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Abstrak

Rumput laut Kappaphycus alvarezii sebagai sumber polisakarida memiliki kemampuan sebagai
prebiotik. Penelitian bertujuan menentukan pengaruh suhu dan waktu pemanasan terhadap hidrolisat,
serta mengkaji pengaruh penambahan hidrolisat dan lama fermentasi terhadap karakteristik produk
sinbiotik rumput laut berbasis fermentasi. Penelitian ini terdiri dari dua tahap yaitu proses hidrolisis secara
konvensional pada suhu 80, 90, dan 100°C selama 1, 2, dan 3 jam; fermentasi susu dengan penambahan
hidrolisat 0 dan 0,2% selama 24 jam menggunakan starter Lactobacillus plantarum IFO 3074. Proses
hidrolisis menggunakan rancangan acak lengkap faktorial dengan analisis sidik ragam dilanjutkan uji
Tukey, sementara fermentasi menggunakan uji T. Proses hidrolisis menghasilkan perlakuan terbaik pada
pemanasan suhu 100°C selama 3 jam dengan jumlah gula pereduksi sebagai indikator hidrolisis tertinggi
yaitu 0,31 g/100 mL. Pada tahapan fermentasi dengan penambahan hidrolisat terpilih, diperoleh hasil
fermentasi dengan karakteristik mikrobiologi (jumlah koloni) dan kimiawi (total asam tertitrasi, pH, dan
gula pereduksi) yang umumnya berbeda secara signifikan antara perlakuan tanpa dan dengan penambahan
hidrolisat yang nilainya secara berturut-turut adalah 9,40 log cfu/mL; 0,28%; 4,63 dan 66,78 g/100 mL.
Adanya peningkatan karakteristik dari hasil fermentasi dengan penambahan hidrolisat membuktikan
bahwa proses hidrolisis dapat mendegradasi rumput laut menjadi molekul sederhana (prebiotik) yang
dapat dimanfaatkan oleh bakteri probiotik, sehingga berpeluang dikembangkan sebagai pangan fungsional
berbasis sinbiotik dengan biaya produksi rendah.

Kata kunci: hidrolisis, Lactobacillus plantarum, produk sinbiotik

Hydrothermal Degradation of Kappaphycus alvarezii:

Hydrolysate Characteristics and Capabilities as Prebiotics

Abstract

Seaweed Kappaphycus alvarezii as the largest source of polysaccharides from the sea can be a source of
prebiotics but is still underutilized. Therefore, this study aimed to determine the effect of heat treatment on
the hydrolysate of K. alvarezii and the effectiveness of the addition of the hydrolysate on the characteristics
of synbiotic products based on milk fermentation with Lactobacillus plantarum IFO 3074. This study
consisted of two stages, namely hydrolysis using a temperature factor (80, 90 and 100°C) and time (1, 2, and
3 hours) and the production of synbiotics based on milk fermentation with the addition of 0.2% seaweed
hydrolysate. The results of the first stage of the study showed that the best treatment was 100°C for 3 hours
with the highest amount of reducing sugar as an indicator of hydrolysis, which was 0.31 g/100 mL. Then
the fermentation stage with addition of hydrolysate obtained microbiological characteristics (number of
colonies) and chemical (total titrated acid, pH, and reducing sugar) which are generally significantly different
and the value is 9.40 log cfu/mL; 0.28%; 4.48 and 66.78 g/100 mL. The increase in the characteristics of the
fermented product with the addition of hydrolysate proves that the hydrolysis process can degrade seaweed
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polysaccharides into simple molecules (prebiotics) that can be utilized in the growth of probiotics, so that
the addition of K. alvarezii hydrolysate has the potential to be developed as a synbiotic-based functional

food with low production costs.

Keyword: hydrolisis, Lactobacillus plantarum, synbiotic product

PENDAHULUAN

Rumput  laut  sebagai  komoditas
unggulan perikanan di Indonesia memiliki
pengembangan dan pemanfaatan yang
relatif rendah. Total produksi rumput laut
yang dilaporkan lebih dari 10.456.000
ton, umumnya diperdagangkan dalam
bentuk bahan baku (Peraturan Presiden
[Perpres] 2019). Berdasarkan data Badan
Pusat Statistik [BPS] (2022), volume ekspor
rumput laut Indonesia pada tahun 2021
mencapai 225.612.160 kg dan umumnya
berasal dari rumput laut merah vyaitu
Kappaphycus alvarezii (dalam perdagangan
disebut K. cottonii) yang berada dalam bentuk
kering.

