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ABSTRAK
Fatih, M. Thoriqul. 2020. Produksi Eksopolisakarida Oleh Bakteri Asam
Laktat Asal Susu Kacang Tanah Terfermentasi. Skripsi. Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Anik Maunatin, S.T., M.P ;
Pembimbing Il: Kivah Aha Putra, M.Pd.I

Kata kunci: eksopolisakarida, bakteri asam laktat, sulfat-fenol, FTIR.

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang didapatkan dari
hasil ekskresi mikroba. EPS diproduski oleh bakteri asam laktat (BAL) pada
keadaan yang kurang menguntungkan yang disebut dengan metabolit sekunder.
EPS banyak dimanfaatkan dibidang kesehatan dan pangan. Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis BAL asal susu kacang tanah terhadap
hasil produksi EPS dan untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat pada EPS.

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik. Jenis isolat yang
digunakan pada penelitian ini terdepat 4 jenis isolat. Hasil EPS yang didapatakan
dianalisa kadar gula menggunakan metode sulfat-fenol. Setiap perlakukan
dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. EPS terpilih diidentifikasi gugus fungsi
menggunakan FTIR.

Hasil penelitian ini didapatkan EPS dengan rendemen rata-rata tertinggi
oleh isolat C sebesar 11303,33 mg/L dengan kadar gula sebesar 81,23%, sedangkan
hasil rendemen rata-rata terendah dihasilkan oleh isolat B sebesar 9550,00 mg/L
dengan kadar gula sebesar 93,26%. Hasil FTIR pada EPS yang dihasilkan oleh
isolat C menunjukkan adanya gugus fungsi O-H, C=0, -C-H/-C-H,, dan C-O-C
secara berurutan pada bilangan gelombang 3444,987 cm?™, 1670,995 cm™,
1341,291 cm®, dan 1013,25 cm™.
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ABSTRACT
Fatih, M. Thoriqul. 2020. Production of Exopolysaccharides by Lactic Acid
Bacteria from Fermented Peanut Milk. Thesis. Chemistry
Department, Faculty Sains and Technology. Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Anik Maunatin, S.T.,
M.P ; Supervisor Il: Kivah Aha Putra, M.Pd.I

Keywords: exopolysaccharides, lactic acid bacteria, phenol-sulfate, FTIR.

Exopolysaccharide (EPS) is a polysaccharide obtained from microbial
excretion. EPS is produced by lactic acid bacteria (LAB) in unfavorable conditions
called secondary metabolites. EPS is widely used in the health and food sector. The
purpose of this study was to determine the effect of lactic acid bacteria from peanut
milk on exopolysaccharide production and to determine the functional groups found
in exopolysaccharides.

This research is a laboratory exploratory study. The types of isolates used
in this study were 4 types of isolates. The EPS results obtained will be analyzed for
sugar content using the phenol-sulfate method. Each treatment is repeated three
times. The EPS results were identified for functional groups using FTIR.

The results of this study showed that the exopolysaccharide with the highest
average yield was isolate C of 11303,33 mg / L with a sugar content of 81,23%,
while the lowest average yield was isolate B of 9550,00 mg / L sugar amounted to
93,26%. FTIR results on EPS produced by isolate C showed a functional group OH,
C = 0, -CH / -C-H2, and COC respectively at wave numbers 3444,987 cm™,
1670,995 cm™, 1341,291 cm?, and 1013,25 cm™.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang didapatkan dari
hasil ekskresi mikroba (Malik et al., 2010). EPS adalah penamaan secara umum
untuk berbagai bentuk polisakarida yang dihasilkan oleh mikroba yang ditemukan
di luar dinding sel jamur atau bakteri (Malaka, 2010). Penggunaan EPS yang
dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL) terus berkembang seiring perkembangan
teknologi karena aman untuk dikonsumsi oleh manusia serta memiliki banyak
manfaat penting bagi kesehatan. EPS yang diproduksi oleh BAL dapat menekan
pertumbuhan bakteri patogen yang terdapat pada mukosa usus halus dalam saluran
pencernaan manusia (Ruas-Madiedo and Reyes-Gavilan, 2005). Beberapa jenis
EPS yang telah digunakan diantaranya adalah glucan, mannan, xanthan, curdlan,
gellan, dextran (Malik et al., 2010) kefiran, dan alginat (Raymond, 2009).

Penelitian yang telah dilakukan terhadap EPS menunjukkan hasil bahwa
EPS memiliki kemampuan yang dapat diterapkan pada bidang farmasi, kesehatan,
kosmetik serta pangan. EPS yang dimanfaatkan dalam bidang kesehatan
diantaranya adalah g-glucan, p-mannan, xanthan, curdlan, gellan dan dextran
(Malik et al., 2010). Sebelumnya EPS ditambahkan ke dalam makanan hanya untuk
agen pengental dan stabilisator tanpa mengetahui pengaruh terhadap proses
pencernaan, metabolisme, dan kesehatan dalam tubuh setelah mengkonsumsinya
(Farnworth, 2007). EPS dalam bidang pangan dapat digunakan sebagai stabilisator,
pengental, emulgator, pembentuk gel, dan memiliki kemampuan mengikat air yang

baik (Malik et al., 2010). Manfaat yang diberikan oleh EPS pada kesehatan tubuh



2
setelah mengkonsumsinya adalah meningkatkan imunitas. Selain itu, EPS juga
memiliki manfaat pada proses pencernaan kolesterol dengan cara melapisi lapisan
dari mukosa usus sehingga mampu mengahalangi terserapnya kolesterol pada tubuh
(Farnworth, 2007).

BAL merupakan merupakan bakteri yang dapat menghasilkan asam laktat,
selain itu dalam proses fermentasi BAL dapat menghasilkan senyawa antibakteri
diantaranya adalah asam organik, hidrogen peroksida dan bakteriosin (Widodo, et
al., 2017). Sedangkan EPS dapat diproduksi oleh BAL disebabkan keadaan yang
kurang menguntungkan atau produk yang dihasilkan merupakan metabolit
sekunder. Menurut Amalia (2012) bahwa produksi EPS tersebut dilakukan sebagai
bentuk perlindungan atau cara bertahan hidup BAL dari sel lain serta bakteriofag.
Kapsul atau lendir EPS dapat dikeluarkan secara fisik ataupun enzimatik tanpa
mempengaruhi pertumbuhan bakteri, sehingga tidak menyebabkan sel mikroba
mati (Malaka, 2010). Sumber karbon yang spesifik memberikan hasil yang
berbeda-beda pada setiap spesies. Sukrosa merupakan sumber karbon yang terbaik
untuk fermentasi berbagai jenis Lactobacilli (Tallun et al., 2003).

Produksi EPS yang telah dilakukan dalam penelitian sebelumnya
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya adalah suhu, konsentrasi penambahan
sukrosa, konsentrasi substrat, konsentrasi inokulum lama fermentasi (Azizah, 2019)
dan jenis bakteri (Nurhasanah et al., 2020). Perbedaan jenis bakteri dapat
mempengaruhi hasil produksi EPS karena proses setiap bakteri memiliki
kemampuan metabolisme yang berbeda, sehingga jumlah metabolit yang
diproduksi berbeda (Zahro, 2014). Beberapa penelitian melakukan produksi EPS

diproduksi pada media spesifik de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS broth)



3
dengan penambahan sukrosa. Penelitian pada L. rhamnosus LOCK 0943 dengan
penambahan sukrosa 10% didapatkan rendemen sebesar 0,802 g/L (Oleksy-
Sobczak dan Klewicka, 2019), Leuconostoc mesenteroides N7 yang diisolasi dari
nira siwalan dengan penambahan sukrosa 10% didapatkan rendemen sebesar
10,999 g/L (Ma’unatin et al.,2020), Weisella confusa XG-3 dengan penambahan
sukrosa 8% didapatkan rendemen sebesar 97,5 g/L (Zhao et al.,2020), dan Weisella
confusa VP30 yang diisolasi dari feses anak kecil dengan penambahan sukrosa 10%
didapatkan rendemen sebesar 59,99 g/L (Jin et al.,2019).

Allah SWT menciptakan semua alam dan seisinya sebagai rahmat bagi
seluruh umat. Sebagaimana yang sudah dijelaskan dalam Al-Qur’an bahwa seluruh
kekayaan alam berhak untuk dipelihara dan dimanfaatkan guna meningkatkan
kesejahteraan, serta sebagai wujud rasa syukur kepada Allah SWT atas nikmat yang
telah diberikan. Untuk memahami keagungan dan kekuasaan Allah atas yang la
ciptakan di langit dan bumi yang tiada sia-sia seperti yang disebutkan dalam Al-

Qur’an surat Shad (38) ayat 27:

Allah SWT berfirman dalam Q.S Shad ayat 27:
T G 1288 sl 15815238 ol (il 57 S e ey G ST ol LA
Artinya:
“Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara
keduanya tanpa hikmah. Yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir,

maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.” (Q.S
Shad (38):27).

Allah SWT menceritakan kepada hambanya bahwa semua ciptaan yang

dihadirkan baik di bumi dan langit selalu dengan manfaat agar mereka senantiasa
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menyembah dan mengesakan-Nya. Allah SWT menciptakan langit, bumi, dan
seisinya berupa berbagai makhluk yang menakjubkan, beraneka ragam, dan penuh
ketelitian. Manusia selalu dapat mengambil manfaat atas setiap ciptaan-Nya dengan
mempelajarinya berdasarkan keimanan dan celakalah bagi manusia yang
menganggap bahwa hal-hal yang diciptakan-Nya tanpa tujuan. Agar manusia dapat
lebih memahami keagungan-Nya dan beriman kepada-Nya atas semua ciptaan-Nya,

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an surat Al-Imran (3) ayat 191:

Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Imran ayat 191
CIA Ly Ty bl IR 3 &) R85 2 o4 (T 513 85 L8 T (528 (il
DO Gl g At a1
Artinya:

“(vaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan
bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan
sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka.” (Q.S Al-
Imron (3):191).

Semua mahkluk dan segala hal yang diciptakan-Nya ditujukan agar manusia
selalu dapat meningkatkan tagwa kepada Allah SWT, sehingga segala ciptaan-Nya
akan membawa kemashlahatan untuk makhluk-makhluk-Nya, dan sebagai sarana
beribadah kepada Allah SWT, sekaligus membuktikan tentang keesaan-Nya.
Dengan merenungi segala manfaat atas ciptaan-Nya akan membawa manusia untuk
lebih yakin bahwa Allah lah satu-satunya dzat yang menciptakan semua itu. Salah
satu ciptaan-Nya yang memiliki berbagai manfaat bagi manusia adalah BAL. BAL

merupakan salah satu mikroba yang dapat menghasilkan EPS yang memiliki

banyak manfaat bagi manusia diberbagai bidang. Hal tersebut menunjukkan



5)
kekuasaan Allah yang Maha Agung dalam segala yang dikehendaki-Nya bagi
orang-orang yang berakal, serta memahami firman-Nya.

Berbagai penelitian tentang produksi EPS yang telah dilakukan,
menunjukkan bahwa jenis BAL yang digunakan mempengaruhi hasil produksi
EPS. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui BAL penghasil

EPS asal susu kacang tanah terfermentasi.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana pengaruh jenis BAL asal susu kacang tanah terhadap hasil produksi
EPS?

2. Apakah jenis gugus fungsi yang terdapat pada EPS terpilih?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Untuk mengetahui pengaruh jenis BAL asal susu kacang tanah terhadap hasil
produksi EPS.

2. Untuk mengetahui jenis gugus fungsi yang terdapat pada EPS terpilih.

1.4 Batasan Masalah
1. BAL yang digunakan merupakan hasil isolasi dari penelitian sebelumnya.
2. Jumlah jenis isolat BAL yang digunakan sebanyak 4 jenis yaitu B, C, K, dan

L.

