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ABSTRAK

Putri, Novalia Wahyu T S. 2023. Pengaruh pH media dan konsentrasi sukrosa
terhadap produksi eksopolisakarida menggunakan air kelapa oleh Weissella
confusa K2. Skripsi. Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing | : Dr. Anik Maunatin S.T.,M.P. Pembimbing
I1: Nur Aini, M.Si

Kata Kunci: Eksopolisakarida (EPS), Weissella confusa, Air kelapa, Konsentrasi
Sukrosa, pH .

Eksopolisakarida (EPS) adalah polisakarida yang disekresi atau diproduksi dari sel
terluar enzim ekstraseluler. EPS dapat diproduksi oleh bakteri asam laktat (BAL). EPS
yang berasal dari BAL memiliki banyak manfaat pada bidang pangan, farmasi maupun
kesehatan. Air kelapa merupakan salah satu media yang memiliki banyak nutrisi dengan
penambahan sukrosa untuk fermentasi BAL yang dapat memproduksi EPS. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan konsentrasi sukrosa dan
pH pada air kelapa dan terhadap produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa K2.

Produksi EPS dilakukan dengan menggunakan media alternatif yaitu media air
kelapa dengan penambahan sukrosa untuk memenuhi kebutuhan sumber karbon pada
produksi EPS. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Faktorial
(RAKF) dengan dua faktor, yaitu pH media (6, 7 dan 8) dan konsentrasi sukrosa (5 dan
10 % b/v). Masing-masing perlakuan dilakukan tiga kali ulangan. Produk EPS terpilih
yang dihasilkan dilanjutkan analisa kadar gula total, kadar protein dan identifikasi gugus
fungsi penyusun menggunakan instrumen FTIR. Data rendemen EPS dilakukan analisa
Two Way ANOVA menggunakan IBM SPSS 25.0.

Hasil produksi EPS oleh Weissella confusa K2 diperoleh rendemen tertinggi pada
pH media 8 dan penambahan konsentrasi sukrosa 10% yang menghasilkan EPS sebesar
31,70 g/L. Hasil analisa EPS terpilih oleh Weissella confusa K2 pada pH media 8 dengan
konsentrasi sukrosa 10% diperoleh kadar gula total 99,90%, kadar protein 0,765% dan
hasil analisis gugus fungsi menggunakan FTIR menunjukkan gugus fungsi O-H, C-H,
C=0,C=C, C-H/CH,;, C-O-C, dan a-1,6 glikosidik pada panjang gelombang masing-
masing 3267,0 cm?, 2927,8 cm?, 1653,1 cm?, 1428,1 cm™, 1340,0 cm?, 1151,7 cm™,
dan 1008,2 cm™. Hasil rendemen EPS terpilih yaitu pada pH 8 dengan konsentrasi
sukrosa 10%. Berdasarkan Uji Two Way ANOVA pada o = 0,05 menunjukkan bahwa pada
interaksi pengaturan pH media dan konsentrsi sukrosa tidak mempengaruhi produksi
EPS, namun pada pengaturan pH saja mempengaruhi produksi EPS dan pada
penambahan konsentrasi sukrosa saja mempengaruhi produksi EPS.
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ABSTRACT

Putri, Novalia Wahyu T S. 2023. Effect of pH media and sucrose concentration on
exopolysaccharide production using coconut water by Weissella confusa K2.
Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology, UIN
Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor I : Dr. Anik Maunatin S.T.,M.P. Advisor
I : Nur Aini, M.Sc

Keywords : Exopolysaccharide (EPS), Weissella confusa, coconut water, sucrose
concentration, pH.

Exopolysaccharides (EPS) are polysaccharides secreted or produced from the outer
cells of extracellular enzymes. EPS can be produced by lactic acid bacteria (LAB). EPS
derived from LAB has many benefits in the food, pharmaceutical and health sectors.
Coconut water is a medium that has lots of nutrients with the addition of sucrose for LAB
fermentation which can produce EPS. The aim of this research was to determine the
effect of adding sucrose concentration and pH to coconut water and on exopolysaccharide
production by Weissella confusa K2.

EPS production is carried out using alternative media, namely coconut water with
the addition of sucrose to meet the need for carbon sources in EPS production. This
research used a Randomized Block Factorial Design (RAKF) with two factors, namely
media pH (6, 7 and 8) and sucrose concentration (5 and 10% wi/v). Each treatment was
carried out three times. The resulting selected EPS product is followed by analysis of total
sugar content, protein content and identification of constituent functional groups using
FTIR instruments. EPS yield data was analyzed using Two Way ANOVA.

The results of EPS production by Weissella confusa K2 obtained the highest yield
at media pH 8 and the addition of 10% sucrose concentration which produced EPS of
99,90 g/L. The results of selected EPS analysis by Weissella confusa K2 at media pH 8
with a sucrose concentration of 10% obtained a total sugar content of 71,51 %, protein
content of 0.765% and the results of functional group analysis using FTIR showed the
functional groups O-H, C-H, C=0, C=C, C-H/CH2, C-O-C, and a-1,6 glycosidic at
wavelengths 3267.0 cm?, 2927.8 cm?, 1653.1 cm™?, 1428.1 cm™respectively , 1340.0 cm
11151.7 cm’, and 1008.2 cm. The results of the selected EPS yield were at pH 8 with a
sucrose concentration of 10%. Based on the Two Way ANOVA test at a = 0.05, it shows
that the interaction between media pH settings and sucrose concentration does not affect
EPS production, but pH settings alone affect EPS production and adding sucrose
concentration alone affects EPS production.

XVi



QAJ\UDJ»

Slds Zls) e 5l 555 ade ) dosesdl dmys 5B Y OYY L e o sy Wbg (g

b gl o K2 Sl Yy el digh e sle plisial Bl S|

1 i) 'CNLA a?,jg_,‘_\\ Y m,m!jl Ul UYse dnsl 4L3>j55»§:5\} QLJ\ WS LSl
JEaS N (& VUL - ER N R E S DN | % 4] O :J.:;T 8)}:5.,0\:6‘3&})\

GaSd) 555 gl e sl o Ll gy (EPS) eyl 1) Sl clipits e ) oIS
Lo gaml Gy

e [ o & LS @l * (EPS) iz L, olas
o siiedl (BAL).EPS s e L& davly EPS o) S adsd) ol ol
5 A Lilugl axl gn wgdl e sle amally 295Yly RAEY) SVl S saae il JBAL
2 O EPS. g5 OF Sy Alg BAL pasnd g Sl 8Lo] e 25UM1 Sobiall o el e
e m8] ey Al S sl B Absenll a9 Sl S5 Bl S0 e e ol s s
K2 Ll Sy alalg ol 4,10

idd e Sl BLo| ae i) e sle Wileg ay by Lailey slasanl EPS )
Blall degemell Jlotall et Eoudl Ma ot EPS. £ls) 3 0 S0 jslas ol
(D/VIY w5 0) s R 55 (A 5V 5 1) Klash) § osanll By Ly oplals o (RAKF)
Smng Sl Symn Jlax| Lo Gzl gyliinall EPS Slonzie a . lpe &35 £3e 8705 o2
ezl EPS wile wlly o o5 FTIR. 8151 plaseanls 5Kl 2ddgll ol gomead) dydndy g )
ANOVA 2!