Komponen utama dari K. alvarezii yang
menjadi target market adalah polisakaridanya
yang  berupa  karagenan. Kandungan
karagenan pada K. alvarezii berkisar antara
26,40-50,20% berdasar pada umur panen
(Asikin & Kusumaningrum, 2019), metode
ekstraksi (Fateha et al, 2019) dan lokasi
pertumbuhan (Simatupang et al., 2021).
Pengaplikasian K.  alvarezii umumnya
dikembangkan pada berbagai bidang seperti
pangan (Roohinejad et al., 2017), nutrasetika
(Pangestuti & Kim 2014), farmasetika dan
biomedik (Xu et al. 2017; Sudirman et al,
2018) serta sebagai pupuk atau fertilizer
(Suriyani et al., 2018) namun di Indonesia
sebagian besar pemanfaatannya terbatas
pada produk pangan sebagai bahan fortifikasi
dan diversifikasi, yaitu pada pembuatan jeli
(Eveline et al., 2011; Trilaksani et al., 2015),
mi (Halimah et al. 2016), pasta (Firdaus et al.
2017) serta puding (Sukotjo et al., 2020). Riset
terbaru menunjukkan bahwa polisakarida
tersebut memiliki peran bagi kesehatan.
Efektivitas dari K. alvarezii dalam menunjang
kesehatan ~ karena ~ mampu  berperan
sebagai prebiotik dan kemampuan tersebut
diperoleh ketika polimer dalam bentuk yang
sederhana (Permatasari, 2018). Keberadaan
prebiotik sebagai serat di dalam tubuh dapat
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meningkatkan penyerapan glukosa di dalam
usus, meningkatkan kelangsungan bakteri
baik di dalam usus sehingga pemanfaatannya
dapat dikembangkan sebagai antioksidan dan
alternatif penanganan pada penderita diabetes
melitus tipe 2 (DMT2) (Decroli, 2019).

Proses produksi turunan polisakarida
secara umum dilakukan melalui proses
hidrolisis secara kimiawi, biologis (enzimatis),
fisik ataupun kombinasinya. Pemanfaatan
bahan kimiawi dan enzimatis yang mudah
diterapkan umumnya menghasilkan banyak
residu dan memiliki biaya produksi yang
tinggi, sehingga menurut Ervantes-Cisneros
et al. (2017) proses yang mempertimbangkan
efek terhadap lingkungan dan kelayakan
ekonomi sehingga mendukung keberlanjutan
produk adalah dengan proses fisik secara
hidrotermal atau pemanasan.  Hidrolisis
dengan pemanasan menggunakan  air
sebagai  pelarut untuk  depolimerisasi
turunan polisakarida saat ini telah banyak
dikembangkan dan diterapkan pada berbagai
rumput laut, antara lain: Mastocarpus stellatus
(Gomez-Ordodniez et al., 2014),
Gelidium sesquipedale (Martinez-Sanz et al.,
2019), Gelidium amansii (Yu et al., 2021),
Undaria pinnatifid (Saravana et al., 2018),
Sargassum multicum (Balboa et al. 2013) dan
Sargassum glaucescens (Huang et al, 2016),
namun masih sangat terbatas pada K. alvarezii
sebagai spesies budi daya, yang umumnya
diperdagangkan dalam bentuk bahan baku dan
diproses dengan asam untuk menghasilkan
karagenan sebagai produk komersial.

Pengujian efektivitas hidrolisat
rumput laut K. alvarezii sebagai prebiotik
dapat dilakukan melalui pengembangan
fungsional ~ berupa  produk  sinbiotik.
Produk sinbiotik merupakan produk yang
terdiri atas prebiotik dan probiotik yang
dapat diperoleh melalui fermentasi dan
nonfermentasi. Penambahan rumput laut
pada minuman berbasis susu fermentasi
ditemukan tidak memengaruhi kualitas dan
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umur simpan secara negatif (O’Sullivan et al.,
2016), bahkan produk berbasis fermentasi
menjadi tren karena mampu meningkatkan
nilai tambah pada produk. Berbeda dengan
produk nonfermentasi, Moody et al. (2019)
menemukan tidak adanya peningkatan
kualitas pada produk minuman sinbiotik
akibat tidak adanya aktivitas dari BAL. Hal
ini dibuktikan dengan nilai pH dan total
BAL produk setelah ditambah kultur BAL
terenkapsulasi yang tidak berubah dari
sebelumnya yaitu 7,3 dan 10,4 log CFU/mL.
Oleh karena itu produk berbasis sinbiotik
melalui proses fermentasi perlu dikaji,
khususnya dengan pengembangan K. alvarezii
sebagai prebiotik menggunakan metode
pemanasan sebagai proses sederhana menjadi
suatu peluang dalam meningkatkan konsumsi
dan mendukung keberlanjutan produk
sinbiotik dari rumput laut sebagai pangan
fungsional.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan
menentukan efektivitas pemanasan (pengaruh
suhu dan waktu) terhadap hidrolisat rumput
laut K. alvarezii, kemudian mengkaji
kemampuan hidrolisat sebagai prebiotik
melalui kemampuannya dalam meningkatkan
karakteristik mikrobiologis dan kimiawi hasil
fermentasi.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan vyang digunakan antara lain
rumput laut K. alvarezii yang diperoleh
dari kawasan budi daya Kabupaten Takalar,
Sulawesi Selatan, Lactobacillus plantarum
IFO 3074 yang merupakan bakteri probiotik
koleksi Pusat Unggulan Probiotik Universitas
Gadjah Mada, akuades, maltodekstrin,
DNS/3,5-Dinitrosalisilat (Merck), MRSA/ de
Man Rogosa Sharpe agar (Merck), Man Rogosa
Sharpe Broth/MRSB (Merck) dan indikator
fenolftalein (Merck).

