel bakter1 memproduksi EPS.

d. Fase kematian, beberapa sel bakter1 akan mengalami kematian yang

disebabkan oleh energi cadangan di dalam sela tau nutrien di dalam media

telah habis.

2.6 Penentuan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol

Metode kimia yang diterapkan pada penentuan gula total adalah metode
sulfat-fenol dan metode anthrone, yaitu merupakan metode klasik dengan sejarah
panjang dalam penggunaannya. Metode sulfat-fenol lebih popular dibandingkan
dengan metode anthrone. Metode ini dapat dimanfaatkan untuk mengukur dua
molekul gula pereduksi (Brummer, 2005). Gula sederhana, oligosakarida, dan
turunannya dapat dideteksi dengan fenol dalam asam sulfat yang pekat yang akan
menghasilkan warna jingga kekuningan yang stabil. Metode ini mampu mendeteksi
dua gula pereduksi karena sukrosa yang ada dihidrolisis dahulu menjadi dua
molekul glukosa sehingga dapat mengetahui gula pereduksi total. Penentuan
glukosa menggunakan metode fenol-asam sulfat yang disebut juga metode TS (total

sugar) yang digunakan untuk mengukur kadar gula total (Nurjannah, 2019).
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Gambar 2.10 Reaksi penentuan kadar gula total metode sulfat-fenol

(Muhaimin, 2018)

Gula merupakan karbohidrat yang mana apabila ditambahkan asam kuat dan
dipanaskan akan mengalami serangkaian reaksi yang mengarah pada pembentukan
derivat furan seperti furanaldehid dan hidroksimetil furaldehid. Reaksi awal yaitu
reaksi dehidrasi yang diikuti dengan pembentukan turunan furan (Brummer, 2005).

Prinsip dasar dari metode ini1 adalah bahwa ketika karbohidrat didehidrasi
melalul reaksi dengan asam sulfat pekat, akan menghasilkan turunan furfural.
Reaksi selanjutnya antara turunan furfural akan bereaksi dengan fenol
menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna jingga kekuningan stabil yang
dapat dideteksi dengan menggunakan spektrofotometer UV- Vis (Albalasmeh et

al., 2013).

2.7 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Spektroskopt inframerah merupakan spektroskopi yang mempelajari
interaksi antara materi dan inframerah. Spektra inframerah berkaitan dengan
interaksi antara radiasi elektromagnetik dengan vibrasi molekul, yaitu terjadinya

transisi tingkat energi vibrasi akibat adanya absorpsi radiasi inframerah tengah oleh
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materi. Daerah spektra untuk spektroskopi berada di daerah bilangan gelombang

4000-400 cm™ (Setianingsih, 2020).

Gambar 2.11 Spektroskopi FTIR

Prinsip kerja FTIR adalah mengenali gugus fungsi suatu senyawa dari
absorbansi inframerah yang dilakukan terhadap senyawa tersebut. Pola absorbansi
yang diserap oleh tiap-tiap senyawa berbeda-beda, sehingga senyawa-senyawa
dapat dibedakan dan dikuantifikasikan (Sankari, 2010). Spektroskopi FTIR adalah
sama dengan spektroskopi IR dispersi, yang membedakannya adalah
pengembangan pada sistem optiknya sebelum berkas sinar intfra-merah melewati
sampel (Rohaeti ef al.,, 2011). FTIR menggunakan suatu interferometer Michelson
sebagai pengganti monokromator yang terletak di depan monokromator.
Interferometer ini akan memberikan sinyal ke detektor sesuai dengan intensitas
frekuensi vibrasi molekul yang berupa interferogram (Khopkar, 2008).

