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ABSTRAK

Winahyu, Muhammad Ilham Kusuma. 2022. Pengaruh Lama Fermentasi pada
Produksi Eksopolisakarida Menggunakan Media Semi Sintetis oleh
Weissella Confusa. Skripsi. Program Studi Kimia. Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P. Pembimbing II: Dr. Akyunul
Jannah, S.Si., M.P

Kata kunci: Eksopolisakarida, Weissella confusa, lama fermentasi, media semi sintetik.

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang tersusun atas
monomer gula pereduksi yang disekresi mikroorganisme ke luar sel. EPS mempunyai
banyak kegunaan dibidang pangan dan kesehatan serta aman untuk dikonsumsi atau
General Recognize as Safe (GRAS). Weissella confusa merupakan salah satu
mikroorganisme yang dapat memproduksi EPS dalam jumlah tinggi. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi terhadap produksi EPS serta
identifikasi gugus fungsi) dan profil monomer gula penyusun dari EPS terpilih.

Produksi EPS dilakukan menggunakan media alternatif semi sintetis dengan
penambahan sumber gula berupa sukrosa. Percobaan pada penelitian ini menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu lama fermentasi dengan variasi 12,
24, 36, 48, dan 60 jam. Proses fermentasi dilakukan dengan menambahkan inokulum 5%
kemudian diinkubasi pada suhu ruang dan shaker pada kecepatan 100 rpm. Analisis yang
dilakukan meliputi rendemen EPS, jumlah bakteri setelah fermentasi, kadar total gula EPS,
identifikasi gugus fungsi EPS menggunakan fourier transform infrared (FTIR), dan profil
monomer gula penyusun EPS menggunakan kromatografi lapis tipis analisis (KLTA).
Data yang didapatkan dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA (a 0,05).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa lama fermentasi optimum Weissella
confusa dalam memproduksi EPS adalah 36 jam dengan jumlah bakteri 6,5 x 10¥ CFU/mL
menghasilkan EPS sebesar 10,412 g/L dan total gula 91,77 %. Uji ANOV A menunjukkan
adanya beda nyata pengaruh lama fermentasi pada produksi EPS (sig<0,05). Hasil
identifikasi FTIR menunjukkan gugus fungsi OH pada panjang gelombang 3471,76 dan
3430,45 cm’!, ikatan rangkap doublet COO- pada 1647,89 cm!, gugus simetri lokal
CH»/C-OH pada 1458,13 cm’!, ikatan glikosidik pada 1113,48; 1071,48; 993,50; 930,25
dan 855,44 cm!, serta vibrasi kerangka pada 668,88; 619,20; dan 537,89 cm™'. Hasil
identifikasi KLTA menunjukkan monomer gula penyusun EPS berupa glukosa dengan
nilai Rf 0,45.
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ABSTRACT

Winahyu, Muhammad Ilham Kusuma. 2022. The Effect of Fermentation Time on
Exopolysaccharide Production Using Semi-Synthetic Media by Weissella
Confusa. Thesis. Chemistry Study Program. Faculty of Science and
Technology Islamic State University Maulana Malik Ibrahim Malang. Program
Studi Supervisor I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P. Supervisor II: Dr. Akyunul
Jannah, S.Si., M.P

Keyword: Exopolysaccharide, Weissella confusa, fermentation time, semi-synthetic
media.

Exopolysaccharide (EPS) is a polysaccharide composed of reducing sugar
monomers secreted by microorganisms outside the cell. EPS has many uses in the food
and health sector and is generally recognized as safe (GRAS). Weissella confusa is one of
the microorganisms that can produce high amounts of EPS. This study aims to determine
the effect of fermentation time on the production of EPS as well as the identification of
functional groups) and the profile of the sugar monomers that make up the selected EPS.

EPS production is carried out using semi-synthetic alternative media with the
addition of a sugar source in the form of sucrose. The experiment in this study used a single
factor Completely Randomized Design (CRD), namely the length of fermentation with
variations of 12, 24, 36, 48, and 60 hours. The fermentation process was carried out by
adding 5% inoculum then incubated at room temperature and shaker at 100 rpm. The
analysis carried out included the yield of EPS, the number of bacteria after fermentation,
sugar content, functional activity using Fourier Transform Infrared (FTIR), and the profile
of sugar monomers for making EPS using analytical layer chromatography (TLC). The
data obtained were analyzed using the One Way ANOVA test (a0 0.05).

The results of this study showed that the optimum fermentation time of Weissella
confusa in producing EPS was 36 hours with the number of bacteria 6.5 x 108 CFU/mL
producing EPS of 10.412 g/L and total sugar 91.77%. ANOVA tests showed that there
was a significant difference in the effect of fermentation time on EPS production (sig <
0.05). The FTIR identification results show the OH functional group at the wavelength of
3471.76 and 3430.45 cm™!, COO- double bond at 1647.89 cm!, local symmetry group
CH2/C-OH at 1458.13 cm’!, glycosidic bond at 1113.48; 1071.48; 993.50; 930.25 and
855.44 cm’!, and skeletal vibrations at 668.88; 619.20; and 537.89 cm™'. The results of
TLC identification show that the sugar monomer that makes up EPS is glucose with an Rf
value of 0.45.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida atau polimer gula
yang tersusun atas monomer gula pereduksi yang disekresi mikroorganisme ke luar
sel (Patel dkk., 2012). EPS mempunyai banyak kegunaan dibidang pangan dan
kesehatan. EPS di dalam makanan dapat berfungsi sebagai pengental, stabilisator,
pembentuk gel, dan memiliki kemampuan mengikat air yang baik (Stepanov dkk.,
2017). EPS didalam kesehatan dapat berfungsi sebagai anti biofilm, anti maag,
antioksidan, pencegah pelekatan bakteri patogen, (Dilna dkk., 2015), antitumor,
antimutagenisitas, dan senyawa aktif imunomodulator (Nehal dkk., 2019). EPS
juga telah banyak digunakan dalam bidang industri seperti f-glukan, f-mannan,
curdlan, dekstran, gellan dan xanthan (Malik dkk., 2010).

EPS dapat dihasilkan oleh berbagai macam bakteri, seperti bakteri asam
laktat (BAL) (Dilna dkk., 2015). BAL dapat memfermentasi bahan pangan dan
menghasilkan produk yang aman untuk dikonsumsi (Kim dkk., 2018). EPS yang
dihasilkan dari BAL telah memenuhi Generally Recognize as Safe Status (GRAS)
sehingga memiliki potensi untuk dimanfaatkan dengan baik dan aman untuk
dikonsumsi (Surayot dkk., 2014). EPS yang dihasilkan oleh BAL berfungsi untuk
melindungi sel bakteri dari sel lain yang bersifat bakteriofag dan kondisi
lingkungan yang ekstrim atau tidak menguntungkan sebagai bentuk pertahanan diri
(Abid dkk., 2018). Beberapa genus BAL yang umumnya dikenal dalam produksi
EPS adalah Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, streptococcus,

Aerococus, Carnobacterium, Enterococcus, Oecococcus, Teragenococcus,



Vagococcus, dan Weissella (Patel dkk., 2012).
BAL sebagai makhluk mikroskopik telah dijelaskan di dalam Al-Qur’an
dengan perumpamaan mahluk yang lebih kecil dari nyamuk. Allah berfirman di

dalam surat Al-Baqarah ayat 26 berikut;
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk
atau yang lebih kecil dari itu...” (QS. Al-Baqarah: 26).

Berdasarkan kandungan surat Al-Baqarah ayat 26 menurut tafsir ibnu katsir pada
kalimat “atau yang lebih kecil dari itu” dijelaskan adalah sesuatu yang memiliki
fisik atau makna lebih kecil dari nyamuk. Sehingga dapat diketahui bahwa Allah
juga menciptakan makhluk hidup yang sangat kecil yang dikenal sebagai
mikroorganisme. BAL sebagai salah satu mikroorganisme ciptaan Allah memiliki
keberagaman spesies dan manfaat masing-masing dan tersebar baik di perairan
maupun daratan.

Weissella confusa merupakan salah satu jenis BAL yang biasa digunakan
dalam produksi EPS. Biosintesis EPS oleh Weissella confusa dipilih karena
memiliki produktifitas EPS yang tinggi. Weissella confusa termasuk dalam jenis
BAL yang biasanya menghasilkan EPS dengan penambahan sukrosa (Tayuan,
2011). Sukrosa merupakan sumber karbon yang baik untuk produksi EPS oleh
Weissella confusa jika dibandingkan dengan glukosa, fruktosa, dan laktosa
(Wongsuphachat dkk., 2010).

Produksi EPS oleh BAL dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti jenis

bakteri, lama fermentasi, suhu, konsentrasi substrat, penambahan sukrosa,
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konsentrasi inokulum, dan pH (El-Waseif dkk., 2013). Beberapa penelitian tentang
produksi EPS telah dilakukan dan dapat diketahui bahwa lama fermentasi
merupakan faktor yang sangat berpengaruh terhadap produksi EPS. Fermentasi
yang terlalu lama dapat menyebabkan hidrolisis sebagian EPS oleh aktivitas laktat/
hidrolisis enzim endo-amilase. Selain itu lama fermentasi juga diketahui
menunjukkan kemampuan spesifik setiap strain BAL di dalam produksi EPS pada
media tertentu (Lin dan Chien, 2007).

Produksi EPS oleh Weissella confusa selama ini dilakukan menggunakan
media de man rogosa and sharpe broth (MRSB). Penelitian Wongsuphachat dkk.,
(2010) menunjukkan produksi EPS oleh Weissella confusa NHO02 pada lama
fermentasi 24 jam dalam media MRSB dengan konsentrasi sukrosa 4% sebesar
18,08 g/L. Penelitian Tayuan, (2011) menunjukkan produksi EPS oleh Weissella
confusa PSMS4-4 pada lama fermentasi 30 jam dalam media MRSB dengan
konsentrasi sukrosa 5% sebesar 8,65 g/L. Penelitian Adesulu-Dahunsi dkk., (2018)
menunjukkan produksi EPS oleh Weissella confusa OF126 pada lama fermentasi
48 jam dalam media MRSB termodifikasi dengan konsentrasi sukrosa 2,4%
sebesar 3 g/L. Penelitian Jin dkk., (2019) menunjukkan produksi EPS oleh
Weissella confusa VP30 pada lama fermentasi 48 jam dalam media MRSB dengan
konsentrasi sukrosa 10% sebesar 59,99 g/L. Sedangkan penelitian Zhao dkk.,
(2020) menunjukkan produksi EPS oleh Weissella confusa XG-3 pada lama
fermentasi 72 jam dalam media MRSB termodifikasi dengan konsentrasi sukrosa
10% sebesar 97,5 g/L.

EPS merupakan senyawa polisakarida yang dapat di identifikasi gugus

fungsinya. Gugus fungsi EPS dapat diidentifikasi menggunakan fourier transform
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infrared (FTIR). Spektra IR polisakarida umumnya terdapat vibrasi regangan OH
pada 3600-3000 Cm'; regangan ikatan rangkap doublet COO- pada 1800-1500
Cm! dan pita air pada 1635 Cm!; vibrasi gugus dengan simetri lokal (CH, dan C-
OH) pada 1500-1200 Cm!; ikatan glikosidik pada 1200-800 Cm'; dan vibrasi
daerah kerangka karbohidrat pada panjang gelombang dibawah 800 Cm™ (Hong
dkk., 2021). Polisakarida EPS tersusun dari monomer dengan struktur gula seperti
glukosa, fruktosa, galaktosa, dan mannosa.

Jenis monomer penyusun EPS bergantung pada strain BAL penghasil EPS
dan jenis EPS yang dihasilkan. Identifikasi profil gula penyusun EPS perlu
dilakukan untuk mengetahui struktur gula penyusun EPS. Kromatografi lapis tipis
(KLT) merupakan metode yang digunakan dalam identifikasi komposisi monomer
gula penyusun EPS (Zhou dkk., 2016). Identifikasi menggunakan KLT dilakukan
dengan pengamatan terhadap noda yang terbentuk serta nilai Rf yang dibandingkan
dengan standar (Gandjar dan Abdul 2007). Penelitian Hector dkk., (2015)
menunjukkan monomer gula penyusun EPS dari Weissella confusa menggunakan
KLT adalah glukosa. Sedangkan Malik dkk., (2015) menunjukkan monomer gula
penyusun EPS dari Weissella confusa menggunakan KLT adalah fruktosa.

Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, perlu dilakukan produksi EPS
oleh Weissella confusa menggunakan media selain MRSB untuk menghemat biaya
produksi yang tinggi. Selain itu dapat diketahui bahwa lama fermentasi merupakan
salah satu faktor penting dalam produksi EPS karena kemampuan spesifik setiap
strain BAL berbeda. Oleh karena itu, penelitian ini akan mempelajari pengaruh

lama fermentasi terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa dalam media
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alternatif semi sintetis serta identifikasi profil monomer gula penyusun EPS terpilih

menggunakan KLTA.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana pengaruh lama fermentasi pada produksi eksopolisakarida
menggunakan media semi sintetis oleh Weissella confusa?

2. Bagaimana gugus fungsi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella
confusa’?

3. Bagaimana profil monomer gula penyusun eksopolisakarida yang dihasilkan
oleh Weissella confusa?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi pada produksi eksopolisakarida
menggunakan media semi sintetis oleh Weissella confusa.

2. Untuk mengetahui gugus fungsi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh
Weissella confusa menggunakan fourier transform infrared (FTIR).

3. Untuk mengetahui profil monomer gula penyusun eksopolisakarida yang
dihasilkan oleh Weissella confusa menggunakan kromatografi lapis tipis
analitik (KLTA).

1.4 Batasan Masalah

1. Weissella confusa yang digunakan merupakan hasil isolasi dari kacang tanah

fermentasi yang diperoleh dari laboratorium Bioteknologi program studi

Kimia UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.



2. Variasi lama fermentasi yang digunakan adalah 12, 24, 36, 48, dan 60 jam.

1.5 Manfaat Penelitian

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai lama
fermentasi optimum produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa.

2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
karakterisik eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella confusa hasil

isolasi dari kacang tanah fermentasi.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri asam laktat (BAL) adalah kelompok bakteri yang mampu
menghasilkan asam laktat dalam jumlah besar sebagai produk utama dalam
metabolisme karbohidrat. Secara umum BAL termasuk bakteri Gram positif yang
memiliki ciri tidak membentuk spora, berbentuk bulat atau batang, dan bereaksi
negatif terhadap katalase. Beberapa genus BAL yang umumnya dikenal dalam
produksi EPS adalah Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus,
streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Qecococcus,
Teragenococcus, Vagococcus, dan Weissella (Patel dkk., 2012). BAL tumbuh pada
pH lingkungan yang rendah dan dapat diisolasi dari berbagai jenis habitat seperti
tanaman, sayuran, air susu, daging, dan hewan (Kuswanto dan Soedarmadji, 1989).

BAL mampu menghasilkan asam laktat, hidrogen peroksida, dan berbagai
hasil metabolisme lain yang dapat memberikan manfaat pada tubuh. BAL sejak
lama dimanfaatkan pada proses fermentasi makanan oleh masyarakat. BAL
sekarang dimanfaatkan dalam proses pengawetan dan menambah cita rasa bahan
pangan (Chabela dkk., 2010). Dalam bidang kesehatan BAL dapat mengendalikan
bakteri patogen dalam saluran pencernaan, memproduksi vitamin B, bakteriosin,
menurunkan serum kolesterol, dan inaktivasi berbagai senyawa beracun dalam
tubuh (Tallon dkk., 2003). Menurut Presscott dkk., (1990) terdapat 2 kelompok
BAL yaitu:

1. Bakteri homofermentatif yaitu bakteri yang menghasilkan asam laktat sebagai



satu-satunya produk fermentasi glukosa. Contohnya; Streptococcus,
Pediococcus, dan Lactobacillus.

2. Bakteri heterofermentatif yaitu bakteri yang menghasilkan asam laktat dan
memproduksi senyawa-senyawa lainnya seperti etanol, asam asetat, dan CO2
sebagai produk fermentasi glukosa.

BAL dapat menghasilkan Eksopolisakarida (EPS) untuk melindungi sel
bakteri dari kondisi lingkungan yang ekstrim dan sebagai pertahanan diri dari sel
lain yang bersifat bakteriofag (Nudyanto dan Zubaidah, 2015). Berdasarkan
penelitian Tallon dkk., (2003) sebagian besar spesies BAL telah diteliti untuk
produksi EPS, diantaranya adalah Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus lactis, Lactobacillus rhamnosus, dan Lactobacillus
casei. Al-Qur’an menjelaskan bahwa bakteri merupakan bukti adanya materi
fungsional yang sangat kecil dan disebut dengan zarrah. Sebagaimana ayat Al-

Qur’an dalam surat Yunus ayat 61 berikut;
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Artinya: “Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat
dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan

Kami menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput

dari pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi

ataupun di langit. Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih

besar dari itu, melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh
mahfuzh)” (QS. Yunus: 61).
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Berdasarkan kandungan surat Yunus ayat 61, menurut Shihab, (2002) kata
“dzarrah” pada ayat tersebut memiliki arti sebagai wujud substansi yang memiliki
ukuran paling kecil. Sebagian ulama mengartikannya semut yang sangat kecil, atau
debu yang berterbangan atau atom. Kata “dzarrah” juga memberikan petunjuk bagi

manusia yang beriman untuk mempelajari makhluk mikroskopik.

2.2 Weissella confusa

Weissella merupakan kelompok bakteri asam laktat yang pada awalnya
digolongkan kedalam Leuconostoc atau Lactobacillus. Namun, pada tahun 1993
Collins dkk., mengidentifikasi ciri biokimia yang khas pada Leuconostoc atau
Lactobacillus dan diklasifikasikan sebagai Weissella. Sebagai mikroba alami
Weissella terlibat dalam banyak proses fermentasi asam laktat dan minuman
beralkohol coolsip. Berbagai strain Weissella menarik perhatian peneliti karena
memiliki kemampuan tinggi dalam produksi EPS (Jin dkk., 2019). Represi
katabolit Weissella spp dapat mengatur jalur transportasi gula, metabolisme
sintesis enzim dan prekursor nukleotida gula. Hasil ini menunjukkan bahwa
sukrosa merupakan karbon utama sumber produksi EPS. Weissella spp. memiliki
kapasitas produksi EPS yang lebih tinggi dari strain BAL yang lain (Kumar dkk.,
2011). Berdasarkan Taxonomic Qutline of the Prokaryotes, Weissella confusa

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Leuconostococeae
Genus : Weissella

Spesies : Weissella confusa
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23 Eksopolisakarida (EPS)

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida atau polimer gula
yang disekresi ke luar sel mikroorganisme. Polisakarida pada EPS terdiri dari unit
gula atau turunan gula yang bercabang dan berulang dalam rasio yang berbeda
dengan massa molekul 10*-107 Da. EPS memiliki karakteristik yang bervariasi
pada struktur, massa molekul, ukuran molekul, substituen non-karbohidrat, dan
biomolekul. Umumnya substituent non-karbohidrat pada EPS yaitu asetat, fosfat,
piruvat, suksinat, dan juga biomolekul seperti asam nukleat, lipid, protein, dan zat
humat (Sanalibaba dan Cakmak 2016).

EPS dari BAL banyak digunakan karena memiliki sifat fisiko-kimia yang
serupa dengan polisakarida pada tumbuhan (Zubaidah dkk., 2008), Perbedaan EPS
dengan polisakarida lain pertama EPS didapatkan dari sekresi metabolit sekunder
oleh mikroorganisme keluar sel. Kedua terdapat perbedaan ikatan antara EPS dan
polisakarida (bisa rantai utama ataupun percabangannya). Sebagai contoh glikogen
dengan dekstran (EPS). Glikogen memiliki ikatan utama pada o—1,4 glikosidik dan
percabangan pada o—1,6 glikosidik (Crichton, 2019). Sedangkan dekstran (EPS)
memiliki ikatan utama pada o-1,6 glikosidik dan percabangan pada o-1,3
glikosidik (Sutherland, 1997).

EPS yang merupakan hasil metabolit sekunder dari BAL ternyata memiliki
kegunaan yang sangat melimpah. Sebagaimana ayat Al-Qur’an dalam surat Ali-

Imran ayat 191 berikut;
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Artinya: “(Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): Ya Tuhan, tiadalah engkau
menciptakan ini dengan sia-sia. Maha Suci Engkau, maka peliharalah
kami dari siksa neraka” (QS. Ali-Imran: 191).

Berdasarkan kandungan surat Ali-Imran ayat 191 menurut Shihab, (2002)
pada ayat tersebut terdapat objek zikir (Allah) dan objek fikir (makhluk Allah
berupa fenomena alam). Hal ini berarti pengenalan terhadap Allah didasarkan
kepada kalbu, sedangkan pengenalan alam raya didasarkan pada akal (berfikir).
Berdasarkan tafsir tersebut juga dapat dipahami selain perintah untuk berzikir
manusia juga diperintahkan untuk berfikir. Bahwa sesungguhnya tidak ada ciptaan
Allah yang sia-sia, termasuk makhluk mikroskopik yang tak kasat mata seperti
BAL. Salah satu manfaat BAL adalah dapat menghasilkan EPS yang bermanfaat
dalam pengembangan teknologi pangan dan kesehatan.

EPS di dalam makanan dapat berfungsi sebagai pengental, stabilisator,
pembentuk gel, dan memiliki kemampuan mengikat air yang baik (Zubaidah dkk.,
2008). EPS didalam kesehatan dapat berfungsi sebagai pengantar senyawa aktif
insulin oral, antitumor, aktivasi makrofage, dan limfosit untuk meningkatkan
ketahanan tubuh, serta sebagai probotik (Anindita, 2002). EPS juga telah banyak
digunakan dalam bidang industri seperti f-glukan, f-mannan, curdlan, dekstran,
gellan, dan xanthan (Malik dkk., 2008).

EPS dari BAL dikelompokkan menjadi dua, yaitu homopolisakarida dan
heteropolisakarida. Pengelompokan EPS dari BAL dilakukan Berdasarkan
komposisi monosakarida dan jalur biosintesisnya. Homopolisakarida (HoPS)

terdiri dari monosakarida identik D-glukosa atau D-fruktosa dan dapat dibagi

menjadi dua kelompok besar yakni glukan dan fruktan. EPS yang termasuk
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kedalam kategori glukan HoPS adalah dextran (a-1,6 osidic bond), mutan (a-1,3
osidic bond), altertan (a-1,6 dan o-1,3 osidic bond), dan reuteran (a-1,6 dan a-1,4
osidic bond). EPS yang termasuk kedalam kategori fruktan HoPS adalah levan (f-
2,6 osidic bond) dan tipe inulin (f-2,1 osidic bond). Heteropolisakarida (HePS)
dari BAL merupakan unit berulang dengan sedikit kesamaan struktural satu sama
lainnya. HePS dari BAL terjadi pada fase pertumbuhan yang berbeda, jumlah, dan
jenisnya diatur berdasarkan kondisi pertumbuhan yang terjadi. Secara struktural
HePS dapat berupa ropy atau mucoid. Jenis EPS yang termasuk kedalam HePS
adalah kefiran dan oligosakarida (Patel dkk., 2012).

