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ABSTRAK

Nurhidayati, Elza 2022. Isolasi Bakteri Asam Laktat Penghasil
Eksopolisakarida dari Madu Mangga (Mangifera indica L.). 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 Il : Rif’atul Mahmudah, M. Si

Kata Kunci : eksopolisakarida, bakteri asam laktat, GRAS, madu mangga,
metode sulfat fenol

Eksopolisakarida (EPS) merupakan rantai polimer panjang dengan massa
molekul tinggi yang diproduksi oleh mikroorganisme dan bermanfaat di bidang
pangan dan kesehatan. Salah satu organisme yang memproduksi EPS adalah
Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL merupakan bakteri yang tergolong Generally
Recognized as Safe (GRAS) dan banyak ditemukan pada makanan, tanaman,
olahan fermentasi, dan madu. Madu memiliki kandungan gula yang tinggi yang
bermanfaat sebagai nutrisi untuk BAL. Salah satu jenis madu yang banyak tersedia
di Jawa Timur adalah madu dari bunga mangga (Mangifera indica L.). Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik BAL penghasil EPS yang diisolasi
dari madu mangga serta kemampuan isolat BAL terpilih dalam memproduksi EPS
pada media semi sintesis.

Tahapan isolasi BAL penghasil EPS asal madu mangga meliputi isolasi
BAL, skrining BAL penghasil EPS, karakterisasi secara makroskopis (warna,
bentuk, tepi, permukaan dan elevasi) dan mikroskopis (pewarnaan Gram dan uji
katalase). Sedangkan tahap produksi EPS oleh BAL pada sumber gula terpilih
meliputi produksi dan ekstraksi EPS, serta uji kadar gula total dengan metode sulfat
fenol.

Hasil isolasi BAL penghasil EPS telah ditemukan 4 isolat yaitu A, D, G,
dan H. Produksi EPS oleh keempat isolat BAL tersebut pada berbagai sumber gula
menunjukkan isolat A menghasilkan EPS tertinggi pada sumber gula sukrosa,
isolat D pada sumber gula fruktosa, isolat G pada sumber gula glukosa, dan isolat
H pada sumber gula sukrosa. Kemampuan produksi EPS terbaik diproduksi oleh
isolat A pada media semi sintesis dan sumber gula sukrosa dengan rendemen
sebesar 12,26 g/L dan kadar total gula EPS yaitu 72,55%.

XV



ABSTRACT

Nurhidayati, Elza 2022. Isolation of Exopolysaccharide-Producing Lactic Acid
Bacteria from Mango Honey (Mangifera indica L.). Thesis. Department
of Chemistry, Faculty of Science and Technology. Maulana Malik Ibrahim
State Islamic University Malang. Supervisor I: Dr. Anik Maunatin, S. T., M.
P, Supervisor II: Rif'atul Mahmudah, M. Si

Keywords: exopolysaccharide, lactic acid bacteria, GRAS, mango honey, phenol
sulfate method

Exopolysaccharides (EPS) are long polymer chains with high molecular
mass-produced by microorganisms and are helpful in the food and health fields.
One organism that produces EPS is Lactic Acid Bacteria (LAB). LAB is a
bacterium classified as Generally Recognized as Safe (GRAS) and is commonly
found in foods, plants, fermented products, and honey. Honey has a high sugar
content which is useful as a nutrient for LAB. One honey widely available in East
Java is honey from mango flowers (Mangifera indica L.). This study aims to
determine the characteristics of LAB producing EPS isolated from mango honey
and the ability of selected LAB isolates to produce EPS on semi-synthetic media.

The stages of isolation of LAB-producing EPS from mango honey included
LAB isolation, screening of LAB-producing EPS, macroscopic (color, shape, edge,
surface and elevation) characterization and microscopic (Gram stain and catalase
test). Meanwhile, the stages of EPS production by LAB on selected sugar sources
include the production and extraction of EPS and the total sugar content test using
the phenol sulfate method.

The isolation of LAB producing EPS results have found 4 isolates, namely
A, D, G, and H. The production of EPS by the four LAB isolates on various sugar
sources showed that isolate A produced the highest EPS on the source of sucrose
sugar, isolate D on the source of fructose sugar, isolate G on the source of the sugar
glucose, and isolate H on the source of the sugar sucrose. The best EPS production
ability was produced by isolate A on semi-synthetic media and as a source of
sucrose sugar with a yield of 12.26 g/L and a total EPS sugar content of 72.55%.

XVi
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Eksopolisakarida (EPS) merupakan rantai polimer panjang dengan massa
molekul tinggi yang diproduksi oleh mikroorganisme di antaranya bakteri, jamur
dan alga (Guo, dkk., 2013). EPS bermanfaat sebagai agen pengental, stabilisator
pada keju rendah lemak dan yoghurt yang berguna untuk meningkatkan tekstur dan
karakter reologinya (Min, dkk., 2019). Selain itu, EPS memiliki manfaat di bidang
kesehatan seperti agen imunomodulator, antitumor, antibiofilm, antioksidan, dan
menurunkan kolesterol (Wang, dkk., 2014).

Salah satu bakteri yang menghasilkan EPS adalah Bakteri Asam Laktat
(BAL), merupakan bakteri yang aman dikonsumsi karena masuk dalam kategori
Generally Recognized as Safe (GRAS) (Rahmiati dan Helen, 2019). BAL memiliki
ciri antara lain Gram-positif, katalase negatif, mikroaerofilik, tahan asam, tidak
membentuk spora dan berbentuk batang serta coccus (Zhang dan Cai, 2014). BAL
dapat ditemukan di berbagai habitat di antaranya, tanaman, saluran pencernaan
hewan dan manusia, pada produk makanan kalengan, produk susu, produk
fermentasi, buah—buahan, sayur—sayuran tropis (Chotiah dan Damayanti, 2018)
dan juga madu (Tajabadi, 2012).

Madu terdiri atas 60-85% karbohidrat dan 12-23% air (De-Melo, dkk.,
2017) serta sebagian kecil senyawa lain, seperti asam organik, mineral, vitamin,
protein, asam amino dan lipid (Finola, dkk., 2007). Gula yang umumnya

terkandung pada 100 gram madu yaitu, fruktosa sebesar 38,94 gram, glukosa 31,65



2
gram dan sukrosa 1,84 gram (Buba, dkk., 2013). Salah satu madu yang
mengandung gula tinggi adalah madu mangga dengan kandungan fruktosa sebesar
4,94% (Adalina dan Kuntadi, 2019). Kandungan gula pada madu dapat menjadi
substrat untuk fermentasi oleh BAL (Mohan, dkk., 2021). Selain itu, ketersediaan
tanaman mangga sebagai sumber nektar untuk madu mangga di Jawa Timur
mencapai lebih dari 1 juta ton (BPS, 2020). Madu juga memiliki sifat antioksidan
yang berasal dari zat-zat enzimatik (misalnya katalase, glukosa oksidase dan
peroksidase) dan non enzimatik (misalnya asam askorbat, a-tokoferol, karotenoid,
asam amino, protein, produk reaksi Maillard, flavonoid dan asam fenolat)
(Wulandari, 2017).

Madu memiliki berbagai manfaat seperti firman Allah pada QS.
Muhammad: 15 berikut ini:

1?/ ¢ x RS G oow 48, P
PR "éudw;‘b w“f‘; 6 5 Al “’f‘*‘“j‘”ﬂsj““’u“}“

(Pge (*‘SJJ‘%WJUJ"J‘J{U‘L@"’V}’J ek Juk o3 s GRS
e fadl fai A 100 5kt L0 o s

Artinya :

“Perumpamaan taman surga yang dijanjikan kepada orang-orang yang bertakwa;
di sana ada sungai-sungai yang airnya tidak payau, dan sungai-sungai air susu
yang tidak berubah rasanya, dan sungai-sungai khamar (anggur yang tidak
memabukkan) yang lezat rasanya bagi peminumnya dan sungai-sungai madu yang
murni. Di dalamnya mereka memperoleh segala macam buah-buahan dan
ampunan dari Tuhan mereka. Samakah mereka dengan orang yang kekal dalam
neraka, dan diberi minuman dengan air yang mendidih sehingga ususnya
terpotong-potong?.”

Ayat tersebut menunjukkan adanya perumpamaan tentang nikmat yang
diperoleh orang beriman di surga berupa sungai yang bisa diminum salah satunya
sungai madu yang bersih, seperti madu yang telah disaring, enak, dan menyehatkan
(Lajnah Pentashihan Mushaf Al-Qur’an, 2011). Madu tidak hanya untuk produk

konsumsi tetapi juga bisa sebagai produk kosmetik yang keduanya memiliki
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manfaat sebagai antibakteri (Cahyadi, dkk., 2019). Karakteristik antibakteri pada
madu dapat dikarenkan adanya EPS yang dihasilkan oleh BAL.

Kemampuan BAL yang dapat beradaptasi di lingkungan dengan kadar gula
yang tinggi, mengakibatkan BAL dapat ditemukan di dalam madu. Berdasarkan
Hasali, dkk., (2015) mengidentifikasi Lactobacillus brevis dan Lactobacillus sp
dari madu Meliponine. Sedangkan Bulgasem, dkk., (2016) diperoleh 4 isolat dari
berbagai madu di Libya, Malaysia dan Yaman yaitu Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus carvatus, Pediococcus acidilactici, dan Pediococcus pentosaceus.
Penelitian lain menunjukkan 8 jenis BAL dari madu Apis mellifera yaitu,
Enterococcus hirae, Enterocoocus sp., Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum, dan Lactobacillus pentosus (Feizabadi, dkk., 2020).

