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ABSTRACT

PREBIOTIC POTENTIAL OF PALM OIL MESOCARP FIBER CELLULOSE
(Elaeis guineensis Jacq) AGAINST THE GROWTH OF Saccharomyces
cerevisiae and Eschericia coli

BY

LUTHFI HIDAYAT

This research aims to determine the growth of Saccharomyces cerevisiae and
Eschericia coli on palm oil mesocarp fiber cellulose growth media with different
concentrations and to determine the effect of the concentration of added palm oil
mesocarp fiber cellulose on the growth of Saccharomyces cerevisiae and Eschericia
coli. The research was conducted using a Randomized Complete Block Design
(RAKL) with a single factor and three repetitions. The single factor is the
concentration of added oil palm mesocarp fiber flour extract, the concentration
treatment consists of 7 levels, namely PO as neutral control (no addition), P1 as
negative control (1% glucose), P2 as positive control (2% inulin), P3 cellulose palm
mesocarp fiber (2%), P4 cellulose palm mesocarp fiber (4%), P5 cellulose palm
mesocarp fiber and palm components (6%), P6 cellulose palm mesocarp fiber (8%)
and P7 cellulose coconut mesocarp fiber palm oil (10%) (w/v). The research results
show that different concentrations of palm oil mesocarp fiber cellulose have the
potential to support the growth of Saccarhomyces cerevisiae. The growth of this
bacteria is no different from the growth given the inulin substrate, where inulin is a
prebiotic. Different concentrations of palm oil mesocarp fiber cellulose had no
effect on the growth of Eschericia coli. Escherichia coli bacteria live slightly and
may not live on palm oil mesocarp fiber substrates. Further tests at the 5% level on
the total growth of Saccarhomyces cerevisiae and Eschericia coli were each
significantly different at the 5% level, but the different concentrations of palm oil
mesocarp fiber cellulose extract had no significant effect on the growth of the two
bacteria.
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ABSTRAK

POTENSI PREBIOTIK SELULOSA SERAT MESOKARP KELAPA
SAWIT (Elaeis guineensis Jacq) TERHADAP PERTUMBUHAN
Saccharomyces cerevisiae dan Eschericia coli

OLEH

LUTHFI HIDAYAT

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pertumbuhan Saccharomyces
cerevisiae dan Eschericia coli pada media tumbuh selulosa serat mesokarp kelapa
sawit dengan kosentrasi yang berbeda dan mengetahui pengaruh konsentrasi
penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit terhadap pertumbuhan
Saccharomyces cerevisiae dan Eschericia coli. Penelitian dilakukan dengan
menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan faktor
tunggal dan tiga kali pengulangan. Faktor tunggal adalah konsentrasi penambahan
ekstrak tepung serat mesokarp kelapa sawit, perlakuan konsentrasi terdiri dari 7
taraf yaitu PO sebagai control netral (tanpa penambahan), P1 sebagai kontrol
negatif (glukosa 1%), P2 sebagai kontrol positif (inulin 2%), P3 selulosa serat
mesokarp kelapa sawit (2%), P4 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (4%), P5
selulosa serat mesokarp kelapa sawit dan komponen sawit (6%), P6 selulosa serat
mesokarp kelapa sawit (8%) dan P7 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (10%)
(b/v). Hasil penelitian menunjukan konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa
sawit yang berbeda berpotensi mendukung pertumbuhan Saccarhomyces
cerevisiae, pertumbuhan bakteri ini tidak berbeda dengan pertumbuhan yang
diberi substrat inulin yang dimana inulin merupakan prebiotik. Konsentrasi
selulosa serat mesokarp kelapa sawit yang berbeda tidak berpengaruh terhadap
pertumbuhan Eschericia coli. Bakteri Eschericia coli sedikit hidup dan bisa tidak
hidup pada substrat serat mesokarp kelapa sawit. Uji lanjut dengan taraf 5%
terhadap pertumbuhan total Saccarhomyces cerevisiae dan Eschericia coli
masing-masing berbeda nyata pada taraf 5%, namun kosentrasi ekstrak selulosa
serat mesokarp kelapa sawit yang berbeda tidak berpengaruh nyata terhadap
pertumbuhan kedua bakteri tersebut.

Kata kunci: Serat Mesokarp, Prebiotik, Probiotik, Hidrolisis Asam
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) merupakan tanaman komoditas
perkebunan yang cukup penting di Indonesia dan masih memiliki prospek
pengembangan yang cukup cerah (Vika dkk., 2017). Kelapa sawit menghasilkan
minyak makanan, minyak industri maupun bahan bakar nabati/biodiesel (Harahap,
2018). Menurut BPS (2021), Indonesia merupakan penghasil minyak kelapa sawit
terbesar di dunia dengan jumlah 45,1 juta ton pada tahun 2021. Perkebunan kelapa
sawit banyak dikembangkan di luar Pulau Jawa seperti, Sumatera, Sulawesi dan
Kalimantan. Pulau Sumatera merupakan produsen kelapa sawit terbesar di
Indonesia karena memiliki luas areal lahan lebih dari 780.140 hektar pada

provinsi Sumatra Selatan, Sumatra, Jambi, Riau dan Sumatera Utara.

Lahan perkebunan kelapa sawit yang semakin meluas mengakibatkan banyak
pabrik pengolahan minyak sawit yang akan menghasilkan produk samping atau
limbah yang belum termanfatkan secara maksimal. Menurut Luthfi (2016),
produk dan hasil samping kelapa sawit yaitu berupa tandan kosong kelapa sawit
(TKKS) 23%, serat mesokarp 13%, minyak sawit 20-22%, inti sawit 5 % dan
cangkang 7%. TKKS (tandan kosong kelapa sawit), serat mesokarp dan
tempurung kelapa sawit atau cangkangnya yang selama ini hanya digunakan
sebagai bahan bakar (Hartanto dan Ratnawati, 2010). Mesokarp merupakan
daging buah yang berserabut yang memiliki panjang 3-4 cm. Serat mesokarp
kelapa sawit mengandung senyawa selulosa sebesar 41,92%, lignin 21,71% dan
hemiselulosa 11,36% (Ariyani dkk., 2020). Menurut Phirom-on dan Apiraksakorn
(2021), modifikasi selulosa dari kulit pisang yang dilakukan secara enzimatik

memiliki efek prebiotik.



Prebiotik adalah suatu senyawa karbohidrat yang tidak dapat dicerna oleh enzim
pencernaan, mampu menstimulir pertumbuhan probiotik, bakteri saluran
pencernaan dan dapat menghambat pertumbuhan patogen seperti Eschericia coli
(Gibson dan Roberfroid, 1995). Prebiotik di dalam tubuh akan mendorong
pertumbuhan probiotik atau mikroorganisme menguntungkan sehingga
menghasilkan fungsi kesehatan tubuh (Kusmiyati, 2020). Menurut Roberfroid
(2004), bahan pangan dengan oligosakarida atau polisakarida (termasuk serat
pangan) berpotensi mempunyai aktivitas prebiotik. Serat pangan digolongkan
menjadi dua yaitu serat tidak larut dalam air dan serat pangan yang larut dalam
air. Sumber serat yang larut dalam air yaitu gum, pektin, B-glukan dan sebagian
hemiselulosa larut yang terdapat dalam dinding sel tanaman. Sumber serat yang
tidak larut dalam air diantaranya selulosa, lignin, hemiselulosa dan kitin
(Sulistijani, 2001). Pada penelitian Novianto et al. (2020), kulit kacang tanah
memiliki kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin sehingga ekstraknya
dimanfaatkan sebagai media pertumbuhan bakteri probiotik. Konsentrasi yang
efektif meningkatkan pertumbuhan bakteri Lactobacillus bulgaricus dengan
menggunakan konsentrasi 60% ekstrak kulit kacang tanah dan 40% MRSB
menghasilkan pertumbuhan 8,6 x 10° CFU/mL pada waktu inkubasi 4 jam dan
meningkat pada jam ke 6 sebesar 9,4 x 10° CFU/mL.

