POTENSI EKSOPOLISAKARIDA YANG DIHASILKAN OLEH Weissella
confusa K2 SEBAGAI ANTIBAKTERI TERHADAP Salmonella typhi

SKRIPSI

Oleh:
ABUR RAIHAN NAGSABANDI
NIM. 17630012

PROGAM STUDI KIMIA
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM
MALANG
2023



POTENSI EKSOPOLISAKARIDA YANG DIHASILKAN OLEH Weissella
confusa K2 SEBAGAI ANTIBAKTERI TERHADAP Salmonella typhi

SKRIPSI

Oleh:
ABUR RAIHAN NAGSABANDI
17630012

Diajukan Kepada:
Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang
Untuk Memenuhi Salah Satu Persyaratan dalam
Memperoleh gelar sarjana sains (S. Si)

PROGAM STUDI KIMIA
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM
MALANG
2023















KATA PENGANTAR

Alhamdulillahirabbil’alamin, segala puji dan syukur atas khadirat Allah SWT
yang telah melimpahkan Taufig, Rahmat dan Hidayah-Nya sehingga penulis dapat
menyelesaikan skripsi ini yang berjudul “POTENSI EKSOPOLISAKARIDA
YANG DIHASILKAN OLEH Weissella confusa K2 SEBAGAI
ANTIBAKTERI TERHADAP Salmonella typhi”. Sholawat besertakan salam
senantiasa terpanjatkan dengan indah dan tulus terucap kepada Nabi Muhammad
SAW, keluarganya, sahabatnya dan para ulama serta umatnya. Penulisan skripsi
ini tidak luput dari dukungan, motivasi serta bimbingan dari berbagai pihak. Oleh
karena itu, izinkanlah penulis mengucapkan banyak terima kasih kepada :

1. Bapak Prof. Dr. M. Zainuddin, M.A., selaku rektor Universitas Islam

Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

2. lbu Dr. Sri Harini, M.Si., selaku Dekan Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3. Ibu Rachmawati Ningsih, M.Si selaku Ketua Progam Studi Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim
Malang.

4. lbu Dr. Anik Maunatin, S. T., M. P selaku dosen pembimbing yang
dengan sabar meluangkan waktunya membimbing penulis dalam

menyusun dan menyelesaikan skripsi ini dengan baik.

Vi



Vi

5. Bapak Dr. M. Muchlis Fahruddin, M. S. | selaku dosen pembimbing
agama yang tak lelah memberikan arahan dan masukan bagi penulis agar
dapat menyelesaikan skripsi ini dengan baik.

6. Ustadz Abdul Ro’uf, M. HI selaku orang tua asuh saya selama di kota
malang yang tak lelah dan letihnya memberikan semangat dan motivasi
serta nasehat agar penulis dapat menyelesaikan skripsi ini.

Semoga amal baik semua pihak yang telah membantu penulis mendapatkan
imbalan pahala yang berlipat ganda dari Allah SWT. Penulis menyadari masih
banyak kekurangan dalam skripsi ini. Untuk itu penulis mengharapkan masukan
yang bersifat membangun demi menyempurnakan skripsi ini. Semoga tulisan ini

bisa bermanfaat bagi penulis khususnya dan bagi pembaca pada umumnya.

Malang,

Penulis



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL ...ttt n e nne e i
LEMBAR PERSETUJUAN ......cccccoiiiiiiiieeees Error! Bookmark not defined.
LEMBAR PENGESAHAN ......cccocoiiiiree e Error! Bookmark not defined.
PERNYATAAN KEASLIAN TULISAN ......cccccoviinn. Error! Bookmark not defined.
KATA PENGANTAR ...ttt bbb sbe e vi
DAFTAR ISttt sbe e b e e vii
DAFTAR TABEL ...ttt ettt sttt naeas X
DAFTAR GAMBAR. ... .ottt s ne e Xi
DAFTAR LAMPIRAN ..ottt Xii
ABSTRAK L. b bbb bt e Xiii
ABSTRACT Lttt b e b e bt r e b re e Xiv
AUBA bbb XV
BAB | PENDAHULUAN . ..ottt st sttt nneas 1
1.1 Latar BelaKang ......ccooieeeiiiriieieie ettt 1
1.2 RUMUSAN MESAIAN ......c.ocuiieiiieiicie e 4
1.3 TUJUAN ettt sttt te et e st e s be e b e s beeba e besteennebesrnansenes 5
1.4 Batasan Masalah ... 5
15 MaNTa@l ..c.ooeiiieiiiiccc e 5
BAB 1 TINJAUAN PUSTAKA ......oooimrvoiinneeeeieseeseeeseesesssesseesesssssssessssss s 7
2.1 Bakteri ASAM LaKLal ........cccoueiriiiieirieeeeeei et 7
2.2 Prinsip SAiNS ISIAM......cc.eecieicieiceeereetee ettt 8
2.3 WEISSEIA CONTUSA......covcuireiiteiiiciceee e 9
2.4 EKSOPOIISAKAITUA ......covereeeieeieeeeiee et 10
24.1 Homopolisakarida (HOPS) .......cccooirieiieeeeeee e 11
2.4.2 Heteropolisakarida (HEPS) .......cccveieviieeeceetee e 13

2.5  Biosintesis EKSOPOlisakarida..........cccccereeverieeeniiseeiisieeiese e 13
2.6 Produksi EKSOPOliSaKarida............cceeereevenieneenieeeieeeeee e 16
2.7 BaKLeri PAlOgBN .......ooiiieieeieeee ettt e 19

vii



viii

2.8 SAIMONEHA TYPNI...cuiiiiiiii e 19
2.9  Potensi Eksopolisakarida Sebagai Antibakteri..........ccocvvvevirirenenencnicicene 20
29.1 Mekanisme Kerja Eksopolisakarida Sebagai Antibakteri..............c.c........ 22
2.10 Penentuan Kadar Gula Total Eksopolisakarida Metode Sulfat-Fenol .............. 24
2.11  Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida.............ccceeeererenenenenenicieinennnee 25
2.12  Spectroskopi Fourier Transform InfraRed (FTIR)......ccceoevirirenenerciciceenne 25
BAB [HI METODOLOGH ...ttt 29
3.1  Lokasi dan Waktu Penelitian ............ccoeereririeinieinieiniecseese e 29
3.2 AlAL AN BaNaN........cooiiiiieee e 29
3.2.1 N 1 | TR 29
3.22 BaNAN <. 29
3.3 Rancangan Penelitian.........ccceecveiiieeieiieceeceeeee sttt 30
3.4 Tahap Penelitian.......ccioieciiiieieeceee sttt 30
3.5 Pelaksanaan Penelitian..........ccceoeeiriririninienieeeeee e 31
3.5.1 SEErilisasi AL ........c.covviriiiniiicc s 31
3.5.2 Produksi EKSOpolisakarida...........cccccvevveiieeieiieeieieceee e 31
3.5.3 Uji Aktivitas AntiDaKEeri........ocoveiiieieiicieeceeee e 33
3.5.4.  Pembuatan Kurva Standard GIUKOSa ............cccccevevirinininniniencce, 35
355 Analisis Kadar GulaTotal Eksopolisakarida...........cccccevevevverereeriereecnenne. 36
3.5.6 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA)........ccccovevenene. 36
3.5.7 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida...........cccceceeveieeveneieenieneenenne. 36
3.5.8 Analisis Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier Transform
INFrArEd (FTIR) oottt ettt ettt eas 37
3.5.9 ANALSIS DALA.......evieeieeeeeeee s 37
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN .......ccccooeviiinnns Error! Bookmark not defined.
4.1 Pembuatan Media.........cocooveevereecieneiceereecee Error! Bookmark not defined.
4.2 Produksi Eksopolisakarida...........ccccceveeeverencennnne Error! Bookmark not defined.
4.2.1 Regenerasi W. confusa.........cceeveveverieennenne. Error! Bookmark not defined.
422 Pembuatan Inokulum W. confusa.................. Error! Bookmark not defined.

4.2.3 Produksi dan Ekstraksi Eksopolisakarida .....Error! Bookmark not defined.



4.3  Uji Antibakteri Eksopolisakarida terhadap Salmonella typhi ....Error! Bookmark
not defined.

4.3.1 Pembuatan Media Nutrien Agar (NA).......... Error! Bookmark not defined.
4.3.2 Regenerasi Salmonella typhi..........ccccoeueuee. Error! Bookmark not defined.
4.3.3 Pembuatan Media MHB dan MHA..................... Error! Bookmark not defined.
4.3.4 Pembuatan Inokulum Salmonella typhi ........ Error! Bookmark not defined.
4.35 Uji Aktivitas Antibakteri Metode Difusi Agar............ Error! Bookmark not
defined.

4.4  Karakterisasi Eksopolisakarida secara Kimia....... Error! Bookmark not defined.
441 Analisis Kadar Gula Total Eksopolisakarida Error! Bookmark not defined.
4.4.2 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida......Error! Bookmark not defined.

443 Analisis Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier Transform
INfraRed (FTIR) ....ccviieiicieeeeceeee e Error! Bookmark not defined.

45  Pembahasan Penelitian dalam Perspektif Islam....Error! Bookmark not defined.

BAB V PENUTUP ...ttt s 38
DAFTAR PUSTAKA . et 39
LAMPIRAN . .o 46



DAFTAR TABEL

Tabel 4.1 Aktivitas Antibakteri Eksopolisakarida

Tabel 4.2 Karakteristik Kimia Eksopolisakarida..

Tabel 4.3 Gugus Fungsi Spektra FTIR Eksopolisakarida ....................



DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.1 Bakteri Weisella CONfUSA...........coviririiiiiiieseee e
Gambar 2.2 Jenis HoPS glukan a) Reutran, b) Mutan, c) Dekstran, d) Alternan ...
Gambar 2.3 Jalur Biosintesis (HePS) (De Vuyst dan De Vin, 2007) ........cccceev...e.
Gambar 2.4 Salmonella typhi........cooeiiiiiiii e
Gambar 2.5 Reaksi penentuan kadar gula total metode sulfat-fenol ......................
Gambar 2.6 SpeKtroSkopi FTIR ......ccoiiiiiiiiiiieeee e
Gambar 2.7 Spektrum FTIR dari W. confusa OF126 ..........cccccveveiveieciiesiesieenn
Gambar 3.1 Rumus Perhitungan Zona Hambat. ...........cccccevvriinienienine e
Gambar 4.1 Regenerasi W. CONfUSAL .......ccccveiieiieiciiece e
Gambar 4.2 INOKUIUM W. CONTUSAL.......coiiiieiieiieie e
Gambar 4.3 (A) Media hasil fermentasi, (B) pengendapan eksopolisakarida

dengan penambahan etanol dingin...............ooiiiiii i
Gambar 4.4 Reaksi protein dengan TCA.. ..o eieiieie e
Gambar 4.5 Eksopolisakarida Kering ...........coueeeeiineneneniseseeesese e
Gambar 4.6 Regenerasi Salmonella typhi.................cooiiiiiii i,
Gambar 4.7 Inokulum Salmonella typhi.......... .o
Gambar 4.8 llustrasi potensi interaksi dinding sel eksopolisakarida......................
Gambar 4.9 Aktivitas antibakteri eksopolisakarida ............ccoovvvveieienenicncnenen
Gambar 4.10 Kurva standar gluKOSa............ccceiveiiiieie e
Gambar 4.11 Kurva Standar ProteIN. ........ccceoeiererieriene e
Gambar 4.12 spektra FTIR eksopolisakarida............c.ccceveieeieiiieiiese e,

Xi



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1: Tahapan Penelitian..................cooooiiiiiiiinnn 67
Lampiran 2 : Skema Kerja..........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeee, 68
Lampiran 3. Perhitungan. ..., 74
Lampiran 4. Hasil AnalisisSPSS.............ccooiiiiiiiiiii 84
Lampiran 5. Dokumentasi............ccoooviiiiiiiiiiiieen 96
Lampiran 6. Keterangan Tambahan.............cc.ccooveiinininniee, 97

xii



ABSTRAK

Nagsabandi, A. R. 2022. POTENSI EKSOPOLISAKARIDA YANG DIHASILKAN
OLEH Weissella confusa K2 SEBAGAI ANTIBAKTERI
TERHADAP Salmonella typhi. Skripsi Jurusan Kimia. Fakultas Sanis
dan Teknologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Dr.
Anik Maunatin, S. T., M.P. Pembimbing II: Dr. M. Mukhlis Fahruddin,
M.S.I

Kata kunci: Eksopolisakarida, Weisella confusa, rendemen, antibakteri, gugus fungsi.