BAL penghasil EPS telah diisolasi dari berbagai bahan yang mengandung
sumber gula tinggi. Pinaria, dkk., (2016) melaporkan Lactobacillus casei AL15
asal nira aren mampu menghasilkan EPS sebesar 0,0141 g/L. Panthavee, dkk.,
(2017) menemukan Pediococcus pentosaceus dari buah leci dan menghasilkan EPS
sebesar 0,023 g/L serta Lactobacillus amylovarus dari buah nanas sebesar 0,0068
g/L. Sedangkan Maunatin, dkk., (2020) menemukan 5 strain asal nira siwalan
(Borassus flabellifer L.) dengan rendemen EPS berturut-turut yaitu, Leuconostoc
mesenteroides N5 sebesar 9,849 g/L, Leuconostoc mesenteroides N7 10,997 g/L,
Leuconostoc mesenteroides N9 9,713 g/L, Fructabacillus fructocus N4 6,140 g/L,
Fructabacillus fructocus N10 4,505 g/L. Giyatno dan Retnaningrum (2020)
mengisolasi Lactobacillus plantarum dari buah kersen (Muntingia calabura L.) dan

menghasilkan EPS sebesar 1,910 g/L.
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Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan, tingginya kadar gula pada madu
merupakan lingkungan yang cocok untuk BAL penghasil EPS, oleh karena itu
penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi BAL penghasil EPS dari madu randu.
Sehingga diharapkan penelitian ini mendapatkan BAL penghasil EPS dari madu

randu serta kemampuannya dalam menghasilkan EPS.

1.2. Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini antara lain :

1. Bagaimana karakteristik BAL penghasil EPS yang diisolasi dari madu mangga
(Mangifera indica L.)?

2. Bagaimana kemampuan BAL penghasil EPS terpilih asal madu mangga

(Mangifera indica L.) dalam memproduksi EPS pada media semi sintesis?

1.3. Tujuan
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :
1. Untuk mengetahui karakteristik BAL penghasil EPS yang diisolasi dari madu
mangga (Mangifera indica L.).
3. Untuk mengetahui kemampuan BAL penghasil EPS terpilih asal madu mangga

(Mangifera indica L.) dalam memproduksi EPS pada media semi sintesis.

1.4. Batasan Masalah
1. Madu dalam penelitian ini adalah madu mangga (Mangifera indica L.) yang

didapat dari Peternakan Lebah Pondok Madu Asyiq Pasuruan.
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2. Penentuan karakteristik BAL penghasil EPS meliputi pengamatan

makroskopis dan mikroskopis.

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini antara lain :

1. Menambah diversitas BAL penghasil EPS asal madu mangga.

2. Memberikan informasi kemampuan BAL penghasil EPS asal madu dalam

memproduksi EPS.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Madu

Madu merupakan cairan alami yang umumnya manis, berasal dari nektar
bunga yang kemudian dikumpulkan oleh lebah madu (Evahelda, dkk., 2017). Madu
tersusun dari beberapa gula antara lain fruktosa (41%), glukosa (34%), dan sukrosa
dengan kandungan antara 1-2% (Cummings dan Stephen, 2007). Selain itu,
menurut Alvarez-Suarez (2017) terdapat beberapa mineral yang mayoritas
ditemukan dalam madu dan tersaji dalam tabel 2.1 dan beberapa unsur dalam
jumlah yang minim antara lain tembaga (Cu), kromium (Cr), litium (Li), nikel (Ni),
timbal (Pb), tin (Sn), osmium (Os), berilium (Be), vanadium (V), zirkonium (Zr),
perak (Ag), emas (Au), barium (Ba), gallium (Ga), bismut (Bi), Germanium (Ge).
Mineral-mineral ini berasal dari tanah dan kemudian masuk ke dalam tumbuhan
melewati akar dan kemudian masuk dalam madu melalui nektar atau embun madu
(Anklam, 1998).

Madu juga mengandung protein dalam jumlah yang relatif kecil, rata-rata
sekitar 0,2-0,7% dengan berat molekul 22-75 kDa. Kandungan protein pada madu
bergantung pada beberapa faktor seperti spesies lebah madu, kemampuan serangga
dalam memproduksi embun madu, dan sumber nabati dari nektar dan polen
(Alvarez-Suarez, 2017). Inayah, dkk., (2012) menyatakan bahwa dalam madu
terkadung vitamin antara lain, vitamin Bl, B2, B3, B6, C, A, E, dan

flavonoid.Vitamin C, B3, A, E, asam organik, enzim, asam fenolik, serta flavonoid
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berperan sebagai antioksidan (Bogdanov, dkk, 2008). Selain itu, madu memiliki
kemampuan bakterisidal dan bakteriostatik seperti antibiotik (Rio, dkk., 2012),
serta imunomodulator (Wineri, dkk., 2014).

Tabel 2.1 Kandungan mineral utama yang terdapat dalam madu

Mineral Kandungan rata—rata pada madu berwarna
terang hingga gelap (ppm)

Kalium (K) 40-1350
Klorin (CI) 52-427
Sulfur (S) 15-100
Natrium (Na) 3-237
Kalsium (Ca) 5-218
Fosfor (P) 29-119
Magnesium (Mg) 2-564
Silikon dioksida (SiO>) 9-41

Besi (Fe) 0,4-224
Seng (Zn) 0,2-74
Mangan (Mn) 0,3-4

2.1.1. Manfaat Madu

Kandungan madu yang beragam, menjadikan madu dimanfaatkan di bidang
kesehatan sebagai agen antioksidan, anti inflamasi, antitumor, anti bakteri, dan
mampu meningkatkan sistem imun (Jafar, dkk., 2017). Selain itu, madu juga
menjadi tempat ditemukannya BAL (Olofsson dan Vasquez, 2014). Putri, dkk.,
(2020) menunjukkan bahwa BAL yang ditemukan dari madu mampu menghambat

pertumbuhan bakteri patogen. Seperti firman Allah dalam QS. An-Nahl: 68 — 69

berikut ini :
P Lk .21-.’.,)‘. o &, . & . & (oss 9L . -.'?‘ Ao By T 208 | ol
O3 GBTE A - D038, By a3 508 B3 JUH G () O 5 ) 3G 3

&'»_'_.

‘.'/ 2 Y wFd . e S T ow e A, ;;9”%’}’3 w, |52 1o % P
O) Pl 3R a5 Gl Gl D03 W3k 2 22 DO g i oSG ok

19— O3SGE o35 &Y AU
Artinya:

“Dan tuhanmu mewahyukan kepada lebah, buatlah sarang-sarang di bukit-bukit,
di pohon-pohon kayu, dan di tempat-tempat yang dibikin oleh manusia, kemudian
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makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan tempuhlah jalan tuhanmu yang
telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lebah itu keluar minuman (madu) yang
bermacam-macam warnanya, di dalamnya terdapat obat yang menyembuhkan bagi
manusia. Sesungguhnya yang pada demikian itu benar-benar terdapat tanda
(kebesaran tuhan) bagi orang-orang yang memikirkan.” (Q.S An- Nahl ayat 68-69)

Berdasarkan ayat yang dijelaskan, bahwa madu adalah sari makanan dari
tumbuh-tumbuhan yang dikumpulkan oleh lebah. Madu merupakan sumber
karbohidrat berupa oligosakarida yang mudah dicerna, senyawa fosfor organik,
mineral (natrium, kalium, dan kalsium), unsur tanah jarang seperti krom dan seng
yang berguna bagi manusia. Oleh karena itu, madu digunakan sebagai obat berbagai
penyakit (Lajnah Pentashihan Mushaf Al-Qur’an, 2013).

Selanjutnya dijelaskan juga dalam HR. Ibnu Majah : 3450 yang berbunyi :

oTdlly Jedl gty (8B oy B B Jo & Jst 06 06 &z e o538l

Artinya:

“Telah menceritakan kepada kami Ali bin Salamah telah menceritakan kepada
kami Zaid bin Al Hubbab telah menceritakan kepada kami Sufyan dari Abu Ishaq
dari Abu Al Ahwash dari Abdullah dia berkata, "Rasulullah shallallahu 'alaihi

wasallam bersabda: "Gunakanlah dua jenis terapi penyembuhan; madu dan Al
Qur'an."

Aiman (2005) menyatakan bahwa penyembuhan dimulai dari Al — qur’an
dan As — Sunnah akan tetapi diantara keduanya terdapat As — syifa atau hal lain
yang bersangkutan dengan manusia salah satunya adalah madu seperti pada hadits
di atas. Madu memiliki kemampuan menyingkirkan zat — zat yang dapat merusak
lambung sehingga dapat dijadikan obat (Al — Jauziyyah, 2004). Kemampuan madu
menjadi obat juga tak lepas dari adanya BAL yang terkandung di dalamnya.

Beberapa BAL mampu memproduksi EPS yang memiliki beberapa manfaat di
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bidang pangan dan kesehatan. Oleh karena itu diperlukan isolasi BAL penghasil

EPS asal madu.

2.2. Madu Mangga

Madu mangga merupakan jenis madu monofloral karena terdiri dari satu jenis
tanaman (Jaya, 2017). Madu mangga dihasilkan oleh lebah madu yang diternakkan
di hutan dan mengonsumsi nektar dari bunga mangga (Mangifera indica L.). Bunga
mangga memiliki ciri subsessile, bertangkai jarang, dan memiliki bau yang manis
(Yadav, dkk., 2018). Madu mangga memiliki manfaat sebagai peningkat daya tahan
tubuh, peningkat fungsi otak, penghilang rasa mual, penyembuh luka bakar,
memperlancar urin, dan mengobati anemia (Suranto, 2004). Taksonomi tanaman

mangga adalah sebagai berikut (Yadav, dkk., 2018):

Kerajaan  : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Sapindales

Family : Anacardiaceae-Sumac Family
Genus : Mangifera

Spesies : Mangifera indica L.

2.3. Bakteri Asam Laktat

BAL merupakan bakteri Gram positif, katalase negatif, tahan dari kondisi
asam, bersifat fakultatif anaerob, dan termasuk bakteri yang tidak berspora
(Widodo, 2017). BAL merupakan mikroba yang dapat memproduksi asam laktat
dari peristiwa glikolisis pada kondisi anaerob dengan bahan utamanya berupa
sumber gula (Romadhon, dkk., 2012).

