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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF Acetobacter xylinum CULTURES USING
DIFFERENCES IN Na-alginate CONCENTRATIONS FOR NATA DE
COCO PRODUCTION

By

NAFIATUL FITRIAH

The starter inoculum in liquid form will easily drop during storage, as well as
difficult in its management. One way to maintain cell culture is by immobilization
techniques. In this study using the entrapment technique. This study aims to
determine the characteristics of immobilized cells, apply them to the manufacture
of nata de coco, and determine the pore shape and surface of immobilized cells
after fermentation. This research uses a descriptive method by presenting research
results in the form of tables and narratives, and visual observations. This study
used one factor, namely various concentrations of Na-alginate, namely 2%, 3%,
4%, and 5% w/v. Different concentrations of Na-alginate produce different
characteristics of immobilized cells. Immobilized cells applied to the manufacture
of nata de coco only 3% Na-alginate concentration resulted in a nata fiber layer
close to control. Immobilized cells with a Na-alginate concentration of 2% have a
cracked, slightly porous surface with a size of 60.37 um, while a Na-alginate
concentration of 5%, have a smooth, multi-pore surface, with a size of 10.55 um.
Different concentrations of Na-alginate affect the characteristics of immobilized
cells, Application of immobilized cells with a Na-alginate concentration of 3%
produces nata de coco with the characteristics of a fairly thick and stable fiber
layer (close to control), Immobilized cells with a Na-alginate concentration of 2%
produce pores measuring 60.37 pm, small amounts, and cracked surfaces, while
5% Na-alginate concentration produces pores measuring 10.55 pm, large
quantities, and smooth surfaces.

Keywords : Immobilization, Acetobacter xylinum, and Nata de coco



ABSTRAK

IMOBILISASI KULTUR Acetobacter xylinum MENGGUNAKAN
PERBEDAAN KONSENTRASI Na-alginat UNTUK PRODUKSI NATA DE
COCO

Oleh

NAFIATUL FITRIAH

Inokulum starter dalam bentuk cair potensinya akan mudah turun selama
penyimpanan, serta sulit dalam pengelolaannya. Salah satu cara menjaga kultur
sel yaitu dengan teknik imobilisasi. Pada penelitian ini menggunakan teknik
penjerab (entrapment). Penelitian ini bertujuan mengetahui karakteristik sel
imobil, mengaplikasikannya pada pembuatan nata de coco, serta mengetahui
bentuk pori dan permukaan sel imobil pasca fermentasi. Penelitian ini
menggunakan metode deskriptif dengan menyajikan hasil penelitian dalam bentuk
tabel dan narasi, dan pengamatan secara visual. Penelitian ini menggunakan satu
faktor, yaitu berbagai konsentrasi Na-alginat yaitu 2 %, 3 %, 4%, dan 5% wi/v.
Konsentrasi Na-alginat yang berbeda menghasilkan karakteristik sel imobil yang
berbeda pula. Sel imobil yang diaplikasikan pada pembuatan nata de coco hanya
konsentrasi Na-alginat 3% menghasilkan lapisan serat nata yang mendekati
kontrol. Sel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 2% memiliki permukaan yang
retak, sedikit pori dengan ukuran 60.37 um, sedangkan konsentrasi Na-alginat
5%, memiliki permukaan halus, banyak pori, dengan ukuran 10.55 pm.
Konsentrasi Na-alginat yang berbeda mempengaruhi karakteristik sel imobil,
Aplikasi sel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 3% menghasilkan nata de coco
dengan karakteristik lapisan serat cukup tebal dan stabil (mendekati kontrol), Sel
imobil dengan konsentrasi Na-alginat 2% menghasilkan pori berukuran 60.37 pm,
jumlah sedikit, dan permukaan retak, sedangkan konsentrasi Na-alginat 5%
menghasilkan pori berukuran 10.55 pum, jumlah banyak, dan permukaan halus.

Kata kunci : Imobilisasi, Acetobacter xylinum, dan Nata de coco
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I.PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Nata merupakan selulosa yang diperoleh dari hasil aktifitas bakteri Acetobacter
xylinum. Nata berbentuk padat, berwarna putih, transparan, bertekstur kenyal,
menyerupai gel dan terapung pada bagian permukaan cairan. (Hamad et al.,
2014). Nata berkembang sebagai suatu pangan popular dikonsumsi untuk diet
rendah kalori atau diet tinggi serat (Azhari, 2014). Kandungan air dalam nata
dapat membantu memperlancar proses metabolisme tubuh. Serat nata di dalam
tubuh, mengikat semua unsur sisa metabolisme yang tidak diserap oleh tubuh,
kemudian dibuang melalui anus (Kuncara, 2017).

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi terbentuknya nata de coco, salah
satunya adalah kualitas kultur bakterinya, yaitu Acetobacter xylinum (A.xylinum).
Starter A.xylinum selama pertumbuhannya akan memperbanyak jumlah koloni
dan menghasilkan enzim pembentuk nata de coco. Starter juga berguna untuk
adaptasi bakteri sebelum proses fermentasi. Keberhasilan nata yang dihasilkan
dalam proses fermentasi juga sangat bergantung dengan banyaknya populasi A.
xylinum yang ada dalam starter. Jumlah populasi A.xylinum juga berperan penting

dalam fermentasi menghasilkan nata de coco (Hamad et al., 2014).

Pembuatan nata de coco umumnya masih dengan menginokulasi A.xylinum
secara langsung ke dalam media kultur dari air kelapa. Metode inokulasi langsung
selalu menyisakan sedikit starter jika akan digunakan untuk fermentasi
selanjutnya. Disamping itu, inokulasi A.xylinum secara langsung memiliki
kelebian antara lain proses yang mudah dan biaya murah. Namun demikian,
inokulasi starter secara langsung memiliki risiko kultur starter menjadi rentan

terhadap kontaminasi.



Penanganan yang tidak tepat, terutama pada saat penyimpanan sebelum
digunakan untuk fermentasi berikutnya mudah menyebabkan kontaminasi
kultur. Kontaminasi yang terjadi pada proses fermentasi dapat mengakibatkan
produksinata de coco menjadi tidak optimal. Dengan demikian, untuk menjaga
sel kulturnata de coco perlu diupayakan, salah satunya dengan teknik

imobilisasi (Darmawan and Pradipta, 2015).

Imobilisasi sel didefinisikan sebagai metode untuk mengurung atau secara fisik
menempatkan mikroba sel dalam ruang tertentu, dimana sel masih memiliki
aktivitas katalitik dan dapat digunakan secara terus menerus dan berkali-kali.
Keadaan sel yang tidak bergerak ini dapat dalam keadaan tumbuh, istirahat, dan
keadaan autolysis (Darmawan and Pradipta, 2015). Teknik imobilisasi sel
menyebabkan terjerabnya sel dalam suatu matriks atau membran. Imobilisasi sel
bertujuan untuk membuat sel menjadi tidak bergerak atau ruang geraknya
berkurang, sehingga sel menjadi terhambat pertumbuhannya dan substrat yang
diberikan hanya digunakan untuk menghasilkan produk (Marlinda dkk., 2019).

