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Your word is a lamp to guide my feet and a light for my path.
Psalm 119: 105
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ABSTRAK

Beberapa Bakteri Asam Laktat (BAL) diketahui dapat memproduksi 

eksopolisakarida (EPS) yang memiliki nilai ekonomi yang penting karena 

berguna bagi industri makanan, farmasi, dan memiliki efek yang baik bagi 

kesehatan manusia. Berdasarkan komposisi dan mekanisme biosintesisnya, 

EPS yang dihasilkan BAL dibedakan menjadi dua kelompok, yaitu 

homopolisakarida yang terdiri atas satu macam monosakarida dan 

heteropolisakarida yang terdiri atas lebih dari satu macam monosakarida.

Biopolimer fruktan adalah suatu homopolisakarida dengan komponen 

monomer fruktosa yang telah banyak diteliti dan dilaporkan disintesis dari 

berbagai sumber, baik tumbuhan maupun mikroorganisme. 

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh EPS dari BAL yang 

ditumbuhkan pada medium agar MRS. Media padat digunakan dalam 

produksi EPS untuk memperoleh EPS yang mudah untuk dipurifikasi, 

dibandingkan dengan EPS yang dihasilkan dari fermentasi menggunakan 

media cair. EPS yang dihasilkan BAL kemudian diisolasi dan dipurifikasi 

dengan presipitasi menggunakan etanol dengan suhu 4°C. EPS yang 

diperoleh dianalisis strukturnya dengan Spektrometer Resonansi Magnet Inti 

500MHz 1H dan 13C.

Dari hasil analisis NMR proton dan karbon didapatkan bahwa EPS 

yang berasal dari galur MBF 8-2, CNC 2(1) dan CNC 6 yang ditanam pada 

medium  padat tidak dapat diamati strukturnya.
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Kata kunci : analisis struktur, bakteri asam laktat (BAL), eksopolisakarida 

(EPS), Spektroskopi Resonansi Magnet Inti (Spektroskopi NMR).

xiii + 86 hlm; gbr; tab; lamp.
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ABSTRACT

Some Lactic Acid Bacteria (LAB) are known to produce 

exopolysaccharides (EPS) which have important economic values because 

its importance for food industry, pharmacy, and has many good effects for 

human health.  Based on its composition and biosynthesis mechanism, EPS 

can be divided into 2 groups, homopolysaccharide that consist of one kind of 

monosaccharide and heteropolysaccharide that consist of more than one kind 

of monosaccharides.

Fructan biopolymer is a homopolysaccharide with fructose monomer 

component  which had been studied and reported synthesized from various 

sources, either from plants or microorganisms.

This study aimed to obtain EPS from LAB which grown at MRS agar 

medium. Solid medium was used in the production of EPS in order to obtain 

EPS which can be easier to purify, compared to that produced by broth 

culture fermentation. EPS produced by LAB was then isolated and purified by 

precipitation using ethanol with 4°C of temperature. EPS obtained from 

isolation and purification process was then analyzed with 1H and 13C NMR 

Spectroscopy using D2O as solvent.

From 1H and 13C NMR Spectroscopy analysis results, it was found that 

EPS samples from MBF 8-2, CNC 2(1) and CNC 6 grown in solid medium 

can not be observed.
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Keywords : exopolysaccharide (EPS), lactic acid bacteria (LAB),  NMR 

Spectroscopy, structure analysis.
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BAB I

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

BAL merupakan mikroorganisme yang berstatus GRAS 

(generally regarded as safe) sehingga pemanfaatannya diakui sangat 

aman dan tidak berbahaya untuk dikonsumsi dan digunakan bagi 

manusia. Beberapa BAL diketahui dapat memproduksi 

eksopolisakarida (EPS) yang memiliki nilai ekonomi yang penting 

karena berguna bagi industri makanan, farmasi, dan memiliki efek 

yang baik bagi kesehatan manusia (1, 2, 3, 4).

EPS telah dilaporkan mempunyai banyak aplikasi yang 

berpotensi dalam industri farmasi, kosmetik dan makanan, beberapa di 

antaranya adalah inulin, levan, dekstran dan lain-lain (4). Salah satu 

aplikasi yang berpotensi dari EPS adalah inulin, suatu fruktan yang 

banyak terdapat dalam tanaman sebagai cadangan karbohidrat. Inulin 

banyak digunakan dalam pola diet manusia, dan banyak terkandung di 

dalam tanaman. Dalam formulasi makanan, inulin secara signifikan 

meningkatkan karakteristik organoleptik, memungkinkan peningkatan 

rasa dan kenyamanan saat dikonsumsi.

Berdasarkan komposisi dan mekanisme biosintesisnya, EPS 

yang dihasilkan BAL dibedakan menjadi dua kelompok, yaitu 
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homopolisakarida yang terdiri atas satu macam monosakarida dan 

heteropolisakarida yang terdiri atas lebih dari satu macam

monosakarida (1, 4).

Homopolisakarida BAL dapat dibedakan atas fruktan dan 

glukan. Fruktan dapat dibedakan lagi menjadi levan dan inulin (4, 5, 6, 

7). Levan dan inulin yang diproduksi oleh bakteri mempunyai potensi 

dalam industri makanan maupun dalam industri lainnya. Biopolimer 

fruktan adalah suatu homopolisakarida dengan komponen monomer 

fruktosa yang telah banyak diteliti dan dilaporkan disintesis dari 

berbagai sumber, baik tumbuhan maupun mikroorganisme.

Oleh karena BAL penghasil EPS memiliki potensi dalam bidang 

industri dan kesehatan, maka sangatlah penting untuk melakukan 

identifikasi struktur biopolimer EPS dari BAL yang diisolasi dari sumber 

alam Indonesia, baik dari makanan maupun limbah makanan hasil 

penelitian sebelumnya. 

Produksi dilakukan dengan menumbuhkan BAL pada media 

padat dengan menggunakan rafinosa sebagai substrat. Keunggulan 

penggunaan media padat untuk menumbuhkan BAL yaitu EPS yang 

dihasilkan memiliki tingkat kemurnian yang lebih baik dibandingkan 

apabila menggunakan media cair. Pada penggunaan media cair, 

terdapat kontaminasi dari komponen media dan kesulitan memisahkan 

EPS dari media. Namun penggunaan media cair memberikan 

2
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keuntungan berupa jumlah EPS yang dihasilkan lebih banyak 

dibandingkan menggunakan media padat.

Untuk menghasilkan EPS tipe fruktan, dapat digunakan substrat 

sukrosa atau rafinosa sebagai sumber karbon ( 8, 9). Fruktansukrase 

atau fruktosiltransferase (FTF) memotong sukrosa dan rafinosa 

sebagai substrat dan menggunakan energi yang dilepaskan untuk 

mengikat unit fruktosil pada rantai fruktan yang sedang berkembang 

(8, 9).

Rafinosa merupakan substrat terpilih untuk menghasilkan EPS 

tipe fruktan dikarenakan rafinosa merupakan substrat bagi FTF namun 

bukan merupakan substrat bagi glukansukrase atau 

glukosiltransferase (GTF). Sedangkan sukrosa merupakan substrat

bagi FTF maupun GTF.

EPS yang dihasilkan BAL kemudian diisolasi. EPS yang 

diperoleh dianalisis strukturnya dengan Spektrometer Resonansi 

Magnet Inti 500MHz 1H dan 13C.

3

Isolasi, purifikasi..., Caroline, FMIPA UI, 2010



B. TUJUAN PENELITIAN

1. Melakukan isolasi dan purifikasi eksopolisakarida untuk 

memperoleh biopolimer fruktan dari beberapa galur bakteri asam 

laktat dengan menggunakan medium modifikasi mengandung gula 

raffinosa.