1.5 Manfaat penelitian
Manfaat penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan terhadap
aktivis akademika tentang bagaimana pengaruh jenis BAL asal susu kacang tanah

terfermentasi dalam menghasilkan EPS.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Eksopolisakarida

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang didapatkan dari
hasil ekskresi mikroba (Malik et al, 2010). EPS merupakan produk metabolit
sekunder yang dikeluarkan saat lingkungan pertumbuhannya kurang
menguntungkan (Mesomo et al., 2009). Strain bakteri yang bersifat non-mukoid
yaitu yang tidak mampu membentuk EPS secara spontan dapat menjadi bersifat
mukoid dalam kondisi tertentu. Kapsul atau lendir EPS ini dapat dikeluarkan secara
fisik ataupun enzimatik tanpa mempengaruhi pertumbuhan bakteri, sehingga tidak
menyebabkan sel mikroba mati. Eksopolisarida biasa dihasilkan oleh mikroba ke
luar sel biasa ditemukan pada bagian luar dari struktur bakteri. EPS terhubung
dengan sel dalam bentuk kapsul atau lendir yang terdapat pada permukaan sel. EPS
memiliki varietas yang luas serta struktur kimia yang kompleks, dan mempunyai
sifat antimikrobia. EPS mencakup beberapa klasifikasi polisakarida diantaranya
menyerupai bentuk polisakarida tanaman seperti amilosa, amilopektin, selulosa dan
algin. Polisakarida lainnya yang dihasilkan oleh hewan adalah glikogen dan asam
hialuronat. Sebagian besar polisakarida bakteri bersifat unik. Berat molekul EPS
adalah sekitar 10° Da yang merupakan polimerisasi beberapa ratus sampai beberapa
ribu tetra-heptasakarida (Malaka, 2010). EPS umumnya tersusun atas
monosakarida dan beberapa substituen non-karbohidrat diantarnya seperti asetat,
piruvat, suksinat, fosfat dan biomolekul seperti protein, asam nukleat, lipid dan zat

humat (Surono, 2004).
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Sutherland (1977) membagi EPS menjadi dua kelompok besar berdasarkan
komposisi kimianya dan mekanisme sintetisnya yaitu homopolisakarida dan
heteropolisakarida. Homopolisakarida adalah polimer yang terdiri dari satu macam
monosakarida misalnya glukosa atau fruktosa saja. Tipe polimer EPS ini dapat
mempunyai rantai lurus atau cabang. Contoh EPS homopolisakarida adalah
dextran, levans, curdlan, dan pullulans. Heteropolisakarida adalah polisakarida
yang biasanya mengandung 2-4 macam monosakarida seperti glukosa, galaktosa,
mannosa, fruktosa dan rhamnosa. Sintesis heteropolisakarida berbeda dengan
homopolisakarida, yaitu polimer ini diproduksi pada membran sitoplasma dengan
memanfaatkan prekursor yang dibentuk dalam sel. Gula nukleotida berperanan
penting dalam sintesis heteropolisakarida yang kemudian dikonversi sebagaimana
halnya dalam polimerisasi monosakarida. EPS bakteri asam laktat (BAL)
merupakan heteropolisakarida dengan rantai lurus dan bercabang yang merupakan
unit berulang dari tetra-heptasakarida (Malaka, 2010).

EPS yang dihasilkan sebagian besar mikroba tergolong heteropolisakarida.
Heteropolisakarida sendiri memiliki sifat yang berbeda, sifat dari heteropolisakarda
tergantung dari monosakarida penyusun dan ikatan antar monosakarida tersebut.
Heteropolisakarida disintesa dengan prekursor polimerisase yang dibentuk dalam
sel sitoplasma. Untuk mengetahui golongan EPS biasanya dilakukan penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui komponen gula penyusun EPS tersebut (Nudyanto
dan Zubaidah, 2015).

Perbedaan produksi jumlah EPS secara umum dipengaruhi oleh sifat genetis
dan fenotif. Sifat genetis merupakan sifat turunan bawaan dari masing-masing

spesies yang dipengaruhi oleh susunan gen, sedangkan sifat fenotif cenderung
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dipengaruhi oleh faktor lingkungan. EPS yang diproduksi olenh BAL dipengaruhi
olen beberapa faktor seperti kondisi fermentasi, efek media pertumbuhan
(suplementasi mineral), interaksi antar strain (co-culture fermentation), dan
teknologi fermentasi (fed-batch fermentation). Regulasi pertumbuhan sel pada pH
konstan menghasilkan rendemen EPS yang lebih baik. Proses asidifikasi terjadi
karena produksi laktat mengakibatkan enzim glycohydrolase menjadi aktif (kisaran
pH 5). Hal ini mengakibatkan rendemen EPS menurun karena proses enzimatis.
Sumber karbon yang spesifik memberikan hasil yang berbeda-beda pada setiap
spesies. Sukrosa merupakan sumber karbon yang terbaik untuk fermentasi berbagai
jenis Lactobacilli. Jumlah EPS yang dihasilkan tergantung dari sumber karbon dan
nitrogen, serta kondisi fisiko-kimia pertumbuhan bakteri seperti suhu, pH, tingkat
keberadaan oksigen, dan lain-lain (Halim dan Zubaidah, 2013). Suhu juga
merupakan faktor utama dalam produksi EPS, dan suhu yang terbaik bagi
Lactobacillus casei adalah 30°C (Nudyanto dan Zubaidah, 2015).

EPS memiliki banyak manfaat yang dapat diaplikasikan pada berbagai
bidang terutama dibidang pangan dan kesehatan atau obat-obatan. EPS digunakan
pada bidang industri karena memiliki sifat fisiko-kimia yang serupa dengan
polisakarida dari tanaman dan rumput laut. EPS pada bidang pangan digunakan
untuk memberi rasa, tekstur, dan persepsi rasa dari hasil fermentasi (Zubaidah et
al., 2008). EPS pada bidang kesehatan memiliki manfaat sebagai
immunostimulatory, antitumor, microfage activation dan lymphocytes sebagai
ketahanan tubuh (Tallon et al., 2006). EPS dapat digunakan sebagai bahan
pengantar obat (drug delivery system) yang penting dalam pembuatan insulin oral

(Sabetsky, 2004).



2.2 Bakteri Asam Laktat

BAL adalah bakteri yang mampu menghasilkan asam laktat, hidrogen
peroksida, antimikroba dan hasil metabolisme lain yang memberikan pengaruh
positif bagi kesehatan (Nurhasanah et al., 2020). BAL merupakan bakteri gram
positif, tidak membentuk spora, hampir semua strain tidak menghasilkan enzim
katalase, tahan terhadap kondisi asam, dan bersifat fakultatif anaerob. BAL
termasuk dalam kelompok bakteri yang memenuhi standar GRAS (Generally
Recognized as Safe), yaitu bakteri baik yang aman bagi manusia (Nasution, 2012).
Sebagian besar dari BAL merupakan bakteri nonpatogen, kecuali beberapa spesies
tertentu. BAL merupakan bakteri mesofilik dengan beberapa jenis strain memiliki
sifat termofilik yang mampu tumbuh pada rentang suhu 5-45°C serta mampu
tumbuh pada pH 3,8. Selain itu BAL memiliki sifat proteolitik dengan kebutuhan
asam amino yang spesifik (Widodo et al., 2017). Mekanisme kerja BAL tidak
merusak protein, melainkan bekerja dengan cara memetabolisme berbagai jenis
karbohidrat secara fermentatif menjadi asam-asam organik (Nasution, 2012).

BAL diklasifikasikan berdasarkan produk akhir metabolisme menjadi dua,
yaitu homofermentatif dan heterofermentatif. BAL golongan heterofermentatf tidak
hanya menghasilkan asam laktat akan tetapi juga menghasilkan asam asetat, etanol,
karbondioksida, dan lainnya, sedangkan homofermentatif hanya menghasilkan
asam laktat. Genus BAL vyang bersifat homofermentatif diantaranya adalah
Pediococcus, Streptococcus, beberapa strain pada genus Lactococcus dan
Lactobacillus. Sedangkan genus BAL yang bersifat heterofermentatif diantaranya
adalah Weisella, Leuconostoc, dan beberapa strain dari genus Lactobacillus

(Widodo et al., 2017).
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BAL banyak dimanfaatkan untuk kultur starter dalam industri bidang
pangan, terutama dalam proses fermentasi. BAL memiliki kemampuan untuk
memproduksi asam laktat dari berbagai sumber karbon sehingga dapat
mempercepat pengasaman dalam makanan yang dapat memperpanjang daya
simpan atau sebagai metode pengawetan. Selain menghasilkan asam laktat, BAL
yang digunakan pada produk fermentasi dapat menghasilkan senyawa antibakteri
diantaranya adalah asam organik, hidrogen peroksida dan bakteriosin (Widodo
et al., 2017). Peranan BAL pada bidang pangan adalah memperbaiki citra rasa dan
pengawetan produk dari hasil fermentasi (Fitria, 2017).

Al-Qur’an menjelaskan bahwa bakteri sebagai organisme uniseluler
merupakan bukti adanya materi fungsional di bawah sel yang dapat ditemukan
dalam istilah zarrah. Istilah zarrah merupakan sebagai wujud zat atau substansi
materi yang memiliki ukuran paling kecil yang dapat digunakan sebagai petunjuk
untuk mempelajari bakteri dan materi mikroskpik lainnya. Dengan kemajuan
teknologi dan perkembangan keilmuan konsep sel sebagai materi fungsional

terkecil ternyata dapat dipatahkan (Subandi, 2010).

Allah SWT berfirman dalam QS. Al-Bagarah: 26:

158538 Lad dlm gad L Nia Oydmd O o330 ¥ &)
Artinya:
Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk
atau yang lebih rendah dari itu... ... ... (QS. Al-Bagarah: 26).

Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa lafadz &3 58 L33 “atau yang lebih

dari itu” pada ayat tersebut menjelaskan sesuatu yang memiliki fisik atau makna
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lebih kecil dibandingkan dengan nyamuk. Adapun makhluk yang lebih kecil dari
nyamuk salah satunya yaitu bakteri. Bakteri memiliki ratusan ribu spesies yang
hidup di darat, di perairan, di udara dan diberbagai tempat ekstrem. Allah
menjelaskan tentang berbagai macam makhluk-Nya untuk memenuhi kebutuhan
manusia. Dengan hal tersebut akan terasa pada manusia dan seluruh makhluk-Nya
tentang kekuasaan sang Maha Pencipta.

EPS merupakan salah satu produk yang dihasilkan olen BAL dengan cara
dikultivasi pada suhu antara 30-37°C pada media de Man, Rogosa, and Sharpe
(MRS), susu atau senyawa derivatifnya (Badel et al., 2011). Senyawa derivatif
MRS (berbasis glukosa) dan susu (berbasis laktosa) merupakan media utama yang
disarankan dalam memproduksi EPS pada beberapa jenis BAL (Cernin et al.,
1992), contohnya Lactobacillus plantarum (Wang et al., 2014), Lactobacillus
rhamonus (Polak-Berecka et al., 2013), Nostoc carneum (Hussein et al., 2015),
Micrococcus luteus (Asker et al., 2014), Pleurotus eryngii (Sun et al., 2013), dan

Weisella confusa (Jin et al., 2019).

2.3 Kacang tanah

Kacang tanah merupakan sejenis tanaman tropika. Tumbuh secara perdu
setinggi 30 hingga 50 cm (1 hingga 1,5 kaki) dan mengeluarkan daun-daun kecil.
Daun kacang tanah berbentuk majemuk bersirip genap, terdiri atas empat anak daun
dengan tangkai daun agak panjang. Setiap bunga bertangkai panjang berwarna
putih. Mahkota bunganya (corolla) berwarna kuning. Buah kacang tanah berbuah
polong. Polongnya terbentuk setelah terjadi pembuahan, bakal buah tumbuh
memanjang. Inilah yang disebut ginofora yang nantinya akan menjadi tangkai

polong. Warna biji kacang tanah bermacam-macam ada yang putih, merah, ungu
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dan kesumba. Kacang tanah berakar tunggang dengan akar cabang yang tumbuh
tegak lurus pada akar tunggang tersebut. Akar cabang ini mempunyai akar-akar
yang bersifat sementara dan berfungsi sebagai alat penyerap makanan. Klasifikasi

dari kacang tanah yaitu (Mutia dan Saleh, 2016):

Gambar 2.1 Kacang Tanah

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub-divisi : Angiosperma
Class : Dicotyledoneae
Ordo : Rosales

Famili : Papilionaceae
Genus : Arachis

Species : Arachis hypogaea

Kacang tanah mempunyai senyawa-senyawa tertentu yang sangat

dibutuhkan oleh tubuh manusia. Susu kacang memiliki manfaat gizi karena

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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mengandung protein yang tinggi, mineral dan asam lemak esensial seperti asam
linoleat dan asam oleat yang dianggap sangat penting dalam nutrisi manusia.
Umumnya kacang tanah mengandung 20,0 — 30,0% protein, kandungan lemak
antara 40,0 — 50,0%. Kacang tanah juga merupakan sumber serat dan mineral yang
baik, kandungan mineral antara 2,0 — 5,0% bervariasi menurut tipe dan varietas
kacang tanah. Kacang tanah kaya akan asam lemak tidak jenuh yang dapat
menurunkan kolesterol darah (Stella, 2019). Manfaat kacang tanah bagi tubuh yaitu
sebagai lemak baik yang menurunkan resiko penyakit jantung dengan cara
menurunkan kolesterol jahat dalam tubuh. Kandungan resveratrol bermanfaat bagi
kelancaran fungsi tubuh. Kandungan folat niasin, mangan, protein, serta vitamin E
yang melimpah membuat kacang tanah sangat baik untuk kelancaran fungsi usus.
Kandungan serat dapat membantu menurunkan resiko kanker usus besar dan
pembentukan batu empedu. Kandungan limpahan kalsium dan vitamin D dapat
membantu menjaga kesehatan tulang dan gigi. dan dalam jangka panjang mencegah

serangan osteoporosis (Sondakh et al., 2012).