Alat yang digunakan adalah oven
(Faithful), inkubator (Faithful), laminar air
flow (Biobase), erlenmeyer, gelas kimia, gelas
ukur, autoklaf (Biobase), pH meter, pipet
ukur, tabung reaksi, cawan petri, vortex,
lempeng hangat, centifuge, timbangan analitik
dan spektrofotometer Uv-Visible (Shimadzu).
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Metode Penelitian
Preparasi sampel

Penelitian ini terdiri atas tiga tahap
yaitu hidrolisis dengan pemanasan dan
produksi sinbiotik dengan fermentasi.
Tahap  satu  bertujuan  mendapatkan
hidrolisat menggunakan metode sederhana
(pemanasan). Tahapan ini meliputi preparasi
bahan baku rumput laut segar menjadi
bahan baku kering (Gereniu et al., 2018)
lalu hidrolisis (Kartik et al, 2021 yang
dimodifikasi) dengan pemanasan pada
suhu 80, 90, dan 100°C dan waktu 1, 2 dan
3 jam kemudian dianalisis gula pereduksi
dengan metode DNS (Miller, 1959) untuk
menentukan perlakuan terbaik. Penelitian
tahap kedua bertujuan membuat produk
sinbiotik yang terdiri atas L. plantarum IFO
3074 sebagai probiotik dan hidrolisat rumput
laut sebagai prebiotik. Tahapan ini meliputi
fermentasi rumput laut dengan penambahan
hidrolisat 0,2% pada lama fermentasi 24 jam
(Adhani, 2021). Hasil fermentasi dianalisis
secara mikrobiologis berupa jumlah koloni
BAL (Badan Standardisasi Nasional [BSN],
2009) dan kimiawi berupa analisis gula
pereduksi dengan metode DNS (Miller,
1959); TAT (BSN, 2009); pH (Association
of Official Analytical Chemists [AOAC],
2005). Rancangan penelitian pada tahapan
hidrolisis menggunakan Rancangan Acak
Lengkap Faktorial (RALF) menggunakan
analisis ragam dengan faktor suhu (80, 90,
dan 100°C) dan waktu hidrolisis (1, 2, dan 3
jam) kemudian dilanjutkan dengan uji Tukey,
sementara pada hasil fermentasi dianalisis
dengan uji T.
Hidrolisis rumput laut K. alvarezii
secara hidrotermal
Preparasi bahan baku

Tahapan hidrolisis dimulai dengan
preparasi bahan baku rumput laut segar
menjadi bahan baku kering (Gereniu et al.
2018). Proses ini meliputi proses pencucian,
perendaman K. alvarezii (dengan pergantian
air) selama 2x24 jam untuk menghilangkan
bahan pengotor. Setelah ditiriskan, rumput
laut dikeringkan dengan sinar matahari
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hingga diperoleh rumput laut bersih dengan
berat kering sebesar 10% dari berat basah dan
dilakukan penyerbukan untuk mempermudah
proses hidrolisis.

Produksi Hidrolisat dari K.alvarezii

Rumput laut K. alvarezii yang memiliki
susunan polisakarida kompleks terlebih
dahulu dihidrolisis untuk memperoleh rumput
laut dengan struktur molekul yang lebih
sederhana. Proses hidrolisis pada penelitian
ini dilakukan menggunakan pendekatan
konvensional yaitu proses hidrotermal dengan
pemanasan menggunakan autoklaf (Kartik et
al., 2021) yang dimodifikasi, yaitu merendam
sampel kering yang telah diblender dengan
akuades selama 2 jam dengan perbandingan
1:40 (b/v). Sampel yang telah mengembang
dipanaskan menggunakan autoklaf suhu
80, 90, dan 100°C selama 1, 2, dan 3 jam.
Parameter yang diukur dalam penentuan
proses hidrolisis terbaik adalah analisis gula
pereduksi dengan metode DNS (Miller, 1959).
Perlakuan yang memiliki kadar gula tertinggi
merupakan perlakuan terpilih dalam proses
hidrolisis rumput laut K. alvarezii.