Serat mesokarp kelapa sawit yang mengandung, hemiselulosa, selulosa dan lignin
diduga memiliki potensi sebagai prebiotik. Potensi prebiotik selulosa serat
mesokarp kelapa sawit ini belum pernah diteliti sebelumnya. Potensi selulosa
serat mesokarp kelapa sawit (SMKS) sebagai sumber prebiotik dianggap sebagai
inovasi eksplorasi pemanfaatan limbah pengolahan kelapa sawit. Kemampuan
suatu mikroba probiotik untuk dapat tumbuh dan berkembang baik di dalam
media yang mengandung selulosa serat mesokarp kelapa sawit merupakan
indikasi adanya potensi prebiotik. Probiotik yang telah umum dipakai yaitu
golongan bakteri dan khamir (Metzler et al., 2005). Salah satu golongan khamir
probiotik yang digunakan pada penelitian ini yaitu Saccharomyces cerevisiae dan
mikroba patogen disaluran pencernaan yaitu Eschericia coli. Oleh karena itu
penelitian bertujuan untuk menguji prebiotik selulosa serat mesokarp sawit

terhadap pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae dan Eschericia coli dalam



media yang mengandung selulosa serat mesokarp kelapa sawit pada beberapa

konsentrasi.

1.2. Tujuan

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit
terhadap pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae.

2. Mengetahui pengaruh konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit

terhadap pertumbuhan Eschericia coli.

1.3. Kerangka Pemikiran

Limbabh hasil dari pabrik kelapa sawit meliputi limbah padat dan limbah cair.
Limbah padat yang dihasilkan yaitu tandan kosong kelapa sawit (TKKS), serat
mesokarp dan cangkang. Serat mesokarp biasanya digunakan sebagai bahan bakar
boiler dan hingga saat ini belum dimanfaatkan secara optimal. Kandungan kimia
serat mesokarp kelapa sawit diantaranya seperti selulosa, lignin dan hemiselulosa
berpotensi sebagai prebiotik. Pada penelitian Novianto et al. (2020), ekstrak kulit
kacang tanah dijadikan sebagai prebiotik untuk pertumbuhan mikroba probiotik.
Kosentrasi yang efektif meningkatkan pertumbuhan bakteri Lactobacillus
bulgaricus yaitu dengan kosentrasi 60% ekstrak kulit kacang tanah dengan hasil

pada titik optimum 9,4 x 10° CFU/mL pada jam ke 4 sampai ke 6.

Serat mesokarp kelapa sawit mengandung senyawa selulosa sebesar 41,92%,
lignin 21,71% dan hemiselulosa 11,36% (Ariyani dkk., 2020) dapat ditambahkan
dalam media tumbuh Saccharomyces cerevisiae dan Eschericia coli sehingga
pertumbuhan mikroba tersebut dapat dimonitor. Metode yang digunakan untuk
mengambil selulosa mesokarp kelapa sawit menggunakan metode hidrolisis asam
menggunakan pelarut H>SO4. Hidrolisis asam dapat memotong rantai polisakarida
pada serat sehingga dapat menambah kelarutan serat yang dihasilkan. Hidrolisis

asam digunakan karena membutuhkan biaya yang relatif lebih murah



dibandingkan dengan hidrolisis enzimatis (Raharja dkk., 2004). Selulosa serat
mesokarp kelapa sawit diharapkan dapat dijadikan sebagai prebiotik dan dapat
meningkatkan pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae serta mencegah

pertumbuhan Eschericia coli.

1.4. Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagi berikut:

1. Konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit berpengaruh nyata terhadap
pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae.

2. Konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit berpengaruh nyata terhadap

pertumbuhan Eschericia coli.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kelapa Sawit

Tanaman kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq) berasal dari Afrika Barat,
meskipun ada pendapat yang menyebutkan bahwa kelapa sawit juga mungkin
berasal dari Amerika Selatan, khususnya Brazil. Alasannya adalah karena spesies
kelapa sawit lebih melimpah di hutan Brazil daripada di Amerika lainnya. Namun,
kenyataannya kelapa sawit tumbuh subur di luar habitat asalnya, seperti Malaysia,
Indonesia, Thailand, dan Papua Nugini. Bahkan, tanaman ini dapat menghasilkan

produksi yang lebih tinggi per hektar daripada di habitat aslinya (Harahab, 2018).

Pada tahun 1848, pemerintah kolonial Belanda memperkenalkan kelapa sawit
pertama di Indonesia dengan membawa empat bibit dari Maritius dan Amsterdam
untuk ditanam di Kebun Raya Bogor. Budidaya komersial kelapa sawit dimulai
pada tahun 1911 oleh Adrien Haller seorang warga negara Belgia yang memiliki
pengalaman dalam kelapa sawit di Afrika. Upaya budidayanya diikuti oleh K.
Schadt, yang menandai awal dari perkebunan kelapa sawit di Indonesia. Sejak
saat itu, industri perkebunan kelapa sawit di Indonesia berkembang pesat, dimulai
dari Pantai Timur Sumatra (Deli) dan Aceh dengan luas perkebunan awal
mencapai 5.123 hektar. Pada tahun 1919, Indonesia mulai mengekspor 576 ton
minyak kelapa sawit ke Eropa, dan tahun 1923, mereka juga mulai mengekspor

850 ton minyak inti kelapa sawit (Fauzi dkk., 2012).

Kelapa sawit dikenal sebagai tanaman penghasil minyak goreng. Bagian
utama dari kelapa sawit adalah buahnya yang dapat menghasilkan minyak
kelapa sawit mentah (CPO). Biasanya minyak kelapa sawit mentah banyak

diolah lagi untuk kemudian menjadi minyak goreng. Namun tidak hanya



minyak goreng saja yang dapat dihasilkan dari pengolahan minyak kelapa
sawit mentah. Ada beberapa produk lain yang bisa dihasilkan dari pengolahan
minyak kelapa sawit mentah, diantaranya adalah margarine, Vanaspati
(Vegetable ghee), shortening, es krim, bakery fats, cocoa butter, sabun dan
detergen, textiles oils dan biodesel, serta masih banyak lagi. Kebanyakan dari
hasil pengolahan minyak kelapa sawit adalah dalam bentuk produk makanan

(Nugroho, 2019).

Menurut Vika dkk, (2017) klasifikasi tanaman kelapa sawit adalah
sebagai berikut:
Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Liliopsida

Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Elaeis

Spesies : Elaeis guineensis Jagk.