Penelitian yang dilakukan oleh Heperkan et al., (2020) menunjukkan adanya
beberapa puncak yang menggambarkan struktur dari senyawa EPS. Spektrum hasil

identifikas1 FTIR EPS ditunjukkan pada Gambar 2.11.
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Gambar 2.12 Spektrum FTIR EPS dari Weissella confusa C19
(Heperkan et al., 2020)

EPS yang dihasilkan Weissella confusa memiliki gugus fungsi pada spektra
3262 cm™" menunjukkan adanya gugus O-H stretching, pada pita serapan 2920 cm™
menunjukkan adanya gugus C-H streching, pada spektra 1640 cm™ menunjukkan
adanya gugus amida, pada pita serapan 1413 cm™' dan 1338 cm™ menunjukkan
adanya gugus karboksil, hal ini yang menunjukkan EPS bersifat asam. Pada pita
serapan 1200-950 cm™ menunjukkan adanya gugus khas polisakarida pada EPS.
Pita serapan 1151 cm™ | 1105 cm™ dan 1000 cm™ merupakan vibrasi C-O dan C-
C serta getaran deformasi dari ikatan CCH, COH dan HCO. Pada serapan 1151
cm~' menunjukkan adanya vibrasi ikatan C-O-C dan jembatan glikosidik. Puncak
serapan pada 1105 cm™ disebabkan adanya vibrasi ikatan C-O pada posisi C4 dari
residu glukosa. Intensitas peak 1000 cm™ merupakan fleksibilitas rantai lebar yang

ada di dekstran sekitar menunjukkan adanya ikatan a-glikosidik (1 —6).



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian 1mm1 dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Laboratorium
Biokimia, Laboratorium Instrumentasi UV-Vis, Laboratorium Instrumen FTIR
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik

Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian in1 adalah gelas ukur 100 mL,
beaker glass 500 mL, Erlenmeyer 250 mL, gelas arloji, pipet ukur 5 mL dan 10 mL,
pipet tetes, labu ukur 10 mL, 25 mL dan 100 mL, bola hisap, botol semprot, spatula,
batang pengaduk, korek api, kawat ose, pembakar spiritus, corong gelas, cawan
petri, penangas air, mikro pipet, blue tip, hot plate, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
tabung sentrifuge, magnetic stirrer, autoclave, shaker, laminar air flow, vortex,
oven, lemari asap, lemari pendingin, spektrofotometer UV-Vis, dan

spektrofotometer FTIR.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya yaitu air
kelapa, de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA), de Man Rogosa Sharpe Broth
(MRSB), etanol PA 95%, alkohol 70% sebagai desinfektan, fenol 5%, H2SO4 98%,

HCI 2N, NaOH 2N, NaCl, KBr, Trichloroacetic acid (TCA), sukrosa PA “Sucrose

29
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Phytotech ", gula pasir “Happysweet”, aquades, kapas, kertas label, kertas saring
halus, kain saring, aluminium foil, plastik wrap, plastik, karet dan starter isolat
Weissella confusa K2 dar1 buah kelengkeng yang diperoleh dar1 penelitian

sebelumnya.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian in1 bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis sukrosa dan lama
fermentasi terhadap produksi EPS menggunakan media air kelapa oleh Weissella
confusa K2. Air kelapa dipilih sebagai media fermentasi produksi EPS karena
mengandung banyak nutrisi dan merupakan media alternatif murah pengganti
MRSB. Didalam 1L air kelapa, terkandung 10 mg nitrogen yang dapat
dibandingkan dengan 1 g nitrogen pada 10 g yeast extract (Unagul, P., dkk, 2007).
Penambahan yeast extract dan peptone sebagai sumber nitrogen yang merupakan
faktor pendukung pertumbuhan aktivitas bakter1 asam laktat penghasil EPS.
Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola
faktorial dengan dua faktor. Faktor pertama adalah jenis sukrosa (S1=sukrosa PA
dan S2=gula pasir komersial). Pemilihan jenis sukrosa yaitu berdasarkan beberapa
penelitian sebelumnya yang telah banyak dilakukan dengan menggunakan sukrosa
PA, sehingga perlu dibandingkan dengan penggunaan gula pasir komersial.
Konsentrasi sukrosa PA dan gula pasir komersial yang digunakan adalah 10%.
Faktor yang kedua adalah variasi lama fermentasi (L1=24 jam, L.2=48 jam dan
[L.3=72 jam). Pemilihan variasi lama fermentasi ini didasarkan pada 4 fase