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang diproduksi dan
disekresikan dari mikroba. Eksopolisakarida memiliki berbagai macam potensi, antara
lain dalam bidang pangan, farmasi dan kesehatan. Weissella confusa (W. confusa)
merupakan bakteri asam laktat yang dapat memproduksi eksopolisakarida dalam jumlah
tinggi, W. confusa mampu menghambat bakteri patogen dan bakteri pembusuk. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh W.
confusa kemudian menguji aktivitas antibakterinya terhadap Salmonella typhi serta profil
gugus fungsi dari eksopolisakarida.

Penelitian ini mengekstrak eksopolisakarida yang berasal dari W. confusa K2
yang ditumbuhkan pada MRS broth dengan penambahan sukrosa 10%. Rancangan pada
penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu
konsentrasi antibakteri 0.3125 mg/mL, 0.625 mg/mL, 1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL dan 5
mg/mL. Analisa yang dilakukan meliputi perhitungan rendemen eksopolisakarida, kadar
total gula, kadar total protein dan identifikasi profil gugus fungsi eksopolisakarida
menggunakan FTIR.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa rendemen eksopolisakarida sebesar
19,549 g/L dengan warna kuning keruh. Aktivitas antibakteri eksopolisakarida terbaik
terhadap Salmonella typhi yaitu 5,15 mm dengan konsentrasi 5 mg/mL. Analisis kadar
gula total dan total protein didapatkan masing-masing sebesar 94,6% dan 0,1821%.
Analisis gugus fungsi yang terdapat pada eksopolisakarida adalah O-H stretching, C-H
stretching, C=0 stretch, C-H, C-H. bending, C-O-C dan a-glikosidik. Uji statistik
menunjukkan adanya beda nyata pada konsentrasi antibakteri eksopolikasarida terhadap
zona hambat yang didapatkan (sig<0,05).
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ABSTRACT

Nagsabandi, A. R. 2022. Exopolysaccharide Potency Produced by Weissella confusa
K2 as Antibacterial Against Salmonella Typhi. Department Thesis
Chemistry. Faculty of Science and Technology UIN Maulana Malik
Ibrahim Malang. Advisor I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P. Advisor Il: Dr.
M. Mukhlis Fahruddin, M.S.I

Keywords: Exopolysaccharide, Weisella confusa, yield, antibacterial, functional goup.

Exopolysaccharide (EPS) is a polysaccharide produced and secreted from
microbes. Exopolysaccharides have various potentials, including in the fields of food,
pharmaceuticals and health weissella confuse are lactic acid bacteria that can produce
high amounts of exopolysaccharides, W. confusa capable of inhibiting pathogenic
bacteria and spoilage bacteria. This study aims to determine the concentration of
exopolysaccharide produced by W. confusa then tested its antibacterial activity against
Salmonella typhi as well as functional goup profiles of exopolysaccharides.

This study extracted exopolysaccharides from W. confusa K2 isolated longan
gown in MRS broth with the addition of 10% sucrose. The design in this study used a
single factor Completely Randomized Design (CRD), namely antibacterial concentrations
of 0.3125 mg/mL, 0.625 mg/mL, 1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL and 5 mg/mL. The analysis
included calculating exopolysaccharide yield, total glucose content, total protein content
and identification of exopolysaccharide functional goup profiles using FTIR.

The results of this study indicated that the yield of exopolysaccharide was 19.549
g/L with a cloudy yellow color. The best exopolysaccharide antibacterial activity against
Salmonella typhi was 5.15 mm with a concentration of 5 mg/mL. Analysis of total
glucose and total protein levels obtained respectively 94.6% and 0.1821%. Analysis of
the functional goups found in exopolysaccharides is O-H stretching, C-H stretching, C=0
stretching, C-H, C-H2- bending, C-O-C and a-glycosidic.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eksopolisakarida (EPS) adalah suatu polisakarida yang diproduksi dan
disekresikan dari mikroba. Eksopolisakarida telah banyak diteliti karena memiliki
berbagai macam potensi, antara lain dalam bidang farmasi, pangan dan kesehatan.
Eksopolisakarida bermanfaat sebagai stabilisator, pengental, emulgator,
pembentuk gel dan memiliki kemampuan mengikat air yang baik sehingga dapat
mempertahankan tekstur agar tetap lembut selama penyimpanan (Anton, 2015).
Banyak penelitian terdahulu yang mengkaji eksopolisakarida yang diproduksi dari
bakteri asam laktat (BAL) karena manfaatnya termasuk ke dalam jenis bakteri
baik yang terdapat dalam makanan dan minuman sehat, bakteri asam laktat juga
berkontribusi dalam menghambat pembusukan makanan dan mikroorganisme
patogen (Nurhikmayani, 2019).

Terdapat beberapa kelompok BAL yang dapat menghasilkan metabolit
sekunder yaitu eksopolisakarida atau Extracelullar polysaccharide (Zubaidah,
2008). Polimer ini disekresikan oleh bakteri ke luar selnya saat mengalami kondisi
yang tidak menguntungkan, kondisi yang diakibatkan oleh cekaman lingkungan
tersebut membuat sel bakteri membentuk perlindungan diri dengan cara
mensekresikan eksopolisakarida (Matejcekova, 2016). Selain itu eksopolisakarida
juga berperan untuk memberikan perlindungan pada sel bakteri terhadap
bakteriofag, fagositosis, stres osmotik, senyawa beracun dan berperan dalam
pembentukan biofilm. Pada bidang industri makanan, polimer ini berperan dalam

1



meningkatkan tekstur produk, pengemulsi atau pembentukan gel, penstabil,
viskositas dan rasa (Divya, 2020).

W. confusa merupakan bakteri asam laktat gram positif. W. confusa
memiliki kemampuan menghasilkan asam laktat, bakteriosin dan juga hidrogen
peroksida jika substrat yang mereka tempati mendukung untuk menghasilkan
ketiga metabolit tersebut. Dengan adanya ketiga metabolit sekunder ini bakteri W.
confusa dapat berperan membunuh serta menghambat pertumbuhan bakteri
patogen pada sistem pencernaan ikan (Tatiana, et, al., 2001). Aktivitas W. confusa
bersifat stabil pada kondisi asam maupun pada suhu tinggi (Tenea, et, al., 2018).

Allah SWT menciptakan manusia dengan akal agar manusia dapat berfikir
tentang ciptaan-Nya. Manusia diberikan kesempatan yang besar untuk mengambil
manfaat dari hewan dan tumbuhan yang Allah ciptakan. Manusia diperintahkan
untuk senantiasa bertadabbur dengan ayat-ayat qouliyah (Al-Qur’an) serta
bertafakkur dengan ayat-ayat kaumiyah (alam semesta) sehingga dapat
memanfaatkan apa yang Allah ciptakan dengan bijaksana sebagaimana yang
ditunjukkan pada ayat 29 pada surah Shad.

0 il R T 1l B o) s

“kitab (al-qur’an) yang kami turunkan kepadamu penuh berkah agar
mereka menghayati ayat-ayat dan agar orang-orang yang berakal sehat
mendapat pelajaran” (QS. Shad:29)

Ayat diatas memerintahkan kepada kita untuk terus belajar dan
mengembangkan ilmu pengetahuan untuk mendapatkan keberkahan dalam
kehidupan ini. Banyak sejatinya semua ilmu pengetahuan beserta fenomena yang

ada saat ini telah dijelaskan dalam Al-Qur’an akan tetapi kita sebagai manusia



baru mampu membuktikannya. Salah satunya bukti keagungan Allah SWT adalah
dengan adanya penciptaanya mikroorganisme yang ternyata memiliki banyak
sekali manfaat dalam kehidupan sebagaimana yang telah dijelaskan pada paragaf
sebelumnya.

Mengenai sejarah asal usul keberadaan bakteri diciptakan dan sebangsanya
(binatang), dijelaskan melalui firman Allah SWT dalam kitab suci Al-Qur’an

surah An-Nur ayat 45 sebagai berikut :

° 070 1- 2% 0 08 1. 1- ~°/o/o°7:'&':~. ) ,..14/;,"/“//. & (.
Gr ey oy e ik B deias alda (e ik B daied D cla B B15 EST Bl A

B B P C _ . o C P ‘. Lor
ji;‘\; 2;5‘:" :)}fyj, ) Ul ‘;_L:,é (A & C)\ Q.G g}.ﬂ“

“Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua kaki
sedang sebagian (yang lain)berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan apa yang
dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu’’ (Q.S. An-Nur :
45)

Berdasarkan tafsir ayat diatas menegaskan bahwa, dan disamping bukti-
bukti kekuasaan dan limpahan anugerah-Nya, Allah telah menciptakan semua
jenis hewan dari air yang memancar sebagaimana Dia menciptakan tumbuhan dari
air tercurah. Selanjutnya Allah menjadikan hewan-hewan itu beraneka ragam jenis
potensi dan fungsinya, termasuk juga bakteri (Shihab, 2005).

Salmonella typhi merupakan bakteri penyebab demam tifoid dengan ciri-
ciri demam yang berlangsung lama, dengan adanya inflamasi yang merusak usus
dan organ-organ hati. Demam tifoid ini merupakan penyakit menular yang

tersebar di seluruh dunia terutama di daerah tropis, di Indonesia kasus demam



tifoid sekitar 300-810 setiap 100.000 penduduk per tahun. Beberapa penelitian
menyebutkan bahwa eksopolisakarida memiliki kemampuan sebagai antibakteri
yang dapat diaplikasikan pada Salmonella typhi (Cita, 2011).

Tugce et al., (2018), menguji aktivitas antibakteri eksopolisakarida yang
dihasilkan oleh Lactobacillus plantarum F-10 terhadap dua bakteri patogen yaitu
S. aureus dan P. aeruginosa, zona hambat dihasilkan S. aureus (18,21 mm dan
16,21 mm), dan P. aeruginosa (19,07 mm dan 18,28 mm). Chang et al., (2019),
menguji aktivitas antibakteri eksopolisakarida yang dihasilkan Lactobacillus
plantarum terhadap tiga bakteri patogen yaitu S. aureus, E. coli dan Salmonella
thypi masing-masing menghasilkan zona hambat berturur-turut sebesar (11,7
mm), (11,4 mm) dan (7,5 mm). Saleem et al., (2021), menguji eksopolisakarida
yang dihasilkan oleh Lactobacillus plantarum (S123) sebagai antibakteri terhadap
bakteri patogen yaitu E. coli dan Straphylococcus, hasil zona penghambatan
terhadap E. coli (11,5 mm), sedangkan terhadap Straphylococcus (7,2 mm).

Eksopolisakarida yang dihasilkan oleh BAL mempunyai keragaman jenis
berdasarkan bakteri penghasilnya, oleh karena itu penelitian ini akan melakukan
analisa pengaruh konsentrasi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh W. confusa
sebagai aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimana aktivitas antibakteri dari eksopolisakarida yang dihasilkan oleh

W. confusa K2 terhadap Salmonella typhi?



2. Bagaimana karakteristik eksopolisakarida yang dihasilkan oleh W. confusa
K2?
1.3  Tujuan
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri eksopolisakarida yang dihasilkan

oleh W. confusa K2 terhadap Salmonella typhi.

2. Untuk mengetahui karakteristik eksopolisakarida yang dihasilkan oleh W.

confusa K2.
14  Batasan Masalah

1. W. confusa yang digunakan pada penilitian ini merupakan hasil isolasi
buah kelengkeng dari penelitian sebelumnya.

2. konsentrasi eksopolisakarida yang digunakan dalam uji antibakteri
adalah 0,325; 0,625; 1,25; 2,5 dan 5 mg/mL dengan kontrol positif
kloramfenikol.

3. Bakteri patogen yang digunakan untuk uji antibakteri adalah
Salmonella typhi menggunakan metode Difusi Agar.

15  Manfaat

1. Penelitian ini diharapkan memberikan informasi mengenai potensi
eksopolisakarida dari W. confusa K2 sebagai antibakteri.

2. penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai

produksi eksopolisakarida dari W. confusa K2.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri yang mampu menghasilkan asam
laktat, antimikroba, hidrogen peroksida dan hasil metabolisme lain yang
memberikan pengaruh positif bagi kesehatan (Nurhasanah et al., 2020). BAL
termasuk dalam bakteri gram positif, tidak membentuk spora, hampir semua strain
tidak menghasilkan enzim katalase, tahan terhadap kondisi asam, dan bersifat
fakultatif anaerob. BAL merupakan kelompok bakteri yang memenuhi standar
GAS (Generally Recognized as Safe), yaitu bakteri baik yang aman bagi manusia
(Nasution, 2012).

BAL dapat memproduksi senyawa antibakteri berupa asam organik,
bakteriosin, metabolit primer, hidrogen peroksida (H20-) disetil, karbondioksida
(COy), asetaldehida, menurunkan pH lingkungannya dan eksopolisakarida bakteri
Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, spesies dan Lactobacillus
adalah BAL yang bersifat probiotik yang telah diketahui dapat memproduksi
eksopolisakarida yang bersifat antibakteri terhadap bakteri patogen (Tallon, et al,.
2003). Mekanisme kerja BAL tidak merusak karbohidrat secara fermentasi
menjadi asam-asam organik (Nasution, 2012).