2.1.1. Bagian-Bagian Kelapa Sawit

Kelapa sawit memiliki ciri-ciri fisiologi diantaranya yaitu daun, batang, akar,
bunga dan buah. Daun kelapa sawit bermajemuk, bewarna hijau dengan pelepah
bewarna sedikit lebih muda. Batang pada pohon kelapa sawit diselimuti bekas
pelepah hingga umur 12 tahun. Setelah umur 12 tahun pelepah yang kering akan
terlepas hingga tanaman menjadi mirip pohon kelapa. Akar dari pohon ini yaitu
serabut mengarah kebawah dan ke samping, terdapat juga akar napas yang
mengarah tumbuh ke samping atas. Kelapa sawit memiliki bunga jantan dan
betina terpisah dan memiliki waktu pematangan yang berbeda sehingga jarang
terjadi penyerbukan sendiri. Bunga Jantan memiliki bentuk panjang dan lancip,
bunga betina lebih besar dan mekar. Buah kelapa sawit mempunyai warna
bervariasi dari hitam, ungu hingga merah. Buah yang bergerombol dalam tandan

yang muncul dari tiap pelepah (Vika dkk., 2017).



Pada dasarnya buah sawit terdiri dari empat bagian utama, yaitu eksokarp,
mesokarp, endokarp, dan endosperma bisa dilihat pada Gambar 1. Eksokarp
(exocarp) merupakan bagian terluar dari buah sawit yang berupa kulit buah yang
bertekstur licin dan berwarna merah jingga pada buah yang matang. Mesokarp
(mesocarp) adalah bagian penting dari buah sawit, karena bagian inilah sebagian
besar minyak (crude palm oil) tersimpan. Bagian ini adalah daging buah yang
berserabut dan berwarna kuning terang. Sementara itu, endokarp (endocarp)
adalah bagian lebih dalam setelah mesokarp yang berupa cangkang atau
tempurung yang melindungi bagian dalam yang berupa inti sawit atau kernel
(endosperm). Pada kernel inilah embrio sawit berada, yang mana merupakan

bagian yang menghasilkan minyak inti sawit (palm kernel oil) (Nugroho, 2019).

Endosperm

Gambar 1. Bagian-bagian Buah Kelapa Sawit (Nugroho, 2019)

2.1.2. Pengolahan Buah Sawit

Proses produksi CPO dari tandan buah segar (TBS) kelapa sawit dimulai dari
proses penerimaan, penimbangan, penimbangan tandan buah yang diangkut ke
pabrik kelapa sawit (PKS) berguna untuk mengetahui tonase TBS yang diterima
pabrik. Hal ini menjadi data penting untuk mengukur produktivitas dari proses
produksi minyak kelapa sawit., sortasi, perebusan, perebusan TBS memiliki
beberapa fungsi antara lain untuk menginaktivasi enzim lipase penyebab kenaikan
kadar asam lemak bebas (ALB), mempermudah dalam proses perontokkan buah,
serta mengoptimalkan proes ekstraksi pada mesin pencacahan dan pengepresan
perontokkan, pencacahan, pengepresan, filtrasi, klarifikasi, dan berakhir di proses

penyimpanan dan pengiriman (Valencia dan Fitra, 2021).



Hasil dari pengolahan buah sawit akan menghasilkan limbah padat dan limbah
cair. Limbah padat dari pabrik kelapa sawit berasal dari proses pengolahan tandan
kosong sawit (TKS), cangkang, serabut atau serat mesokarp, lumpur dan bungkil.
Sedangkan limbah cair dari pabrik kelapa sawit berasal dari unit proses
pengukusan (sterilisasi), proses klarifikasi dan buangan hidrosiklon. Umumnya,
limbah cair industri kelapa sawit ini masih banyak mengandung unsur hara yang
dibutuhkan tanaman dan tanah. Limbah cair biasanya digunakan sebagai alternatif
pupuk di lahan perkebunan kelapa sawit. Pelepah, serabut dan cangkang
digunakan sebagai bahan bakar boiler dan biogas sedangkan limbah tandan

kosong kelapa sawit digunakan sebagai bahan baku polyester (Nugroho, 2019).

2.1.3. Serat Mesokarp

Mesokarp merupakan daging buah yang berserabut. Serat mesokarp sawit yang
disebut sabut atau serabut sawit (mesocarp fiber) adalah serat yang terdapat pada
daging buah kelapa sawit yang merupakan bahan alam berbentuk serabut panjang
antara 3-4 cm. Serat merupakan limbah padat yang dihasilkan setelah proses
pengepresan buah pada stasiun pressing. Pada unit depericarper juga dihasilkan
serat yang merupakan hasil pembersihan cangkang dari serat-serat yang
menempel. Volume serat yang dihasilkan pabrik kelapa sawit sekitar 13—14% dari

TBS yang diolah (Ariyana dkk., 2020).

Senyawa yang paling banyak terkandung dalam serat kelapa sawit adalah
selulosa, lignin, hemiselulosa, dan holoselulosa pada Gambar 2, 3, 4 dan 5.
Holoselulosa dan hemiselulosa memiliki struktur kimia yang sama dengan
selulosa tetapi memiliki sifat yang sama dengan lignin. Hemiselulosa dan selulosa
adalah dua jenis polisakarida yang ditemukan dalam dinding sel tumbuhan.
Perbedaannya terletak pada struktur kimia dan fungsi mereka. Hemiselulosa
merupakan heteropolisakarida yang mengandung berbagai gula, termasuk (-
glukosa, a-glukosa, dan xilosa. Hemiselulosa umumnya terdiri dari dua atau lebih
residu pentose yang berbeda. Heteropolisakarida terdiri dari unit monosakarida

yang berbeda. Selulosa merupakan homopolisakarida yang terdiri atas 100 — 1000



unit B D-glukosa. Homopolisarida adalah polisakarida yang terdiri dari unit
monosakarida yang sama. Lignin terdiri dari unit-unit fenolik yang saling
terhubung dengan ikatan kimia yang kuat, yang memberikan sifat sulit di tembus
terhadap air dan kekuatan mekanik yang tinggi (Ariyana dkk., 2020). Komposisi
kimia serat kelapa sawit dapat dilihat pada Tabel 1 sebagai berikut.
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Gambar 3. Struktur Hemiselulosa (Park et al., 2008).
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Gambar 5. Struktur Lignin (Park et al., 2008).



Tabel 1. Komposisi Kimia Serat Kelapa Sawit.

10

Unsur Nilai
Selulosa (%) 42,7 - 65
Lignin (%) 13,2 -25,31
Hemiselulosa (%) 17,1 — 33,5
Holoselulosa (%) 68,3 — 86,3
Kadar abu (%) 1,3-6,04
Ekstraktif dalam air panas (100°C) (%) 2,8—-14,79
Kelarutan dalam air dingin (30°C) (%) 8 —11,46
Alkali larut (%) 14,5 -31,17
Alfa selulosa (%) 41,9 - 60,6
Kelarutan alkohol — benzene (%) 2,7-12
Pentosan (%) 17,8 - 20,3
Glukosa (%) 66,4
Silika (%) 1,8
Cu (g/g) 0,8
Kalsium (g/g) 2,8
Mn (g/g) 7,4
Fe (g/g) 10,0
Sodium (g/g) 11,0

Sumber: Muthia ef al. (2017)