Fermentasi hidrolisat rumput laut
K. alvarezii
Persiapan kultur starter bakteri

probiotik L. plantarum

Starter bakteri probiotik sebagai bakteri
asam laktat merupakan kultur yang akan
digunakan dalam proses fermentasi dengan
media susu. Proses persiapan starter dimulai
dengan mengambil sebanyak 1 ose bakteri
yang telah tumbuh pada MRSA sebagai media
agar selektif bakteri asam laktat, kemudian
diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang
berisi 10 mL media MRSB sebagai media cair
selektif bakteri asam laktat. Media selanjutnya
diinkubasi dalam keadaan anaerob pada
inkubator suhu 37°C selama 24 jam sehingga
diperoleh kultur cair L. plantarum. Kultur cair
yang diperoleh selanjutnya diinokulasikan
ke dalam susu sapi segar komersial sebanyak
10% (v/v) dari volume susu dan diinkubasi
pada suhu +30°C selama 24 jam (Adhani,
2021) yang dimodifikasi.
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Produksi sinbiotik dengan bakteri
L. plantarum
Proses fermentasi dilakukan untuk

mengetahui kemampuan dari hidrolisat dalam
menstimulasi pertumbuhan bakteri probiotik
dimulai dengan menambahkan hidrolisat
rumput laut sebagai prebiotik pada susu segar
komersial sebanyak 0,2% (b/v) kemudian
dihangatkan pada penangas air +40°C.
Sampel yang mulai dingin (mendekati suhu
ruang) selanjutnya diinokulasikan dengan
kultur starter bakteri probiotik L. plantarum
sebanyak 10% (v/v). Sampel yang terdiri
atas susu, hidrolisat, dan bakteri selanjutnya
dihomogenkan secara perlahan dan dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
(Adhani, 2021) yang dimodifikasi. Sampel
hasil fermentasi yang merupakan produk
sinbiotik kemudian dianalisis karakteristik
mikrobiologi  dan  kimiawi,  meliputi
perhitungan total bakteri asam laktat (BAL),
gula reduksi, total asam tertitrasi (TAT), dan
pengukuran derajat keasaman (pH).

Analisis gula reduksi

Pengujian kandungan gula reduksi
dilakukan dengan metode DNS
(menggunakan reagen 3,5-dinitrosalisilat)
yang mengacu pada Miller (1959) yang
dimodifikasi. Reagen DNS dibuat dengan
cara mencampurkan sebanyak 1,06 g DNS
dan 1,98 g NaOH pada 141 mL akuades lalu
ditambahkan 30,6 g K-Na Tartarat. Larutan
yang telah dibuat selanjutnya ditambahkan
dengan larutan fenol yang terdiri atas 0,76 g
fenol cair dan 0,83 g Na-Metabisulfat. Larutan
standar (galaktosa) yang dibuat dalam 500
ppm selanjutnya dibuat konsentrasi larutan
standar 50, 100, 150, 200, 250, dan 300
ppm kemudian masing-masing konsentrasi
diambil sebanyak 1 mL pada tabung reaksi
dan ditambahkan 3 mL larutan DNS, di
samping itu masing-masing 1 mL larutan
sampel pada tabung reaksi ditambahkan 3
mL DNS. Larutan standar dan larutan sampel
selanjutnya di-vortex, dan diinkubasi selama
15 menit dan setelah itu diukur absorbansinya
dengan  spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 512 nm.
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Analisis total asam tertitrasi

Total asam dihitung sebagai asam laktat
yang mengacu pada (Standar Nasional
Indonesia [SNI], 2009) dengan larutan NaOH
0,1 N dan larutan indikator fenolftalein (PP)
1%. Larutan NaOH dibuat dengan mengambil
5,3 mL lindi minyak (larutan NaOH 50%)
dan dilarutkan pada 1 L air suling sementara
larutan indikator PP 1% dibuat dengan
melarutkan 1 g serbuk PP dengan alkohol 95%
hingga 100 mL. Proses pengukuran dilakukan
dengan memipet 5 mL sampel dilarutkan
dengan air bebas CO, di dalam erlenmeyer
sebanyak 2 kali volume sampel kemudian
ditambahkan 2 tetes indikator PP dan dititrasi
dengan larutan NaOH 0,1 N hingga terbentuk
warna merah muda. Perhitungan total asam
dilakukan menggunakan rumus:

VxNx90

Jumlah Asam (%)= —=7—x 100%
Keterangan:

W = Bobot sampel (mL)

A% = Volume larutan NaOH (mL)
N = Normalitas larutan NaOH
90 = Bobot setara asam laktat

Perhitungan
laktat (BAL)

Perhitungan jumlah bakteri asam laktat
dilakukan berdasar pada BSN (2015) yang
menggunakan Diluted Butterfield’s Phosphate
(DBP) steril dan diinkubasikan pada suhu
37°C. Persiapan pengujian untuk sampel
cair dilakukan dengan mengambil 10 mL
sampel dan diencerkan dengan 90 mL
larutan pengencer DBP pada erlenmeyer.
Sampel kemudian dihomogenkan untuk
mendapatkan pengenceran 10". 1 mL sampel
dari pengenceran 10" kemudian dipipet dan
dimasukkan ke dalam 9 mL larutan DBP lalu
di-vortex sehingga didapatkan pengenceran
1072 Proses tersebut dilakukan dengan metode
yang sama hingga mendapat pengenceran
10®. 1 mL sampel dari pengenceran 10, 10°
7, dan 10°® selanjutnya ditanam pada MRSA
dengan metode perhitungan cawan pour plate
(agar tuang) karena bakteri yang digunakan
tidak dipengaruhi oleh oksigen, yaitu sampel
dimasukkan ke dalam cawan petri steril
yang dilakukan secara duplo untuk setiap