Aogem By ke le Jof Je K2 oy Ll Sy dbuly EPS b 2l ol
S EPS Jow wits . g/Ly Y as EPS I ool Lan 7Y+ iy 59K 5555 BLoly A Lot
o cdam T dn eSS me A Ll Ages By die K2 o Ll Sy Ll
Todb ) e gemall Julo il copgbly 7V T0 Rty isn Sy 1898 Rty IS S s
C-O-C C-H/CH2 ,C=C 3, C=0 ,C-H O-H\ aiby olegers FTIR plaszal
s oemTytery s emlvayvA o emTyYay aese Jibl clae Sy an Aoy
EPS wie 0,5, 3 e ecmy oAy semtiieny semThve,e semyeva
Gjp s pde bVl ShLas V) gl L) v dt 5o S 5SS e A Rosendl Bys s suonll)
ks SO ((SIg > 0) oSl wloly Lilugll sagpig)l GV das Uy Jelidl $ ad
B3 oSl 155 by (Sig < vcv0) EPS plo] 3 Lid> B3 bl ilugl § dogenll iy
(8ig <.cv0) EPS | o Lai~

XVii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eksopolisakarida adalah suatu polisakarida hasil sekresi atau sintesis dari
bakteri asam laktat (BAL) yang dilepaskan pada ekstraseluler di sekitar sel (Ates,
2015). Eksopolisakarida (EPS) yang berasal dari BAL yang memiliki banyak
manfaat yang dapat digunakan untuk makanan, menaikkan reologi produk susu
fermentasi serta mempunyai efek kesehatan yang menguntungkan. Salah satu
bakteri yang menguntungkan adalah bakteri asam laktat yaitu bakteri yang mampu
memproduksi EPS (Kusmiati, 2006). EPS telah banyak diteliti karena memiliki
berbagai macam potensi, antara lain dalam bidang farmasi, pangan dan kesehatan.
Pada penelitian yang dilakukan oleh Tayo, dkk, (2018), menunjukkan bahwa EPS
yang diproduksi oleh Weissella confusa K2 memiliki potensi imunomodulator
dengan merangsang produksi IgG dan IgM pada tikus. Sedangkan pada penelitian
Rajoka, dkk. (2019) dimana hasil aktivitas antikanker in-vitro menunjukkan
bahwa EPS yang dihasilkan oleh Lactobacillus kefiri MSR101 (400ug/ml)
memiliki aksi antikanker yang memuaskan pada sel kanker HT-29 (44,1%).

Menurut Widyastuti dan Sofarianawati (1999), BAL adalah bakteri yang
mampu memfermentasi gula atau karbohidrat untuk memproduksi asam laktat
dalam jumlah besar. Ciri-ciri dari BAL secara umum adalah bereaksi negatif
terhadap katalase dan tidak membentuk spora. Dari beberapa sifatnya tersebut

membuat BAL ini mampu tumbuh pada kadar garam, gula dan alkohol tinggi,



tumbuh pada kisaran pH 3,0-8,0 (Wibowo dan Ristanto, 1988). Salah satu bakteri
asam laktat yang dapat menghasilkan EPS adalah Weissella confusa K2.

Weissella confusa K2 merupakan bakteri asam laktat heterofermentatif yang
biasanya menghasilkan EPS dengan penambahan sukrosa sebagai sumber
karbonnya (Tayuan, dkk., 2011). Weissella confusa K2 merupakan salah satu
strain Weissella spp. yang telah banyak diisolasi dari berbagai sumber seperti
sayuran segar, amilase terfermentasi, daging atau produk daging. Dalam
penelitian ini digunakan bakteri asam laktat yaitu Weissella confusa K2 yang
berasal dari buah kelengkeng. Buah kelengkeng mengandung gula alami seperti
glukosa dan fruktosa dimanfaatkan sebagai sumber energi bagi bakteri asam laktat
menghasilkan zat metabolik yang berupa asam (Puspitasari, 2014).

EPS vyang diproduksi oleh BAL dipengaruhi oleh beberapa faktor
diantaranya suhu, pH, konsentrasi substrat, konsentrasi inokulum dan media
(Farida, dkk., 2022) Air kelapa merupakan salah satu media alternatif untuk media
produksi EPS dimana mengandung sumber nutrisi yang kompleks seperti gula,
natrium, kalium, kalsium, magnesium, besi, dan tembaga sehingga dapat
dimanfaatkan dengan baik sebagai media fermentasi (Putri, 2019). Air kelapa
memiliki kandungan yang kompleks dan sangat bermanfaat, akan tetapi masih
belum dimanfaatkan dengan baik oleh masyarakat. Keberadaan buah-buahan
seperti kelapa serta manfaatnya yang terkandung di dalamnya merupakan salah
satu bukti kekuasaan Allah yang telah menciptakan seluruh alam semesta beserta

isinya sesuai dengan firman Allah dalam surah al-Bagarah (2): 22:
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Artinya: “Dialah yang menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu dan langit
sebagai atap, dan Dia menurunkan air (hujan) dari langit, lalu Dia menghasilkan
dengan hujan itu segala buah-buahan sebagai rezki untukmu; karena itu
janganlah kamu mengadakan sekutu-sekutu bagi Allah, padahal kamu
mengetahui.”

Menurut tafsir Al-Muyassar, dijelaskan bahwa Allah telah menciptakan
bumi yang terhampar luas sehingga umat-Nya dapat merasa nyaman dan mudah
dalam melakukan berbagai macam pekerjaan. Dia juga menurunkan air dari
langit yang menyirami bumi yang asalnya mati (kering), maka tumbuhlah
berbagai macam tanaman yang menghasilkan aneka biji-bijian, buah-buahan,
sayur-mayur dan menjadi pemandangan yang indah. Semua hasil bumi itu dapat
dinikmati oleh manusia dan binatang-binatang (Mashudi, 2020).

Dari ayat tersebut dapat diketahui bahwa Allah telah menciptakan seluruh
alam semesta beserta isinya dengan tujuan agar dapat dimanfaatkan dengan
sebaik-baiknya oleh makhluk hidup. Oleh karena itu, sebagai manusia hendaknya
dapat termotivasi untuk mengambangkan potensi yang dimiliki dengan mengelola
kembali limbah seperti air kelapa sebagai media yang kaya akan sumber karbon
bagi mikroorganisme.

Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) mencatat, produksi kelapa nasional
telah mencapai 2,85 juta ton pada 2021 dan 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 harus
dimanfaatkan dengan baik, karena apabila tidak dimanfaatkan dengan baik dapat
merusak lingkungan. Jumlah buah kelapa di Indonesia sendiri sangat melimpah.

Air kelapa mengandung gula sebanyak 5,6% dan karbohidrat sebanyak 4% dalam



bentuk yang sederhana seperti glukosa dan fruktosa yang berperan sebagai sumber
karbon untuk mikroorganisme (Anwar dan Usman, 2018). BAL menyukai gula
sederhana yang mengandung sedikit unsur nitrogen, sehingga bakteri asam laktat
dapat tumbuh dan berkembang pada media yang mengandung gula sederhana dan
juga protein (Anwar dan Usman, 2018).

Beberapa penelitian tentang produksi eksopolisakarida menunjukkan bahwa
EPS yang diproduksi oleh BAL dipengaruhi oleh kondisi fermentasi antara lain
pH media, jenis sumber karbon, konsentrasi sukrosa dan lama fermentasi. Pada
penelitian yang dilaporkan oleh Seesuriyachan, et al., (2014) variasi pada pH
media menghasilkan EPS maksimum sebesar 65,28 g/L pada pH optimum 5,5
oleh bakteri Lactobacillus confusus TISTR 1498, hasil EPS dari Lactobacillus
confusus TISTR 1498 menghasilkan 38,2 g/L pada penambahan 100 g/L sukrosa
(Kuntiya, et al., 2010), dan dengan pH media sebesar 6,8 serta konsentrasi
glukosa 120 g/L menghasilkan EPS dari Lipomyces starkeyi sebesar 7.76 g/L
(Guo, et., 2022), pada penelitian Wongsuphachat, et al., (2010) produksi EPS dari
Weissella confusa NHO2 mampu menghasilkan rendemen EPS sebesar 18,08 g/L
pada pH media 7-7,5.

Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan, maka diperlukan penelitian
untuk mengatahui pengaruh produksi EPS oleh Weissella confusa K2 pada
berbagai kondisi lingkungan seperti pH media, konsentrasi sukrosa maupun jenis
media yang digunakan sebagai sumber nutrisi. Penelitian ini menggunakan media
air kelapa sebagai alternatif dengan harga yang relatif murah dan dapat digunakan
sebagai sumber nutrisi yang cukup untuk fermentasi dalam produksi EPS oleh

Weissella confusa K2.



1.2

1.3

1.4

Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh variasi pH dan konsentrasi sukrosa yang ditambahkan
pada air kelapa terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa K2?

Bagaimana karakteristik kimia EPS terpilih dari Weissella confusa K2?

Tujuan

Untuk mengetahui pengaruh pH media dan konsentrasi sukrosa yang
ditambahkan pada air kelapa terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa
K2.

Untuk mengetahui karakteristik kimia EPS terpilih dari Weissella confusa

K2

Batasan Masalah

Air kelapa yang digunakan adalah air kelapa tua yang didapat dari pasar
Dinoyo, Kota Malang.

Bakteri yang digunakan untuk produksi EPS adalah Weissella confusa K2
yang merupakan hasil isolasi dari buah kelengkeng pada penelitian
sebelumnya.

Variasi pH media yang digunakan adalah 6,7, dan 8.