2.1.4. Serat Pangan

Serat pangan adalah karbohidrat kompleks yang tidak dapat dicerna oleh enzim

pencernaan yang ditemukan pada tanaman. Serat pangan bukanlah unsur atau

makanan tunggal. Serat pangan tidak mengandung kalori dan dikenal sebagai

makanan tinggi serat, rendah lemak seperti sayuran dan buah-buahan (Fairudz dan

Nissa, 2014). Serat pangan digolongkan menjadi dua yaitu serat tidak larut dalam

air (IDF) dan serat pangan yang larut dalam air (SDF). Sifat kelarutan ini sangat

menentukan pengaruh fisiologis serat pada proses-proses di dalam pencernaan dan

metabolisme zat-zat gizi (Sulistijani, 2001).
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Insoluble dietary fiber (IDF) diartikan sebagai serat pangan yang tidak larut di
dalam air panas maupun air dingin. Sumber IDF adalah selulosa, lignin, sebagian
besar hemiselulosa, sejumlah kecil kitin, lilin tanaman dan kadang-kadang
senyawa pektat yang tidak dapat larut. Sedangkan solube dietary fiber (SDF)
adalah serat pangan yang dapat larut dalam air hangat atau panas, dan terendapkan
oleh air yang telah dicampur dengan empat bagian etanol. Sumber SDF
diantaranya adalah gum, pektin, dan sebagian hemiselulosa larut yang terdapat
dalam dinding sel tanaman (Kurniawati, 2016). Serat mesokarp mengandung
holoselulosa, hemiselulosa, selulosa, lignin dan glukosa. Serat mesokarp termasuk

kedalam serat yang tidak larut dalam air.

Serat pangan mempunyai dua peran utama dalam jalur gastrointestinal. Serat
pangan larut dalam air sepenuhnya difermentasi dalam caecum oleh bakteri
anaerob untuk menghasilkan asam lemak rantai pendek atau “short chain fatty
acid” (SCFA) seperti butirat yang secara cepat diserap oleh penghuni kolon
sebagai sumber energi untuk perkembangbiakan. SCFA juga mendorong
reabsorpsi air dan natrium dalam colon sehingga menghidrasi kolon dan feses.
Serat tak larut tahan terhadap gangguan bakteri dalam kolon oleh karena itu
sebagian besar dikeluarkan secara utuh. Serat tersebut mengikat air sehingga
meningkatkan berat feses, tetapi menurunkan waktu transit dalam kolon dengan

menstimulasi peristaltik dalam kolon (Meirza dkk., 2014).

2.2. Ekstraksi Hidrolisis Asam

Hidrolase merupakan salah satu reaksi enzimatis. Enzim yang termasuk dalam
kelompok hidrolase bekerja sebagai katalis pada reaksi hidrolisis. Hidrolisis
adalah proses dekomposisi kimia dengan menggunakan air untuk memisahkan
ikatan kimia dari substansinya. Proses hidrolisis dipengaruhi oleh beberapa faktor,
yaitu enzim, ukuran partikel, temperatur, pH, waktu hidrolisis, perbandingan
cairan terhadap bahan baku (volume substrat), dan pengadukan. Hidrolase
terdapat tiga jenis yaitu memecahkan ikatan ester, memecahkan glikosida dan

memecahkan ikatan peptide, contoh dari dari pemecahan hidrolase yaitu esterase,
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lipase, fosfatase, amilase, amino peptidase, karboksi peptidase, pepsin, tripsin dan

kimotripsin (Netty dkk., 2017).

Hidrolisis asam adalah reaksi kimia dimana suatu senyawa dipecah oleh air
dengan bantuan asam. Asam bertindak sebagai katalis untuk memecah ikatan
kimia dalam molekul, menghasilkan produk yang dapat larut dalam air. Proses ini
umumnya melibatkan penambahan ion hidrogen (H+) ke dalam molekul yang
akan dihidrolisis. Asam sulfat (H2SO4) digunakan pada proses hidrolisis asam
untuk menghilangkan bagian amorfus selulosa. Amorfus selulosa merupakan
struktur selulosa yang tidak memiliki pola kristal yang teratur atau terstruktur
secara jelas. Selulosa adalah polimer glukosa yang terdiri dari rantai panjang unit
glukosa yang terhubung melalui ikatan -1,4-glikosida. Dalam selulosa amorfus,
unit-unit glukosa ini disusun secara acak atau tidak teratur (Cahyaningtyas dkk.,

2020).

Perlakuan hidrolisis asam bertujuan untuk memecah bagian amorfus dari selulosa
sehingga mereduksi ukuran serat seperti yang ditunjukkan seperti Gambar 2.
Ketika asam sulfat berdifusi ke dalam serat terjadi pemisahan ikatan glikosidik
sehingga terjadi pemisahan fibril pada selulosa yaitu struktur panjang dan halus
yang membentuk selulosa. Fibril selulosa adalah unit struktural dasar dari selulosa

(Julianto dkk., 2017)
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Gambar 6. Reaksi Hidrolisis Asam pada Selulosa (Julianto dkk., 2017)



13

2.3. Prebiotik

Prebiotik pada umumnya adalah karbohidrat yang tidak dicerna dan tidak diserap,
biasanya dalam bentuk oligosakarida dan serat pangan. Menurut Gibson dan
Roberfroid (1995), prebiotik adalah suatu senyawa yang tidak dapat dicerna oleh
enzim pencernaan, mampu menstimulir pertumbuhan probiotik, bakteri saluran
pencernaan dan dapat menghambat pertumbuhan patogen sehingga dapat

meningkatkan kesehatan inang.

Prebiotik dapat berperan sebagai alternatif untuk probiotik atau sebagai kofaktor
probiotik. Prebiotik hanya meningkatkan pertumbuhan mikroflora
menguntungkan dan atau mereduksi mikroflora patogen di dalam usus inang
dengan mengurangi pH cairan usus melalui produksi asam-asam lemak rantai
pendek (SCFA) yang selanjutnya akan digunakan mikroorganisme inang sebagai
sumber energi (Harish dan Varghese, 2006). Secara umum, proses pencernaan
prebiotik memiliki karakteristik dengan mengubah kepadatan populasi mikroflora

non patogen saluran pencernaan (Caglar et al., 2005).

Karaketristik utama dari prebiotik adalah tahan terhadap enzim pencernaan dalam
usus manusia tetapi dapat difermentasi oleh koloni mikroflora. Dengan efek ini
prebiotik dapat menghalangi bakteri yang berpotensi sebagai patogen, terutama
Clostridium dan untuk mencegah diare. Penelitian Kusmiyati ef al. (2018),
menunjukkan bahwa prebiotik yang dikombinasikan dengan probiotik L. casei

dapat menurunkan diare pada mencit yang diinduksi E. coli.

Komponen pangan yang dapat digolongkan sebagai prebiotik harus memenuhi
kriteria yaitu: tahan terhadap asam lambung, tidak dihidrolisis oleh enzim-enzim
pencernaan dan tidak diserap oleh usus halus, difermentasi oleh mikroflora usus
besar dan secara selektif menstimulir pertumbuhan dan/atau aktivitas bakteri
dalam usus besar yang berkontribusi dalam kesehatan tubuh (Brownawell et al.,

2012).
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Prebiotik secara alami banyak ditemukan pada makanan, sehingga orang tidak
perlu mengonsumsi suplemen prebiotik. Prebiotik ditemukan dalam banyak buah-
buahan dan sayuran, terutama yang mengandung karbohidrat kompleks, seperti
serat dan pati resisten. Karbohidrat ini tidak dapat dicerna oleh tubuh, sehingga
dapat melewati sistem pencernaan untuk menjadi makanan bagi bakteri dan
mikroba baik lainnya. Senyawa karbohidrat yang tidak dapat dicerna dan
diklasifikasikan sebagai prebiotik adalah jenis serat yang dapat difermentasi,
sehingga dapat diklasifikasikan sebagai serat makanan. Beberapa sumber
makanan yang mengandung prebiotik yaitu umbi yakon, dahlia, gembili dan biji-

bijian juga diklasifikasikan sebagai sumber prebiotik (Kusmiyati, 2020).