jumlah bakteri asam

17

pengenceran kemudian ditambahkan 15-
20 mL MRSA dan dihomogenkan secara
perlahan. Sampel selanjutnya diinkubasi
dalam inkubator dengan suhu 37°C pada
posisi terbalik selama 48 jam. Seperti halnya
dengan sampel bubuk, persiapan pengujian
dilakukan dengan melarutkan sampel dengan
perbandingan 1:9 sebagai pengenceran
10" kemudian dipipet sebanyak 1 mL dan
dilarutkan pada 9 mL larutan DBP lalu
di-vortex sehingga didapatkan pengenceran
1072 Proses tersebut dilakukan dengan metode
yang sama hingga pengenceran 107. Sebanyak
1 mL sampel dari pengenceran 107°, 10, dan
107 selanjutnya ditanam pada MRSA dengan
metode agar tuang. Jumlah bakteri asam laktat
kemudian dihitung dengan rumus sebagai
berikut:
Keterangan:
N = jumlah koloni, dinyatakan dalam koloni
per mL atau koloni per gram
2c¢ = jumlah koloni pada semua cawan yang
dapat dihitung
ni = jumlah cawan dari pengenceran pertama
yang dihitung
nii = jumlah cawan dari pengenceran kedua
yang dihitung
d = pengenceran pertama yang dihitung

Pengukuran pH

Pengukuran PH dilakukan dengan
menggunakan pH meter. Proses tersebut
dilakukan dengan mencelupkan elektrode
pH meter pada larutan sampel sampai
menunjukan angka stabil yang tertera pada
layar pH meter. Setelah digunakan, katoda pH
meter dibilas dengan akuades dan dikeringkan
dengan tisu (AOAC, 2005).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakteristik Isolat Bakteri L. plantarum
Produksi bubuk sinbiotik dari rumput
laut yang berbasis fermentasi susu dilakukan
menggunakan bakteri asam laktat L.
plantarum IFO 3074. Hasil peremajaan dari
stok kultur yang selanjutnya diinkubasi
selama 48 jam menunjukkan morfologi
yang berwarna putih susu dan tergolong
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sebagai bakteri gram positif. Berdasarkan
gambar terlihat bahwa hasil pewarnaan
gram menunjukkan bahwa bakteri berupa
gram positif yang berbentuk basil. Peneliti di
University of California (2018) menyatakan
bahwa L. plantarum memiliki bentuk batang
lurus dan ujung membulat, katalase negatif,
dapat hidup soliter ataupun membentuk
rantai dengan panjang yang bervariasi dan
umumnya bersifat anaerob fakultatif. Hasil
pewarnaan gram yang dilakukan ditunjukkan
pada Gambar 1.

. 4 D ¢ ' - : ,/‘M w d
w‘ NG &
- - W :B.
T w > L
% i < - /" a\ (AL

Gambar 1 Bakteri Lactobacillus plantarum
(1000x)

Penambahan bakteri asam laktat pada
produk berbasis fermentasi susu, dilakukan
dalam bentuk starter yaitu bakteri yang
telah diadaptasikan pada media susu. Malo
& Urquhart (2015) menyatakan bahwa
kultur starter merupakan persiapan kultur
mikrobiologi yang akan digunakan dalam
proses fermentasi dengan pilihan kultur
starter tergantung pada media, substrat atau
bahan baku yang difermentasi. Standar susu
fermentasi menjelaskan bahwa keberadaan
bakteri probiotik minimum 10° CFU/mL
(BSN, 2009). Jumlah BAL pada starter yang
digunakan penelitian ini sebesar 5,4x10°
CFU/mL sehingga starter yang digunakan
pada proses fermentasi telah memenuhi
kriteria yang ditetapkan.

Hidrolisis K. alvarezii secara hidrotermal

Proses depolimerisasi polisakarida
laut yang diketahui memiliki aktivitas
biologis yang luas dapat diterapkan melalui
teknologi hijau sebagai upaya pemeliharaan
bioaktivitas, kelayakan ekonomi dalam
mengurangi dampak lingkungan dan biaya
produksi (Ervantes-Cisneros et al., 2017).
Proses hidrotermal, salah satu proses dalam
teknologi hijau, merupakan teknologi yang
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prinsipnya menguraikan senyawa kompleks
menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan
memanfaatkan suhu (Morimoto et al., 2014).
Mekanisme hidrotermal yang terjadi pada
rumput laut adalah pemanfaatan suhu tinggi
yaitu pemanasan, untuk memutus rantai
panjang dari rumput laut yang merupakan
polisakarida  kompleks  menjadi  gula
sederhana yang dapat dikategorikan sebagai
gula pereduksi.