Variasi penambahan konsentrasi sukrosa yang digunakan adalah 5 dan 10%
b/v.

Karakterisasi kimia meliputi kadar gula total, kadar protein dan gugus

fungsi EPS terpilih dari Weissella confusa K2



1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan
pengetahuan bagi masyarakat luas maupun civitas akademika mengenai produksi
EPS menggunakan media air kelapa yang penting untuk kesehatan dan konsumsi

pangan dalam kehidupan sehari-hari.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Air Kelapa

Kelapa merupakan salah satu keluarga palmae yang memiliki batang lurus
dan tidak bercabang. Air kelapa merupakan bagian dari kelapa dimana memiliki
banyak sekali potensi yang dapat dimanfaatkan. Air kelapa dapat menyembuhkan
berbagai macam penyakit, dimana hal ini disebabkan karena air kelapa
mempunyai komposisi mineral dan gula yang sempurna sehingga mempunyai
kesetimbangan elektrolit yang sempurna, sama dengan cairan tubuh manusia
(Prasetyo, 2002).

Air kelapa mempunyai potensi yang baik untuk dibuat menjadi produk
fermentasi karena kandungan zat gizinya. Air kelapa kaya akan nutrisi yaitu gula,
protein, dan lemak sehingga sangat baik untuk pertumbuhan bakteri penghasil
produk pangan. Komposisi air kelapa terutama kandungan gulanya dipengaruhi
oleh umur buah kelapa. Semakin tua umur buah kelapa maka kandungan fruktosa
dan glukosanya akan meningkat, sedangkan kandungan sukrosanya akan menurun
(Kholifah, 2010).

Unsur makro yang terdapat pada air kelapa adalah karbon dan nitrogen.
Unsur karbon dalam air kelapa berupa karbohidrat sederhana seperti glukosa,
sukrosa, fruktosa, sorbitol, inositol, dan lain-lain, unsur nitrogen berupa protein,
tersusun dari asam amino, seperti alin, arginin, alanin, sistin dan serin. Selain itu,

air kelapa mengandung beberapa mineral seperti kalium (K), kalsium (Ca),
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magnesium (Mg), ferum (Fe), cuprum (Cu), fosfor (P), dan Sulfur (S) (Permana,
2010). Adapun kandungan gizi pada air kelapa yang disajikan dalam Tabel 2.1

Tabel 2.1 Kandungan gizi pada air kelapa

Kandungan Gizi Kelapa Tua Kelapa Muda
Kalori (K) 17,0 -
Protein (g) 0,2 0,14
Lemak (g) 1,00 1,50

Karbohidrat (g) 4,60 3,80
Vit. C (mg) 1,00 -

Air (g) 95,50 91,50
Fosfor (g) 8,00 0,50

Sumber: Ernawati, 2010

Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) mencatat, produksi kelapa nasional
telah mencapai 2,85 juta ton pada 2021 dan jumlah rata-rata air kelapa sebesar
600 juta liter merupakan potensi yang belum dimanfaatkan secara maksimal. Air
kelapa tua banyak dibuang langsung ke lingkungan sebagai limbah rumah tangga,
limbah pasar dan limbah industri (Widayati, dkk., 2002). Air kelapa memiliki
kandungan yang kompleks dan sangat bermanfaat, akan tetapi masih belum
dimanfaatkan dengan baik oleh masyarakat.

Pada bidang bioteknologi, air kelapa memiliki potensi untuk dikembangkan
sebagai media fermentasi. Air kelapa mengandung nutrisi seperti gula, protein dan
lemak dimana sangat baik untuk menunjang pertumbuhan bakteri penghasil
produk pangan. Glukosa dan fruktosa yang dapat berperan sebagai fermentable
sugar dan dapat menjadi sumber karbon bagi mikroorganisme (Rachmawati,
2011). Penggunaan air kelapa sebagai media fermentasi salah satunya berupa
produk yang disebut sebagai minuman probiotik. Dalam penelitian (Prayananti,
2015) yang menunjukkan perlakuan terbaik berdasarkan sifat mikrobiologi, kimia,
dan fisik yaitu perlakuan konsentrasi sukrosa 0% dan lama fermentasi 48 jam

dengan nilai parameter total BAL 4.00 x 108 CFU/m.



Gambar 2. 1 Kelapa Tua (Mardiatmoko dan Ariyanti,2018)

2.2 Bakteri Asam Laktat

Bakteri merupakan mikroorganisme yang tersebar luas di alam baik di
udara, air, dan di dalam tanah. Bakteri Asam Laktat (BAL) adalah sejenis bakteri
Gram positif, tidak menghasilkan spora, berbentuk bulat atau batang dan
memproduksi asam laktat sebagai produk akhir metabolik utama selama proses
fermentasi (Ramesh, 2015). Asam laktat dihasilkan dari pemecahan glukosa
menjadi piruvat kemudian diubah menjadi asam laktat melalui proses glikolisis
(Tamime dan Robinson, 2007). BAL merupakan salah satu mikroorganisme yang
dapat digunakan dalam mengontrol pertumbuhan bakteri patogen dalam bahan
pangan karena mampu menurunkan pH dan menghasilkan senyawa anti bakteri.
Menurut Buckle, et al., (1987), habitat BAL terdapat di produk makanan atau
minuman, saluran pencernaan hewan, dan manusia. Terdapatnya BAL di dalam
produk pangan bisa secara alami atau sengaja ditambahkan untuk proses
fermentasi. Pada fermentasi pangan bakteri ini akan mengubah gula menjadi asam

organik.
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BAL adalah mikrobia dominan yang menekan pertumbuhan bakteri
pembusuk. Aktifitas BAL dalam menghambat bakteri pembusuk dan bakteri
patogen berkaitan dengan adanya asam asam organik (asam laktat, asam asetat,
asam format), hidrogen peroksida, diasetil dan bakteriosin yang dihasilkan
(Daeschel, 1989). Asam laktat yang dihasilkan BAL dalam saluran pencernaan
dapat mencegah pertumbuhan bakteri yang merugikan dan sebagai kontrol
pembuangan kotoran dengan cara merangsang dinding saluran pencernaan. Asam-
asam organik seperti asam laktat dan asam asetat yang diproduksi BAL sebagai
hasil fermentasi laktosa dalam susu dapat membantu aktivitas usus dengan
merangsang peristaltik, meningkatkan kemampuan pencernaan dan penyerapan
(Widyastuti, 1999).

Klasifikasi BAL dalam genus yang berbeda sebagian besar didasarkan pada
perbedaan morfologi, cara fermentasi glukosa, pertumbuhan pada suhu yang
berbeda, dan kofigurasi dari asam laktat yang dihasilkan, kemampuan untuk
tumbuh pada konsentrasi garam tinggi, dan toleransi terhadap asam atau basa
(Desai, 2008). Sifat-sifat khusus BAL adalah mampu tumbuh pada kadar gula,
alkohol, dan garam yang tinggi, mampu memfermentasikan monosakarida dan
disakarida (Syahrurahman, 1994). Ciri-ciri BAL secara umum bereaksi negatif
terhadap katalase dan tidak membentuk spora. Bakteri Streptococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus, spesies Leuconostoc, dan Weissela
adalah BAL yang bersifat probiotik yang telah diketahui dapat memproduksi
eksopolisakarida yang bersifat antibakteri terhadap bakteri patogen (Tallon, et al.,
2003). BAL merupakan salah satu bakteri yang menguntungkan. Al-Quran

menjelaskan bahwa bakteri merupakan salah satu bukti bahwa Allah SWT telah
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menciptakan seluruh alam semesta beserta isinya termasuk makhluk didalamnya.

Allah SWT berfirman dalam Al-Quran surat Hud (11): 6:
o J@ I gessindy WAk ks g8, W e ) 25V @5 2 g

Artinya: “Dan tidak satupun makhluk bergerak (bernyawa) di bumi melainkan
semuanya dijamin Allah rezekinya. Dia mengetahui tempat kediamannya dan
tempat penyimpanannya. Semua (tertulis) dalam Kitab yang nyata (Lauh
Mahfuzh).”

Menurut tafsir ilmi, jasad renik dapat dipahami dari kata ‘dabbah’. kata
‘dabbah’ adalah semua yang bergerak di muka bumi, termasuk makhluk renik
yang baru bisa tampak bila dilihat dengan bantuan kaca pembesar. (Kementrian
agama, 2015).