pertumbuhan bakteri diantaranya fase lag (adaptasi), fase log (eksponensial), fase
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stasioner dan fase kematian. Setiap perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak tiga

kali.
Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan antara jenis sukrosa dan lama fermentasi
Jenis Sukrosa [Lama Fermentasi (jam)
L1=24 1.2=48 1.3=72
S1=1 SIL1 SI1L2 S1L3
N2=2 S2L1 S21.2 S2L.3

Analisis pada penelitian ini yaitu jumlah rendemen EPS yang dihasilkan. Uji
kadar total gula menggunakan metode Sulfat-Fenol yang dilakukan untuk
menentukan tingkat kemurnian dari EPS dengan mendeteksi kandungan gula yang
terkandung di dalamnya. Identifikasi gugus fungsi polisakarida pada EPS terpilih
yang dihasilkan dengan menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) untuk menguatkan dugaan jenis EPS dekstran yang mempunyai gugus khas

yaitu ikatan o-(1—6) glikosidik.

3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian in1 dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Sterilisasi alat
2. Preparasi air kelapa
3. Pembuatan media MRS A
4. Pembuatan media MRSB
5. Regenerasi Weissella confusa K2
6. Pembuatan inokulum
7. Produks1 EPS, pengaruh jenis sukrosa dan lama fermentas: terhadap
produksi EPS dari air kelapa

8. Ekstraksi EPS dari media fermentasi air kelapa
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9. Uji Kadar Total Gula dengan Metode Sulfat-Fenol
9.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa
9.2. Menghitung Total Gula Sampel
10. Identifikasi gugus fungsi EPS menggunakan Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR)

11. Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat

Alat gelas yang akan digunakan dalam penelitian seperti diantaranya gelas
ukur, beaker glass, Erlenmeyer, cawan petri dan tabung reaksi dicuci hingga bersih
kemudian dikeringkan. Kemudian dibungkus dengan kertas dan dimasukkan ke
dalam plastik tahan panas. Setelah 1tu dilakukan sterilisasi dalam autoclave selama

30 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi.

3.5.2 Preparasi Air Kelapa

Air kelapa tua segar yang baru diambil dar1 pasar Dinoyo Malang dalam
wadah plastik disaring menggunakan kain saring hingga terpisah dari residu yang
ada dan ditempatkan dalam satu wadah besar. Yeast extract dan pepton ditimbang
masing-masing sebanyak 2,5 g kemudian dilarutkan dengan air kelapa yang telah
disaring dan ditandabataskan sampai 1 L. Diukur pH dan disetarakan menjadi 8
dengan penambahan NaOH. Setelah itu disterilisasi dengan menggunakan

autoclave selama 30 menit pada suhu 121 C dengan tekanan 15 psi.
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3.5.3 Pembuatan Media
3.5.3.1 Pembuatan Media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar) (Fardiaz,
1992)

Media MRSA dibuat dengan menimbang MRSA sebanyak 6,52 g, dilarutkan
ke dalam 100 mL aquades, kemudian dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk
hingga larut. Kemudian media tersebut dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL
dan disterilisasi dalam auroclave selama 30 menit pada suhu 121°C dengan tekanan
15 psi. Larutan tersebut didinginkan dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak
+ 9 mL pada keadaan miring hingga memadat. Media MRSA 1ni digunakan untuk

regenerasi Weissella confusa K2.