2. Melakukan analisis struktur molekul biopolimer fruktan yang 

diperoleh berdasarkan hasil Spektroskopi Resonansi Magnet Inti

4
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

A. BAKTERI ASAM LAKTAT ( 11)

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan bakteri gram positif, 

biasanya nonmotil, tidak bersporulasi, toleran terhadap asam, 

berbentuk batang atau coccus yang diasosiasikan dengan 

karakteristik metabolik dan fisiologinya (10, 11). BAL terdistribusi 

secara luas di lingkungan, terutama dalam produk makanan hewan 

dan sayuran. BAL merupakan flora normal dalam saluran 

gastrointestinal unggas dan mamalia serta pada vagina mamalia. 

(12)

BAL menghasilkan asam laktat sebagai hasil akhir utama dari 

metabolisme fermentatif (11). BAL merupakan bakteri yang sangat 

penting dalam usaha fermentasi makanan, seperti pada fermentasi 

adonan roti asam, sorghum beer, susu fermentasi, singkong (untuk 

menghasilkan gari (makanan berbentuk granul yang dipanggang 

setelah difermentasikan) dan fufu (pasta berwarna putih krem) yang 

merupakan bahan pangan utama di Nigeria dan sebagian besar 

wilayah Afrika Barat ) (13, 14, 15) dan pada mayoritas asinan 

sayuran seperti kimchi, olives, poi, sauerkraut, dan pickles (11, 14, 

16).
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BAL mengkonversi karbohidrat menjadi asam laktat , 

karbondioksida, serta asam organik lainnya tanpa perlu adanya 

oksigen. BAL dideskripsikan sebagai mikroaerofilik karena mereka 

tidak memanfaatkan oksigen. Oleh karena itu, perubahan yang 

dihasilkan oleh BAL tidak menyebabkan perubahan drastis pada 

komposisi makanan. Beberapa jenis BAL memiliki sifat 

homofermentatif karena hanya memproduksi asam laktat, sedangkan 

beberapa jenis lainnya bersifat heterofermentatif karena 

menghasilkan asam laktat, senyawa volatile lainnya dan alkohol. 

Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. plantarum, L. caret, L. 

pentoaceticus, L brevis dan L. thermophilus adalah contoh BAL yang 

berperan dalam fermentasi makanan. 

Beberapa BAL dapat memproduksi eksopolisakarida (EPS), 

yang diekskresikan dalam medium pertumbuhan sebagai lendir atau 

tetap berada dalam keadaan terikat pada dinding sel bakteri 

membentuk suatu EPS kapsuler. Dalam industri susu, BAL yang 

memproduksi EPS, termasuk genus Streptococcus, Lactobacillus

dan Lactococcus, digunakan secara in situ untuk meningkatkan 

karakteristik tekstur dari produk susu fermentasi. BAL termasuk 

organisme yang aman ditambahkan dalam pangan karena bersifat 

tidak toksik dan tidak menghasilkan toksin, sehingga disebut food 

grade organism. BAL dapat memproduksi berbagai jenis EPS yang 

berbeda secara struktur dan memiliki potensi sebagai aplikasi baru 

6
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seperti gellan, pullulan, xanthan dan alginat bakteri yang saat ini 

telah diproduksi oleh bakteri non-food-grade. Karena BAL dianggap 

sebagai bahan alam dan telah banyak digunakan dalam makanan, 

BAL merupakan sumber yang baik bagi polimer yang berpotensial 

untuk digunakan dalam makanan sehat. Beberapa jenis BAL 

berguna bagi kesehatan, BAL juga bermanfaat untuk peningkatan 

kualitas kesehatan dan keamanan pangan melalui penghambatan 

secara alami terhadap flora berbahaya yang bersifat patogen.

B. EKSOPOLISAKARIDA

Mikroorganisme dapat mensintesis polisakarida yang penting 

untuk struktur dinding sel. Polisakarida yang dihasilkan 

mikroorganisme mempunyai sifat alir yang bisa dimanfaatkan dalam 

industri dan bisa diproduksi dalam jumlah besar dan memiliki tingkat 

kemurnian yang tinggi.

Polisakarida yang dihasilkan oleh mikroorganisme  dibedakan 

berdasarkan tempat dihasilkannya yaitu capsular polysaccharides

(CPS) dan eksopolisakarida (EPS) (17).

EPS merupakan polimer eksoseluler yang membentuk lapisan 

berlendir yang terlepas dari permukaan sel atau disekresikan ke 

lingkungan (4). EPS memiliki berat molekul bervariasi antara 10 
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sampai 104 kDa (sekitar 50 sampai 50.000 unit glikosil) (17). 

Beberapa BAL memiliki kemampuan untuk menghasilkan EPS (4). 

Salah satu strain bakteri yang diketahui menghasilkan EPS adalah 

Lactobacillus (4).

EPS dapat digunakan sebagai bahan pengental, emulsifying, 

prebiotik atau bahan pengikat air baik dalam industri makanan 

maupun dalam industri lainnya ( 4, 7, 19, 20, 21, 22).

Berdasarkan komposisi dan mekanisme biosintesisnya, EPS 

yang dihasilkan BAL dibedakan menjadi dua kelompok, yaitu 

homopolisakarida yang terdiri dari satu macam monosakarida dan 

heteropolisakarida yang terdiri atas lebih dari satu macam

monosakarida.

Homopolisakarida BAL dapat dibedakan atas fruktan dan 

glukan. Berdasarkan ikatan glikosidik antara unit fruktosanya, fruktan 

dibagi menjadi levan dan inulin (5, 7, 9). Levan dan inulin merupakan 

sebuah kelompok polimer fruktan dimana unit fruktosa terhubung 

melalui ikatan ß-(2,1) (inulin) atau ikatan ß-(2,6) (levan) (7, 9, 23, 24). 

Levan dan inulin yang diproduksi oleh bakteri mempunyai potensi 

dalam industri makanan maupun dalam industri lainnya.

Levan merupakan fruktan dengan ikatan ß-2,6 yang 

ditemukan sebagai karbohidrat cadangan pada tumbuhan monokotil 

seperti ryegrass dan cocksfoot. Levan juga diproduksi oleh beberapa 

macam bakteri selama proses asimilasi sukrosa melalui aksi 
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levansukrase (7, 9, 25, 26).  Levan yang diproduksi dari tanaman 

memiliki berat molekul yang lebih rendah dibandingkan dengan levan 

yang diproduksi dari bakteri. 

Levan merupakan polimer D-fruktosa yang dihubungkan oleh 

ikatan ß(26) yang membawa residu D-glukosa pada ujung akhir 

rantai. Walaupun struktur levan ditunjukkan dengan adanya rantai 

lurus ß(26), namun sejumlah levan yang diproduksi oleh bakteri 

memiliki ikatan cabang ß(21). Ikatan cabang ini umumnya pendek 

dan terkadang terdiri dari satu residu fruktosa.

Komposisi dan sifat levan bergantung pada faktor lingkungan 

dimana mikroorganisme penghasilnya tumbuh (9). Levan bersifat

levorotatory, berbentuk amorf atau mikrokristalin,  dan memiliki 

kelarutan bervariasi dalam air dingin, sangat larut dalam air panas, 

dan tidak larut dalam etanol absolut. Levan pada umumnya lebih 

larut dibandingkan dengan inulin, yang hampir tidak larut (<0,5%) 

dalam air pada suhu kamar (9, 27).