2.4. Probiotik

Probiotik merupakan pangan/suplemen pangan yang berisi mikroba hidup yang
memberi efek yang menguntungkan (kesehatan) pada saluran pencernaan (Brady
et al., 2000). Probiotik menurut FAO/WHO (2007) adalah mikroorganisme hidup
yang masuk dalam jumlah yang cukup sehingga dapat memberikan manfaat
kesehatan bagi inang. Jumlah yang cukup yang dimaksud oleh FAO/WHO (2007)
ini adalah 10°-10% CFU/g dan diharapkan dapat berkembang menjadi 10'> CFU/ g
di dalam kolon. Menurut standar International Dairy Federation (IDF) jumlah
minimum probiotik hidup sebagai acuan adalah 10° koloni/ml pada produk akhir

(Indratingsih et al., 2004).

Menurut Food and Agriculture Organization/World Health Organization
(FAO/WHO) (2001), mikroorganisme probiotik seharusnya memiliki kemampuan
untuk melewati sistem pencernaan dengan baik dan tahan terhadap lingkungan
lambung serta cairan empedu dalam saluran pencernaan. Dengan kata lain,
mereka harus bisa bertahan hidup selama perjalanan melalui saluran pencernaan
dan terkena paparan empedu. Selain itu, probiotik juga perlu memiliki
kemampuan untuk melekat pada permukaan sel-sel usus, membentuk koloni di

saluran pencernaan, menghasilkan senyawa anti-mikroba yang disebut
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bakteriosin, mampu berkembang biak dengan baik, dan memberikan manfaat

yang positif bagi kesehatan manusia.

Efek positif dari konsumsi probiotik bagi kesehatan adalah mencegah diare karena
dapat melawan rotavirus, menstimulasi sistem imun, mencegah pembengkakan
usus (irritable bowel diseases), memberi manfaat bagi penderita intoleran laktosa,
membantu mengatasi alergi, menurunkan resiko kanker, mencegah infeksi
patogen di saluran pernapasan, mencegah konstipasi, dan menurunkan kadar
kolesterol (Yulinery et al., 2006). Menurut Ducluzeau et al. (1991), beberapa
probiotik yang telah umum dan aman dipakai, yaitu Lactobacillus acidophillus, L.
casei, L.plantarum, Streptococcus cremoris, S. Lactis, Enterococcus faecium,
Leuconostoc mesentroides, Propionibacterium shermanii, Pediococcus acidilactii,
P. cerevisiae, Bifidobacterium adolescentis, B. coagulans, Bacteroides
amylophilus, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis candida, Aspergillus niger,
dan A. oryzae. Bakteri probiotik yang umum dipakai juga dapat dilihat pada Tabel
2 sebagai berikut.

Tabel 2. Bakteri Probiotik Yang Umum Dipakai
Bakteri Khamir

Lactobacillus bulgaricus Saccharomyces cerevisiae
L. acidophilus S.boulardi

L. paracasei

Streptococcus thermophillus

Enterococcus faecium

E. faecalis

Bifidobacterium pseudolongum

B. thermophilum

B.breve B.bifidum Bacillus

cereus B.toyoi

B. subtilis

Sumber: Metzler et al. (2005)
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2.5. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cereviceae merupakan khamir (yeast) yang tergolong eukariot
mempunyai potensi kemampuan yang tinggi sebagai imunostimulan yaitu
senyawa atau zat yang dapat meningkatkan atau merangsang sistem kekebalan
tubuh. Khamir ini telah dipelajari karena potensinya dalam meningkatkan respons
imun tubuh terhadap infeksi dan penyakit. Saccharomyces cereviceae secara
morfologi hanya membentuk blastopora berbentuk bulat lonjong, silindris, oval
atau bulat telur yang dipengaruhi oleh strainnya. Berkembang biak dengan
membelah diri melalui “budding cell”. Reproduksinya dapat dipengaruhi oleh
keadaan lingkungan serta jumlah nutrien yang tersedia bagi pertumbuhan sel

(Pratiwi, 2018).

Proses glikolisis pada Saccharomyces cereviceae yaitu ketika glukosa masuk ke
dalam sel, glukosa intrasel akan mengalami disimilasi dan atau asimilasi oleh
proses metabolism. Begitu glukosa di dalam sel, glukosa mengalami fosforilasi
oleh enzimkinase menjadi glukosa-6-fosfat dan kemudian mengalami isomerisasi
menjadi fruktosa-6-fosfat oleh enzim fosfoglukosa isomerase. Selanjutnya enzim
fosfofruktokinase membantu metabolisme fosforilase fruktosa-6-fosfat menjadi
fruktosa -1,6-bifosfat. Tahapan ini merupakan bagian awal dari proses glikolisis
yang memerlukan enerji dalam bentuk ATP. Aktivitas berikutnya melibatkan
enzim aldolase, triosefosfat isomerase, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenase,
fosfogliserat kinase, fosfogliserat mutase, enolase dan piruvat kinase. Tahap akhir
proses glikolisis adalah pembentukan piruvat yang berkaitan dengan produk net
enerji dan pengurangan equalensi. Jalur glikolitik sangat esensial bagi seluruh

spesies khamir (Kustyawati, 2018).

Saccharomyces cereviceae yang mempunyai kemampuan fermentasi telah lama
dimanfaatkan untuk pembuatan berbagai produk makanan dan sudah banyak
digunakan sebagai probiotik. Khamir Saccharomices cerevisiae, bakteri ini dapat
dimanfaatkan sebagai probiotik, prebiotik dan kegunaan lainnya di dalam
meningkatkan kesehatan (Ahmad, 2005). Dalam penelitian yang dilakukan

Mancini dan Paci (2021), mendapatkan korelasi dari pemberian S. cerevisiae
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terhadap bakteri pada kelinci yaitu dengan cara mengurangi jumlah bakteri
patogen dan meningkatkan jumlah bakteri aerob dan anaerob yang

menguntungkan di dalam usus.

Saccharomyces cerevisiae tumbuh optimal pada pH antara 4,8-5,0. Jika pH terlalu
tinggi dan rendah maka akan membuat Saccharomyces cerevisiae tidak dapat
tumbuh secara optimal (Buckle et al., 2010). Suhu optimal yang diperlukan untuk
pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae yaitu suhu antara 28°C — 30°C dan suhu
maksimal 35°C- 47°C. Suhu yang rendah akan membuat enzim pada sel
Saccharomyces cerevisiae berubah sehingga enzim tidak dapat bergabung dengan
substrat, akibatnya Saccharomyces cerevisiae tidak aktif yang disebut inaktif.
Pada suhu yang tinggi enzim pada sel Saccharomyces cerevisiae akan mengalami

kerusakan yang disebut denaturasi (Solikhin ef al., 2012).

2.6. Pembiakan Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae dapat diperoleh dari ragi atau yeast, Yeast merupakan
mikroorganisme yang termasuk dalam fungi uniseluler yang menyebabkan
terjadinya fermentasi. Yeast biasanya mengandung mikroorganisme yang
melakukan fermentasi dan media biakan bagi mikroorganisme tersebut. Media
tumbuh yeast ini dapat berbentuk cairan nutrien. Yeast umumnya digunakan
dalam industri pangan untuk membuat makanan dan minuman hasil fermentasi
seperti acar, roti dan bir. Yeast berkembang biak dengan suatu proses yang dikenal
dengan istilah pertunasan, yang menyebabkan terjadinya peragian. Sebagian besar
yeast berasal dari mikroorganisme jenis Saccharomyces cerevisiae (Mudjajanto

dan Yulianti, 2004).