3.5.3.2 Pembuatan Media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth) (Fardiaz,
1992)

Media MRSB dibuat dengan menimbang MRSB sebanyak 5,52 ¢ kemudian
dilarutkan dengan 100 mL aquades hingga homogen. Kemudian dipanaskan hingga
mendidih sambil diaduk hingga larut. Kemudian media tersebut dimasukkan ke
dalam Erlenmeyer 250 mL dan disterilisasi dalam auroclave selama 30 menit pada
suhu 121°C dengan tekanan 15 psi. Media MRSB ini digunakan untuk pembuatan

mokulum.

3.5.4 Regenerasi Weissella confusa K2(Kultsum, 2009)
Weissella confusa K2 yang sudah menjadi biakan diambil sebanyak 2 (dua)

ose dan diinokulasikan ke media MRSA miring. Kemudian diinkubasi pada suhu
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pada suhu 37°C selama 48 jam. Weissella confusa K2 yang telah mengalami

regenerasi digunakan untuk pembuatan inokulum stok.

3.5.5 Pembuatan Inokulum (Maunatin ef al., 2020)

Pembuatan inokulum dilakukan dengan mengambil dua ose Weissella
confusa K2 yang telah diregenerasi kemudian dinokulasikan ke dalam 30 mL
MRSB, lalu di shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 18 jam pada suhu ruang.
Kemudian diukur OD (Optical Density) bakteri dengan UV-Vis pada panjang
gelombang 600 nm. Kemudian disetarakan OD menjadi 0,5. Inokulum Weissella
confusa K2 dimasukkan ke dalam 6 tabung sentrifuge masing-masing sebanyak 5
mL. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit.
Diambil endapan lalu dicuci dengan 5 mL NaCl dengan disentrifugasi kembali
dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Kemudian hasil endapan yang

diperoleh ditambahkan pada media produksi.

3.5.6 Pengaruh Jenis Sukrosa dan Lama Fermentasi terhadap Produksi EPS
dari Air Kelapa ((Trabelsi ef al., termodifikasi, 2014 dan Seesuriyachan
et al., 2011)

Air kelapa steril sebanyak 1 L yang telah ditambahkan yeast extract dan
pepton dan telah diatur pH menjadi 8 diendapkan selama semalaman. Endapan yang
mengendap di bawah dapat berupa serpihan-serpihan dari daging kelapa atau
mineral-mineral yang terlarut dalam air. Setelah itu diambil filtrat yang jernih dan
dimasukkan ke dalam beaker glass lain. Sukrosa PA dan gula pasir sebanyak 10 g

masing-masing dimasukkan ke dalam 6 botol (3 botol sukrosa PA, 3 botol gula
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pasir) dan disterilisasi dalam autroclave selama 30 menit pada suhu 121°C dengan
tekanan 15 psi. Setelah disterilisasi, tiap botol ditandabataskan dengan air kelapa
steril hingga 100 mL. Kemudian masing-masing botol ditambahkan 5 mL inokulum
Weissella confusa K2. Selanjutnya media produksi dishaker dengan kecepatan 100

rpm selama 24, 48 dan 72 jam pada suhu ruang.

3.5.7 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi Air Kelapa
(Khoirumiyah, 2023)

Media produksi hasil fermentasi diambil sebanyak 50 mL dan ditambahkan
TCA sebanyak 4% kemudian dishaker selama 30 menit pada 100 rpm. Kemudian
disentrifugasi dengan sentrifuge dingin 4 C pada kecepatan 5000 rpm selama 15
menit. Diambil supernatan yang mengandung EPS sebanyak 30 mL dan
ditambahkan etanol dingin 96% (2 kali volume atau 60 mL) dan dibiarkan selama
24 jam dalam lemari pendingin. Kemudian disentrifugasi untuk memisahkan
endapan yang diperoleh dengan filtrat. Pelet yang didapat dikeringkan pada suhu
60° selama 5 jam dengan menggunakan oven. Rendemen EPS ditentukan dengan

menggunakan rumus:

Berat eksopolisakarida kering (g)
Volume (L)

Rendemen EPS (g/L) =

3.5.8 Uji Kadar Total Gula dengan Metode Sulfat-Fenol

3.5.8.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa dengan Metode Sulfat-Fenol
(Dubois et al., 1956)
Larutan glukosa standar yang mengandung 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm

glukosa dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 2 ml,
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ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok. Kemudian asam sulfat pekat
ditambahkan sebanyak 5 mL dengan cepat di lemari asap. Dibiarkan selama 10
menit, dikocok kemudian ditempatkan dalam penangas air pada suhu 100° C

selama 15 menit. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm.

