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ABSTRAK 

 

Khoirumiyah, Afifatul Fitri. 2023. Pengaruh Jenis Sumber Karbon dan pH Media 

terhadap Produksi Eksopolisakarida oleh Weissella confusa K2 Hasil 

Isolasi Buah Kelengkeng.  Skripsi. Program Studi Kimia, Fakultas Sains 

dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang. Pembimbing I: Dr. Anik Ma’unatin, S.T., M.P; Pembimbing 

II: Ahmad Hanapi, M. Sc. 
 

Kata kunci: Eksopolisakarida, Weissella confusa, Pengaruh pH, Karakteristik 

Kimia 

 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer bermassa molekul tinggi 

dengan rantai panjang yang diproduksi melalui jalur metabolisme 

mikroorganisme. Salah satu mikroorganisme penghasil EPS adalah Bakteri Asam 

Laktat (BAL). BAL merupakan mikroorganisme yang aman jika ditambahkan ke 

dalam makanan karena bersifat non toksik dan tidak menghasilkan toksin, 

sehingga bakteri asam laktat diakui sebagai mikroorganisme Generally 

Recognized as Safe (GRAS) yang aman bagi kesehatan. Weissella confusa 

merupakan salah satu jenis BAL yang mampu menghasilkan EPS dalam jumlah 

yang tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan jenis sumber karbon dan 

pengaruh pH media terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa K2. 

 Penelitian ini terbagi menjadi dua tahapan. Penelitian tahap pertama 

untuk mengetahui pengaruh jenis sumber karbon fruktosa, glukosa, sukrosa, dan 

laktosa terhadap produksi EPS. Penelitian tahap satu dilanjutkan pada tahap dua 

dengan mengkaji pengaruh pH media 4, 5, 6, 7, 8 terhadap produksi EPS. 

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 

pengulangan sebanyak tiga kali. EPS terpilih dari Weissella confusa K2 

dilanjutkan analisa meliputi kadar gula total, kadar protein dan identifikasi profil 

gugus fungsi penyusun EPS dengan spektrofotometer FTIR. 

Hasil produksi EPS oleh Weissella confusa K2 pada pengaruh jenis 

sumber karbon, hasil terbaik adalah sukrosa. Hasil produksi EPS tertinggi dari 

Weissella confusa K2 diperoleh pada pH 8 sebesar 47,70 g/L. Berdasarkan analisis 

EPS terpilih dari Weissella confusa K2 pada pH 8 secara kimia diperoleh kadar 

gula total 81,48%, kadar protein 1,006%, dan hasil analisis gugus fungsi 

menggunakan FTIR menunjukkannya adanya gugus khas EPS O-H, C-H, C=O, 

C=C, C-H/CH2, O-S-O, C-O-C, dan α-1,6 glikosidik pada panjang gelombang 

masing-masing yaitu 3427,49 cm-1, 2933,72 cm-1, 1666,49 cm-1, 1456,25 cm-1, 

1338,59 cm-1, 1267,22 cm-1, 1153,42 cm-1, dan 1000 cm-1.
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ABSTRACT 

 

 Khoirumiyah, Afifatul Fitri. 2023. Effect of Carbon Source Type and Media 

pH on Exopolysaccharide Production by Weissella confusa K2 

Isolated from Longan Fruit. Thesis. Chemistry Study Program, 

Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State 

Islamic University Malang. Supervisior I: : Dr. Anik Ma’unatin, S.T., 

M.P; Supervisior II: Ahmad Hanapi, M. Sc. 

 

Keywords: Exopolysaccharide, Weissella confusa, Effect of pH, Chemical 

Characteristics 
 

Exopolysaccharide (EPS) was a high molecular mass polymer with long 

chains produced through the metabolic pathways of microorganisms. One of the 

EPS-producing microorganisms was Lactic Acid Bacteria (LAB). LAB was a 

microorganism that was safe when added to food because it was non-toxic and did 

produce toxins so lactic acid bacteria were recognized as microorganisms 

Generally Recognized as Safe (GRAS) which were safe for health. Weissella 

confusa was a type of LAB that was capable of producing high amounts of EPS. 

This study aimed to determine the type of carbon source and the effect of media 

pH on EPS production by Weissella confusa K2. 

This research was divided into two stages. The first phase of the study was 

to determine the effect of the type of carbon source of fructose, glucose, sucrose, 

and lactose on EPS production. Phase one research was continued in stage two by 

examining the effect of media pH 4, 5, 6, 7, and 8 on EPS production. The research 

design used a completely randomized design (CRD) with three repetitions. The 

selected EPS from Weissella confusa K2 was continued with analysis including 

total sugar content, protein content, and identification of functional group profiles 

making up EPS with an FTIR spectrophotometer. 

EPS production results by Weissella confusa K2 on the influence of the 

type of carbon source, the best result was sucrose. The highest EPS production 

yielded from Weissella confusa K2 was obtained at pH 8 of 47.70 g/L. Based on 

the analysis of selected EPS from Weissella confusa K2 at pH 8 chemically 

obtained a total sugar content of 81.48%, protein content of 1.006%, and the results 

of functional group analysis using FTIR showed the presence of typical EPS 

groups O-H, C-H, C=O, C=C, C-H/CH2, O-S-O, C-O-C, and α-1,6 glycosidic at 

the respective wavelengths of 3427.49 cm-1, 2933.72 cm-1, 1666.49 cm-1, 1456.25 

cm-1, 1338.59 cm-1, 1267.22 cm-1, 1153.42 cm-1, and 1000 cm-1.
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البحث ستخلصم  
 

. تأثير نوع مصدر الكربون ودرجة الحموضة في الوسائط على إنتاج عديدات ٢٠٢٣الفطر.  عفيفةومية، يرخ

عزل لفاكهة اللونجان.  التائج ن Weissella confusa K2بكتيريا السكاريد الخارجية بواسطة 

جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية بكلية العلوم والتكنولوجيا ، الكيمياء قسم. البحث الجامعي

، حنفي؛ المشرف الثاني: أحمد عنيق معونة، الماجستيرةالحكومية مالانج. المشرف الأول: د. 

 ماجستير.ال

 

الخصائص  ،، تأثير درجة الحموضة Weissella confusaعديدات السكاريد الخارجية،  :للرئيسيةالكلمات 

 كيميائيةال

( هي بوليمرات عالية الكتلة الجزيئية ذات سلاسل طويلة تنتج من خلال EPSالسكريات الخارجية )

هي بكتيريا حمض اللاكتيك  EPSالمسارات الأيضية للكائنات الحية الدقيقة. من الكائنات الحية الدقيقة المنتجة 

(BALوهي .) نها يير سامة ولا تنتج السموم، لللك يتم دقيقة آمنة إذا تمت إضافتها إلى الطعام لأ اتكائن

( GRASالتعرف على بكتيريا حمض اللاكتيك على أنها كائنات دقيقة معترف بها عموما على أنها آمنة )

. تهدف EPSقادر على إنتاج كميات كبيرة من  BALهو نوع واحد من  Weissella confusaآمنة للصحة. 

بواسطة  EPSالوسائط على إنتاج  في حموضةالون وتأثير درجة هله الدراسة إلى تحديد نوع مصدر الكرب

Weissella confusa K2. 