2.4 Produksi Eksopolisakarida

Fermentasi adalah proses redoks anaerobik, di mana terjadi oksidasi substrat
digabungkan dengan pengurangan yang lain substrat atau zat antara yang berasal
dari oksidasi, dengan perbedaan potensial redoks substrat dan produk akhir yang
menyediakan energi untuk sintesis ATP. Kebanyakan fermentasi, substrat yang
sama digunakan sebagai reduktor dan oksidan. Polimer seperti polisakarida,
protein, DNA dan lipid diserang oleh enzim ekstraseluler dan rusak menjadi unit
yang lebih kecil yang diambil oleh degrader awal atau fermentor lainnya (Muller,

2001). Karbohidrat seperti glukosa, fruktosa dan sukrosa merupakan bahan dasar
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yang digunakan dalam fermentasi untuk menghasilkan etanol, asam laktat, asam
butirat, aseton dan hidrogen. Proses ferementasi dapat menyebabkan penurunan pH
(Sari et al., 2013). Pemanfaatan fermentasi telah lama digunakan sejak nenek
moyang kita yang dilakukan secara tradisional dengan proses yang relatif murah
dan mudah menghasilkan produk-produk seperti tape, tempe, oncom dan lainnya
(Nurhayani, 2000).

BAL merupakan bakteri yang terklasifikasikan dalam bakteri
heterofementatif. BAL dalam proses fermentasi dapat mengahasilkan asam laktat,
asam asetat, etanol, mannitol, dekstran, ester, dan CO2. Produk ferementasi BAL
dapat meningkatkan kestabilan dalam rasa dan memiliki aroma yang khas (Carl,
1971). EPS diproduksi oleh BAL dalam kondisi yang kurang menguntungkan.
Berbagai hal yang dapat mempengaruhi produksi EPS diantaranya adalah media,
konsentrasi substrat, penambahan sukrosa, konsentrasi inokulum, pH, dan suhu.
2.4.1 Media Produksi Eksopolisakarida

Media yang dapat digunakan untuk mengoptimalkan proses fermentasi
BAL dalam memproduksi EPS sangat beragam, karena EPS memiliki rantai utama
berupa glukosa. Berbagai karbohidrat dapat ditambahkan pada media biakan.
Menurut Malaka (2010) BAL dapat memproduksi EPS pada media whey untuk
starter bakteri Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus dan media susu skim
rekonstitusi 10% untuk starter bakteri yang sama. Hasil penelitian yang dilakukan
oleh Azizah (2019) pada fermentasi Leuconostoc mesenteroides dalam
memproduksi EPS menggunakan air kelapa dengan penambahan sukrosa untuk
memperkaya nutrisi didapatkan rendemen terbaik sebesar 3569,33 mg/L. Menurut

Badel et al., (2011) media MRS dengan penambahan karbohidrat seperti glukosa,
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sukrosa, laktosa dan lainnya adalah media yang paling umum digunakan untuk
memproduksi EPS.

2.4.2 Konsentrasi Substrat

Kecepatan suatu reaksi enzimatis pada umumnya dipengaruhi oleh
konsentrasi substrat. Kecepatan reaksi akan semakin meningkat dengan
penambahan konsentrasi substrat yang semakin besar. Peningkatan kecepatan
reaksi akan semakin kecil ketika akan mencapai titik kecepatan reaksi maksimum
sehingga penambahan konsentrasi substrat tidak berpengaruh lagi (Lehninger,
1997). Kecepatan reaksi maksimum terjadi karena seluruh enzim telah membentuk
ikatan kompleks dengan substrat (Trenggono dan Sutardi, 1990).
2.4.3 Penambahan Sukrosa

Karbohidrat merupakan faktor penting dalam proses pembentuk EPS. Salah
satu jenis karbohidrat diantaranya adalah sukrosa. Sukrosa menjadi sumber karbon
dalam media fermentasi. Menurut Anindita (2002) sukrosa dapat difermentasi oleh
bakteri menjadi senyawa asam laktat. Semakin besar jumlah sukrosa yang
ditambahkan dalam media fermentasi maka rendemen EPS akan meningkat.
2.4.4 Konsentrasi Inokulum

Inokulum merupakan bakteri yang ditumbuhkan pada media cair yang akan
digunakan untuk fermentasi (Pelczar, 2008). Kadar inokulum pada fermentasi
memberikan pengaruh terhadap hasil fermentasi. Bertambahnya konsentrasi
inokulum akan mempercepat dan memperbanyak pembentukan EPS. Akan tetapi,
jika konsentrasi inokulum yang terlalu besar akan menyababkan fermentasi tidak

efesien (Franca, 2009).
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2.45 pH Media

pH merupakan salah satu parameter yang penting dalam mempengaruhi
kondisi fermentasi BAL dalam produksi EPS. Setiap bakteri memiliki pH optimum
yang spesifik. Penelitian yang dilakukan olen Kimmell et al, (1998) isolat
Leconostoc mesenteroides bekerja optimum untuk memproduksi EPS pada pH 5,0
dengan hasil rendemen terbaik 30 gr/L. sedangkan hasil penelitian yang dilakukan
oleh Zisu dan Shah (2003) Streptococcus thremophilus 1275 bekerja optimum pada
pH 5,5 dengan hasil rendemen terbaik sebesar 458 mg/L.
2.4.6 Suhu

Suhu merupakan faktor penting dalam proses fermentasi BAL dalam
memproduksi EPS. Setiap bakteri memiliki suhu optimum yang berbeda. Semakin
tinggi suhu dapat menyebabkan denaturasi protein dan enzim, dan enzim dapat
bekerja dengan lambat pada suhu rendah. Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Haroun et al., (2013) bakteri Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 dalam
memproduksi EPS memiliki suhu optimum pada suhu 30°C dengan hasil rendemen
terbaik 650 mg/L. Menurut Badel et al., (2011) BAL optimal menghasilkan EPS

pada suhu 30-37°C.

2.5 Penentuan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat-Fenol

Metode asam sulfat-fenol sederhana dan metode kolorimetri cepat untuk
menentukan total karbohidrat dalam sampel. Metode ini mendeteksi secara virtual
semua kelas karbohidrat, termasuk mono-, di-, oligo-, dan polisakarida. Meskipun
metodenya mendeteksi hampir semua karbohidrat, absorptivitas tersebut dari
karbohidrat yang berbeda bervariasi (Nielsen, 2010). Gula merupakan golongan

karbohidrat, baik gula reduksi ataupun gula non-reduksi. Larutan glukosa dalam
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sampel akan mengalami perubahan warna dari tidak berwarna menjadi berwarna
kecoklatan. Hal ini dikarenakan asam sulfat pekat ketika direaksikan dengan fenol
dan glukosa akan menghasilkan panas yang menyebabkan glukosa terhidrasi

menjadi senyawa hidroksimetil furfural (Lailah et al., 2017).

Gambar 2.2 Reaksi dehidrasi karbohidrat

Penambahan asam kuat dan pemanasan pada karbohidrat akan
menghasilkan senyawa turunan furan. Senyawa turunan furan yang terbentuk
tergantung pada jenis karbohidrat yang terkandung dalam senyawa. Senyawa
turunan furan diantaranya adalah pentose, heksosam 6-dioksiheksosa dan keto-
heksosa (Azizah, 2019). Pengukuran kandungan gula dilakukan dengan metode
asam sulfat-fenol dan dibaca menggunakan spektrofotometer genesis pada panjang
gelombang 480 dan 490 nm (Suriyanti et al., 2018). Larutan yang dihasilkan
berwarna kuning-oranye, dan pengukuran dibuat pada 490 nm untuk heksosa dan
pada 480 nm untuk pentosa dan asam heksuronat (Feather dan Harris, 1973). Nilai
absorbansi suatu larutan dipengaruhi oleh konsentrasinya. Semakin tinggi

konsentrasi larutan, semakin tinggi pula nilai absorbansinya (Lailah et al., 2017).

2.6 Biosintesis Eksopolisakarida

Bakteri menghasilkan berbagai macam EPS yang disintesis melalui jalur
biosintesis yang berbeda. Gen yang bertanggung jawab untuk sintesis sering
dikelompokkan dalam genom organisme produksi masing-masing. EPS disintesis

dalam fase-fase pertumbuhan yang berbeda dengan kondisi yang bervariasi



18
tergantung dari jenis mikroorganismenya. EPS disintesis oleh bakteri gram-positif
atau gram-negatif melalui dua mekanisme yang berbeda. Bakteri gram-positif
(seperti levan, alternan dan dextran) mensintesis dengan proses ekstraseluler
(Vanhooren et al., 1998), sedangkan bakteri gram-negatif mensintesis EPS secara
intraseluler (seperti xanthan, gellan, cellulose, dan sucinoglycans) (Sutherland,
2001).

Proses sintesis dapat dibagi menjadi dua prinsip dasar yaitu tempat sintesis
dan prekusor alami misalnya sintesis di luar dinding sel atau pada membran sel.
Sintesis heteropolisakarida berbeda dengan sintesis monosakarida yang disintesis
pada membran sitoplasma dengan memanfaatkan prekusor yang terbentuk
intraseluler. Gula nukleotida berperan penting dalam sintesa heteropolisakarida
sehingga peranannya dalam interkonversi monosakarida atau disakarida (gula)
sebaik aktivasi gula yang dibutuhkan untuk polimerisasi monosakaria menjadi
polisakarida (Cerning, 1990).

Heteropolisakarida dibuat dengan mempolimerisasi prekursor unit berulang
yang dibentuk di dalam sitoplasma. Beberapa enzim atau protein terlibat dalam
biosintesis dan sekresi EPS heterotipe yang tidak selalu unik untuk pembentukan
EPS. Nukleotida gula, yang berasal dari gula-1-fosfat, memainkan peran penting
dalam biosintesis heteropolisakarida karena perannya dalam aktivasi gula, yang
diperlukan untuk polimerisasi monosakarida, serta interkonversi gula (epimerisasi,
dekarboksilasi, dehidrogenasi, dll.). Bersama dengan aktivasi gula dan enzim
modifikasi, mereka memainkan peran penting dalam pembentukan blok penyusun

dan komposisi EPS akhir (Vuyst and Degeest, 1999).
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Untuk sejumlah kecil homopolisakarida, termasuk dextrans, mutans,
alternan, dan levans proses biosintesisnya bersifat ekstraseluler dan membutuhkan
substrat sukrosa yang spesifik. Enzim transferase glikosil yang sangat spesifik
(misalnya dekstran atau levans sukrase untuk biosintesis dextran dan levans)
terlibat dalam reaksi polimerisasi. Enzim dekstran sukrase terlibat dalam reaksi
polimerisasi. Polisakarida dapat diproduksi baik menggunakan kultur sel bakteri

utuh atau preparat enzim bebas sel (tidak bergerak) (Vuyst and Degeest, 1999).
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Gambar 2.3 Skematis Jalur Pembentukan Heteropolisakarida (De Vuyst dan
De Vin, 2007).

Biosintesis heteropolisakarida (HePs) menggunakan substrat berupa
sukrosa terdiri atas beberapa tahapan. Substrat sukrosa diubah menjadi sukrosa 6-
P melalui jalur Phosphoenolpyrivate-phosphotransferase system (PEP-PTS),
kemudian dihidrolisis menjadi fruktosa dan glukosa 6-P yang dikatalisis oleh enzim

SacA/ScrB (sukrosa 6-fosfat hidrolase), fruktosa dan glukosa 6-P tersebut dapat

diubah menjadi fruktosa 6-P dengan katalis enzim SacK/ScrK (6- fruktokinase).
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Fruktosa 6-P menjadi glukosamin 6-P dengan katalis enzim Glms (glutamin-
fruktosa 6-fosfat transaminase), glukosamin 6-P menjadi N-asetilglukosamin 6-P
dengan katalis enzim NagA (N-asetilglukosamin 6-fosfat deasetilase), N-
asetilglukosamin 6-P menjadi N-asetilglukosamin 1-P dengan katalis enzim NagM
(N-asetilglukosamin fosfomutase), N-asetilglukosamin 1-P menjadi UDP-N-
asetilglukosamin  dengan katalis enzim GimU (UDP-Nasetilglukosamin
pirofosforilase), UDP-N-asetilglukosamin melakukan pengulangan unit baik rantai
maupun cabang dengan bantuan Glikosiltransferase. Setelah terjadi penggabungan,
selanjutnya polisakarida yang terbentuk dikeluarkan dari sel dan terlarut di media

fermentasi.