Levan digunakan sebagai emulsifier atau agen enkapsulasi 

pada sejumlah besar produk, termasuk plastik biodegradable, 

kosmetik, lem, penyalut tekstil dan deterjen (9).

Selain itu levan juga digunakan dalam bidang medis untuk 

menggantikan dekstran untuk memperbesar volume plasma darah, 

dan telah diketahui bahwa levan memiliki aktivitas antitumor dan 

imunomodulator pada tikus (9).
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Inulin, karbohidrat yang tidak tercerna, adalah fruktan yang tidak 

hanya ditemukan pada berbagai tanaman sebagai karbohidrat 

simpanan, namun juga menjadi bagian dalam diet harian manusia 

pada beberapa abad (28, 29, 31). Inulin terdapat dalam berbagai 

sayuran, buah-buahan dan sereal, termasuk bawang perai, bawang 

bombay, bawang putih, gandum, chicory, artichoke, dan pisang (30, 

31).

Inulin digunakan sebagai bahan makanan fungsional yang 

menawarkan kombinasi unik antara sifat nutrisional dan keuntungan 

teknologis yang penting. Pada formulasi makanan, inulin secara 

signifikan meningkatkan karakteristik organoleptis, berperan dalam 

meningkatkan rasa dan perasaan pada mulut pada bermacam-

macam aplikasi (29, 31). Inulin digunakan terutama untuk 

menggantikan lemak dan gula (9, 26, 29). Potensi inulin sebagai 

pengganti lemak ditemukan dan dipatenkan oleh Orafti pada tahun 

1992. Dengan menggunakan teknik pemrosesan yang spesifik, inulin 

dikombinasikan dengan air untuk menghasilkan tekstur dan 

mouthfeel yang sama dengan lemak (29). Secara partikuler, inulin 

meningkatkan stabilitas foam dan emulsi, juga menunjukkan sifat 

mirip lemak yang eksepsional saat digunakan dalam bentuk gel 

dalam air (9, 26, 29, 31).
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Gambar 1. Struktur kimia Inulin (A) dan Levan (B) (18)

C. SPEKTROSKOPI RESONANSI MAGNET INTI (32, 33, 34, 35, 36, 

37)

Spektroskopi Resonansi Magnet Inti, atau yang lebih dikenal 

dengan NMR spectroscopy (Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy), adalah nama yang diberikan pada sebuah teknik 

yang mengacu pada sifat magnetik dari inti/nukleus tertentu. Aplikasi 

yang paling penting untuk kimia organik adalah spektroskopi proton 
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NMR dan karbon-13 NMR. Pada prinsipnya, NMR dapat 

diaplikasikan pada semua nukleus yang memiliki spin.

Bermacam tipe informasi bisa didapatkan dari spektrum NMR. 

Serupa dengan menggunakan Spektroskopi Inframerah/ Infrared 

Spectrosopy ( IR spectroscopy) untuk mengidentifikasi grup 

fungsional, analisis dari spektrum NMR 1D memberikan informasi 

tentang jumlah dan tipe entitas kimia dalam sebuah molekul. 

Bagaimanapun juga, NMR memberikan lebih banyak informasi 

daripada IR.

Pengaruh yang kuat dari NMR dalam ilmu alam sudah bersifat 

substansial. NMR dapat digunakan untuk mempelajari campuran 

analit, untuk memahami efek dinamis seperti perubahan suhu dan 

mekanisme reaksi, dapat digunakan untuk memahami struktur dan 

fungsi dari protein dan asam nukleat. NMR dapat diaplikasikan untuk 

berbagai macam sampel, baik dalam bentuk larutan maupun dalam 

bentuk padat.

Saat ditempatkan dalam medan magnet, nukleus aktif NMR 

(misalnya 1H atau 13C) mengabsorbsi pada frekuensi tertentu 

karakteristik isotop. Frekuensi resonansi, energi absorpsi dan 

intensitas sinyal berbanding secara proporsional dengan kekuatan 

medan magnet.

Bergantung pada lingkungan kimia lokal, proton yang berbeda 

dalam sebuah molekul beresonansi pada frekuensi yang sedikit 
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berbeda. Karena baik pergeseran frekuensi dan frekuensi resonansi 

fundamental berbanding lurus dengan kekuatan medan magnet, 

pergeseran ini dikonversikan menjadi sebuah nilai tanpa dimensi 

yang bergantung medan yang dikenal sebagai chemical shift.

Chemical shift dilaporkan sebagai sebuah ukuran relatif dari 

beberapa frekuensi resonansi referensi (untuk inti 1H, 13C, dan 29Si, 

TMS (tetrametilsilan) umum digunakan sebagai referensi). Antara 

frekuensi sinyal dan frekuensi dari zat referensi dibedakan oleh 

frekuensi dari sinyal referensi untuk memberikan chemical shift. 

Pergeseran frekuensi sangat kecil dibandingkan dengan frekuensi 

NMR fundamental.

Karena adanya gerakan molekuler pada suhu ruang, maka 

proton berdegenerasi dan membentuk sebuah peak pada chemical 

shift yang sama. Bentuk dan ukuran peak merupakan indikator dari 

struktur kimia.
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BAB III

BAHAN, ALAT, DAN CARA KERJA

A. LOKASI

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan 

Bioteknologi, Departemen Farmasi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia.

Untuk pengukuran sampel menggunakan Spektroskopi 

Resonansi Magnet Inti dilakukan di Pusat Penelitian Kimia, Lembaga 

Ilmu Pengetahuan Indonesia. Penelitian dilakukan dalam waktu 6 

bulan.

B. BAHAN

1. Galur stok beku BAL

Galur BAL yang digunakan dalam penelitian ini adalah empat

galur stok beku yaitu Leuconostoc mesenteroides MBF 5-4, 

Weissella confusa MBF 8-2 (38), Weissella confusa CNC 2(1), dan 

CNC 6 (39), yang berasal dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan 

Bioteknologi Departemen Farmasi FMIPA UI sebagaimana 

tercantum pada Tabel 1.
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2. Medium

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah medium agar 

MRS, medium cair MRS, medium agar MRS untuk agar miring, 

medium agar modifikasi MRS-sukrosa 10%, medium agar modifikasi 

MRS-rafinosa 5%, medium agar modifikasi MRS-glukosa 1%-

rafinosa 5%.

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan medium yaitu 

medium MRS Broth [Difco, Amerika Serikat], pepton [Difco, Amerika 

Serikat], LAB-Lemco [Oxoid, Inggris], ekstrak khamir [Difco, Amerika 

Serikat], dikalium hidrogen fosfat [Merck, Jerman], natrium asetat 

[Merck, Jerman], ammonium sitrat [Merck, Jerman], kalsium karbonat 

[Merck], magnesium sulfat [Merck, Jerman], mangan sulfat [Merck, 

Jerman], tween 80 [Merck, Jerman], sukrosa [Difco, Amerika 

Serikat], kalsium karbonat [Merck, Jerman], agar Bacto [Pronadisa, 

Spanyol], glukosa [Oxoid, Inggris] dan rafinosa [Wako, Jepang].

3. Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah natrium 

hidroksida [Merck, Jerman], asam klorida [Merck, Jerman], etanol 

96% [Merck, Jerman], akuades steril, akuabides steril [Otsuka, 

Jepang].
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C. ALAT

Peralatan yang digunakan selama penelitian adalah Laminair 

Air Flow (LAF) Cabinet [Esco, Cina], Deep Freezer -70°C [New 

Brunswick], Spectrophotometer JNM ECA 500 [Jeol], Spektrofotometer 

UV-Vis Gene-Quant® [GE Healthcare, Swedia], sentrifugator [Kubota 

6800, Jepang; Tomy MX-305], mikropipet [Gilson], tabung Falcon 50 

ml [Biologix, Corning], alat vortex [Health], kamera digital [Canon], dan 

alat-alat lain yang biasa digunakan dalam laboratorium mikrobiologi 

dan bioteknologi.