Saccharomyces cerevisiae diperbanyak dengan metode kultur cair dengan
menggunakan beberapa media perbanyakan. Isolasi khamir (S.cerevisiae) dapat
dilakukan secara komersial menggunakan fermipan. Menurut Febriyanti ef al.
(2017), isolasi khamir dilakukan dengan cara mengambil 1 gram ragi roti
dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 9 mL akuades steril (10™")

lalu dikocok hingga menjadi homogen. Selanjutnya dilakukan pengenceran 107
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dengan mencampurkan 1 mL homogenat dengan 9 mL akuades steril. Hal tersebut
dilakukan seterusnya hingga tingkat pengenceran mencapai 1078, Inokulum pada
pengenceran 107! sampai dengan pengenceran 107 dibiakkan pada medium PDA
dengan mengambil 1 mL larutan menggunakan pipet, kemudian disebarkan pada
permukaan secara merata, lalu diinkubasi pada suhu 35°C selama 48 jam.
Perbanyakan S. cerevisiae dilakukan menggunakan metode kultur cair.

S. cerevisiae dibiakkan dalam media Yeast Malt Broth (YMB) untuk masa

adaptasi.

2.7. Eschericia coli

Escherichia coli termasuk pada family Enterobacteriaceae. E. coli merupakan
bakteri gram negatif yang berbentuk batang pendek atau sering disebut kokobasil.
Gram negatif memiliki dinding sel yang lebih tipis. Dinding selnya memiliki
membran luar tambahan yang mengandung lipopolisakarida yang berfungsi
sebagai perlindungan tambahan dan menjadi target bagi beberapa antibiotik.
Sedangkan gram positif memiliki dinding sel tebal yang terdiri dari peptidoglikan,
dinding selnya mengandung lipoteikoid dan teikoid yang membantu dalam
struktur dan fungsi. Bakteri ini mempunyai flagel, yang mempunyai ukuran 0,4-
0,7 pum x 1,4 um. E. coli memiliki panjang sekitar 2 um, diameter 0,7 um, lebar
0,4-0,7 pm, dan bersifat anaerob fakultatif dan membentuk koloni yang bundar,

cembung, dan halus dengan tepi yang nyata (Martani, 2020).

Menurut Zakia et al. (2015), klasifikasi bakteri Escherichia coli adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli
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Escherichia coli adalah bakteri gram negatif yang menghuni saluran pencernaan.
Kebanyakan jenisnya tidak menyebabkan penyakit, namun terdapat 5 patotipe
yang berhubungan dengan diare: E. coli enterotoksigenik (ETEC), E. coli
penghasil toksin Shiga (STEC), E. coli enteropatogenik (EPEC), E. coli
enteroaggregatif (EAEC), dan E. coli enteroinvasif (EIEC). Entero Toxigenic E.
coli (ETEC) adalah E. coli patogen penyebab utama diare akut dengan dehidrasi
pada anak-anak dan orang dewasa. ETEC menghasilkan enterotoksin yang
menyebabkan terjadinya ekskresi cairan elektrolit tubuh sehingga timbul diare
dengan dehidrasi. EPEC (Entero Pathogenic E. coli), merupakan strain pertama
diantara strain E. coli yang berhasil diidentifikasikan sebagai penyebab diare

patogenik (Rahayu et al., 2018).

EIEC (Enteroinvasive E. coli) mempunyai beberapa persamaan dengan Shigella
antara lain dalam hal reaksi biokimia dengan gula-gula pendek, serologi dan sifat
patogenitasnya. EIEC mengadakan penetrasi mukosa usus dan mengadakan
multiplikasi pada sel-sel epitel colon (usus besar). Kerusakan yang terjadi pada
epitel usus menimbulkan diare berdarah. EHEC (Enterohaemorrhagic E. coli)
Patogenitas EHEC adalah dengan memproduksi sitotoksin yang bertanggung
jawab terhadap terjadinya peradangan dan perdarahan yang meluas di usus besar
yang menimbulkan terjadinya haemolytic ureamic syndrome terutama pada anak-
anak. EAEC (Entero Adherent E. coli) patogenitas EAEC terjadi karena kuman
melekat rapat-rapat pada bagian mukosa intestinal sehingga menimbulkan
gangguan. Mekanisme terjadinya diare yang disebabkan menghasilkan sitotoksin
yang menyebabkan terjadinya diare. Eschericia coli memiliki siklus hidup yang
cepat yang memungkinkan penelitian dan pengujian dapat dilakukan dengan
cepat. Banyak strain E. coli yang digunakan dalam penelitian mikrobiologi tidak

patogenik dan dianggap aman untuk digunakan. (Rahayu et al., 2018).



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian,
Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian Jurusan Teknologi Hasil Pertanian
dan Laboratorium Bioteknologi Jurusan Proteksi Tanaman Fakultas Pertanian
Universitas Lampung. Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan November

2023 sampai bulan Januari 2024.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu serat mesokarp kelapa
sawit yang didapat dari PTPN VII Bandar Lampung, ragi roti (Fermipan), kultur
khamir Saccaharomyces cerevisiae, PDA (Potato Dextrose Agar), NB (Nutrient
Broth), NA (Nutrient Agar), EMBA (Eosin Methylene Blue Agar), MEA, bakteri
patogen Escherichia coli, kertas saring, etanol 96%, NaOH, aquadest, H>SO4,

H:20», glukosa dan inulin.

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan, grinder, baskom,
kompor, talenan pisau, autoklaf, inkubator, kain saring, shaker, erlenmeyer,
tabung reaksi, cawan petri, alumunium foil, gelas ukur, beaker glass, pipet tetes,
mikropipet, colony counter, termometer, evaporator, batang pengaduk, bunsen,

pengaduk kaca, hotplate, jarum ose, laminar air flow dan rak tabung reaksi.
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3.3. Metode Penelitian

Penelitian meliputi dua tahap, tahap pertama yaitu pembuatan selulosa tepung
mesokarp kelapa sawit dan tahap kedua pengujian potensi prebiotik selulosa serat
mesokarp kelapa sawit. Penelitian utama dilakukan dengan menggunakan
Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan faktor tunggal dan tiga kali
pengulangan. Faktor tunggal adalah konsentrasi penambahan ekstrak tepung serat
mesokarp kelapa sawit, perlakuan konsentrasi terdiri dari 7 taraf yaitu PO sebagai
control netral (tanpa penambahan), P1 sebagai kontrol negatif (glukosa 1%), P2
sebagai kontrol positif (inulin 2%), P3 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (2%),
P4 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (4%), P5 selulosa serat mesokarp kelapa
sawit (6%), P6 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (8%) dan P7 selulosa serat
mesokarp kelapa sawit (10%) (b/v). Percobaan diulang 3 kali ulangan, sehingga
total unit percobaan 16x3 = 48 unit percobaan. Data yang diperoleh selanjutnya
dianalisis dengan sidik ragam (Anova) dan dilanjutkan uji lanjutan BNT pada
taraf 5%. Pengamatan yang dilakukan adalah uji pertumbuhan Saccharomyces
cerevisiae dan Escherecia coli. Penentuan variasi konsentrasi ekstrak tepung serat
mesokarp buah kelapa sawit mengacu pada ekstrak kulit kacang tanah sebagai

media pertumbuhan mikroba probiotik (Novianto et al., 2020).