Pada ayat tersebut telah dijelaskan bahwa Allah telah menciptakan semua
makhluk yang bergerak yang ada di bumi seperti hewan, tumbuhan, manusia
bahkan mikroorganisme yang memiliki ukuran sangat kecil atau ‘dabbah’.
Dimana dapat diartikan bahwa manusia dapat mempelajari dan mengenal
makhluk mikroskopik yang memiliki banyak potensi yang dapat dimanfaatkan

dengan baik oleh manusia.

2.3 Weissella confusa

Weissella merupakan bakteri jenis Gram-positif, katalase-negatif, dan
nonendospora berbentuk batang. Weissella confusa merupakan kelompok bakteri
asam laktat yang pada awalnya digolongkan kedalam Leuconostac atau
Lactobacillus. Namun, pada tahun 1993 Collins et al., mengidentifikasi cii
biokimia yang khas pada Leuconostac atau Lactobacillus dan diklasifikasikan
sebagai Weissella. Weissella dapat diisolasi dari berbagai sumber seperti tanah,
sayuran segar, daging, ikan, silase yang difermentasi dan makanan yang

difermentasi (Bjorkroth et al., 2002). Weissella confusa merupakan salah satu
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spesies Weissella yang memiliki aktivitas proteolitik. Sistem protease dan
peptidase yang kompleks pada BAL memungkinkan mereka menggunakan kasein
sebagai sumber asam amino dan nitrogen (Tulini dkk., 2015). Selain itu,
Weissella spp. Memiliki kapasias produksi EPS yang lebih tinggi dari strain BAL
yang lain (Kumae dkk., 2011). Berdasarkan Taxonomic Outline of the

Prokaryotes, Weissella confusa dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria

Divisi . Firmicutes

Kelas : Bacili

Ordo . Lactobacillales
Famili . Leuconostococeae
Genus : Weissella
Spesoes : Weissella confuse

2.4 Eksopolisakarida

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polisakarida yang disekresikan dari sel,
atau diproduksi di sel terluar enzim ekstraseluler. Karakteristik EPS adalah
berbentuk seperti kapur berongga yang melekat dan sulit dikeluarkan. Salah satu
bakteri yang mampu menghasilkan EPS adalah BAL. BAL yang menghasilkan
lendir telah banyak digunakan dalam industri susu (Zubaidah, dkk., 2008). EPS
berasal dari BAL yang dapat memberi dampak fungsional pada makanan,
menaikkan reologi produk susu fermentasi, serta mempunyai efek kesehatan yang
menguntungkan. EPS yang diproduksi BAL pada produk pangan fermentasi
berperan sebagai peningkat cita rasa dan tekstur, selain itu EPS terbukti dapat
digunakan sebagai aditif pada pangan dan bermanfaat sebagai antikarsinogen,
antitumor, penurun kolesterol, serta imunomodulator (Mundiri, dkk., 2020).

EPS umumnya tersusun atas monosakarida dan beberapa substituen non-

karbohidrat diantarnya seperti asetat, piruvat, suksinat, fosfat dan biomolekul
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seperti protein, asam nukleat, lipid dan zat humat (Surono, 2004). Perbedaan
produksi jumlah EPS secara umum dipengaruhi oleh sifat genetis dan fenotif. Sifat
genetis merupakan sifat turunan bawaan dari masing-masing spesies Yyang
dipengaruhi oleh susunan gen, sedangkan sifat fenotif cenderung dipengaruhi oleh
faktor lingkungan. Produksi EPS dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
suhu, pH, konsentrasi substrat, konsentrasi inokulum dan media (Farida, dkk.,
2022)

EPS telah banyak diteliti karena memiliki berbagai macam potensi dan
manfaat yaitu dalam bidang pangan, kesehatan dan farmasi. Dalam bidang
pangan, EPS bermanfaat sebagai stabilisator, pengental, emulgaor, pembentuk
gel, dan memiliki kemampuan mengikat air yang baik sehingga dapat
mempertahankan tekstur agar tetap lembut selama penyimpanan (Nudyanto,
2015).Di bidang farmasi atau pengobatan, EPS dilaporkan memiliki berbagai
manfaat sebagai anti inflamasi, anti tumor, anti infeksi dan sebagai
imunomodulator (Halim, dkk., 2013). Dalam bidang kesehatan EPS memiliki
fungsi yang beragam seperti anti inflamasi, anti trombotik, anti koagulan, hingga
memiliki peran yang penting sebagai intraarterial dan intravenous (Veronese dan
Caliceti, 2006).

Penelitian tentang EPS produksi Weissella confusa yang diisolasi dari
berbagai habitat memiliki manfaat diantaranya sebagai antioksidan, antitumor,
antimikroba, antibiotik, antiadesi, antiinflamatori dan biofilm. Oleh karena itu,
adanya berbagai dampak menguntungkan dari EPS yang diproduksi oleh BAL

memunculkan kesadaran akan pentingnya menambahkan EPS pada makanan yang
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dikonsumsi setiap hari sehingga diperlukan EPS dalam jumlah besar (Sunjaya,

dkk., 2012),

2.4.1 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida

Bakteri mengalami pertumbuhan sama halnya dengan makhluk hidup yang
lain. Adapun faktor tersebut diantaranya adalah sebagai berikut:
2.4.1.1 Suhu
Salah satu faktor penting dalam pertumbuhan mikroba adalah suhu.
Suhu berpengaruh terhadap pertumbuhan mikroba, sehingga diperlukan suhu
optimal untuk masing-masing mikroba yang digunakan selama proses
fermentasi. Suhu akan meningkat dan mengalami penurunan kembali akibat
kerja mikroorganisme selama fermentasi berlangsung. Suhu sangat
memengaruhi kecepatan pertumbuhan mikrobia, kecepatan sintesis enzim dan
kecepatan inaktivasi enzim (Knob dan Carmona, 2008). Menurut Shukla dan
Arun (2011) bakteri Weissella confusa mencapai aktifitas optimum pada suhu
25°C. Weissella confusa KR780676 mampu memproduksi EPS sebesar 17,2
g/L pada media MRSB dengan substitusi 2% sukrosa yang diinkubasi selama

48 jam pada suhu 300C (Kavitake, et al., 2016).

2.4.1.2 pH

pH merupakan salah satu parameter penting dapat yang mempengaruhi
total bakteri asam laktat dalam medium fermentasi, total asam laktat dan total
EPS kasar yang dihasilkan (Zubaidah, dkk., 2008). Derajat keasaman (pH)
media yang digunakan juga akan berpengaruh terhadap produksi EPS, karena

mikroba memiliki pH optimum untuk proses fermentasinya. Kerja enzim akan
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menurun jika di bawah atau di atas suhu optimumnya. pH optimum untuk
pertumbuhan isolat Weissella confusa adalah pada kondisi netral yaitu sekitar
7. Pada penelitian Jin, et al., (2019) bahwa produksi EPS optimum dari isolat
Weissella confusa adalah pada sekitar pH 7,0 dengan hasil EPS sebesar 59 g/L.
Sedangkan pada penelitian (Tayuan, et al., 2019) dihasilkan EPS optimum

sebesar 8,65 g/L dengan pH 7,0 oleh isolat Weissella confusa.

2.4.1.3 Lama fermentasi

Fermentasi merupakan tahap dalam pembentukan EPS sehingga waktu
fermentasi sangat mempengaruhi hasil dari produk EPS. Hasil penelitian
(Haroun., et al, 2013) dengan lama fermentasi 36 jam dapat menghasilkan EPS
650 mg/L. Sedangkan pada penelitian yang dilakukan (Tayuan, et al, 2019)
dihasilkan EPS optimum sebesar 8,65 g/L dengan lama fermentasi 30 jam oleh

isolat Weissella confusa.