BAL dibagi menjadi 2 kelompok yakni, homofermentatif dan

heterofermentatif. BAL yang bersifat homofermentatif menghasilkan asam laktat
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sebagai produk akhir utama. Proses awal yakni perombakan glukosa dibantu enzim
aldolase yang akan menghasilkan gliseraldehid-3-P dan dihidroksiakton-P.
selanjutnya gliseraldehid-3-P diubah menjadi asam piruvat dan diubah lagi menjadi
dua molekul asam laktat. Sedangkan untuk kelompok heterofermentatif
menggunakan enzim fosfoketolase dengan hasil akhir gliseraldehid-3-P dan asetil
fosfat. Senyawa asetil fosfat kemudian dikonversi menjadi asetaldehid dan diubah
menjadi asam laktat, etanol, asam asetat, dan produk samping lainnya (Surono,
2004).

Saat ini terdapat 12 genus BAL yang terkait dengan makanan antara lain

(Zhang dan Cai, 2014):
1. Lactobacillus

Lactobacillus merupakan genus berisi bakteri Gram positif, tidak membentuk
spora dan terkadang berperan sebagai pemecah nitrat. Selain itu, bakteri pada genus
ini memiliki ciri katalase negatif ketika tumbuh di lingkungan dengan nutrisi
kompleks seperti karbohidrat, asam amino, peptida, asam lemak ester, garam,
turunan asam nukleat dan vitamin. Umumnya, bakteri yang termasuk dalam genus
Lactobacillus akan menggunakan glukosa lewat ferementasi pada jalur glikolisis.
Genus Lactobacillus pertama kali diperkenalkan pada tahun 1896 dari spesies
Lactobacillus delbrueckii. Genus ini merupakan yang terbesar dan paling beragam
dalam keluarga BAL karena terdapat 158 spesies tervalidasi (Zhang dan Cai, 2014).
2. Lactococcus

Lactococcus memiliki bentuk kokus, katalase negatif, termasuk dalam Gram
positif, nonmotil, kelompok bakteri anaerob, dan menghasilkan L-(+)-asam laktat

sebagai produk utama dari proses fermentasi glukosa. Bakteri yang termassuk
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dalam genus Lactococcus umumnya memiliki morfologi sel berbentuk bulat atau
lonjong dengan diameter 0,5-1 um yang berpasangan maupun membentuk rantai.
Sel dari bakteri—bakteri genus ini sering memanjang mengikuti arah rantai sehingga
sulit dibedakan dengan bakteri dari genus Lactobacillus. Lactococcus merupakan
jenis bakteri homofermentatif mikroaerofilik, di mana pertumbuhannya tidak
dipengaruhi oleh aerasi atau adanya oksigen. Bakteri yang termasuk dalam genus
ini dapat tumbuh optimal di pH menuju netral dan berhenti tumbuh pada pH sekitar
4,5 (Zhang dan Cai, 2014).

3. Leuconostoc

Kelompok bakteri dari genus ini memiliki ciri Gram positif, nonmotil,
asporogen, anaerob fakultatif, selnya berbentuk elips hingga bulat, umumnya
mengalami pemanjangan dan membentuk pasangan atau rantai. Bakteri dari genus
Leuconostoc dapat ditemukan pada material tumbuhan, susu, produk sehari—hari,
daging dan produk makanan lainnya. Saat ini terdapat 13 spesies yang termasuk
dalam genus Leuconostoc (Zhang dan Cai, 2014).
4. Oenococcus

Menurut Endo dan Okada (2006) bakteri yang termasuk dalam genus ini
merupakan bakteri Gram positif, bersifat asporogen, nonmotil, berukuran kecil, dan
berbebntuk elips hingga kokus bulat. Genus ini umumnya ditemui secara
berpasangan atau dalam bentuk rantai dan morfologi (Holzapfel dan Wood, 2014)
5. Pediococcus

Genus Pediococcus memiliki ciri antara lain Gram positif, katalase negatif dan
oksidase. Bakteri yang termasuk dalam kelompok ini memiliki sel kokoid yang

terbagi menjadi dua bidang membentuk tetrad serta tidak pernah membentuk rantai.
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Sel dari bakteri genus ini umumnya tunggal atau berpasangan, terutama pada saat
fase pertumbuhan logaritma tengah. Sel kokoid yang dimiliki oleh genus ini
berbentuk bulat dan jarang ditemui dalam bentuk bujur telur dengan ukuran 0,6-1,0
pm. Selain itu, genus Pediococcus memiliki sifat nonmotil dan tidak membentuk
spora, serta tidak berkapsul dan dicirikan sebagai Lys-D-Asp peptidoglikan. Sifat
lain yang dimiliki adalah homofermentatif, yakni mampu memfermentasi
karbohidrat melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) membentuk L(+) laktat
(untuk spesies Pediococcus argentinicus dan Pediococcus claussenii) dan DL(+)
laktat pada spesies lain. Genus ini toleran terhadap konsentrasi garam yang tinggi
yakni sekitar lebih dari 18% NaCl (w/v) dan dapat tumbuh di pH 9,0 namun tidak
pada pH 5,0 (Zhang dan Cai, 2014).
6. Streptococcus

Genus Streptoccus berisi bakter jenis Gram positif, nonmotil, berbentuk bulat
atau bujur telur dan bepasangan maupun mementuk rantai ketika tumbuh pada
media cair. Semua spesies di dalamnya bersifat fakultatif anaerob (tetapi beberapa
membutuhkan tambahan CO> untuk pertumbuhan), tidak memiliki spora, katalase
negatif dan homofermentatif. Beberapa spesies bakteri Streptococcus dinyatakan
bersifat patogen pada hewan dan manusia dan beberapa sangat virulen (Zhang dan
Cai, 2014).
7. Tetragenococcus

Holfzapel dan Wood (2014) menyatakan bahwa genus Tetragenococcus
memiliki bentuk sel bulat atau kokus berbentuk bulat telur dengan susunan tunggal,
berpasangan maupun tetrad, serta nonmotil. Genus ini termasuk ke dalam Gram

positif, katalase negatif, tidak membentuk spora, dan metabolisme fermentatif.
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8. Vagococcus

Genus ini memiliki bentuk sel kokus dengan susunan tunggal, berpasangan
maupun rantai pendek, motalitasnya tergantung spesies (Vagococcus lutrae,
Vagococcus camphilus, dan Vagococcus fluvislis bersifat motil) dan termasuk
Gram positif, katalase negatif, tidak membentuk spora dengan metabolisme
fermentatif (Holzapfel dan Wood, 2014).
9. Weisella

Ciri—ciri dari genus ini antara lain, Gram positif, tidak membentuk spora,
heterofermentatif dan umunya non motil. Strain pada genus ini terbagi menjadi dua
yakni asporogen batang pendek dengan runcing di bagian ujung atau seperti bujur
telur, baik tunggal, berpasangan maupun dalam rantai pendek. Genus ini merupakan
bakteri yang bersifat heterofermentatif dengan memfermentasi karbohidrat melalui
jalur heksomonofosfat dan fosfoketolase menjadi CO2, etanol dan asetat. Bakteri
jenis ini tumbuh dengan baik pada suhu 15 °C dan memiliki pertumbuhan optimum
pada suhu 42-45 °C. Selain itu beberapa spesies mampu menghasilkan dextran
santara lain, Weisella kandler, Weisella confusa, Weisella koreensis, Weisella
ghanensis, Weisella beninensis, Weisella fabaria, Weisella oryzae dan Weisella
fabalis (Zhang dan Cai, 2014).
10. Enterococcus

Kata “entrocoque” atau “enterococi” pertama kali digunakan oleh Thiercelin
dan Jouhaud pada tahun 1899 untuk mendeskripsikan bakteri gram positif baru
yang memiliki bentuk diplococcal asal usul yang kemudian termasuk dalam genus
Enterococcus sebagai jenis isolat dari spesies Enterococcus proteiformis. Bakteri

dari genus Enterococcus memiliki ciri—ciri berbentuk kokus, termasuk ke dalam
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bakteri Gram positif, bereaksi negatif terhadap katalase, dapat hidup di 6,5% (w/v)
media NaCl, dan tumbuh baik dalam media berisi 0,04% natrium azida (media
selektif isolasi pada genus Enterococcus) (Zhang dan Cai, 2014).
11. Carnobacterium

Bakteri yang termasuk dalam genus ini memiliki ciri yakni Gram positif,
berbentuk batang, katalase negatif dan tidak membentuk spora (Zhang dan Cai,
2014). Genus ini pertama kali diperkenalkan oleh Collins, dkk., (1987) untuk
mengelompokkan grup dari strain atypical lactobacilli yang diisolasi dari daging
kemasan vakum yang dapat tumbuh di agar asetat.
12. Aerococcus

Menurut Zhang dan Cai (2014), genus ini memiliki kelompok bakteri Gram
positif, bersifat mikroaerofilik dan katalase negatif Bakteri yang termasuk dalam
genus Aerococcus memiliki sel kokoid yang berbeda dengan genus Streptococcus
terutama pada susunan sel tetratnya. Genus Aerococcus dapat ditemukan di
berbagai lingkungan seperti udara, debu, tumbuh—tumbuhan, air garam pengawet

daging, tanah, saluran pernafasan manusia dan sumber kelautan.

2.4. ldentifikasi Bakteri Asam Laktat
2.4.1. Pengamatan Makroskopis
Identifikasi bakteri dapat dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.
Identifikasi bakteri dilakukan dengan pengamatan warna, bentuk, permukaan, dan
tepi koloni. Pengamatan bentuk koloni dilakukan dengan melihat dari atas,
permukaan koloni dilihat dari smping, tepi koloni dilihat dari atas (Djiwoseputro,

2005).



15
2.4.2. Uji Pewarnaan Gram

Identifikasi mikroskopik dapat dilakukan dengan pewarnaan Gram dan uji
katalase. Uji pewarnaan Gram dilakukan berdasarkan kemampuan dari dinding sel
dalam mengikat warna dasar (kristal violet) setelah dibilas dengan alkohol 95%
(Nasution, dkk., 2017). BAL termasuk dalam golongan Gram positif, yaitu
memiliki susunan dinding sel peptidoglikan yang lebih tebal dibanding bakteri
Gram negatif. Peptidoglikan yang tersusun atas ikatan tiga dimensi dari gula amino
N-acetylglucosamine dan N-acetyl murmaric acid dan akan mempertahankan
kristal violet karena memiliki kekuatan mekanik dinding sel sel yang lebih kuat

(Hamidah, dkk., 2019).