2.7 UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah pengukuran panjang gelombang dan
intensitas sinar ultraviolet dan cahaya tampak yang diabsorbsi oleh sampel. Sinar
ultraviolet berada pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak
berada pada panjang gelombang 400-800 nm (Dachriyanus, 2004). Analisis dengan
spektrofotometer UV-Vis dapat dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif. Analisis
kualitatif meliputi pemeriksaan kemurnian spektrum UV-Vis dan penentuan
panjang gelombang serapan maksimum. Analisis kuantitatif meliputi penentuan
konsentrasi sampel (Apratiwi, 2016). Hal-hal yang mempengaruhi analisis UV-Vis

adalah kromofor, auksokrom, dan pelarut (Suhartati, 2017).
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T

Gambar 2.4 Spektrofotometer UV-Vis

Prinsip kerja dari instrumen ini adalah interaksi senyawa organik dengan
sinar ultraviolet dan sinar tampak. Bagian dari molekul yang paling cepat bereaksi
dengan sinar tersebut adalah elektron-elektron ikatan dan elektron-elektron non
ikatan (elektron bebas). Sinar ultraviolet dan sinar tampak merupakan energi, yang
bila mengenai elektron-elektron tersebut maka elektron akan tereksitasi dari
keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Eksitasi elektron-elektron ini
direkam dalam bentuk spektrum yang dinyatakan sebagai panjang gelombang dan
absorbansi, sesuai jenis elektronnya. Makin mudah elektron-elektron bereksitasi
makin besar panjang gelombang yang diabsorbsi, makin banyak elektron yang
bereksitasi makin tinggi absorbansi (Suhartati, 2017).

Tipe-tipe transisi elektronik meliputi 6-6*, n-6*, n-n*, dan n-n*. Kromofor
yang menyebabkan eksitasi dari 6-6* adalah sistem yang mempunyai elektron ¢
pada orbital molekul. Senyawa-senyawa yang hanya mempunyai orbital ¢ adalah
senyawa organik jenuh yang tidak mempunyai pasangan electron bebas. Transisi
dari 6-6* ini akan menghasilkan serapan pada maks sekitar 150 nm. Transisi dari
n-o* menyerap pada maks kecil dari 200 nm, yang diberikan oleh sistem yang

mempunyai elektron yang tidak berikatan dan adanya orbital ¢ pada molekul.
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Kromofor yang memberikan transisi dari n-n* menyerap pada maks kecil dari 200
nm (tidak terkonjugasi). Kromofor ini merupakan tipe transisi dari sistem yang
mengandung elektron © pada orbital molekulnya. Sedangkan kromofor yang
memberikan transisi dari n-t* memberikan serapan pada maks 300 nm

(Dachriyanus, 2004).

2.8 Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR)
2.8.1 Prinsip Kerja FTIR

Spektroskopi FTIR merupakan salah satu teknik analitik yang sangat baik
dalam proses identifikasi struktur molekul suatu senyawa. Komponen utama
spektroskopi FTIR adalah interferometer Michelson yang mempunyai fungsi
menguraikan (mendispersi) radiasi inframerah menjadi komponen-komponen
frekuensi. Penggunaan interferometer Michelson tersebut memberikan keunggulan
diantaranya adalah informasi struktur molekul dapat diperoleh secara tepat dan
akurat (memiliki resolusi yang tinggi) dibandingkan metode spektroskopi
inframerah konvensional maupun metode spektroskopi yang lain. Keuntungan yang
lain dari metode ini adalah dapat digunakan untuk mengidentifikasi sampel dalam

berbagai fase (gas, padat atau cair) (Sankari, 2010).
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Gambar 2.5 Spektroskopi FTIR Varian 1000 FT

Frekuensi inframerah biasanya dinyatakan dalam satuan bilangan
gelombang (wavenumber), yang didefinisikan sebagai banyaknya gelombang per
sentimeter. Spektrum inframerah suatu senyawa dapat dengan mudah diperoleh
dalam beberapa menit. Sedikit sampel senyawa diletakkan dalam instrumen dengan
sumber radiasi inframerah. Spektroskopi secara otomatis membaca sejumlah
radiasi yang menembus sampel dengan kisaran frekuensi tertentu dan merekam
pada kertas berapa persen radiasi yang ditransmisikan. Radiasi yang diserap oleh
molekul muncul sebagai pita pada spektrum (Hart, 2003).

Prinsip kerja FTIR adalah mengenali gugus fungsi suatu senyawa dari
absorbansi inframerah yang dilakukan terhadap senyawa tersebut. Pola absorbansi
yang diserap oleh tiap-tiap senyawa berbeda-beda, sehingga senyawa-senyawa
dapat dibedakan dan dikuantifikasikan (Sankari, 2010). Spektroskopi FTIR adalah
sama dengan spektroskopi IR dispersi, yang membedakannya adalah
pengembangan pada sistem optiknya sebelum berkas sinar infra-merah melewati

sampel (Rohaeti et al., 2011). FTIR menggunakan suatu interferometer Michelson

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



24
sebagai pengganti monokromator yang terletak di depan monokromator.
Interferometer ini akan memberikan sinyal ke detektor sesuai dengan intensitas
frekuensi vibrasi molekul yang berupa interferogram (Khopkar, 2008).

Komponen dasar dalam spektrofotometer FTIR terdiri dari sumber sinar,
interferometer, sampel, detektor, amplifer, pengubah analog ke digital, dan
komputer. Sistem kerja FTIR adalah sumber sinar yang mengeluarkan radiasi
melewati interferometer ke sampel kemudian tersampaikan ke detektor. Penguatan
(amplifikasi) sinyal, dimana kontribusi frekuensi yang tinggi telah dihilangkan
dengan filter, oleh karena itu data terubah ke dalam bentuk digital berdasarkan suatu
analog-to-digital converter kemudian dipindahkan ke komputer untuk menjalani

transformasi Fourier (Yunitasari, 2016).

2.8.2 Penggunaan FTIR untuk Identifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida

FTIR adalah alat yang efektif untuk mendeteksi struktur dan gugus fungsi
dalam EPS. Identifikasi gugus fungsi EPS dari Weisella cobaria yang dilakukan
oleh Adesulu-Dahunsi (2018) menunjukkan terdapat beberapa puncak yang
menggambar struktur dari senyawa polisakarida. Spektra FTIR EPS ditunjukkan

pada Gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Spektrum FTIR EPS dari Weisella cobaria GA44 (Adesulu-Dahunsi
etal., 2018).

Indentifikasi yang dilakukan pada Gambar 2.6 menunjukkan transmisi pada
bilangan golembang 2901 cm™ terdapat C-H stretching vibration, bilangan
gelombang sekitar 1650 cm™ terdapat C=O dan carboxyl group, bilangan
gelombang 1344 cm™ terdapat golongan ester dan eter stretching vibration, dan
bilangan gelombang 1154 cm™ terdapat ikatan glikosidik (C-O-C) stretching

vibration.
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan agustus-oktober 2020 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung reaksi,
erlenmeyer, pipet mikro, pipet ukur, autoklaf, laminar air flow, gelas arloji, gelas
ukur, gelas beaker, botol steril, cawan petri, inkubator, tabung reaksi, rak tabung
reaksi, jarum ose, bunsen, batang pengaduk, spatula, kapas, timbangan analitik,
hotplate, rotary evaporator, oven, sentrifuge, tabung sentrifugasi, blue tip, stirrer,
plastik wrap, aluminium foil, plastik tahan panas, kapas, kertas label dan
termometer, FTIR.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah media de Man Rogosa and
Sharpe agar (MRS agar), media de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS broth),
akuades, sukrosa, alkohol 70%, etanol PA 95%, asam trikloroasetat (TCA),

glukosa, fenol 5% dan asam sulfat (H2SOs).

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik yang bertujuan

untuk mengetahui pengaruh jenis bakteri asam laktat (BAL) asal susu kacang tanah
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terfermentasi terhadap hasil produksi eksopolisakarida (EPS). Variasi jenis isolat
yang digunakan pada penelitian ini terdepat 4 jenis isolat. Hasil EPS yang
didapatakan dianalisa kadar gula menggunakan metode sulfat-fenol. Setiap
perlakukan dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Hasil EPS diidentifikasi
gugus fungsi menggunakan FTIR. Data hasil penelitian disusun dalam tabel-tabel,
diklasifikasikan sehingga merupakan suatu susunan urutan data kemudian

diinterpretasikan sesuai dengan hasil pengamatan yang ada.

3.4 Tahapan Penelitian
1. Sterilisasi alat dan bahan
2. Pembuatan media
3. Peremajaan Bakteri
4. Skrining bakteri
5. Pembuatan Inokulum
6. Produksi EPS
7. Ekstraksi EPS
8. Pengukuran Total Plate Count
9. Penentuan kadar gula EPS
10. Identifikasi gugus fungsi

3.5 Cara Kerja
3.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian disterilisasi terlebih
dahulu. Alat yang terbuat dari gelas dibungkus dengan kertas, tabung reaksi
disumbat dengan kapas berlemak kemudian dibungkus dengan plastik tahan panas

dan diikat dengan rapat agar air dan bakteri tidak masuk. Bahan atau media yang
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digunakan untuk menumbuhkan bakteri setelah direbus hingga mendidih
dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang disumbat dengan kapas berlemak kemudian
ditutup dengan plastik tahan panas. Alat dan bahan yang sudah dibungkus
dimasukkan ke dalam autoklaf untuk disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm.

3.5.2 Pembuatan Media
3.5.2.1 Media de Man Rogosa and Sharpe Agar (Fardiaz, 1992)

Media MRS agar ditimbang sebanyak 6,82 gram kemudian dimasukkan
pada gelas beaker kemudian ditambahkan aquades sebanyak 100 mL. Dipanaskan
diatas hot plate hingga mendidih dan diaduk menggunakan stirrer hingga homogen.
Sebagian media dimasukkan ke dalam erlenmayer dan sebagian media dimasukkan
ke dalam 10 tabung reaksi sebanyak 5 mL sebagai media miring dan ditutup dengan
kapar berlemak kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit. Media dalam tabung reaksi didinginkan pada keadaan miring
hingga memadat.

3.5.2.2 Media de Man Rogosa and Sharpe Agar - Sukrosa 2% (Fardiaz,
termodifikasi, 1992)

Media MRS agar ditimbang sebanyak 6,82 gram dan sukrosa sebanyak 2
gram kemudian dimasukkan pada gelas beaker kemudian ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL. Dipanaskan diatas hot plate hingga mendidih dan diaduk
menggunakan stirrer hingga homogen. Media dimasukkan ke dalam erlenmayer
dan ditutup dengan kapar berlemak kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf

pada suhu 121°C selama 15 menit.
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3.5.2.3 Media de Man Rogosa and Sharpe Agar - Sukrosa 10% (Fardiaz,
termodifikasi, 1992)

Media MRS agar ditimbang sebanyak 6,82 gram dan sukrosa sebanyak 10
gram kemudian dimasukkan pada gelas beaker kemudian ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL. Dipanaskan diatas hot plate hingga mendidih dan diaduk
menggunakan stirrer hingga homogen. Media dimasukkan ke dalam erlenmayer
dan ditutup dengan kapar berlemak kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit.
3.5.2.4 Media de Man Rogosa and Sharpe Broth (Fardiaz, 1992)

Media MRS broth ditimbang sebanyak 5,5 gram. kemudian dimasukkan
pada gelas beaker kemudian ditambahkan aquades sebanyak 100 mL. Dipanaskan
diatas hot plate hingga mendidih dan diaduk menggunakan stirrer hingga homogen.
Media dimasukkan ke dalam erlenmayer dan ditutup dengan kapar berlemak

kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

3.5.3 Peremajaan Bakteri (Kultsum, 2009)

BAL yang akan digunakan harus diremajakan yang dilakukan secara
aseptis. Bakteri diambil sebanyak satu ose kemudian digoreskan pada media MRS
agar yang telah disiapkan dan sudah disterilisasi dalam keadaan baru. Kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam.

3.5.4 Skrining Bakteri Penghasii Eksopolisakarida (Fu’adah, termodifikasi,
2019)

Skrining bakteri dilakukan dengan menggunakan metode cawan gores.
Skrining bakteri dimulai dengan diambil bakteri sebanyak 1 ose, kemudian ditanam
pada media MRS agar, MRS agar 2% sukrosa dan MRS agar 10% sukrosa.

Kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam.
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3.5.5 Pembuatan Inokulum (Kultsum, 2009)

Inokulum dilakukan dengan diambil dua ose BAL yang telah diregenerasi
kemudian dinokulasikan ke dalam 100 mL MRS broth, lalu di shaker dengan
kecepatan 100 rpm selama 18 jam pada suhu 30°C. Kemudian diukur OD (Optical
Density) bakteri dengan UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. Kemudian

disetarakan OD menjadi 0,5.

3.5.6 Produksi Eksopolisakarida (Xu, et al, termodifikasi, 2010)
Inokulum BAL dengan OD 0,5 sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam botol
kaca lalu ditambahkan MRS broth hingga 40 mL dengan penambahan sukrosa 2%.

Kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C.

3.5.7 Ekstraksi Eksopolisakarida (Paulo, et al., 2012)

Inokulum diambil 20 mL kemudian ditambahkan dengan TCA 20 mL,
kemudian dishaker selama 30 menit dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung sentrifuge, kemudian disentrifugasi
menggunakan sentrifuge dingin 4°C dengan kecepatan 5000 rpm selama 20 menit.
Filtrat yang didapatkan mengandung EPS diambil dan ditambahkan etanol dingin
96% dua kali lipat dari filtrat kemudian didiamkan selama 24 jam pada suhu 4°C.
Kemudian endapan yang didapat dipisahkan dari filtrat. Lalu endapan dikeringkan
pada suhu 50°C selama 6 jam dan hingga didapatkan berat konstan. Berat EPS

kering ditentukan dengan mengunakan rumus:

Kadar EPS (mg/L)=2erat cksopolisakarida img) | . 3.2

volume (L)
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3.5.8 Pengukuran Viabilitas Bakteri Asam Laktat Menggunakan Metode
Total Plate Count (TPC) (Fardiaz, termodifikasi, 1989)

Pengukuran TPC dilakukan menggunakan metode sebar. Kultur bakteri
sebanyak 1 mL diinokulasikan ke dalam NaCl fisiologis 0,85% menggunakan
metode bertingkat 101°. Kemudian inokulum dimasukkan ke media MRS agar
mulai dari 10~ sampai pengenceran 1072 lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu
ruang.

(CFU/mL) = jumlah koloni x faktor pengenceran (fp) ........cccceoeveniieniiinnnns (3.2)
3.5.9 Uji Kadar Total Gula Metode Asam Sulfat-Fenol

3.5.9.1 Pembuatan Kurva Standar Kadar Total Gula Metode Asam Sulfat-
Fenol (Dubois et al., 1956; Ma’unatin et al., 2020).

Pembuatan kurva standar dilakukan dengan cara diambil larutan glukosa
stok 1000 ppm sebanyak 1, 2, 3, 4, 5 dan 6 mL dimasukkan dalam gelas beaker,
kemudian dilarutkan dengan aquades, lalu dimasukkan ke dalam gelas ukur 100 mL
dan ditandabataskan. Larutan glukosa yang sudah dibuat diambil 2 mL dimasukkan
ke dalam tabung reaksi masing-masing, kemudian ditambahkan fenol 5% sebanyak
1 mL dan H>SO4 sebanyak 5 mL. Selanjutnya dipanaskan dalam penangas yang
sudah mendidih selama 15 menit. Kemudian dihitung absorbansi larutan
menggunakan instrument UV-Vis pada panjang gelombang 490nm.

3.5.9.2 Penentuan Kadar Gula Eksopolisakarida Metode Asam Sulfat-Fenol
(Dubois et al., 1956; Ma’unatin et al., 2020).

Ditimbang EPS yang sudah dikeringkan dan dihaluskan sebanyak 0,01
gram, kemudian dimasukkan ke dalam botol steril dan dilarutkan dengan akuades,
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 250 mL dan ditandabataskan. Larutan
EPS diambil 2 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan fenol

5% sebanyak 1 mL dan H>SOs sebanyak 5 mL. Selanjutnya dipanaskan dalam
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penangas yang sudah mendidih selama 15 menit. Kemudian dihitung absorbansi

larutan menggunakan instrument UV-Vis pada panjang gelombang 490nm.

3.5.10 Identifikasi Gugus Fungsi pada Eksopolisakarida menggunakan FTIR
(Anton dan Zubaidah, 2015)

Sampel dibuat dengan menumbuk 250 mg KBr kemudian ditekan dalam
cetakan hingga diperoleh pelet KBr. EPS kering dianalisa pada frekuensi 4000-400
cm*. Data yang didapatkan melalui uji FTIR berupa data kualitatif dan kuantitatif.
Data kualitatif yang berupa informasi keberadaan gugus fungsi dan jenis ikatan
tertentu pada bilangan gelombang tertentu. Sedangkan data kuantitatif berupa nilai

absobansi dari gugus fungsi yang terdeteksi.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Media

Media de Man Rogosa and Sharpe agar (MRS agar) dan de Man Rogosa
and Sharpe broth (MRS broth) digunakan karena media spesifik untuk bakteri asam
laktat (BAL) karena memiliki nutrisi yang sesuai dengan kebutuhan pertumbuhan
BAL. Media MRS agar digunakan untuk peremajaan bakteri dan penghitungan
viabilitas bakteri, sedangkan media MRS broth digunakan untuk pembuatan
inokulum dan produksi eksopolisakarida (EPS). Hasil pembuatan media

ditampilkan pada Gambar 4.1.

Gambar 4.1 dMRS agar a) RS agar b) MRS agar + 2% Sukrosa
c) MRS agar + 10% Sukrosa
Sukrosa pada media ditambahkan bertujuan untuk memperkaya jumlah gula
sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan bakteri sekaligus untuk meningkatkan
kemampuan bakteri dalam memproduksi EPS. Penambahan sukrosa memberikan
perubahan warna yang disebabkan oleh karamelisasi sukrosa pada media ketika
dilakukan pemanasan pada suhu tinggi. Akan tetapi penambahan sukrosa tidak
menyebabkan kekentalan pada media karena media MRS merupakan media yang

memiliki karakteristik kandungan gula yang tinggi.
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4.2 Peremajaan Bakteri

Isolat yang digunakan pada penelitian ini diberikan kode B, C, K, dan L dari
hasil isolasi yang telah dilakukan pada penelitian sebelumnya yang termasuk dalam
BAL yang belum dilakukan identifikasi DNA. Isolat dibedakan berdasarkan
perbedaan morfologi dari koloni bakteri yang tumbuh. Pemilihan isolat BAL
sebagai penghasil EPS karena sebagian besar BAL dapat menghasilkan EPS dan
tergolong dalam bakteri non-patogen.

Isolat perlu diremajakan terlebih dahulu sebelum digunakan untuk
penelitian. Tujuan dari peremajaan bakteri adalah untuk mendapatkan biakan yang
baru dan muda, sehingga dapat berkembangbiak dengan baik dan dapat digunakan
sesuai dengan fungsinya. Wijayati et al., (2014) menjelaskan bahwa peremajaan
bakteri bertujuan agar bakteri memulai metabolisme kembali setelah penyiapan.
Peremajaan bakteri dilakukan untuk mempersiapkan bakteri pada tahap pembuatan
inokulum, hal ini bertujuan agar fase adaptasi bakteri berjalan lebih pendek
sehingga bakteri mencapai fase eksponensial dalam waktu yang lebih cepat. Fase
eksponensial merupakan fase dimana laju pertumbuhan bakteri maksimal
(Chilmawati dan Suminto, 2008). Selain itu, peremajaan bakteri juga dapat
memperbarui sel-sel bakteri dengan nutrisi baru yang terkandung dalam media.

Isolat BAL pada media media MRS agar diamati secara visual menunjukkan
hasil peremajaan isolat BAL mengalami pertumbuhan dengan penampakan bakteri
berwarna bening, membentuk koloni yang rapat dan tumbuh membentuk pola

zig-zag.
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4.3 Skrining Bakteri Asam Laktat Penghasil Eksopolisakarida Secara
Kualitatif

Skrining bakteri bertujuan untuk konfirmasi jenis isolat BAL asal susu
kacang tanah terfermentasi yang mampu memproduksi EPS. Skrining bakteri
ditumbuhkan pada media MRS agar dengan penambahan sukrosa 2% dan 10%,
sedangkan media MRSA tanpa penambahan sukrosa digunakan sebagai kontrol.
BAL penghasil EPS yang secara kualitatif dipilih ditandai dengan terbentuknya
lendir yang mukoid. Hasil skrining BAL penghasil EPS secara kualitatif

ditampilkan dalam Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Skrining BAL Penghasil EPS.

Kode MRS agar MRS agar MRS agar
Isolat +Sukrosa 2%  +Sukrosa 10%
B - + + + ++
& - + ++
K - + ++ +++
L - - +
Keterangan:
- = Tidak menghasilkan lendir
+ = Lendir sedikit
++ = Lendir banyak

+++ = Lendir sangat banyak

Hasil pengujian ini menunjukkan bahwa setiap isolat BAL asal susu kacang
tanah terfermentasi memiliki kemampuan berbeda-beda dalam menghasilkan EPS.
Berdasarkan pertumbuhan semua isolat menggunakan media MRS agar tanpa
penambahan sukrosa (kontrol) tidak menunjukkan terbentuknya EPS. Hal ini
berbanding terbalik dengan media MRS agar yang ditambahkan sukrosa 2% dan
10% yang mampu menghasilkan EPS. Kualitas EPS yang dihasilkan semakin
meningkat seiring dengan meningkatnya sukrosa yang digunakan. Isolat terbaik

dalam produksi EPS secara visual pada ukuran lendir dihasilkan oleh isolat K dan
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diikuti oleh isolat B, sedangkan untuk isolat C, dan L memiliki kualitas EPS yang

tidak jauh berbeda.

¢) MRS agar + Sukrosa 10%.

Isolat BAL terpilih memiliki perbedaan kemampuan dalam menghasilkan
EPS dikarenakan perbedaan spesies atau strain. Menurut Zahro, (2014) dan
Nurhasanah, dkk., (2020) perbedaan tersebut diakibatkan oleh berbedanya proses
metabolisme, sehingga jumlah metabolit yang dihasilkan juga berbeda. Pham et al.,
(2000) menambahkan bahwa jumlah EPS yang dihasilkan oleh spesies BAL yang
berbeda disebabkan oleh sifat bawaan atau genetik.

Penambahan sukrosa 2% dan 10% dari hasil pengamatan menunjukkan
kualitas yang sama dalam memperoduksi EPS. Hal tersebut dapat dilihat dari
ukuran lendir yang dihasilkan. Oleh karena itu, pada media produksi dapat
menggunakan media MRS broth dengan penambahan sukrosa 2 %. Penggunaan
sukrosa 2% dapat memberikan efisiensi terhadap biaya produksi pada penggunaan

bahan.
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4.4 Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum dilakukan bertujuan untuk membuat bakteri
beradaptasi sebelum digunakan dalam proses fermentasi atau produksi EPS.
Inokulum yang digunakan adalah inokulum yang berumur 18 jam karena pada
waktu tersebut BAL sedang mendapatkan fase eksponensial yang akan menuju fase
stasioner, dimana pada fase eksoponensial bakteri memiliki laju pertumbuhan
bakteri maksimal. Menurut Ruiz et al., (2010) senyawa metabolit mulai terbentuk
saat memasuki tengah fase eksponensial dan menurun produksinya pada fase
stasioner. Tercapainya fase eksponensial ini dapat ditandai dengan media yang
berwarna bening menjadi keruh karena terbentuknya suspensi bakteri.

Pembuatan inokulum pada isolat BAL yang menunjukkan kekeruhan adalah
isolat B, C, K, dan L pada jam ke 18. Kekeruhan pada media disebabkan oleh
jumlah sel bakteri yang semakin meningkat yang menunjukkan bahwa fase
eksponensial bakteri telah tercapai. Kekeruhan inokulum bakteri ditunjukkan pada

Gambar 4.3.

Gambar 4.3 Inokulum Bakteri a) MRS broth b) inokulum isolat B
c) inokulum isolat C d) inokulum isolat K e) inokulum isolat L
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Setelah inokulum berumur 18 jam, inokulum tersebut dihitung OD-nya
menggunakan instrument UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. Pengukuran
dilakukan pada panjang gelombang 600 nm agar bakteri tidak mengalami mutasi
dan tidak menyebabkan kematian bakteri. Panjang gelombang yang digunakan juga
disesuaikan dengan warna komplementer pada media yaitu kuning kecoklatan.
Pengukuran dengan UV-Vis menggunakan parameter kekeruhan media. Kekeruhan
media tersebut menyebabkan sinar tampak yang dipancarkan akan dihamburkan
sebagian oleh suspensi bakteri dan sebagian sinar akan ditransmisikan menuju
detektor. Semakin besar sinar yang dihamburkan oleh suspensi bakteri
menyababkan sinar yang diteruskan (ditransmisikan) semakin kecil sehingga

menunjukkan bahwa media semakin keruh.