ينقسم هلا البحث إلى مرحلتين. المرحلة الأولى من البحث لتحديد تأثير أنواع مصادر الكربون من 

لثانية . استمر بحث المرحلة الأولى في المرحلة اEPSالفركتوز والجلوكوز والسكروز واللاكتوز على إنتاج 

. استخدم تصميم EPSعلى إنتاج  8و  7و  6و  5و  4من خلال فحص تأثير وسائط الأس الهيدروجيني 

 Weissellaالمختار من  EPS( مع ثلاث تكرارات. تبع RALالدراسة التصميم العشوائي الكامل )

confusa K2 موعة ف المجتحليل بما في ذلك إجمالي محتوى السكر ومحتوى البروتين وتحديد ملف تعري

 .FTIRباستخدام مقياس الطيف الضوئي  EPSالوظيفية المكونة ل 

على تأثير نوع مصدر الكربون، وأفضل  Weissella confusa K2بواسطة  EPSنتيجة إنتاج 

عند الرقم  Weissella confusa K2من  EPSنتيجة هي السكروز. تم الحصول على أعلى إنتاج 

 Weissella confusa K2المختار من  EPSلتر. استنادا إلى تحليل جم /  ٤٧.٧٠وهي  ٨الهيدروجيني 

، ومحتوى %٨١.٤٨تم الحصول كيميائيا على إجمالي محتوى السكر بنسبة  ،٨عند الرقم الهيدروجيني 

وجود مجموعات  FTIR، وأظهرت نتائج تحليل المجموعة الوظيفية باستخدام %١.٠٠٦البروتين بنسبة 

EPS النموذجية H-O ،H-C ،C=O ،=CC ،2H/CH-C ،O-S-O ،C-O-C ،  1,6-α جليكوسيديك

، ¹-سم  ١٤٥٦.٢٥، ¹-سم  ١٦٦٦.٤٩، ¹-سم  ٢٩٣٣.٧٢ ،¹-سم  ٣٤٢٧.٤٩عند الأطوال الموجية هي 

 ، على التوالي.¹-سم  ١٠٠٠و  ،¹-سم  ١١٥٣.٤٢ ،¹-سم  ١٢٦٧.٢٢، ¹-سم  ١٣٣٨.٥٩
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer bermassa molekul tinggi 

dengan rantai panjang yang diproduksi melalui jalur metabolisme mikroorganisme 

(Wang dkk., 2015). Umumnya EPS disekresikan dari sel terluar yang dihasilkan 

oleh enzim ekstraseluler (Berecka dkk., 2013). EPS telah banyak dimanfaatkan 

pada berbagai macam industri seperti, industri pangan, kosmetik, serta industri 

kesehatan meliputi farmasi dan obat-obatan (Sanalibaba & Çakmak, 2016). 

Pemanfaatan EPS dalam industri pangan sebagai pengental, pembentuk gel, 

pengemulsi, dressing salad, serta lapisan gula pada frozen food (Bajpai dkk., 

2016). Selain itu, EPS juga dimanfaatkan sebagai antioksidan, antibiofilm, 

antitumor, serta prebiotik pada bidang kesehatan (Silva dkk., 2019). Salah satu 

mikroorganisme penghasil EPS adalah Bakteri Asam Laktat (BAL) (Imran dkk., 

2016). 

 BAL merupakan mikroorganisme yang aman jika ditambahkan ke dalam 

makanan karena bersifat non toksik dan tidak menghasilkan toksin, sehingga 

bakteri asam laktat diakui sebagai mikroorganisme food grade atau generally 

recognized as safe (GRAS) yang aman bagi kesehatan (Pratiwi dkk., 2017). BAL 

yang mampu menghasilkan EPS menunjukkan morfologi berbentuk ropy (adanya 

benang ketika ditarik dengan jarum ose) atau mucoid (mendatar) (Nurhasanah 

dkk., 2020). Beberapa genus BAL yang mampu menghasilkan EPS antara lain 

Weissella, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, 
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Carnobacterium, Tetragenococcus, Leuconostoc, serta Lactobacillus (Patel dkk., 
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 Al-Qur'an adalah kitab suci, sumber utama dan acuan bagi ilmu alam 

semesta termasuk ilmu umum dan pengetahuan agama. Allah menciptakan segala 

macam makhluk hidup dibumi ini, dari terkecil hingga terbesar, terlihat dan tidak 

terlihat atau kasat mata. Salah satu bukti kekuasaan Allah adalah adanya makhluk 

yang sangat kecil yakni mikroorganisme. Dalam Al-Qur’an, Allah telah 

memberikan isyarat tentang keberadaan mikroorganisme. Sebagaimana 

disebutkan dalam firman Allah Swt. surah Al-Baqarah ayat 26:  

ن يضَۡۡبَِ مَ 
َ

ۦٓ أ َ لََ يسَۡتَحِۡۡ ا بَعُوضَةا فَمَا فوَۡقَهَا  ۞إنَِّ ٱللََّّ   ........ثَلٗا مَّ
Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor 

nyamuk atau yang lebih kecil dari itu….” (QS. Al-Baqarah (2): 26) 

 

 Pada QS. Al-Baqarah ayat 26 terdapat kata “ بَعُوضَةا”, yang berarti 

"nyamuk". Makna ini telah didukung oleh beberapa mufassir, seperti ath-Tabari, 

al-Maraghi, Imam an-Nawawi dan Hamka. Hal ini menjelaskan kepada kita bahwa 

Allah tidak ragu ataupun keberatan untuk menyebutkan nyamuk didalam kitab suci 

meskipun makhluk ini (nyamuk), umumnya dianggap manusia sebagai makhluk 

kecil, tidak berarti, dan tidak berguna yang membawa virus penyakit. Dalam kata 

 Ahmad Mustafa al-Maraghi menjelaskan bahwa yang dimaksud ,”فَمَا فوَۡقَهَا  “

dengan sesuatu yang lebih kecil dari nyamuk, yaitu sesuatu yang tampak lebih 

kecil dari nyamuk. Hal ini berarti hanya dapat diamati dengan kaca pembesar atau 

mikroskop. Seperti bakteri, bakteri ini tidak terlihat dengan mata telanjang dan 

hanya bisa dilihat dengan bantuan mikroskop (Saputra, 2021). Salah satu 



3 
 

 

mikroorganisme ciptaan Allah yang memiliki manfaat bagi manusia adalah BAL, 

BAL merupakan salah satu mikroorganisme penghasil EPS yang dapat 

dimanfaatkan oleh manusia dalam berbagai bidang. 

 Weissella confusa merupakan salah satu jenis BAL yang mampu 

menghasilkan EPS dalam jumlah yang tinggi (Malik dkk., 2008). Weissella 

confusa merupakan bakteri asam laktat Gram-positif dan katalase negatif 

(Spiegelhauer dkk, 2020). Pada penelitian Falasconi dkk., (2020) menunjukkan 

bahwa Weissella confusa memiliki fenotip mucoid yang kuat sehingga dapat 

memproduksi EPS dengan jumlah yang tinggi. Jenis EPS yang umumnya di 

produksi oleh Weissella confusa adalah jenis dekstran (Netsopa dkk., 2018). 

Menurut penelitian Lakra dkk., (2020) EPS yang diproduksi oleh Weissella 

confusa berpotensi sebagai antioksidan dan antibiofilm. 

 Produksi EPS oleh BAL dipengaruhi oleh beberapa faktor yakni strain 

bakteri, pH, lama fermentasi, konsentrasi substrat, konsentrasi inokulum, dan 

penambahan sukrosa (Velasco dkk., 2006). Faktor kondisi nutrisi dan lingkungan 

sangat mempengaruhi sintesis EPS. Sumber karbon merupakan salah satu faktor 

yang penting dalam sintesis EPS, karena sifat dan konsentrasi sumber karbon 

mampu mengatur proses metabolisme sekunder (Tayuan dkk., 2011 dan Khani 

dkk., 2016). Sumber karbon yang berbeda akan mempengaruhi represi katabolit 

pada metabolisme sekunder (Xu dkk., 2017).  

BAL merupakan salah satu mikroorganisme fermentatif yang mampu 

hidup pada kisaran pH yang luas serta lebih toleran pada pH yang rendah (Wiyana, 

2011). pH merupakan salah satu faktor yang kritis dalam produksi EPS, karena 

setiap strain bakteri memiliki pH optimum untuk menghasilkan EPS. Berdasarkan 
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penelitian sebelumnya menujukkan bahwa Weissella confusa mampu 

memproduksi EPS pada berbagai pH. Menurut Penelitian Lakra dkk., (2020) hasil 

eksopolisakarida dari Weissella confusa MD1 tertinggi pada kondisi pH 6,5 

sebesar 10,07 g/L. Hasil penelitian Adesulu dkk., (2018) menunjukkan produksi 

EPS dari Weissella confusa OF126 dengan kondisi optimum pH 7 menghasilkan 

EPS sebesar 3,10 g/L. Hasil serupa juga diperoleh pada penelitian Wongsuphachat 

dkk., (2010) produksi EPS dari Weissella confusa NH 02 dengan kondisi optimum 

pH 7-7,5 mampu menghasilkan rendemen EPS sebesar 18,08 g/L. 

 EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa memiliki sifat yang berbeda-

beda sesuai strain bakteri penghasilnya. Sehingga menjadi salah satu faktor yang 

perlu dikaji lebih lanjut tentang karakterisasi secara kimia yang meliputi analisis 

kadar gula total, analisis kadar protein, dan analisis gugus fungsi. Berdasarkan 

uraian yang telah dijelaskan dapat diketahui bahwa Weissella confusa K2 dapat 

menghasilkan EPS pada sumber karbon dan pH media yang optimum serta perlu 

dilakukan pengkajian lebih lanjut tentang sifat kimia dari EPS sehingga akan 

mempengaruhi pemanfaatannya.  

 

1.2  Rumusan Masalah 

1. Bagaimana pengaruh jenis sumber karbon terhadap produksi eksopolisakarida 

oleh Weissella confusa K2? 

2. Bagaimana pengaruh pH media terhadap produksi eksopolisakarida oleh 

Weissella confusa K2? 

3. Bagaimana karakteristik kimia eksopolisakarida terpilih dari Weissella confusa 

K2? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui jenis sumber karbon terbaik terhadap produksi 

eksopolisakarida oleh Weissella confusa K2. 

2. Untuk mengetahui pengaruh pH media terhadap produksi eksopolisakarida 

oleh Weissella confusa K2. 

3. Untuk mengetahui karakteristik eksopolisakarida dari Weissella confusa K2 

secara kimia. 

 

1.4 Batasan Masalah 

1. Bakteri Weissella confusa K2 hasil isolasi dari buah kelengkeng 

2. Jenis sumber karbon yang digunakan fruktosa, glukosa, sukrosa, dan laktosa. 

3. Variasi pH media yang digunakan adalah 4, 5, 6, 7 dan 8. 

4. Karakterisasi secara kimia meliputi analisa gula total, kadar protein dan gugus 

fungsi eksopolisakarida. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah dapat memberikan 

informasi mengenai pengaruh jenis sumber karbon dan pH optimum terhadap 

produksi eksopolisakarida oleh Weissella confusa K2 yang dapat digunakan 

sebagai acuan produksi eksopolisakarida skala besar.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri yang dapat 

menghasilkan asam laktat, sebagai produk utama dalam metabolisme karbohidrat. 

Bakteri asam laktat memiliki ciri berbentuk coccus dan basil, tidak memiliki 

spora, tergolong Gram-positif dan pada umumnya katalase negatif (Nudyanto dan 

Zubaidah, 2015). Mayoritas BAL dikenal sebagai probiotik yang kaya akan 

manfaat bagi kesehatan, (Belicová, dkk., 2013). Beberapa spesies yang tergolong 

BAL adalah Lactobacillus, Weissella, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, 

Tetragenococcus, Leuconostoc, dan Lactococcus (Romadhon dkk., 2012). 

Sebagian besar BAL merupakan bakteri non patogen dan termasuk dalam 

kelompok bakteri yang memiliki status generally recognized as safe (GRAS) 

(Rahmiati dan Simanjuntak, 2019). 

 BAL merupakan salah satu mikroorganisme fermentasi dan dapat tumbuh 

pada pH 3,5 - 10 serta suhu berkisar 5˚C - 45˚C (Abdel dkk., 2013). Sebagian 

besar strain BAL toleran terhadap pH asam berkisar 4,4 dan dapat mengalami 

pertumbuhan yang optimum pada pH 5,5 (Salminen dan Wright, 2004). 

Mekanisme kerja BAL adalah dengan cara memetabolisme berbagai macam 

karbohidrat secara fermentatif yang akan diubah menjadi asam-asam organik 

(Nasution, 2012). BAL memiliki sifat proteolitik dengan kebutuhan asam amino 

yang cukup spesifik (Widodo, 2017). 
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 Kelompok BAL terbagi menjadi 2 yakni 1) Bakteri homofermentatif yakni 

glukosa yang difermentasi untuk memproduksi asam laktat sebagai satu-satunya 

produk. Contoh: Streptococcus, Pediococcus, dan Lactobacillus, 2) Bakteri 

heterofermentatif yakni glukosa yang difermentasikan untuk memproduksi asam 

laktat serta senyawa-senyawa lainnya seperti etanol, asam asetat, dan CO2. 

(Prescott dan Dunn,1990). Beberapa penelitian menyebutkan bahwa BAL mampu 

menghasilkan senyawa metabolisme sekunder eksopolisakarida (EPS) (Giyatno 

dan Retnaningrim, 2020). EPS dihasilkan oleh BAL dengan cara dikultivasi pada 

rentan suhu 30-37˚C pada media MRS, susu ataupun dengan senyawa derivatnya 

(Badel dkk., 2011). 

 EPS yang diproduksi BAL dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen 

(Madiedo & Gavilan, 2005). Penelitian Zubaidah (2008) mengenai 

eksopolisakarida (EPS) dari BAL telah banyak dilaporkan, eksopolisakarida yang 

dihasilkan oleh bakteri asam laktat, memiliki ciri khas kontribusi bakteri sebagai 

probiotik yang dapat memberikan efek positif bagi kesehatan. Hasil penelitian 

Berecka dkk., (2013) EPS yang dihasilkan oleh BAL memiliki potensi sebagai 

imunostimulan, meningkatkan pertumbuhan bakteri probiotik didalam saluran 

pencernaan dan berpotensi sebagai antioksidan. 

 

2.2 Weissella  confusa 

Weissella termasuk dalam famili Leuconostocaceae (Chelo dkk., 2010). 

Weissella confusa merupakan bakteri asam laktat (BAL) yang tergolong Gram-

positif, katalase-negatif, serta sel pembentuk non endospora dengan morfologi 

berbentuk coccoid atau batang (Fusco dkk., 2015). Strain Weissella mampu 
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menghasilkan eksopolisakarida (EPS) jenis dekstran (Jin, 2019). Dalam 

memproduksi EPS Weissella confusa memanfaatkan sukrosa sebagai sumber 

karbon utama (Tayuan dkk., 2011). Gambar bakteri Weissella confusa 

ditunjunjukkan pada Gambar 2.1. 

 Berdasarkan Taxonomic Outline of the Prokaryotes, Weissella confusa 

diklasifikasikan sebagai berikut: 

   Kingdom : Bacteria 

   Divisi  : Firmicitus 

   Kelas  : Bacilli 

   Ordo  : Lactobacillales 

   Famili  : Leuconostococeae 

   Genus  : Weissella 

   Spesies : Weissella confusa 

 
Gambar 2. 1 Bakteri Weissella confusa (Jin dkk., 2019) 

 

2.3 Eksopolisakarida 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer bermassa molekul tinggi 

dengan rantai panjang yang diproduksi oleh melalui metabolisme 

mikroorganisme, termasuk bakteri, jamur dan ganggang biru-hijau (Wang dkk., 

2015). Polimer EPS dapat disekresikan oleh mikroorganisme ke lingkungan 

eksternalnya (Berecka dkk., 2013). Secara umum EPS terdiri dari monosakarida 

serta substituent non-karbohidrat berupa asetat, fosfat, piruvat dan suksinat (Van 
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Hijum dkk., 2002). Selain itu, EPS juga terdiri dari beberapa biomolekul 

diantaranya adalah protein, lipid, asam nukleat serta zat humat (Vu, 2009). 