2.4.3. Uji Katalase
Uji katalase bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
memecah H,O,. BAL merupakan golongan bakteri katalase negatif. Suhaeni dan
Akhmad (2016) menyatakan bahwa BAL merupakan katalase negatif karena tidak

memiliki enzim katalase untuk memecah hidrogen peroksida.

2.5. Eksopolisakarida (EPS)

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer gula atau polisakarida yang
disekresikan oleh mikroba ke luar sel dinding bakteri (Zubaidah, 2008), jamur dan
alga (De Vuyst, dkk., 2001). Penyusun utama dari unit gula pada EPS antara lain
glukosa, galaktosa, dan rhamnosa dengan rasio berbeda (Welman dan Maddox,
2003). EPS umumnya terdiri dari monosakarida dan beberapa substituen non
karbohidrat seperti, asetat, piruvat, suksinat, fosfat (Van Hijum, dkk., 2002) serta

biomolekul seperti protein, asam nukleat, lipid dan zat humat (Vu, dkk, 2009).
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EPS berbeda dengan polisakarida yang dapat ditinjau dari ikatannya. Salah

satu contoh polisakarida adalah glikogen yang banyak terdapat pada jaringan otot
dan hati dan memiliki ikatan a-1, 4 glikosidik dan cabang a-1, 6 glikosidik yang
ditunjukkan pada gambar 2.1 (Crichton, 2019). Sedangkan dekstran sebagai
kelompok EPS memiliki ikatan o-1, 6 glikosidik antar molekul glukosa dan
memiliki cabang di a-1, 3 glikosidik (Oliveira, 2008) yang ditunjukkan pada

gambar 2.2.

Ko K o 3 \ ,.‘: \ A

Gambar 2.1 Struktur Glikogen (Chrichton, 2019)

Gambar 2.2 Struktur Dekstran (Schmid, dkk., 2015)

Salah satu mikroba yang mensekresikan EPS adalah BAL (Imran, dkk.,
2016). Polimer ini disekresikan oleh bakteri ke luar lingkungan saat mengalami
kondisi yang tidak menguntugkan. Kondisi ini diakibatkan oleh cekaman
lingkungan dan membuat bakteri membentuk perlindungan diri dengan

mensekresikan EPS. EPS juga berperan untuk memberikan perlindungan pada sel
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bakteri terhadap bakteriofag, fagositis, stress osmotik, senyawa beracun dan
pembentukan biofilm (Giyatno & Retnaningrum, 2020). EPS juga memiliki
manfaat sebagai pemberi rasa, tekstur, dan persepsi rasa pada produk fermentasi
sehingga dimanfaatkan sebagai pengental, pembuat gel, dan pengemulsi (Silalahi,

2006).

2.6. Biosintesis Eksopolisakarida

EPS disintesis pada fase—fase pertumbuhan yang berbeda dengan kondisi
yang bervariasi dan bergantung pada jenis mikroorganismenya. Proses sintesis
dapat dibagi menjadi dua yakni tempat sintesis dan prekusor alami misalnya sintesis
di luar dinding sel atau pada membran sel. Sintesis heteropolisakarida (HePS)
berbeda dengan sintesis monosakarida yang disintesis pada membran sitoplasma
dengan memanfaatkan prekusor yang terbentuk intraseluler. Sedangkan sintesis
HePS terdapat peran penting dari gula nukleotida pada tahap interkonversi
monosakarida atau disakarida (gula) sebaik aktivasi gula untuk kebutuhan
polimerisasi monosakarida menjadi polisakarida (Cerning, 1990).

EPS disintesis oleh bakteri Gram-positif dan Gram-negatif dengan
mekanisme yang berbeda. EPS yang dihasilkan oleh bakteri Gram-positif, seperti
levan, alternan dan dextran disintesis secara ekstraseluler (Vanhooren, dkk, 1999),
sedangkan bakteri gram-negatif mensintesis EPS secara intraseluler dengan produk
seperti xanthan, gellan, selulosa, dan suksinoglikan (Sutherland, 2001).

Produksi eksopolisakarida diawali dengan gula (monosakarida maupun
disakarida) ke dalam fosfotransferase sistem spesifik (PEP-PTS dan permease)

yang tersaji dalam gambar 2.3. Sukrosa kemudian dirubah menjadi sukrosa 6-P
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menjadi monomernya berupa fruktosa dan glukosa 6-P oleh enzim SacA/ScrB
(sukrosa 6-fosfat hidrolase). Kemudian, fruktosa dan glukosa 6-P dirubah menjadi
gula nukleotida lewat beberapa tahapan yakni, pembentukan fruktosa 6-P dengan
bantuan enzim SacK/ScrK (6-fruktokinase). Frukto 6-P selanjutnya dirubah
menjadi glukosamin 6-P oleh GIms (glutamin-fruktosa 6 fosfat transaminase), dan
dirubah lagi menjadi N-Ac-glukosamin 6-P dengan bantuan enzim NagA (N-
asetilglukosamin 6-fosfat deasetilase). N-Ac-glukosamin 6-P dari proses
sebelumnya dirubah menjadi N-Ac-glukosamin 1-P dengan bantuan NagM (N-
asetilglukosamin fosfomutase). Selanjutnya terjadi pembentukan gula nukleotida
UDP-N-Ac-glukosamin oleh bantuan enzim GImU (UDP-N-asetilglukosamin
pirofosforilase). Produk gula nukleotida ini akan mengalami pengulangan
membentuk HoPS atau melakukan polimerisasi dengan bantuan nukleotida lain

membentuk HePS dengan bantuan enzim glikosiltransferase.
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Gambar 2.3 Jalur Biosintesis EPS ( De Vuyst, dkk., 2007)

Biosintesis HePS melalui pengubahan fruktosa 6-P menjadi mannosa 6-P
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dengan bantuan katalis enzim MannA (mannosa 6-fosfat isomerase). Kemudian
mannosa 6-P menjadi mannosa 1-P dikatalisis oleh enzim MannB
(fosfomannomutase). Selanjutnya mannosa 1-P diubah menjadi GDP-mannosa
dengan bantuan enzim Gtp (mannosa 1-fosfat guaniltransferase), GDP-mannosa
kemudian menjadi GDP-4-dehidro-6-deoksimannosa dikatalisis oleh enzim Gmd
(GDP-mannosa-4,6-dehidratase). = GDP-4-dehidro-6-deoksimannosa  berubah
menjadi GDP fukosa dibantu dengan enzim GDP-fukosasintase, kemudian
nukleotida gula berupa GTF (glikosiltransferase) berperan untuk menggabungkan
monosakarida-monosakarida yang melakukan pengulangan unit hingga
membentuk HePs.

Biosintesis EPS dengan substrat glukosa diawali dengan pembentukan
glukosa-6-fosfat, yakni senyawa intermediet yang menghubungkan jalur anabolik
pembentukan EPS dan glikolisi. Selanjutnya terjadi aliran karbon yang dibagi
menjadi dua yakni fruktosa-6-fosfat menuju pembentukan produk glikolisis,
biomassa, dan ATP, serta masuk ke tahapan biosintesis gula nukleotida (prekusor
EPS). G-6-P diubah menjadi G-1-P (senyawa yang menjadi titik cabang
pembentukan gula nukleotida UDP-glukosa dan dTDP-glukosa) dengan bantuan
enzim phosphoglutcomutase (PGM). Gula nukleotida tersebut merupakan gula
prekusor dalam pembentukan polisakarida di dalam sel dan membutuhkan enxim
glukosiltransferase. EPS yang disintesis dalam sel BAL disusun ulang dari
monosakarida dengan bantuan enzim spesifik. Gula — gula tersebut kemudian
membentuk ikatan dan terjadi pengulangan. Hal ini terjadi dengan bantuan enzim

glikosiltransferase dan kemudian menghasilkan EPS (Welman dan Maddox, 2003).
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2.7. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi Kinerja bakteri dalam
memproduksi eksopolisakarida (EPS) antara lain:
1.  Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor yang penting dalam pertumbuhan mikroba.
Suhu fermentasi yang terlalu tinggi dapat mengakibatkan suatu mikroba dan enzim
mengalami kerusakan atau denaturasi. Sedangkan pada suhu yang rendah dapat
mempengaruhi kinerja mikroba dan enzim menjadi sangat lambat dan akan kembali
normal pada suhu 45°C (Haroun, dkk., 2013). Bakteri asam laktat menghasilkan
EPS optimal pada suhu 30-37°C (Badel, dkk., 2011).
2. Jenis Substrat

Jenis substrat merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi produksi
EPS. Panthavee, dkk., (2017) menyatakan bahwa bakteri Lactobacillus amylovarus
memproduksi EPS secara optimum dengan substrat berupa fruktosa dengan
rendemen sebesar 113% sedangkan Pediococcus pentosaceus pada substrat
galaktosa dengan rendemen sebesar 113%.
3. pH Media

pH merupakan salah satu faktor yang dapat mempengaruhi kondisi fermentasi
BAL dalam memproduksi EPS. Setiap bakteri memiliki pH optimum yang spesifik.
Zisu dan Shah (2003) menyatakan bahwa bakteri Streptococcus thermophilus 1275
bekerja optimum dalam memproduksi EPS pada pH 5,5 dengan rendemen 0,832

g/L.
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4.  Konsentrasi Substrat

Kecepatan reaksi enzimatis dipengaruhi oleh konsentrasi substrat yang
digunakan. Kecepatan reaksi akan meningkat sejalan dengan meningkatnya
konsesntrasi substrat. Hal ini terjadi hingga mencapai titik batas akhir reaksi
(Lehninger, 1997). Tranggono (1990) menyatakan bahwa kenaikan konsentrasi
substrat tidak berpengaruh terhadap kecepatan reaksi karena semua molekul enzim
telah membentuk ikatan kompleks dengan substrat.
5. Konsentrasi inokulum

Inokulum merupakan biakan bakteri yang dimasukkan ke dalam media cair
yang siap digunakan untuk fermentasi (Pelczar, dkk., 2007). Kadar inokulum
mampu mempengaruhi hasil fermentasi. Kenaikan konsentrasi inokulum akan
mempercepat dan menambah pembentukan EPS, tetapi jika konsentrasi inokulum
terlalu besar akan menyebabkan fermentasi tidak efisien (Franca, 2009).
6. Lama fermentasi

Fermentasi merupakan tahap dalam produksi EPS sehingga waktu fermentasi
sangat mempengaruhi hasil dari produk EPS. Haroun , dkk., (2013) menyatakan
lama fermentasi optimum pada produksi EPS oleh bakteri Lactobacillus plantarum

NRLL B-4496 adalah selama 24 jam dengan rendemen sebesar 0,65 g/L.