D. PEMBUATAN MEDIUM (21, 40, 41)

1. Medium Agar MRS

Masing-masing bahan ditimbang dengan ukuran sebagai 

berikut: medium cair MRS 26 g, dan agar Bacto 7,5 g. Keduanya 

dimasukkan ke dalam labu bulat, ditambahkan dengan akuades 

secukupnya, sambil diaduk dengan magnetic stirrer. Kemudian 

volume dicukupkan hingga 500mL dengan akuades. Medium 

disterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C 

tekanan 2 atm. Di dalam Laminair Air Flow (LAF) yang telah 

disiapkan selama 2 jam, medium yang masih hangat dituang
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secara aseptis ke cawan Petri. Setelah membeku, cawan Petri

dibalik dan disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C.

2. Medium Cair MRS

Medium cair MRS ditimbang sebesar 5,2 g, kemudian 

dimasukkan ke dalam labu bulat. Setelah itu ditambahkan dengan 

akuades secukupnya dan dipanaskan di atas hotplate sambil 

diaduk dengan magnetic stirrer hingga mendidih. Kemudian 

volume dicukupkan hingga 100 mL dengan akuades. Medium 

tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 10mL. Seluruh tabung reaksi disterilisasi dengan 

autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C tekanan 2 atm. 

Setelah dingin, medium dapat langsung digunakan atau disimpan 

dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C.

3. Medium MRS untuk Agar Miring

Masing-masing bahan ditimbang dengan ukuran sebagai 

berikut: medium MRS 5,2 g, agar Bacto 1,5 g, dan kalsium 

karbonat 0,5 g. Semua bahan dimasukkan ke dalam labu bulat, 

ditambahkan dengan akuades secukupnya, sambil diaduk dengan 

magnetic stirrer. Kemudian volume dicukupkan hingga 100 mL 
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dengan akuades. Dalam keadaan panas dan tetap sambil diaduk 

dengan magnetic stirrer, medium tersebut dipipet sebanyak 5 mL 

ke dalam tabung reaksi. Kemudian seluruh tabung reaksi 

disterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C 

tekanan 2 atm. Tabung reaksi dimiringkan hingga membeku dan 

dimasukkan ke dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C untuk 

digunakan keesokan harinya.

4. Medium agar modifikasi MRS-sukrosa 10% (21)

Masing-masing bahan ditimbang dengan ukuran sebagai 

berikut: pepton 5 g, LAB-Lemco 4 g, ekstrak khamir 2 g, dikalium 

hidrogen fosfat 1 g, natrium asetat 2,5 g, amonium sitrat 1 g, 

magnesium sulfat 0,1 g, mangan sulfat 0,025 g, dan agar Bacto 7 

g. Semua bahan dimasukkan ke dalam labu bulat, ditambahkan 

dengan akuades secukupnya, sambil diaduk dengan magnetic 

stirrer, kemudian ditambahkan 0,25 mL Tween 80. Setelah itu, pH 

diatur menggunakan pH meter hingga pH 6,2 ± 0,2 dengan 

menggunakan larutan asam klorida 1 N atau natrium hidroksida 1 

N. Kemudian volume dicukupkan hingga 250 mL dengan akuades. 

Sementara itu, sukrosa ditimbang sebanyak 50 g, masukkan 

dalam labu bulat. Tambahkan dengan akuades secukupnya, dan 

dipanaskan di atas hotplate sambil diaduk dengan magnetic 
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stirrer. Kemudian volume dicukupkan hingga 250 mL dengan 

akuades. Kedua medium ini disterilisasi dengan autoklaf masing-

masing selama 15 menit pada suhu 121°C tekanan 2 atm. Di 

dalam Laminair Air Flow (LAF) yang telah disiapkan selama 2 jam, 

larutan sukrosa dicampurkan dalam medium agar MRS secara 

aseptis dan dihomogenkan. Medium yang masih hangat dituang 

secara aseptis ke dalam cawan Petri. Setelah membeku, cawan 

Petri dibalik dan disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 

4°C.

5. Medium agar modifikasi MRS-rafinosa 5% (40, 41)

Masing-masing bahan ditimbang dengan ukuran sebagai 

berikut: pepton 5 g, LAB-Lemco 4 g, ekstrak khamir 2 g, dikalium 

hidrogen fosfat 1 g, natrium asetat 2,5 g, ammonium sitrat 1 g, 

magnesium sulfat 0,1 g, mangan sulfat 0,025 g, dan agar Bacto 7 

g. Semua bahan dimasukkan ke dalam labu bulat, ditambahkan 

dengan akuades secukupnya, sambil diaduk dengan magnetic 

stirrer, kemudian ditambahkan 0,25 mL Tween 80. Setelah itu, pH 

diatur menggunakan pH meter hingga pH 6,2 ± 0,2 dengan 

menggunakan larutan asam klorida 1 N atau natrium hidroksida 1 

N. Kemudian volume dicukupkan hingga 250 mL dengan akuades. 

Sementara itu, rafinosa ditimbang sebanyak 25 g, masukkan 
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dalam labu bulat. Tambahkan dengan akuades secukupnya, dan 

dipanaskan di atas hotplate sambil diaduk dengan magnetic 

stirrer. Kemudian volume dicukupkan hingga 250 mL dengan 

akuades. Kedua medium ini disterilisasi dengan autoklaf masing-

masing selama 15 menit pada suhu 121°C tekanan 2 atm. Di 

dalam Laminair Air Flow (LAF) yang telah disiapkan selama 2 jam, 

larutan rafinosa dicampurkan dalam medium agar MRS secara 

aseptis dan dihomogenkan. Medium yang masih hangat dituang 

secara aseptis ke dalam cawan Petri. Setelah membeku, cawan 

Petri dibalik dan disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 

4°C.

6. Medium agar modifikasi MRS-glukosa 1%-rafinosa 5% (40, 41)

Masing-masing bahan ditimbang dengan ukuran sebagai 

berikut: pepton 5 g, LAB-Lemco 4 g, ekstrak khamir 2 g, dikalium 

hidrogen fosfat 1 g, natrium asetat 2,5 g, ammonium sitrat 1 g, 

magnesium sulfat 0,1 g, mangan sulfat 0,025 g, dan agar Bacto 7 

g. Semua bahan dimasukkan ke dalam labu bulat, ditambahkan 

dengan akuades secukupnya, sambil diaduk dengan magnetic 

stirrer, kemudian ditambahkan 0,25 mL Tween 80. Setelah itu, pH 

diatur menggunakan pH meter hingga pH 6,2 ± 0,2 dengan 

menggunakan larutan asam klorida 1 N atau natrium hidroksida 1 
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N. Kemudian volume dicukupkan hingga 250 mL dengan akuades. 