 EPS merupakan suatu polisakarida yang dihasilkan dari sekresi bakteri 

asam laktat pada ekstraseluler disekeliling sel (Ates, 2015). EPS atau polisakarida 

ekstraseluler rantai panjang yang dihasilkan dari sintesis bakteri asam laktat telah 

banyak diteliti dan dilaporkan (Imran dkk., 2016). Polimer EPS telah 

dimanfaatkan diberbagai macam industri, diantaranya kesehatan, serta dalam 

bidang pangan (Sanalibaba & Çakmak, 2016). Pada industri pangan 

eksopolisakarida dimanfaatkan sebagai agen pengental, pengontrol viskositas, 

pelembut makanan, dan peningkat tekstur (Bajpai dkk., 2016). Eksopolisakarida 

yang umum digunakan dalam bidang kesahatan antara lain dekstran, ꞵ-glukan, 

xanthan, ꞵ-mannan, curdlan, dan gellan (Malik,dkk., 2008). Salah satu pengunaan 

eksopolisakarida dibidang kesehatan adalah aktivitas antibakteri (Rajoka dkk., 

2018). 

 

2.3.1 Homopolisakarida (HoPS) 

Homopolisakarida (HoPS) terdiri dari monosakarida tunggal yang 

diproduksi dalam media ekstra seluler, dan yang tergolong dalam 

homopolisakarida antara lain α-D-glukan, β-D-glukan, fruktan, alternan, reuteran, 

pullulan, levan, inulin, curdlan, mutan dan poligalaktan (Mende dkk., 2016). 

Klasifikasi Homopolisakarida (HoPS) menurut ikatan glikosidik ditunjukkan 

pada Gambar 2.2. 
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Gambar 2. 2 Klasifikasi homopolisakarida (HoPS) (Singh & Saini, 2017) 

 Bakteri asam laktat yang menghasilkan homopolisakarida (HoPS) 

termasuk dalam genus Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus dan Weissella (Farinazzo dkk., 2020). Dua kelompok 

homopolisakarida penting yang di produksi oleh bakteri asam laktat adalah α-

glukan, yakni dekstran dan mutan. Bakteri asam laktat Leuconostoc 

mesenteroides subsp. mesenteroides dan Leuconostoc mesenteroides subsp. 

dextranicum menghasilkan dekstran, sedangkan bakteri asam laktat Streptococcus 

mutans dan Streptococcus sobrinus menghasilkan mutans (Mende dkk., 2016). 

Spesies Pediococcus dapat  memproduksi β-glukan (Wade dkk., 2019). 

 Dekstran terdiri dari rantai utama berupa unit glukosil berulang dengan 

ikatan α-(1→6) dan unit sederhana atau rantai samping α-(1→2), α-(1→3) atau 

α-(1 →4) yang saling berkaitan (Juvonen dkk., 2015). Dekstran yang dihasilkan 

oleh Lactobacillus fermentum, Lactobacillus sakei, Lactobacillus hilgardii, 

Lactobacillus parabuchneri dan Lactobacillus curvatus terdiri dari ikatan α-(1 

→6) glikosidik dan memiliki cabang pada atom karbon pada posisi 3. Mutan 

umumnya dihubungkan oleh ikatan α-(1→3) glikosidik (Guerin dkk., 2020). Pada 

alteran umumnya dihubungkan oleh ikatan α-(1→6) atau α-(1→3), kemudian 
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pada reuteran dihubungkan oleh ikatan α-(1 → 4) atau α-(1 →6) dengan ikatan α-

(1 → 4) atau α-(1 → 6) pada suatu titik percabangan (Sanalibaba & Çakmak, 

2016). 

 Jenis homopolisakarida fruktan rantai utamanya mengandung fragmen 

fruktosil dengan ikatan β-(2→6) atau β-(2→1) (Juvonen dkk., 2015). Fruktan 

diklasifikasikan menjadi dua tipe yakni levan dan inulin (Sanalibaba & Çakmak, 

2016). Fruktan diproduksi oleh beberapa spesies diantaranya Lactobacillus, 

Leuconostoc, Streptococcus dan Weissella (Singh & Saini, 2017). Levan yang 

diproduksi oleh strain Lactobacillus reuteri dan Lactobacillus sanfranciscensis 

umumnya memiliki ikatan β-(2→6) yang dominan (Juvonen dkk., 2015). 

Sedangkan, pada inulin umumnya terdiri dari ikatan β-(2→1) serta percabangan 

pada posisi β-(2→6) (Oleksy & Klewicka, 2018). Selain itu, poligalaktan juga 

termasuk dalam homopolisakarida karena mengandung unit berulang pentametrik 

dari galaktosa. Polimer poligalaktan umumnya dihasilkan oleh strain Lactococcus 

lactis subsp. lactis H414 dan 2 strain dari Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus (CRL 406 and 142) (Sanalibaba & Çakmak, 2016). 

 

2.3.2 Heteropolisakarida (HePS) 

Heteropolisakarida (HePS) terdiri dari tiga hingga delapan unit berulang 

yang terdiri dari dua atau lebih monosakarida yang berbeda (Ryan dkk., 2015). 

Heteropolisakarida (HePS) dihasilkan oleh bakteri asam laktat mesofilik dan 

termofilik. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus rhamnosus dan 

Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus sakei, Lactobacillus casei 

merupakan spesies bakteri asam laktat mesofilik. Sedangkan, Lactobacillus 
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delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

helveticus dan Streptococcus thermophilus merupakan spesies bakteri asam laktat 

termofilik (Sanalibaba & Çakmak, 2016). 

 Struktur heteropolisakarida (HePS) tergantung pada jumlah serta jenis 

monosakarida dan jenis ikatan yang terlibat, heteropolisakarida (HePS) terdiri 

dari unik berulang linier atau bercabang. Unit ini sering mengandung kombinasi 

berbagai jenis monosakarida seperti D-glukosa, D-galaktosa dan L-rhamnosa. N-

acetylyglucosamine, N-acetylgalactosamine atau glucuronic merupakan jenis 

asam yang terlibat pada heteropolisakarida (HePS). Substituen non-karbohidrat 

seperti fosfat, asetil dan gliserol juga berperan dalam heteropolisakarida (HePS). 

Gellan, xanthan dan kefiran merupakan jenis heteropolisakarida (HePS) 

(Sanalibaba & Çakmak, 2016). 

 

2.3.3 Jenis-Jenis Eksopolisakarida 

 Struktur eksopolisakarida sangat beragam, berikut adalah beberapa jenis 

eksopolisakarida antara lain: 

1. Dekstran 

Dekstran terdiri dari rantai utama berupa unit glukosil berulang dengan 

ikatan α-(1→6) dan unit sederhana atau rantai samping α-(1→2), α-(1→3) atau 

α-(1 →4) yang saling berkaitan (Juvonen dkk., 2015). Dekstran disintesis dari 

substrat sukrosa oleh BAL dengan berat molekul berkisar 9-200 x 106 (E. H. Song 

dkk, 2012). Dekstran tergolong dalam kelompok glukan yang sintesis secara 

ekstraseluler oleh Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc spp. 

(Nasrollahzadeh dkk, 2021). 
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Gambar 2. 3 Struktur dekstran (Nasrollahzadeh dkk, 2021) 

2. Mutan 

Mutan tergolong dalam kelompok α-glukan yang tidak larut dalam air 

dengan ikatan α-(1→3) dengan percabangan pada α-(1→6). Polimer mutan 

mampu mensintesis mutansukrase yang temukan pada spesies dari genus 

Streptococcus, Lactobacillus dan Leuconostoc (Kimura & Iwata, 2019). 

 
Gambar 2. 4 Struktur mutan (Kimura & Iwata, 2019) 

 

3. Alternan 

Alternan tergolong dalam kelompok α-glukan dengan ikatan α-(1→6) dan 

α-(1→3) bergantian, ditemukan dalam L. mesenteroides NRRL B-1355. Enzim 

yang mampu menghidrolisis alternan adalah isomaltodekstranase dan alternanase 

(Kimura & Iwata, 2019). 
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Gambar 2. 5 Struktur alternan (Kimura & Iwata, 2019) 

4. Reuteran 

Reuteran adalah kelompok α-glukan yang mampu larut dalam air yang 

terdiri dari ikatan α-(1 →4) dihubungkan oleh satu ikatan α-(1→6). Enzim yang 

mampu menghidrolisis reuteran adalah reuteransukrase yang detemukan pada 

Lactobacillus reuteri. Umumnya reuteran berfungsi sebagai bahan makanan yang 

berpotensi meningkatkan kesehatan (Kimura & Iwata, 2019). 