2.8. Pengukuran Kadar Gula Total dengan Metode Asam Sulfat

Metode sulfat fenol merupakan metode simpel yang menggunakan analisis
secara kolorimetrik untuk mengetahui kadar gula total pada suatu sampel. Metode
ini juga dapat mendeteksi monosakarida, disakarida, oligosakarida, dan

polisakarida (Nielsen, 2017). Metode sulfat fenol banyak digunakan dalam analisis
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kadar gula total karena kesensitifannya dan tidak rumit (Masuko, dkk., 2005).
Metode ini memiliki prinsip yaitu karbohidrat akan terdehidrasi saat bereaksi
dengan asam sulfat pekat akan menghasilkan turunan fulfural yang kemudian akan
menghasilkan warna tertentu saat bereaksi dengan fenol (Quero-Jimenez, dkk.,
2019).

Meskipun mampu mendeteksi banyak jenis karbohidrat, tetapi metode ini
akan menunjukkan absorptivitas yang berbeda di setiap jenis karbohidrat. Asam
sulfat akan memecah polisakarida, oligosakarida dan disakarida menjadi
monosakarida. Sedangkan pentosa menjadi senyawa fulfural dan heksosa menjadi
senyawa hidroksi metil fulfural yang kemudian akan berekasi dengan fenol
membentuk warna jingga kekuningan (Nielsen, 2017). Intensitas warna yang
terbentuk berbanding lurus dengan banyaknya fenol yang ditambahkan saat reaksi,
sehingga saat konsentrasi fenol naik maka absorbansi akan meningkat pula (Dubois,
dkk., 1956). Reaksi glukosa dengan penambahan asam sulfat dan fenol berlangsung
secara eksotermis ditandai dengan panas yang dihasilkan serta memiliki reaksi yang

ditunjukkan pada gambar 2.4 (Lewkowski, 2001):

Glukosa Asam Sulfat 5-hidroksimetilfurfural
OH
HQAEO>/\ OH O
+ — >
o
W (j 0N
Y/

OH

5-hidroksimetilfurfural Fenol Kompleks berwarna jingga

Gambar 2.4 Reaksi pembentukan kompleks fenol-fulfural
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Lewkowski (2001) menyatakan bahwa pemberian fenol pada metode ini
dipengaruhi oleh konsentrasi, waktu, dan volume yang ditambahkan serta

pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 490 nm.



BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2021 sampai Januari
2022 di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Malang (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya gelas ukur 100
mL, beaker glass 500 mL, erlenmeyer 250 mL, gelas arloji, pipet ukur 5 mL dan
10 mL, pipet tetes, labu ukur 10 mL, 25 mL, dan 100 mL, bola hisap, botol semprot,
spatula, batang pengaduk, korek api, kawat ose, pembakar spiritus, corong gelas,
cawan petri, penangas air, mikro pipet, blue tip, hot plate, tabung reaksi, rak tabung
reaksi, tabung sentrifuge, magnetic stirrer, autoclave, shaker, laminar air flow,

vortex, freeze dry, lemari asap, lemari pendingin, inkubator, pinset, dan chamber.

3.2.2.Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya madu
mangga yang didapatkan dari Peternakan Lebah Pondok Asyiq Pasuruan, de Man
Rogose Sharpe Agar (MRSA) (Merck), de Man Rogose Sharpe Broth
(MRSB)(Merck), buffered peptone water (Merck), glukosa (Merck), fruktosa

(Himedia), sukrosa (Pronadisa), pepton, ekstrak ragi, KzHPOa, CaCl,.2H-0,

24
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MgS04.7H20, NaCl, NaOH, HCI, CaCOs, etanol absolut 95%, alkohol 70%
sebagai desinfektan, asam sulfat pekat 98%, fenol, aquades, safranin, lugol, kapas,

kertas label, kertas saring halus, aluminium foil, plastik wrap, plastik, dan karet.

3.2.3.Rancangan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis bakteri asam laktat
penghasil eksopolisakarida dari madu mangga (Mangifera indica) dan bagaimana
kemampuannya dalam memproduksi eksopolisakarida (EPS) pada berbagai media.
Penelitian ini terdiri dari dua tahap, tahap pertama yaitu melakukan isolasi BAL
penghasil EPS dari madu mangga. Sedangkan tahap kedua yaitu produksi EPS oleh
BAL penghasil EPS pada sumber gula terpilih. Perlakuan pada penelitian ini
terdapat pada skrining BAL penghasil EPS di berbagai sumber gula yaitu glukosa,
fruktosa dan sukrosa yang tersaji pada Tabel 3.1 berikut ini:

Tabel 3.1 Perlakuan Skrining BAL penghasil EPS di berbagai sumber gula

Isolat Bakteri Sumber Gula
Glukosa Fruktosa Sukrosa

Selanjutnya, BAL penghasil EPS dengan rendemen EPS tertinggi pada
sumber gula terpilih dilanjutkan produksi EPS media produksi semi sintesis.

Analisa dalam karakterisasi BAL penghasil EPS meliputi skrining BAL
penghasil EPS, karakter makroskopis (bentuk, tepi, dan elevasi) dan mikroskopis
(pewarnaan Gram dan uji katalase). Sedangkan analisa tahap dua meliputi

rendemen EPS dan kadar total gula.



3.3. Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui tahapan-tahapan berikut:

1.

2.

8.

9.

Sterilisasi Alat

Pembuatan Media

Isolasi BAL

Regenerasi BAL

Skrining BAL Penghasil EPS Secara Kualitatif
Skrining BAL penghasil EPS Secara Kuantitatif
Identifikasi BAL

Pembuatan Inokulum

Produksi Eksopolisakarida oleh BAL Penghasil EPS Terpilih

10. Ekstraksi Eksopolisakarida

11. Penentuan Kadar Gula Total Menggunakan Metode Sulfat Fenol

12. Analisis data

3.4. Pelaksanaan Penelitian

3.4.1. Sterilisasi Alat

26

Alat gelas yang akan digunakan dalam penelitian seperti diantaranya gelas

ukur 100 mL, beaker glass 500 mL, erlenmeyer 250 mL, cawan petri dan tabung

reaksi dicuci bersih dan dikeringkan. Kemudian dibungkus dengan kertas dan

dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Setelah itu dilakukan sterilisasi dalam

autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 30 menit.
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3.4.2.Pembuatan Media
3.4.2.1. Pembuatan Media MRS Agar (de Man Rogosa and Sharpe Agar)

(Fardiaz, 1992 Termodifikasi)

Media MRS agar dibuat dengan ditimbang sebanyak 6,82 gram MRS agar
ditambahkan CaCO3 0,5% (0,5 gram), dilarutkan ke dalam 100 mL aquades, dan
dipanaskan hingga mendidih dan diaduk sampai larut. Selanjutnya media tersebut
dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL, kemudian disterilisasi dalam autoclave
pada suhu 121°C dengan tekanan sebesar 15 psi. Kemudian, Larutan didinginkan
dalam tabung reaksi pada keadaan miring hingga memadat.
3.4.2.2. Pembuatan Media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth)

Media MRSB dibuat dengan ditimbang sebanyak 5,52 gram MRSB
kemudian ditambahkan 100 mL aquades dan dipanaskan hingga mendidih serta
diaduk hingga larut. Kemudian media dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL
serta disterilisasi ke dalam autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi
selama 20 menit.
3.4.2.3. Media Buffered Pepton Water

Sebanyak 12,75 gram peptone water dilarutkan ke dalam 500 mL aquades
kemudian diaduk hingga larut. Setelah itu dimasukkan 50 mL ke dalam erlenmeyer
dan ditutup kapas. Kemudian media disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu
121°C selama 15 menit.
3.4.2.4. Media Produksi Eksopolisakarida Semi Sintesis (Dharmik dan

Narkhede, 2020)

Pembuatan media semi sintesis untuk produksi EPS dengan ditimbang

sukrosa 5 gram, pepton 0,5 gram, ekstrak ragi 0,5 gram, KoHPOs 1,5 gram,
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CaCl2.2H,O 0,005 gram, MgS04.7H>O 0,001 gram, dan NaCl 0,001 gram.
Campuran media kemudian dilarutkan dalam 100 mL aquades. pH media diatur
hingga mencapai 6,5. Bila media terlalu asam ditambahkan NaOH 0,1 N dan
apabila terlalu basa ditambahkan HCI 0,1 N beberapa tetes. Media dipanaskan
hingga mendidih dan larut sempurna. Media dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan

disterilisasi pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 20 menit.

3.4.3.1solasi BAL (Maunatin, dkk., 2020 Termodifikasi)

Sebanyak 10 gram madu dicampurkan dengan 90 mL Buffered Peptone
Water (BPW) ke dalam gelas beaker. Kemudian madu diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah itu dilakukan isolasi BAL dengan mengambil 1 mL sampel
ke dalam 9 mL BPW ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan. Pengenceran
dilakukan berulang hingga 10° kemudian dipipet 1 ml dari pengenceran 10*
hingga 101° ke dalam MRS agar tersuplementasi 0,5% CaCOs3 secara pour plate
yang secara duplo. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Isolat
yang menghasilkan zona bening kemudian dipurifikasi dengan teknik quadrant

streak plate pada media MRS agar.