2.4.1.4 Media

Media yang digunakan untuk mengoptimalkan produksi EPS sangat
beragam, karena rantai utama dari polimer ini adalah glukosa. Hasil penelitian
oleh Lule, et al., (2014) dengan menggunakan substrat paneer whey (0,047
g/L) untuk memproduksi EPS oleh Leuconostoc mesenteroides dan
menghasilkan EPS sebesar 12,7 g/L. Sedangkan pada penelitian (Kuntiya, et
al., 2010) dengan menggunakan modifikasi MRS-sucrose-coconut water untuk
memproduksi EPS oleh Lactobacillus confusus TISTR 1498 dan dihasilkan

EPS sebesar 31,5 g/L.
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2.4.1.5 Penambahan sukrosa

Sukrosa adalah salah satu jenis gula yang dapat dimetabolisme oleh
bakteri menjadi asam laktat selama proses fermentasi berlangsung (Anindita,
2002). Sukrosa berpotensi menjadi sumber nutrisi bagi bakteri 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. Sebagai sumber
karbon, semakin tinggi konsentrasi sukrosa maka konsentrasi eksopolisakarida
yang dihasilkan juga semakin tinggi. Hasil penelitian (Kuntiya, et al., 2010)
dengan pemberian variasi konsentrasi sukrosa 60, 80, dan 100 g/L dihasilkan
EPS maksimum maksimum sebesar 38,17 g/L. Sedangkan pada penelitian
(Widodo, 2019) dihasilkan EPS 3,27 g/L dengan kadar gula total 85,77%. pada

penambahan sukrosa 20%.

2.5 Biosintesis Eksopolisakarida

EPS yang dihasilkan olen BAL dapat dibedakan menjadi dua kelompok
bedasarkan pada komposisi dan  mekanisme  biosintesisnya,  yaitu
homopolisakarida, dimana hanya terdiri dari satu macam monosakarida dan
heteropolisakarida. Bakteri yang mampu mensintesis homopolisakarida
diantaranya adalah Weissella, Leuconostoc, Lactobacillus dan, Pediococcus.
Sintesis homopolisakarida pada bakteri tersebut dibantu oleh enzim ekstraseluler
yaitu glukansukrase atau fruktansukrase. Kedua enzim tersebut mentransfer
monosakarida dari substrat spesifik sehingga terbentuk rantai polisakarida dengan
cara menghidrolisis monosakarida yang selanjutnya akan melekat pada rantai

akseptor glikan. Glukansukrase dikendalikan oleh gen glikosiltransferase (gtf)
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sedangkan fruktansukrase dikendalikan oleh gen fruktosiltransferase (ft) seperti
terlinat pada Gambar 2.1. Glukansukrase termasuk dalam enzim amilase yang
berperan dalam sintesis glukan dan fruktan sebagai penghidrolisis ikatan glikosida

(Guerin dkk., 2020).
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Gambar 2. 2 Jalur Biosintesis EPS secara Ekstraseluler (Guerin, et al., 2020)

EPS yang dihasilkan oleh BAL dapat dibedakan menjadi dua kelompok
bedasarkan pada komposisi dan mekanisme biosintesisnya, yaitu
homopolisakarida, dimana hanya terdiri dari satu macam monosakarida dan
heteropolisakarida, yang terdiri dari satu atau lebih monosakarida yang

berbeda. Beberapa jenis EPS antara lain:

1. Mutan

Mutan tergolong dalam kelompok a-glukan yang tidak larut dalam air
dengan ikatan o-(1—3) dengan percabangan pada o-(1—6). Polimer mutan
mampu mensintesis mutansukrase yang temukan pada spesies dari genus

Streptococcus, Lactobacillus dan Leuconostoc (Kimura dan Iwata, 2019).
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Gambar 2. 3 Struktur mutan (Kimura dan lwata, 2019)

2. Dekstran

Dekstran merupakan polimer kompleks dari glukosa yang mengalami
percabangan dengan membentuk ikatan a-1,6 dan a-1,3 glikosidik. Dekstran yang
di biosintesis oleh bakteri asam laktat memiliki berat molekul yang besar antara
kda. Dalam bidang kesehatan dekstran memiliki fungsi yang beragam seperti anti
inflamasi, anti trombotik, anti koagulan, hingga memiliki peran yang penting

sebagai intraarterial dan intravenous (Veronese dan Caliceti, 2006).

Gambar 2. 4 Struktur Dextran (Lapasin, 1999)
3. Alternan
Alternan tergolong dalam kelompok a-glukan dengan ikatan a-(1—6) dan
a-(1—3) bergantian, ditemukan dalam L. mesenteroides NRRL B-1355. Enzim
yang mampu menghidrolisis alternan adalah isomaltodekstranase dan alternanase

(Kimura dan lwata, 2019).
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Gambar 2. 5 Struktur alternan (Kimura dan Iwata, 2019)

4.  Reuteran

Reuteran adalah kelompok o-glukan yang mampu larut dalam air yang
terdiri dari ikatan a-(1 —4) dihubungkan oleh satu ikatan a-(1—6). Enzim yang
mampu menghidrolisis reuteran adalah reuteransukrase yang detemukan pada
Lactobacillus reuteri. Umumnya reuteran berfungsi sebagai bahan makanan yang

berpotensi meningkatkan kesehatan (Kimura dan Iwata, 2019).
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Gambar 2. 6 Struktur reuteran (Kimura dan Iwata, 2019)

5. Inulin

Inulin merupakan golongan fruktan yang tersusun dari residu fruktosa yang
terikat pada ikatan [B-(2—1) dengan adanya enzim inulosukrase. Inulin
memanfaatkan substrat sukrosa, enzim inulosukrase ditemukan pada bakteri asam
laktat. Struktur inulin disintesis oleh fruktansukrase dari sukrosa. Saat sukrosa
digunakan sebagai substrat dalam reaksi priming awal, fruktan yang disintesis
mengandung gula non reduksi unit glukosa di ujung rantai (glukosa terminal)

(Kimura dan lwata, 2019).
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Gambar 2. 7 Struktur inulin (Kimura dan Iwata, 2019)

6. Levan

Levan adalah jenis fruktan yang terdiri dari unit fruktosa pada ikatan B-
(2—6) yang memiliki rantai samping fruktosa terkait f-(2—1). BAL yang mampu
menghasilkan EPS jenis levan adalah spesies dari genus seperti Streptococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus, dan Weissella. Levan disintesis oleh enzim
levansukrase dengan memanfaatkan sukrosa sebagai substrat. Levansukrase juga
menghasilkan oligosakarida yang disebut fructooligosaccharides (FOS) (Baruah

dan Goyal, 2022).
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Gambar 2. 8 Struktur Levan (Korakli dan VVogel, 2006)

2.6 Fermentasi dari Bakteri Asam Laktat
Fermentasi adalah proses yang dilakukan oleh mikroorganisme (misalnya

bakteri) yang bertujuan mengawetkan dan mengubah tekstur. Proses fermentasi
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menyebabkan perubahan pada sifat substrat, contohnya pada fermentasi sari buah
akan timbul rasa dan bau alkohol, pada fermentasi ketela dan ketan akan
menghasilkan bau alkohol dan rasa asam yang khas (tape), pada fermentasi susu
akan menghasilkan bau dan rasa asam. Tujuan dilakukannya fermentasi ialah
memperbanyak jumlah mikroorganisme dan meningktakan aktivitas metabolisme
terhadap media fermentasi (Hidayat, 2006).

Secara fisiologis dan berdasarkan aktivitas metabolismenya fermentasi
terbagi menjadi dua jenis yaitu homofermentatif dan heterofermentatif. BAL
homofermetatif akan mengubah gula menjadi asam laktat, sedangkan BAL
heterofermentatif akan memproduksi tidak hanya asam laktat, namun juga asam
asetil, etanol, dan karbondioksida. Kedua jenis bakteri tersebut dibedakan melalui
uji fermentasi. Apabila BAL yang diuji menghasilkan gas yang tertampung dalam
tabung durham, maka bakteri tersebut dinyatakan sebagai heterofermentatif
sedangkan isolat yang tidak menghasilkan atau memproduksi gas disebut

homofermentatif (Nasution, 2012).

2.7 Pengukuran Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol

Metode fenol-asam sulfat adalah contoh metode kolorimetrik yang banyak
digunakan untuk menentukan konsentrasi total karbohidrat yang ada dalam
makanan. Penentuan karbohidrat dengan metode ini sering disebut uji Molisch
yang bergantung pada dehidrasi sakarida terhidrolisis menjadi turunan furfural
dalam reaksi dengan asam sulfat pekat. Reaksi lebih lanjut dari turunan furfural
dengan bentuk fenol yang menghasilkan senyawa kompleks dapat menyerap

cahaya visibel. Senyawa fenol yang lain yang biasa digunakan dalam tes molish
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adalah a-naftol, timol dan resorsinol dan warna yang dihasilkan bergantung pada
jenis fenol yang digunakan. (Boahen dan Isaac, 2015).