Ada 2 kelompok Bakteri Asam Laktat (Prescott, et al., 1990) yaitu:

1. Bakteri homofermentatif yaitu glukosa yang difermentasi menghasilkan asam
laktat sebagai satu-satunya produk Seperti: Streptococcus, Pediococcus dan

Lactobacillus



2. Bakteri heterofermentatif yaitu glukosa yang difermentasikan menghasilkan
asam laktat juga memproduksi senyawa-senyawa lainnya seperti etanol, asam

asetat dan COax.

2.2  Prinsip Sains Islam

Al-Qur’an menjelaskan bahwa bakteri merupakan organisme uniseluler
sebagai bukti adanya materi fungsional di bawah sel yang dapat ditemukan dalam
istilah zarrah. Istilah zarrah merupakan sebagai wujud zat atau substansi materi
yang memiliki ukuran paling kecil yang dapat digunakan sebagai petunjuk untuk
mempelajari bakteri dan materi mikroskopik lainnya. Dengan kemajuan teknologi
dan perkembangan keilmuan konsep sel sebagai materi fungsional terkecil
ternyata dapat dipatahkan (Subandi, 2010).

Allah SWT berfirman dalam Q. S. Al-bagarah 26:
R T PR R L TP I
g5 Ko Aleay LY O O il DR I)]
Artinya:

“Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk atau
yang lebih rendah dari itu....”(Q. S. Al-bagarah: 26)

Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa lafadz @83 & “atau yang lebih

dari itu” pada ayat ini menjelaskan sesuatu yang memiliki bentuk atau makna
lebih kecil dibandingkan nyamuk. Adapun makhluk yang lebih kecil dari nyamuk
salah satunya ialah bakteri. Bakteri memiliki berbagai jenis spesies yang hidup di
darat, air, udara dan berbagai tempat ekstrim lainnya. Allah menjelaskan bahwa

berbagai macam makhluk-Nya untuk memenuhi kebutuhan manusia. Dengan hal



tersebut akan terasa pada manusia dan seluruh makhluk-Nya tentang kekuasaan
Maha Pencipta.

Dengan diturunkan-Nya al-qur’an bagi manusia selain sebagai bukti akan
kekuasaan-Nya, al-qur’an juga beperan sebagai pedoman bagi manusia untuk
mendapatkan ilmu yang memiliki berbagai manfaat jika ditelaah dengan lebih
baik dalam memahami isi kandungan yang terdapat didalamnya. Sebagaimana
penelitian ini menjelaskan akan kelebihan dari buah kelengkeng yang memiliki
manfaat dari bakteri baik yang terdapat pada buah tersebut dapat digunakan

sebagai salah satu pencegah bakteri patogen (obat) alami.

2.3  Weissella confusa

W. confusa merupakan salah satu jenis BAL homofermentatif. Bakteri ini
memiliki sifat katalase negatif, aerob atau fakultatif anaerob mampu mencairkan
gelatin, cepat mencerna protein, tidak dapat mereduksi nitrat, toleran terhadap

asam dan mampu memproduksi asam laktat (Fusco, et al., 2015).

Gambar 2.1 Bakteri W. confusa (Fusco, et al., 2015)

Klasifikasi ilmiah dari W. confusa

Kerajaan : Bacteria
Divisi : Frimicutes
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Kelas : Bacili

Ordo . Lactobacillales
Famili . Lactobacillac
Genus . Lactobacillus
Spesies : W. confusa

W. confusa menghasilkan dekstran yang merupakan eksopolisakarida
dengan a-glukan. Dekstran bakteri ini diproduksi secara in-situ yang berguna
dalam meningkatkan umur, volume dan nilai gizi pada roti. Selain memproduksi
dekstran, W. confusa juga menghasilkan bakteriosin (Goh dan Philip, 2015). BAL
dapat menghambat bakteri patogen dengan menghasilkan senyawa inhibitor
(penghambat). Senyawa inhibitor akan melawan patogen untuk respon energi dan

adhesi (Goyal, et, al., 2017).

2.4  Eksopolisakarida

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer yang berasal dari gula
pereduksi dengan berat molekul tinggi yang disekresikan oleh mikroorganisme ke
lingkungan eksternalnya. Eksopolisakarida umumnya terdiri atas monosakarida
dan beberapa subtituen non-karbohidrat seperti asetat, piruvat, suksinat dan fosfar.
Selain itu juga eksopolisakarida dapat memproduksi biomolekul seperti protein,
asam nukleat dan lipid. (Nouha, K. et al., 2017).

Sutherland (1977), membagi eksopolisakarida menjadi dua kelompok
besar berdasarkan komposisi kimia dan mekanisme sintesisnya, Yaitu
homopolisakarida dan heteropolisakarida. Homopolisakarida merupakan polimer
yang terdiri atas satu macam monosakarida seperti glukosa atau fruktosa. Polimer

eksopolisakarida dapat berupa rantai lurus atau bercabang. Heteropolisakarida
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merupakan polisakarida yang mengandung 2-4 macam monosakarida seperti
glukosa, fruktosa, galaktosa, mannosa dan rhamnosa. Sintesis heteropolisakarida
berbeda dengan homopolisakarida, yaitu polimer ini diproduksi pada membran

sitoplasma dengan memanfaatkan prekursor yang dibentuk dalam sel.

2.4.1 Homopolisakarida (HoPS)

HoPS dapat diklasifikasikan berdasar jenis monosakarida yang menyusun
strukturnya. Glukan yang memiliki ikatan o seperti dekstran yang hanya terdiri
dari glukosa, pada fruktan seperti levan dan inulin yang hanya terdiri dari
fruktosa, dan klasifikasinya dapat dilanjutkan berdasarkan ikatan glikosidik,
cabang, berat molekul, panjang rantai dan struktur polimer. HoPS disintesis dari
sukrosa dibantu oleh enzim glikoltransferase (glukansucrase), enzim yang terlibat
dalam biosintesis glukan dan fruktan adalah glukosiltranferase (GTF) dan
fruktosiltransferase (FTF). BAL yang diketahui dapat memproduksi HoPS adalah
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Weisella dan
Oenococcus (Guerin, et al., 2020).

Berdasarkan proses biosintesisnya HoOPS bersifat ekstraseluler dan
membutuhkan substrat yang spesifik. Enzim (GTF) spesifik untuk biosintesis
dextran dan levans, terlibat dalam reaksi polimerisasi. Polisakarida dapat
diproduksi baik menggunakan kultur sel bakteri utuh atau preparat bebas sel
(Vuyst dan Degeest, 1999). Klasifikasi HoPS dibedakan berdasarkan jumlah atom

karbon pada ikatan a dan B. Pada spesies Pediococcus dapat memproduksi B-
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gukan sedangkan pada spesies Lactobacillus, Streptococcus dan Lactobacillus

memproduksi a-D-glukan termasuk mutan,dextran, reutan, dan alternan.

GH,OH CH,OH

CH,OH
OH
CH,OH
HO °
OH

OH

OH
OH

a) OH N b)

CH,OH

/CHA
OH
HO Q CH,

OoH OH

HO o
OH
o HO o

) OH n

Gambar 2.2 Jenis HoPS glukan a) Reutran, b) Mutan, ¢) Dekstran, d) Alternan

c d)

Dekstran terdiri dari rantai utama glukosil yang berulang dan terhubung
oleh ikatan a-(1,6), sementara unit-unit sederhana atau rantai cabang terhubung
melalui ikatan a-(1,2), a-(1,3), atau o-(1,4). Jumlah rantai cabang tidak
mempengaruhi rapatnya struktur dekstran yang dapat mengurangi viskositas
eksopolisakarida. Dekstran memiliki sifat reologi yang berbeda tergantung pada
kelarutan dan variasi strukturalnya. Secara umum, dekstran digunakan sebagai
pengganti plasma, agen pengental, dan pengemulsi. Mutan dekstran umumnya
memiliki ikatan glikosidik a-(1,3), reutran umumnya memiliki ikatan glikosidik a-
(1,4), dan alternan terhubung secara bergantian melalui ikatan a-(1,6) dan a-(1,3).
Jenis HoPS (High-Molecular-Weight exo-Polysaccharide) ini  memiliki

kemampuan untuk berkontribusi pada adhesi mikroba (Guerin. M, et. al., 2020).
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2.4.2 Heteropolisakarida (HePS)

Biosintesis HePS terdiri dari unit yang berulang dengan derajat
polimerisasi yang berbeda dan terdiri dari dua hingga delapan monosakarida yang
berbeda seperti rhamnosa, glukosa, fruktosa, galaktosa dan mannose. HePS
diproduksi oleh Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium dan Streptococcus.
Struktur HePS tergantung pada jumlah dan jenis monosakarida dan pada jenis
ikatan yang terlibat, struktur yang terbentuk bisa linier atau dengan ikatan
bercabang. HePS diproduksi oleh spesies Lactobacillus yang terdiri dari unit
berulang dari tujuh monosakarida dengan galaktosa, glukosa dan rhamnosa
sebagai gula utama (Guerin, 2020).

Berdasarkan penelitian terdahulu eksopolisakarida memiliki berbagai
macam potensi dalam bidang pangan, farmasi dan kesehatan. Eksopolisakarida
yang digunakan dalam bidang kesehatan seperti PB-glukan, B-manan, antan,
curdlan, gellan dan dekstran. Eksopolisakarida dalam bidang pengobatan memiliki
kemampuan untuk menempel pada mukosa usus halus sehingga meningkatkan
kemampuan untuk menekan pertumbuhan bakteri patogen. Eksopolisakarida telah
terbukti memiliki aktivitas fisiologis seperti anti-virus, anti-tumor dan anti-

inflamasi serta menjadi penginduksi interferon (Anindita, 2020).

2.5 Biosintesis Eksopolisakarida
Eksopolisakarida disintesis dalam fase-fase pertumbuhan yang berbeda
dengan kondisi yang bervariasi tergantung jenis mikroorganismenya. Sintesis

eksopolisakarida terbagi menjadi dua berdasarkan jenis bakterinya seperti bakteri
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gram-positif dan gram-negatif memiliki mekanisme yang berbeda. Bakteri gram-
positif (levan, dextran dan alternan) mensintesis eksopolisakarida dengan proses
ekstraseluler (Vanhooren, et al., 1998), sedangkan bateri gram-negatif mensintesis
eksopolisakarida secara intraseluler (xanthan, selulosa, gellan dan suksinoglikan)
(Sutreland, 2001).

Proses sintesis dapat dibagi menjadi dua prinsip dasar yaitu sintesis dan
prekursor alami contohnya seperti sintesis di luar dinding sel atau pada membran
sel. Sintesis heteropolisakarida berbeda dengan sintesis monosakarida yang
disentesis pada membran sitoplasma dengan memanfaatkan prekusor yang
terbentuk intraseluler. Pada sitoplasma glukosa-1-fosfat dikonversi ke molekul
utama pada sintesis eksopolisakarida (Cerning, 1990). Berikut adalah gambar jalur

biosintesis eksopolisakarida:
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Gambar 2.3 Jalur Biosintesis (HePS) (De Vuyst dan De Vin, 2007)
Biosintesis heteropolisakarida (HePS) menggunakan susbtrat berupa

sukrosa yang terdiri atas beberapa tahapan. Substrat sukrosa diubah menjadi
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sukrosa 6-p melalui jalur Phosphoenolpyrivate-phosphotransferase system (PEP-
PTS), lalu dihidrolisis menjadi fruktosa dan glukosa 6-P yang dikatalisis oleh
enzim SacA/ScrB (sukrosa 6-fosfat hidrolase), fruktosa dan glukosa 6-Ptersebut
kemudian diubah menjadi fruktosa 6-P dengan katalis enzim SacK/ScrK (6-
fruktokinase). Fruktosa 6-P menjadi glukosamin 6-P dengan katalis enzim GIms
(glutamin-fruktosa 6-fosfat transaminase), glukosamin 6-P menjadi N-
asetilglukosamin 6-P dengan katalis enzim NagA (N-asetilglukosamin 6-fosfat-
deasetilase), N-asetilglukosamin 6-P menjadi N-asetilglukosamin 1-P dengan
katalis enzim NagM (N-asetilglukosamin fosfomutase), N-asetilglukosamin 1-P
menjadi UDP-N-asetilglukosamin dengan Kkatalis enzim GimU (UDP-N-
asetilglukosamin-porifosforilase), UDP-N-asetilglukosamin melakukan
pengulangan unit baik rantai maupun cabang dengan bantuan Glikosiltransferase.
Selanjutnya terjadi penggabungan, kemudian polisakarida yang terbentuk
dikeluarkan dari sel dan terlarut di media fermentasi (De Vuyst dan De Vin,
2007).