Sementara itu, rafinosa ditimbang sebanyak 25 g dan glukosa 

ditimbang sebanyak 5 g, masukkan dalam labu bulat. Tambahkan 

dengan akuades secukupnya, dan dipanaskan di atas hotplate

sambil diaduk dengan magnetic stirrer. Kemudian volume 

dicukupkan hingga 250 mL dengan akuades. Kedua medium ini 

disterilisasi dengan autoklaf masing-masing selama 15 menit pada 

suhu 121°C tekanan 2 atm. Di dalam Laminair Air Flow (LAF) 

yang telah disiapkan selama 2 jam, larutan glukosa-rafinosa 

dicampurkan dalam medium agar MRS secara aseptis dan 

dihomogenkan. Medium yang masih hangat dituang secara 

aseptis ke dalam cawan Petri. Setelah membeku, cawan Petri 

dibalik dan disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C.

E. CARA KERJA

1. Peremajaan dan Pembuatan Kultur Kerja BAL

Kultur stok beku BAL yang sudah terdapat pada 

Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Departemen Farmasi 

FMIPA UI masing-masing diremajakan kembali. Dengan 

menggunakan ose, galur bakteri digoreskan pada medium agar 

MRS secara aseptis, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada 
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suhu 30°C. Setelah diperoleh koloni tunggal, galur ditanam 

kembali pada MRS agar miring dan diremajakan setiap dua 

minggu sekali dengan cara memindahkan kembali kultur dari agar 

miring ke cawan petri. Jika telah diperoleh koloni tunggal pada 

cawan petri, maka galur ditanam kembali pada MRS agar miring 

sebagai kultur kerja.

2. Pembuatan Inokulum Cair

Galur BAL dari agar miring MRS digoreskan pada medium 

agar MRS di cawan Petri, kemudian diinkubasi selama 24 jam. 

Kultur dari cawan petri ini kemudian ditanam pada medium cair 

MRS, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C.

3. Produksi EPS (16, 43)

Inokulum cair diukur (OD)600 dengan menggunakan

Spektrofotometer UV-Vis Gene-Quant®, kemudian ditanam 

dengan (OD)600 x volume transfer senilai 1,5245 pada medium 

agar modifikasi MRS-sukrosa 10%, MRS-rafinosa 5%, dan MRS-

glukosa 1%-rafinosa 5%, kemudian diinkubasi selama 5 hari pada 

suhu 30°C. Penginokulasian galur BAL ke masing-masing medium 

dilakukan secara triplo. Proses produksi, isolasi, dan purifikasi 
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EPS diulangi sampai didapatkan hasil serbuk EPS dalam jumlah 

yang cukup untuk pengukuran EPS dengan Spektroskopi 

Resonansi Magnet Inti 1H dan 13C.

4. Isolasi dan Purifikasi Biopolimer Fruktan (16, 26, 42, 43, 44)

Medium MRS Agar modifikasi yang berisi lendir hasil 

bentukan galur BAL diberi akuades steril secukupnya, kemudian 

lendir dikerok menggunakan batang pengaduk steril secara 

perlahan. Setelah semua lendir lepas dari medium, akuades berisi 

lendir dipindahkan ke dalam tabung sentrifugasi untuk 

disentrifugasi pada 6000 rpm selama 30 menit. Supernatan yang 

diperoleh didekantasi kemudian ditambahkan ke dalam larutan 

etanol 96% dengan suhu 4°C sebanyak dua kali volume 

supernatan. Campuran ini didiamkan semalaman atau lebih pada 

suhu 4°C sampai diperoleh endapan putih. Endapan yang 

diperoleh kemudian disentrifugasi selama 15 menit pada 3000 

rpm. Kemudian endapan disuspensikan kembali ke dalam 

akuabides secukupnya sambil dihangatkan pada penangas air 

pada suhu 37°C sampai larut. Suspensi tersebut kemudian 

ditambahkan ke dalam larutan etanol 96% dengan suhu 4°C 

sebanyak dua kali volume supernatan. Tahapan purifikasi ini 
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diulangi kembali sebanyak dua kali. Kemudian endapan yang 

diperoleh dikeringkan dengan cara disimpan dalam desikator.

5. Analisa Struktur Fruktan dengan Spektroskopi NMR Proton dan

Karbon

Sebanyak  5- 12 mg EPS dalam D2O ditentukan dengan 

spektrum 1H NMR dan 13C NMR. Pengukuran dilakukan pada 

frekuensi 500 MHz, temperatur 17°C. Pembanding yang 

digunakan adalah inulin dari tanaman chicory dan sampel EPS 

yang berasal dari galur Weissella confusa MBF 8-2 dari penelitian 

sebelumnya menggunakan pengeringan dengan freeze dryer.

Analisa struktur dilakukan dengan membandingkan sinyal 

yang didapat pada spektrum dengan standar inulin, sampel EPS 

yang berasal dari galur Weissella confusa MBF 8-2 dari penelitian 

sebelumnya menggunakan pengeringan dengan freeze dryer, dan 

literatur.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL

1. Hasil produksi EPS dari berbagai galur BAL

Hasil produksi EPS dari tiga galur BAL yaitu Weissella confusa

MBF 8-2 (38), Weissella confusa CNC 2(1), dan CNC 6 (39) 

berupa serbuk EPS yang berwarna putih sampai kuning 

kecoklatan. Hasil produksi EPS dapat dilihat pada Tabel 6 dan 7.

2. Hasil analisis EPS dengan Spektroskopi 1H-NMR dan 13C-NMR

Analisis struktur biopolimer fruktan berdasarkan hasil 

spektroskopi NMR proton dan karbon menunjukkan bahwa EPS 

yang berasal dari galur Weissella confusa MBF 8-2 (38), 

Weissella confusa CNC 2(1), dan CNC 6 (39) tidak dapat diamati 

strukturnya menggunakan spektroskopi NMR proton dan karbon.
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B. PEMBAHASAN

Pertama-tama, galur stok beku BAL ditumbuhkan pada medium 

MRS agar. Hal ini dimaksudkan untuk peremajaan dan untuk 

memperoleh koloni tunggal murni yang akan ditanam pada media 

prakultur. 

Media untuk prakultur yang dipergunakan adalah media cair  

MRS dengan glukosa sebagai sumber karbon dan tidak mengandung 

sukrosa. Media tersebut digunakan untuk menghindari terbentuknya 

polimer EPS yang berlebihan akibat kerja sukrase yang terinduksi oleh 

adanya sukrosa. 

Pada masa tersebut, BAL dioptimalkan terlebih dahulu 

kondisinya sehingga siap untuk ditanam pada media untuk kultur 

produksi EPS. Dengan demikian, fase lag pada saat produksi EPS 

dapat dipersingkat waktunya.

Produksi EPS dilakukan pada media padat berupa media agar, 

hal ini dikarenakan pada media agar koloni BAL dan hasil EPS hanya 

ada pada permukaan agar sehingga didapatkan hasil isolasi yang 

diperkirakan  lebih murni dibandingkan dengan bila koloni BAL 

ditumbuhkan pada media cair. 

Pada penelitian sebelumnya menggunakan pengeringan 

dengan freeze dryer, digunakan media cair untuk produksi EPS. 
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Inkubasi dilakukan pada suhu 30°C, tanpa agitasi, dan terlindung dari 

cahaya selama 5 hari.

Isolasi dan purifikasi EPS dari media cair ini dilakukan secara 

bertahap. Tahap pertama dilakukan dengan cara sentrifugasi selama 

30 menit pada 6000 rpm untuk memisahkan biomassa. Supernatan 

yang mengandung EPS, kemudian diendapkan dengan menggunakan 

etanol 96% dengan suhu 4°C sebanyak dua kali volume supernatan 

dan didiamkan semalaman atau lebih pada suhu 4°C, untuk 

memperoleh produk EPS. Kemudian sampel disentrifugasi kembali 

selama 15 menit pada 3000 rpm untuk memisahkan produk EPS 

sebagai bagian endapan. Endapan EPS yang diperoleh dilarutkan 

dengan menggunakan akuades kualitas tinggi (akuabides) pada suhu 

37°C untuk membantu pelarutan. Sentrifugasi dan pengendapan 

dilakukan berulang kali untuk memperoleh EPS yang lebih murni (44). 