3.4.4.Regenerasi BAL (Kultsum, 2009)

Kultur BAL asal madu diambil 2 ose dan digoreskan pada MRS agar posisi
miring. Kemudian media berisi kultur BAL diinkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam. Kultur yang telah diregenerasi dapat digunakan dan diremajakan setiap 2
minggu sekali. Kultur BAL yang telah diremajakan dapat digunakan untuk

pembuatan stok inokulum.
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3.4.5. Skrining BAL Penghasil Eksopolisakarida
3.4.5.1. Skrining BAL Penghasil EPS Secara Kualitatif (Benhouna, dkk., 2019
Termodifikasi)

Kultur BAL yang sudah diisolasi kemudian dimasukkan ke dalam MRS
agar yang tersuplementasi 10% (b/v) sumber gula (fruktosa, glukosa, dan sukrosa).
Media kemudian diinkubasi di suhu 30°C selama 48 jam. Setelah itu diamati
penebalan koloni pada media MRS agar. Penebalan koloni pada media MRS agar
tersuplementasi berbagai sumber gula menunjukkan BAL memiliki kemampuan
meproduksi EPS dalam media gula tersebut. BAL terpilih sebagai penghasil EPS
akan dilanjutkan pada proses skrining seacara kuantitatif dan diidentifikasi secara
makroskopis serta mikroskopis.
3.4.5.2. Skrining BAL Penghasil EPS Secara Kuantitatif (Maunatin, dkk.,

2020 dan Seo, dkk., 2015 Termodifikasi)

Sebanyak 1 mL nokulum dari isolat BAL yang sudah diskrining secara
kualitatif dimasukkan dalam 9 mL media MRSB tersuplementasi 10% (b/v) sumber
gula (fruktosa, glukosa, dan sukrosa). Media beiris inokulum kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Filtrat dipisahkan dengan cara disentrifugasi
menggunakan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Kemudian dilanjutkan dengan

ekstraksi EPS seperti prosedur 3.4.9.

3.4.6. Identifikasi Bakteri Asam Laktat
3.4.6.1. Identifikasi Makroskopik (Vanmeter dan Hubert, 2015)
Identifikasi makroskopik dilakukan dengan mengamati koloni yang

tumbuh pada MRSA meliputi warna, bentuk, tepi, dan elevasi.
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3.4.6.2. Pewarnaan Gram (Hadioetomo, 1993)

Kaca preparat terlebih dahulu dibersihkan menggunakan alkohol dan
dipanaskan di dekat nyala api. Isolat bakteri diteteskan pada kaca preparat
menggunakan mikropipet dan selanjutnya dipanaskan di dekat api hingga isolat
kering. Kemudian isolat ditetesi kristal ungu, didiamkan selama 1 menit dan dicuci
dengan aquades. Hasil pewarnaan kemudian ditetesi dengan lugol, didiamkan
selama 2 menit dan dicuci menggunakan aquades. Kemudian ditetesi etanol dan
dicuci dengan aquades. Selanjutnya ditetesi safranin dan didiamkan selama 1 menit
kemudian dicuci menggunakan aquades dan diamati menggunakan mikroskop
dengan perbesaran 1000x untuk mengetahui jenis Gram dan bentuk sel BAL
penghasil EPS. Hasil Gram positif akan menunjukkan warna ungu/biru sedangkan
Gram negatif berwarna merah/oranye.
3.4.6.3. Uji Katalase (Hadioetomo, 1993)

Isolat bakteri diletakkan pada kaca preparat, kemudian diteteskan 3%
hidrogen peroksida (H20.) diteteskan pada gelas objek. Langkah terakhir,
dihomogenkan secara perlahan dan diamati ada atau tidaknya gelembung udara
yang terbentuk. Jika terbentuk gelembung udara termasuk bakteri katalase positif

namun jika tidak terbentuk gelembung maka termasuk katalase negatif.

3.4.7.Pembuatan Inokulum (Maunatin, dkk., 2020)

Isolat bakteri asam laktat penghasil EPS asal madu diinokulasi ke dalam
20 ml MRSB kemudian diinkubasi di suhu 37°C selama 16 jam. Kekeruhan
inokulum BAL asal madu disetarakan dengan optical density (OD) 0,5 pada

panjang gelombang 600 nm.
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3.4.8.Produksi Eksopolisakarida Oleh BAL Penghasil EPS Terpilih dalam
Media Semi Sintesis (Maunatin, dkk., 2020 Termodifikasi)

Produksi EPS menggunakan media semi sintesis sebanyak 100 mL yang
tersusun dari 5% (b/v) sumber gula terpilih, pepton 0,5 gram, ekstrak ragi 0,5 gram,
K2HPO4 1,5 gram, CaCl,.2H.0 0,005 gram, MgSQO4.7H.0 0,001 gram, dan NaCl
0,001 gram. Kemudian ditambahkan inokulum BAL penghasil EPS terpilih asal

madu sebanyak 10% (10 mL) dan diinkubasi di suhu 37°C selama 24 jam.

3.4.9. Ekstraksi Eksopolisakarida (Seo, dkk., 2015 Termodifikasi)

Media hasil fermentasi diambil sebanyak 40 disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Diambil supernatan yang mengandung EPS
dan ditambahkan dengan etanol absolut 95% (2x volume supernatan) serta
didiamkan pada suhu 4°C selama 24 jam. Kemudian endapan EPS diambil dengan
cara disentrifugasi 4°C di kecepatan 5000 rpm selama 20 menit dan dikeringkan
pada suhu 60°C selama 6 jam.

Kadar eksopolisakarida kering ditentukan dengan menggunakan rumus :

g\ _ Berat eksopolisakarida kering (G)
Kadar EPS () = P D (3.1)

3.4.10. Penentuan Kadar Gula Total Menggunakan Metode Sulfat Fenol
(Dubois, dkk., 1956)
3.4.10.1.Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Sulfat Fenol
Larutan glukosa standar yang mengandung 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm
glukosa dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 2 mL,

kemudian ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok. Selanjutnya 5 mL
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asam sulfat pekat ditambahkan dengan cepat di lemari asap. Larutan di dalam
tabung reaksi dibiarkan selama 10 menit, dikocok lalu ditempatkan dalam penangas
air selama 15 menit. Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang
490 nm.
3.4.10.2.Penetapan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol

Sebanyak 0,01 g EPS dilarutkan ke dalam 250 mL aquades dan
dihomogenkan. Kemudian diambil 2 mL larutan dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) serta dikocok. Selanjutnya
ditambahkan 5 mL asam sulfat pekat dengan cepat di lemari asap. Setelah itu
dibiarkan selama 10 menit dan dikocok lalu ditempatkan dalam penangas air selama
15 menit dengan suhu 100°C. Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 490 nm.

3.4.11. Analisis Data

Data yang didapat dari penelitian tahap satu yaitu karakter makroskopis
(bentuk, tepi, dan elevasi) dan mikroskopis (pewarnaan Gram dan uji katalase)
Sedangkan data dari tahap dua yaitu rendemen EPS dan kadar gula total dianalisis

secara deskriptif dengan diinterpretasikan sesuai data yang ada.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pembuatan Media

Media de Man Rogosa Sharpe (MRS) merupakan media standar untuk
pertumbuhan bakteri asam laktat (BAL) karena kandungan sumber C, N dan P dapat
menghasilkan peningkatan pertumbuhan dan kepadatan sel (Subagio, dkk., 2015).
Menurut kandungannya, media MRS dibagi menjadi dua antara lain MRS agar dan
MRS Broth (MRSB). Media MRS agar dan MRSB memiliki perbedaan pada
kandungan agar di dalamnya yang membuat media MRS agar memadat ketika
dingin (Man, 1960).

MRS agar digunakan untuk isolasi, regenerasi, serta memberi nutrisi BAL
pada fase padat (Khairunnisa dan Pato, 2016). Penelitian ini juga menggunakan
MRS agar tersuplementasi 0,5% CaCO3 untuk skrining BAL pada proses isolasi.
Media MRS agar juga digunakan pada tahap skrining BAL penghasil
eksopolisakarida (EPS) yang ditambahkan berbagai sumber gula untuk deteksi awal
terbentuknya EPS (Benhouna, dkk., 2019). Sedangkan media MRSB digunakan
untuk memberi nutrisi, pembuatan inokulum pada media cair dan skrining BAL
penghasil EPS secara kuantitatif dengan menambahkan berbagai sumber gula.
Media produksi juga menggunakan media semi sintesis. Kandungan media
produksi semi sintesis mengikuti penelitian Dharnik dan Narkhede (2020) karena

mempunyai kesamaan sumber karbon untuk memproduksi EPS.
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4.2. Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Isolasi BAL dari madu mangga dilakukan dengan mengambil 10 gram
madu dan dicampurkan dengan 90 ml media Buffered Peptone Water (BPW)
(pengenceran 101). Selanjutnya campuran media BPW dan madu diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dan dilanjutkan dengan pengenceran 102 sampai dengan
101%. Pengenceran bertingkat dilakukan untuk mengurangi kepadatan bakteri
(Rukmana dan Zulaika, 2017). Pengenceran 10 sampai 107° ditanam sebanyak
1 ml ke dalam media MRS agar tersuplementasi 0,5% CaCO3s dengan metode
tuang (pour plate) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Media MRS
agar tersuplementasi CaCOz merupakan media selektif untuk BAL yang
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening pada koloni bakteri yang tercantum
pada Gambar 4.1. Reaksi antara asam laktat yang disekresikan oleh BAL dengan
CaCOz dan membentuk kalsium laktat yang larut dalam media sehingga
membentuk zona bening pada media (Putri, dkk., 2020). Reaksi dehidrasi antara

CaCOs dengan asam laktat sebagai berikut (Meghana, dkk., 2021):

CaCO; + 2 CH,CHOHCOOH — Ca(CH,CHOHCOO), + Co, + H,0

Sebanyak 8 isolat yang membentuk zona bening dimurnikan menggunakan
metode quadrant streak untuk mendapatkan koloni tunggal dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 48 jam. Koloni tunggal diregenerasi pada media MRS agar
miring dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam kemudian disimpan dalam

suhu 2°C.
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4.3. Regenerasi Bakteri Asam Laktat

Regenerasi bakteri bertujuan untuk menumbuhkan kembali bakteri pada
media baru. Regenerasi bakteri berfungsi untuk mengaktifkan kembali bakteri serta
untuk memulai kembali metabolisme setelah proses penyiapan (Wijayati, 2014).
Mahmudah, dkk., (2016) menyatakan bahwa regenerasi bakteri memiliki fungsi
untuk meregenerasi sel, menjaga nutrisi, dan menghindari perubahan karakteristik
dari bakteri.