Gula reduksi merupakan jenis gula
sederhana yang bersifat pereduksi terhadap
senyawa penerima elektron karena adanya
gugus aldehid atau keton bebas pada ujung
monomernya seperti monosakarida (glukosa,
galaktosa serta fruktosa) dan disakarida
(laktosa dan maltosa), kecuali sukrosa dan pati
(polisakarida). Proses analisis gula reduksi
merupakan parameter yang menunjukkan
pembentukan molekul sederhana pada proses
hidrolisis. Pembentukan gula reduksi dapat
dilakukan dengan berbagai metode hidrolisis
yang salah satunya dengan pemanasan
(Morimoto et al., 2014). Proses hidrolisis
yang dilakukan pada penelitian ini adalah
pemanasan menggunakan autoklaf dengan
suhu 80°C, 90°C dan 100°C selama 1, 2, dan
3 jam. Berikut hasil hidrolisis setiap perlakuan
ditunjukkan pada Gambar 2.

Berdasarkan analisis ragam, kandungan
gula reduksi dipengaruhi oleh faktor waktu,
suhu dan interaksi keduanya. Hasil uji lanjut
Tukey diperoleh bahwa perlakuan terbaik
dalam menghasilkan gula reduksi adalah
proses hidrolisis dengan suhu 100°C selama
3 jam dengan kandungan gula reduksi
tertinggi sebesar 0,31 g/100 mL. Perlakuan
tersebut signifikan dengan semua perlakuan,
sementara perlakuan 100°C selama 1 dan 2 jam
tidak signifikan dengan perlakuan suhu 90°C
dan 80°C untuk semua waktu hidrolisis. Gula
reduksi dari perlakuan terbaik memiliki nilai
yang lebih rendah jika dibandingkan dengan
hidrolisis menggunakan asam yaitu 8,0 g/100
mL (Rahim et al., 2014) dan enzim yaitu 1,49
g/100 mL (Zelvi, 2017). Hal tersebut terjadi
karena pada penelitian ini diterapkan metode
yang paling sederhana untuk mengurangi
biaya produksi dan dampak lingkungan
sehingga ~ menunjang  keberlangsungan
produksi jangka panjang.
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Konsentrasi gula reduksi dari berbagai
perlakuan pengamatan menunjukkan
bahwa suhu dan waktu memengaruhi
konsentrasi gula reduksi yang dihasilkan.
Morimoto et al. (2014) yang melakukan
depolimerisasi sulfated polysaccharides dalam
kondisi hidrotermal 120-180°C, dengan waktu
5-60 menit menunjukkan bahwa perubahan
nilai berat molekul bergantung pada suhu dan
waktu reaksi, selain itu pada penelitian Siregar
et al. (2016) yang melakukan degradasi pada
K. alvarezii dengan penambahan hidrogen
peroksida (H,0,) menemukan bahwa
perbedaan suhu memberikan perbedaan
terhadap terhadap bobot molekul produk yang
dihasilkan, yaitu pada suhu 40°C dihasilkan
bobot molekul 304,24 kDa sementara pada
suhu 80°C diperoleh bobot molekul yang lebih
rendah sebesar 286,86 kDa.

Tingginya kandungan gula reduksi pada
perlakuan suhu 100 °C selama 3 jam karena
proses degradasi yang berupa pemutusan
rantai panjang dari polisakarida lebih
banyak terjadi, sehingga semakin tinggi
suhu dan lama waktu hidrolisis memberikan
peluang pembentukan komponen sederhana
yang lebih besar. Kandungan gula reduksi
umumnya dikaitkan dengan keberadaan
karagenan karena pada proses degradasi yang
terus terjadi, akan terbentuknya molekul
sederhana yang bersifat pereduksi sehingga
semakin banyak karagenan yang terbentuk
dari suatu proses maka semakin banyak
gula reduksi yang dihasilkan. Hal tersebut
didukung oleh Duan et al. (2016) yang
membandingkan kandungan gula reduksi
dari proses hidrolisis menggunakan selulase
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dengan yang mengombinasikan selulase dan
kappa karagenase. Jumlah gula reduksi yang
dihasilkan oleh sampel yang dihidrolisis
dengan menggunakan selulase terlebih
dahulu lalu dilanjutkan dengan k-karagenase
menghasilkan jumlah yang lebih tinggi
dibandingkan dengan sampel yang hanya
dihidrolisis dengan selulase.

Keberadaan hidrolisat K. alvarezii
diharapkan  dapat menjadi  prebiotik
(nutrisi) bagi bakteri L. plantarum dalam
proses fermentasi. Setyaningsih et al. (2019)
menyatakan bahwa kemampuan rumput laut
K. alvarezii sebagai prebiotik dapat terjadi
ketika polisakarida berada dalam bentuk
yang lebih sederhana dengan berat molekul
rendah yaitu dalam bentuk oligosakarida.
Oligosakarida merupakan oligomer atau
karbohidrat dengan berat molekul rendah
yaitu 3—10 unit monosakarida dengan derajat
polimerisasi (DP) antara 20-25. Penelitian
Bouanati et al. (2020) menemukan bahwa
pada karagenan yang dihidrolisis dengan
microwave menghasilkan DP<25 dengan
kandungan oligosakarida sebesar ~20%, atau
setara dengan 20 mg oligosakarida dalam 1 g
polisakarida. Permatasari (2018) menemukan
bahwa jenis prebiotik pada rumput laut
tersebut berupa galaktooligosakarida (GOS).