UL XX R )
.||‘!‘(‘Iulbl_l‘t‘\‘l‘"l‘

Gambar 4.4 Inokulum Kerja a) inokulum isolat B b) inokulum isolat C
¢) inokulum isolat K d) inokulum isolat L
Fermentasi isolat BAL dilakukan menggunakan bakteri dengan OD 0,5,
sehingga bakteri perlu dilakukan penyetaraan OD terlebih dahulu. Penyetaraan OD
bakteri 0,5 bertujuan untuk mengontrol bakteri agar memiliki kondisi yang sama
pada saat fermentasi EPS. Setelah dilakukan penyetaraan OD bakteri, inokulum

kerja siap untuk digunakan untuk fermentasi EPS.
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4.5 Produksi Eksopolisakarida

Produksi EPS pada media produksi MRS broth dengan penambahan sukrosa
2% (b/v) oleh isolat bakteri B, C, K dan L dilakukan dengan tujuan untuk
menentukan isolat BAL asal susu kacang tanah terfermentasi terbaik dalam
memproduksi EPS. Sukrosa merupakan substrat yang sangat baik untuk sintesis
EPS dengan hasil rendemen yang melimpah dan hanya beberapa strain
memproduksi EPS pada gula lainnya. Menurut Geel-Schutten, et al., (1998)
produksi EPS meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi sukrosa dan
melibatkan enzim tipe sukrase ekstraseluler. Malik et al., (2015) menambahkan
bahwa enzim sukrase ekstraseluler yang digunakan oleh BAL untuk
mempolimerisasi EPS yaitu fruktansukrase dan glukansukrase.

EPS yang terbentuk pada media perlu dipisahkan dari membran sel bakteri
dan senyawa protein yang dilakukan dengan panembahan asam trikloroasetat
(TCA). Penambahan TCA menyebabkan deproteinasi atau pengendapan senyawa
protein, dan reaksi sangat bergantung pada 3 kloro pada molekul (Sivaraman et al.,
1997). Endapan yang didapatkan adalah protein yang terkandung dalam media dan

sel bakteri, sedangkan filtrat yang diperoleh adalah EPS.

Gambar 4.5 Pehfgzndapan Protein dari Media dan Sel Bakteri
a) sebelum sentrifugasi b) sesudah sentrifugasi b1) endapan
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Filtrat yang diperoleh ditambahkan dengan etanol dingin 95% dengan
volume dua kali dari sampel yang digunakan untuk mengendapkan EPS.
Penggunaan etanol dengan volume dua kali dari sampel bertujuan untuk
mempermudah laju difusi sehingga distribusi partikel akan semakin besar dengan
semakin besarnya luas permukaan. Etanol 95% digunakan sebagai pengendap
polisakarida dan memiliki kemampuan melarutkan polisakarida yang relatif kecil,
meskipun kemampuan dalam melarutkan zat-zat lain yang relatif besar (Kusmwati
dan Pratiwi, 2009). Etanol memiliki konstanta dielektrik yang jauh lebih rendah
daripada air sehingga memiliki polaritas lebih rendah daripada air, sedangkan
polisakarida mengandung banyak gugus hidroksil yang memberikan karakteristik
polar mereka, akibatnya konsentrasi etanol meningkat dalam larutan dan
menyebabkan penurunan polisakarida kelarutan atau menyebabkan pengendapan
(Klinchongkon et al., 2019). Etanol dapat menyebabkan tegangan permukaan air
pada EPS menurun sehingga EPS cenderung berinteraksi dengan molekul EPS
lainnya. Penentuan rendemen EPS dilakukan dengan metode gravimetri sebagai
metode analisis kuantitatif berdasarkan berat konstan EPS. Rendemen yang

didapatkan ditampilkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Rendemen Rata-Rata Eksopolisakarida
Jenis Isolat Rata-rata (mg/L)

9550,00
11303,33
10696,67

9758,33

—rA0m

~

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa perbedaan jenis isolat BAL berpengaruh
terhadap rendemen EPS yang dihasilkan. Jenis isolat BAL yang menghasilkan EPS

dengan rendemen paling besar adalah isolat C dengan hasil 11303,33 mg/L,
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sedangkan hasil rendemen terendah dihasilkan oleh isolat B dengan rendemen
sebesar 9550,00 mg/L. Perbedaan hasil ini disebabkan oleh aktivitas enzim yang
dimiliki oleh setiap isolat BAL berbeda. Perbedaan hasil produksi EPS disebabkan
oleh proses metabolisme yang berbeda dan sifat bawaan dari bakteri.

Penelitian produksi EPS yang telah dilakukan sebelumnya pada media MRS
broth dengan penambahan sukrosa yang dilakukan oleh Halim dan Zubaidah (2013)
dari isolat BAL dengan kode K1-1242 asal sawi asin (Brassica juncea) didapatkan
hasil rendemen sebesar 1990 mg/L, Nudyanto dan Zubaidah (2015) dari isolat BAL
dengan kode B.3.1 asal kimchi didapatkan hasil rendemen sebesar 427,00 mg/L,
Diana (2018) dari isolat BAL asal tempoyak dengan penambahan sukrosa 5% oleh
isolat W-6-2-30 dengan rendemen sebesar 17,3 mg/mL, dan Ma’unatin et al.,
(2020) dari Leuconostoc mesenteroides N7 yang diisolasi dari nira siwalan dengan
penambahan sukrosa 10% didapatkan rendemen sebesar 10,999 g/L.

Isolat BAL asal susu kacang tanah terfementasi pada penelitian ini memiliki
potensi yang tinggi dalam memproduksi EPS. Rendemen rata-rata yang didapatkan
pada penelitian lebih tinggi dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Halim dan Zubaidah (2013), Nudyanto dan Zubaidah (2015), Diana (2018), dan
Ma’unatin et al., (2020). Kondisi kultur dan komposisi media merupakan faktor
yang mempengaruhi BAL dalam memproduksi serta karakteristik dari EPS (Ruas-
Maidedo and Reyes-Gavilan, 2005). Hal ini dikarenakan setiap spesies bakteri
memiliki kemampuan adaptasi yang berbeda dan kondisi optimum yang berbeda.
Sumber karbon yang terbaik untuk BAL untuk memberikan hasil produksi EPS

pada umumnya adalah sukrosa (van Geel-Schutten, et al., 1998).
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Gambar 4.6 Eksopolisakarida a) EPS isolat B b) EPS isolat C ¢) EPS isolat K
d) EPS isolat L

EPS yang didapatkan memiliki bentuk padatan dan berwarna putih
kekuningan. Karakteristik EPS pada umumnya adalah berbentuk seperti kapur
berongga yang melekat dan sulit dikeluarkan (Salminen, et al., 2004). Akan tetapi
beberapa EPS memiliki karakteristik yang berbeda. Van Hijum et al., (2006)
menjelaskan bahwa perbedaan karakteristik EPS disebabkan oleh perbedaan tipe

ikatan, tipe cabang, panjang rantai glukan, massa molekul, dan konformasi polimer.

4.6 Analisis Kadar Gula Total EPS

Polisakarida atau karbohidrat termasuk dalam golongan gula. Pengukuran
kadar gula total menggunakan metode sulfat-fenol yang akan diidentifikasi
menggunakan UV-Vis. Prinsip dasar yang digunakan pada metode ini adalah
karbohidrat yang bereaksi dengan asam sulfat pekat menyebabkan dehidrasi
membentuk senyawa turunan furfural. Larutan EPS ditambahkan fenol dan asam
sulfat pekat. Fenol berperan sebagai pereaksi yang membentuk senyawa kompleks

berwarna ketika bereaksi dengan turunan furfural. Senyawa komplek yang
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terbentuk berwarna jingga dalam kondisi asam dan berkondensasi dengan monomer
gula. Asam sulfat pekat akan memecah sel dan menghidrolisis polisakarida.
Penggunaan panjang gelombang 490 nm disesuaikan dengan warna komplementer

yang terbentuk. Hasil rata-rata kadar gula total EPS ditampilkan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Kadar gula rata-rata total EPS

Isolat Rata-rata (%)
B 93,26
C 81,23
K 96,89
L 84,54

Kadar gula total tertinggi dihasilkan oleh isolat K dengan kadar sebesar
96.89%, sedangkan kadar gula total terendah dihasilkan oleh isolat C dengan kadar
sebesar 81.23%. Tinggi dan rendahnya kadar gula total disebabkan oleh jumlah gula
sebagai substrat dalam media produksi dan aktivitas enzim invertase untuk
mengubah substrat menjadi monomer-monomer penyusunnya. Azizah (2019)
menyatakan bahwa tinggi rendahnya kadar gula total pada EPS dipengaruhi jumlah
gula yang terdapat dalam media produksi. Rendahnya kadar gula total juga
disebabkan oleh jumlah pengotor yang terdapat dalam EPS. Pengotor yang sering

dijumpai dalam EPS salah satunya adalah protein.

4.7 Viabilitas Bakteri Asam Laktat Setelah Fermentasi Eksopolisakarida
Metode yang digunakan untuk menentukan viabilitas bakteri adalah metode
total plate count (TPC). Dwidjoseputro (2005) menyatakan bahwa metode TPC
adalah metode perhitungan mikroba untuk menguji cemaran mikroba menggunakan
metode pengenceran dan cawan tuang. Perhitungan ini dilakukan untuk mengetahui

jumlah sel BAL yang hidup untuk memproduksi EPS. Uji TPC dilakukan dengan
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media MRS agar menghasilkan koloni yang dapat dihitung dan diamati secara
visual. Jumlah sel bakteri yang digunakan pada media produksi dihitung
menggunakan metode TPC. Jumlah koloni yang dihitung pada cawan petri adalah
sebanyak 30-300 koloni. Hasil perhitungan viabilitas BAL TPC pada isolat B, C,
K, dan L ditampilkan pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Viabilitas Bakteri Asam Laktat Setelah Fermentasi Eksopolisakarida
(CFU/mL)
2,87 x 10°
8,7 x 10*?

1,01 x 10*2
1,51 x 10"

[ N @ v )

Perbedaan tingkat viabilitas pada setiap jenis isolat disebabkan oleh
perbedaan tingkat adaptasi yang dimiliki oleh isolat. Viabilitas paling tinggi pada
media produksi dimiliki oleh isolat C dengan jumlah sel bakteri 8,7 x 10*> CFU/mL
dan yang paling rendah adalah isolat B dengan jumlah sel bakteri 2,87 x 10°
CFU/mL. Lee, dkk (2013) menjelaskan bahwa faktor-faktor yang dapat
mempengaruhi viabilitas BAL salah satunya adalah jenis bakteri. Setiap jenis
bakteri memiliki kemampuan adaptasi yang berbeda dengan kondisi lingkungan
sehingga dapat mempengaruhi kemampuan hidup bakteri dalam suatu kondisi pada
media. Kemampuan hidup bakteri tersebut berpengaruh terhadap rendemen EPS,
semakin banyak sel bakteri maka rendemen EPS yang didapatkan juga semakin

besar.
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4.8 ldentifikasi Gugus  Fungsi Eksopolisakarida ~ menggunakan
Spektrofotometer FTIR

Identifikasi gugus fungsi EPS menggunakan spektrofotometer FTIR
dilakukan pada EPS yang dihasilkan oleh jenis isolat dengan rendemen tertinggi
yaitu pada isolat C. Hasil FTIR yang didapatkan ditampilkan pada Gambar 4.8.
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Gambar 4.7 Spektra FTIR EPS yang dihasilkan isolat C

3=

Hasil analisa gugus fungsi EPS diinterpretasikan berdasarkan puncak yang
muncul terhadap serapan khas pada gugus fungsi polisakarida. Gugus fungsi EPS

yang didapatkan ditampilkan pada Tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Gugus Fungsi dari Spektra FTIR EPS yang Dihasilkan Isolat C.

Spektra hasil Spektra dari Gugus fungsi dari Sumber
analisis (cm™) literatur (cm™) literatur
(Winahyu dan
3444,987 3406,35 O-H Stretching Primadiamanti,
2020)
) . . (Bramhachari and
2930,069 2925 C-H (metil) Stretching Dubey, 2006)
N . (Bramhachari and
1670,995 1636 C=0 Stretching Dubey, 2006)
. | . (Petrovici, dkk.,
1341,291 1370 C-H, C-H2Bending 2017)
o ' (Guezennec, dkk.,
1268,8 1250 O-S-0 Stretching 1994)
oy : (Adesulu-Dahunsi
1013,25 1154 C-O-C Stretching et al., 2018)

Berdasarkan penelitian terdahulu bahwa senyawa polisakarida yang
didukung oleh pita serapan O-H pada daerah 3406,35 cm™ dengan puncak yang
melebar stretching (Winahyu dan Primadiamanti, 2020), serapan C-H golongan
metil pada daerah 2925 cm™ dengan vibrasi stretching, serapan C=0 pada daerah
1636 cm* dengan vibrasi stretching (Bramhachari and Dubey, 2006), serapan -C-
H, C-H. pada daerah 1370-1455 cm™ dengan vibrasi bending (Petrovici, dkk.,
2017), pada serapan daerah 1250 dengan vibrasi stretching menunjukkan gugus O-
S-O (Guezennec, dkk., 1994), serapan C-O-C yang menunjukkan ikatan glikosidik
pada daerah 1154 cm™ dengan vibrasi stretching (Adesulu-Dahunsi et al., 2018).
Gugus fungsi yang menunjukkan keberadaan suatu polisakarida pada umumnya
adalah O-H (hidroksil), C=0 (karbonil), -C-H/-C-Ha, dan C-O-C (ester/eter).