3.4. Pelaksanaan Penelitian

3.4.1. Ekstraksi Selulosa Serat Mesokarp Kelapa Sawit

a. Pembuatan Tepung Serat Mesokarp Kelapa Sawit

Proses pembuatan tepung serat mesokarp kelapa sawit mengikuti prosedur Bakar
(2009), tahapan yang dilakukan yaitu pertama serat mesokarp kelapa sawit
sebanyak 500 gram dicuci lalu ditiriskan selama 0,5 jam, setelah itu dipotong-
potong dengan ukuran 5 cm. Tahapan ketiga yaitu serat mesokarp kelapa sawit
ditumbuk dan disaring menggunakan ayakan 80 mesh sehingga diperoleh tepung

serat mesokarp kelapa sawit.
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b. Pembuatan Selulosa Serat Mesokarp Kelapa Sawit

Ekstraksi Selulosa tepung serat mesokarp kelapa sawit mengacu pada penelitian
Megashah dkk. (2017) dengan metode hidrolisis asam. Tepung serat mesokarp
kelapa sawit akan dipanaskan dengan larutan NaOH untuk menghilangkan lignin
dengan konsentrasi 10% b/v pada suhu 80-85 °C selama 1 jam. Rasio padatan dan
cairan ditetapkan pada 1:10 (w:v). Setelah itu dilakukan penetralan dan
dikeringkan. Tepung serat mesokarp selanjutnya di bleaching dengan
menggunakan H>O; untuk menghilangkan sisa lignin dengan konsentrasi 10% b/v,
setelah itu dipanaskan dengan hotplate pada suhu 85-90°Cselama 1.5 jam.
Kemudian dilakukan penetralan dan dikeringkan. Selanjutnya tepung serat
mesokarp kelapa sawit sebanyak 35 gram dimasukan ke dalam 500 mL (7% w/v)
dan dimasukan ke dalam gelas erlenmeyer dan dicampurkan dengan larutan
H>SO4 untuk memecah ikatan selulosa dengan 2% (v/v) kemudian dilakukan
proses hidrolisis selama 2 jam pada suhu 115 °C, setelah itu dilakukan penetralan
dan pengeringan. Penetralan dilakukan supaya khamir S. cerevisiae dan bakteri E.
coli dapat tumbuh dengan optimal. Ekstraksi selulosa serat mesokarp kelapa sawit

dapat dilihat pada Gambar 7, 8 dan 9 sebagai berikut.

Tepung Serat Mesokarp
Kelapa sawit 100 g

NaOH :
10% 1 L Pemanasan t:1 jam, T:80-85 °C
v
Penyaringan

v
Penetralan menggunakan aquades Aquades

v

Penyaringan Aquades

v

Pengeringan t: 24 jam, T: 25-28 °C

v

@sa Masih Mengandung lignin

Gambar 7. Diagram Alir Proses Penghilangan Lignin (Megashah et al., 2017).

006

y
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Selulosa Masih Mengandung
lignin 50 g

Pencampuran hingga homogen

v

Pemanasan suhu 85-90°C, t: 90 menit

v

Pemisahan cairan dan padatan
v

Penetralan dengan aquades sampai pH netral

v

Pengeringan t: 24 jam, T: 25-28 °C

v

Gambar 8. Diagram Alir Proses Bleaching (Dewanta, 2018).

Selulosa 35 g

A4

H>SOq4
2% 500

ml.

Pencampuran

v

Pemanasan t:2 jam, T:115 °C

Penyaringan

A

Penetralan dengan aquades sampai pH
netral

A 4

katrak SeluloD

Gambar 9. Diagram Alir Hidrolisis Asam Serat Mesokarp
Kelapa Sawit (Ni’mah ef al., 2016).
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3.4.2. Persiapan Kultur Bakteri

Persiapan kultur bakteri uji adalah sebagi berikut:

a. Persiapan Saccharomyces cerevisiae (Febriyanti et al., 2017)

Sebanyak 1 gram ragi roti merek fermipan dimasukan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 9 mL akuades steril lalu dikocok hingga menjadi homogen.
Inokulum dibiakkan pada medium YMA dengan mengambil 1 mL larutan
menggunakan pipet, lalu dinkubasi pada suhu 35°C selama 48 jam. Diagram alir

pembuatan kultur Saccharomyces cerevisiae dapat dilihat pada Gambar 10

berikut:
Pengambilan sebanyak 1 g
v
9 mL Pemasukan ke dalam tabung reaksi
Akuades
\

Penghomogenan

A4

Pemasukan 1 mL kultur murni steril dalam
erlenmeyer yang berisi media YMA

A

Penginkubasian (T: 35°C, t: 48 jam)

Kultur Saccharomyces CWD

Gambar 10. Diagram Alir Pembuatan Kultur Saccharomyces cerevisiae

(Febryanti et al., 2017).
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b. Persiapan Eschericia coli (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012)
Persiapan Eschericia coli menggunakan media Nutrient Broth dan media Nutrient
Agar miring. Echerichia coli sebanyak 1 ose ditumbuhkan pada media Nutrient
Broth (NB), selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Kemudian,
diambil 1 ose dan digores pada permukaan medium Nutrient Agar (NA) miring,
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Diagram alir pembuatan

kultur Eschericia coli dapat dilihat pada Gambar 11 sebagai berikut.

@ Murni EschericD

Pengambilan sebanyak 1 ose

i

Penumbuhan pada media NB

i

Penginkubasian (T:37°C, t:24 jam)

l

Penggorekan pada media NA sebanyak 1
ose

l

Penginkubasian (T:37°C, t:24 jam)

Qltur Eschericia CD

Gambar 11. Diagram Alir Pembuatan Kultur Eschericia coli (Clinical and

Laboratory Standards Institute, 2012).



3.4.3. Persiapan Media Pertumbuhan

a. Persiapan Media PDA (Sa’adah, 2018)

Qubuk media PDD

A4

Penimbangan media sebanyak 39 g

A4

Pelarutan dengan aquadest sampai 1000 mL

26

Pemanasan dengan hotplate sambal diaduk hingga media terlarut
sempurna, lalu erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil

A4

Pensterilisasi pada t: 15 menit, T: 121°C

Gambar 12. Persiapan Media PDA (Sa’adah, 2018).

b. Persiapan Media NB (Fardiaz, 1989)

<Bubuk media NB>

A4

Penimbangan media sebanyak 8 g

A4

Pelarutan dengan aquadest sampai 1000 mL

Pemanasan dengan hotplate sambal diaduk hingga media terlarut
sempurna, lalu erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil

l

Pensterilisasi pada t: 15 menit, T: 121°C

Gambar 13. Persiapan Media NB (Fardiaz, 1989).
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3.4.4. Pengujian Prebiotik Selulosa Serat Mesokarp Kelapa Sawit Terhadap
Khamir Saccharomyces cerevisiae dan Eschericia coli

a. Pengujian Prebiotik Selulosa Serat Mesokarp Kelapa Sawit Terhadap Khamir
Saccharomyces cerevisiae