Efektivitas Hidrolisat Rumput Laut
terhadap Karakteristik Mikrobiologis
dan Kimiawi Hasil Fermentasi
Peningkatan tren pangan fungsional
menjadikan variasi bahan tambahan yang
bersifat fungsional menjadi lebih meningkat.
penambahan mikroorganisme berupa bakteri
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asam laktat (BAL) atau probiotik menjadi
suatu inovasi yang sangat kompetitif karena
banyak digemari dan telah terbukti memberi
efek kesehatan melalui penyeimbangan
mikrobiota usus dalam tubuh seperti susu
fermentasi (Surono & Hosono, 2011).
Peningkatan sifat fungsional dari produk
yang mengandung probiotik dapat diperoleh
dalam bentuk sinbiotik, yaitu produk yang
mengandung prebiotik dan probiotik yang
dapat diperoleh dari proses fermentasiataupun
nonfermentasi. Fermentasi merupakan proses
pemecahan senyawa kompleks menjadi
senyawa sederhana secara anaerobik oleh
mikroorganisme dengan tujuan meningkatkan
sifat fungsional dengan memperpanjang masa
simpan produk, meningkatkan sifat sensoris,
daya terima, nilai gizi dan keamanan pangan
yang dapat memberikan efek kesehatan
melalui meningkatkan  aktivitas biologis,
senyawa metabolit yang dapat berperan
dalam detoxifikasi dan peningkatan probiotik
dan fungsi kekebalan gastrointestinal (Malo
& Urquhart, 2015). Rumput laut K. alvarezii
memiliki kemampuan sebagai prebiotik
merupakan suatu peluang dalam produksi
sinbiotik untuk memperkaya metabolit dari
sinergisme antara bakteri (probiotik) dengan
prebiotik yang berasal dari K. alvarezii.
Perbedaan karakteristik dari hasil fermentasi
selama 24 jam ditunjukkan pada Tabel 1.
Total asam tertitrasi (TAT) merupakan
analisis yang menyatakan kandungan asam
yang berupa senyawa organik yang diproduksi
selama fermentasi dan dinyatakan dalam
persen (%). Berdasarkan uji T, kandungan
total asam tertitrasi dari hasil fermentasi
pada penelitian ini tidak dipengaruhi secara
signifikan oleh penambahan hidrolisat.

Nilai %TAT pada sampel yang mengandung
hidrolisat memiliki persentase yang lebih
rendah yaitu 0,28% sementara yang tidak
mengandung hidrolisat sebesar 0,29%. Standar
mutu susu fermentasi berdasarkan BSN (2009)
menyatakan bahwa kandungan persentase
total asam tertitrasi pada susu fermentasi yang
baik adalah 0,2-0,9% sehingga hasil penelitian
ini masih memenuhi standar baik sampel
fermentasi tanpa penambahan hidrolisat
maupun produk sinbiotik (yang mengandung
hidrolisat).

Peningkatan TAT setelah fermentasi
pada sampel tanpa hidrolisat terjadi karena
adanya laktosa pada susu terdegradasi oleh
laktase dan menjadi glukosa dan galaktosa,
kemudian glukosa akan diubah menjadi
asam laktat total asam (Permatasari, 2018).
Meskipun demikian, pada produk sinbiotik
masih terdapat nilai tambah karena dengan
adanya  hidrolisat akan menghasilkan
senyawa-senyawa organik yang memiliki
aktivitas biologis yang baik untuk kesehatan
seperti asam butirat, asam propanoat
(Annunziata et al., 2020).

Nilai pH dipengaruhi oleh persentase
TAT. Semakin tinggi TAT maka semakin
rendah nilai pH. Hasil pengukuran pH
diperoleh  bahwa terjadi  peningkatan
keasaman setelah fermentasi dari menjadi >4.
Hal tersebut sesuai dengan Sulaiman (2016)
yang menyatakan bahwa penurunan nilai pH
yang terjadi setelah fermentasi merupakan
efek dari peningkatan kandungan asam selama
proses fermentasi yang berlangsung. Pada
penelitian ini, berdasarkan uji T diperoleh
bahwa perbedaan nilai pH dipengaruhi
oleh penambahan hidrolisat. Nilai pH pada
perlakuan yang mengandung hidrolisat

Tabel 1 Karakteristik produk setelah fermentasi 24 jam

Setelah fermentasi

P Sebelum
arameter fermentasi .Tanp.a Penanglbah.an 0,2%
hidrolisat hidrolisat
Asam tertitrasi (%) 0,07 0,29° 0,28?
pH 6,35 5,402 4,63
Jumlah BAL (log CFU/mL) 7,89 9,16* 9,40°
Gula reduksi (g/100 mL) 74,73 72,00° 66,78

Keterangan: Superscript berbeda dalam baris yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan
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lebih rendah yaitu sebesar 4,48 sementara
perlakuan tanpa hidrolisat sebesar 5,38.
Berdasarkan standar susu fermentasi, nilai
pH tersebut tidak memenuhi standar Food
Standard Australia New Zealand (2015) yaitu
<4,5 namun pH sinbiotik lebih mendekati
standar jika dibandingkan dengan sampel
tanpa hidrolisat.