Produksi EPS dapat dilakukan melalui proses fermentasi oleh BAL.
Fermentasi merupakan suatu proses respirasi anaerobik dengan atau tanpa adanya
elektron eksternal (Dirmanto, 2006). Produk fermentasi oleh mikroorganisme yang
dapat dimanfaatkan antara lain asam asetat, etil alkohol, gliserol, dan lain lain
(Volk dan Wheeler, 1993). Salah satu contoh HoPS yang pertama kali diproduksi
dalam skala industri adalah dextran yang dapat bermanfaat sebagai bahan pangan
maupun non-pangan. Aplikasi dextran antara lain sebagai pengganti plasma.
Dextran bekerja sebagai pengganti plasma darah dengan cara mengembangkan
volume plasma darah sehingga kapasitas oksigen yang dapat dibawa oleh darah
meningkat. Dextrans ketika digunakan sebagai pengganti plasma fraksi
polisakarida harus berada dalam kisaran massa molekul relatif 40.000-100.000 Da.
Dextran banyak mengandung ikatan o—1,6 glikosidik sehingga terhidrolisis secara
perlahan oleh enzim a—amilase dalam tubuh manusia dibandinggkan dengan pati
dan glikogen (a—1,4 glikosidik). Hal tersebut menyebabkan dextran memiliki

antigenesitas rendah, kelarutan air tinggi, dan stabilitas biologis tinggi dalam darah
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yang dibutuhkan dalam pengganti plasma. Dextrans diserap dengan baik ke dalam
jaringan tubuh, dan dapat digunakan untuk perawatan yang melibatkan suplai zat

besi selama anemia (Naessens dkk., 2005).

2.4  Biosintesis Eksopolisakarida

Jenis mikroorganisme mempengaruhi fase dan kondisi pertumbuhan proses
sintesis dalam produksi EPS. Proses sintesis dapat dibagi menjadi dua prinsip,
yaitu tempat sintesis dan prekusor alami. EPS yang disintesis oleh bakteri Gram
positif (seperti levan, altertan, dan dextran) berbeda dengan EPS yang disintesis
oleh bakteri Gram negatif (seperti xanthan, gellan, dan suksinoglikan). Bakteri
Gram positif seperti Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus dan Weissella mensintesis secara ekstraseluler/homopolisakarida,
sedangkan bakteri Gram negatif seperti Lactococcus, Streptococcus and
Bifidobacterium species mensintesis EPS secara intraseluler/heteropolisakarida
(Guérin dkk., 2020).

Jalur biosintesis EPS secara ekstraseluler/homopolisakarida ditunjukkan

pada Gambar 2.1 (Guérin dkk., 2020);
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Gambar 2.1 Jalur Biosintesis EPS secara Ekstraseluler (Guérin dkk., 2020)
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Proses pembentukan Homopolisakarida (HoPs) dari substrat sukrosa berlangsung
di luar sel. Sukrosa dipecah menjadi monomer glukosa dan fruktosa dengan
bantuan enzim  sukrase  glukansukrase/glukosiltransferase  (gtf)  dan
fruktansukrase/ fruktosiltransferase (ftf). Kemudian energi yang dilepaskan
digunakan untuk menggabungkan kembali unit gula sehingga membentuk rantai
polisakarida, sedangkan glukosa dan fruktosa yang tidak digunakan pada proses
biosintesis EPS digunakan oleh bakteri untuk menghasilkan ATP. Aktivitas enzim
gtf akan menghasilkan EPS jenis glukan, sedangkan enzim ftf menghasilkan EPS
jenis fruktan.

Biosintesis intraseluler/heteropolisakarida diatur oleh enzim yang terletak
pada berbagai bagian sel. Glukosa-1-fosfat dikonversi ke molekul utama pada
sintesis eksopolisakarida, uridin difosfat glukosa (UDP-glukosa) di dalam
sitoplasma. Setelah itu glikosiltransferase pada membram periplasmik sel
mentransfer gula nukleosida difosfat (NDP) untuk membentuk pengulangan unit
melekat pada lipid pembawa glikosil. Kemudian makromolekul dipolimerisasi dan
disekresikan dalam bentuk eksopolisakarida. Jalur biosintesis EPS secara
intraseluler ditunjukkan pada Gambar 2.2 (Vuyst dan Vin, 2007). Proses
pembentukan heteropolisakarida (HePs) dari substrat sukrosa berlangsung dalam
beberapa tahap. Pada jalur Phosphoenolpyrivate-phosphotransferase system (PEP-
PTS) sukrosa diubah menjadi sukrosa 6-P dengan bantuan enzim SacB/ScrAL,
kemudian dihidrolisis menjadi fruktosa dan glukosa 6-P oleh enzim SacA/ScrB
(sukrosa 6-fosfat hidrolase). Fruktosa dan glukosa 6-P yang dihasilkan dapat
diubah menjadi fruktosa 6-P oleh katalis enzim SacK/ScrK (6- fruktokinase) dan

menjadi glukosamin 6-P oleh katalis enzim Glms (glutamin-fruktosa 6-fosfat
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Gambar 2.2 Jalur Biosintesis EPS secara Intraseluler (Vuyst dan Vin, 2007)

transaminase). Glukosamin 6-P kemudian diubah menjadi N-asetil- glukosamin 6-
P oleh katalis enzim NagA (N-asetilglukosamin 6-fosfat deasetilase). N-
asetilglukosamin 6-P yang dihasilkan diubah menjadi N-asetilglukosamin 1-P oleh
katalis enzim NagM (N-asetilglukosamin fosfomutase), N-asetilglukosamin 1-P
diubah menjadi UDP-N-asetilglukosamin oleh katalis enzim GimU (UDP-N-
asetilglukosamin  pirofosforilase), UDP-N-asetilglukosamin oleh bantuan
Glikosiltransferase melakukan pengulangan unit baik rantai maupun cabang.
Setelah terjadi penggabungan, polisakarida yang terbentuk kemudian dikeluarkan

dari sel ke lingkungan (Vuyst dan Vin, 2007).

2.5 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida
Produksi EPS oleh BAL dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu:

1. Media
Rantai utama polimer EPS yang berupa glukosa menyebabkan media yang

dapat digunakan dalam produksi EPS sangat beragam. Berdasarkan penelitian
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Lule, dkk., (2015) substrat paneer whey (0,047 g/L) dapat menghasilkan EPS
sebesar 12,7 g/L. dalam produksi EPS oleh Leuconostoc mesenteroides. Hasil
penelitian Xu, dkk., (2010) menunjukkan dengan menggunakan substrat glukosa
sebesar 30 g/L untuk menghasilkan EPS menggunakan isolat Lactobacillus
delbrueckii B-3. Oksidasi kimia biasanya memberikan energi kepada bakteri.
Secara umum bakteri memperoleh nutrisi yang diperlukan selnya untuk
mensintesis protoplasma dari berbagai sumber nutrien seperti sumber karbon
(karbohidrat), nitrogen (protein atau amoniak), ion-ion anorganik tertentu,
metabolit penting (vitamin, mungkin juga asam amino), dan air (Volk dan Wheeler,
1988).
2. Konsentrasi Substrat

Konsentrasi substrat dapat mempengaruhi kecepatan reaksi enzimatis pada
bakteri. Besarnya konsentrasi substrat berbanding lurus dengan kecepatan reaksi
enzimatis. Apabila konsentrasi substrat meningkat maka kecepatan reaksi akan
meningkat. Peningkatan kecepatan reaksi ini akan semakin kecil hingga tercapai
suatu titik batas yang pada akhirnya penambahan konsentrasi substrat hanya akan
sedikit meningkatkan kecepatan reaksi (Lehniger, 1997). Hal ini disebabkan oleh
semua molekul enzim yang telah membentuk ikatan kompleks dengan substrat
sehingga selanjutnya kenaikan konsentrasi substrat tidak berpengaruh terhadap
kecepatan reaksinya (Trenggono dan Sutardi, 1990).

Selama proses fermentasi sukrosa merupakan salah satu jenis gula yang
menjadi substrat dan dapat dimetabolisme oleh BAL. Sukrosa merupakan sumber
karbon yang baik untuk produksi EPS oleh Weissella confusa jika dibandingkan

dengan glukosa, fruktosa, dan laktosa (Wongsuphachat, 2010). Kadar sukrosa
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berbanding lurus dengan kadar EPS hasil produksi. Hal tersebut terjadi karena
semakin banyak sukrosa yang tersedia maka semakin banyak pula substrat yang
dapat dirombak oleh BAL menjadi asam piruvat yang selanjutnya dapat diubah
menjadi asam-asam organik lainnya Sebagai sumber karbon. Penelitian Jin dkk.,
(2019) menunjukkan produksi EPS oleh Weissella confusa VP30 dengan
konsentrasi sukrosa 10% sebesar 59,99 g/L. Sedangkan penelitian Zhao dkk.,
(2020) menunjukkan produksi EPS oleh Weissella confusa XG-3 dengan
konsentrasi sukrosa 10% sebesar 97,5 g/L.

3. Lama Fermentasi

Lama fermentasi sangat mempengaruhi hasil produksi EPS, hal ini
disebabkan karena fermentasi merupakan tahap dalam pembentukan EPS. lama
fermentasi merupakan parameter yang sangat berpengaruh terhadap massa
molekul, jenis gula penyusun, dan komposisi gula pada EPS (Lin dan Chien, 2005).
Beberapa penelitian produksi EPS oleh Weissella confusa pada lama fermentasi

berbeda ditunjukkan dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Penelitian Terdahulu Produksi Eksopolisakarida dengan Lama
Fermentasi yang Berbeda

Lama Rendemen

Literatur Fermentasi Media eme
(Jam) (g/L)
Wongsépoalc(l)’;‘t dick., 48 MRSB + 4% sukrosa 18,08
Sees“g%}ﬁn dick., 24 MRSB + 10% sukrosa 63,8
Kavitake dkk., (2016) 48 MRSB + 2% sukrosa 17,2

) L. o
Tayo dkk., (2018) 16 Media semi sintetis + 5% 55807
glukosa
Jin dkk., (2019) 48 MRSB + 10% sukrosa 59,99
0

Lakra dkk., (2020) 36 MRSB 4% galaktosa ) o7

dan 1 % amonium nitrat
Zhao dkk., (2020) 72 MRSB + 10% sukrosa 97,5
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Beberapa peneliti juga telah mengkaji pengaruh lama fermentasi terhadap
produksi EPS oleh Weissella confusa. Tayuan dkk., (2011) melaporkan produksi
EPS dari Weissella confusa PSMS4-4 dengan variasi lama fermentasi 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42 dan 48 jam, diperoleh hasil EPS sebesar 8,65 g/L. pada lama fermentasi
30 jam. Dahunsi dkk., (2018) melaporkan produksi EPS oleh Weissella confusa
OF126 dengan lama fermentasi 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, dan 96 jam diperoleh
hasil sebesar 3 g/L pada lama fermentasi 48 jam.
4. Konsentrasi Inokulum

Inokulum merupakan biakan bakteri yang dimasukkan ke dalam media cair
yang siap digunakan untuk fermentasi (Pelczar dkk., 2008). Kadar inokulum pada
fermentasi menunjukkan pengaruh terhadap produk fermentasi, hasil biosintesis
EPS dengan variasi inokulum 1,0; 2,5; 5,0; 10; 15; dan 20 mL/L di dapatkan jumlah
EPS sebesar 650 mg/L pada konsentrasi inokulum 10 mL/L (Haroun dkk., 2013).
5. Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor penting dalam pertumbuhan mikroba.
Suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan denaturasi enzim, sehingga akan
mempengaruhi mikroba dan enzim yang dihasilkan. Umumnya enzim berkerja
sangat lambat pada suhu di bawah titik beku dan kereaktifannya akan meningkat
sampai suhu 45°C. Pada petumbuhan weissella confusa biasanya digunakan suhu
37°C. Hasil penelitian Jin dkk., (2019) menunjukkan bahwa produksi optimum
EPS dari isolat Weissella confusa VP30 diperoleh sebesar 59,99 g/L pada suhu
37°C.
6. pH

pH merupakan salah satu faktor penting yang mempengaruhi total BAL
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dalam medium fermentasi, total asam laktat dan total eksopolisakarida kasar yang
dihasilkan (Zubaidah, dkk., 2008). pH optimum untuk pertumbuhan isolat
Weissella confusa adalah pada kodisi netral yaitu sekitar 7. Hasil penelitian
Adesulu-dahunsi dkk., (2018) menunjukkan bahwa produksi EPS oleh Weissella
confusa OF126 pada pH 7,0 menghasilkan EPS sebesar 3 g/L. Sedangkan hasil
penelitian Jin dkk., (2019) menunjukkan produksi EPS dari isolat Weissella

confusa pada pH 7,0 sebesar 59,99 g/L.