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 dari metode ini adalah gula sederhana dan
oligosakarida dapat bereaksi dengan fenol dalam asam sulfat pekat menghasilkan
warna jingga kekuningan yang stabil. Dimana oligosakarida dihidrolisis menjadi
monosakarida oleh asam sulfat pekat dan menghidrasinya sehingga membentuk
senyawa furfural yang bereaksi dengan fenol menghasilkan warna jingga
kekuningan. Penerapan metode fenol-sulfat banyak digunakan untuk menentukan
karbohidrat dalam sampel secara langsung yang dinyatakan sebagai persen

glukosa (Qalsum, 2015).

HO -
HO < e Ho N\ °
= -3H,0 o
OH OH
D-glukosa 5-(hidroksimetil)furfural
H
+ 2
H+
5-(hidroksimetil)furfural a-naphthol senyawa berwama ungu

Gambar 2. 9 Reaksi penentuan kadar gula total metode sulfat-fenol (Boahen dan

Isaac, 2015)
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2.8 Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR)

Spektroskopi FTIR (Fourier Transform Infrared) adalah suatu metode
analisis berdasarkan pada prinsip interaksi suatu senyawa kimia dengan radiasi
elektromagnetik yang akan menghasilkan suatu getaran (vibrasi) dari suatu ikatan
kimia poliatomik atau gugus fungsional senyawa kimia. Teknik ini disebut juga
dengan spektroskopi vibrasional (Moros, et al.,, 2010), Spektroskopi FTIR
memiliki kemampuan yang cepat dalam menganalisis, bersifat tidak merusak dan
hanya dibutuhkan preparasi sampel yang sederhana (Vlachos, et al., 2006).

Spektroskopi inframerah memiliki manfaat untuk identifikasi senyawa
organik karena spektrumnya yang sangat kompleks, spectrum yang kompleks
dikarenakan terdiri dari banyak puncak yang menandakan adanya gugus fungsi
yang ditandai dengan bilangan gelombang. Prinsip dari spektroskopi IR
didasarkan pada interaksi antara tingkat energi getaran (vibrasi). Vibrasi atom
yang berikatan dalam molekul dengan mengadsorpsi radiasi gelombang
elektromagnetik IR (Bresnick, 2003). Adapun komponen-komponen dari FTIR
adalah sumber energi, monokromator, wadah sampel, detektor dan rekorder. Pada
penelitian yang telah dilakukan oleh Widodo (2019) menggunakan FTIR untuk
mengidentifikasi gugus fungsi EPS yang diperoleh dari Weissella confusa
menunjukkan adanya puncak Kkarakteristik polisakarida seperti gugus O-H
(hidroksil), C=0 (karbonil), H-C-H, dan C-O-C (ester/eter) sebagaimana pada

Gambar 2.10
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Gambar 2. 10 Spektrum FTIR EPS dari Weissella confusa (Widodo, 2019)
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BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus-November 2023 di
Laboratorium Bioteknologi, Laboratorium Biokimia, Fakultas Sains dan

Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

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

Vis, Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR).

3.2.2 Bahan

Bahan- bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya air kelapa
yang diperoleh dari limbah penjual kelapa di Pasar Lowokwaru Kota Malang, de
Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA), de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB),
etanol PA 95%, alkohol 70% sebagai desinfektan, fenol 5%, asam sulfat (H2SO4)

98%, asam klorida (HCI), natrium hidroksida (NaOH), 0,5 N, KBr, akuades |,

25



26

H>SO4 2N, asam-trikloroasetat (TCA), kapas, kertas label, kertas saring halus,

aluminium foil, plastik wrap, plastik, karet, dan starter Weissella confusa K2.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) faktorial
dengan dua variasi yaitu variasi pH (P1= 6, P> = 7 dan P3 = 8). Variasi kedua
adalah variasi kosentrasi sukrosa (K: = 5% dan K = 10%). Dilakukan
pengulangan sebanyak tiga kali pada setiap perlakuan. Kombinasi perlakuan pH
media dan konsentrasi sukrosa secara RAK digambarkan pada Tabel 3.1

Tabel 3. 1 Kombinasi perlakuan antara pH media dan konsentrasi sukrosa (b/v)

pH media Konsentrasi Sukrosa (b/v)
K1 =5% K2=10%
P1=6 P1 K1 P1 Kz
P, =7 P, K P, K2
P; =8 Ps K1 Ps Ko

Tahap selanjutnya adalah konfirmasi gugus fungsi pada EPS untuk
mengetahui komposisi senyawa gula dan struktur dari EPS yang dihasilkan

dengan melakukan analisis menggunakan instrumentasi FTIR.

3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:

1. Sterilisasi alat

2. Preparasi air kelapa

3. Pembuatan media

4. Regenerasi Weissella confuse K2

5. Pembuatan inokulum
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6. Produksi eksopolisakarida (EPS)
7. Ekstraksi eksopolisakarida dari media fermentasi air kelapa
8. Karakteristik EPS Secara Kimia

10. Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat

Alat gelas yang akan digunakan dalam penelitian seperti diantaranya gelas
ukur 100 mL, beaker glass 500 mL, Erlenmeyer 250 mL, cawan petri dan tabung
reaksi dicuci bersih dan dikeringkan. Kemudian, dibungkus dengan kertas dan
dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Setelah itu dilakukan sterilisasi dalam

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

3.5.2 Preparasi Air Kelapa

Air kelapa tua segar yang diperoleh dari pasar Dinoyo, Kota Malang
dikeluarkan dari kemasan plastik dan dijadikan dalam satu wadah. Kemudian
disaring menggunakan kain saring hingga terpisah dengan residu yang ada. Air
kelapa tua segar yang telah disaring digunakan untuk media fermentasi produksi

EPS oleh Weissella confusa K2.

3.5.3 Pembuatan Media
3.5.3.1 Pembuatan Media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar) (Fardiaz,
1992)
Media MRSA dibuat dengan ditimbang MRSA sebanyak 6,52 g,
dilarutkan ke dalam aquades 100 mL, dan dipanaskan sampai mendidih sambil

diaduk hingga larut. Kemudian media tersebut dimasukkan ke dalam erlenmeyer
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250 mL kemudian disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan
15 psi. Larutan tersebut didinginkan dalam tabung reaksi pada keadaan miring
hingga memadat. Media MRSA ini digunakan untuk regenerasi bakteri Weissella

confusa K2.

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

(Fardiaz, 1992)

Media MRSB dibuat dengan menimbang MRSB 5,52 g kemudian
dilarutkan dengan akuades 100 mL hingga homogen dan dipanaskan hingga
mendidih dengan diaduk hingga larut. Kemudian media tersebut dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 250 mL dan disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C
dengan tekanan 15 psi selama 30 menit. Media MRSB ini digunakan untuk

pembuatan inokulum.

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. Diinkubasi selama 48 jam pada
suhu ruang. Weissella confusa K2 yang telah mengalami regenerasi digunakan

untuk pembuatan inokulum stok.

3.5.5 Pembuatan Inokulum (Kultsum, 2009)

Pembuatan inokulum ini dilakukan dengan memindahkan 2 (dua) ose biakan
Weissella confusa K2 ke dalam 25 mL media MRSB, kemudian di shaker pada
kecepatan 100 rpm selama 18 jam pada suhu 30°C dengan nilai OD (Optical

Density) 0,5.
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3.5.6 Produksi Eksopolisakarida
3.5.6.1 Pengaruh pH Media dan Konsentrasi sukrosa terhadap Produksi EPS

(Trabelsi,et al., termodifikasi, 2014 dan Seesuriyachan, et al., 2011)

Air kelapa segar yang telah disaring ditambahkan yeast extract dan
peptone sebanyak masing-masing 1,25 g (b/v). Kemudian diaduk
ditandabataskan hingga 500 mL. Dibuat media dengan langkah yang sama
sebanyak dua kali. Kemudian media produksi EPS masing-masing diukur pH
media awal dengan menggunakan pH meter. Selanjutnya, diatur pH 6, 7 dan 8
dengan menggunakan HCI 2 N atau NaOH 2 N. Media air kelapa yang telah
diatur pH 6, 7 dan 8 disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C dengan
tekanan 15 psi. Media air kelapa yang telah disterilisasi diendapkan selama satu
malam untuk memisahkan endapan yang terbentuk. Media yang telah
diendapkan, diambil filtratnya dan ditambahkan sukrosa yang telah disterilkan
pada botol terpisah dengan masing-masing variasi konsentrasi 5% dan 10%
(b/v). Ditandabataskan media yng telah ditambahkan sukrosa hingga 100 mL.
Kemudian, ditambahkan inokulum Weissella confusa K2 sebanyak 5% (v/v) dan

dishaker dengan kecepatan 100 rpm dan diinkubasi pada 37°C selama 24 jam.