 
Gambar 2. 6 Struktur reuteran (Kimura & Iwata, 2019) 

5. Levan 

Levan adalah jenis fruktan yang terdiri dari unit fruktosa pada ikatan β-

(2→6) yang memiliki rantai samping fruktosa terkait β-(2→1). BAL yang mampu 

menghasilkan EPS jenis levan adalah spesies dari genus seperti Streptococcus, 

Leuconostoc, Lactobacillus, dan Weissella. Levan disintesis oleh enzim 

levansukrase dengan memanfaatkan sukrosa sebagai substrat. Levansukrase juga 

menghasilkan oligosakarida yang disebut fructooligosaccharides (FOS) (Baruah 

& Goyal, 2022). 



15 

 

 
 

 
Gambar 2. 7 Struktur Levan (Korakli dan Vogel, 2006) 

6. Inulin 

Inulin merupakan golongan fruktan yang tersusun dari residu fruktosa 

yang terikat pada ikatan β-(2→1) dengan adanya enzim inulosukrase. Inulin 

memanfaatkan substrat sukrosa, enzim inulosukrase ditemukan pada bakteri asam 

laktat. Struktur inulin disintesis oleh fruktansukrase dari sukrosa. Saat sukrosa 

digunakan sebagai substrat dalam reaksi priming awal, fruktan yang disintesis 

mengandung gula non reduksi unit glukosa di ujung rantai (glukosa terminal) 

(Kimura & Iwata, 2019). 

 
Gambar 2. 8 Struktur inulin (Kimura & Iwata, 2019) 

 

2. 4 Biosintesis Eksopolisakarida 

Biosintesis eksopolisakarida berlangsung dalam fase pertumbuhan yang 

berbeda tergantung pada jenis mikroorganisme. Proses sintesis dapat dibagi 

menjadi dua prinsip dasar yaitu tempat dan prekursor alami, seperti sintesis di luar 

dinding sel atau di membran sel. Sintesis heteropolisakarida berbeda dari sintesis 
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monosakarida, yaitu dengan biosintesis di membran sitoplasma memanfaatkan 

prekursor intraseluler. Gula nukleotida memainkan peran penting dalam sintesis 

heteropolisakarida, sehingga perannya dalam interkonversi monosakarida atau 

disakarida (gula) dan aktivitas gula diperlukan untuk polimerisasi monosakarida 

menjadi polisakarida (Cerning, 1990). 

 Biosintesis eksopolisakarida pada bakteri asam laktat merupakan proses 

kompleks yang melibatkan sejumlah enzim dan protein pengaturnya. Pada 

dasarnya, biosintesis eksopolisakarida dapat dikategorikan menjadi tiga langkah 

utama yakni karbon substrat diasimilasi, polisakarida disintesis pada intraseluler 

dan akhirnya keluar dari sel. Biosintesis eksopolisakarida umumnya memiliki 

empat langkah utama dimulai dengan gula transportasi ke sitoplasma, sintesis 

gula-1P, polimerisasi prekursor unit berulang dan terakhir transportasi 

eksopolisakarida di luar sel (Sanalibaba & Çakmak, 2016). 

 

2. 4.1 Biosintesis Homopolisakarida (HoPS) 

Karakteristik biosintesis pada homopolisakarida (HoPS) adalah tidak 

adanya tahapan transportasi aktif pada jalur sintesis dan tidak ada energi yang 

dikeluarkan serta kebutuhan biosintesis enzim ekstraseluler. Terdapat dua enzim 

ekstraseluler yang terlibat dalam biosintesis homopolisakarida (HoPS) yakni, 

Glikosiltransferase (GTF atau glukansukrase) enzim ini memanfaatkan adanya 

glukosa, dan Fruktosiltransferase (FTF atau fruktansukrase) memanfaatkan 

adanya fruktosa. Glukosa dan fruktosa digunakan sebagai donor glikosil selama 

biosintesis homopolisakarida (HoPS) berlangsung (Sanalibaba & Çakmak, 2016). 
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 Biosintesis homopolisakarida (HoPS) terjadi pada genus Weissella, 

Leuconostoc, Lactobacillus dan Pediococcus, dibantu oleh adanya enzim 

ekstraseluler glukansukrase dan fruktansukrase. Enzim glukansukrase dan 

fruktansukrase berperan mentransfer monosakrida dari substrat spesifik pada 

pertumbuhan rantai polisakarida, residu monosakarida yang dihasilkan akan 

melekat pada rantai aseptor glikan. Enzim-enzim ini termasuk dalam kelompok 

glikosiltransferase (GTF, EC 2.4xy) dan mengkatalisis hidrolisis gula, serta dapat 

dikategorikan menjadi transglukosidase (EC 2.4.1.y; glukan-tersintesis 

dekstransukrases, mutansukrases, dan reuteransukrases) dan transfruktosidase 

(EC 2.4.1.y atau 2.y; fruktan terkatalis transfruktosidase levansucrase dan 

inulosukrase), dan dikodekan oleh gen GTF dan FTF. Glukansukrase bertanggung 

jawab untuk sintesis glukan dan fruktan termasuk dalam superfamili α-amilase 

sebagai bagian dari glikosida hidrolase (GH), dalam klan GH-H (Guerin dkk., 

2020). 

 Glukansukrase memiliki ciri oleh kemampuannya untuk memutuskan 

ikatan α-glikosidik antara bagian glukosa dan bagian monosakarida yang lain 

menggunakan domain katalitik (β/α)8-barrel yang menentukan reaksi spesifik, 

menggenai struktur tiga dimensi glukansukrase, inti katalitik mengandung tiga 

domain yang dilampirkan dua domain tambahan yakni domain IV dan V. 

Beberapa domain terdiri dari dua segmen terputus-putus rantai polipeptida dan 

menghasilkan struktur berbentuk U (Guerin dkk., 2020). Jalur Biosintesis 

Homopolisakarida (HoPS) ditunjukkan pada Gambar 2.3. 
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Gambar 2. 9 Jalur biosintesis homopolisakarida (HoPS) (Guerin dkk., 2020) 

 

2.4.2 Biosintesis Heteropolisakarida (HePS) 

Biosintesis heteropolisakarida (HePS) terdiri dari beberapa tahapan yakni 

transportasi gula ke dalam sitoplasma sel bakteri, sintesis gula nukleotida dan 

gula-1-fosfat (substrat donor nukleotida gula), sintesis unit berulang, polimerisasi 

unit gula berulang, dan terakhir, ekspor eksopolisakarida dari sel sehingga dapat 

disekresikan sebagai polimer berlendir atau dengan menempel pada dinding sel 

untuk membentuk kapsul (Guerin dkk., 2020). 

 Biosintesis heteropolisakarida (HePS) menggunakan substrat sukrosa 

terdiri dari beberapa tahapan. Biosintesis ini diawali dengan substrat sukrosa akan 

diubah menjadi sukrosa 6-P melalui jalur fosfotransferase sistem spesifik (PEP-

PTS dan permease), kemudian sukrosa 6-P akan diubah menjadi monomernya 

berupa fruktosa dan glukosa 6-P yang dikatalisis oleh enzim SacA/ScrB (sukrosa 

6-fosfat hidrolase). Selanjutnya, fruktosa dan glukosa 6-P hasil hidrolisis diubah 

menjadi fruktosa 6-P dengan katalis berupa enzim SacK/ScrK (6-fruktokinase), 

kemudian fruktosa 6-P akan dirubah menjadi glukosamin 6-P dengan katalis 

berupa enzim Glms (glutamin-fruktosa 6 fosfat transaminase), dan diubah lagi 
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menjadi N-asetil-glukosamin 6-P dengan bantuan katalis berupa enzim NagA (N-

asetilglukosamin 6-fosfat deasetilase). Hasil N-asetil-glukosamin 6-P pada proses 

sebelumnya akan diubah menjadi N-asetilglukosamin 1-P  dengan enzim NagM 

(N-asetilglukosamin fosfomutase) sebagai katalis, kemudian N-asetilglukosamin 

1-P diubah menjadi UDP-N-asetil-glukosamin dengan katalis enzim GimU 

(UDP-N-asetil-glukosamin pirofosforilase). UDP-N-asetil-glukosamin 

melakukan pengulangan unit baik rantai maupun cabang dengan bantuan 

nukleotida lain dengan bantuan katalis enzim glikosiltransferase.  