2.6  Pengukuran Kadar Total Gula dengan Metode Sulfat-Fenol

Metode sulfat fenol dapat mengukur konsentrasi sebenarnya dari masing-
masing monosakarida, gula pereduksi heksosa maupun pentosa penyusun
glikosida, oligosakarida, dan polisakarida. Metode ini dipilih karena memiliki
sensitifitas tinggi dan mudah dilakukan. Asam sulfat pekat akan menghasilkan
panas yang cukup untuk menghidrolisis semua ikatan glikosidik dari karbohidrat
(glikosida, oligosakarida, polisakarida) kemudian bereaksi dengan fenol dan secara
kuantitatif menghasilkan warna jingga kekuningan yang menimbulkan absorbansi
pada 490 nm. Kurva kalibrasi yang sesuai kemudian dapat digunakan untuk
menentukan konsentrasi monosakarida, disakarida, oligosakarida, dan polisakarida
(Saha dan Brewer 1994).

Gula merupakan molekul karbohidrat yang mana ketika ditambahkan asam
kuat lalu dipanaskan akan mengalami serangkaian reaksi membentuk derivate
furan seperti furanaldehid dan hidroksimetil furraldehid. Reaksi yang terjadi yaitu

reaksi dehidrasi karbohidrat (Gambar 2.3) yang diikuti dengan pembentukan
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turunan furan (Brummer, 2005). Senyawa turunan furan yang dibentuk dari

karbohidrat dapat dilihat pada Gambar 2.4.

H H H H
i I N

;SN B N N
HO OH HO OH H 0

Gambar 2.3 Reaksi Dehidrasi Karbohidrat (Brummer, 2005)
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0O H.C O CHO 0O

CHO  H,
it . o

@\

CHO HOH ,C

Gambar 2.4 (a) Pentosa (b) Heksosa (c) 6-dioksiheksosa (d) Keto-heksosa

(Brummer, 2005)

CH -OH

Prinsip dari metode ini adalah karbohidrat didehidrasi dengan asam sulfat

pekat diikuti pembentukan turunan furfural, selanjutnya turunan furfural akan

bereaksi dengan fenol menghasilkan warna jingga kekuningan stabil dan dapat

dideteksi oleh spektrofotometer UV- Vis. Adanya warna ini diakibatkan oleh

reaksi hidrolisis oligosakarida menjadi monosakarida (glukosa, fruktosa dan

galaktosa) oleh asam sulfat dan terjadi hidrasi karena panas yang ditimbulkan saat

reaksi berlangsung (Albalasmeh dkk., 2013). Reaksi glukosa dengan penambahan

fenol dan asam sulfat berjalan secara eksotermik yang ditandai dengan adanya

panas yang dihasilkan, reaksi yang terjadi ditunjukkan pada Gambar 2.5

(Lewkowski, 2001);
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Gambar 2.5 Reaksi Pembentukan Kompleks Fenol-Furfural (Lewkowski, 2001)

2.7 Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR)

Spektroskopi fourier transform infrared (FTIR) merupakan spektroskopi
yang mempelajari interaksi antara sinar inframerah (IR) dengan materi. Spektra IR
berhubungan dengan interaksi antara vibrasi molekul oleh radiasi elektromagnetik,
yaitu absorpsi radiasi IR tengah oleh materi yang menyebabkan adanya transisi
tingkat energi vibrasi. Daerah spektra spektroskopi FTIR berada pada bilangan
gelombang 4000-400 cm™ (Setianingsih, 2020). Instrumen FTIR ditunjukkan pada

Gambar 2.4.

Gambar 2.6 FTIR Varian 1000 FT

Identifikasi menggunakan FTIR berfungsi untuk mengetahui gugus fungsi

yang terkandung di dalam sampel. Adanya gugus fungsi ditandai dengam adanya
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puncak serapan yang dapat diidentifikasi jenis senyawanya dengan menghitung
dan membandingkan panjang gelombang pada tiap puncak. Menurut Sankari
(2010) tiap senyawa memiliki pola absobansi yang berbeda-beda, sehingga
senyawa tersebut dapat dibedakan dan dikuantifikasikan masing-masing.

Berdasarkan penelitian Lakra dkk., (2020) gugus fungsi EPS yang
diperoleh dari Weissella confusa menggunakan FTIR (Gambar 2.5) menunjukkan
gugus stretching O-H hidroksil pada 3422 cm™, gugus stretching vibration C-H
pada 2928 cm!, gugus stretch C=0 pada 1672 cm™, gugus bending vibration C-H
pada 1437 cm’', gugus pyranose dari gula pada 1153 cm’, gugus C-O-C

polisakarida pada 1044 cm™ dan ikatan a 1-6 glikosidik pada 1020 cm’'.
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Gambar 2.7 Spektra FTIR EPS oleh Weissella confusa (Lakra dkk., 2020).

2.8 Kromatografi Lapi Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu teknik pemisahan
yang menggunakan fasa diam (stasioner phase) dan fasa gerak (mobile phase) yang
berbeda tingkat kepolarannya. KLT merupakan kromatografi planar yang

digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang sifatnya hidrofobik seperti



23
lipida dan hidrokarbon (Sastrohamidjojo, 2001). Fasa diam pada KLT dapat berupa
serbuk halus yang berungsi sebagai permukaan penyerap, penyangga, atau lapisan
zat cair. Sedangkan untuk fasa gerak dapat berupa hampir segala macam pelarut
atau campuran pelarut (Gritter, dkk., 1991). KLT pada umumnya digunakan untuk
dua tujuan, pertama sebagai digunakan untuk mencapai hasil kualitatif, kuantitatif
dan preparatif. Kedua digunakan untuk menentukan kondisi yang sesuai untuk
pemisahan pada kromatografi kolom ataupun kromatografi cair kinerja tinggi
(Rollando, 2019).

KLT dapat digunakan untuk analisis kualitatif terhadap suatu senyawa.
Identifikasi menggunakan KLT dapat diketahi dengan melihat nilai Rf
(Retardation Factor). Nilai Rf merupakan nilai yang diperoleh dengan
membandingkan jarak yang ditempuh oleh bercak senyawa yang diidentifikasi
dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut (jarak pengembang). Dua senyawa
dikatakan identik apabila memiliki Rf yang sama jika diukur pada kondisi KLT
yang sama (Rollando, 2019).

Nilai maksimum untuk Rf adalah 1, sampel yang bermigrasi memiliki
kecepatan sama dengan eluen. Nilai minimum Rf adalah 0, teramati jika sampel
tertahan pada posisi titik awal dipermukaan fase diam. Nilai Rf untuk senyawa-
senyawa yang murni dapat dibandingkan dengan nilai Rf standar. Nilai Rf yang
diperoleh hanya berlaku untuk campuran tertentu dari pelarut dan penyerap yang

digunakan (Gandjar dan Abdul 2007).



BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2021 — Mei 2022 di
Laboratorium Bioteknologi Program Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas beker 500 mL,
pipet ukur 5 mL dan 10 mL, pipet tetes, gelas ukur 100 mL, erlenmeyer 250 mL,
labu ukur 10 mL, 25 mL, dan 100 mL, bola hisap, botol semprot, spatula, gelas
arloji, batang pengaduk, korek api, bunsen spiritus, jarum ose, corong gelas,
penangas air, mikro pipet, blue tip, yellow tip, hot plate, cawan petri, tabung reaksi,
rak tabung, tabung sentrifuge, sentrifuge, magnetic stirrer, autoclave, shaker
incubator, lemari asam, lemari pendingin, laminar air flow, vortex, oven,

spektrofotometer UV—Vis, spektrofotometer FTIR, lampu UV, dan chamber.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Weissella
confusa dari stok laboratorium bioteknologi jurusan kimia UIN Maulana Malik
Ibrahim Malang, media De Man Ragosa dan Sharpe Agar (MSRA) (Merck),
akuades, akuabides sukrosa (HiMedia), pepton, ekstrak ragi, K;HPO4, mannosa, n-

butanol (Merck), HoSO496% (Mallinckrodt), glukosa (merck), fruktosa (HiMedia)

24
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CaCl,.2H>0, MgS04.7H>0O, NaCl, NaOH 0,1 N, HCI 0,1 N, alkohol 70%, fenol
5%, H2SO4 1 M, etanol (Mallinckrodt), plat KLT silika gel GF 254 (Merck),
spritus, alumunium foil, kertas saring, plastik tahan panas (wrap), kertas label, blue

tip, tisu, dan kapas.

33 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi
terhadap produksi eksopolisakarida (EPS) oleh Weissella confusa. Rancangan
penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu
lama fermentasi dengan variasi (L1=12 jam, L2=24 jam, L3=36 jam, [4=48 jam,
dan L5=60 jam) dengan pengulangan sebanyak tiga kali (#7iplo). Analisis dalam
penelitian ini meliputi rendemen, jumlah bakteri setelah fermentasi, kadar total
gula, identifikasi gugus fungsi polisakarida dengan Fourier transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), dan identifikasi profil monomer gula penyusun EPS dengan

Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA).

34 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian kali ini yaitu:
1. Pembuatan Media
1.1 Media de man rogosa and sharpe agar (MRSA)
1.2 Media de man rogosa and sharpe broth (MRSB)
1.3 Media produksi eksopolisakarida
2. Sterilisasi alat dan media

3. Regenerasi bakteri Weissella confusa
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4. Pembuatan inokulum
5. Produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa
6. Ekstraksi eksopolisakarida

7. Pengukuran Total Plate Count (TPC)

8. Penentuan kadar total gula dengan metode sulfat fenol
7.1 Pembuatan kurva standar
7.2 Penetapan kadar total gula eksopolisakarida
9. Identifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida dengan fourier transform infrared
(FTIR)
10. Identifikasi monomer eksopolisakarida dengan dengan lapis tipis analitik
(KLTA)

11. Analisis data

35 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Pembuatan Media
3.5.1.1 Media de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA)

MRS Agar ditimbang Sebanyak 6,82 gram, dilarutkan ke dalam 100 mL
aquades, dihomogenkan dengan hot plate dan magnetic stirrer sampai homogen
dan mendidih. Larutan tersebut kemudian dituangkan sebanyak masing-masing 5
mL ke dalam tabung reaksi dan ditutup memakai cotton plug (sumbat kapas) dan
plastik wrap, dilanjutkan dengan sterilisasi menggunakan autoclave pada suhu
121°C tekanan 15 psi selama 20 menit. Kemudian disimpan pada cetakan papan
miring sampai memadat. Media MRSA padat ini digunakan untuk regenerasi

bakteri.
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3.5.1.2 Media de Man Rogosa and Sharpe Broth (MRSB)

MRSB ditimbang Sebanyak 5,22 gram, dilarutkan ke dalam 100 mL
aquades, dihomogenkan dengan hot plate dan magnetic stirrer sampai homogen
dan mendidih. Larutan tersebut kemudian dituangkan sebanyak masing-masing 25
mL ke dalam botol kaca dan ditutup memakai cotton plug (sumbat kapas) dan
plastik wrap, dilanjutkan dengan sterilisasi menggunakan autoclave pada suhu
121°C tekanan 15 psi selama 20 menit. Media MRSB ini digunakan untuk

pembuatan inokulum.

3.5.1.3 Media Produksi Eksopolisakarida (Dharmik dan Narkhede 2020)

Media produksi eksopolisakarida dibuat dengan menimbang sukrosa 10
gram, pepton 0,5 gram, ekstrak ragi 0,5 gram, KoHPO4 1,5 gram, CaCl».2H,O
0,005 gram, MgS04.7H>0 0,001 gram, dan NaCl 0,001 gram kemudian dilarutkan
dalam 100 mL aquades. Media kemudian dipanaskan hingga mendidih sambil
distirer hingga larut. Media tersebut kemudian dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
250 mL dan disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C tekanan 15 psi selama

20 menit.