Imobilisasi diterapkan untuk melindungi sel dari lingkungan yang tidak
menguntungkan dengan cara menjerab sel dalam suatu matriks hidrokoloid.
Metode dalam imobilisasi ada tiga, yaitu cross linking (ikatan silang), carrier
binding (adsorpsi), dan entrapment (penjerapan) (Mubarokah, 2018). Pada
penelitian ini, imobilisasi menggunakan metode entrapment, dengan
pertimbangan memiliki resiko kegagalan yang rendah dan mudah dilakukan.
apabila dibandingkan dengan dua metode lainnya. Selain itu, metode entrapment
merupakan yang paling banyak dikembangkan untuk imobilisasi sel. Metode ini
dilakukan dengan membuat sel mikroorganisme terperangkap di dalam matriks
polimer (Rahayu, 2018). Menurut Souza et al, (2014), penjerapan (entrapment)
merupakan salah satu teknik imobilisasi enzim dengan cara memperangkap enzim
dalam matriks polimer yang berukuran mikro. Sedangkan menurut Betha (2009),
metode entrapment ini didasarkan pada terjadinya inklusi enzim di dalam suatu
jaringan atau matriks, yang bertujuan untuk mencegah sel berdifusi ke lingkungan
atau medium disekitarnya, akan tetapi enzim tersebut masih dapat berinteraksi

dengan substrat.



Imobilisasi dengan metode entrapment pada dasarnya membiarkan sel-sel
menembus ke dalam matriks berpori hingga mobilitasnya (ruang gerak) terhalang
oleh sel lain atau bahan berpori yang dibentuk in situ ke dalam kultur sel. Metode
entrapment ini didasarkan pada penyertaan sel dalam jaringan kaku untuk
mencegah sel menyebar ke media sekitarnya, dengan tetap memungkinkan
transfer massa nutrisidan metabolit. Contoh karakteristik dari jenis imobilisasi ini
adalah jebakan ke dalam gel polisakarida seperti alginat, k-karagenan, agar,
kitosan dan asam poligalakturonat atau matriks polimer lainnya seperti gelatin,
kolagen dan polivinil alkohol (Pratiwi dkk., 2021).

Pada penelitian ini, natrium alginat (Na-alginat) sebagai bahan matriks yang
menjerab sel (Ratnasari et al., 2014). Alginat dalam bentuk garamnya yaitu
natrium alginat, memiliki sifat mampu membentuk gel dengan cara berikatan
dengan garam kalsium, salah satunya yaitu kalsium klorida (CaCl), yang
berperan sebagai kation. lon Ca*? pada kalsium klorida berfungsi menguatkan
struktur gel alginat (Mubarokah, 2018). Berdasarkan penelitian Jobanputra (2011)
penggunaan konsentrasi CaCl, pada kisaran 0,1 M - 0,5 M mendapatkan
perlakuan terbaik pada konsentrasi 0,2 M, dengan aktivitas enzim yang tinggi.
Aktivitas enzim menurun dengan meningkatnya konsentrasi CaClz 0,4 M dan 0,5

M, karena perubahan pH oleh kandungan garam yang tinggi.

Larutan garam alginat larut dalam air dan membentuk gel dalam larutan menjadi
asam oleh adanya ion kalsium dan kation logam kovalen lainnya. Kekuatan gel
yang terbentuk dapat diatur, yaitu lunak, elastis, ataupun keras karena dipengaruhi
oleh konsentrasi Na-alginat. Konsentrasi Na-alginat yang berbeda akan
berpengaruh terhadap kemampuan matriks dalam menahan sel keluar dari beads,
sehingga dapat berpengaruh terhadap karakter produk imobil (Ratnasari et al.,
2014). Kemampuan Na-alginat tersebut dikarenakan penggantian kation Na* yang
berasal dari Na-alginat dengan kation Ca?* yang berasal dari CaCl, yang terjadi
lebih dari 35%, sehingga interaksi yang terjadi antar kation akan menghentikan
pergeseran moekul dan akan membentuk struktur gel atau matriks yang stabil
(Gayo, 2016). Semakin tinggi konsentrasi alginat dan derajat polimerisasinya

(jJumlah unit monomer yang ada dalam polimer), maka akan semakin kuat gel



yang akan terbentuk (Putriyana et al., 2018). Penelitian yang dilakukan oleh
Saputra et al (2018) Na-alginat dengan konsentrasi di bawah 4% memiliki
viskositas yang rendah, sehingga beads yang dihasilkan mudah hancur atau
kurang kokoh dan bentuknya kurang seragam. Hal ini mengindikasikan bahwa
matriks tidak dapat mempertahankan atau melindungi viabilitas sel imobil selama
penyimpanan. Na-alginat dengan konsentrasi lebih dari 8%, memiliki viskositas
yang tinggi sehingga menyebabkan kesulitan dalam pembentukan beads(Saputra
et al., 2018). Akibatnya, viabilitas sel dalam produk imobil menurun selama

penyimpanan.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1.Mengetahui karakteristik sel imobil meliputi bentuk, ukuran, tekstur, dan warna.
2.Mengaplikasikan sel imobil A.xylinum pada pembuatan nata de coco.
3.Mengetahui bentuk pori-pori dan permukaan sel imobil pasca diaplikasikan
pada pembuatan nata de coco.

1.3 Kerangka Pemikiran

Nata de coco merupakan salah satu makanan kaya akan serat, yang berasal dari
hasil aktifitas bakteri A.xylinum pada media, yaitu air kelapa. Pembuatan nata de
coco saat ini umumnya masih menggunakan metode menginokulasikan kultur
A.xylinum secara langsung ke dalam media, dengan menyisakan sedikit starter
untuk fermentasi selanjutnya, sehingga memerlukan penambahan starter baru
yang berarti menambah biaya produksi. Disamping itu, selama ini inokulum
starter tersedia dalam bentuk cair yang dikemas dengan botol dan penutup berupa
sumbat kapas ataupun kertas yang diikat. Kultur dalam keadaan cair mudah
mengalami kontaminasi, potensinya mudah turun selama penyimpanan, dan sulit
dalam pengelolaannya (Dewi, 2009). Keberlanjutan proses produksi produk
fermentasi memerlukan starter kultur mikrobia yang tersedia secara terus

menerus dalam keadaan siap pakai, dengan potensi yang maksimal yang mudah



dikelola dan dapat disimpan dalam waktu lama dengan aktivitas produksi yang
tetap tinggi. Kultur yang disimpan diharapkan dalam keadaan stabil, dalam arti
tidak mengalami mutase genetik (Isaac and Jennings, 1995), sehingga kualitas
produk terjaga baik. Salah satu cara mendapatkan kultur yang tersedia secara
terus menerus dan dapat digunakan berulang yaitu dengan imobilisasi.
Imobilisasi A.xylinum dianggap sebagai temuan baru mempertahankan viabilitas
sel dalam produksi nata de coco. Imobilisasi sel merupakan suatu metode
mengurung atau menjerab sel dalam suatu matriks hidrokoloid yang bertujuan
untuk melindungi sel dari lingkungan luar yang tidak menguntungkan, sehingga
sel hanya akan fokus menghasilkan produk. Imobilisasi sel dengan teknik
menjerab atau entrapment, umumnya menggunakan natrium alginat (Na-alginat),
yang biasa digunakan sebagai pengental pada industri makanan. Natrium alginat
akan membentuk gel yang kuat bila bereaksi dengan garam kalsium, salah satunya
kalsium klorida (CaCl,). Kekuatan gel yang terbentuk dapat diatur menggunakan
konsentrasi natrium alginat yang tepat, untuk menghasilkan gel dengan ketahanan
yang kuat. Kekuatan gel dapat bersifat lunak, elastis, ataupun keras. Penggunaan
konsentrasi Na-alginat yang berbeda berpengaruh terhadap daya perlindungan
matriks dalam menahan sel keluar dari beads, serta dapat berpengaruh terhadap
karakter produk imobil (bentuk, warna, dan tekstur). Kultur starter A.xylinum
diharapkan dapat dibuat dengan teknik imobilisasi menghasilkan sel imobil
A.xylinum dan dapat diaplikasikan untuk membuat nata de coco.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pengertian Imobilisasi