3.5.7 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi Air Kelapa (Seo, et
al., termodifikasi, 2015)
Media air kelapa hasil fermentasi diambil sebanyak 50 mL dan ditambahkan
asam-trikloroasetat dengan konsentrasi akhir 10% (2 g) kemudian dishaker selama
30 menit pada 100 rpm. Kemudian disentrifugasi pada 4°C kecepatan 5000 rpm

selama 20 menit. Supernatan yang mengandung EPS diambil sebanyak 30 mL lalu
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ditambahkan 60 mL etanol dingin 95% dan dibiarkan pada suhu 4°C selama 24
jam. Selanjutnya endapan EPS yang didapat dipisahkan dengan filtrat dan
dikeringkan pada suhu 60 °C selama 5 jam. Kadar eksopolisakarida kering

ditentukan dengan menggunakan rumus :

LBerat ekscpolisakaride kering (g)

Rendemen EPS (g/L) =

voluma (L)

3.5.8 Uji Kadar Total Gula dengan Metode Fenol H2SO4
3.5.8.1 Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Fenol H,SO, (Dubois,et al.,

1956, Maunatin, dkk., 2020)

Larutan glukosa standar yang mengandung 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm
glukosa dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 2 mL,
ditambahkan larutan fenol 5% (b/v) sebanyak 1 mL dan dikocok. Kemudian asam
sulfat pekat sebanyak 5 mL ditambahkan dengan cepat di lemari asam. Dibiarkan
selama 10 menit, dikocok lalu ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit.
Sehingga, larutan akan berwarna jingga kekuningan dan diukur absorbansinya
pada panjang gelombang 490 nm. Pada panjang gelombang 490 nm warna yang
diserap adalah warna biru kehijauan dan warna komplementer yang terlihat adalah

warna jingga.

3.5.8.2 Penetapan Kadar Total Gula dengan Metode Fenol H.SO. (Dubois, et
al., 1956, Maunatin, dkk., 2020)
Sampel EPS sebanyak 0,01 g dilarutkan ke dalam aquades sebanyak 250

mL dan dihomogenkan, larutan homogen diambil sebanyak 2 mL dimasukkan ke
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dalam tabung reaksi, ditambahkan larutan fenol 5% (b/v) 1 mL dan dikocok.
Selanjutnya ditambahkan asam sulfat pekat sebanyak 5 mL dengan cepat di lemari
asap. Dibiarkan selama 10 menit, dikocok lalu ditempatkan dalam penangas air
selama 15 menit dengan suhu 100°C. Sehingga, larutan akan berwarna jingga
kekuningan dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm. Pada
panjang gelombang 490 nm warna yang diserap adalah warna biru kehijauan dan

warna komplementer yang terlihat adalah warna jingga.

konzentrasz krva

Kadar Gula (%) =

konzentraz analiza

3.5.9 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida
3.5.9.1 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) (Adesulu, et
al., 2018)
Pembuatan larutan baku standar dilakukan dengan menimbang 30 mg
BSA dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dilarutkan dalam 10 mL. LArutan
standar dibuat dengan seri konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100 ppm, kemudian diambil
1 mL larutan pada masing-masing konsnerasi dan ditambahkan reagen Lowry
sebanyak 50 mL. Selanjutnya divortex dan dibiarkan selama 10 menit.
Selanjutnya, ditambahkan reagen folin 1N sebanyak 0,5 mL dan diinkubasi dalam
ruang gelap selama 20 menit. Kemudian diukur absorbansinya pada panjang

gelombang 660 nm.

3.5.9.2 Penentuan Kadar Protein Eksopolisakarida ( Adesulu, et al., 2018)
Sampel EPS ditimbang sebanyak 20 mg, kemudian dilarutkan dan

ditandabataskan dengan labu ukur 5 mL dengan akuades. Kemudian diambil 1 mL

larutan sampel dan ditambahkan 5 mL reagen Lowry, divortex dan dibiarkan
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selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan reagen folin 1N sebanyak 0,5 mL dan
diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit. Kemudian diukur absorbansinya
pada panjang gelombang 660 nm.

3.5.10 ldentifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida menggunakan Fourier

Transform Infrared Spektrofotometer (FTIR) (Zhou, et al., 2016)

KBr sebanyak 250 mg ditumbuk kemudian ditekan dalam cetakan hingga
diperoleh pelet KBr. EPS kering sebanyak 0,01 g ditekan dengan penekan hidrolik
dan dianalisis menggunakan FTIR dengan rentang frekuensi 4000 - 400 cm™ .
Data yang diperoleh melalui uji FTIR adalah data kualitatif. Data kualitatif yang
berupa informasi keberadaan gugus fungsional atau jenis ikatan tertentu pada
bilangan gelombang tertentu yang diidentifikasi berdasarkan inframerah yang

dihasilkan.

3.5.10 Analisis Data

Data yang diperoleh adalah rendemen kasar eksopolisakarida, kadar total
gula, kadar protein dan spektra FTIR. Kadar gula total dan kadar protein dibuat
grafik kurva standar dan dianalisis menggunakan excel. Rendemen kasar EPS
kemudian dianalisis dengan ragam varian (Two Way ANOVA). Apabila terdapat
adanya pengaruh, maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan

signifikansi 5%.
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Lampiran 2: Skema Kerja

L.2.1 Sterilisasi Alat

Seperangkat alat gelas

- Dicuci bersih dan dikeringkan

- Dibungkus dengan kertas

Dimasukkan kedalam plastik tahan panas

Dilakukan sterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C,

tekanan 15 psi selama 15 menit

Hasil

L.2.2 Preparasi Air Kelapa

Air Kelapa

- Disaring hingga terpisah dengan residu
- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL

- Disterilisasi dalam autoclave

L - Disimpan di freezer dalam wadah tertutup
N

Hasil

L.2.3 Pembuatan Media
L.2.3.1 Media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar)

MRSA (de Man Rogosa
and Sharpe Agar)

- Ditimbang sebanyak 6,82 g

- Dilarutkan dengan 100 mL aquades

- Dipanaskan sampai mendidih dan diaduk

- Dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL

- Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C, tekanan 15 psi

- Didinginkan dalam keadaan miring
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L.2.3.1 Media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth)

MRSB (de Man Rogosa
and Sharpe Broth)

A\ 4

Ditimbang sebanyak 5,515 g

Dilarutkan dengan 100 mL aquades

Dipanaskan sampai mendidih dan diaduk

Dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL

Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C, tekanan 15 psi

Hasil

L.2.4 Regenerasi Weissella confusa

Weissella confusa

Diambil 2 ose
Diinokulasikan ke media MRSA miring

Diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang

Hasil

L.2.5 Pembuatan Inokulum

Weissella confusa

Diambil 2 ose

Dipindahkan kedalam 100 mL media MRSB

Di shaker pada kecepatan 100 rpm selama 18 jam, suhu 30°C
dengan nilai OD 0,5 setara dengan 2,98 x 10° cfu/ml
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L.2.6 Produksi Eksopolisakarida
L.2.6.1 Pengaruh pH media dan Konsentrasi Sukrosa terhadap Produksi

Eksopolisakarida dari Air Kelapa

Air Kelapa

A 4

Ditambahkan masing-masing yeast extract dan peptone 0,25 g
Ditandabataskan hingga 500 mL pada labu ukur

Dibuat variasi pH 6,7 dan 8 dengan ditambahkan HCI 2 N atau
NaOH 2 N

Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C, t

tekanan 15 psi

Diendapkan satu malam

Diambil filtrat

Ditambahkan sukrosa dengan variasi konsentrasi 5% dan 10%
pada tiap botol.

Ditandabataskan masing-masing 100 mL

Ditambahkan masing-masing sebanyak 5 % inokulum

Di shaker dengan kecepatan 100 rpm pada 37°C selama 24 jam

Hasil
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L.2.6.2 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi Air Kelapa

Air Kelapa

- Diambil 50 mL dan ditambahkan asam trikloroasetat 10% (2 g)

- Dishaker selama 30 menit pada 100 rpm

- Disentrifugasi dengan sentrifuge dingin 4°C pada kecepatan
5000 rpm, selama 20 menit.