3.5.2 Sterilisasi Alat dan Media

Alat gelas yang digunakan dalam penelitian dicuci bersih dan dikeringkan.
Alat yang sudah bersih dan media yang telah dibuat kemudian dibungkus plastik
tahan panas lalu dilakukan sterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C tekanan 15

psi selama 20 menit.
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3.5.3 Regenerasi Bakteri Weissella confusa
Kultur diambil tiga ose dan ditumbuhkan pada 5 mL media MRSA padat
posisi miring, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Kultur tersebut
dapat langsung digunakan dan diremajakan setiap dua minggu sekali. Weissella

confusa yang telah diremajakan digunakan untuk pembuatan stok inokulum.

3.5.4 Pembuatan Inokulum Bakteri (Ma’unatin dkk., 2020)

Pembuatan inokulum dilakukan dengan memindahkan 3 ose biakan
Weissella confusa ke dalam 25 mL media MRSB, kemudian dishaker pada
kecepatan 100 rpm dengan suhu ruang selama 16 jam. Kekeruhan inokulum sel
Weissella confusa yang digunakan disetarakan dengan optical density (OD) 0,5

pada panjang gelombang 600 nm.

3.5.5 Produksi Eksopolisakarida oleh Weissella confusa (Seesuriyachan
dkk., 2014, termodifikasi)

Inokulum Weissella confusa diambil 5 mL (5% v/v) kemudian
disentrifugasi pada suhu 4°C kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Sel bakteri
diambil dan dimasukkan kedalam 100 mL media produksi yang sudah dibuat.
Media yang sudah diinokulasi kemudian di inkubasi pada suhu ruang selama
variasi lama waktu fermentasi (L1=12 jam, L.2=24 jam, L3=36 jam, L4=48 jam,

dan L5=60 jam) dan dishaker pada 100 rpm.
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3.5.6 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi (Seo dkk., 2015,
termodifikasi)

Media produksi hasil fermentasi diambil sebanyak 50 mL dan
disentrifugasi 10 menit. Supernatan ditambah etanol dingin 95% (2 kali volume)
serta didiamkan pada suhu 4°C selama 24 jam. Supernatan disentrifugasi pada
suhu 4°C kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Endapan EPS yang didapat
kemudian dipisahkan dan dikeringkan pada suhu 60°C selama 7 jam. Rendemen

EPS kering ditentukan dengan menggunakan persamaan berikut;

g\ _ Berat eksopolisakarida kering (G)
Rendemen EPS (L) = T —
3.1)
EPS kering yang diperoleh dengan rendemen tertinggi kemudian diambil dan

dilanjutkan untuk di uji kadar total gula, gugus fungsi, dan profil monomer

penyusunnya.

3.5.7 Pengukuran Total Plate Count (TPC) (Ferdiaz 1989, termodifikasi)
Pengukuran TPC dilakukan menggunakan metode tuang. Kultur bakteri
diambil sebanyak 1 mL lalu diinokulasikan ke dalam NacCl fisiologis 0,85% dengan
pengenceran bertingkat 10'-10®. Inokulum kemudian ditanam sebanyak 0,1 mL
dalam media MRSA mulai dari pengenceran 10-10"® dan di inkubasi pada suhu
37°C selama 48 jam. Pertumbuhan koloni pada setiap cawan dicatat kemudian
dihitung menggunakan American Standart Testing and Methode (ASTM) dengan
rentan bakteri hitung 30-300 koloni. Jumlah koloni tumbuh kemudian dihitung

menggunakan persamaan berikut;

__Jumlah koloni x Faktor pengenceran (fp)

Jumlah mikroba hidup (CFU/mL) = 0 ... (3.2)
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3.5.8 Penentuan Kadar Total Gula dengan Metode Sulfat-Fenol (Dubois

dKkKk., 1956)
3.5.8.1 Pembuatan Kurva Standar

Larutan glukosa standar yang mengandung 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm
glukosa dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 2 mL,
ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok. Kemudian 5 mL asam
sulfat pekat ditambahkan dengan cepat di lemari asam. Dibiarkan selama 10 menit,
dikocok lalu ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit dan diukur

absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm.

3.5.8.2 Penetapan Kadar Total Gula Eksopolisakarida

Sampel EPS sebanyak 0,01 g dilarutkan ke dalam 250 mL aquades dan
dihomogenkan, larutan homogen diambil sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok. Selanjutnya
ditambahkan 5 mL asam sulfat pekat dengan cepat di lemari asap. Dibiarkan
selama 10 menit, dikocok lalu ditempatkan dalam penangas air dengan suhu 100°C

selama 15 menit dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm.

3.1.9 Identifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida dengan Fourier transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) (Dahunsi dkk., 2018)

Sampel EPS diambil 1 mg dan dihaluskan dengan 250 mg KBr kemudian
ditekan dalam cetakan hingga diperoleh pelet KBr. Selanjutnya sampel dianalisis
dengan FTIR pada frekuensi 4000-400 cm™'. Data yang diperoleh melalui uji FTIR
berupa gugus fungsional atau jenis ikatan tertentu pada bilangan gelombang

tertentu.
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3.1.10 Identifikasi Monomer Eksopolisakarida dengan Kromatografi Lapis
Tipis Analitik (KLTA) (Trabelsi dkk., 2015)

Sampel EPS ditimbang sebanyak 0,2 gram, selanjutnya dilarutkan dalam
aquabides 1:10 (b/v) dan didialisis dengan menggunakan kantong membran
semipermeabel 14 kDa dalam akuabides pada suhu 2°C selama 24 jam dengan 2
kali pergantian. Kemudian hasil dialisis dikeringkan pada suhu 60 °C selama 3 jam.
EPS murni sebanyak 2,5 mg dihidrolisis dengan 500 pL asam sulfat 1 M pada suhu
100°C selama 2 jam (Geel-Schutten dkk., 1998). Selanjutnya dilakukan
pengenceran dengan aquabides (1:5) dan sampel digunankan untuk KLTA.
Disiapkan plat KLT dari silika gel dengan ukuran 7 x 10 cm, kemudian diberi tanda
garis bawah dan atas masing-masing 1 cm lalu diaktifasi plat pada suhu 105°C
selama 30 menit. Disiapkan eluen dengan campuran n-butanol:etanol:air (2:1:1)
dan dijenuhkan dalam bejana pengembang selama 4 jam.

Hasil elusi dikering anginkan kemudian disemprot dengan reagen larutan
etanol yang mengandung 5% a-naftol dan 5% asam sulfat. Setelah dilakukan
penyemprotan (perlakuan penyemprotan diulang-ulang), selanjutnya plat dioven
pada suhu 120°C selama 10 menit sampai noda muncul dengan intensitas
maksimum (Vettori dkk., 2012). Setelah noda terlihat, maka diukur Rf dan
dibandingkan dengan standar glukosa, fruktosa, dan mannosa hasil hidrolisis untuk
mengetahui senyawa penyusun EPS terpilih. Nilai Rf ditentukan menggunakan

Persamaan 3.2.

Nilai Rf = [k tempuh dart komponen e (3.3)

jarak tempuh dari pelarut
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3.5.11 Analisis data
Data rendemen dan total plate count (TPC) yang diperoleh kemudian
dianalisis dengan ragam varian One Way ANOVA. Apabila terdapat adanya
pengaruh, maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan
signifikansi 5%. Sedangkan data yang diperoleh dari FTIR dan KLT

diinterpretasikan dengan bilangan gelombang dan nilai Rf standar yang didapat.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Media

Media merupakan sumber nutrisi yang dibutuhkan bakteri selama proses
pertumbuhan/fermentasi. De man rogosa and sharpe (MRS) adalah media
kompleks semi sintetis selektif yang baik sebagai pertumbuhan bakteri asam laktat
(BAL) dan dapat memberikan hasil yang baik dalam perhitungan koloni serta
morfologi bakteri (Man, 1960). Media MRS memiliki kandungan berupa glukosa,
tripton, yeast extract, beef extract, KHoPOs, natrium asetat anhidrat, ammonium
sitrat, MgS0O4.7H20, MnSO4.H20, Tween 80 (Du dkk., 2017). Media ini
dibedakan menjadi dua yaitu de man rogosa and sharpe agar (MRS A) dan de man
rogosa and sharpe broth (MRSB). MRSA dan MRSB memiliki perbedaan
kandungan agar dalam MRSA yang menyebabkan fasa padat ketika media dingin
(Man, 1960).

MRSA digunakan untuk proses isolasi, regenerasi, dan memberi nutrisi
BAL dalam fasa padat (Khairunnisa dan Pato 2016), sedangkan MRSB digunakan
untuk regenerasi, memberi nutrisi, dan pembuatan inokulum dalam fasa cair
(Murwani 2015). Selain MRSA dan MRSB digunakan juga media produksi yang
digunakan untuk memproduksi EPS. Penelitian ini menggunakan media produksi
alternatif selain media MRS berupa media campuran semi sintetis.

Media produksi yang digunakan merupakan media alternatif berupa semi
sintetis. Media ini dipilth karena memiliki biaya produksi yang murah

dibandingkan media MRSB dan kandungan didalamnya yang dapat di kontrol
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dengan sangat baik dibandingkan media bahan alam. Nutrisi yang terkandung
dalam media semi sintetis juga tidak lebih lengkap dibandingkan media MRSB,
sehingga dapat memberi cekaman pada bakteri. Penelitian Abid dkk., (2018)
melaporkan bahwa EPS dihasilkan oleh BAL berfungsi untuk melindungi sel
bakteri dari kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan sebagai bentuk
pertahanan diri, sehingga suasana lingkungan yang kurang akan nutrisi dapat
menyebabkan produksi EPS oleh bakteri meningkat. Komposisi media produksi
yang digunakan mengikuti penelitian Dharmik dan Narkhede (2020) media ini
dipilih karena memiliki kesamaan sumber karbon yang digunakan untuk
memproduksi EPS berupa sukrosa. Komposisi media yang digunakan yaitu pepton
5 g/L, ekstrak ragi 5 g/L, K;HPO4 15 g/L, CaCl,.2H>0 0,05 g/L, MgS04.7H,O
0,01 g/L, NaCl 0,01 g/L dan sukrosa 100 g/L (10%). Semua media dibuat dengan
cara dilarutkan dengan akuades sampai larut sempurna, kemudian ditutup rapat dan
dibungkus plastik tahan panas untuk selanjutnya dilanjutkan dengan sterilisasi
media beserta alat.

Media beserta alat gelas disterilkan menggunakan autoclave untuk
membunuh mikroorganisme yang berada pada alat dan media karena dapat
mempengaruhi hasil akhir penelitian. Sterilisasi menggunakan autoclave
didasarkan pada prinsip menguapkan air bertekanan untuk sterilisasi. Suhu 121°C
yang digunakan akan menghasilkan tekanan sebesar 15-17,5 psi yang mana pada
kondisi tersebut mikroorganisme dapat mati. Berdasarkan Jacquely dan Black
(2008) kondisi tersebut merupakan kondisi yang baik untuk sterilisasi karena dapat

membunuh sebagian besar bakteri, jamur, dan menonaktifkan beberapa virus.
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4.2  Regenerasi Bakteri Weissella confusa

Regenerasi bakteri merupakan suatu proses menumbuhkan bakteri kedalam
media baru. Regenerasi bakteri dilakukan untuk memperbarui nutrisi serta
meremajakan sel bakteri, sehingga sel bakteri dapat melakukan fermentasi secara
optimal dan dapat bertahan hidup selama masa penyimpanan. Regenerasi bakteri
secara berkala penting dilakukan guna memelihara kestabilan genetis dari sel
bakteri (Machmud, 2001). Menurut Charlena dkk., (2009) menyatakan bahwa
regenerasi bakteri berguna untuk mengaktifkan kembali bakteri yang telah inaktif
akibat penyimpanan pada lemari pendingin, sehingga bakteri dapat menghasilkan
enzim secara optimal dalam proses metabolismenya dan dapat digunakan untuk
pembuatan inokulum.