Selanjutnya, suspensi EPS didekantasi, kemudian dibekukan pada 

suhu -20°C, kemudian dikeringkan dengan liofilisasi (freeze dried)

(44). 

Pada penggunaan media padat, produksi EPS lebih sedikit 

dibandingkan dengan bila menggunakan media cair sehingga 

penggunaan media pada produksi EPS menjadi lebih boros. Hal ini 

dikarenakan bakteri hanya tumbuh di permukaan media sehingga 

produk EPS hanya terdapat di permukaan media. Oleh karena itu, 

jumlah EPS yang dihasilkan sangat bergantung pada luas permukaan 
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media. Pada penggunaan media cair, bakteri tumbuh pada 

keseluruhan volume media sehingga dihasilkan EPS dalam jumlah 

yang lebih besar dibandingkan dengan penggunaan media padat. 

Selain itu pada penggunaan media padat, produksi biomassa dan 

metabolit primer tidak dapat dilakukan secara berkesinambungan. Hal 

ini dikarenakan nutrisi bagi mikroba lama-kelamaan akan habis dan 

metabolit toksik akan disekresikan oleh mikroba itu sendiri, sehingga 

mikroba tersebut akhirnya memasuki fase kematian.

Pada media untuk produksi EPS digunakan media agar 

modifikasi MRS-sukrosa 10%, MRS-rafinosa 5%+glukosa 1%, dan 

MRS-rafinosa 5%. Penggunaan media agar modifikasi MRS-sukrosa 

10% adalah untuk verifikasi terhadap  produksi EPS pada media agar 

modifikasi MRS-rafinosa 5%+glukosa 1%, dan MRS-rafinosa 5%. 

Pemilihan media tersebut berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilakukan sebelumnya (39, 40). 

Berdasarkan orientasi yang dilakukan, dipilih (OD)600 x volume 

transfer senilai 1,5245. Inkubasi dilakukan selama 5 hari pada suhu 

30°C (44).

Isolasi dan purifikasi EPS dilakukan secara bertahap. Tahap 

pertama dilakukan perolehan biomassa dengan cara mengumpulkan 

biomassa dari permukaan medium menggunakan batang pengaduk 

gelas yang steril setelah ditambahkan akuades steril terlebih dahulu. 

Setelah semua biomassa lepas dari medium, campuran tersebut 
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ditampung ke dalam tabung Falcon 50 ml untuk disentrifugasi pada 

6000 rpm selama 30 menit. Supernatan yang diperoleh didekantasi 

kemudian ditambahkan ke dalam larutan etanol 96% yang suhunya

4°C sebanyak dua kali volume supernatan. Produk EPS perlahan-

lahan akan mengendap setelah disimpan selama beberapa waktu 

dalam lemari pendingin suhu 4°C (2-7hari). 

Penggunaan etanol 96% dimaksudkan karena pada kadar 

tersebut etanol dapat mengendapkan polisakarida, sedangkan bila 

digunakan etanol 80%, beberapa polisakarida dan oligosakarida masih 

larut. Adapun penggunaan etanol yang dingin dengan suhu 4°C, 

dimaksudkan karena pada suhu dingin polisakarida akan memiliki 

kelarutan yang kecil, sehingga proses pengendapan lebih baik.

Kemudian sampel kembali disentrifugasi untuk memisahkan 

produk EPS sebagai bagian endapan. Endapan EPS yang diperoleh 

dilarutkan dengan menggunakan akuades dengan kualitas tinggi 

(akuabides) pada suhu 37°C untuk membantu pelarutan. Sentrifugasi 

dan pengendapan dilakukan berulang kali sebagai tahap purifikasi. Hal 

ini dimaksudkan untuk memperoleh EPS yang lebih murni.

Sampel EPS yang sudah murni, dikeringkan dalam desikator. 

Desikator digunakan untuk mengeringkan EPS karena diharapkan 

didapatkan hasil endapan EPS yang lebih baik dan lebih murni 

dibandingkan dengan metode penelitian sebelumnya, dimana pada 
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metode penelitian sebelumnya digunakan freeze dryer untuk 

mengeringkan sampel EPS.

Pada penggunaan freeze dryer, sampel berupa larutan 

dibekukan pada suhu -20°C, kemudian dikeringkan dengan 

menggunakan freeze dryer sehingga jika ada pengotor yang terlarut, 

maka pengotor tersebut akan terjerap dalam massa EPS selama 

pemrosesan. Sedangkan pada metode penelitian dengan 

menggunakan desikator, endapan EPS dipisahkan dari larutan, 

kemudian dikeringkan sehingga pengotor yang terdapat pada endapan 

EPS akan lebih sedikit. Hal ini dapat dilihat pada spektrum 1H NMR 

dari EPS galur MBF 8-2 yang ditumbuhkan pada medium cair MRS-

Glukosa 1%- Rafinosa 5%  dari penelitian sebelumnya menggunakan 

freeze dryer dibandingkan dengan spektrum 1H NMR dari EPS galur 

BAL yang ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%-

Rafinosa 5%  dari penelitian ini menggunakan desikator. Pada 

spektrum 1H NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang ditumbuhkan pada 

medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%  dari penelitian 

sebelumnya menggunakan freeze dryer muncul peak yang berasal 

dari pengotor, dimana jumlah peak tersebut lebih banyak dibandingkan 

dengan jumlah peak yang muncul pada spektrum 1H NMR dari EPS 

galur BAL yang ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%-

Rafinosa 5%  dari penelitian ini menggunakan desikator.
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Setelah kering, sampel dikirimkan ke Pusat Penelitian Kimia 

LIPI Serpong untuk diukur dengan menggunakan Spektrometer NMR 

500MHz proton dan karbon. Setelah didapatkan hasil pengukuran 

NMR, dilakukan analisis berdasarkan hasil yang didapatkan dengan 

membandingkan sinyal yang terdapat pada spektrum sampel dengan 

sinyal yang terdapat pada spektrum standar inulin, spektrum MBF 8-2 

yang ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% 

yang berasal dari penelitian sebelumnya menggunakan pengeringan 

dengan freeze dryer serta berdasarkan literatur.

Spektrum 1H NMR dari sampel EPS yang berasal dari MBF 8-2 

yang ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% 

yang berasal dari penelitian sebelumnya menggunakan pengeringan 

dengan freeze dryer muncul pada geseran kimia (δ) 5,036- 3,573 ppm, 

sedangkan D2O yang digunakan sebagai pelarut muncul pada 

geseran kimia (δ)  sekitar 4,818 ppm.

Adanya sinyal doublet pada δ 5,032 ppm dimana daerah 

tersebut merupakan daerah anomerik (δ= 5,3 - 4,3 ppm), menunjukkan 

adanya proton anomerik. Kemudian, setelah menghitung tetapan J 

coupling, didapat bahwa senyawa yang terdeteksi pada spektrum 

sampel adalah bentuk alfa, hal ini  dicirikan dengan nilai tetapan J 

coupling dari karbon nomor dua yang memiliki J coupling yang rendah. 

Apabila tetapan J-coupling yang dimiliki suatu senyawa bernilai tinggi 

(J >= 6), maka senyawa tersebut memiliki bentuk ß. Berdasarkan 
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perbandingan dengan literatur, didapatkan bahwa proton anomerik 

pada spektrum merupakan tipe α- (16).