Regenerasi bakteri pada penelitian menggunakan media MRS agar miring
dengan metode gores. Metode gores adalah sebuah teknik yang sederhana dan
paling praktis untuk mengamati bakteri pada media (Machmud, 2001). Delapan
isolat BAL hasil isolasi dari madu mangga yaitu A, B, C D, E, F, G, dan H
diregenerasi pada media MRS agar miring. Delapan isolat tersebut kemudian
ditanam sebanyak 2 ose dan digoreskan pada MRS agar miring dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 48 jam. Pertumbuhan dari masing-masing bakteri ditandai
dengan terbentuknya koloni berwarna putih pada media sesuai dengan goresan saat

regenerasi. Hasil regenerasi ditampilkan pada Gambar 4.2.

4.4. Skrining Bakteri Asam Laktat (BAL) Penghasil Eksopolisakarida (EPS)

4.4.1. Skrining Bakteri Asam Laktat (BAL) Penghasil Eksopolisakarida

(EPS) Secara Kualitatif
Skrining BAL penghasil EPS secara kualitatif dilakukan untuk mengetahui

kemampuan BAL dalam memproduksi EPS pada media padat yang ditandai dengan
munculnya lendir pada pinggiran koloni bakteri (Vijayan, dkk., 2012). Isolat BAL

asal madu kemudian diuji secara kualitatif pada media MRS agar dengan tambahan
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sumber gula antara lain fruktosa, glukosa dan sukrosa. Penambahan sumber gula
berfungsi sebagai sumber bahan baku pembentukan EPS.

Isolat BAL pada penelitian ini menunjukkan kemampuan tumbuh yang
berbeda pada media MRS agar dengan tambahan 10% berbagai sumber gula yaitu
pada penebalan koloni BAL. Ketebalan koloni pada masing-masing isolat BAL
menunjukkan isolat mampu memproduksi EPS. Hasil menunjukkan bahwa isolat
BAL asal madu memiliki karakter dalam memproduksi EPS yang berbeda seperti
yang tersaji dalam Tabel 4.1. Gambar hasil skrining BAL penghasil EPS pada
media MRS agar dan berbagai sumber gula terlampir pada Gambar L.4.2. Hal ini

terjadi karena perbedaan genotip dari masing-masing isolat (Maunatin, dkk., 2020).

Isolat BAL vyang koloninya menebal dengan kode (++) kemudian
dilanjutkan pada tahap skrining secara kuantitatif. Isolat A, D, G, dan H dilanjutkan
pada tahap skrining secara kuantitatif karena mampu tumbuh dan koloninya

menebal pada media agar tersuplementasi berbagai sumber gula.

4.4.2. Skrining Bakteri Asam Laktat (BAL) Penghasil Eksopolisakarida
(EPS) Secara Kuantitatif

Isolat A, D, G, dan H dari skrining kualitatif selanjutnya diuji secara
kuantitaif dengan melakukan produksi EPS pada media cair MRSB yang
tersuplementasi oleh berbagai sumber gula. Produksi EPS dilakukan dengan
menambahkan 10% inokulum dari masing-masing isolat ke dalam media MRSB
yang ditambahkan 10% berbagai sumber gula. Penggunaan media MRSB dipilih
karena merupakan media selektif dan standar untuk BAL (Subagio, dkk., 2015).

Setelah itu media produksi diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Inkubasi 24
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jam dipilih karena untuk mencapai fase stasioner bakteri untuk memproduksi
metabolit sekunder.

Pemisahan EPS dari membran sel dilakukan dengan cara sentrifugasi. Filtrat
yang bebas dari membran sel ditambahkan etanol absolut 95% dingin dua kali
volume filtrat untuk pengendapan EPS. Penggunaan etanol absolut 95% karena
etanol memiliki konstanta dielektrik yang lebih rendah dari air sedangkan gugus
hidroksil pada polisakarida menyebabkan sifat polar dan tidak larut dalam etanol,
sehingga dengan meningkatnya volume etanol mengakibatkan kelarutan dari
polisakarida menurun dan mengendap (Klinchongkon, dkk., 2019). EPS yang
terbentuk dikeringkan pada suhu 60°C untuk menghilangkan pelarut yang masih
menempel.

Penentuan rendemen EPS dilakukan dengan cara gravimetri yang
memanfaatkan berat konstan dari EPS. Perhitungan rendemen EPS pada skrining
secara kuantitatif terlampir pada Tabel L.3.5. Berdasarkan Tabel 4.2 ditemukan
bahwa isolat A, D, G dan H mampu menghasilkan EPS di berbagai sumber gula
sehingga diprediksikan termasuk dalam golongan bakteri heterofermentatif.
Bakteri heterofermentatif mampu menghasilkan asam laktat yang sedikit dan
produk samping yang dihasilkan berupa etanol, asam asetat, dan asam format
(Moat, dkk., 2002). Hasil skrining secara kuantitatif menunjukkan bahwa rendemen
tertinggi di media tersuplementasi sukrosa adalah isolat A dengan rendemen
sebesar 1,58 g/L, kemudian media fruktosa oleh isolat G dengan rendemen sebesar
0,51 g/L dan isolat G pada media glukosa dengan rendemen sebesar 0,56 g/L.
Pemilihan isolat terbaik dalam memproduksi EPS didasarkan pada rendemen EPS

tertinggi tanpa memperdulikan sumber gula. Nudyanto dan Zubaidah, (2015)
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menyatakan pemilihan isolat terbaik pada produksi EPS yaitu isolat yang berpotensi
menghasilkan EPS terbanyak. Hasil skrining secara kuantitatif menunjukkan isolat
A memiliki rendemen tertinggi dibanding isolat lain yang kemudian dilanjutkan

pada proses produksi EPS dalam skala besar.

4.5. ldentifikasi Bakteri Asam laktat (BAL) Penghasil Eksopolisakarida (EPS)
4.5.1. Identifikasi Makroskopik

Identifikasi makroskopik pada penelitian ini dilakukan melalui pengamatan
morfologi meliputi bentuk koloni, permukaan koloni, tepi koloni dan warna koloni
bakteri. Pengamtan bentuk koloni dengan melihat dari atas, permukaan koloni
dilihat dari samping, tepi koloni dilihat dari atas (Djiwoseputro, 2005). Hasil isolasi

BAL asal madu menunjukkan karakter morfologi yang ditampilkan pada Tabel 4.3.

4.5.2. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram pada isolat bakteri bertujuan untuk membedakan jenis
bakteri berdasarkan dinding sel penyusunnya. Prinsip dari pewarnaan Gram adalah
kemampuan dari dinding sel dalam mengikat zat warna dasar (kristal violet) setelah
dibilas dengan alkohol 95% (Nasution, dkk., 2017). Sel-sel yang tidak mampu
melepaskan warna dasar akan tetap berwarna biru-ungu seperti kristal violet disebut
Gram positif (Fardiaz, 1992). Bakteri Gram positif memiliki peptidoglikan yang
lebih banyak pada dinding selnya jika dibandingkan bakteri Gram negatif (Reith
dan Mayer, 2011). Presskott, dkk., (1999) menambahkan bahwa ketebalan dinding
sel bakteri Gram positif sekitar 20-80 nm yang sebagian besar tersusun atas

peptidoglikan.
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Sel bakteri yang sudah ditetesi kristal violet kemudian ditetesi iodin akan
menghasilkan kompleks violet-iodin. Ikatan antara kristal violet dan iodin akan
menambah ukuran molekul dan menunjukkan warna ungu ketika diamati
menggunakan mikroskop. Proses dekolorisasi dilakukan dengan menggunakan
alkohol 95%, yang kemudian mengakibatkan penyusutan peptidoglikan pada
dinding sel bakteri (Ismail, 2017). Bakteri Gram negatif ketika ditetesi alkohol akan
kehilangan warna dari kristal violet. Sedangkan bakteri Gram positif yang memiliki
lapisan peptidoglikan lebih tebal akan mempertahankan warna dari kristal violet.
Sehingga pada penambahan safranin bakteri Gram positif akan tetap berwarna ungu
karena warna kristal violet masih tertahan pada dinding sel bakteri.

Hasil pewarnaan isolat A, D, G, dan H menunjukkan bakteri Gram positif
yang ditunjukkan dengan warna ungu yang terbentuk pada masing-masing isolat
seperti pada Tabel 4.4 dan Gambar 4.3. Menurut Mathialagan, dkk., (2018) BAL
termasuk dalam golongan bakteri Gram positif. Pernyataan tersebut didukung
dengan penelitian Feizabadi, dkk., (2020) yang mengisolasi BAL dari madu Apis
mellifera dan memiliki ciri Gram positif. Selain itu Bulgasem, dkk., (2016)
menyatakan hasil pewarnaan Gram dari isolat BAL asal madu menunjukkan

karakteristik Gram positif.

4.5.3. Uji Katalase

Pengujian katalase bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya enzim
katalase pada bakteri. Apabila uji katalase negatif maka tidak terbentuk gelembung
pada plat dan bakteri bersifat anaerob. Berdasarkan Gambar 4.4 dan Tabel 4.5 di
atas Isolat A, D, G, dan H tidak menghasilkan gelembung udara ketika ditetesi

dengan H20O, dan termasuk dalam jenis bakteri katalase negatif. Menurut Suhaeni
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dan Akhmad (2016), BAL termasuk dalam golongan bakteri katalase negatif karena
tidak memiliki enzim katalase untuk memecah hidrogen peroksida. BAL termasuk
dalam golongan bakteri anaerob fakultatif yang memiliki enzim peroksidase dan
akan memecah H>O, menjadi H2O dan senyawa organik, sehingga tidak terbentuk
gelembung pada pengamatan (Hamidah, dkk., 2019). Hal ini sesuai dengan
penelitian 1brahim, dkk,. (2015) yakni isolat BAL dari buah mangga menunjukkan
karakter katalase negatif ketika ditambahkan H20..