- Supernatan yang mengandung EPS diambil 30 mL dan
ditambah etanol dingin 96% (2 kali volume atau 60 mL) dan
dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4°C.

- Pelet yang didapat dikeringkan pada suhu 60°C selama 5 jam.

- Ditentukan berat eksopolisakarida kering dengan menggunakan

persamaan (3.1)

Hasil

L.2.7. Uji Kadar Total Gula dengan Metode Fenol H2SO4
L.2.7.1 Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Fenol H2SO4

Larutan Glukosa 0, 10, 20,
30, 40,50, dan 60 ppm

- Diambil masing-masing 2 mL

- Dimasukkan kedalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v)
- Ditambahkan 5 mL H>SO4 pekat

- Dibiarkan selama 10 menit

- Dikocok, ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm

Hasil
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L.2.7.2 Penetapan Kadar Total Gula dengan Metode Fenol H2SO4

EPS

v

Diambil 0,01 g dan dilarutkan dengan aquades 250 mL
Diambil larutan homogen sebanyak 2 mL dan dimasukkan
kedalam tabung reaksi

Ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok
Ditambahkan 5 mL H2SO4 pekat dengan cepat di lemari asam
Dibiarkan selama 10 menit

Dikocok, ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit
dengan suhu 100°C

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm

Hasil

L.2.8 Analisis Kadar Protein EPS

L.2.8.1 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin(BSA)

Glukosa

- Ditimbang 10 mg

- Dilarutkan pada 10 mL akuabides

- Dibuat konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm

- Diambil 1 mL masing masing konsentrasi

- Ditambahkan 5 mL reagen Lowry

- Divorteks dan dibiarkan selama 10 menit

- Ditambahkan 0,5 mL follin 1 N

- diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 660 nm
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L.2.8.2 Analisa Kadar Protein EPS

Eksopolisakarida

\4
Hasil

- Ditimbang 20 mg
- Dilarutkan pada 5 mL akuabides
- Diambil 1 mL
- Ditambahkan 5 mL reagen Lowry

- Divorteks dan dibiarkan selama 10 menit

- Ditambahkan 0,5 mL follin 1 N

- diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 660 nm

L.2.9 Identifikasi Gugus Fungsi pada EPS dengan Menggunakan FTIR

Eksopolisakarida

Kalium Bromida (KBr)

-Ditimbang

0,259

Ditimbang 0,01 g

Ditumbuk hingga homogen

Ditekan dalam cetakan hingga diperoleh pelet
EPS kering dianalisa dengan FTIR, diukur pada
panjang gelombang 4000 cm™ — 400 cm™

Hasil
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Lampiran 3: Perhitungan

L.3.1 Pembuatan Larutan NaOH 2 N

Normalitas = M x valensi

mol

Molaritas = volume (L)

e
MOI_E

maszza Mr

Normalitas = Volum s (L) x valensi

__ mageza, 40}
T BiL

2N x1

0,2 - massa X l

L)
massa =8¢

Keterangan :
Mr : Massa relative NaOH ( 40 g/mol)
m : Massa NaOH
Cara pembuatan : sebanyak 8 g NaOH ditimbang dan dimasukkan
kedalam gelas beaker 100 ml, ditambahkan 50 ml aquades dan diaduk
hingga larut. Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml,

ditandabataskan dan dihomogenkan.

L.3.2 Pembuatan larutan HCI 2N
Konsentrasi (Normalitas) HCI pekat 37%

(10 x % HCl x berat jeniz xvalenzi)
B

N =

_[10x37 %x 119 x1
- 35,5

=12,06 N
Pembuatan larutan HCI 2N sebanyak 100 mL dengan cara pengenceran
N1 X V1i=Nz2x V2
12,06 Nx V1= 2N x 100 mL
V1=16,58 mL
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Keterangan :
Berat jenis HCI : 1,19 g/mL
BM : berat molekul HCI (36,5 g/mol)

Cara pembuatan : sebanyak 50 mL akuades dimasukkan kedalam labu
ukur 100 mL. Kemudian ditambahkan sebanyak 16, 58 mL HCI pekat
secara perlahan (melalui dinding labu ukur). Larutan kemudian digoyangkan
perlahan agar tercampur secara merata. Setalah itu, ditandabataskan dengan
akuades hingga 100 mL dan dihomogenkan.

L.3.3 Pembuatan larutan Fenol 5% (b/v)

_ Sagrom fenol
Fenol 5% (b/v) = o e

Cara pembuatan: 5 g fenol ditimbang menggunakan neraca analitik,
kemudian dimasukkan ke dalam gelas beaker 100 mL, dilarutkan dengan
aquades kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, lalu

ditandabataskan dan dihomogenkan.

L.3.4 Pembuatan larutan H2SO4
Perhitungan molaritas HoSO4 pekat (96%)

[1F x % H2504 x berat jeniz)
F=i

Molaritas =

(A0 % 96% x 1,84)
- 9z, 08

=18M
Pembuatan larutan H.SO4 1M sebanyak 50 mL dengan cara pengenceran
M1 X Vi=M2 X V>
18MxVi= 1M x50mL
Vi=2,8mL
Keterangan :

M = molaritas

Mr = massa molekul relative

V = Volume

BM : berat molekul H2SO4 (1,84 g/mol)
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Cara pembuatan : sebanyak 20 mL akuades dimasukkan kedalam labu
ukur 50 mL. Kemudian ditambahkan sebanyak 2,8 mL H>SO4 pekat secara
perlahan (melalui dinding labu ukur). Larutan kemudian digoyangkan
perlahan agar tercampur secara merata. Setalah itu, ditandabataskan dengan

akuades hingga 50 mL dan dihomogenkan.

L.3.5 Pembuatan kurva standar 10, 20, 30, 40, 50, 60 ppm

100 mg glukoza anhidrat]
3,1L aguade=z

Glukosa stok (1000 ppm) =

Cara pembuatan : ditimbang glukosa sebanyak 100 mg menggunakan neraca
analitik, kemudian dimasukkan ke dalam gelas beaker kemudian dilarutkan
dengan akuades. Dimasukkan larutan ke dalam labu ukur 100 mL kemudian
ditandabataskan dan dihomogenkan. Larutan ini digunakan sebagai larutan stok
glukosa standar. Pembuatan larutan glukosa 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm
dilakukan dengan pengenceran dari larutan glukosa stok dengan perhitungan

sebagai berikut:

a. Konsentrasi 10 ppm:
M1 X Vi =Mz x V>
1000 ppm x V1= 10 ppm x 100 mL
Vi=1mL

b. Konsentrasi 20 ppm
M1 X Vi =Mz x V>
1000 ppm x V1 =20 ppm x 100 mL
Vi=2mL

c. Konsentrasi 30 ppm
M1 X V1 =Mz x V>
1000 ppm x V1 =30 ppm x 100 mL
Vi=3mL

d. Konsentrasi 40 ppm
M1 X V1 =Mz x V>
1000 ppm x V1 =40 ppm x 100 mL
Vi=4mL
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e. Konsentrasi 50 ppm
M1 x Vi =Mz x V>
1000 ppm x V1 =50 ppm x 100 mL
Vi=5mL

f.  Konsentrasi 60 ppm
M1 x Vi =Mz x V>
1000 ppm x V1 =60 ppm x 100 mL
Vi=6mL

L.3.6 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA)

Ak g 5FA

BSA induk (1Dm£fﬂkurzri93

) = 3000 ppm

Kurva standar BSA dibuat dengan melarutkan BSA dengan konsentrasi 5
mg/mL, kemudian diambil volume 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mL mengikuti

perhitungan berikut:

a. Volume 0,1 mL:

M1 xV1=M2x V2

M1 x5 mL = 3000 ppm x 0,04 mL
M1 =20 ppm

b. Volume 0,2 mL

M1 xV1=M2x V2

M1 x 5mL = 3000 ppm x 0,08 mL
M1 =40 mL

c. Volume 0,3 mL

M1 xV1=M2xV2

M1 x 0,12 mL = 3000 ppm x 0,12 mL
M1 =60 ppm

d. Volume 0,4 mL

M1 x V1=M2xV2

M1 x 5 mL = 3000 ppm x 0,16 mL
M1 =80 ppm
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e. Volume 0,5 mL

M1 xV1=M2x V2

M1 x 5 mL = 3000 ppm x 0,2 mL
M1 =100 ppm

Larutan BSA dengan konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100 ppm diukur

absorbansinya mengguakan spektrofotmeter UV-Vis.
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