Adanya proton anomerik menunjukkan bahwa senyawa yang 

terdeteksi adalah tipe glukan. Hal ini dikarenakan adanya proton 

anomerik merupakan ciri khas dari glukan, sedangkan fruktan tidak 

memiliki proton anomerik. 

Pada pengukuran sampel EPS dari MBF 8-2 yang ditumbuhkan 

pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% yang berasal dari 

penelitian sebelumnya menggunakan pengeringan dengan freeze 

dryer didapatkan hasil analisis struktur senyawa berupa glukan tipe α-

(16), hal ini kemungkinan dikarenakan enzim glukansukrase masih 

tetap aktif sehingga dihasilkan senyawa glukan. Namun dari penelitian 

yang dilaporkan (Malik et al., 2009), dinyatakan adanya gen penyandi 

enzim fruktansukrase. Hasil isolasi EPS ini ternyata tidak dapat 

mendukung data molekuler tersebut. Kemungkinan enzim 

fruktansukrase yang dimiliki oleh BAL yang dipilih dalam penelitian ini 

tidak aktif pada kondisi yang diaplikasikan.

Pada spektrum NMR dari MBF 8-2, CNC 2(1) dan CNC6 yang 

ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% 

hanya ditemukan sinyal yang berasal dari pelarut D2O dan gugus metil 

dan metilen yang berasal dari etanol yang dipergunakan dalam 

purifikasi EPS. Sedangkan senyawa EPS tidak memberikan sinyal 

pada spektrum NMR. Hal ini dikarenakan sampel EPS sukar larut
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dalam D2O. Hal ini mungkin disebabkan oleh polisakarida masih 

terikat dengan enzim sehingga tidak dapat terdeteksi atau polisakarida 

yang diproduksi adalah polisakarida rantai panjang sehingga tidak 

dapat diamati dengan NMR.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. Produksi EPS dari BAL penghasil EPS galur Weissella confusa

MBF 8-2 (38), Weissella confusa CNC 2(1), dan CNC 6 (39)

pada media agar modifikasi MRS-sukrosa 10% dan media agar 

modifikasi MRS-rafinosa 5%+glukosa 1% menghasilkan serbuk 

EPS berwarna putih sampai kuning kecoklatan.

2. Analisis struktur biopolimer fruktan berdasarkan hasil 

spektroskopi NMR proton dan karbon menunjukkan bahwa EPS 

yang berasal dari galur Weissella confusa MBF 8-2 (38), 

Weissella confusa CNC 2(1), dan CNC 6 (39) tidak dapat 

diamati strukturnya menggunakan spektroskopi NMR proton 

dan karbon

B. SARAN

1. Untuk memperoleh hasil produksi EPS yang optimal, perlu 

dilakukan optimasi pertumbuhan EPS, yang meliputi konsentrasi 

sumber karbon dan lamanya waktu produksi EPS.
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2. Penggunaan desikator dengan pompa vakum akan lebih 

membantu cepatnya pengeringan EPS.

3. Agar didapatkan struktur senyawa dengan bobot molekul yang 

lebih rendah sehingga dapat dianalisa dengan Spektroskopi 

NMR, perlu dilakukan hidrolisis parsial pada EPS.
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Gambar 2. Struktur Kimia Rafinosa
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Gambar 3. Morfologi Koloni Tunggal BAL
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               A         B C

      

[1]

      

[2]

Gambar 4. Biomassa yang dihasilkan oleh galur MBF 5-4 (1) dan MBF 8-2 (2) 

pada medium agar MRS- sukrosa 10% (A), medium agar MRS- Rafinosa 5%-

Glukosa 1% (B), dan medium agar MRS- rafinosa 5% (C).
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        A                   B     C
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Gambar 5. Biomassa yang dihasilkan oleh galur CNC 2(1) [1] dan CNC 6 [2] 

pada medium agar MRS- sukrosa 10% (A), medium agar MRS- Rafinosa 5%-

Glukosa 1% (B), dan medium agar MRS- rafinosa 5% (C).
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Gambar 6. Hasil isolasi dan purifikasi EPS yang diproduksi dari 
berbagai isolat BAL pada  medium agar MRS- Sukrosa 10%
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Gambar 7. Hasil isolasi dan purifikasi EPS yang diproduksi dari 
berbagai isolat BAL pada  medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 
5%
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  A B

Gambar 8. Sentrifugator Kubota 6800 [A], Tomy MX-305 [B]

52

Isolasi, purifikasi..., Caroline, FMIPA UI, 2010



Gambar 9. Deep Freezer [New Brunswick Scientific]
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Gambar 10. Spektrum 1H NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% yang 
digunakan sebagai pembanding
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Gambar 11. Spektrum 1H NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% yang 
digunakan sebagai pembanding (setelah diperjelas).
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Gambar 12.  Spektrum 13C NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% yang 
digunakan sebagai pembanding.
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Gambar 13.  Spektrum 13C NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium cair MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% yang 
digunakan sebagai pembanding (setelah diperjelas)
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Gambar 14. Spektrum 1H NMR dari Standar Inulin 
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Gambar 15. Spektrum 1H NMR dari Standar Inulin (setelah diperjelas)
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Gambar 16.  Spektrum 13C NMR dari Standar Inulin
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Gambar 17.  Spektrum 13C NMR dari Standar Inulin (setelah 
diperjelas)
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Gambar 18. Spektrum 1H NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%
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Gambar 19. Spektrum 1H NMR dari EPS galur MBF 8-2 yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%
(setelah diperjelas)
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Gambar 20. Spektrum 1H NMR dari EPS galur CNC 2(1) yang ditumbuhkan 
pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%
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Gambar 21. Spektrum 1H NMR dari EPS galur CNC 2(1) yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%
(setelah diperjelas)
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Gambar 22. Spektrum 1H NMR dari EPS galur CNC 6 yang ditumbuhkan 
pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%
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Gambar 23. Spektrum 1H NMR dari EPS galur CNC 6 yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% 
(setelah diperjelas)
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Gambar 24. Spektrum 13C NMR dari EPS galur CNC 6 yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%.
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Gambar 25. Spektrum 13C NMR dari EPS galur CNC 6 yang 
ditumbuhkan pada medium agar MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5% 
(setelah diperjelas)
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Tabel 1

Asal Galur BAL

Nama Galur Sumber Bakteri*

MBF 5-4 Tanah Leuconostoc mesenteroides

MBF 8-2 Susu Kacang Weissella confusa

CNC 2(1) Es Cincau Weissella confusa

CNC 6 Es Cincau BD

Keterangan:

BD : Belum dilakukan

* ditentukan dengan 16s rRNA
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Tabel 2

Hasil pengamatan morfologi koloni galur BAL pada medium agar MRS

dibandingkan dengan data penelitian sebelumnya

No Nama 

galur

Morfologi koloni data 

penelitian ini

Morfologi koloni data penelitian 

sebelumnya

Warna Permukaan Warna Permukaan

1 MBF 5-4

Putih 

kekuningan Halus

Putih 

kekuningan Halus

2 MBF 8-2 Putih Halus

Putih 

kekuningan Halus

3 CNC 2(1) Putih Halus Putih Halus

4 CNC 6 Putih Halus Putih Halus
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Tabel 3

Data (OD)600 dari beberapa isolat BAL

Galur BAL (OD)600 Vol. Transfer (mL) (OD)600 x Vol. Transfer

2,381 0,640 1,5245

1,935 0,788 1,5245

2,915 0,523 1,5245

  