Biosintesis HePS melalui pengubahan Fruktossa 6-P menjadi mannosa 6-P
dengan katalis enzim MannA (mannosa 6-fosfat isomerase). Selanjutnya mannosa
6-P menjadi mannosa 1-P dikatalis oleh enzim MannB (fosfomannomutase),
mannosa 1-P menjadi GDP-mannosa dikatalisis oleh enzim Gtp (mannosa 1-
fosfatguaniltransferase), GDP-mannosa menjadi GDP-4-dehidro-6-
deoksimannosa dikatalasis oleh enzim Gmd (GDP-mannosa-4,6-dehidratase),
GDP-4-dehidro-6-deoksimannosa menjadi GDP fruktosa dikatalisis oleh enzim

GDP-fruktosa  sintase, selanjutnya  nukleotida gula berupa GTF
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(glikosiltransferase) berperan menjadi penggabung monosakarida-monosakarida

yang melakukan pengulangan unit hingga membentuk HePS (Sutheland, 2001).

2.6 Produksi Eksopolisakarida

Produksi eksopolisakarida biasanya dilakukan dengan menumbuhkan
BAL pada media MRS padat yang dilengkapi dengan gula seperti maltose,
sukrosa, fruktosa, laktosa atau glukosa, produksi eksopolisakarida juga dapat
dilakukan dengan media cair yang dilengkapi dengan berbagai sumber seperti
nitrogen, karbon dan vitamin. Secara umum koloni yang dihasilkan dari HoPS
memiliki penampilan yang kental sedangkan HePS memiliki penampilan yang
mengkilap (Guerin, et al., 2020).

Fermentasi adalah proses redoks anaerobik, dimana terjadi oksidasi
substrat digabungkan dengan pengurangan substrat atau zat yang berasal dari
oksidasi, dengan perbedaan potensial redoks substrat dan produk akhir yang
menyediakan energi untuk sintesis ATP. Kebanyakan fermentasi, substrat yang
sama digunakan sebagai reduktor dan oksidan. Polimer seperti polisakarida, DNA,
protein dan lipid diserang oleh enzim ekstraseluler dan rusak menjadi unit yang
lebih kecil diambil oleh degader awal atau fermentor lainnya (Muller, 2001).

BAL merupakan bakteri yang terklasifikasikan dalam bakteri
heterofementatif. BAL dalam proses fermentasi dapat menghasilkan asam asetat,
asam laktat, mannitol, etanol, ester, dekstran dan CO2. Produk fermentasi BAL
dapat meningkatkan kestabilan rasa dan meiliki aroma yang khas (Carl, 1971).

Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi eksopolisakarida dalam efisiensi
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fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu pH, suhu, konsentrasi
inokulum, konsentrasi substrat dan media (Velasco, 2006).
1. pH

pH merupakan salah satu parameter yang penting dalam
mempengaruhi kondisi fermentasi BAL dalam produksi eksopolisakarida.
Setiap bakteri memiliki pH optimum yang spesifik. Produksi
eksopolisakarida oleh L. plantarum B2 pada produk probiotik berbasis
buah murbei menghasilkan jumlah eksopolisakarida kasar yaitu sebanyak
1955,78 mg/mL pada pH 4,33 (Zubaidah, et al., 2008). Penelitian yang
dilakukan oleh Kimmell et al, (1998) isolat Leuconostoc mesenteroides
bekerja optimum untuk memproduksi eksopolisakarida pada pH 5,0

dengan hasil rendemen terbaik 30 g/L.

2. Suhu

Salah merupakan faktor penting dalam proses fermentasi BAL dalam
memproduksi eksopolisakarida. Suhu fermentasi yang terlalu tinggi akan
berpengaruh terhadap mikroba dan enzim yang dihasilkan oleh mikroba itu
sendiri. Suhu yang terlalu tinggi akan mengakibatkan enzim mengalami
denaturasi sehingga akan rusak. Hasil penelitain dari Haroun et al., (2013)
bakteri L. plantarum NRRL B-4496 dalam memproduksi eksopolisakarida
memiliki suhu optimum yaitu 30°C dengan hasil rendemen terbaik 650

mg/L.
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Konsentrasi Inokulum

Inokulum merupakan bakteri yang ditumbuhkan pada media cair yang
akan digunakan untuk fermentasi. Kadar inokulum pada fermentasi
memberikan pengaruh terhadap hasil fermentasi (Pelczar, 2008). Hasil
biosintesis eksopolisakarida dengan variasi inokulum 1; 2,5; 5; 10; 15 dan
20 mL/L menghasilkan jumlah eksopolisakarida tertinggi yaitu 650 mg/L
pada konsentrasi inokulum 10 mL/L (Haroun, et al., 2013).

Konsentrasi Substrat

Kecepatan suatu reaksi enzimatis pada umumnya dipengaruhi oleh
konsentrasi substrat. Kecepatan reaksi akan meningkat apabila konsentrasi
dari substrat meningkat. Peningkatan kecepatan reaksi akan semakin
rendah ketika akan mencapai titik kecepatan reaksi maksimum, sehingga
penambahan konsentrasi substrat tidak berpengaruh lagi (Lehninger,
1997). Hal ini disebabkan semua molekul enzim telah membentuk ikatan
kompleks dengan substrat yang selanjutnya kenaikan konsentrasi substrat
tidak berpengaruh terhadap kecepatan reaksinya (Trenggono dan sutardi,
1990).

Media

Media yang digunakan untuk  mengoptimalkan  produksi
eksopolisakarida sangat beragam, karena rantai utama dari polimer ini
merupakan glukosa. Yilmaz, et al.,(2015) menggunakan ayran (minuman
khas turki) sebagai substrat pada produksi eksopolisakarida oleh

Streptococcus thermophilus dan menghasilkan eksopolisakarida sebesar
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29,31 mg/L. kemudian Ozkaya, et al., (2007) menghasilkan
eksopolisakarida yang diproduksi oleh L. delbrueckii subp. Bulcaricus
sebesar 350 mg/L. Menurut Badel et al., (2011) media MRS dengan
penambahan karbohidrat seperti glukosa, laktosa, sukrosa dan lainnya
adalah media yang paling umum digunakan untuk memproduksi

eksopolisakarida.

2.7  Bakteri Patogen

Bakteri patogen adalah bakteri yang dapat menyebabkan penyakit pada
inangnya dengan adanya perubahan jaringan melalui perubahan genetik (Suharni,
et, al.,2008). Terdapat salah satu ciri dari bakteri patogen yaitu bersifat saprofit.
Selain dapat menyebabkan penyakit, bakteri patogen juga dapat menurunkan dan
memberikan pengaruh pada aspek kualitas serta kemunduran mutu pada sebuah
produk (Ihsan, et, al., 2018).

Bakteri patogen ditandai dengan adanya gejala penyakit yang muncul
ketika bakteri patogen merusak jaringan inang atau mengganggu fungsinya.
Bakteri patogen dapat merusak sel inang secara langsung atau tidak langsung
dengan memprovokasi sistem imun yang secara tidak langsung merusak sel inang

(Geendwood, et, al., 2012) atau dengan melepaskan racun (Rudkin, et, al., 2017).

2.8  Salmonella typhi
Bakteri Salmonella typhi adalah bakteri yang berbentuk batang berukuran
0,7-1,5 pm x 2,0-5,0 um, bersifat gram negatif sehingga mempunyai komponen

outer layer (lapisan luar) yang terdiri dari lipopolisakarida (LPS) dan dapat juga
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berfungsi sebagai endotoksin serta bergerak menggunakan flagel peritrik

(Darmawati, et, al, 2009). Berikut adalah gambar Salmonella typhi:

Gambar 2.4 Salmonella typhi (Wain, 2015)

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Orde : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella typhi

Salmonella typhi termasuk famili Enterobacteriaceae yang kemudian
dikelompokkan menjadi Salmonella typhi dan Salmonella paratyphi. Salmonella
termasuk golongan bakteri anaerob fakultatif, mesofilik, motil dan tidak
membentuk spora. Pertumbuhan terjadi antara suhu 4-47°C (optimal pada suhu
37°C) dengan pH minimum 4. Bakteri ini bersifat parasit dan patogenik bagi

banyak hewan dan manusia (Brooker, 2005).

2.9  Potensi Eksopolisakarida Sebagai Antibakteri
Spesies W. confusa telah dilaporkan secara ekstensif dalam menghasilkan
eksopolisakarida yang umumnya digunakan dalam industri makanan dan

kesehatan bakteri tersebut diketahui menghasilkan eksopolisakarida yang tinggi
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dan menunjukkan resistensi asam sehingga menjadikannya kandidat probiotik
yang bagus dalam melewati saluran pencernaan menuju saluran gastrointestinal.
Penelitian terdahulu melaporkan bahwa eksopolisakarida mampu menjadi agen
terapeutik yang mana dapat menangkal radikal bebas untuk mencegah kerusakan
oksidatif, selain itu juga eksopolisakarida dapat berperan sebagai antibakteri dan
antioksidan dengan fungsi yang hampir sama dengan obat antibakteri dan
antioksidan sintesis namun memiliki efek samping yang minimal (Adesulu-
Dahunsi et al., 2018).

Eksopolisakarida juga berperan dalam proses perlindungan sel bakteri dari
kekeringan, mempertahankan fungsi seluler primer dan aktivitas antibakteri
terhadap predator, kemampuan pembentukan gel dan degedasi polutan. Menurut
Amalia (2012) produksi eksopolisakarida tersebut dilakukan sebagai perlindungan
atau cara hidup BAL dari sel lain serta bakteriofag. Kapsul atau lendir
eksopolisakarida dapat dikeluarkan secara fisik ataupun enzimatik tanpa
mempengaruhi bakteri, sehingga tidak menyebabkan sel mikroba mati (Malaka,
2010). Saleem et al., 2021 melaporkan bahwa L. plantarum S123 memiliki
potensi sebagai antimikroba terhadap E. Coli (11,5 mm) dan Staphylococcus (7,2
mm) hal tersebut dikarenakan adanya dinding sel yang tipis dari bakteri gram-
negatif (E.coli) dibandingkan dengan dinding sel tebal dari bakteri gram-positif

(Staphylococcus).
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2.9.1 Mekanisme Kerja Eksopolisakarida Sebagai Antibakteri
Mekanisme penghabatan dari eksopolisakarida terhadap bakteri patogen
pada dasarnya interaksi antar eksopolisakarida dengan dinding sel bakteri.
Eksopolisakarida mampu menghambat bakteri patogen karena memiliki
perbedaan muatan positif pada eksopolisakarida dan bakteri patogen yang
bermuatan negatif, sehingga hal tersebut dapat menimbulkan interaksi
elektrostatik yang menggangu permeabilitas dinding sel dari bakteri patogen dan
menyebabkan terhidrolisis sehingga mengakibatkan bocornya sel dan
mematikannya (Aullybux et al., 2019).
1. Penghambatan Terhadap Sintesis Dinding Sel
Bakteri memiliki lapisan luar yang rigid, yaitu dinding sel. Dinding sel
berisi polimer mucopeptida kompleks (peptidoglikan) yang secara kimia berisi
polisakarida dan campuran rantai polipeptida yang tinggi, polisakarida ini
berisi gula amino N-asetilglukosamin dan asetilmuramic (hanya terdapat pada
bakteri). Dinding sel berfungsi mempertahankan bentuk organisme dan
pelindung sel bakteri yang mempunyai tekanan osmotik internal yang tinggi
(3-5 x lebih besar pada bakteri gram-positif daripada bakteri gram-negatif).
Penghambatan dalam pembentukannya dapat menimbulkan lisis pada sel
(Jawatz et al., 2005).
2. Mengganggu Metabolisme Sel Mikroba
Antibakteri merupakan zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau
bahkan mematikan bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba

yang merugikan. Mekanisme kerja dari senyawa antibakteri diantaranya yaitu
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menghambat sintesis dinding sel, menghambat keutuhan permeabilitas dinding
sel bakteri, menghambat kerja enzim, dan menghambat sintesis asam nukleat
dan protein (Dwidjoseputro, 1980). Salah satu zat antibakteri yang banyak
dipergunakan adalah antibiotik.
3. Penghambatan Terhadap Sintesis Protein

DNA, RNA dan protein memegang peranan sangat penting di dalam
proses kehidupan normal sel. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang
terjadi pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan total pada sel (Pelczar dan Chan, 1988). Beberapa
antibiotik seperti sikloserin menghambat reaksi paling dini dari proses sintesis
dinding sel diikuti oleh vankomisin, basitrasin dan diakhiri oleh penisilin dan
sefalosporin yang menghambat reaksi terakhir (Ganiswara. 2012).
4. Penghambatan Terhadap Fungsi Membran Sel

Sitoplasma semua sel makhluk hidup dibatasi oleh membran sitoplasma
yang berperan sebagai barrier permeabilitas selektif, memiliki fungsi transport
aktif, dan kemudian mengontrol komposisi internal sel. Jika fungsi integitas
dari membran sitoplasma dirusak akan menyebabkan keluarnya makromolekul
dan ion dari sel, kemudian sel rusak atau terjadi kematian. Membran
sitoplasma bakteri mempunyai struktur berbeda dibanding sel binatang dan

dapat dengan mudah dikacaukan oleh agen tertentu (Jawetz et al., 2005).
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2.10 Penentuan Kadar Gula Total Eksopolisakarida Metode Sulfat-Fenol
Prinsip metode sulfat fenol adalah proses pendehidrasian glukosa menjadi
hidroksimetil furfural. Keberadaan senyawa ini ditandai dengan pembentukan
warna hijau pada produk setelah penambahan fenol. Metode sulfat-fenol dapat
dimanfaatkan untuk menentukan kadar gula dalam sampel (Brummer, 2005).
Metode ini dapat mengukur dua molekul gula pereduksi. Gula sederhana,
oligosakarida dan turunannya dapat dideteksi dengan fenol dalam asam sulfat
yang pekat akan menghasilkan warna jingga kekuningan yang stabil. Penentuan
glukosa menggunakan asam sulfat-fenol disebut juga dengan metode TS (Total

Sugar) yang digunakan untuk mengukur kadar gula total (Nurjannah, 2019).