Regenerasi Weissella confusa dilakukan menggunakan media MRSA
dengan metode gores. Media MRSA dipilih untuk penyimpanan bakteri karena
dalam media tersebut bakteri dapat dimanfaatkan untuk penanaman pembuatan
inokulum dan pertumbuhan bakteri mudah diamati (Wuryanti dkk., 2012).
Regenerasi bakteri dilakukan secara aseptis di dalam laminar air flow (LAF)
menggunakan kawat ose yang telah dipanaskan di atas bunsen untuk membunuh
kontaminan bakteri. Stok Weissella confusa di inokulasikan sebanyak tiga ose pada
media MRSA padat dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Hasil regenerasi
ditandai dengan tumbuhnya bakteri berwarna putih pada permukaan media sesuai

dengan goresan yang dibuat (Gambar 4.1).

Gambar 4.1 Hasil regenasi bakteri Weissella confusa
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4.3 Pembuatan Inokulum Weissella confusa

Pembuatan inokulum bertujuan untuk memproduksi bakteri dalam fase
eksponensial sebagai starter yang siap digunakan dalam proses fermentasi.
Pembuatan inokulum dilakukan dengan cara mengambil 3 ose biakan bakteri ke
dalam media MRSB secara aseptis lalu diinkubasi shaker pada suhu ruang
kecepatan 100 rpm selama 16 jam. Proses inkubasi shaker dilakukan untuk
memproduksi sel bakteri pada fase eksponensial yang siap digunakan dalam proses
fermentasi.

Menurut Mangrove dkk., (2015) fase eksponensial BAL ditandai dengan
terbentuknya kekeruhan pada inokulum akibat adanya suspensi bakteri pada lama
inkubasi 16-18 jam. Pada fase ini, jumlah pertumbuhan sel lebih banyak dari
jumlah kematiannya, aktivitas metabolisme sel terjadi pada keadaan optimum dan
sel mudah terpengaruh oleh faktor lingkungan (Maier, 2009). Menurut Abid dkk.,
(2018) ketika memasuki fase logaritma/eksponensial terjadi peningkatan biomassa
pada bakteri hingga jam ke 16-18, kemudian bakteri memasuki fase stasioner pada
jam ke 18-34, dan memasuki fase kematian pada jam ke 34.

Inokulum Weissella confusa yang didapatkan diukur nilai Optical density
(OD) untuk mengetahui jumlah bakteri yang yang terkandung dalam inokulum.
Nilai OD yang semakin besar menunjukkan bahwa jumlah bakteri yang terdapat di
dalam inokulum semakin banyak. Setelah diketahui nilai OD-nya kemudian
dilakukan penyetaraan OD inokulum sebesar 0,5 dengan cara diencerkan
menggunakan media MRSB. Penyetaraan OD 0,5 dilakukan untuk stabilitas

jumlah bakteri yang digunakan pada proses fermentasi disetiap pengulangan.
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Inokulum Weissella confusa dalam penelitian ini menggunakan OD 0,5 yang setara

dengan jumlah bakteri 1,4 x 10° CFU/mL (Chalim 2021).

4.4  Pengaruh Lama Fermentasi terhadap Produksi Eksopolisakarida oleh
Weissella confusa

Produksi Eksopolisakarida (EPS) oleh Weissella confusa dalam penelitian
ini dilakukan menggunakan media alternatif semi sintetis. Media tersebut dipilih
karena memiliki beberapa kelebihan seperti harga yang terjangkau dibandingkan
media MRS dan nutrisi di dalam media dapat diukur secara akurat dibandingkan
media organik. Penelitian ini menggunakan penambahan sukrosa sebesar 10%
sebagai sumber karbon selama proses fermentasi. Menurut Wongsuphachat dkk.,
(2010) sukrosa merupakan sumber karbon yang baik untuk produksi EPS oleh
Weissella confusa jika dibandingkan dengan glukosa, fruktosa, dan laktosa.
Kandungan sukrosa 10% dipilih karena menurut Jin dkk., (2019) dan Zhao dkk.,
(2020) merupakan konsentrasi terbaik dalam produksi EPS oleh Weissella confusa.

Produksi EPS oleh Weissella confusa pada media alternatif dilakukan
dengan variasi lama fermentasi. Hal ini betujuan untuk mengetahui lama
fermentasi optimum Weissella confusa dalam memproduksi EPS, variasi lama
fermentasi yang digunakan yaitu 12, 24, 36, 48, dan 60 jam. Menurut Lin dan Chien
(2007) lama fermentasi dapat mempengaruhi produksi EPS karena berpengaruh
terhadap massa molekul, jenis gula penyusun, dan komposisi gula EPS dalam tahap
pembentukan EPS. Inokulum Weissella confusa sebesar 5% ditambahkan pada
media produksi dan diinkubasi shaker pada suhu ruang selama variasi lama
fermentasi untuk memproduksi EPS. Variasi ini diperlukan untuk mengetahui

bagaimana pertumbuhan bakteri dalam menghasilkan EPS pada fase logaritma,
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eksponensial, dan stasioner. Shaker dibutuhkan untuk memberi energi kinetik pada
bakteri sehingga terjadi cekaman yang menyebabkan produksi EPS oleh bakteri
meningkat.

EPS yang dihasilkan setelah proses fermentasi masih mengandung sel
bakteri sehingga perlu dipisahkan. Pemisahan filtrat dari sel tersebut dilakukan
dengan sentrifugasi, sehingga sel akan mengendap dan dapat dipisahkan. Filtrat
yang diperoleh kemudian diekstrak EPSnya dengan menambahkan etanol dingin
95% sebanyak dua kali volume dan didiamkan pada suhu 4°C selama 24 jam.
Etanol berfungsi untuk memisahkan EPS dari air karena memiliki konstanta
dielektrik yang lebih rendah dari pada air, sedangkan polisakarida yang memiliki
banyak gugus hidroksil yang memberikan karakteristik polar pada EPS. Sehingga
kenaikan konsentrasi etanol dalam larutan dapat menyebabkan penurunan
kelarutan polisakarida dan terjadi pengendapan EPS (Klinchongkon dkk., 2019).
EPS yang terbentuk kemudian dikeringkan pada suhu 60°C untuk menghilangkan
pelarut yang masih menempel. EPS yang dihasilkan merupakan padatan berwarna

putih kekuningan dan ditunjukkan pada Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Eksopolisakarida kering oleh Weissella confusa

Produksi EPS oleh BAL dipengaruhi oleh kondisi lingkungan yang
merugikan seperti stres osmotik. Penelitian Nguyen dkk., (2020) melaporkan stres
osmotik menyebabkan hilangnya tekanan turgor sel dan perubahan konsentrasi zat
terlarut intraseluler dalam bakteri, sehingga bakteri mensintesis EPS untuk
melindungi diri dan mencegah dehidrasi sel. Konsentrasi sukrosa yang tinggi

dalam penelitian ini digunakan untuk meningkatkan tekanan osmotik sehingga
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produksi EPS lebih banyak. Selain itu sukrosa dapat digunakan oleh bakteri
sebagai sumber karbon pembentukan EPS oleh bakteri.

Biosintesis EPS oleh Weissella confusa terjadi karena adanya aktivitas
enzim sukrase glukansukrase/glukosiltransferase (gtf) menghasilkan EPS jenis
glukan. Enzim tersebut akan memecah substrat sukrosa menjadi glukosa dan
fruktosa lalu energi yang dilepaskan digunakan untuk menggabungkan kembali
unit gula glukosa sehingga membentuk rantai polisakarida, sedangkan fruktosa
yang tidak digunakan pada proses biosintesis EPS digunakan oleh bakteri untuk
menghasilkan ATP (Angelin dan Kavitha 2020). Hasil produksi EPS ditunjukkan

pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa

Berdasarkan Tabel 4.1 menunjukkan bahwa rendemen EPS meningkat
seiring bertambahnya lama fermentasi hingga produksi tertinggi terjadi pada lama
fermentasi 36 jam sebesar 10,412 g/L. kemudian mengalami penurunan. Lama
fermentasi 12 jam menunjukkan jumlah bakteri sebesar 1,4x10° CFU/mL karena
lama fermentasi tersebut merupakan awal fase logaritma, pada fase ini bakteri
banyak memproduksi asam laktat dan melakukan regenerasi sel yang tinggi
sehingga EPS yang dihasilkan rendah. Lama fermentasi 24 jam menunjukkan
jumlah bakteri sebesar 4,5x10'® CFU/mL karena lama fermentasi tersebut menuju
awal fase stasioner, pada fase ini jumlah bakteri meningkat dan mulai
menghasilkan EPS. Lama fermentasi 36 jam menunjukkan jumlah bakteri sebesar
6,5x10% CFU/mL dengan hasil tertinggi dalam produksi EPS. Lama fermentasi

tersebut merupakan fase stasioner yang optimal dalam menghasilkan EPS pada
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penelitian ini. Setelah 36 jam produksi EPS mengalami penurunan bersamaan
dengan jumlah bakteri, hal ini terjadi karena pada 48 dan 60 jam bakteri memasuki
fase kematian, sehingga EPS dapat didegradasi oleh enzim yang dihasilkan bakteri
dan dimanfaatkan kembali sebagai sumber karbon dalam proses metabolisme.

Penelitian Pham dkk., (2000) melaporkan produksi optimum EPS oleh
BAL terjadi pada fase stasioner menuju fase kematian, sedangkan pada fase
eksponensial BAL banyak memproduksi asam laktat. Giyatno dan Ratnaningrum
(2020) menjelaskan pada fase stasioner bakteri mulai kekurangan nutrisi sehingga
menghasilkan metabolit sekunder berupa EPS untuk melindungi sel dari kondisi
lingkungan yang tidak menguntungkan. Menurut Abid dkk., (2018) selama 4 jam
pertama waktu inokulasi bakteri memasuki fase lag yaitu fase penyesuaian bakteri
dalam media baru, setelah itu memasuki fase logaritma/eksponensial bakteri terjadi
peningkatan biomassa hingga jam ke 16-18, kemudian jam ke 18-34 bakteri
memasuki fase stasioner, dan memasuki fase kematian pada jam ke 34.

Hasil penelitian ini serupa dengan Tayuan, (2011) yang melaporkan bahwa
lama fermentasi 30 jam menghasilkan EPS sebesar 8,65 g/L. dan penelitian Lakra
dkk., (2020) bahwa lama fermentasi 36 jam dalam media MRSB menghasilkan
EPS sebesar 10,07 g/L. Penelitian ini juga memiliki hasil yang lebih tinggi dari
penelitian Tayo dkk., (2018) menggunakan media MRSB dengan produksi sebesar
5,5807 g/L dan penelitian Dahunsi dkk., (2018) menggunakan media MRSB
termodifikasi menghasilkan EPS 3 g/L.

Berdasarkan uji One Way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan
signifikan lama fermentasi terhadap rendemen EPS oleh Weissella confusa dengan

nilai F hitung sebesar 29,631 lebih besar dari F tabel yaitu 4,60 dengan probabilitas
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(Sig.) sebesar 0,000 (Sig<0,05). Lama fermentasi 36 jam menunjukkan nilai yang
berbeda nyata dengan lama fermentasi lainnya. Lama fermentasi 12 dan 60 jam
tidak berbeda nyata namun berbeda nyata dengan lama fermentasi lainnya. Lama
fermentasi 12 dan 48 jam tidak berbeda nyata namun berbeda nyata dengan lama
fermentasi lainnya. Lama fermentasi 24 dan 48 jam tidak berbeda nyata namun
berbeda nyata dengan lama fermentasi lainnya. Uji One Way ANOVA juga
menunjukkan terdapat perbedaan signifikan lama fermentasi terhadap
pertumbuhan bakteri Weissella confusa dengan nilai F hitung sebesar 8,339 lebih
besar dari F tabel yaitu 4,60 dengan probabilitas (Sig.) sebesar 0,003 (Sig<0,05).
Lama fermentasi 24 jam menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan lama
fermentasi lainnya, sedangkan lama fermentasi 12, 36, 48, dan 60 jam tidak

berbeda nyata.