Imobilisasi adalah suatu teknik yang secara fisik mengandung atau meletakkan
sel-sel mikroba pada suatu daerah tertentu, dimana sel-sel masih mempunyai
aktivitas enzimatik yang dapat digunakan secara terus menerus dan berulang pada
berbagai permukaan organik. Mikroorganisme dapat distabilkan pada berbagai
matriks dengan berbagai mekanisme, termasuk penekanan sel, adsorpsi atau
adhesi, jebakan dalam bahan berpori, serta interaksi kovalen dan ionik
(Hassanzadeh, et al., 2017). Imobilisasi sel juga dapat dikatakan suatu teknik
membungkus sel dalam polimer matriks, sehingga biomassa sel dapat tetap
terkonsentrasi untuk menghasilkan aktivitas metabolisme yang tinggi. Ukuran
pori-pori matriks yang kecil dapat mendukung sensitivitas sel yang rendah
terhadap fluktuasi suhu dan pH, serta kemampuannya untuk menahan toksisitas
kimia, memungkinkan difusi toksin menjadi lebih halus (Elakkiya, 2016).

2.2 Jenis-jenis Imobilisasi

Terdapat dua jenis imobilisasi, yaitu imobilisasi aktif dan pasif. Penjebakan
(entrapment) dan pengikatan (binding), umumnya dikenal sebagai imobilisasi
aktif yang disebabkanoleh kekuatan fisik atau kimia. Beberapa bahan yang
digunakan pada penjebakan fisik yaitu bahan yang berpori (agar, alginat,
karagenan, poliakrilamida, kitosan, gelatin, kolagen), saringan logam berpori,
poliuretan, silika gel, polistirena, dan selulosa triasetat. Metode penempelan atau
pelekatan yang melapisi perkembangan sel pada permukaan media pendukung,
umumnya digunakan untuk imobilisasi pasif dengan bentuk biofilm. Kedua
media yang dapat digunakan yaitu inert dan fisiologis aktif (Kardena et al.,
2020).



2.3 Teknik Imobilisasi

Teknik imobilisasi umumnya dibagi menjadi tiga yakni carrier binding, cross
linking dan entrapment, yang mana tergantung jenis interaksi antara enzim dan
matriksnya.

1.Entrapment

Imobilisasi entrapment merupakan pemerangkapan sel dalam jaringan polimer
yang memungkinkan subtrat dan produk masuk, tetapi sel tetap dipertahankan.
Teknik imobilisasi entrapment tidak melibatkan ikatan kimia antara matrik dan
protein (enzim), dimana protein berada dalam matrik tiga dimensi yang tidak
mungkin terdifusi keluar (Zhao, 2015). Matriks yang paling baik untuk digunakan
pada imobilisasi enzim dengan metode ini adalah silika dengan teknik sol-gel.
Teknik sol-gel merupakan proses pembentukan senyawa anorganik dalam bentuk
tiga dimensi yang berasal dari partikel suspensi koloid dengan diameter 1-10 nm
(Rahayu, 2018).

Sol-gel berbasis silika memiliki ruang pengunci atau interlocking cavasities yang
memberikan media dengan luas permukaan besar sehingga memungkinkan enzim
untuk terperangkap. Kelebihan dari teknik sol-gel adalah cara kerja sederhana,
gel yang digunakan bersifat tidak toksik, porositas besar untuk berdifusi, lebih
stabil terhadap suhu tinggi, serta lama penyimpanan yang panjang. Kekurangan
dari teknik entrapment ini adalah masa transfer terbatas dan enzim atau sel
mudah bocor (Jose, 2013).

2.Cross linking

Imobilisasi cross linking merupakan proses imobilisasi enzim yang melibatkan
pembentukan ikatan kovalen antara molekul protein, seperti mengunakan
glutaraldehide. Teknik ini dapat mendukung bergabungnya enzim untuk
membentuk struktur tiga dimensi. Selain itu juga memiliki kestabilan yang tinggi
terhadap pH dan temperatur, serta kebocoran yang minimal. Kekurangan dari
teknik ini yaitu difusi massa transfer subtrat terbatas, serta metode ini
mengakibatkan adanya modifikasi kimia pada permukaan protein sehingga dapat

kehilangan aktivitas enzim (Zuca et al.,2014).



3.Carrier binding

Imobilisasi carrier binding (ikatan pembawa), dimana enzim akan terikat dengan
carier. Umumnya carier mengandung residu ion exchange. Proses anonic
exhange cukup cepat, yang mana langkah pembuatan imobilisasi selesai dalam
waktu 60 menit, akan tetapi aktivitas enzim sedikit menurun selama prosedur
imobilisasi. Proses carier binding dapat dengan mudah terbentuk, tetapi interaksi
antara enzim dan carrier sangat kuat dibandingkan dengan physical adsorbtion.
Adanya ikatan tersebut menyebabkan sedikit perubahan konformasi dan sisi aktif
enzim. Kekurangan teknik ini yaitu ikatan ini kurang kuat dibandingkan dengan
ikatan kovalen dan kebocoran sel dapat terjadi jika subtrat tinggi senyawa carrier

seperti ionik atau adanya variasi pH (Zuca et al., 2014).

Ketiga teknik tersebut juga dapat dikelompokkan menjadi dua, yakni teknik
imobilisasi ireversibel dan reversible. Imobilisasi dikatakan irreversibel saat
enzim yang sudah terimobilisasi dengan matriks tidak dapat terlepas tanpa
merusak matriks, maupun adanya aktifitas biologis enzim. Metode yang termasuk
ke dalam imobilisasi irreversible yaitu covalent binding, entrapment dan cross
lingking. Imobilisasi reversible yaitu saat enzim yang dapat dengan mudah
terlepas dari matriknya. Metode yang termasuk ke dalam imobilisasi reversible

yaitu adsorption, ikatan ion dan ikatan logam (Zhao, 2015).

2.4 Kelebihan Imobilisasi

Imobilisasi sel memiliki beberapa kelebihan bila dibandingkan dengan kultur
tersuspensi. Kelebihan yang dimiliki diantaranya dapat menghasilkan konsentrasi
sel tinggi, sel dapat digunakan kembali, mengurangi biaya pemisahan sel, serta
mengurangi sel yang terbawa pada laju dilusi yang tinggi. Kombinasi konsentrasi
sel tinggi dan laju aliran tinggi memungkinkan akan memperoleh produktivitas
volumetris yang tinggi, menguntungkan kondisi lingkungan mikro (kontak antar
sel, gradien produk nutrisi, gradien pH untuk sel), serta melindungi sel dari
kerusakan akibat pergeseran. Selain itu, imobilisasi dapat memungkinkan untuk
dilakukannya reaksi enzim beberapa tahap, tidak memerlukan tahap ekstraksi atau

pemurnian enzim, dapat dilakukan pemisahan sel dengan mudah serta umur sel



dapat diperpanjang (Kardena et al., 2020). Imobilisasi dapat menghentikan sel
bakteri untuk keluar dari matriks dan berinteraksi dengan lingkungan yang
tidak bersahabat, sehingga dapat membuat sel dalam bioreaktor lebih stabil
daripada dalam kondisi bebas. (Khalid et al., 2018). Sel-sel yang tidak
bergerak juga dapat mengurangi masalah penyapuan sel pada tingkat tertentu
pengenceran tinggi dan memberikan kondisi lingkungan mikro termasuk:
kontak antar sel, gradien produk nutrisi, gradien pH yang lebih
menguntungkan. (Kardena et al., 2020). Keuntungan imobilisasi lainnya yakni
mampu mempertahankan konsentrasi biomasa yang tinggi dalam suatu
perangkap polimer, sehingga aktifitas metabolisme juga akan meningkat dan
mampu bertahan terhadap perubahan temperatur, pH, tekanan fisik. Selain itu,
sel juga mampu bertahan terhadap bahan kimia yang didukung dengan
kecilnya ukuran pori-pori matrik sehingga difusi toksin menjadi sedikit
(Elakkiya, 2016).