MBF 5-4

3,188 0,478 1,5245

3,625 0,421 1,5245

2,826 0,539 1,5245

3,949 0,386 1,5245MBF 8-2

3,370 0,452 1,5245

3, 049 0,5 1,5245

4,14 0,368 1,5245

4,762 0,320 1,5245CNC 2(1)

3,802 0,401 1,5245

2,062 0,739 1,5245

1,481 1,029 1,5245

1,452 1,05 1,5245CNC 6

1,013 1,505 1,5245
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Tabel 4

Hasil pengamatan produksi EPS MRS-Sukrosa 10%

Galur Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4 Hari ke-5

MBF 5-4 + + ++ ++ ++

MBF 8-2 +++ +++ +++ ++++ ++++

CNC 2(1) +++ +++ +++ ++++ ++++

CNC 6 + + + + +

Keterangan:

++++ : sangat banyak

+++ : banyak

++ : sedang

+ : sedikit
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Tabel 5

Hasil pengamatan produksi EPS MRS- Rafinosa 5%

Galur Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4 Hari ke-5

MBF 5-4 + + + + +

MBF 8-2 - - + + +

CNC 2(1) - - - + +

CNC 6 + + + + +

Keterangan :

++++ : sangat banyak

+++ : banyak

++ : sedang

+ : sedikit

- : tidak ada pertumbuhan
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Tabel 6

Hasil pengamatan produksi EPS MRS- Glukosa 1%- Rafinosa 5%

Galur Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4 Hari ke-5

MBF 5-4 + + + + +

MBF 8-2 +/- + ++ ++ ++

CNC 2(1) +/- + + + +

CNC 6 + + + + +

Keterangan :

++++ : sangat banyak

+++ : banyak

++ : sedang

+ : sedikit

+/- : pertumbuhan tidak sempurna
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Tabel 7

Hasil Produksi EPS dari Berbagai Galur BAL 

dalam media agar MRS-Sukrosa 10%

Galur BAL Warna Sampel EPS Bentuk Sampel EPS

MBF 5-4 Tanpa warna Serbuk hablur

MBF 8-2 Putih Serbuk

CNC 2(1) Putih kekuningan Serbuk

CNC 6 Putih- Kuning kecoklatan Serbuk

Tabel 8

Hasil Produksi EPS dari Berbagai Galur BAL 

dalam media agar MRS-Glukosa 1%-Rafinosa 5%

Galur BAL Warna Sampel EPS Bentuk Sampel EPS

MBF 8-2 Putih kekuningan Serbuk

CNC 2(1) Putih Kekuningan Serbuk

CNC 6 Putih kekuningan Serbuk
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Tabel 9

Geseran kimia spektrum 1H NMR

MBF 8-2 media cair MRS-

Glu 1%- Raf 5%

Inulin

δ=4,93; d; J=3,05 Hz δ=4,28; t; J=8, 55 Hz

δ=3,94; d; J=6,75 Hz δ=4,13; t; J=8,55 Hz

δ=3,86; d; J=7,9 Hz δ=3,95; bd; J=10,4Hz

δ=3,68; q; J=12,25 Hz δ=3,9; t; J=4,9 Hz

δ=3,94; dd; J=12,85 Hz δ=3,81; m; J=3,05 Hz

δ=3,47; t; J=9,15 Hz δ=3,74; d; J=9,75 Hz

Pelarut : D2O; Frekuensi : 500 MHz; Baku Dalam: TMS; s, singlet; d, doublet; 

t, triplet; q, quartet; m, multiplet; bd, broad doublet; δ, geseran kimia (dalam 

ppm); J, konstanta kopling
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Tabel 10

Geseran kimia spektrum 13C NMR (6, 26, 48)

Posisi MBF 8-2 media cair 

MRS- Glu 1%- Raf 5%

Inulin Levan α-glukan

C1 97,7299 60,8261 60,74 93,58

C2 70,2023 103,2049 105,06 72,43

C3 73,4262 76,9077 77,12 73,85

C4 69,5537 74,1798 76,04 70,84

C5 71,4232 81,0187 81,13 73,65

C6 65,5571 62,0661 64,20 61,20
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LAMPIRAN
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Lampiran 1

Komposisi Medium

Medium de Man Rogosa Sharpe (MRS)

Setiap 1 L mengandung :

Peptone from casein 10,0 g

Meat extract 8,0 g

Yeast extract 4,0 g

D(+)-glucose 20,0 g

Dipotassium hydrogen phosphate 2,0 g

Tween 80 1,0 g

di-Ammonium hydrogen citrate 2,0 g

Sodium acetate 5,0 g

Magnesium sulfate 0,2 g

Manganese sulfate 0,04 g
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Lampiran 2

Cara pembuatan reagen yang digunakan dalam penelitian

No. Nama Reagen Cara Pembuatan

1 Natrium hidroksida 1 N Sebanyak 4 gram natrium hidroksida 

dilarutkan dalam akuades hingga tepat 

100 mL

2 Asam klorida 1 N Sebanyak 8,33 mL larutan asam klorida 

pekat 12 N ditambahkan akuades hingga 

tepat 100 mL.
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Lampiran 3

Skema alur kerja pada penelitian

Pembuatan medium yaitu medium agar MRS, medium 

agar MRS untuk agar miring, medium cair MRS, medium 

modifikasi agar MRS-Sukrosa 10%, MRS-Rafinosa 5%, 

MRS-Rafinosa 5%-Glukosa 1%

Peremajaan Galur Stok Beku BAL pada Agar MRS di Cawan Petri

Pemurnian galur BAL sampai dihasilkan koloni tunggal BAL pada 

Agar MRS di Cawan Petri

Pemindahan Koloni Tunggal BAL sebagai Kultur Kerja 
pada Agar Miring

Kultur Kerja pada Agar Miring
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Agar Miring sebagai Kultur Kerja

Transfer pada MRS Agar di Cawan Petri

Inokulasi pada MRS Cair

Fermentasi pada Medium Agar Modifikasi:

MRS- Sukrosa 10%,

MRS-Rafinosa 5%,

MRS-Rafinosa 5%-Glukosa 1%

Isolasi EPS tipe fruktan

Analisis Struktur Molekul Biopolimer Fruktan Berdasarkan Hasil  

Spektroskopi NMR 1H dan 13C
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Lampiran 4

Skema Isolasi dan Purifikasi EPS pada Penelitian Ini

Biomassa dipisahkan dari media produksi EPS berupa media padat

supernatan

Sentrifugasi 6000 rpm, 30 menit

Endapan EPS

+alkohol 96% 4°C, diamkan 2-7 hari 
pada suhu 4°C
Sentrifugasi 3000 rpm 15 menit

Larutan EPS

dilarutkan dengan akuabides 
pada suhu 37°C

Endapan EPS

+alkohol 96% 4°C, diamkan 2-7 hari 
pada suhu 4°C
Sentrifugasi 3000 rpm 15 menit

Serbuk EPS

dikeringkan dalam desikator
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Lampiran 5

Skema Isolasi dan Purifikasi EPS dari Sampel MBF 8-2 

dari Penelitian Sebelumnya yang Ditanam pada Media Cair

Kultur Hasil Fermentasi

supernatan

Sentrifugasi 6000 rpm, 30 menit

Endapan EPS

+alkohol 96% 4°C, diamkan 
semalaman atau lebih pada suhu 4°C
Sentrifugasi 3000 rpm, 15 menit

Larutan EPS

dilarutkan dengan akuabides 
pada suhu 37°C

Dibekukan pada suhu -20°C

Serbuk EPS

Dikeringkan dengan freeze dryer
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