Kultur Saccharomyces cerevisiae yang diperoleh diambil 1 mL dan dimasukan
kedalam masing-masing 7 tabung reaksi. Kemudian ditambahkan selulosa
mesokarp kelapa sawit sesuai perlakuan sebagai berikut: PO media tumbuh
mikroba tanpa penambahan substrat, Pl sebagai kontrol negatif (1% glukosa), P2
sebagai kontrol positif (2% inulin), P3 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (2%),
P4 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (4%). PS5 selulosa serat mesokarp kelapa
sawit (6%). P6 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (8%), P7 selulosa serat
mesokarp kelapa sawit (10%) (b/v). Setelah itu, ditambahkan media YMB steril
masing-masing perlakuan sampai 10 mL. Tabung reaksi ditutup dengan
alumunium foil lalu divortex hingga homogen, selanjutnya diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°Csecara aerobik dan diperoleh kerapatan kultur khamir
Saccharomyces cerevisiae. Pengujian prebiotik selulosa serat mesokarp kelapa

sawit terhadap bakteri Saccharomyces cerevisiae dapat dilihat pada Gambar 14.

b. Pengujian Prebiotik Selulosa Serat Kelapa Sawit Terhadap Bakteri Eschericia
coli

Kultur Eschericia coli yang diperoleh dimasukan kedalam 7 tabung reaksi yang
masing-masing berisi 1 mL. Kemudian ditambahkan selulosa mesokarp kelapa
sawit sesuai perlakuan sebagai berikut: PO media tumbuh mikroba tanpa
penambahan substrat, P1 sebagai kontrol negatif (1% glukosa), P2 sebagai kontrol
positif (2% inulin), P3 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (2%), P4 selulosa
serat mesokarp kelapa sawit (4%). P5 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (6%).
P6 selulosa serat mesokarp kelapa sawit (8%), P7 selulosa serat mesokarp kelapa
sawit (10%) (b/v). Setelah itu, ditambahkan media NB steril masing-masing
perlakuan sampai 10 mL, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
secara aerobik dan diperoleh kerapatan kultur bakteri Eschericia coli. Pengujian
prebiotik selulosa serat kelapa sawit terhadap bakteri Eschericia coli dapat dilihat

pada Gambar 15.
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@r Saccharomyces cerevisiae sebanyak lmL>'

A4

Pemasukan ke dalam 8 tabung reaksi

v

Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit sesuai perlakuan sebagai
berikut:

P0O: Sampel 0 jam tanpa penambahan

PI: Sampel kontrol negatif (1% glukosa),

P2: Sampel kontrol positif (2% inulin),

P3: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 2%

P4: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 4%

P5: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 6%

P6: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 8%

P7: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 10%

v

Penambahan media YMB steril masing-masing perlakuan sampai 10 mL

v

Penutupan tabung reaksi dengan alumunium foil dan pevortexan hingga homogen

A 4
Penginkubasian (T:37°C, t:24 jam)

v

@Khamir Saccharomyces cerevisD

Gambar 14. Diagram Alir Pengujian Sifat Prebiotik Selulosa Serat Mesokarp

Kelapa Sawit Terhadap Khamir Saccharomyces cerevisiae

(Figueroa-Gonzalez et al., 2019 dimodifikasi).
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< Kultur Eschericia coli sebanyak 1 mL >

A4

Pemasukan ke dalam 8 tabung reaksi

I

Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit sesuai perlakuan sebagai
berikut:

P0O: Sampel 0 jam tanpa penambahan

PI: Sampel kontrol negatif (1% glukosa),

P2: Sampel kontrol positif (2% inulin),

P3: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 2%

P4: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 4%

P5: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 6%

P6: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 8%

P7: Penambahan selulosa serat mesokarp kelapa sawit 10%

A4

Penambahan media NB steril masing-masing perlakuan sampai 10 mL

v

Penutupan tabung reaksi dengan alumunium foil dan pevortexan hingga homogen

A 4
Penginkubasian (T:37°C, t:24 jam)

v

<Jumlah Eschericia coli >

Gambar 15. Diagram Alir Pengujian Sifat Prebiotik Selulosa Serat

Mesokarp Kelapa Sawit Terhadap Bakteri Eschericia coli
(Figueroa-Gonzalez et al., 2019 dimodifikasi).
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3.5. Pengamatan

3.5.1. Total Khamir Saccharomyces cerevisiae

Total khamir Saccharomyces cerevisiae diukur menggunakan metode pour plate
yaitu sebanyak 1 mL sampel dimasukkan ke dalam 9 mL larutan garam fisiologis
steril. Campuran tersebut diperoleh pengenceran 10™'. Campuran kemudian
dihomogenkan dan diambil 1 mL larutan dari tabung pertama dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi berikutnya yang berisi 9 mL larutan garam fisiologis
sehingga diperoleh pengenceran 107 dan seterusnya sampai diperoleh
pengenceran yang sesuai untuk bakteri Saccharomyces cerevisiae 1078,
Pengenceran yang dikehendaki diambil 0,1 mL sampel dengan mikropipet, lalu
disebarkan pada cawan petri steril kemudian dituangkan kira-kira berisi 10-15 mL
media MEA yang masih cair setelah itu dihomogenkan. Kemudian cawan
diinkubasi secara terbalik pada suhu 30°C selama 48 jam dan dihitung koloni
yang tumbuh. Total koloni yang terhitung harus memenuhi standar International
Comission Microbiology Food (ICMF) yaitu antara 30 sampai 300 koloni per

cawan petri.

3.5.2. Total Khamir Eschericia coli

Total bakteri Eschericia coli diukur menggunakan metode pour plate yaitu
sebanyak 1 mL sampel dimasukkan ke dalam 9 mL larutan garam fisiologis steril.
Campuran tersebut diperoleh pengenceran 10!, Campuran kemudian
dihomogenkan dan diambil 1 mL larutan dari tabung pertama dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi berikutnya yang berisi 9 mL larutan garam fisiologis
sehingga diperoleh pengenceran 1072 dan seterusnya sampai diperoleh
pengenceran yang sesuai untuk (10~ sampai dengan 10°). Pengenceran yang
dikehendaki diambil 0,1 mL sampel dengan mikropipet, lalu disebarkan pada
cawan petri steril kemudian dituangkan kira-kira berisi 10-15 mL media EMBA
yang masih cair setelah itu dthomogenkan. Kemudian cawan diinkubasi secara

terbalik pada suhu 37°Cselama 48 jam dan dihitung koloni yang tumbubh.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan sebagai

berikut:

1. Konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit berpengaruh nyata terhadap
pertumbuhan Saccarhomyces cerevisiae, pertumbuhan bakteri ini tidak berbeda
dengan pertumbuhan yang diberi substrat inulin yang dimana inulin merupakan
prebiotik.

2. Konsentrasi selulosa serat mesokarp kelapa sawit tidak berpengaruh nyata
terhadap pertumbuhan Eschericia coli. Bakteri Eschericia coli sedikit hidup

pada substrat selulosa serat mesokarp kelapa sawit.

5.2 Saran

Bedasarkan penelitian yang telah dilakukan saran yang dapat diberikan dalam

penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Hasil dari selulosa serat mesokarp dengan menggunakan metode hidrolisis
asam dan basa perlu dilakukan uji fitokimia untuk mengetahui kandungan lain
yang terkandung pada serat mesokarp kelapa sawit.

2. Suhu pada melakukan ekstraksi selulosa serat mesokarp kelapa sawit harus
diperhatikan karena suhu berpengaruh terhadap kemurnian selulosa.

3. Kondisi penanganan mikroba sebaiknya berada pada anaerob.
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