2.5. Acetobacter xylinum

Acetobacter xylinum (A.xylinum) merpakan bakteri gram negatif yang mampu
mensintesis selulosa sebagai bagian dari metabolisme glukosa. Selulosa
merupakan polimer alami yang jumlahnya melimpah, serta merupakan bgian
penting sebagai penyusun dinding sel A.xylinum (Yohana, 2021). Dinamakan
bakteri gram negatif karena mengandung substansi lipid yang tinggi dan memiliki
dinding sel tipis, lebih rentan pada antibiotik, penghambatan warna basa kurang
dihambat, pertumbuhan nutriennya relatif sederhana, dan tahan terhadap
perlakuan fisik. A.xylinum dapat tumbuh pada pH 3,5 — 7,5, namun akan tumbuh
optimal bila pH nya 4,3, sedangkan suhu ideal bagi pertumbuhan bakteri
A.xylinum pada suhu 25°- 30°C (Azhari, 2014). Bakteri A.xylinum merupakan
bakteri yang menguntungkan bagi manusia dan tidak bersifat patogen (berbahaya)
(Puji, 2014). Menurut Nita (2011), klasifikasi A.xylinum yaitu sebagai berikut :



Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria
Class - Alphaproteobacteria
Ordo : Rhodospirillales
Family : Acetobacteraceae
Genus : Acetobacter

Spesies : Acetobacter xylinum

Genus Acetobacter termasuk ke dalam kelompok bakteri asam asetat yang
memiliki sifat non motil atau spesies bakteri yang tidak memiliki kemampuan dan
struktur yang memungkinkan mereka untuk bergerak sendiri, dengan kekuatannya
sendiri melalui lingkungannya. Bakteri yang tergolong kedalam gebus
Acetobacter dapat memproduksi asam asetat dan etanol. A.xylinum berbentuk
batang dengan panjang 0,8 - 1,6 1 dan lebar 0,5 p, bersifat aerob, tidak
mempunyai flagella, tidak berpigmen, tidak membentuk spora dan bersifat
kemotropik. Kemotropik adalah energi yang digunakan dalam metabolisme zat
dalam sel bakteri, energi ini didapat dari hasil penambahan senyawa kimia
(Fardiaz, 1992). Berbeda dengan jenis bakteri asam asetat lainnya, A.xylinum bila
ditumbuhkan dalam media yang mengandung gula mampu memecah komponen
gula dan membentuk suatu polisakarida yang dikenal dengan extracelluler
cellulose, sehingga bakteri ini sering disebut sebagaibakteri polisakarida
(Sultanto, 2002). Bentuk bakteri A.xylinum dapat dilihat sebagai berikut :

Gambar 1. Bakteri Acetobacter xylinum
Sumber : muhtaufigmunawar.blogspot.com
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A.xylinum dalam medium cair mampu membentuk suatu lapisan dan dapat
mencapai ketebalan beberapa centimeter, dan lapisan tersebut biasa disebut
dengan nata (Yohana, 2021). Nutrisi yang cukup akan mempengaruhi kadar serat
yang dihasilkan. Hal tersebut dikarenakan selama proses fermentasi, A.xylinum
terus menerus menggunakan nutrisi untuk memberntuk produk metabolisme.
Penggunaan starter bakteri bertujuan untuk memperbanyak jumlah bakteri.
(Kuncara, 2017).

Starter merupakan populasi mikroba dalam jumlah yang mencukupi dan dalam
kondisi fisiologis yang siap diinokulasikan pada media fermentasi. Starter atau
biasa disebut biang dalam pembuatan nata adalah A.xylinum. Penggunaan starter
bertujuan untuk memperbanyak jumlah bakteri A.xylinum yang akan
menghasilkan enzim pembentuk nata. Starter nata dapat diisolasi dari air kelapa
atau buah-buahan yang telah masak. Hasil isolasi tersebut selanjutnya akan
dikembangkan sebagai starter nata siap pakai. Isolat yang dihasilkan sebagian
akan disimpan sebagai kultur stok, atau sebagai bahan dalam penelitian
pengembangan kemampuan bertumbuh A.xylinum (Kuncara, 2017).

2.6. Natrium Alginat

Natrium alginat merupakan polisakarida alami yang diekstraksi dari alga coklat
dari kelompok Phaeophyceae. Alginat yang telah dimurnikan, yaitu natrium
alginat (Na-alginat) terdiri dari (1,4) asam B- d -mannuronic (M) dan a- | -
guluronic (G) yang terikat, yang keduanya dalam konformasi piranosik, tersusun
dalam blok homogen (MM atau GG) dan heterogen (MG atau GM), sehingga
menyebabkan keragaman besar struktur, berat molekul, dan sifat fisikokimia
(Khajouei et al., 2022), seperti pembentukan gel terhadap ion-ion logam yang
relatif kaku atau fleksibel (Draget,2005). Komponen dinding sel rumput laut
terdiri dari alginat dan fucosidan yang kaya akan polisakarida anion, yakni ion
bermuatan negatif, dan sebagian besar bercampur dengan garam (sodium,
potasium, calsium, magnesium), tidak toksik, biocompatible dan lebih hidrofilik.
Kekokohan sel imobil selain dipengaruhi oleh konsentrasi Na-alginat juga

dipengauhi oleh penggunaan jenis kation. (Mubarokah,2018). Penelitian ini
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menggunakan natrium alginat (Na-alginat) sebagai katalis dan kalsium klorida (CaCl.)

sebagai kation, sehingga disebut sebagai imobilisasi Ca-alginat.

GG blocks MM blocks MG or GM blocks
(poly-GG) (poly-MM) (poly-MG)
-00C 00C

” /\_0"

0 4 -0 HO 4

HO 1 e

0
0\
ManAp or M : “C, ring conformation OH

GulAp or G : 'C, ring conformation

Gambar 2. Struktur alginat
Sumber : Khajouei et al., (2022)

Natrium alginat (Na-alginat) bersifat tidak berbau, berbentuk bubuk putih hingga
kuning kecoklatan, tidak berasa, dan dapat membentuk koloid dengan konsentrasi
alginat 1%. Na-alginat memiliki pH 5 - 7,5 serta tidak memiliki titik didih dan
titik cair namun pada suhu >200°C, dan natrium alginat akan otomatis terbakar.
Sifat kelarutan natrium alginat tidak larut pada kondisi asam namun larut dalam
kondisi basa (Mubarokah, 2018).