Berdasarkan pengamatan secara makroskopis (bentuk koloni, elevasi, tepi
koloni dan warna) dan mikroskopis (pewarnaan Gram dan uji katalase)
menunjukkan isolat A, D, G dan H merupakan BAL yang ditandai dengan bentuk
koloni bulat lonjong hingga oval, elevasi cembung, tepian rata, berwarna putih,
bentuk sel batang, Gram positif, dan katalase negatif. Hal ini sesuai dengan
Maunatin, dkk., (2020) yang menyatakan 5 isolat penghasil EPS asal nira siwalan
memiliki ciri Gram positif dan katalase negatif serta selnya berbentuk batang pada
isolat N4 dan N10. Kemudian Bulgasem, dkk., (2016) menyatakan bahwa 4 isolat
BAL asal madu memiliki ciri Gram positif dan katalase negatif serta pada isolat

dengan kode HS dan HM memiliki bentuk sel batang pendek.

4.6. Pembuatan Inokulum

Inokulum adalah bakteri yang siap untuk tahap fermentasi. Pembuatan
inkulum dilakukan dengan memindahkan bakteri dari stok bakteri ke dalam media
MRSB secara aseptis dan dishaker selama 16 jam. Waktu pembuatan inokulum

dibatasi sampai 16 jam karena bakteri dalam fase eksponensial yang siap digunakan
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untuk fermentasi. Sejalan dengan Desniar, dkk., (2019) fase eksponensial dari BAL
berkisar dari 16-20 jam pertumbuhan.

Inokulum isolat BAL kemudian diukur tingkat kekeruannya atau nilai OD
untuk mengetahui jumlah bakteri di dalamnya secara kuantitatif. Pembacaan nilai
OD dilakukan pada panjang gelombang 600 nm karena sel-sel bakteri menyerap
pada panjang gelombang tersebut (Astutiningsih, dkk., 2014). Selain itu, panjang
gelombang 600 nm merupakan serapan dari warna yang terbentuk pada inokulum
yaitu warna kuning. Nilai OD berbanding lurus dengan jumlah bakteri yang
terkandung di dalamnya. Jumlah bakteri meningkat seiring dengan meningkatnya
nilai OD inokulum. Nilai OD disetarakan menjadi 0,5 karena kekeruhan yang sama

diidentikkan dengan jumlah bakteri yang sama pada setiap perlakuan.

4.7. Produksi Eksopolisakarida olen BAL Penghasil EPS Terpilih
Menggunakan Media Semi Sintetik

Produksi EPS menggunakan BAL penghasil EPS tertinggi pada sumber gula
terpilin. Penelitian ini menunjukkan bahwa menggunakan sumber gula sukrosa
menghasilkan EPS tertinggi oleh isolat A, oleh karena itu isolat A dilanjutkan untuk
pengujian produksi EPS menggunakan media semi sintesis dengan penambahan
sukrosa sebagai sumber gulanya. Inokulum dari masing-masing isolat ditambahkan
dalam media semi sintesis dengan sumber gula terpilih dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Pemilihan waktu inkubasi terkait dengan fase stasioner dari
BAL yang dicapai pada jam ke-24 karena pada fase ini bakteri akan menghasilkan

metabolit sekunder yakni EPS (Zahro, 2014).
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Sel bakteri dipisahkan dari media dan EPS yang terbentuk dengan cara
disentrifugasi. Filtrat yang berisi EPS terlarut ditambahkan etanol absolut 95%
dingin sebanyak 2x volume filtrat untuk proses pengendapan. Pengendapan terjadi
karena penurunan kelarutan polisakarida akibat konstanta dielektrik etanol lebih
rendah daripada air yang cenderung non polar, kemudian polisakarida yang lebih
polar akan mengendap (Klinchongkon, dkk., 2019). Endapan yang terbentuk
kemudian dihitung rendemen menggunakan metode gravimetri berdasarkan berat
konstan dari EPS setelah dikeringkan pada suhu 60°C. Gambar 4.5 menunjukkan
morfologi rendemen EPS yang terbentuk oleh isolat A pada berbagai media. Isolat
A memiliki rendemen sebesar 12,26 g/L pada media semi sintesis yang

perhitungannya terlampir pada Tabel L.3.5.

4.7.1 Analisis Total Gula

Polisakarida masuk ke dalam golongan gula. pengukuran kadar total gula
menggunakan sulfat-fenol diidentifikasi menggunakan UV-Vis. Metode ini
memiliki prinsip yaitu karbohidrat akan terdehidrasi saat bereaksi dengan asam
sulfat pekat akan menghasilkan turunan fulfural yang kemudian akan menghasilkan
warna tertentu saat bereaksi dengan fenol (Quero-Jimenez, dkk., 2019). Senyawa
kompleks yang terbentuk ditandai dengan perubahan larutan dari tidak berwarna
menjadi jingga. Asam sulfat pekat yang ditambahkan akan menghidrolisis
polisakarida. Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 490 nm sesuai
dengan warna komplementer yang terbentuk.

Hasil kadar total gula EPS oleh isolat A pada media mencapai 72,55%. Kadar
total gula berkaitan dengan kemurnian EPS, karena EPS tersusun atas gula sebagai

sumber karbon utamanya. Hasil uji total gula menunjukkan rendemen EPS yang
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diperoleh kurang murni yang dapat dipengaruhi oleh pengotor. Pengotor yang
paling umum diketahui adalah protein (Fatih, 2020). EPS dengan kemurnian yang
tinggi akan disertai dengan kandungan protein yang rendah. Sejalan dengan
Adesulu-Dahunsi, dkk., (2018) yang memiliki kadar total gula EPS dari bakteri
Lactobacillus plantarum YO175 dan OF101 sebesar 87,1% dan 2,19% memiliki
kadar protein yang rendah yakni sebesar 1,36 g/L dan 2,18 g/L.

Karakteristik EPS yang dihasilkan oleh isolat A pada berbagai media
memiliki karakteristik yang tersaji dalam Tabel 4.6.

Isolat A menghasilkan rendemen EPS pada media semi sintesis yaitu
sebesar 12,26 g/L dengan kemurnian mencapai 72,55% serta memiliki karakteristik
berupa warna putih kekuningan dan berbentuk padatan. Rendemen dan warna EPS
yang dihasilkan pada media semi sintesis berbeda dibandingkan pada uji kuantitatif
karena perbedaan komposisi dari media semi sintetis dan MRSB. Isolat A
menghasilkan rendemen terbaiknya pada media semi sintetis dibanding pada media

MRSB.

4.8. Perspektif Islam Terkait Bakteri Asam Laktat Penghasil
Eksopolisakarida Asal Madu
Madu tidak hanya mengandung nutrisi yang tinggi, tetapi juga menjadi
tempat ditemukannya bakteri asam laktat (BAL) (Olofsson dan Vasquez, 2014).
BAL memiliki banyak manfaat seperti mampu menghasilkan eksopolisakarida
(EPS). EPS memiliki banyak manfaat diantaranya sebagai stabilisator, pengental,
emulgaor, pembentuk gel, dan mampu mengikat air dan menjaga tekstur agar tetap

lembut (Malik, dkk., 2008). Allah Swt. menciptakan makhluk dengan manfaat
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untuk makhluk sesamanya tanpa terkecuali seperti yang disampaikan dalam QS Al-
Bagarah: 26:

6 o3alag iyl 30 G 5 \@yww}wumuf@u\ @Mywu\
Diay Gy TR O Had § Sl s o 3 s ag};u j.afu.:.U\ iy o 6.:5/) Je &
M\ ‘>1\ iy Had g JJ

Artinya:

“Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk atau
yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, mereka tahu bahwa
itu kebenaran dari Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata, “Apa maksud Allah
dengan perumpamaan ini?” Dengan (perumpamaan) itu banyak orang yang
dibiarkan-Nya sesat, dan dengan itu banyak (pula) orang yang diberi-Nya
petunjuk. Tetapi tidak ada yang Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu selain
orang-orang fasik”

Kalimat “yang lebih kecil dibanding nyamuk™ adalah sesuatu yang terlihat
lebih kecil morfologinya dibandingkan nyamuk, seperti mikroorganisme (Al-
Maraghi, 1993). Ayat tersebut dapat menjadi dasar manusia mengkaji makhluk
berukuran mikro seperti bakteri dan dapat memberi manfaat dalam kehidupan
manusia. Penelitian ini membuktikan bahwa madu mangga mengandung BAL yang
mampu menghasilkan EPS. Hal ini dibuktikan dengan ditemukannya 4 isolat
diantaranya isolat dengan kode A, D, G, dan H yang mampu menghasilkan EPS
yang ditandai dengan terbentuknya lendir pada saat skrining kualitatif dan endapan
pada skrining secara kuantitatif. Empat isolat tersebut memiliki ciri dari golongan
BAL karena membentuk zona bening pada media selektif, memiliki karakter
katalase negatif, Gram positif dan endospora negatif. Selain itu, isolat A mampu
menghasilkan rendemen EPS terbanyak pada media sukrosa dibandingkan isolat

yang lain. Isolat A memproduksi EPS pada media semi sintesis dan menghasilkan

rendemen sebesar 12,26 g/L. Isolat BAL dari madu mangga dapat menghasilkan
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EPS yang bisa dimanfaatkan dalam berbagai bidang seperti stabilisator pada bidang

makanan dan antibakteri pada bidang kesehatan.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
1. Ditemukan 4 isolat bakteri asam laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida
(EPS) asal madu mangga (Mangifera indica L.) yaitu A, D, G dan H.
Keempat isolat tersebut memiliki kemmapuan yang berbeda dalam
memproduksi EPS pada berbagai sumber gula.
2. BAL penghasil EPS terpilih yaitu isolat A memproduksi EPS pada media
semi sintesis menghasilkan rendemen terbesar pada media semi sintesis
sebesar 12,26 g/L dengan total gula mencapai 72,55%
5.2 Saran
1. Perlu dilakukan identifikasi sampai tingkat spesies untuk menambah
eksplorasi BAL dari madu.
2. Perlu dilakukan penambahan TCA sebelum pengendapan EPS untuk
mengendapkan pengotor berupa protein.
3. Selain isolat A perlu dilakukan pengujian produksi EPS menggunakan

sumber gula yang sesuai.
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