4.5  Analisis Kadar Total Gula Eksopolisakarida

Analisis kadar total gula Eksopolisakarida (EPS) dilakukan untuk
mengukur kandungan gula dari EPS yang dihasilkan. Sehingga analisis ini dapat
digunakan untuk mengetahui kemurnian EPS. Menurut Patel dkk., (2012) EPS
merupakan suatu polisakarida yang tersusun atas polimer gula pereduksi. Sehingga
semakin tinggi kadar gula EPS menunjukkan tingkat kemurniannya semakin
tinggi.

Pengukuran kadar total gula EPS dilakukan menggunakan metode sulfat-
fenol. Metode ini dipilih karena dapat mengukur konsentrasi sebenarnya dari
monosakarida, disakarida, oligosakarida, dan polisakarida dengan menghitung tiap

monosakarida penyusunnya yang terkandung dalam EPS. Pengukuran total gula
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EPS diawali dengan pembuatan kurva standar glukosa sebagai acuan menentukan

kadar total gula EPS. Kurva standar glukosa ditunjukkan pada Gambar 4.3.

Gambar 4.3 Kurva standar glukosa

Analisis kadar total gula EPS dilakukan dengan dengan melarutkan EPS
dalam akuades kemudian ditambahkan fenol dan asam sulfat pekat lalu diuji
absorbansinya menggunakan UV-Vis pada panjang gelombang 490 nm.
Penambahan fenol berfungsi untuk membentuk kompleks senyawa berwarna
jingga. Perubahan warna jingga disebabkan oleh fenol yang berkondensasi dengan
senyawa furfural dari monomer gula hasil degradasi polisakarida oleh asam sulfat
yang telah mengalami pemanasan (Poedjiadi dan Supriyanti, 2012). Intensitas
warna yang dihasilkan berbanding lurus dengan kadar karbohidrat dalam sampel,
reaksi dehidrasi polisakarida ditunjukkan pada Gambar 2.3. Reaksi polisakarida

EPS dalam metode ini ditunjukkan pada Gambar 4.4.

Gambar 4.4 Reaksi Polisakarida dalam Metode Sulfat-Fenol (Viel dkk., 2018)

Analisis kadar total gula EPS dilakukan pada variasi lama fermentasi
terpilih (36 jam). Hasil analisis kadar total gula EPS terpilih yaitu 91,77%. EPS
diproduksi dari proses polimerisasi gula sehingga gula merupakan sumber karbon
penyusun utama EPS, oleh karena itu kadar total gula yang tinggi menunjukkan
bahwa EPS memiliki kemurnian yang tinggi juga. Berdasarkan hasil pengukuran
tersebut EPS yang dihasilkan dalam penelitian ini menunjukkan kadar kemurnian
yang tinggi namun belum mencapai 100% karena masih terdapat pengotor yang

menempel pada EPS. Penelitian Maunatin dkk., (2022) melaporkan terdapat
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protein yang menempel pada EPS sebagai pengotor. Serupa dengan penelitian
Wongsuphachat dkk., (2010) yang melaporkan bahwa kadar gula EPS dipengaruhi
oleh pengotor seperti protein yang menempel pada EPS, spesies BAL, media, suhu,

substrat, dan aktivitas enzim intervase.

4.6  Analisis Gugus Fungsi Eksopolisakarida dengan Spektrosotometer
FTIR

Identifikasi gugus fungsi EPS menggunakan FTIR dilakukan pada EPS
terpilih yang dihasilkan pada lama fermentasi dengan produksi tertinggi yaitu 36
jam (L36). Berdasarkan gugus fungsinya spektra IR polisakarida umumnya
terdapat dalam lima wilayah spektra yaitu vibrasi regangan OH pada 3600-3000
Cm'; regangan ikatan rangkap doublet COO- pada 1800-1500 Cm™! dan pita air
pada 1635 Cm’'; vibrasi gugus dengan simetri lokal (CH, dan C-OH) pada 1500-
1200 Cm; ikatan glikosidik pada 1200-800 Cm™'; dan vibrasi daerah kerangka
karbohidrat pada panjang gelombang dibawah 800 Cm™' (Hong dkk., 2021). Hasil

analisis FTIR dari EPS L36 tersebut ditunjukkan pada Gambar 4.5.

Gambar 4.5 Spektra FTIR EPS oleh Weissella confusa

Berdasarkan Tabel 4.2 EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa secara
spesifik memiliki pita serapan 3471,76; 3430,45 cm™ yang menunjukkan adanya
vibrasi regangan OH hidroksil yang melimpah, pita serapan 1647,89 Cm™' ikatan
rangkap doublet COO- menunjukkan karakteristik polisakarida pektik, pita serapan
1458,13 Cm™! menunjukkan ikatan C=C (aromatik) dan vibrasi gugus simetri lokal
CH,/C-OH, pita serapan 1113,48; 1071,48; dan 855,44 C-H Cm™! (alkana); 993,50

dan 930,25 Cm™' CH=CH; (alkena) menunjukkan adanya ikatan glikosidik pada
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polisakarida, pita serapan 668,88 Cm™ C-H (alkana); 619,20 Cm™ (alkuna); dan
537,89 Cm™' (alkilhalida) menunjukkan daerah kerangka yang berhubungan
dengan vibrasi karbohidrat. Penelitian Igbal dkk., (2017) melaporkan bahwa pada
panjang gelombang 1008,2-993,3 Cm™ menunjukkan adanya ikatan o 1-6
glikosidik. Hal serupa juga dilaporkan oleh Dilna dkk., (2015) dan Lakra dkk.,
(2020) bahwa pada panjang gelombang 1024 dan 1020 Cm™! menunjukkan adanya

ikatan o 1-6 glikosidik yang merupakan ikatan khas dari EPS jenis dekstran.

Tabel 4.2 Gugus fungsi Spektra FTIR Weissella confusa.
4.7  Analisis Profil Monomer Eksopolisakarida dengan Kromatografi

Lapis Tipis Analisis (KLTA)

Jenis mikroorganisme yang menghasilkan eksopolisakarida (EPS)
mempengaruhi jenis monomer gula penyusun EPS tersebut. Identifikasi monomer
penyusun EPS oleh penting dilakukan untuk mengetahui profil gula penyusunnya.
Sehingga EPS yang dihasilkan dapat dimanfaatkan sesuai kegunaannya masing-
masing (Sanalibaba dan Cakmak 2016). Spesies bakteri dan kondisi media
pertumbuhan dapat mempengaruhi komposisi monomer gula dan subtituen non
karbohidrat yang menyusun EPS, sehingga EPS yang diproduksi oleh bakteri asam
laktat memiliki struktur yang berbeda-beda.

EPS terpilih yang digunakan pada analisis profil gula yaitu variasi lama
fermentasi 36 jam (L36). Sebelum dilakukan analisis EPS terpilih dimurnikan dari
subtituen non karbohidrat penyusunnya dengan cara dialisis menggunakan
membran selofan 14 kDa dan dihidrolisis menggunakan asam sulfat 1 M. Proses

dialisis dilakukan pada suhu dingin untuk mencegah terjadinya kerusakan pada
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EPS. Dialisis didasarkan pada prinsip difusi, yaitu peristiwa terjadinya
perpindahan zat terlarut dari larutan dengan konsentrasi tinggi menuju larutan
dengan konsentrasi rendah, selain itu dialisis juga dapat memisahkan molekul
berdasarkan ukuran melalui membran pori selofan (Sinatari dkk., 2013). EPS
murni dihidrolisis dengan asam bertujuan untuk memutus rantai panjang polimer
EPS agar menjadi monomer dan akan teranalisis menggunakan kromatograti lapis
tipis analisis (KLTA).

Monomer penyusun EPS diidentifikasi menggunakan standar glukosa,
fruktosa, dan mannosa, standar tersebut digunakan sebagai acuan untuk
mengetahui komponen gula yang berada dalam sampel eksopolisakarida yang
dihasilkan dalam penelitian ini. Identifikasi profil monomer EPS menggunakan
KLTA ditampilkan pada Gambar 4.6. Hasil analisis profil monomer gula penyusun
EPS menggunakan KLTA menunjukkan nilai faktor retensi (Rf) EPS L36, glukosa,
fruktosa, dan mannosa berturut-turut sebesar 0,45; 0,45; 0,46; dan 0.48.

Gambar 4.6 Monitoring KLTA monosakarida penyusun eksopolisakarida
yang dihasilkan oleh Weissella confusa.

Analisis EPS L36 menunjukkan adanya kesamaan spot dengan standar
glukosa dengan nilai Rf 0,45, nilai Rf tersebut serupa dengan penelitian Kumar
dkk., (2012) yang melaporkan nilai Rf standar glukosa sebesar 0,44. Profil
monomer penyusun EPS yang didapatkan serupa dengan penelitian Hector dkk.,
(2015) yang menunjukkan bahwa EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa
memiliki monomer berupa glukosa dan penelitian Dahunsi dkk., (2018)
melaporkan analisis komposisi monosakarida penyusun EPS oleh Weissella

confusa menggunakan KL'T menunjukkan adanya spot monomer glukosa dengan
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nilai Rf 0,56. Perbedaan nilai Rf antara literatur dan hasil yang didapat disebabkan
karena eluen yang digunakan dalam KLT berbeda. Hasil KLTA menunjukkan EPS
yang disintesis oleh Weissella confusa tersusun atas monomer glukosa yang

termasuk kedalam EPS jenis glukan.

4.8 Optimasi Produksi Eksopolisakarida oleh Weissella confusa dalam
Perspektif Islam

Al Qur’an sebagai kitab suci umat Islam merupakan pedoman/landasan
untuk manusia dalam menjalani kehidupan di bumi. Berbagai macam ilmu
pengetahuan dapat dipelajari dari Al Qur’an, seperti penciptaan langit dan bumi
termasuk apa yang telah diketahui maupun apa yang tidak diketahui/belum
diketahui manusia. Sebagaimana yang dituliskan dalam surat Yasin ayat 36

berikut;

T 7@ ’;“./5/,«,,’°Jg:‘.“’ BTN ///.o"',lb}

O3ala Y g el 2ag (3N &t B SIS Bl )l gl

Artinya: “Maha suci (Allah) yang telah menciptakan semuanya berpasang-

pasangan, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri

mereka sendiri, maupun dari apa yang tidak mereka ketahui” (QS.
Yasin:36).

Berdasarkan kandungan surat Yasin ayat 35 menurut Shihab, (2002) pada
ayat tersebut Allah menciptakan segala macam makhluk-Nya berpasang-
pasangan, baik berupa tumbuh-tumbuhan, hewan, manusia, dan makhluk hidup
lainnya yang tak kasat mata dan belum diketahui manusia. Hal tersebut
mengindikasikan akan eksistensi atau adanya bentuk kehidupan yang belum

diketahui oleh manusia pada saat ayat tersebut turun. Sehingga dijadikan landasan

bagi orang-orang beriman dalam rangka mengembangkan ilmu pengetahuan dan
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teknologi untuk mengetahui dan memanfatkan semua ciptaan Allah dengan sebaik
baiknya. Salah satu bentuk perkembangan teknologi adalah ditemukannya
mikroskop sehingga manusia dapat melihat makhluk yang tidak bisa dilihat secara
langsung seperti yang ditunjukkan oleh Al-Qur’an. Makhluk tidak kasat mata

tersebut sebagaimana dituliskan didalam surat Saba’ ayat 3 sebagai berikut;

G o VY A 5 i s o301 o Vg e 3 55 ik e L Y
Artinya: “...Tidak ada yang tersembunyi bagi-Nya sekalipun seberat zarrah baik
yang di langit maupun yang di bumi, yang lebih kecil dari itu atau yang
lebih besar, semuanya (tertulis) dalam Kitab yang jelas (Lauh Mahfiiz),”

(QS. Saba’: 3).