Alginat juga merupakan salah satu jenis hidrokoloid, yaitu suatu sistem koloid
oleh polimer organik di dalam air. Alginat dapat membentuk gel yang stabil
terhadap panas, yang mana dapat disimpan pada suhu kamar (Herawati, 2018).
Pemanfaatan alginat didasarkan pada tiga sifat utamanya. Sifat alginat yang
pertama yaitu kemampuannya dalam menaikkan viskositas larutan apabila alginat
dilarutkan dalam air. Sifat kedua yaitu mampu membentuk gel, dimana gel yang
terbentuk berasal dari larutan natrium alginat yang ditambahkan garam Ca
(Cahyono et al., 2021).



Gel yang terbentuk berasal dari penambahan kation seperti kalsium, yang mana
campuran sel dan Na-alginat diteteskan ke dalam larutan yang mengandung
multivalent kation, dan seketika akan terjadi pembentukan beads oleh
ionotropic (kontaksi antar molekul) gelatenisasi. Pembentukan gel oleh jenis
kationmerupakan hal yang penting, karena afinitas (kecenderungan membentuk
ikatankimia dengan senyawa lain) alginat terhadap alkalin mengalami
peningkatan secara berurutan Mg?* < Ca?* < Sr?* < Ba?* dalam kesetimbangan
ion-exchange divalent. Divalent kation (X*2) hampir tidak memiliki selektifitas
dengan polymannurote (blok M), sementara dengan polyguluronate (blok G)

cenderung memiliki selektifitas mengikat (Mubarokah,2018).

Reaksi kimia yang terjadi pada proses pembentukan gel tersebut, Ca akan
menggantikan posisi natrium dari alginat dan mengikat molekul alginat yang
panjang. Proses ini tidak memerlukan panas dan gel yang terbentuk tidak akan
meleleh jika dipanaskan. Berbeda dengan gel agar yang memerlukan pemanasan
untuk pembentukan gelnya, sehingga air harus dipanaskan hingga suhu 80°C
untuk membentuk swelling atau gelatinisasi agar, dan gel akan terbentuk pada
suhu di bawah 40°C. Sifat ketiga dari alginat yaitu mampu untuk membentuk film
dari natrium atau kalsium alginat dan fiber dari kalsium alginat (Cahyono et al.,
2021).

Matriks alginat pada pembuatan imobilisasi sel dapat terbentuk karena terjadinya
reaksi crosslinking antar rantai polimer dengan bentuk struktr tiga dimensi.
Struktur tiga dimensi tersebut biasa disebut dengan “egg box” karena adanya
interaksi antarara multivalen kation (Ca?*) dari kalsium klorida dengan rantai
karbon guluronate (blok G) dari Na-alginat. Rantai blok G akan terlipat dan
bertumpuk di bawah interaksi ikatan, sehingga transformasi struktur rantai alginat
yang berdekatan yang tidak beraturan menjadi terstruktur seperti pita. Interaksi
yang terjadi menyebabkan fleksibilitas dari molekul alginat meningkat dengan
urutan blok MG < MM < GG, sehingga jika dalam alginat memiliki banyak blok
G maka bentuk struktur matrik akan lebih kokoh, tetapi struktur matrik akan lebih
elastis jika memiliki banyak blok M (Wijffels,1996).

13
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Gambar 3. Pembentukan matriks alginat
Sumber : Khajouei et al., (2022)

2.7. Kalsium Klorida (CaCl2)

Kalsium klorida memiliki sifat mudah larut dengan air dingin, air panas, aseton,
alkohol dan juga asam asetat. Titik didih dari kalsium klorida 1670°C, titik lebur
772°C dan memiliki toksisitas yang rendah, yaitu LD50 1000 mg/kg (Manage
Material Safety Data Sheets, 2015). Selain itu, kalsium klorida memiliki pH 4,5-
9,2 (5% w/v), sangat mudah larut dalam air dan etanol 95%, tetapi sulit larut
dalam dietil eter, serta dapat berfungsi sebagai antimikroba, agen terapeutik dan
juga agen yang dapat menyerap air. Kalsium klorida biasa diaplikasikan pada
bidang farmasi, yaitu sebagai pengawet antimikroba, desikan, dan astringent pada
pembuatan lotion mata (Gayo, 2016).

Kalsium klorida dalam bentuk murninya akan memiliki sifat beracun jika
dikonsumsi dan diberikan secara intravena, intramuscular, intraperitoneal, dan
rute subkutan. Secara kimiawi, kalsium klorida merupakan zat yang bersifat
stabil, tetapi perlu dilindungi dari kelembaban, sehingga dalam penyimpanannya
memerlukan tempat yang kering dan wadah yang kedap udara. Kalsium klorida
juga tidak kompatibel dengan larutan karbonat, fosfat, sulfat, dan oksalat (Gayo,
2016). lon Ca?* yang terkandung pada kalsium klorida dalam proses pembuatan

imobilisasi berfungsi menguatkan struktur gel alginat, dengan konsentrasi larutan



kation yang berbeda. Hal ini akan memiliki efek yang signifikan pada

kestabilitas dan ukuran pori pori pada beads gel imobilisasi (Mubarokah, 2018).

2.8 Fermentasi Nata de coco

Fermentasi merupakan suatu cara untuk mengubah substrat menjadi produk
tertentu yang diinginkan dengan menggunakan bantuan mikroba. Produk-produk
tersebut biasanya dimanfatkan sebagai minuman atau makanan. Fermentasi
merupakan cara yang telah dikenal dan digunakan sejak lama sejak jaman kuno
(Azhari,2014). Bakteri A. xylinum akan beradaptasi dengan lingkungan (media)
selama 3 hari. Tumbuhnya bakteri A. xylinum dapat dilihat dari keruhnya media
cair setelah difermentasi selama 24 jam pada suhu kamar. Lapisan tipis yang
tembus cahaya akan mulai terbentuk di permukaan media dan cairan di bawahnya

menjadi semakin jernih setelah difermentasi selama 36 - 48 jam (Kuncara,2017).

Secara fisik, bakteri A. xylinum mampu mengoksidasi glukosa menjadi rantai
polimer yang panjang yang disebut dengan polisakarida atau selulosa berupa
serat-serat putih, yang terbentuk secara bertahap dari lapisan tipis pada awal
fermentasi. Lapisan tersebut mencapai ketebalan sekitar 12 mm pada akhir
fermentasi, kemudian disebut sebagai nata yang merupakan metabolit sekunder.
Selain metabolit sekunder, A. xylinum juga menghasilkan metabolit primer berupa
asam asetat, air, dan energi yang digunakan kembali dalam siklus
metabolismenya. Selama proses fermentasi akan terjadi penurunan pH dari 4
menjadi 3. Derajat keasaman (pH) medium yang tinggi merupakan syarat tumbuh

bagi A. xylinum. (Kuncara,2017).

Media yang asam sampai pada kondisi tertentu akan menyebabkan reproduksi
dan metabolisme sel menjadi lebih baik, sehingga akan menghasilkan produk
yang lebih banyak. Penurunan pH disebabkan karena terurainya gula menjadi
etanol oleh A. xylinum, yang kemudian berubah menjadi asam asetat. Bakteri A.
xylinum pada puncak pertumbuhannya akan mengeluarkan enzim ekstraseluler
yang mampu menyusun satuan gula (glukosa) menjadi senyawa selulosa, sehingga

membentuk matriks menyerupai gel yang disebut dengan nata. Lama fermentasi
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yang digunakan dalam pembuatan nata pada umumnya yaitu 1-2 minggu. Minggu
ke-2 dari waktu fermentasi merupakan waktu maksimal dalam produksi nata.
(Kuncara,2017).