3H2 VQY

5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde

HO / \
/ \
HO [0] H20
20 +2e
5-hydroxymetil furfural phenol

3-((5- (hydroxymethyl)furan -2-yl)
(4-hydroxyphenyl)methyl)phenol

D- glucose

Yellow- Orangc

Gambar 2.5 Reaksi penentuan kadar gula total metode sulfat-fenol (Muhaimin,
2018)

Gula adalah golongan karbohidrat, baik gula reduksi ataupun gula non-
reduksi. Larutan glukosa dalam sampel akan mengalami perubahan warna dari
tidak berwarna menjadi berwarna kecoklatan. Hal ini disebabkan asam sulfat

pekat ketika direaksikan dengan fenol dan glukosa akan menghasilkan panas yang
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akan menyebabkan glukosa terhidrasi menjadi senyawa hidroksimetil furfural

(Lailah, et al., 2017).

2.11 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida

Penentuan kadar protein eksopolisakarida menggunakan metode lowry,
kadar protein termasuk senyawa yang tidak diinginkan sehingga perlu dipisahkan.
Metode lowry secara prinsip menggunakan reagen pendeteksi Folin-ciocalteu,
reagen ini biasa digunakan untuk mendeteksi gugugs-gugus fenolik. Dalam
keadaan basa, ion tembaga divalent (Cu2+) dengan ikatan peptida yang mereduksi
Cu2+ menjadi tembaga monovalen (Cu+) (Bintang, 2010). Reagen Folin-
Ciocalteu dapat mendeteksi residu oksidasi dimana gugus fenolik tirosin akan
mereduksi fosfotungstat dan fosfomoblidat yang terdapat pada reagen tersebut
menjadi tungsten dan molibden berwarna biru, hasil reduksi tersebut dapat
diananlisa lebih lanjut dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kadar
protein dapat ditentukan dengan membaca kurva standar yang dibuat dengan
larutan protein murni yang telah diketahui kadar proteinnya seperti Bouvine
Serum Albumin (BSA) yang memiliki rentang konsentrasi tertentu, kemudian
konsentrasi sampel berprotein berada pada rentang tersebut dengan konsentrasi

yang semakin menaik (Sudarmadji, et, al, 1981).

2.12  Spectroskopi Fourier Transform InfraRed (FTIR)
Spektroskopi fourier transform infrared (FTIR) adalah sebuah teknik yang
digunakan untuk mendapatkan penyerapan spektrum inframerah atau emisi padat,

cair atau gas. Spektroskopi secara bersamaan mengumpulkan data spektral
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resolusi tinggi pada rentang spectra yang luas (4000-400 cm™) (Giffith dan

Hasseth, 2007). Instrument FTIR ditunjukkan pada gambar 2.5 berikut ini:

Gambar 2.6 Spektroskopi FTIR (Brault, 1996)

Tujuan Teknik spektroskopi adalah untuk mengukur seberapa banyak
cahaya yang dapat diserap sampel pada setiap panjang gelombang atau menyinari
berkas cahaya monokromatik pada sampel, mengukur berapa banyak cahaya yang
diserap dan mengulangi untuk setiap panjang gelombang yang berbeda (Brault,

1996).

% Transmittance

Wavenumber (cm?)

Gambar 2.7 Spektrum FTIR dari eksopolisakarida W. confusa OF126
(Adesulu-Dahunsi et, al., 2018)

Adanya gugus fungsi ditandai dengan adanya puncak serapan sehingga
dapat diidentifikasi jenis senyawa sampel dengan menghitung dan

membandingkan panjang gelombang pada tiap puncak. Menurut Adesulu-Dahunsi
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(2018) mengidentifikasi gugus fungsi yang terdapat pada W. confusa
menunjukkan adanya puncak pada beberapa bilangan Panjang gelombang

sebagaimana pada Gambar 2.7.



BAB |11
METODOLOGI

3.1  Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan agustus 2022 — April 2023 di
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas

Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi jangka sorong,
bunsen, korek api, plastik tahan panas, kapas, aluminium foil, gelas ukur, stirrer,
spatula, pipet tetes, jarum ose, gelas beaker, rak tabung reaksi, tabung reaksi,
tabung sentrifugasi, rotary evaporator, yellow tip, blue tip, batang pengaduk,
inkubator, cawan petri, Erlemeyer, vorteks, pipet ukur, pipet mikro, sentrifus,
shaker, autoclave, hot plate, neraca analitik, spektrofotometer UV-Vis, Fourier

Transform Infra Red (FTIR) dan Laminar Air Flow (LAF).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang yang digunakan pada penelitian kali ini meliputi W.
confusa, Salmonella typhi, MRSA (De Man Rogosa Sharpe Agar) (Merck),
MRSB (De Man Rogosa Sharpe Broth) (Pronadisa), NA (Nutrien Agar) (Merck),
MHA (Mueller Hinton Agar) (Merck), MHB (Mueller Hinton Broth), NA

(Nutrien Agar), NaOH (Merck), spirtus, akuabides steril, NaCl, etanol (absolut),

29
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alkohol 70% (Onemed), akuades (water one), sukrosa steril dan blanck disc

(Oxoid) diameter 6 mm.

3.3  Rancangan Penelitian

Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
eksopolisakarida (EPS) yang dihasilkan oleh W. confusa K2 isolasi kelengkeng.
Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
satu faktor yaitu variasi konsentrasi eksopolisakarida sebesar 0,3125; 0,625; 1,25;
2,5 dan 5 mg/mL terhadap bakteri patogen yaitu Salmonella typhi, dengan
mengukur diameter zona hambat yang terbentuk pada lima variasi kensentrasi
eksopolisakarida. Setiap perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak empat kali.
Analisis dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri, kadar total gula dan

kadar total protein.

3.4  Tahap Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut,
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Media
3.4.2  Produksi Eksopolisakarida
3.4.2.1 Pembuatan Media MRSA
3.4.2.2 Regenerasi W. confusa
3.4.2.3 Pembuatan Media MRSB
3.4.2.4 Pembuatan Inokulom W. confusa
3.4.2.5 Produksi Eksopolisakarida dengan Penambahan Sukrosa 10% pada Media

MRSB
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3.4.2.6 Ekstraski Eksopolisakarida

3.4.3 Uji Aktivitas Antibateri

3.4.3.1 Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)

3.4.3.2 Regenerasi Salmonella typhi

3.4.3.3 Pembuatan Media MHA

3.4.3.4 Pembuatan Media MHB

3.4.3.5 Pembuatan Inokulum Salmonella typhi

3.4.3.6 Uji Aktivitas Antibakteri

3.4.4 Analisis Kadar Gula Total Eksopolisakarida

3.4.5 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida

3.4.6 Identifikasi Profil Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier
Transform Infrared Spectroscopy

3.4.7 Analisis Data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat (Fauzi, 2013)

Alat-alat yang akan digunakan dicuci dan disterilkan dengan cara
dibungkus menggunakan aluminium foil atau plastik tahan panas. Kemudian

dimasukkan kedalam autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C.

3.5.2 Produksi Eksopolisakarida
3.5.2.1 Pembuatan MRSA (de Mann Rogosa Sharpe Agar)

Media MRSA (de Mann Rogosa and Sharpe Agar) ini dibuat dengan
menimbang sebanyak 6,82 g dan dihomogenkan dengan 100 mL akuades,

campuran dipanaskan sampai mendidih, selanjutnya media dimasukkan ke dalam
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Erlenmeyer dan ditutup kapas, Erlenmeyer dibungkus menggunakan plastik tahan

panas dan diautoclave pada suhu 121°C selama 15 menit dan tekanan 15 psi.

3.5.2.2 Regenerasi W. confusa (Usmiati, 2007)
Regenerasi bakteri W. confusa dilakukan dengan cara diambil 2 ose
biakan W. confusa dan dimasukkan ke dalam media MRS agar miring, kemudian

diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.

3.5.2.3 Pembuatan Media MRSB (de Mann Rogosa and Sharpe Broth) dan
MRSB + sukrosa 10%

Media MRSB 10,44 g ditambahkan akuades 200 mL dan dipanaskan
sampai mendidih. Media dipindahkan pada beberapa Erlenmayer kemudian
ditutup dengan kapas dan dimasukkan dalam plastik tahan panas, kemudian
disterilkan. Ditambahkan 12,5 g sukrosa steril pada sedikit MRSB kemudian
dihomogenkan, dimasukkan MRSB-sukrosa dalam labu takar 250 mL dan

ditandabataskan.

3.5.2.4 Pembuatan Inokulum W. confusa (Ma’unatin, 2009)

Diambil 3 ose biakan W. confusa dan dimasukkan ke dalam 25 mL media
MRSB, kemudian dishaker selama 18 jam dengan kecepatan 100 rpm. Diukur OD
nya menggunakan spetrofotometer UV-Vis pada A 600 nm, kemudian disetarakan

nilai OD nya 0,5.
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3.5.2.5 Produksi Eksopolisakarida (Xu, et. al., 2010)
Produksi EPS mengguakan media MRSB 100 mL serta ditambahkan
sukrosa 10% (b/v). Selanjutnya ditambahkan inokulum W. confusa 5%(v/v).

kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

3.5.2.6 Ekstraksi Eksopolisakarida (Joo Seo, et. al., 2015)

Hasil fermentasi disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm dengan suhu 4°C
selama 15 menit. Supernatan diambil sebanyak 80 mL dan ditambahkan asam
trikloroasetat sebanyak 3,2 g dengan konsentrasi akhir 4% dan dishaker selama 30
menit dengan kecepatan 100 rpm. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
5000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C. Supernatan yang mengandung
eksopolisakarida diambil sebanyak 75 mL dan ditambah dengan etanol dingin
(absolute)(2 kali volume supernatan) dan dibiarkan pada suhu 4°C selama 24 jam.
Endapan yang didapat dipisahkan dari filtrat, kemudian dikeringkan pada suhu
100°C selama 4 jam, dimana setiap jam ditimbang berat kering sampai konstan.

Kadar eksopolisakarida kering ditentukan dengan menggunakan persamaan 3.1

berat eksopolisakarida kering (g)
Kadar EPS (g/L) = volume (L) " ,3,1

3.5.3 Uji Aktivitas Antibakteri
3.5.3.1 Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)

Ditimbang Nutrien Agar 2 g kemudian dilarutkan pada 100 mL akuades
sambil dipanaskan sampai mendidih, dipindahkan pada empat Erlenmeyer dan

disterilkan menggunakan autoclave.



34

3.5.3.2 Regenerasi Salmonella typhi (Saliban, et. al., 2009)
Diambil 3 ose Salmonella typhi dan digoreskan pada NA miring secara

aseptis, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada temperatur 37°C.

3.5.3.3 Pembuatan Media MHA (Mueller Hinton Agar) (Maarisit, et, al.,
2021)
MHA (Mueller Hinton Agar) ditimbang sebayak 3,8 g, kemudian

dilarutkan menggunakan akuades 100 mL kemudian dipanaskan diatas hotplate

hingga mendidih selanjutnya disterilkan dengan menggunakan autoclave.

3.5.3.4 Pembuatan Media MHB (Mueller Hinton Broth) (Maarisit, et, al.,
2021)
MHB (Mueller Hinton Broth) ditimbang sebanyak 2,1 g, kemudian

dilarutkan menggunakan akuades 100 mL kemudian dipanaskan diatas hotplate

hingga mendidih selanjutnya disterilkan dengan menggunakan autoclave.