Ayat tersebut dalam kitab “Tafsir Jalalayn” karya Imam Jalaludin Al-
Mahalli dan Imam Jalaludin As-Suyuti dijelaskan bahwa Allah melalui ayat
tersebut menegaskan pada manusia bahwa hanya Dia-lah yang dapat mengatur
kehidupan di langit dan bumi. Allah juga menerangkan bahwa segala sesuatu
ciptaan-Nya sudah tertulis dengan jelas dalam kitab (Lauh Mahfuz) termasuk yang
sebesar ”Zarrah” yang berarti benda yang sangat kecil. Makhluk yang sangat kecil
tersebut kemudian dapat diidentifikasi sebagai mikroba/bakteri oleh manusia
setelah ditemukan mikroskop. Bakteri menjadi salah satu makhluk ciptaan-Nya
yang menakjubkan karena memiliki banyak manfaat dalam kehidupan dengan
ukuran yang sangat kecil. Seperti bakteri asam laktat (BAL) yang dapat digunakan
untuk memproduksi metabolit sekunder berupa eksopolisakarida (EPS) yang
sangat berguna dalam kehidupan manusia.

Weissella confusa yang digunakan dalam penelitian ini merupakan salah

satu jenis BAL yang dapat memproduksi EPS dalam jumlah besar. Namun, untuk
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memaksimalkan hasil produksi EPS terdapat beberapa faktor yang memengaruhi,
salah satunya lama fermentasi. Weissella confusa tentunya memiliki batas lama
fementasi optimum dalam memproduksi EPS. Hasil penelitian ini menunjukkan
lama fermentasi 36 jam merupakan batas optimum yang digunakan Weissella
confusa untuk memproduksi EPS yaitu sebesar 10,412 g/L. Pada lama fermentasi
tersebut juga memiliki kadar kemurnian penyusun EPS tersendiri yaitu sebesar
91,77 %. Lama fermentasi optimum dan kadar kemurnian EPS tersebut sesuai

Allah berfirman didalam surat Al-Qamar ayat 49 berikut;

Artinya: “Sungguh, kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (QS. Al-
Qamar:49).

Berdasarkan kandungan surat Al-Qamar ayat 49 menurut Shihab, (2002) pada ayat

tersebut kata “gadar” merupakan ketentuan yang telah ditetapkan oleh Allah dan

dapat bermakna kadar tertentu yang tidak bisa ditambah maupun dikurangi. Dapat

dipahami juga bahwa segala sesuatu yang diciptakan Allah telah

ditetapkan/ditakdirkan takarannya dan telah ditulis di dalam kitab (Lauh Mahfuz).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Hasil terbaik produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa dalam media
semi sintetis diperoleh pada lama fermentasi 36 jam dengan jumlah bakteri 6,5
x 10 CFU/mL menghasilkan eksopolisakarida sebesar 10,412 g/L dan total
gula 91,77 %.

2. Hasil FTIR pada eksopolisakarida dari Weissella confusa menunjukkan gugus
fungsi OH pada panjang gelombang 3471,76 dan 3430,45 cm’!, ikatan rangkap
doublet COO- pada 1647,89 cm™!, gugus simetri lokal CH,/C-OH pada 1458,13
cm’!, ikatan glikosidik pada 1113,48; 1071,48; 993,50; 930,25 dan 855,44 cm’
I, serta vibrasi kerangka pada 668,88; 619,20; dan 537,89 cm™.

3. Hasil KLT pada eksopolisakarida dari Weissella confusa menunjukkan profil

monomer gula penyusun berupa glukosa.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi
eksopolisakarida pada faktor yang lain seperti suhu, pH, dan konsentrasi inokulum
agar didapatkan hasil yang maksimal. Serta uji pemanfaatan eksopolisakarida yang

dihasilkan sebagai antioksidan, antibakteri, dan imunomodulator.
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Lampiran 2: Skema Kerja

> Sterilisasi Alat

Seperangkat alat gelas

- Dicuci bersih dan dikeringkan

- Dibungkus dengan kertas

- Dimasukkan kedalam plastik tahan panas

- Dilakukan sterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C,

tekanan 15 psi selama 15 menit

Hasil

> Pembuatan Media

e Media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar)

MRSA (de Man Rogosa
and Sharpe Agar)

Ditimbang 6,82 gram

Dilarutkan dalam 100 mL aquades

- Dipanaskan sambil diaduk

- Dipindahkan dalam erlenmeyer 250 mL

- Dilakukan sterilisasi dalam autoclave pada suhu 121°C

tekanan 15 psi selama 15 menit

Hasil
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e Media Produksi Eksopolisakarida

Media produksi

- Ditimbang sebanyak 10 gram sukrosa; 0,5 gram pepton; 0,25
gram ekstrak ragi; 2 gram KoHPOy; 0,0025 gram CaCl».2H;O;
0,001 gram MgS04.7H,0; dan 0,001 gram NaCl

- Dilarutkan dalam 100 mL aquades dan di atur pH sebesar 6,5

- Dipanaskan sambil diaduk sampai mendidih

- Dipindahkan dalam erlenmeyer 250 mL

- Dilakukan sterilisasi dalam autoclave pada 121 °C,tekanan

15 psi selama 15 menit

Hasil

» Regenerasi Weissella confusa

Weissella confusa

- Diambil 2 ose
- Diinokulasikan ke media MRSA padat posisi miring

- Diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang

Hasil

> Pembuatan inokulum

Weissella confusa

- Diambil 2 ose
- Dipindahkan ke dalam 10- mL media produksi
- Di shaker selama 18 jam 100 rpm pada suhu 30°C dengan nilai

OD 0,5 setara dengan 2,98 x 10 ° cfu/mL

Hasil
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» Prodksi Eksoppolisakarida
e Pengaruh lama fermentasi terhadap produksi EPS Weissella confusa

Media
produksi

Dipipet sebanyak 100 mL
Ditambahkan 5% inokulum Weissella confusa (v/v)
Diinkubasi selama variasi lama waktu inkubasi (K1=24 jam,

K2=36 jam, K3=48 jam, K4=60 jam, dan K5=72 jam) pada suhu
37°C

Hasil

» Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi

Media produksi
hasil| fermentasi

Disentrifugasi dengan centrifuge dingin 4°C pada kecepatan 5000
rpm selama 15 menit

Supernatan yang mengandung EPS diambil dan ditambahkan
etanol dingin 96% (2 kali volume atau 50 mL) kemudian
didiamkan selama 24 jam dalam lemari pendingin

Pelet yang didapat dikringkan dngan menggunakan freze dry

Ditentukan berat ksopolisakarida kering dengan menggunakan
persamaan 3.2

Hasil

» Pengukuran TPC Bakteri setelah Fermentasi

Bakteri setelah
Fermentasi

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

Ditanam 0,1 mL inokulum ke dalam media MRSA mulai 10°-108
lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam
Dihitung jumlah koloni hidup

Hasil
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» Uji Kadar Total gula dengan Metode Asam Sulfat-Fenol
e Pembuatan Kuva Standar dengan metode Asam Sulfat-Fenol

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

Diambil masing-masing 2 mL

Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v)

Ditambahkan 5 mL H2SO4 pekat

Dibiarkan selama 10 menit

Dikocok,ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm

Hasil

e Penetapan Kadar Total Gula dengan Metode Fenol H2SO4

Sampel EPS

Ditimbang sebanyak 0,01 gram dan dilarutkan dengan 250 mL
aquades

Dipipet sebanyak 2 mL ke dalam tabung reaksi

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

Dikocok, lalu ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit

Diukur absorbansinya pada panjang gelmobang 490 nm

Hasil
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e Persiapan plat KLLT dan bejana pengembang

Plat KLT

Disiapkan plat KLT dari silika gel dengan ukuran 7 cm x 10 cm

Diberi tanda garis batas bawah dan batas atas masing-masing 1
cm dan diaktifasi selama 30 menit pada suhu 105 °C

Disiapkan eluen dengan campuran n-butanol:etanol:air (2:1:1)
dan dijenuhkan dalam bejana pengembang selama 4 jam

Hasil

» Identifikasi Monomer Eksopolisakarida Terpilih Menggunakan
Kromtografi Lapis Tipis

Eksopolisakarida

Ditimbang sebanyak 5 mg
Dihidrolisis dengan 650 puL asam sulfat 1 N 100 °C selama 2 jam

Dilakukan pengenceran dengan aquabides (1:5)
Ditempatkan pada plat KLT untuk pemisahan kandungan
Ditempatkan pada bejana pengembang yang telah disiapkan

Dibiarkan terelusi hingga batasa atas

Hasil elusi dikering anginkan lalu disemprot dengan reagen
larutan etanol yang mengandung 5% a-naftol dan 5% asam sulfat

Dioven plat pada suhu 120 °C selama 10 menit sampai noda
muncul

Diukur Rf dan dibandingkan dengan standar glukosa, fruktosa,
dan sukrosa

Hasil
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Lampiran 3: Perhitungan

L.3.1 Pembuatan Larutan Fenol 5% (b/v)

5 gram fenol

Fenol 5% (b/v) = 100 mL akuades

Cara pembuatan: Sebanyak 5 gram fenol ditimbang menggunakan neraca
analitik, kemudian dimasukkan ke dalam gelas beker 100 mL, ditambahkan
akuades dan diaduk hingga larut. Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur

10 mL, ditambahkan akuades sampai tanda batas dan dihomogenkan.

L.3.2 Pembuatan Larutan H.SO41 M
Hitung molaritas H>SO4 pekat (96%)

_ (10 x % H2S04 x berat jenis )

Molaritas B

(10 x 96% x 1,84)
98,08

18 M
Hitung pembuatan larutan HoSO4 1 M sebanyak 50 mL dengan cara pengenceran
M1l xV1=M2xV2

I8MxV1I=1Mx50mL

V1=2,.8mL
Keterangan: M = Molaritas
Mr = Massa molekul relatif
\Y = Volume
BM = Berat molekul H>SO4

Cara pembuatan: H>SO4 dengan konsentrasi 1 M dibuat dengan cara masukkan
akuades kira-kira sebanyak 20 mL ke dalam labu ukur 50 mL. Kemudian
tambahkan 2,8 mL H>SO4 pekat secara perlahan (melalui dinding labu ukur).
Larutan kemudian digoyangkan perlahan agar tercampur merata. Setelah itu

ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.



L.3.3 Kurva Standar Glukosa
Pembuatan Konsentrasi Glukosa Standar 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm

10 mg glukosa

Stok glukosa baku = 0.1 L akuades

=100 ppm

Cara pembuatan larutan stok 100 ppm: ditimbang glukosa sebanyak 10 mg,
kemudian dimasukkan ke dalam gelas beker, selanjutnya ditambahkan dengan
aquades secukupnya sampai glukosa terlarut. Selanjutnya larutan dimasukkan
ke dalam labu ukur 100 ml, kemudian ditandabataskan dan dihomogenkan.
Larutan ini akan digunakan sebagai larutan stok untuk pembuatan larutan
glukosa standar. Pembuatan larutan glukosa 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm
dapat dilakukan dengan pengenceran larutan stok glukosa baku melalui
perhitungan sebagai berikut:
A. Konsentrasi 10 ppm:
MIx V1= M2xV2
100 ppm x V1 = 10 ppm x 10 Ml
V1 =1 mL
B. Konsentrasi 20 ppm
M1 x VI =M2x V2
100 ppm x V1 = 20 ppm x 10 mL
V1 =2mL
C. Konsentrasi 30 ppm
M1 xVlI= M2xV2
100 ppm x V1 = 30 ppm x 10 mL
V1 =3 mL
D. Konsentrasi 40 ppm
M1 xVI= M2xV2
100 ppm x V1 = 40 ppm x 10 mL
V1 =4 Ml
E. Konsentrasi 50 ppm
M1 xVl= M2xV2
100 ppm x V1 = 50 ppm x 10 mL
V1 =5mL
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F. Konsentrasi 60 ppm
M1 x Vl= M2x V2
100 ppm x V1 = 60 ppm x 10 mL
V1 =6mL

L.3.4 Penentuan OD inokulum

L.3.5 Perhitungan Rendemen Eksopolisakarida (EPS)

L.3.6 Perhitungan Jumlah Pertumbuhan Bakteri

L.3.7 Kurva Standar Glukosa

L.3.8 Analisis Kadar Gula Eksopolisakarida

L.3.9 Faktor Retensi Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Lampiran 4. Hasil Analisis SPSS
L.4.1 Hasil Analisis Kadar EPS
L.4.2 Hasil Analisis Pertumbuhan Bakteri

Lampiran S. Dokumentasi