Proses pembentukan selulosa oleh A. xylinum terdiri dari empat tahap reaksi.
Tahap pertama adalah hidrolisis sukrosa yang menghasilkan fruktosa dan glukosa
oleh enzim sukrase, yaitu sejenis protein yang berperan sebagai katalis. Tahap
kedua yaitu adanya reaksi pengubahan intramolekuler a-D-glukosa menjadi 3-D-
glukosa dengan bantuan enzim isomerase. Proses ini karena glukosa yang

berperan dalam pembentukan selulosa adalah glukosa dalam bentuk 3. Tahap

ketiga yaitu terjadinya reaksi intermolekul glukosa melalui ikatan 1,4 B-glikosida.

Tahap yang terakhir adalah pembentukan selulosa dengan unit ulangnya, yaitu

selobiosa. (Kuncara,2017).
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I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret — September 2023, di Laboratorium
Mikrobiologi Hasil Pertanian, Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian,
Laboratorium Analisis Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, dan Laboratorium
Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Fakultas Matematika dan limu

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan pada imobilisasi sel yaitu jarum suntik (syringe) 20 ml,
timbangan analitik, gelas beker, batang pengaduk, tabung reaksi, saringan,
penggaris, SEM (Scanning Electron Microscope), densitometer McFarland DEN-
1B, dan wadah cup plastic, dan refrigerator. Peralatan yang digunakan pada
pembuatan kultur kerja dan suspense kultur yaitu jarum ose, bunsen, vortex, gelas
ukur, tabung reaksi, rak tabung reaksi, hot plate, autoclaf, erlenmayer, inkubator,
cawan petri, laminar air flow, dan sentrifuge. Alat yang digunakan pada
pembuatan nata de coco yaitu loyang plastik, pisau, pH meter, kompor, panci,
pengaduk, saringan, kertas, dan karet gelang.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu starter bakteri Acetobacter
xylinum, Na- alginat, kalsium klorida (CaCly), larutan pepton, larutan buffer
fosfat, air kelapa muda, asam cuka, ZA (Zwavelzur amoniak) food grade, gula
pasir, aquades, media NA (Nutrient Agar) (merek Merck) dan media NB (Nutrient
Broth) (merek Merck).



3.3 Metode Penelitian

Penelitian yang dilakukan yaitu menggunakan metode deskriptif dengan
menyajikan hasil pengamatan dalam bentuk tabel dan narasi, yang kemudian
dilakukan analisis secara deskriptif dan pengamatan secara visual. Penelitian ini
hanya menggunakan satu faktor, yaitu berbagai konsentrasi Na-alginat yang
digunakan dalam pembuatan imobilisasi sel A.xylinum. Faktor tersebut terdiri dari
4 konsentrasi Na-alginat yang berbeda, yaitu 2 %, 3 % , 4% dan 5% wi/v.
Pelaksaan penelitian diawali dengan pembuatan kultur kerja, yang bertujuan untuk
memperbanyak kultur, sehingga dapat dijadikan sebagai kultur stok. Selanjutnya
yaitu melakukan imobilisasi sel, yang kemudian akan diaplikasikan pada
pembuatan nata de coco. Sel imobil kemudian diuji menggunakan mikroskop

SEM untuk dilihat pori-pori dan juga permukaannya.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Pembuatan Kultur Stok Acetobacter xylinum

a.) Pembuatan Kultur Agar Miring Acetobacter xylinum

Pembuatan kultur mobil agar miring diawali dengan menyiapkan nutrient agar
(NA) sebanyak 100 ml. Selanjutnya nutrient agar ditimbang sebanyak 2 gram dan
dimasukkan ke dalam erlenmayer, lalu tambahkan aquades sebanyak 100 ml.
Kemudian dipanaskan dengan hot plate hingga nutrient agar larut. Selanjutnya
media di sterilisasi menggunakan autoclaf selama 15 menit dengan suhu 121°C.
Media NA yang telah steril dituangkan ke dalam 10 tabung reaksi, dengan isi
masing-masing tabung sebanyak 10 ml, dan ditutup. Tabung reaksi yang berisi
agar NA steril tersebut dan diletakkan dengan posisi miring dan biarkan hingga
memadat. Setelah memadat, diambil satu ose biakan murni A.xylinum dan
digoreskan pada agar miring dengan aseptis. Selanjutnya biakan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 - 48 jam. Proses pembuatan kultur agar miring A.xylinum

dapat dilihat pada Gambar 4.
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Aguades
100 ml

Media NA

A 4

Penimbangan, 2 gram

Pemanasan dengan hot plate

!

Sterilisasi dengan autoclave, t = 15 menit, T = 121°C

l

Tuangkan pada tabung reaksi, dan tutup

Y

Letakkan tabung reaksi dengan kemiringan 45° hingga
media memadat

l

Penggoresan biakan murni dalam agar miring

Inkubasi biakan, T = 37°C, t = 24 - 48 jam

Kultur agar

miring
A.xylinum

Gambar 4. Diagram pembuatan kultur agar miring A.xylinum
Sumber : Sujaya (2017)
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b.) Pembuatan Kultur Acetobacter xylinum Pada Agar Cawan

Proses pembuatan kultur pada cawan tidak jauh berbeda dari pembuatan kultur
agar miring, hanya saja menggnakan cawan petri sebagai wadahnya. Kultur
A.xylinum diletakkan pada cawan karena inokulasi pada agar miring tidak tumbuh
dengan baik. Kondisi tersebut dikarenakan bakteri A.xylinum merupakan bakteri
yang bersifat aerob atau yang karakteristik bakteri A.xylinum yang bersifat aerobik
atau membutuhkan oksigen dalam pertumbuhannya, sehingga dalam perlakuannya
memerlukan wadah dengan penutup yang berongga. Pembuatan kultur diawali

dengan menyiapkan nutrient agar (NA) sebanyak 100 ml.

Selanjutnya nutrient agar ditimbang sebanyak 2 gram dan dimasukkan ke dalam
erlenmayer, lalu tambahkan aquades sebanyak 100 ml. Kemudian dipanaskan
dengan hot plate hingga nutrient agar larut. Kemudian larutan NA disterilisasi
menggunakan autoclaf selama 15 menit dengan suhu 121°C. Setelah media
dingin, media dituangkan pada 4 cawan petri, lalu ditutup dan biarkan hingga
memadat. Setelah memadat, diambil satu ose biakan murni A.xylinum dan
digoreskan pada agar miring dengan aseptis. Selanjutnya biakan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 - 48 jam. Peremajaan kultur stok dilakukan maksimal satu
bulan sekali dengan proses yang sama. Proses pembuatan kultur pada cawan petri

A.xylinum dapat dilihat pada Gambar 5.



Media NA

A 4

Penimbangan, 2 gram

A 4

Agquades . y —
100 ml emanasan dengan hot plate

v
Sterilisasi dengan autoclave, t = 15 menit, T = 121°C

A 4

Tuangkan pada cawan petri, lalu tutup dan biarkan
hingga memadat

Penggoresan biakan murni dalam agar miring

Inkubasi biakan, T = 37°C, t = 24-48 jam

Kultur agar
cawan
Axylinum

Gambar 5. Diagram alir pembuatan kultur agar cawan A.xylinum
Sumber : Sujaya (2017) dimodifikasi

c.) Pembuatan Kultur Broth Acetobacter xylinum

Pembuatan kultur broth (cair) diawali dengan menyiapkan nutrient broth (NB)
sebanyak 100 ml. Selanjutnya nutrient broth ditimbang sebanyak 0,8 gram dan
dimasukkan ke dalam erlenmayer, lalu tambahkan aquades sebanyak 100 ml.