4.9 Pemanfaatan  Bakteri Asam  Laktat dalam  Memproduksi
Eksopolisakarida dalam Perspektif Islam

Ketagwaan manusia di muka bumi ini ditingkatkan dengan selalu bersyukur

dan selalu merenungi ciptaan Allah SWT begitupula dengan pemanfaatan BAL
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dalam memproduksi EPS yang membuktikan bahwa di muka bumi terdapat
berbagai hal yang tidak diketahui oleh manusia. Oleh karena itu, manusia harus
selalu belajar untuk memperoleh pengetahuan yang luas agar pengetahuan tersebut
bermanfaat bagi orang lain dalam mengerjakan suatu kebaikan guna
mensejahterakan manusia. Di era-modern ini masih terdapat berbagai hal yang baru
yang sesungguhnya di dalam Al-Qur’an sudah dijelaskan bahwa manusia harus
berusaha dan mampu menjelaskan setiap manfaat oleh setiap ciptaan-Nya seperti
manfaat dari EPS. Allah SWT menciptakan semua alam dan seisinya sebagai
rahmat bagi seluruh umat. Sebagaimana yang sudah dijelaskan Al-Qur’an bahwa
seluruh kekayaan alam berhak untuk dieksplorasi dengan semaksimal mungkin
sebagai wujud rasa syukur kepada Allah SWT atas nikmat yang telah diberikan,

seperti yang disebutkan dalam Al-Qur’an surat Al-Bagarah (2) ayat 164:

Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Bagarah ayat 164:

DAl G s uad el @lillg Lledh s Jalll Gaals Lan s clslald) GlA La )
& ladsae 22l (=) V) 43 LATE ola (e laldl e @ 0031 ey Gull) 2853 Lay
Y (=) Vs elald) o HALLN QAL A5l cay yiady 4310 U8 e Lggd

G sdang o 581
Artinya:

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam
dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi
manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu
Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi itu segala
jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara langit dan

bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum
yang memikirkan.” (QS. Al-Bagarah:164).
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Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah lah yang menciptakan langit dan

bumi serta segala isinya untuk memenuhi kebutuhan manusia, maka seharusnya
manusia perlu memperhatikan semua agar bertambah keimanannya terhadap
keagungan dan kekuasaanNya, serta bertambah ilmu pengetahuan tentang alam
semesta dan dapat dimanfaatkan. Segala jenis hewan telah diciptakan di muka bumi
dengan berbagai bentuk dan ukuran, ada yang dapat dilihat dengan mata telanjang,
Ada yang harus menggunakan alat bantu seperti mikroskop, salah satu diantara
banyak hewan yang diciptakan adalah bakteri. Allah menciptakan hewan dengan
berbagai manfaat, salah satunya adalah BAL yang dapat menghasilkan EPS. EPS
mempunyai banyak manfaat untuk memenuhi kebutuhan manusia. Hal tersebut
menunjukkan kekuasaan Allah yang Maha Agung dalam segala yang
dikehendakiNya bagi orang-orang yang dapat memikirkan bukti-bukti serta
memahami dalil-dalil dan tanda-tanda yang ada di muka bumi ini sebagai bahan
untuk manusia selalu mempelajari agar mampu mendapatkan manfaat dalam
kebaikan dari setiap yang diciptakan Allah SWT, seperti yang terdapat pada Al-

Qur’an Surat An-Nahl ayat 8.

Allah SWT berfirman dalam Q.S An-Nahl ayat 8:
OsA085 ¥ s (31235745 55 b 58 5 Dpeall; Jladl; (3l
Artinya:
“Dan (Dia telah menciptakan) kuda, bagal dan keledai, agar kamu
menungganginya dan (menjadikannya) perhiasan. Dan Allah menciptakan apa
yang kamu tidak mengetahuinya” (Q.S An-Nahl:8).

Al-Madinah Al-Munawwarah dalam tafsirnya menjelaskan bahwa lafadz

&5 Y & 5455 memiliki makna yakni Allah juga menciptakan makhluk-makhluk
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yang tidak kalian ketahui selain dari yang telah Dia sebutkan baik itu di darat
maupun di laut, yang belum pernah dilihat dan didengar oleh manusia. Orang-orang
beriman akan selalu terus mempelajarinya, baik dari mahkluk yang dapat dilihat
hingga mahkluk yang tidak dapat dilihat oleh mata telanjang, sehingga manfaat
yang diberikan oleh Allah dalam setiap ciptaanNya dapat tersampaikan dan
digunakan oleh manusia. Hewan-hewan atau mahkluk hidup yang berukuran kecil
seperti mikroba membutuhkan alat bantu untuk mengamatinya berupa mikroskop
atau alat bantu lain, sehingga dapat diambil manfaat dan dapat untuk diaplikasikan
sesuai manfaat dari mahkluk tersebut.

Seluruh ilmu pengetahuan, pengembangan teknologi, dan teori yang
terdapat di dunia ini sudah terjadi pada objek-objek yang diciptakan olehNya.
Semua pengetahuan tersebut tidak diturunkan kepada manusia dengan instan. Oleh
karena itu manusia diturunkan ke muka bumi dengan akal yang salah satunya
digunakan untuk dapat menerima pengetahuan yang diturunkan oleh Allah SWT.
Akal yang digunakan manusia dengan tujuan baik dan benar maka manusia tersebut
akan diberikan hikmah dari setiap objek yang ada di sekelilingnya. Begitu dengan
sebaliknya, bagi manusia yang tidak menggunakan akal dengan bijak atau tidak
berfikir, maka tidak mendapatkan hikmah dari berbagai hal yang terjadi dan yang

ada di sekelilingnya.

Allah SWT berfirman dalam Q.S An-Nahl ayat 13:

U85 e e s o oA AR (5T 8 TT 53 L
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Artinya:

“Dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu di bumi ini
dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran”
(Q.S. An-Nahl:13).

Allah SWT menciptakan manusia di muka bumi selalu disertai dengan
fasilitas untuk memenuhi kebutuhannya. Menurut Al-Quthubi (2009) bahwa Allah
SWT telah mengatur segala sesuatu di muka bumi untuk manusia. Allah SWT
menciptakan fasilitas untuk manusia dengan berbagai jenis,bentuk, dan ukuran.
Fasilitas tersebut dapat berupa binatang, tumbuhan, dan lainnya agar manusia dapat
mengambil manfaat, hikmah, dan sebagai tanda menunjukkan kekuasaan Allah
SWT.

BAL merupakan salah satu makhluk hidup yang diciptakan Allah SWT
dengan berbagai manfaat. BAL dapat memproduksi EPS dalam proses metabolit
sekunder. Untuk memaksimalkan hasil produksi EPS terdapat beberapa faktor yang

mempengaruhi diantaranya adalah jenis bakteri, lama fermentasi, suhu, pH, dan

lainnya. Setiap kondisi memiliki batasan kadar optimum dalam memproduksi EPS.

Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Qamar ayat 49:
Artinya:
49)“Sungguh, Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (Q.S. Al-Qamar:
Sesungguhnya Allah telah menciptakan segala sesuatu dalam takaran yang
telah ditetapkan dan ditakdirkan. Semua hal yang terjadi dan tercipta di muka bumi

telah didahului dan ditulis di Lauhul Mahfuzh. Menurut Shihab (2000) kata gadar
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memiliki makna kadar tertentu yang tidak bertambah atau berkurang, serta dapat
diartikan sebagai ketentuan yang telah ditetapkan terhadap segala sesuatu.
Penjelasan yang terdapat dalam tafsir Ibnu Katsir menyebutkan yakni Allah telah
menentukan ukuran bagi setiap makhluknya dan pentujuk kepada semua makhluk-
Nya. Dengan firman-firman Allah SWT tersebut, para alim ulama’ dan para imam
telah memperlihatkan akan kebenaran dari takdir yang telah Allah tetapkan

terhadap makhluk-Nya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian ini didapatkan eksopolisakarida dengan rendemen rata-rata
tertinggi oleh isolat C sebesar 11303,33 mg/L dengan kadar gula sebesar 81,23%,
sedangkan hasil rendemen rata-rata terendah dihasilkan oleh isolat B sebesar
9550,00 mg/L dengan kadar gula sebesar 93,26%. Hasil FTIR pada EPS yang
dihasilkan oleh isolat C menunjukkan adanya gugus fungsi O-H, C=0, -C-H/-C-
H,, dan C-O-C secara berurutan pada bilangan gelombang 3444,987 cm™, 1670,995
cm?, 1341,291 cm?, dan 1013,25 cm™. Penelitian yang dilakukan terintegrasi

dengan Al-Qur’an Surat An-Nahl ayat 8.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk optimasi  produksi

eksopolisakarida oleh isolat terpilih.
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Lampiran 2. Diagram Alir
1. Sterilisasi Alat dan Bahan

Bahan

Dibungkus alat yang terbuat dari gelas dengan kertas

Disumbat tabung reaksi dengan kapas berlemak kemudian dibungkus
dengan plasik tahan panas dan diikat dengan rapat.

Bahan atau media penumbuhan bakteri yang telah direbus dimasukkan
ke dalam erlenmayer yang disumbat dengan kapas berlemak dan
dibungkus lagi menggunakan plastik tahan panas.

Alat dan bahan yang telah dibungkus kemudian dimasukkan ke dalam
autoklaf untuk disterilkan pada suhu 121°C selama 15 menit dengan

tekanan 1 atm.

Hasil

2. Pembuatan Media
Media de Man Rogoda and Sharpe Agar (MRS Agar)

Media MRS Agar

- Ditimbang Media MRS agar sebanyak 6,82 gram

- Dimasukkan ke dalam gelas beaker ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL.

- Dipanaskan dengan hot-plate hingga mendidih dan diaduk
dengan stirrer hingga homogen.

- Dimasukkan 50 mL media ke dalam erlenmayer dan ditutup

kapas berlemak dan dibungkus dengan plastik tahan panas.
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Dimasukkan media ke dalam 10 tabung reaksi masing-masing
sebanyak 5 mL kemudian ditutup dengan kapas berlemak dan
dibungkus dengan plastik tahan panas.
Disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama

15 menit dengan tekanan 1 atm.

Hasil

Media MRS Agar-Sukrosa 2%

Media MRS Agar

Ditimbang Media MRS agar sebanyak 6,82 gram.

Ditimbang sukrosa sebanyak 2 gram.

Dimasukkan ke dalam gelas beaker ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL.

Dipanaskan dengan hot-plate hingga mendidih dan diaduk
dengan stirrer hingga homogen.

Dimasukkan media ke dalam erlenmayer dan ditutup kapas
berlemak dan dibungkus dengan plastik tahan panas.
Disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama

15 menit dengan tekanan 1 atm.

Hasil

Media MRS Agar-Sukrosa 10%

Media MRS Agar

Ditimbang Media MRS agar sebanyak 6,82 gram.

Ditimbang Sukrosa sebanyak 10 gram.
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Dimasukkan ke dalam gelas beaker ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL.
Dipanaskan dengan hot-plate hingga mendidih dan diaduk
dengan stirrer hingga homogen.
Dimasukkan media ke dalam erlenmayer dan ditutup kapas
berlemak dan dibungkus dengan plastik tahan panas.
Disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama

15 menit dengan tekanan 1 atm.

Hasil

Media MRS Broth

Media MRS broth

Ditimbang Media MRS broth sebanyak 5,52 gram.
Dimasukkan ke dalam gelas beaker ditambahkan aquades
sebanyak 100 mL.

Dipanaskan dengan hot-plate hingga mendidih dan diaduk
dengan stirrer hingga homogen.

Dimasukkan media ke dalam erlenmayer dan ditutup kapas
berlemak dan dibungkus dengan plastik tahan panas.
Disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama

15 menit dengan tekanan 1 atm.

Hasil
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3. Regenerasi Bakteri

Bahan

Hasil

Diambil bakteri sebanyak satu ose.
Digoreskan pada media MRS agar miring.

Diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang.

4. Skrining Bakteri Asam Laktat Penghasil Eksopolisakarida

Bahan

Hasil

Diambil bakteri sebanyak 1 ose,
Ditanam pada media MRS agar, MRS agar 2% sukrosa dan MRS agar
10% sukrosa.

Diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam.

5. Pembuatan inokulum

Bahan

Diambil bakteri sebanyak dua ose secara aseptis yang telah
diregenerasi.

Diinokulasikan ke dalam 100 mL media MRS broth steril dalam
erlenmeyer.

Di shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 18 jam pada suhu 30°C .
Diukur OD menggunakan UV-Vis pada panjang gelombang 600nm

Disetarakan nilai OD menjadi 0,5.