3.5.8.2 Menghitung Total Gula Eksopolisakarida dengan Metode Sulfat-Fenol
(Dubois et al., 1956)

Sampel EPS sebanyak 0,01 g dilarutkan ke dalam 250 mL aquades dan
ditandabataskan. Kemudian larutan yang telah homogen diambil sebanyak 2 mL
dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan larutan fenol 5% (b/v)
sebanyak 1 mL dan dikocok. Selanjutnya ditambahkan asam sulfat pekat sebanyak
5 mL dengan cepat di lemari asap. Dibiarkan selama 10 menit, dikocok, kemudian
ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit dengan suhu 100°C dan diukur

absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm.

3.5.9 Identifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida menggunakan Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

KBr sebanyak 250 g ditumbuk kemudian ditekan dalam cetakan hingga
diperoleh pelet KBr. EPS kering ditekan dengan penekan hidrolik dengan frekuensi
4000 - 400 cm™. Data yang diperoleh melalui uji FTIR adalah data kualitatif dan
kuantitatif. Data kualitatif yang berupa informasi keberadaan gugus fungsional atau
jenis 1katan tertentu pada bilangan gelombang tertentu yang dudentifikasi
berdasarkan inframerah yang dihasilkan. Sedangkan data kuantitatif berupa nilai

absorbansi dari gugus fungsi yang terdeteksi.
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3.5.10 Analisis Data

Data yang diperoleh yaitu rendemen EPS yang dianalisis kadar total gula
menggunakan metode Sultat-Fenol untuk menentukan tingkat kemurnian dar1 EPS.
Identifikasi gugus fungsi EPS terpilih yang dihasilkan menggunakan Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Selain 1tu data rendemen EPS dianalisis
dengan ragam varian 7Two Way ANOVA. Apabila terdapat adanya pengaruh pada
perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan

signifikansi 5%.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Ls

Jenis sukrosa tidak berpengaruh nyata terhadap rendemen EPS, sehingga
penggunaan gula pasir komersial memiliki potensi yang besar dalam produksi
EPS. Sedangkan lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap rendemen EPS.
[Lama fermentasi 24 jam berbeda nyata terhadap 48 dan 72 jam, sedangkan
lama fermentasi 48 jam tidak berbeda nyata terhadap 72 jam. Sehingga
produksi EPS dapat dilakukan secara optimum pada lama fermentasi 48 jam.
Rendemen EPS tertinggi 25,19 g/L. yakni pada perlakuan S1L3 yaitu dengan
penambahan sukrosa PA 10% dan lama fermentas1 72 jam.

Hasil analisis gugus fungsi EPS terbaik dan Weissella confusa K2
menunjukkan adanya gugus O-H, C-H, N-H, -COOH, C-O-C dan a-(1—06)
glikosidik pada panjang gelombang 3268,9 cm™, 3287,5 cm™, 2924,1 cm™,
2916,6 cm™', 1653,1 cm™, 1420,1 cm™', 1146,2 cm™, 1148,0, dan 1079,1 cm™,
1077,2 cm™. Selain itu gugus N-H pada panjang gelombang 1653,1

menunjukkan masih adanya protein dalam EPS yang dihasilkan.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi EPS pada

faktor lingkungan yang lain, seperti pH, suhu, konsentrasi inokulum pada

fermentasi menggunakan media air kelapa.
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