Kemudian dipanaskan dengan hot plate hingga nutrient broth larut. Kemudian

media di sterilisasi menggunakan autoclaf selama 15 menit dengan suhu 121°C.
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Selanjutnya media dituangkan pada 10 tabung reaksi dengan masing-masing
tabung berisi 10 ml, dan ditutup menggunakan sumbat kapas. Tabung reaksi yang
berisi media NB steril tersebut dan diletakkan pada rak tabung reaksi dan biarkan
hingga dingin. Setelah dingin, diambil satu ose biakan murni A.xylinum dari agar
cawan dan dimasukkan pada media NB dengan aseptis. Selanjutnya media NB
berisi kultur dicampurkan menggunakan vortex. Setelah itu, biakan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 - 48 jam, hingga media terlihat keruh. Proses

pembuatan kultur broth A.xylinum dapat dilihat pada Gambar 6.

v

Penimbangan, m = 0,8 gram

A

Aquag]els 100 Penuangan ke dalam erlenmayer

Pemanasan dengan hot plate

Y
Sterilisasi dengan autoclave, t = 15 menit T = 121-C

Penuangan ke dalam tabung reaksi , m = 10 ml

Pembiakan bakteri A.xylinum dengan ose

!

Pencampuran dengan vortex

!

Inkubasi, T=37 C.t=24-48 jam

Kultur broth
Axylinum

Gambar 6. Diagram alir pembuatan kultur broth A.xylinum
Sumber : Sujaya (2017) dimodifikasi
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d.) Perhitungan Jumlah Bakteri Acetobacter xylinum

Perhitungan bakteri merupakan suatu cara yang digunakan untuk menghitung dan
mengetahui jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada suatu media pembiakan.
Perhitungan bakteri dapat dilakukan melalui metode turbidity (kekeruhan),
perhitungan sel secara langsung (TPC), dan perhitungan secara tidak langsung.
Pada penelitian ini perhitungan jumlah bakteri dilakukan dengan cara turbidimetri

atau melihat kekeruhan yang dibandingkan dengan standar Mc Farland (McF).

Kekeruhan tersebut menunjukkan adanya pertubuhan bakteri. Standar kekeruhan
dimaksudkan untuk menggantikan perhitungan bakteri satu persatu, sehingga
lebih efisien waktu dan tenaga. Perhitungan jumlah bakteri dilakukan dengan
membandingkan turbiditas (kekeruhan) kultur bakteri dengan standar McF 0,5-10,
yang terdapat pada tabel standar McF, sehingga dapat dilihat turbiditas kultur
bakteri mana yang sesuai dengan tabel. Tabel standar McF dapat dilihat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Standar Mc Farland

Standart Mc 1% BaClz (ml) 1% H2SO4 (ml) Jumlah Bakteri
Farland (CEU/mI)
0,5 0,05 9,95 1,5 x 108
1,0 0,10 9,90 3,0 x 108
2,0 0,20 9,80 6,0 x 10°
3,0 0,3 9,7 9,0 x 108
4,0 0,4 9,6 1,2 x 10°
50 0,5 9,5 1,5 x 10°
6,0 0,6 9,4 1,8 x 10°
7,0 0,7 9,3 2,1 x 10°
8,0 0,8 9,2 2,4 x 10°
9,0 0,9 9,1 2,7 x 10°
10,0 1,0 9,0 3,0x 10°

(Whitman and Macnair, 2004)

Keterangan : Misalnya, untuk membuat larutan standar McFO0,5 memerlukan 0,05
ml larutanBaClz 1% dan 9,95 ml larutan H2SO4 1%.
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e.) Pembuatan Suspensi Kultur Acetobacter xylinum

Pembuatan suspense kultur diawali dengan memasukkan kultur broth A.xylinum

yang berumur 24 — 48 jam ke dalam tabung sentrifuge. Kemudian kultur
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 - 10 menit. Supernatan yang

dihasilkan dibuang dan pelet disentrifuge kembali. Selanjutnya diresuspensi
dengan 2 ml buffer fosfat sehingga diperoleh suspensi kultur. Pembuatan suspense

kultur bakteri A.xylinum dapat dilihat pada Gambar 7.

10 ml kultur
broth
A.xylinum

Sentrifugasi, 3000 rpm, t =5 - 10 menit

,, l

Supernatan Pelet_(sel)
(media) Axylinum
A 4
Pembuangan Sentrifugasi, t = 5-10 menit
\ 4

Peresuspensian dengan 2 ml
larutan buffer fosfat

Suspensi kultur
A.xylinum

Gambar 7. Diagram alir pembuatan suspense kultur A.xylinum
Sumber : Ifadah dkk. (2016)
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f.) Pembuatan Larutan Na-alginat

Proses pembuatan larutan na-alginat diawali dengan menimbang Na-alginat sesuali
dengan konsentrasi, yaitu 2%, 3%, 4%, dan 5% w/v. Selanjutnya Na-alginat
dimasukkan ke dalam gelas beker. Kemudian aquades dimasukkan sebanyak 10 ml ke
dalam gelas beker berisi Na-alginat, lalu diaduk hinggahomogen. Proses pembuatan
larutan Na-alginat dapat dilihat pada Gambar 8.

Na-algnat
konsentrasi 2%, 3%
4% dan 5% wi/v.

Penimbangan

Pemasukkan ke dalam gelas beker

W
Pengadukan hingga homogen

Aquades
10 ml

Larutan Na-
alginat

Gambar 8. Diagram alir pembuatan larutan Na-alginat
Sumber : Mubarokah, (2018)

g.) Pembuatan Larutan Kalsium Klorida (CaClz2)

Proses pembuatan larutan kalsium klorida diawali dengan menimbang kalsium
klorida sesuai dengan konsentrasi, yaitu 3% wi/v. Selanjutnya kalsium klorida
dimasukkan ke dalam gelas beker. Kemudian aquades dimasukkan sebanyak 10
ml ke dalam gelas beker berisi kalsium klorida, lalu diaduk hingga homogen.
Proses pembuatan larutan kalsium klorida dapat dilihat pada Gambar 9.
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Kalsium klorida
3% wiv

Penimbangan

Pemasukkan ke dalam gelas beker

Aqguades

10 ml Pengadukan hingga homogen

Larutan CaCl,

Gambar 9. Diagram alir pembuatan larutan CaCl;
Sumber : Mubarokah (2018)

3.4.2 Proses Pembuatan Imobilisasi Kultur Sel Acetobacter xylinum

Proses imobilisasi kultur sel A.xylinum diawali dengan mencampur kultur sel
sebanyak 5 ml dengan larutan Na-alginat sesuai dengan konsentrasi, yaitu 2%,
3%,4%, dan 5% w/v, lalu diaduk hingga homogen. Selanjutnya campuran kultur
sel dengan Na-alginat dimasukkan ke dalam jarum suntik, dan diteteskan ke
dalam larutan CaCl,. Kemudian beads (bulatan sel imobil) didiamkan selama 30
menit agar bentuknya tidak hancur. Selanjutnya beads disaring dan dicuci dengan
aquades. Kemudian sel imobil disimpan dalam larutan pepton. Proses imobilisasi

kultur sel A.xylinum dapat dilihat pada Gambar 10.
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5 ml Kultur

sel A.xylinum

Larutan Na-
alginat 2%,
3%, 4%, dan
5% wi/v.