Hasil
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6. Produksi eksopolisakarida

Bahan

Diambil inokulum kerja OD 0,5 sebanyak 2 mL.
Ditambahkan ke dalam 40 mL MRS broth dengan penambahan 2%
sukrosa.

Diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam.

Hasil

7. Ekstraksi Eksopolisakarida

Bahan

Diambil inokulum setelah fermentasi sebanyak 20 mL.
Ditambahkan 20 mL TCA.

Dishaker dengan kecepatan 100 rpm selama 30 menit pada suhu
ruang.

Dimasukkan ke dalam tabung sentifuge.

Disentrifugasi menggunakan sentrifuge dingin 4°C dengan
kecepatan 5000 rpm selama 20 menit.

Diambil filtrar yang didapatkan mengandung EPS

Ditambahkan etanol dingin 96% dua kali lipat dari sampel
Dipisahkan pelet dan filtrat

Dikeringbekukan menggunakan freeze dry selama 18 jam.

Berat eksopolisakarida kering ditentukan dengan mengunakan

rumus:
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Kadar EPS (g/L)_Berat eksopolisakarida (g)

volume (L)

Hasil

8. Pengukuran Total Plate Count (TPC)

Bahan

Diinokulasikan kultur bakteri sebanyak 1 mL ke dalam NaCl fisiologis
0,85% menggunakan metode bertingkat 10°%°.,

Dimasukkan 1 mL inokulum setelah fermentasi ke media MRS agar
mulai dari 10 sampai pengenceran 102° lalu diinkubasi selama 48
jam pada suhu ruang.

(CFU/mL) = jumlah koloni x faktor pengenceran (fp)

Hasil

9. Analisis Kadar Total Gula menggunakan Metode Asam Sulfat-Fenol

9.1 Pembuatan Kurva Standar Kadar Gula Metode Asam Sulfat-Fenol

Bahan

- Diambil larutan glukosa stok 1000 ppm sebanyak 1, 2, 3, 4, 5 dan
6 mL dimasukkan dalam gelas beaker.

- Dilarutkan dengan aquades, lalu dimasukkan ke dalam gelas ukur
100 mL dan ditandabataskan.

- Dimasukkan larutan glukosa yang sudah dibuat 2 mL ke dalam
tabung reaksi masing-masing,

- Ditambahkan fenol 5% sebanyak 1 mL dan H.SO4 sebanyak 5

mL.



69
Dipanaskan dalam penangas yang sudah mendidih selama 15
menit.
Dihitung absorbansi larutan menggunakan instrument UV-Vis

pada panjang gelombang 490nm.

Hasil

9.2 Penentuan Kadar Gula Metode Asam Sulfat-Fenol

Bahan

Ditimbang eksopolisakarida yang sudah dikeringkan dan
dihaluskan sebanyak 0,01 gram.

dilarutkan dengan akuades, kemudian dimasukkan ke dalam labu
ukur 250 mL dan ditandabataskan.

Dimasukkan larutan eksopolisakarida yang sudah dibuat
sebanyak 2 mL ke dalam tabung reaksi masing-masing,
Ditambahkan fenol 5% sebanyak 1 mL dan H2SO4 sebanyak 5
mL.

Dipanaskan dalam penangas yang sudah mendidih selama 15
menit.

Dihitung absorbansi larutan menggunakan instrument UV-Vis

pada panjang gelombang 490nm.

Hasil
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Identifikasi Gugus Fungsi pada Eksopolisakarida menggunakan

FTIR

Bahan

- Ditumbuk 250 mg KBr dan sedikit eksopolisakarida
- Ditekan dalam cetakan hingga diperoleh pelet KBr.

- Eksopolisakarida kering dianalisa pada frekuensi 4000-400 cm™,

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan
1. Pembuatan larutan Fenol 5% (b/v)

_  5gram fenol
o — _ > gramtienol
Fenol 5% (b/V) 100 mL akuades

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

2. Pembuatan larutan NaCl 0,85 %

NaCl 0,85% (b/v) = —35 gram Nacl

100 mL akuades

Larutan NaCl dibuat dengan ditimbang 0,85 gram NaCl dengan neraca analitik,
kemudian dilarutkan dengan aquades. Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL,
ditandabataskan dan dihomogenkan.
3. Penentuan OD inokulum

Hasil penentuan ODeoo pada isolat terpilih ditunjukkan pada Tabel 3.1 yang
kemudian disetarakan menjadi OD 0,5.

Tabel 3.1 Pengukuran OD Inokulum

Jenis Isolat ODs0o
B 2,0892
C 2,1614
K 2,0730
L 2,1173

Perhitungan OD 0,5:

a. lIsolat B:
M1 x V1 =Mz x V>
2,0892 x V1 =0,5x 20 mL
V1=4,79 mL
b. Isolat C
M1 x V1 =Mz x V>
2,1614 x V1 =0,5x 20 mL
V1=4,63mL
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c. lIsolatK
M1 x V1 =Mz x V3
2,0730 x V1 =0,5x20 mL
V1=4,82mL
d. lIsolat L
M1 x V1 =Mz x V3
2,1173xV1=0,5x 20 mL
Vi1=4,72mL

4. Perhitungan Rendemen Eksopolisakarida
Hasil produksi eksopolisakarida dari fermentasi menggunakan media de

Man Rogosa and Sharpe broth dengan penambahan sukrosa 2% ditujukkan pada

Tabel 4.1.
Tabel 4.1 Berat kering eksopolisakarida
Berat Kering (mg) Rata-rata
Isolat
Ulangan1 Ulangan2 Ulangan 3 (mg)
B 148,5 199,6 2249 191,00
C 207,6 238,3 232,3 226,07
K 196,4 202,3 243,1 213,93
L 208,4 153,9 223,2 195,17

Data pada tabel 3.1 digunakan untuk menentukan rendemen eksopolisakarida

menggunakan rumus:

__Berat kering eksopolisakarida (mg)

Rendemen eksopolisakarida (mg/L) =

Volume media (L)

Perhitungan rendemen digambarkan oleh isolat B pada ulangan 1:

Rendemen eksopolisakarida (mg/L) =222 = 7425 00 mg/L

0,02L

Rendemen eksopolisakarida ditunjukkan pada tabel 3.2.



Tabel 3.2 Rendemen rata-rata eksopolisakarida

Rendemen (mg/L) Rata-rata

solat Ulangan1 Ulangan2 Ulangan 3 (mg/L)
B 7425 9980 11245 9550,00
C 10380 11915 11615 11303,33
K 9820 10115 12155 10696,67
L 10420 7695 11160 9758,333

Pembuatan Konsentrasi Glukosa Standar 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm

Glukosa stok (1000 ppm) _ 100 mg glukosa anhidrat

0,1 L akuades

akuades. Dimasukkan larutan ke dalam

sebagai berikut:

a. Konsentrasi 10 ppm:
M1 x V1 =Mz x V;
1000 ppm x V1 =10 ppm x 100 mL
Vi=1mL
b. Konsentrasi 20 ppm
M1 x V1 =Mz x V;
1000 ppm x V1 = 20 ppm x 100 mL
Vi=2mL
c. Konsentrasi 30 ppm
M1 x V1=M2x V>
1000 ppm x V1 =30 ppm x 100 mL
Vi=3mL
d. Konsentrasi 40 ppm
M1 x V1=M2x V>
1000 ppm x V1 =40 ppm x 100 mL
Vi=4mL
e. Konsentrasi 50 ppm
M1 x V1=Mz2 xV;

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

dilakukan dengan pengenceran dari larutan glukosa stok dengan perhitungan
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1000 ppm x V1 =50 ppm x 100 mL
Vi=5mL
f. Konsentrasi 60 ppm
M1 x Vi =Mz x V>
1000 ppm x V1 = 60 ppm x 100 mL
Vi=6mL

6. Kurva Standar Glukosa

Tabel 4.1 Data absobansi glukosa

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
10 0,1098
20 0,1745
30 0,3897
40 0,5426
50 0,7365
60 0,8686

Kurva Standart

o)
<< 0.2

0 1C 2C 3 40 50 60 70

Konsentrasi

Gambar 4.1 Kurva Standar Larutan Glukosa

7. Analisis Kadar Gula Eksopolisakarida

Kadar gula total eksopolisakarida dilakukan dengan 0,01 mg EPS dilarutkan
pada akuades 250 mL. Kemudian diambil sebanyak 1 mL, ditambahkan fenol 5%
sebanyak 2 mL dan asam sulfat pekat sebanyak 5 mL. Kemudian dipanaskan

dengan penangas air mendidih selama 15 menit. Kemudian dihitung absorbansi
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gula total menggunakan UV-Vis pada panjang gelombang 490 nm. Data hasil

absobansi gula total eksopolisakarida dilihat pada tabel 5.1.

Tabel 5.1 Kadar Gula Total Eksopolisakarida

Absorbansi
Isolat
Ulangan 1 Ulangan 2
B 0.4665 0.5487
C 0.387 0.4733
K 0.4773 0.5847
L 0.4711 0.4318

Data absorbansi sampel setelah fermentasi tersebut diplotkan ke dalam
persamaa regresi dari kurva standar glukosa yaitu y = 0,0161x — 0,093 dengan y
adalah absorbansi bahan baku dan x merupakan variable yang dicari yaitu
konsentrasi gula yang terkandung dalam bahan baku sebelum fermentasi.
Perhitungan digambarkan seperti pada isolat B ulangan 1:

y =0,0161x — 0,093

0,4665 = 0,0161x — 0,093

0,4665 + 0,093= 0,0161x
X = 34.75 ppm (Konsentrasi sesuai kurva)

Konsentrasi analisa = -8
0,25 L
=40 ppm
Kadar Gula (%) £ Konsentrasi kurva x 100%

Konsentrasi analisa
_34,75x100%

40
= 86,88
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Kadar gula total eksopolisakarida dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel 5.2 Kadar gula total eksopolisakarida
Kadar Gula Total (%)

Isolat Rata-rata (%)
Ulangan1 Ulangan 2
B 86,88 99,64 93,26
C 74,53 87,93 81,23
K 88,56 105,23 96,89
L 87,59 81,49 84,54




Lampiran 4. Penghitungan Jumlah Bakteri Menggunakan Metode Total Place Count (TPC)

Tabel 4.1 Jumlah Sel Bakteri Isolat Inkolum Kerja (OD 0,5)

Jumlah Sel Bakteri

Pengenceran Isolat B Isolat C Isolat K Isolat L
Ulangan | Ulangan Il Ulangan| Ulanganll  Ulanganl Ulanganll Ulanganl Ulangan:
107 14 74 228 233 1 1 54 59
10°® 4 3 40 34 1 0 6 3
107 0 0 2 1 0 0 0 0
Tabel 4.2 Jumlah Sel Bakteri Isolat Media Produksi
Jumlah Sel Bakteri
Pengenceran Isolat B Isolat C Isolat K Isolat L
Ulangan | Ulangan Il  Ulanganl Ulanganll  Ulanganl Ulanganll  Ulanganl Ulangan 1l
106 304 287 Sprider Sprider Sprider Sprider Sprider Spridef
107 60 25 Sprider Sprider Sprider Sprider Sprider Sprider
108 10 Sprider Sprider 718 581 Sprider 652
1070 1 Sprider Sprider 97 105 175 127
1010 - - 35 139 11 19 11 12
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Perhitungan jumlah sel bakteri inokulum kerja OD 0,5

Jumlah Sel Isolat B = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (104 +102)/2 x 10° CFU/0,1 mL = 1,03 x 10° CFU/mL

Jumlah Sel Isolat C = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (228 x 107 + 400 x 107)/2 CFU/0,1 mL = 3,14 x 10'° CFU/mL
= (233 x 10" + 340 x 10")/2 CFU/0,1 mL = 2,87 x 10'° CFU/mL
=(3,14+2,87)/2 x 10"° CFU/mL = 3,01 x 10 CFU/mL

Jumlah Sel Isolat K = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (11+7)/2 x 10° CFU/0,1 mL = 9,5 x 10’ CFU/mL

Jumlah Sel Isolat L = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (54+59)/2 x 10’ CFU/0,1 mL = 5,65 x 10° CFU/mL

Perhitungan jumlah sel bakteri media produksi

Jumlah Sel Isolat B = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
=287 x 10° CFU/0,1 mL = 2,87 x 10° CFU/mL

Jumlah Sel Isolat C = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (35+139)/2 x 10 CFU/0,1 mL = 8,7 x 10*? CFU/mL

Jumlah Sel Isolat K = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (97 + 105)/2 x 10° CFU/0,1 mL = 1,01 x 10*2 CFU/mL

Jumlah Sel Isolat L = Jumlah Koloni x Faktor Pengenceran (fp)
= (175 + 127)/2 x 10° CFU/0,1 mL = 1,51 x 10! CFU/mL



Lampiran 5. Dokumentasi
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