3.5.3.5 Pembuatan Inokulum Salmonella typhi (Saliban, et. al., 2009)

Diambil 3 ose hasil peremajaan Salmonella typhi ke dalam 25 mL media
MHB, kemudian diinkubasi selama 18 jam pada suhu ruang. Kemudian dicek
kekeruhan inokulum Salmonella typhi lalu disetarakan dengan OD 0,3 pada

panjang gelombang 600 nm.

3.5.3.6 Uji Aktivitas Antibakteri Eksopolisakarida Terhadap Salmonella
typhi (Patel, et. al., 2018) dan Perhitungan Zona Hambat (Dwi, 2019)

Dilarutkan eksopolisakarida 0,025 g dalam 5 mL DMSO 10%, kemudian
dibuat konsentrasi 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5 dan 5 mg/mL dengan pengulangan

sebanyak empat Kkali, dipipet 100 pL inokulum Salmonella typhi dalam cawan
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petri, kemudian dituang media MHA secukupnya, setelah mengeras ditaruhkan 5
cakram steril yang telah direndam pada masing-masing eksopolisakarida selama
30 menit dan 1 cakram kloramfenikol, ditambahkan 1 cakram yang telah
direndam dengan larutan DMSO 10% kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C, lalu diamati aktivitas antibakteri yang tumbuh. Kemudian setelah
aktivitas antibakteri tumbuh, selanjutnya melakukan pengamatan dan perhitungan
terhadap zona hambat yag terdapat pada sekitaran cakram, pengukuran dilakukan
secara 2 kali yaitu menghitung diameter vertikal dan diameter horizontal dari
kertas cakram kemudian dikurangi dengan diameter dari cakram pada setiap
konsentrasi. Selanjutnya dibagi 2 untuk mendapatkan rata-rata dari luas zona

hambat. Seperti rumus berikut (Dwi, 2019).

]

Dv: Diameter Vertikal
Dh: Diameter Horizontal
Dc: Diameter Cakram

6 D (Dv—Dc)-IZ—(Dh—Dc)

Gambar 3.1 Rumus Perhitungan Zona Hambat

3.5.4. Pembuatan Kurva Standard Glukosa (Dubois, et. al., 1956)

Dibuat larutan glukosa 1000 ppm dengan menimbang glukosa 0,01 g dan
ditera sampai 100 mL, kemudian dibuat konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm
diambil masing-masing 2 mL larutan glukosa kemudian ditambahkan 1 mL fenol

5% dan divorteks sebentar, ditambahkan 5 mL asam sulfat dengan cepat dan
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dibiarkan selama 10 menit, kemudian dipanaskan pada air mendidih selama 15

menit dan diukur nilai absorbansinya pada A 490 nm.

3.5.5 Analisis Kadar GulaTotal Eksopolisakarida (Dubois, et al. 1956)
Ditimbang eksopolisakarida 0,01 g dan ditera sampai 250 mL, diambil 2

mL. kemudian ditambahkan 1 mL fenol 5% dan divorteks, kemudian ditambahkan

asam sulfat sebanyak 5 mL dan dibiarkan selama 10 menit, setelah itu dipanaskan

pada air mendidih selama 15 menit dan diukur nilai absorbansinya pada A 490 nm.

3.5.6 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) (Adesulu-
Dahunsi, et, al., 2018)

Ditimbang 0,03 g BSA dan dilarutkan ke dalam 10 mL aquades kemudian
dihomogenkan, dibuat konsentrasi 20, 40, 60, 80 dan 100 ppm. Kemudian setiap
konsentrasi diambil 1 mL lalu dimasukkan ke dalam setiap tabung reaksi dan
ditambahkan 5 mL reagen Lowry, selanjutnya divortex dan didiamkan selama 10
menit, ditambahkan 0,5 folin 1N. Selanjutnya diinkubasi dalam ruang gelap

selama 20 menit. Diukur absorbansinya pada A 660 nm.

3.5.7 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida (Adesulu-Dahunsi, et, al.,
2018)

Ditimbang eksopolisakarida sebanyak 0,02 g dan dilarutkan pada 5 mL
aquades. Diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
5 mL reagen lowry, kemudian divortex dan didiamkan selama 10 menit,
ditambahkan 0,5 folin 1N. diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit,

kemudian diukur absorbansinya pada A 660 nm.
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3.5.8 Analisis Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier
Transform Infrared (FTIR) (Anton dan Zubaidah, 2015)

Ditimbang eksopolisakarida 0,01 g, ditumbuk sampai halus kemudian
dihomogenkan dengan KBr 0,25 g, kemudian campuran dicetak menjadi pellet

dan diukur menggunakan FTIR.

3.5.9 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini yaitu zona hambat yang dihasilkan
dari aktivitas antibakteri eksopolisakarida W. confusa dianalisa dengan ragam
varian One Way ANOVA. lJika terdapat pengaruh pada perlakuan, maka

dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan signifikan 5%.



5.1

5.2

BAB V
PENUTUP

Kesimpulan

Hasil penelitian ini didapatkan eksopolisakarida yang diekstrak dari W.
confusa K2 memiliki rendemen sebesar 19,546 g/L dengan aktivitas
antibakteri tertinggi yang didapatkan dari zona hambat yang tumbuh pada
bakteri patogen Salmonella typhi sebesar 5,15 mm pada konsentrasi 5
mg/mL.

Kadar gula total 94,6%, kadar protein 0,182% serta hasil analisis FTIR
menunjukkan adanya gugus O-H, C-H, C=0, -C-H/ -C-H», C-O-C dan a-
glikosidik pada serapan panjang gelombang 3448 cm™, 2927 cm™, 1665

cm?, 1342 cm®, 1154 cm™, 913 cm'™.

Saran

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menambah konsentrasi

eksopolisakarida untuk antibakteri yang diuji agar aktivitas antibakteri

meningkat.

. Perlu dilakukan karakterisasi jenis eksopolisakarida dengan mendeteksi

tipe ikatan menggunakan (NMR) dan mendeteksi monomer penyusun
eksopolisakarida dengan menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi

(HPLC)
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Lampiran 2 : Skema Kerja
1. 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

2. Produksi Eksopolisakarida
a. Media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar)

MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar)

- Ditimbang 6,82 ¢

- Dilarutkan dalam 100 mL aquades

- Dipanaskan sambil diaduk

- Dipindahkan dua Erlenmayer

- Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C tekanan
15 psi selama 15 menit

Hasil

b. Regenerasi W. confusa

W. confusa

- Diambil 2 ose
Dimasukkan ke dalam media MRSA miring
Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Hasil



48

c. Media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth) termodifikasi
10% sukrosa

MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth)

- Ditimbang sebanyak 11,03 g

- Dilarutkan dalam 200 mL aquades

- Dipanaskan dan diaduk sampai mendidih

- Dipindahkan dalam dua Erlenmayer

- Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C, tekanan
15 psi selama 15 menit

Hasil

d. Pembuatan Inokulum dan Fermentasi W. confusa
W. confusa

- Diambil 3 ose

- Dimasukkan dalam 25 mL MRSB

- Dishaker selama 18 jam dengan kecepatan 100 rpm
- Diukur nilai OD pada A 600nm

- Disetarakan OD nya 0,5

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Hasil
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e. Ekstraksi Eksopolisakarida

Hasil Fermentasi

Hasil fermentasi didinginkan 100 mL
Disentrifugasi selama 15 menit para kecepatan 5000 rpm

Filtrat Endapan

Diambil 80 mL and ditambahkan TCA 3,2 g
Dishaker selama 30 menit pada kecepatan 100 rpm
Disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 5000 rpm

'

Filtrat Endapan

- Diambil 75 mL filtrat yang mengandung EPS

- Ditambahkan etanol dingin (dua kali volume filtrat)

- Didiamkan selama 24 jam

- Diambil eksopolisakarida yang mengendap

- Dikeringkan pada suhu 60°C selama 4 jam, setiap jam
ditimbang sampai konstan

Hasil

3. Uji Aktivitas Antibakteri
a. Pembuatan Media Nutrien Agar
Nutrien Agar

Ditimbang sebanyak 11,2 g

Dilarutkan dalam 400 mL Aquades

Dipanaskan sambil diaduk hingga mendidih

Dipindahkan pada dua Erlenmayer

Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C, tekanan
15 psi selama 15 menit

Hasil
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b. Regenerasi Salmonella thyphi
Salmonella thypi

Diambil 2-3 ose
Digoreskan pada media NA miring secara aseptis
Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Hasil

c. Pembuatan Media MHA

MHA

Ditimbang sebanyak 3,8 ¢

Dilarutkan pada aquades 100 mL

Dipanaskan sambil diaduk hingga mendidih

Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C, tekanan
15 psi selama 15 menit

Hasil

d. Pembuatan Media MHB

MHB

Ditimbang sebanyak 2,1 g

Dilarutkan pada aquades 100 mL

Dipanaskan sambil diaduk hingga mendidih

Disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C, tekanan
15 psi selama 15 menit

Hasil

e. Pembuatan Inokulum Salmonella typhi
Salmonella thypi

Diambil 3 ose

Dimasukkan dalam 25mL media MHB

Diinkubasi selama 18 jam pada suhu ruang

Kekeruhan inokulum salmonella typhi disamakan dengan OD
0,3 pada A 600 nm

Hasil



f. Uji Aktivitas Antibakteri Metode Difusi Agar

Salmonella thypi

Ditimbang 0,025 g

Dilarutkan pada 5 mL DMSO 10%

Dibuat konsentrasi (0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5) mg/mL
Dipipet 100 pL inokulum salmonella typhi
Dimasukkan dalam cawan petri

Dituang media MHA secukupnya pada cawan
Ditunggu sampai media mengeras

Ditaruh 6 cakram kosong dan 1 cakram antibiotik
kloramfenikol

Direndam kertas cakram pada larutan eksopolisakarida
berbagai konsentrasi pada cakram 1-5

Cakram 6 diisi dengan pelarut DMSO 10%

Ditunggu hingga 30 menit

Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Diamati aktivitas antibakterinya

Hasil

4. Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Glukosa

Ditimbang 0,1 g

Ditandabataskan dengan aquades 100 mL

Dibuat konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50, 60 ppm
Diambil 2 mL masing-masing konsentrasi
Ditambahkan 1 mL fenol 5% dan divortek sebentar
Ditambahkan 5 mL asam sulfat dengan cepat
Dibiarkan 10 menit

Dipanaskan pada air mendidih selama 15 menit
Didinginkan

Diukur absorbansinya pada A 490 nm

Hasil
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5. Analisa Kadar Gula total pada Eksopolisakarida

Eksopolisakarida

- Ditimbang 0,1 g

- Ditandabataskan dengan aquades 250 mL

- Diambil 2 mL

- Ditambahkan 1 mL fenol 5% dan divorteks sebentar
- Ditambahkan 5 mL asam sulfat dengan cepat

- Dibiarkan 10 menit

- Dipanaskan pada air mendidih selama 15 menit

- Didinginkan

- Diukurkan absorbansinya pada A 490 nm

Hasil

6. Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA)

BSA

- Ditimbang 0,03 g

- Dilarutkan pada 10 mL akuades

- Di buat konsentrasi 20, 40, 60, 80 dan 100 ppm
- Diambil 1 mL masing-masing konsentrasi

- Ditambah 5 mL reagen Lowry

- Divorteks dan dibiarkan selama 10 menit

- Kemudian ditambahkan 0,5 mL folin 1N

- Diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit
- Diukur absorbansinya pada A 660 nm

Hasil
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7. Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida

Eksopolisakarida

- Ditimbang 0,02 g

- Dilarutkan pada 5 mL akuades

- Diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Ditambah 5 mL reagen Lowry

- Divorteks dan dibiarkan selama 10 menit

- Kemudian ditambahkan 0,5 mL folin 1N

- Diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit

- Diukur absorbansinya pada A 660 nm

Hasil

Lampiran 3. Perhitungan

1. Pembuatan larutan NaCl 0,85 %o

NaCl 0,85% (b/v) = 0.85 g NaCl
100 mL akuades

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

2. Pembuatan larutan Fenol 5% (b/v)

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

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

3. Pembuatan Inokulum OD 0,5
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Isolat Weissella confusa yang ditumbuhkan dalam media MRSB
telah diukur OD nya menggunakan Spektrofotomeer UV-Vis dengan
nilai 1,548. Pembuatan inokulum kerja dengan nilai OD 0,5 dengan
volume 20 mL dicari menggunakan persamaan berikut,
OD1.V1=0D2.v2
1,548 x V1 =0,5x 20 mL
V1=0,5x25mL=6,459 mL