Pengadukan hingga homogen

I

Pemasukkan ke dalam jarum suntik

\ 4
Pentetesan ke dalam larutan CaCl,

Pendiaman, t = 30 menit

\

Penyaringan

A 4
Aquades . Pencucian

\4

Penyimpanan pada larutan pepton

Sel imobil
Axylinum

Gambar 10. Diagram alir proses pembuatan imobilisasi sel A.xylinum
Sumber : Cahyono, et al. (2021)

3.4.3 Pembuatan Nata De Coco dengan Sel Imobil dan Starter Acetobacter
xylinum

Pembuatan nata dengan sel imobil A.xylinum diawali dengan menyaring air kelapa
sebanyak 100 ml dengan saringan, lalu dipanaskan dengan suhu 100°C. Selanjutnya
asam asetat, gula pasir dan juga ZA dimasukkan sesuai dengan takaran yang telah

ditentukan. Setelah mendidih, campuran tersebut dituangkan dalam nampan dan
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ditutup dengan kertas dan didinginkan pada suhu ruang. Kemudian beads
ditambahkan sebanyak 5 gram dan 15 ml starter, lalu nampan ditutup kembali
menggunakan kertas. Selanjutnya kertas diikat menggunakan karet gelang, agar
tidak terkontaminasi lingkungan dari luar. Setelah itu diinkubasi selama 7 - 14
hari, dengan menjaga agar tidak terkena guncangan. Selanjutnya nata siap untuk
di panen. Proses pembuatan nata de coco dapat dilihat pada Gambar 11.

Air kelapa,
100 ml

Penyaringan dengan saringan

Pemanasan pada panci, T = 100°C

Gula pasir
150 g, asam
asetat 5 ml

ZA05
SN Penambahan ‘ gram

Pendinginan, t =6 jam, T = 28 — 32°C

5 g beads

A

imobil dan
Penambahan 15 ml
starter

l Axylinum

Penutupan dengan koran dan diikat

Fermentasi, t = 7 - 14 hari

Nata siap
panen

Gambar 11. Diagram alir pembuatan nata de coco.
Sumber : Azhari (2014) dimodifikasi
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3.4.4 Pemisahan Lapisan Nata dari Sel Imobil

Setelah 10 - 14 hari fermentasi nata dilakukan, akan terbentuk lapisan putih yang
siap diambil dari wadah. Pada penelitian ini, lapisan yang terbentuk sangat tipis
dan belum menjadi nata de coco sepenuhnya. Lapisan yang terbentuk dipisahkan
dari sel imobil dan bagian lain yang rusak. Selanjutnya sel imobil dicuci dengan
aquades yang mengalir. Setelah itu, sel imobil diamati secara visual apakah terjadi
perubahan yang signifikan. Selanjutnya dilakukan pengamatan lebih lanjut terkait
kenampakan struktur sel imobil menggunakan SEM (Scanning Electron

Microscope). Proses pemisahan nata dari sel imobil dapat dilihat pada Gambar 12.

Lapisan
serat nata

Pemisahan dari sel imobil

!

Pencucian dengan aquades mengalir

Pengamatan

Sel imobil pasca
fermentasi

Gambar 12. Diagram alir pemisahan lapisan serat nata dari sel imobil
Sumber : Azhari (2014) dimodifikasi

3.5 Pengamatan

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini yaitu karakteristik sel imobil,
meliputi bentuk fisik, warna, dan tekstur sebelum dan setelah fermentasi yang
dilakukan secara visual. Sedangkan pengamatan pori-pori dan permukaan sel
imobil dilakukan menggunakan mikroskop SEM.



3.5.1 Bentuk Fisik dan Warna Sel Imobil Pasca Fermentasi

Pengamatan bentuk fisik dan warna sel imobil pasca proses fermentasi bertujuan
untuk melihat sel imobil mengalami perubahan yang signifikan selama proses

fermentasi atau tidak.

3.5.2 Permukaan dan Pori-pori Sel Imobil

Pengamatan pori-pori dan permukaan sel imobil dilakukan menggunakan SEM
(Scanning Electron Microscope). Penggunaan SEM banyak dimanfaatkan untuk
mengamati struktur morfologi permukaan sampel dalam perbesaran yang tinggi,

dengan menggunakan berkas elektron berenergi tinggi. Dimensi sampel yang akan

diamati menggunakan SEM hanya dibatasi oleh ukuran bilik sampel dari alat SEM

itu sendiri, karena sampel tidak harus ditembus oleh berkas elektron (Ardhika dkk.,
2018).

Pengamatan menggunakan SEM diawali dengan sampel sel imobil yang akan
dianalisis ditempelkan dengan menggunakan conducting glue pada tempat bahan.
Selanjutnya hand blower digunakan pada sampel agar dapat menempel dengan
baik pada conducting glue. Lalu dilakukan proses coating, yaitu melapisi sampel
dengan logam Pt atau Au agar sampel tidak rusak saat proses scanning. Sampel
yang telah melalui proses coating kemudian dilakukan vakum untuk
menghilangkan kadar air pada sampel. Setelah itu sampel siap untuk dianalisis
(Anggraeni, 2008).

3.5.3 Lapisan Serat Nata de Coco

Pengamatan terhadap lapisan serat nata bertujuan untuk melihat apakah terdapat
aktivitas bakteri A.xylinum setelah dilakukan imobilisasi. Aktivitas bakteri yang
baik dan tidak terhambat tentunya akan membentuk lapisan nata selama proses
fermentasi berlangsung. Terbentuknya lapisan nata pada pembuatan nata de coco

menggunakan sel imobil A.xylinum sebagai data pengamatan.
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V.SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Simpulan yang diperoleh pada penelitian ini yaitu :

1. Konsentrasi Na-alginat yang berbeda mempengaruhi karakteristik bentuk,
ukuran, tekstur dan warna sel imobil. Na-alginat 2% menghasilkan sel imobil
berbentuk bulat, berukuran 3 mm, tekstur sedikit lunak dan warna putih bening.
Na-alginat 3% menghasilkan sel imobil berbentuk bulat, berukuran 4 mm, tekstur
padat dan warna putih keruh. Na-alginat 4% mengasilkan sel imobil berbentuk
bulat, ukuran 6 mm, tekstur padat dan warna putih kecoklatan. Na-alginat 5%
menghasilkan sel imobil berbentuk bulat berekor, ukuran 6 mm, tekstur padat

kokoh dan warna kecoklatan.

2. Aplikasi sel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 3% menghasilkan nata de
coco dengan karakteristik lapisan serat cukup tebal dan stabil (mendekati kontrol)
,sedangkan pada sel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 4% dan 5%

menghasilkan lapisan serat yang tipis.

3. Sel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 2% menghasilkan pori-pori berukuran
60.37 um, jumlah yang sedikit, dan permukaan yang pecah (cracking),
sedangkansel imobil dengan konsentrasi Na-alginat 5% menghasilkan pori-pori

berukuran 10.55 um, jumlah yang banyak, dan permukaan yang halus.
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5.2 Saran
Saran yang sebaiknya dilakukan untuk penelitian ini yaitu :

1. Perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap lama penyimpanan sel imobil,
viabilitas (daya hidup) sel dan stabilitasnya.
2.Melakukan perhitungan jumlah bakteri menggunakan metode Total Plate Count

(TPC) sebagai perbandingan dengan metode turbidity yang telah dilakukan.
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