 Biosintesis HePs melalui pengubahan fruktosa 6-P menjadi mannosa 6-P 

dengan enzim MannA (mannosa 6-fosfat isomerase) sebagai katalis, kemudian 

mannosa 6-P diubah menjadi mannosa 1-P dengan bantuan enzim MannB 

(fosfomannomutase) sebagai katalis. Selanjutnya, mannosa 1-P akan diubah 

menjadi GDP-mannosa dengan bantuan enzim Gtp (mannosa 1-fosfat 

guaniltransferase) sebagai katalis, GDP-mannosa kemudian diubah menjadi 

GDP-4-dehidro-6-deoksimannosa dengan bantuan enzim Gmd (GDP-mannosa-

4,6-dehidratase) sebagai katalis, GDP-4-dehidro-6-deoksimannosa selanjutnya 

diubah menjadi GDP fruktosa dikatalisis oleh enzim GDP-fukosa sintase. 

Kemudian nukleotida gula berupa GTF (glikosiltransferase) berperan untuk 

menggabungkan monosakarida-monosakarida yang melakukan pengulangan unit 

hingga membentuk HePs. 

 Biosintesis eksopoliskarida dengan menggunakan substrat glukosa 

diawali dengan pembentukan glukosa-6-fosfat sebagai senyawa intermediet yang 

akan menghubungkan jalur anabolik pada pembentukan eksopolisakarida dan 

glikolisis. Kemudian adanya aliran karbon yang terbagi menjadi dua bagian yakni 
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fruktosa-6-fosfat menuju pembentukan produk berupa glikolisis, biomassa, dan 

ATP, serta masuk ke tahapan biosintesis gula nukleotida (prekusor 

eksopolisakarida). Selanjutnya, G-6-P diubah menjadi G-1-P (senyawa yang 

menjadi titik cabang pembentukan gula nukleotida UDP-glukosa dan dTDP-

glukosa) dengan bantuan enzim phosphoglutcomutase (PGM) sebagai katalis. 

Gula nukleotida tersebut merupakan gula prekusor yang berperan dalam 

pembentukan polisakarida di dalam sel dan membutuhkan bantuan enzim 

glukosiltransferase, gula nukleosida difosfat (NDP) akan membentuk 

pengulangan unit dan melekat pada sebuah lipid pembawa glikolisil. Kemudian 

makromolekul akan dipolimerasi dan disekresikan dalam bentuk eksopolisakarida 

(Welman & Maddox, 2003). Jalur Biosintesis Heteropolisakarida (HePS) 

ditunjukkan pada Gambar 2.4. 

 
Gambar 2. 10 Jalur biosintesis heteropolisakarida (HePS) (Guerin dkk., 2020)
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2.5 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida 

Faktor-faktor yang mempengaruhi kinerja bakteri dalam memproduksi 

eksopolisakarida antara lain: 

1. Media 

 Media produksi eksopolisakarida yang diperlukan untuk mengoptimalkan 

proses fermentasi BAL dalam memproduksi EPS sangat beragam. Karbon dan 

nitrogen adalah nutrisi penting bagi mikroorganisme untuk pertumbuhan sel, 

metabolisme serta pembentukan sekresi dalam media fermentasi. Menurut 

Seesuriyachan dkk., (2011) yeast extract dan peptone ditambahkan pada media 

produksi sebagai tambahan sumber nitrogen untuk membantu proses fermentasi 

BAL dalam memproduksi EPS. Senyawa organik seperti kalium sulfat, 

ammonium nitrat , urea, dan ammonium sulfat dapat dimanfaatkan sebagai 

sumber nitrogen (Mahapatra dan Banerjee, 2013) Selain sumber nitrogen, media 

produksi EPS memerlukan sukrosa, glukosa, manosa, fruktosa sebagai sumber 

karbon (Tayuan dkk., 2011 dan Mahapatra dan Banerjee, 2013). 

2. Suhu 

 Suhu dapat mempengaruhi mikroorganisme dalam dua cara yang 

berlawanan apabila suhu naik, kecepatan akan metabolisme naik dan 

pertumbuhan dipercepat. Sebaliknya apabila suhu turun, kecepatan metabolisme 

juga akan turun dan pertumbuhan juga diperlambat, apabila suhu naik atau turun 

tingkat pertumbuhan akan berhenti, komponen sel menjadi tidak aktif dan sel-sel 

bakteri asam laktat dapat mati (Ayuti, dkk., 2016).  
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3. Lama Fermentasi 

 Lama fermentasi, inkubasi perlu diperhatikan agar dapat mencegah 

terjadinya dominasi salah satu galur biakan atau spesies lain. Lama fermentasi 

yang berlebihan pada produk akan menghasilkan bakteri asam laktat yang 

berlebihan ataupun penurunan bakteri asam laktat akibat berkurangnya kebutuhan 

nutrisi sehingga menyebabkan kegagalan dalam fermentasi (Kartikasari, dkk., 

2014).  

4. pH 

 Derajat keasaman (pH) adalah faktor yang penting dalam fermentasi, 

setiap bakteri memiliki pH yang spesifik guna pertumbuhan yang optimum. Hal 

tersebut dikarenakan pH akan mempengaruhi efektivitas enzim yang dihasilkan 

dalam membentuk suatu kompleks enzim substrat serta adanya perubahan pH 

akan menyebabkan terjadinya proses denaturasi enzim (Poedjiadi dan Titin, 

2006). Menurut Zubaidah dkk., (2008) pH merupakan salah satu parameter 

lingkungan utama yang mempengaruhi total BAL, total asam laktat dan total 

eksopolisakarida kasar yang dihasilkan dalam media fermentasi. Penelitian 

terdahulu mengenai pengaruh pH terhadap produksi eksopolisakarida ditunjukkan 

pada Tabel 2.1. 

Tabel 2. 1 Penelitian terdahulu mengenai pengaruh pH 

Kondisi Media pH 

Hasil 

EPS 

(g/L) 

Bakteri Literatur 

MRS 4% galaktosa 

dan 1% ammonium 

nitrat 

6,5 10,07 
Weissella 

confusa MD1 
Lakra dkk., (2020) 

MRS sukrosa 24 

g/L 
7 3,10 

Weissella 

confusa OF126  

Adesulu dkk., 

(2018) 

MRS sukrosa  40 

g/L  
7 18,08 

Weissella 

confusa NH 02  

Wongsuphachat 

dkk., (2010) 
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5. Penambahan Sukrosa 

 Beberapa penelitian telah dilakukan terhadap produksi EPS dan salah satu 

faktor yang mempengaruhi produksi EPS adalah penambahan sukrosa. 

Dibandingkan dengan sumber gula lainnya, sukrosa merupakan salah satu sumber 

karbon terpenting untuk produksi EPS oleh BAL (Mahapatra dan Banerjee, 2013). 

Jin dkk., (2019) melaporkan bahwa produksi EPS tertinggi yang dihasilkan oleh 

Weissella confusa VP30 dengan penambahan konsentrasi sukrosa sebanyak 10% 

menghasilkan EPS sebesar 59,99 g/L. 

6. Kandungan Oksigen 

 Tersedianya oksigen mempengaruhi jenis mikroba yang dapat tumbuh. 