1,548
Inokulum kerja OD 0,5 20 mL di buat dengan menambahkan 6,459 mL

inokulum induk dan 13,540 mL MRSB
Rendemen Eksopolisakarida

Produksi eksopolisakarida dari fermentasi mengunakan bakteri
W. confuse pada 100 mL media de Man rogosa and Shaarpe broth

dengan penambahan sukrosa 10% adalah 19,546667 g/mL

Randemen EPS (mg/L) = berat kering eksopolisakarida (mg)
volume media (L)

= 19,546667 mg
1L

=195,46667 mg/L

Aktivitas Antibakteri Metode Difusi Agar
Metode difusi agar dilakukan dengan melarutkan 0.025 g

eksopolisakarida dalam 5 mL DMSO 10%, kemudian dibuat
konsentrasi 0,3125 mg/mL; 0,625 mg/mL; 1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL dan
5 mg/mL dengan pengulangan sebanyak empat kali. Inokulum

Salmonella typhi dibuat kekeruhannya setara dengan OD 0,3 kemudian
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diambil 100 pL dan ditaruh pada cawan petri steril, dimasukkan media
MHA cair secukupnya dan dibiarkan mengeras, kemudian black disc
dan kertas cakram kloramfenikol ditempatkan pada agar, black disc
direndam masing-masing kertas cakram selama 30 menit. Kemudian di
inkubasi selama 24 jam dan diukur zona hambat yang terbentuk
menggunakan jangka sorong. Hasil zona hambat ditunjukkan pada
Tabel 5.1 Pembuatan larutan antibakteri 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5 dan 5
mg/mL dapat dilakukan dengan pengenceran larutan stok induk melalui
perhitungan sebagai berikut:

5.1 Pembuatan Konsentrasi Eksopolisakarida pada Uji Antibakteri

Pembuatan Konsentrasi 5 mg/mL (0,005%)
0,025 g
5

=> (0,005 g/mL = 0,005%
0,005 g/mL =5 mg/mL
Pembuatan Konsentrasi

e 25mg/mL - 0,0025 g/mL - 0,0025%
5mg/mLx25=M2x5mL

_12,5mg
M2 = 5mL
M2 = 2,5 mg/mL

e 1,25 mg/mL - 0,00125 g/mL - 0,00125%
2,5mg/mLx25mL=M2x5mL

_625mg
M2 = 5mL

M2 = 1,25 mg/mL

e 0,625 mg/mL => 0,000625 g/mL - 0,000625%

1,25 mg/mL x 2,5 mL =M2 x5 mL

3,125 mg

M2 = 5mlL
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M2 = 0,625 mg/mL

e 0,3125 mg/mL - 0,0003125 g/mL -> 0,0003125
0,625 mg/mL x 25 mL =M2 x5 mL

_ 1,5625mg
M2 = 5mlL

M2 =0,3125 mg/mL

Tabel 5.1 Aktivitas antibakteri eksopolisakarida metode difusi agar

Konsentrasi Zona hambat
Eksopolisakarida (mm)
(mg/mL)

Ulangan 1 Ulangan2  Ulangan 3 Ulangan 4

DMSO 10% - - - -
0,3125 2,05 2,2 2,1 1,5
0,625 2,65 3,25 2,35 2,35
1,25 3,8 3,35 2,95 53

2,5 4,65 55 3,75 4,8
5 4,9 58 3,85 6,05
siprofloksasim 14 15,1 14,6 13,95

6. Kurva Standar Glukosa
Pembuatan konsentrasi glukosa standar 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm.

Stok glukosa baku = 100 mg glukosa anhidrat
0,1 L aquades

Cara pembuatan larutan stok 1000 ppm: ditimbang glukosa

sebanyak 100 mg. kemudian dimasukkan ke dalam gelas beker.
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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:
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =10 ppm x 100 mL
Vi=1mL
B. Konsentrasi 20 ppm:
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =20 ppm x 100 mL
Vi=2mL
C. Konsentrasi 30 ppm:
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 = 30 ppm x 100 mL
V1i=3mL
D. Konsentrasi 40 ppm:
M1xV1=M2x\V2
1000 ppm x V1 =40 ppm x 100 mL
V1i=4mL
E. Konsentrasi 50 ppm:
M1xV1=M2x\V2



1000 ppm x V1 =50 ppm x 100 mL

V1=5mL
F. Konsentrasi 60 ppm:
M1xV1=M2xV2

1000 ppm x V1 = 60 ppm x 100 mL

V1i=6mL

Glukosa dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50, 60 ppm diukur

absorbansinya mengguakan spektrofotmeter UV-Vis, nilai absorbansinya

ditunjukkan pada Tabel 6.1

Tabel 6.1 Data Absorbansi Glukosa

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
10 0,2127
20 0,2891
30 0,4464
40 0,6561
50 0,7881
60 0,9101
0.3
y=0.0148x + 0.031
0.25 R?=0.9876
02 LA
'ré: 0.15
2
QO .
<
0.1 ...‘0
0.05 "
A
0
0 20 40 80

Konsentrasi (ppm)

Gambar 6.1 Kurva Standar Glukosa

120
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7. Analisis Kadar Gula Total pada Eksopolisakarida

Kadar gula total eksopolisakarida dilakukan dengan menimbang 0,01
mg EPS dilarutkan pada akuades 250 mL. Kemudian diambil sebanyak 1
mL, ditambahkan fenol 5% sebanyak 2 mL dan asam sulfat pekat
sebanyak 5 mL. Kemudian dipanaskan dengan penangas air mendidih
selama 15 menit. Kemudian dihitung absorbansi gula total menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 490 nm. Data hasil
absobansi gula total eksopolisakarida ditunjukkan pada Tabel 7.1.

Tabel 7.1 Nilai Absorbansi Eksopolisakarida

Absorbansi
Sampel Ulangan 1 Ulangan 2  Ulangan 3
Eksopolisakarida  0,5179 0,6057 0,6001

Data absorbansi eksopolisakarida dimasukkan ke dalam
persamaan regesi dari kurva standar glukosa y = 0,01484*x + 0,03101
dengan y adalah absorbansi eksopolisakarida dan x adalah konsentrasi
gula yang terkandung dalam eksopolisakarida. Nilai konsentrasi dihitung
sebagai berikut

Ulangan |

y =0,01484*x + 0,03101

0,5719 = 0,01484*x + 0,03101
_ 05719-0,03101

0,01484
X = 36,4481
. . 10m
konsentrasi analisa = g
0,25 L

=40 ppm
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k | k
Kadar Gula (%) _ _konsentrasi kurva x 100

konsentrasi analisa
_ 36,4481

= x 100
40

(%) =91,12%

Ulangan 2
y =0,01484*x + 0,03101
0,6057 = 0,01484*x + 0,03101
X = 0,6057-0,03101

0,01484
X = 38,7257
) . 10
konsentrasi analisa = 9
0,25 L
=40 ppm

k t | k
Kadar Gula (%) = ————" =72 4100

konsentrasi analisa

38,7257
= x 100
40

(%) =96,81%

Ulangan 3
y =0,01484*x + 0,03101
0,6001 = 0,01484*x + 0,03101
= 0,6001-0,03101

0,01484
X = 38, 3483
) . 10
konsentrasi analisa = 9
0,25 L
=40 ppm

_ konsentrasi kurva

Kadar Gula (%) x 100

"~ konsentrasi analisa
38,3483

= x 100
40

(%) =9587%
Kadar gula total eksopolisakarida dapat dilihat pada tabel 7.2
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Tabel 7.2 Kadar gula total eksopolisakarida

Kadar gula total (%) Rata-rata (%)
Sampel Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
Eksopolisakarida 91, 12 (%) 96,81 (%) 95,87 (%) 94,6 (%)

8. Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida

Kadar protein dilakukan dengan menimbang 0,02 g eksopolisakarida
dilarutkan pada akuades 5 mL. Kemudian diambil 1 mL eksopolisakrida
dan ditambahkan 5 mL reagen lowry, divorteks dan dibiarkan selama 10
menit, kemudian ditambahkan 0,5 mL folin 1 N, kemudian diinkubasi
dalam ruang gelap selama 20 menit,, kemudian diukur absorbansinya
pada A 660 nm.. Data hasil absobansi gula total eksopolisakarida
ditunjukkan pada Tabel 8.1

Tabel 8.1 Nilai Absorbansi Eksopolisakarida

Absorbansi
Sampel Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
Eksopolisakarida 0,2225 0,1789 0,1450

Data absorbansi eksopolisakarida dimasukkan ke dalam
persamaan regesi dari kurva standar BSA y = 0,00278x — 0,01758
dengan y adalah absorbansi eksopolisakarida dan x adalah konsentrasi
BSA yang terkandung dalam eksopolisakarida. Nilai konsentrasi dihitung

sebagai berikut,
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Ulangan 1
y =0,00278x — 0,01758

0,2225=0,00278x —0,01758
_0,2225+0,01758

0,00278
X = 86,35 ppm
. . 20
konsentrasi analisa = g
0,005 L
= 4000 ppm
] konsentrasi kurva
Kadar Protein (%) = : — x 100
konsentrasi analisa
86,35
= 292°PPM .. 100
4000 ppm
= 2,158%

Ulangan 2
y =0,00278x — 0,01758

0,1789 = 0,00278x — 0,01758
_ 0,1789+0,01758

0,00278
X =70,67 ppm
. . 20
konsentrasi analisa = 9
0,005 L
= 4000 ppm
) konsentrasi kurva
Kadar Protein (%) = : — x 100
konsentrasi analisa
70,67
= PP 4 100
4000 ppm
=1,766%

Ulangan 3
y =0,00278x — 0,01758

0,1450 = 0,00278x — 0,01758

_0,1450+0,01758
B 0,00278

X = 58,48 ppm
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. . 20mg
konsentrasi analisa =
0,005 L
= 4000 ppm
. konsentrasi kurva
Kadar Protein (%) = : — x 100
konsentrasi analisa
58,48 ppm
= 282°PPM . 100
4000 ppm
=1,462%
Lampiran 4. Hasil Analisis SPSS
4.4 Hasil Analisis Aktivitas Antibakteri
Ulangan 1,2,3 dan 4
ANOVA
Zona hambat dalam satuan mm
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 28.752 4 7.188 12.626 0.000
Within Goups 8.539 15 0.569
Total 37.291 19

Descriptives

Zona hambat dalam satuan mm

95% Confidence Interval

for Mean
Std. Std. Lower Upper Minimu  Maximu
N Mean  Deviation Error Bound Bound m m

konsentrasi 4 1.9625 0.31458 0.1572 1.4619 2.4631 1.50 2.20
0.3125 9
konsentrasi 4 2.6500 0.42426 0.2121 1.9749 3.3251 2.35 3.25
0.625 3
konsentrasi 4 3.8500 1.02713 0.5135 2.2156 5.4844 2.95 5.30

1.25 7
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konsentrasi 2.5 4 4.6750 0.71937 0.3596 3.5303 5.8197 3.75 5.50
9
konsentrasi 5 4 5.1500 0.99750 0.4987 3.5628 6.7372 3.85 6.05
5
Total 20 3.6575 1.40097 0.3132 3.0018 4.3132 1.50 6.05
7
Zona hambat dalam satuan mm
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
konsentrasi N 1 2
konsentrasi 0.3125 4 1.9625
konsentrasi 0.625 4 2.6500 2.6500
konsentrasi 1.25 4 3.8500 3.8500
konsentrasi 2.5 4 4.6750
konsentrasi 5 4 5.1500
Sig. 0.702 0.215 0.159

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.



Multiple Comparisons

Dependent Variable: Zona hambat dalam satuan ppm
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Std. Lower Upper
(I) konsentrasi (J) konsentrasi J) Error Sig. Bound Bound
konsentrasi konsentrasi 0.625 -0.68750 0.53352 0.702 -2.3350 0.9600
0.3125 konsentrasi 1.25 -1.88750° 0.53352  0.021 -3.5350 -0.2400
konsentrasi 2.5 -2.71250" 0.53352 0.001 -4.3600 -1.0650
konsentrasi 5 -3.18750" 0.53352 0.000 -4.8350 -1.5400
konsentrasi 0.625 konsentrasi 0.68750 0.53352 0.702 -0.9600 2.3350
0.3125
konsentrasi 1.25 -1.20000 0.53352 0.215 -2.8475 0.4475
konsentrasi 2.5 -2.02500" 0.53352 0.013 -3.6725 -0.3775
konsentrasi 5 -2.50000" 0.53352 0.002 -4.1475 -0.8525
konsentrasi 1.25  konsentrasi 1.88750" 0.53352 0.021 0.2400 3.5350
0.3125
konsentrasi 0.625 1.20000 0.53352 0.215 -0.4475 2.8475
konsentrasi 2.5 -0.82500 0.53352 0.551 -2.4725 0.8225
konsentrasi 5 -1.30000 0.53352 0.159 -2.9475 0.3475
konsentrasi 2.5 konsentrasi 2.71250" 0.53352 0.001 1.0650 4.3600
0.3125
konsentrasi 0.625 2.02500" 0.53352 0.013 0.3775 3.6725
konsentrasi 1.25 0.82500 0.53352 0.551 -0.8225 2.4725
konsentrasi 5 -0.47500 0.53352 0.896 -2.1225 1.1725
konsentrasi 5 konsentrasi 3.18750" 0.53352 0.000 1.5400 4.8350
0.3125
konsentrasi 0.625 2.50000" 0.53352 0.002 0.8525 4.1475
konsentrasi 1.25 1.30000 0.53352 0.159 -0.3475 2.9475
konsentrasi 2.5 0.47500 0.53352 0.896 -1.1725 .1225

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.