Dalam proses fermentasi bakteri asam
laktat untuk menghasilkan produk berbasis
probiotik dan sinbiotik, jumlah bakteri
merupakan salah satu parameter kritis yang
ketentuannya diatur dalam SNI. Jumlah bakteri
dihitung dalam bentuk koloni dengan satuan
CFU (Colony Forming Unit). Pada penelitian
ini, jumlah koloni bakteri setelah fermentasi
24 jam menunjukkan bahwa hidrolisat
memengaruhi jumlah koloni dari bakteri L.
plantarum. Jumlah koloni sebelum fermentasi
memiliki rerata 7,90 log CFU/mL dan
mengalami peningkatan setelah fermentasi
dengan jumlah koloni bakteri sebesar 9,16 log
CFU/mL padahasil fermentasi tanpa hidrolisat
dan sebesar 9,40 log CFU/mL pada produk
berbasis sinbiotik, yaitu yang mengandung
hidrolisat. Pada penelitian ini, jumlah bakteri
asam laktat tersebut telah memenuhi standar
yang ditentukan SNI yaitu >7 log CFU/g
(SNIL, 2009). Adanya peningkatan jumlah
bakteri setelah fermentasi menunjukkan
bahwa terjadi proses pertumbuhan berupa
pembelahan sel yang menyebabkan adanya
penambahan jumlah bakteri. Peningkatan
jumlah bakteri yang lebih tinggi pada sampel
sinbiotik terjadi karena adanya pemecahan
substrat dari rumput laut maupun laktosa
pada susu sementara pada sampel tanpa
hidrolisat tidak terjadi pemecahan gula
yang diperoleh dari hidrolisat rumput
laut. Menurut Permatasari (2018), pada
rumput laut K. alvarezii terdapat prebiotik
yang berupa galaktooligosakarida (GOS)
sehingga dengan penambahan hidrolisat
mampu mempromotori pertumbuhan bakteri
probiotik.

Konsentrasi gula pereduksi dipengaruhi
oleh konsentrasi hidrolisat. Berdasarkan data
yang diperoleh, konsentrasi gula pereduksi
setelah fermentasi pada sampel yang tidak
mengandung  hidrolisat ~ menunjukkan
rerata sebesar 71,97 g/100 mL dan sampel
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yang mengandung hidrolisat sebesar 66,78
g/100 mL. Penurunan gula pereduksi karena
gula pereduksi dihidrolisis oleh bakteri
selama proses fermentasi. Behera et al.
(2018) menyatakan bahwa L. plantarum
menghasilkan enzim hidrolase glikosida
berupa a-amilase yang berfungsi untuk
mendegradasi  komponen  polisakarida
(mentah ataupun terlarut) menjadi gula
sederhana. Selain itu bakteri L. plantarum juga
mampu memproduksi enzim selulase yang
dapat mendegradasi selulosa yang tergolong
karagenan yang terekstrak pada hidrolisat
rumput laut menjadi gula sederhana,
sementara menurut Behera et al. (2018) pada
bakteri L. plantarum terdapat sistem enzim
yang menghasilkan laktase dehidrogenase,
merupakan senyawa yang dapat memecah
gula laktosa menjadi asam laktat sehingga
menyebabkan kandungan TAT pada saat
setelah fermentasi menjadi lebih tinggi.

KESIMPULAN

Proses hidrolisis secara sederhana dengan
pemanasan dipengaruhi secara nyata oleh
interaksi suhu dan waktu. Hidrolisat terbaik
pada suhu 100°C selama 3 jam, menghasilkan
konsentrasi gula pereduksi 0,31 g/100
mL. Penambahan hidrolisat berpengaruh
terhadap karakteristik produk sinbiotik
jika dibandingkan dengan kontrol (sampel
tanpa penambahan hidrolisat). Keberadaan
hidrolisat pada produk mampu meningkatkan
parameter mikrobiologis dan kimiawi produk
sinbiotik yang dihasikan sehingga diharapkan
memiliki sifat fungsional yang lebih baik.
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FIGURE AND TABLE TITLES

Figure 1  Bacteria of Lactobacillus plantarum
(1000x)

Figure 2 Hydrolizate of Kappaphycus
alvarezii

Table 1 Characteristic products after 24
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