Mikroba dapat dibedakan menjadi 3 kelompok yaitu mikroba yang bersifat aerob 

(membutuhkan oksigen), anaerob (tidak membutuhkan oksigen), dan anaerob 

fakultatif (dapat hidup pada keadaan ada atau tidak adanya oksigen) (Ferdaus, 

dkk., 2008). Produksi EPS melalui respirasi aerob memerlukan oksigen dengan 

agitasi untuk mendistribusikan oksigen pada media (Anike dkk., 2015). 

7. Konsentrasi Substrat 

 Mikroba membutuhkan substrat untuk kehidupannya, yaitu sebagai 

sumber karbon dan sumber energi. Pada proses fermentasi, fermen atau enzim 

dapat mengubah substrat menjadi bahan lain dengan mendapat keuntungan berupa 

energi (Ferdaus, dkk., 2008). 

8. Konsentrasi Inokulum 

 Inokulum adalah biakan bakteri yang dimasukkan ke dalam media cair 

yang siap digunakan untuk fermentasi. Kenaikan konsentrasi inokulum akan 
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mempercepat dan menambah pembentukan EPS, tetapi jika konsentrasi inokulum 

terlalu besar akan menyebabkan fermentasi tidak efisien (Franca, 2009). 

 

2.6 Karakterisasi secara Kimia 

2.6.1 Uji Kadar Gula Total Eksopolisakarida Metode Asam Sulfat-fenol 

Metode sulfat-fenol merupakan suatu metode analisis karbohidrat yang 

digunakan untuk mengukur kadar glukosa total (Amir dkk., 2013). Prinsip 

pengujian kadar glukosa total dengan metode sulfat-fenol adalah bahwa gula 

sederhana dan turunannya akan bereaksi dengan fenol menghasilkan warna jingga 

kekuningan dengan asam sulfat pekat (Lailah dkk., 2017). Penambahan asam 

sulfat pekat dan fenol pada reaksi glukosa berjalan secara eksotermis dengan 

ditandai adanya panas yang dihasilkan (Lewkowski, 2001). 

 Gula merupakan jenis karbohidrat, apabila ditambahkan asam sulfat pekat 

dan kemudian dipanaskan maka akan mengalami reaksi pembentukan derivate 

furan (ranaldehid dan hidroksimetil furaldehid) sehingga reaksi dehidrasi 

merupakan reaksi awal bersamaan dengan terbentuknya turunan furan (Brummer 

dan Cui, 2005). Pada dasarnya karbohidrat yang didehidrasi melalui reaksi dengan 

penambahan asam sulfat pekat akan menghasilkan turunan furfural. Turunan 

furfural dapat bereaksi dengan fenol yang akan menghasilkan kompleks berwarna 

jingga kekuninngan yang dapat dideteksi dengan spektrofotometer UV-Vis 

(Albalasmeh, A. & Ghezzehei, 2013). Reaksi kompleks fenol-furfural 

ditunjukkan pada Gambar 2.5. 
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Gambar 2. 11 Reaksi kompleks fenol-furfural (Lewkowski, 2001) 

 

2.6.2 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida 

Analisis kadar protein eksopolisakarida menggunakan metode Lowry 

bertujuan untuk menghilangkan senyawa protein. Umumnya senyawa protein ini 

berasal dari pengotor yaitu media produksi (Fatih dkk., 2020). Kandungan protein 

pada eksopolisakarida ditentukan dengan menggunakan metode Lowry Folin 

Ciocalteu. Dalam metode Lowry terdapat 2 reaksi, pertama kompleks Cu(II) 

terbentuk dengan protein, kemudian Cu(II) akan direduksi menjadi Cu(I) dalam 

suasana basa. Ion Cu+ kemudian mereduksi reagen Folin-Ciocalteu, kompleks 

asam fosfomolibdat-asam fosfotungstat, untuk menghasilkan 

heteropolimolibdenum biru, yang dihasilkan dari oksidasi gugus aromatik yang 

dikatalisis oleh Cu (rantai samping asam amino) dan menghasilkan warna biru 

intensif untuk dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Pangestu dkk., 

2017) 

  



26 
 

 

2.6.3 Analisis Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier 

Transform Infra Red (FTIR) 

Prinsip kerja spektroskopi FTIR adalah dengan mengidentifikasi gugus 

fungsi senyawa dengan absorbansi inframerah terhadap senyawa tersebut. Pola 

absorbansi yang diserap oleh masing-masing senyawa berbeda, sehingga 

memungkinkan senyawa dapat dibedakan serta dikuantifikasi (Sankari, 2010). 

Identifikasi gugus fungsi EPS dari Weissella confusa yang dilakukan oleh 

Heperkan dkk., (2020) menunjukkan adanya beberapa puncak yang 

menggambarkan struktur dari senyawa eksopolisakarida. Spektrum hasil 

identifikasi FTIR EPS ditunjukkan pada Gambar 2.6. 

 
Gambar 2. 12 Spektrum FTIR EPS dari Weissella confusa C19 (Heperkan dkk., 

2020) 
  

EPS yang dihasilkan Weissella  confusa memiliki gugus fungsi pada 

spektra 3262 cm-1 menunjukkan adanya gugus O-H stretching, pada pita serapan 

2920 cm-1 menunjukkan adanya gugus C-H streching, pada spektra 1640 cm-1 

menunjukkan adanya gugus amida, pada pita serapan 1413 cm-1 dan 1338 cm-1 

menunjukkan adanya gugus karboksil, hal ini yang menunjukkan EPS bersifat 
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asam. Pada pita serapan 1200-950 cm-1 menunjukkan adanya gugus khas 

polisakarida pada EPS. Pita serapan 1151 cm-1, 1105 cm-1 dan 1000 cm-1 

merupakan vibrasi C-O dan C-C serta getaran deformasi dari ikatan CCH, COH 

dan HCO. Pada serapan 1151 cm-1 menunjukkan adanya vibrasi ikatan C-O-C dan 

jembatan glikosidik. Puncak serapan pada 1105 cm-1 disebabkan adanya vibrasi 

ikatan C-O pada posisi C4 dari residu glukosa. Intensitas peak 1000 cm-1 

merupakan fleksibilitas rantai lebar yang ada di dekstran sekitar menunjukkan 

adanya ikatan  α-glikosidik (1 →6). 

 Identifikasi gugus fungsi EPS dengan FTIR yang dihasilkan oleh 

Weissella confusa OF126 dilaporkan oleh Adesulu dkk., (2018) memiliki gugus 

fungsi sebagian besar berupa gugus hidroksil (O-H) pada serapan 3287 cm-1, pada 

serapan ini ditunjukkan bahwa gugus khas EPS adalah karbohidrat. Pada serapan 

2980 cm-1 disebabkan adanya C-H stretching dan pada serapan 1651 cm-1 adanya 

gugus C=O dan gugus karboksil. Serapan 1009 cm-1 dikaitkan dengan adanya 

gugus C-O-C. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Program Studi 

Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana 

Malik Ibrahim Malang pada bulan Juni 2022-Maret 2023. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya gelas ukur 100 

mL, beaker glass 500 mL, Erlenmeyer 250 mL, pipet ukur 5 mL dan 10 mL, pipet 

tetes, labu ukur 5 mL, 10 mL, 25 mL, dan 100 mL, bola hisap, botol semprot, 

spatula, batang pengaduk, korek api, kawat ose, pembakar spiritus, cawan petri, 

waterbath, mikropipet, blue tip, hot plate, tabung reaksi, rak tabung reaksi, tabung 

sentrifuge, magnetic stirrer, autoclave, shaker, laminar air flow, vortex, oven, 

lemari asap, spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer FTIR, lemari pendingin. 