Ulangan 1,3,2 dan 4

ANOVA
Zona hambat dalam satuan ppm
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 29.059 4 7.265 12.789 0.000
Within Goups 8.521 15 0.568
Total 37.579 19

Zona hambat dalam satuan ppm

Descriptives

95% Confidence

Interval for Mean
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Std. Std. Lower Upper Minimu  Maximu
Mean  Deviation Error Bound Bound m m

konsentrasi 4 1.9400 0.30452 0.1522 1.4554 2.4246 1.50 2.20
0.3125 6

konsentrasi 4 2.6500 0.42426 0.2121 1.9749 3.3251 2.35 3.25
0.625 3

konsentrasi 4 3.8500 1.02713 0.5135 2.2156 5.4844 2.95 5.30
1.25 7

konsentrasi 4 4.6750 0.71937 0.3596 3.5303 5.8197 3.75 5.50
2.5 9

konsentrasi 5 4 5.1500 0.99750 0.4987 3.5628 6.7372 3.85 6.05
5

Total 20 3.6530 1.40637 0.3144 2.9948 4.3112 1.50 6.05




Zona hambat dalam satuan ppm
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Tukey HSD a
konsentrasi Subset for alpha = 0.05

N 1 2
konsentrasi 0.3125 4 1.9400
konsentrasi 0.625 4 2.6500 2.6500
konsentrasi 1.25 4 3.8500 3.8500
konsentrasi 2.5 4 4.6750
konsentrasi 5 4 5.1500
Sig. 0.677 0.214 0.158

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.



Multiple Comparisons

Dependent Variable: Zona hambat dalam satuan ppm
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Std. Lower Upper
(I) konsentrasi (J) konsentrasi (1-J) Error Sig. Bound Bound
konsentrasi konsentrasi -0.68750 0.53352 0.702 -2.3350 0.9600
0.3125 0.625
konsentrasi 1.25 -1.88750" 0.53352 0.021 -3.5350 -0.2400
konsentrasi 2.5 -2.71250" 0.53352 0.001 -4.3600 -1.0650
konsentrasi 5 -3.18750" 0.53352 0.000 -4.8350 -1.5400
konsentrasi konsentrasi 0.68750 0.53352 0.702 -0.9600 2.3350
0.625 0.3125
konsentrasi 1.25 -1.20000 0.53352 0.215 -2.8475 0.4475
konsentrasi 2.5 -2.02500" 0.53352 0.013 -3.6725 -0.3775
konsentrasi 5 -2.50000" 0.53352 0.002 -4.1475 -0.8525
konsentrasi 1.25 konsentrasi 1.88750" 0.53352 0.021 0.2400 3.5350
0.3125
konsentrasi 1.20000 0.53352 0.215 -0.4475 2.8475
0.625
konsentrasi 2.5 -0.82500 0.53352 0.551 -2.4725 0.8225
konsentrasi 5 -1.30000 0.53352 0.159 -2.9475 0.3475
konsentrasi 2.5  konsentrasi 2.71250" 0.53352 0.001 1.0650 4.3600
0.3125
konsentrasi 2.02500" 0.53352 0.013 0.3775 3.6725
0.625
konsentrasi 1.25 0.82500 0.53352 0.551 -0.8225 2.4725
konsentrasi 5 -0.47500 0.53352 0.896 -2.1225 1.1725
konsentrasi 5 konsentrasi 3.18750" 0.53352 0.000 1.5400 4.8350
0.3125
konsentrasi 2.50000° 0.53352 0.002 0.8525 4.1475
0.625
konsentrasi 1.25 1.30000 0.53352 0.159 -0.3475 2.9475
konsentrasi 2.5 0.47500 0.53352 0.896 -1.1725 2.1225

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Ulangan 2,3,4 dan 1

ANOVA
Zona hambat dalam satuan ppm
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 28.854 4 7.214 12.650 0.000
Within Goups 8.554 15 0.570
Total 37.408 19

Zona hambat dalam satuan ppm

Descriptives

95% Confidence

Interval for Mean
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Std. Std. Lower Upper Minimu  Maximu
Mean  Deviation  Error Bound Bound m m

konsentrasi 4 1.9625 0.31458 0.1572 1.4619 2.4631 1.50 2.20
0.3125 9

konsentrasi 4 2.6500 0.42426 0.2121 1.9749 3.3251 2.35 3.25
0.625 3

konsentrasi 4 3.8500 1.02713 0.5135 2.2156 5.4844 2.95 5.30
1.25 7

konsentrasi 2.5 4 4.6875 0.72270 0.3613 3.5375 5.8375 3.75 5.50
5

konsentrasi 5 4 5.1500 0.99750 0.4987 3.5628 6.7372 3.85 6.05
5

Total 20 3.6600 1.40315 0.3137 3.0033 4.3167 1.50 6.05




Zona hambat dalam satuan ppm

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

konsentrasi N 1 2 3
konsentrasi 0.3125 4 1.9625

konsentrasi 0.625 4 2.6500 2.6500

konsentrasi 1.25 4 3.8500 3.8500
konsentrasi 2.5 4 4.6875
konsentrasi 5 4 5.1500
Sig. 0.702 0.216 0.159

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Std. Lower Upper
(I) konsentrasi (J) konsentrasi J) Error Sig. Bound Bound
konsentrasi konsentrasi -0.83750 0.53679 0.542 -2.4951 0.8201
0.3125 0.625
konsentrasi 1.25 -2.03750" 0.53679 0.013 -3.6951 -0.3799
konsentrasi 2.5 -2.86250" 0.53679 0.001 -4.5201 -1.2049
konsentrasi 5 -3.33750" 0.53679 0.000 -4.9951 -1.6799
konsentrasi konsentrasi 0.83750 0.53679 0.542 -0.8201 2.4951
0.625 0.3125
konsentrasi 1.25 -1.20000 0.53679 0.220 -2.8576 0.4576
konsentrasi 2.5 -2.02500" 0.53679 0.014 -3.6826 -0.3674
konsentrasi 5 -2.50000" 0.53679 0.002 -4.1576 -0.8424
konsentrasi 1.25 konsentrasi 2.03750" 0.53679 0.013 0.3799 3.6951
0.3125
konsentrasi 1.20000 0.53679 0.220 -0.4576 2.8576
0.625
konsentrasi 2.5 -0.82500 0.53679 0.556 -2.4826 0.8326
konsentrasi 5 -1.30000 0.53679 0.163 -2.9576 0.3576
konsentrasi 2.5  konsentrasi 2.86250" 0.53679 0.001 1.2049 4.5201
0.3125
konsentrasi 2.02500" 0.53679 0.014 0.3674 3.6826
0.625
konsentrasi 1.25 0.82500 0.53679 0.556 -0.8326 2.4826
konsentrasi 5 -0.47500 0.53679 0.898 -2.1326 1.1826
konsentrasi 5 konsentrasi 3.33750" 0.53679 0.000 1.6799 4.9951
0.3125
konsentrasi 2.50000° 0.53679 0.002 0.8424 4.1576
0.625
konsentrasi 1.25 1.30000 0.53679 0.163 -0.3576 2.9576
konsentrasi 2.5 0.47500 0.53679 0.898 -1.1826 2.1326

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Ulangan 2,4,3 dan 1
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ANOVA
Zona hambat dalam satuan ppm
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 30.858 4 7.715 13.386 0.000
Within Goups 8.644 15 0.576
Total 39.502 19
Descriptives
Zona hambat dalam satuan ppm
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper Minimu Maximu
Mean  Deviation Error Bound Bound m m
konsentrasi 4 1.8125 0.36600 0.1830 1.2301 2.3949 1.50 2.20
0.3125 0
konsentrasi 4 2.6500 0.42426 0.2121 1.9749 3.3251 2.35 3.25
0.625 3
konsentrasi 4 3.8500 1.02713 0.5135 2.2156 5.4844 2.95 5.30
1.25 7
konsentrasi 2.5 4 4.6750 0.71937 0.3596 3.5303 5.8197 3.75 5.50
9
konsentrasi 5 4 5.1500 0.99750 0.4987 3.5628 6.7372 3.85 6.05
5
Total 20 3.6275 1.44190 0.3224 2.9527 4.3023 1.50 6.05




Zona hambat dalam satuan ppm
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Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
konsentrasi N 1 2
konsentrasi 0.3125 4 1.8125
konsentrasi 0.625 4 2.6500 2.6500
konsentrasi 1.25 4 3.8500
konsentrasi 2.5 4
konsentrasi 5 4
Sig. 0.542 0.220

3.8500
4.6750
5.1500

0.163

Means for goups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.



Multiple Comparisons

Dependent Variable: Zona hambat dalam satuan ppm
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Std. Lower Upper
(I) konsentrasi (J) konsentrasi (I-J) Error Sig. Bound Bound
konsentrasi konsentrasi -0.83750 0.53679 0.542 -2.4951 0.8201
0.3125 0.625
konsentrasi 1.25 -2.03750" 0.53679 0.013 -3.6951 -0.3799
konsentrasi 2.5 -2.86250" 0.53679 0.001 -4.5201 -1.2049
konsentrasi 5 -3.33750" 0.53679 0.000 -4.9951 -1.6799
konsentrasi konsentrasi 0.83750 0.53679 0.542 -0.8201 2.4951
0.625 0.3125
konsentrasi 1.25 -1.20000 0.53679 0.220 -2.8576 0.4576
konsentrasi 2.5 -2.02500" 0.53679 0.014 -3.6826 -0.3674
konsentrasi 5 -2.50000" 0.53679 0.002 -4.1576 -0.8424
konsentrasi 1.25 konsentrasi 2.03750" 0.53679 0.013 0.3799 3.6951
0.3125
konsentrasi 1.20000 0.53679 0.220 -0.4576 2.8576
0.625
konsentrasi 2.5 -0.82500 0.53679 0.556 -2.4826 0.8326
konsentrasi 5 -1.30000 0.53679 0.163 -2.9576 0.3576
konsentrasi 2.5  konsentrasi 2.86250" 0.53679 0.001 1.2049 4.5201
0.3125
konsentrasi 2.02500° 0.53679 0.014 0.3674 3.6826
0.625
konsentrasi 1.25 0.82500 0.53679 0.556 -0.8326 2.4826
konsentrasi 5 -0.47500 0.53679 0.898 -2.1326 1.1826
konsentrasi 5 konsentrasi 3.33750" 0.53679 0.000 1.6799 49951
0.3125
konsentrasi 2.50000" 0.53679 0.002 0.8424 4.1576
0.625
konsentrasi 1.25 1.30000 0.53679 0.163 -0.3576 2.9576
konsentrasi 2.5 0.47500 0.53679 0.898 -1.1826 2.1326

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 5. Dokumentasi

Regenerasi W. confusa OD 0,5 inokulum W. confusa

Media hasil fermesi Pengendapan eksopolisakarida dengan
penambahan etanol dingin

Eksopolisakarida kering Aktivitas antibakteri
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Lampiran 6 Keterangan Tambahan

1. Komposisi Media MRSA, MRSB, MHA, MHB dan Na

a. Kadar MRSA dan MRSB (g/L)

Komposisi MRSA

Komposisi MRSB

pepton protease 10 g
beef extract 10 g

yeast extract 5 g
dekstrosa 20 g
ammonium sitrat 2 ¢
polisorbat 80 1 g
magnesium sulfat 0,1 g
sodium asetat 5 g
mangan sulfat 0,05 g
dipotassium fosfat 2 g

pepton protease 10 g
beef extract 10 g

yeast extract 5 g
dekstrosa 20 g
ammonium sitrat 2 ¢
polisorbat 80 1 g
magnesium sulfat 0,1 g
sodium asetat 5 g
mangan sulfat 0,05 g
dipotassium fosfat 2 g

agar 15 g
b. Kadar MHA, MHB dan Na(g/L)

Komposisi MHA Komposisi MHB Komposisi Na
Beef dehydrate infusion | Beef infusion 2 g Pepton 5 g
300¢ Casein hydrolysate 17.5 g Beef extract 3 g
Casein hydrolysate 17.5 ¢ Starch 1.5¢g Agar 159
Starch 1.5¢
Agar 15¢g