 

3.2.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya De Man 

Rogosa Sharpe Agar (MRSA), De Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB), etanol 

absolut, alkohol 70% sebagai desinfektan, fenol 5%, asam sulfat (H2SO4) 98%, 

asam klorida (HCl) 2N, natrium hidroksida (NaOH) 2N, aquades, asam 
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trikloroasetat (TCA) 10%,  glukosa, fruktosa, laktosa, sukrosa, kapas, kertas label, 

aluminium foil, plastik wrap, dan starter Weissella confusa K2. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini terbagi menjadi dua tahapan. Penelitian tahap pertama untuk 

mengetahui pengaruh jenis sumber karbon fruktosa, glukosa, sukrosa, dan laktosa 

terhadap produksi eksopolisakarida. Penelitian tahap satu dilanjutkan pada tahap 

dua dengan mengkaji pengaruh pH media 4, 5, 6, 7, 8 terhadap produksi 

eksopolisakarida. Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dengan pengulangan sebanyak tiga kali. EPS terpilih dari Weissella 

confusa K2 dilanjutkan analisa meliputi kadar gula total, kadar protein dan 

identifikasi profil gugus fungsi penyusun EPS dengan spektrofotometer FTIR. 

 

3.4 Tahapan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan melaui tahapan-tahapan berikut: 

1. Sterilisasi alat dan pembuatan media 

2. Regenerasi Weissella confusa K2 

3. Pembuatan inokulum 

4. Pengaruh jenis sumber karbon terhadap produksi EPS 

5. Pengaruh pH media terhadap produksi EPS  

 

6. Ekstraksi Eksopolisakarida 

7. Karakteristik EPS Secara Kimia 

8. Analisa Data 
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3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Sterilisasi Alat 

 Alat-alat gelas yang akan digunakan dalam penelitian dicuci bersih dan 

dikeringkan. Kemudian dibungkus dengan aluminium foil ataupun ditutup kapas 

dan plastik wrap. Setelah itu, semua alat gelas dilakukan sterilisasi dalam autoklaf 

pada suhu 121˚C dengan tekanan 15 psi selama 30 menit. 

 

3.5.2 Pembuatan Media 

3.5.2.1 Pembuatan Media De Man Rogosa and Sharpe Agar  (MRSA) 

 MRS Agar dibuat dengan ditimbang sebanyak 6,82 gram, dilarutkan ke 

dalam 100 mL aquades, dipanaskan hingga mendidih diatas hot plate dan 

magnetic stirrer agar homogen. Kemudian larutan diambil 5 mL dimasukkan 

kedalam masing-masing tabung reaksi, ditutup dengan cotton plug (sumbat kapas) 

serta plastik wrap, dan dilanjutkan sterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 ̊C 

dengan tekanan sebesar 15 psi. Kemudian didinginkan pada keadaan miring 

hingga memadat dan disimpan kedalam lemari pendingin.  

 

3.5.2.2 Pembuatan Media De Man Rogosa and Sharpe Broth (MRSB) 

 MRS ditimbang sebanyak 5,515 gram kemudian dilarutkan dengan 100 

mL aquades, dipanaskan diatas hot plate dan magnetic stirrer hingga homogen. 

Kemudian larutan tersebut dituangkan ke dalam botol, ditutup dengan cotton plug 

(sumbat kapas) dan plastik wrap. Selanjutnya, dilakukan sterilisasi dengan 

autoklaf pada suhu 121˚C tekanan 15 psi. 
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3.5.3 Regenerasi Bakteri Weissella confusa K2 (Kultsum, 2009) 

 Kultur Weissella confusa K2 diambil sebanyak beberapa ose dan 

diinokulasikan pada media MRSA padat posisi miring sebanyak 5 mL. Diikunbasi 

selama 48 jam pada suhu 37˚C. Hasil regenerasi Weissella confusa K2 digunakan 

untuk pembuatan inokulum stok. 

 

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

 Pembuatan inokulum dengan cara diambil sebanyak beberapa ose biakan 

Weissella confusa K2 yang telah diregenerasi, kemudian dimasukkan kedalam 25 

mL media MRSB, selanjutnya diinkubasi pada kecepatan 100 rpm selama 18 jam 

pada suhu ruang sampai fase eksponensial. Kekeruhan inokulum Weissella 

confusa K2 diukur optical density (OD) menggunakan spetrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 600 nm dan disetarakan OD menjadi 0,5.  

 

3.5.5 Pengaruh Jenis Sumber Karbon terhadap Produksi EPS 

 Inokulum OD 0,5 bakteri Weissella confusa K2 sebanyak 1 mL 

dimasukkan dalam 9 mL media MRSB tersuplementasi berbagai sumber karbon 

fruktosa, glukosa, sukrosa, dan laktosa sebanyak 10% (b/v). Media diinkubasi 

pada suhu ruang dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. Kemudian dilanjutkan 

ekstraksi EPS seperti prosedur 3.5.7. 

 

 

 



32 
 

 

3.5.6 Pengaruh pH Media terhadap Produksi EPS oleh Weissella confusa 

K2 (Seesuriyachan dkk., 2011, termodifikasi Khanh dkk., 2016, 

termodifikasi) 

 MRSB ditimbang sebanyak 26,1 gram kemudian dilarutkan dalam 500 mL 

aquades, dipanaskan diatas hot plate dan magnetic stirrer hingga homogen. 

Ditambahkan sukrosa 10% (b/v) pada sedikit MRSB kemudian dihomogenkan, 

dimasukkan MRSB sukrosa dalam labu takar 100 mL dan ditandabataskan. Media 

produksi diatur pada berbagai pH (4,5,6,7, dan 8) menggunakan HCl 2N dan 

NaOH 2N. Media dimasukkan ke dalam botol kaca dan dilakukan sterilisasi 

dengan autoklaf pada suhu 121˚C tekanan 15 psi. Inokulum Weissella confusa K2 

OD 0,5 sebanyak 5% (v/v) dimasukkan kedalam media produksi pada masing-

masing variasi pH yang telah dibuat. Media produksi selanjutnya diinkubasi 

dengan dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. 

 

3.5.7 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi (Adebayo dkk., 

2018 dan Fashogbon dkk., 2021) 

 Media hasil fermentasi 24 jam dipanaskan pada suhu mendidih selama 20 

menit dan diambil sebanyak 30 mL dimasukkan kedalam botol kaca steril. Media 

hasil fermentasi selanjutnya ditambahkan asam trikloroasetat (TCA) 10% dengan 

perbandingan (1:1). Selanjutnya, diinkubasi selama 30 menit dengan kecepatan 

100 rpm, kemudian disentrifugasi pada suhu 4˚C dengan kecepatan 5000 rpm 

selama 15 menit. Supernatan yang mengandung eksopolisakarida diambil dan 

ditambahkan etanol absolut dingin (2 kali volume media fermentasi) serta 

dilanjutkan pengendapan pada suhu 4˚C selama 24 jam. Supernatan disentrifugasi 

kembali pada suhu 4˚C selama 20 menit dengan kecepatan 5000 rpm. Kemudian, 
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endapan eksopolisakarida yang diperoleh dipisahkan dengan filtrat dan 

dikeringkan pada suhu 60˚C sampai berat konstan. Setiap jam ditimbang berat 

kering eksopolisakarida sampai konstan. Rendemen eksopolisakarida kering 

ditentukan dengan menggunakan rumus : 

Rendemen g/L =  
berat eksopolisakarida kering (g)

volume media (L)
 

 

3.5.8 Uji Kadar Gula Total dengan Metode Asam Sulfat-fenol (Dubois dkk., 

1956) 

3.5.8.1 Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Fenol H2SO4 

 Larutan glukosa standar yang mengandung 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm 

glukosa sebanyak 2 mL masing-masing dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 

Ditambahkan larutan fenol 5% (b/v) sebanyak 1 mL dan divortex. Kemudian 

ditambahkan 5 mL H2SO4 pekat dengan cepat di lemari asam. Dibiarkan terlebih 

dahulu selama 10 menit, divortex lalu ditempatkan diatas penangas air selama 15 

menit dengan suhu 100˚C. Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 

490 nm dan selanjutnya ditentukan nilai regresinya. 

 

3.5.8.2 Penentuan Kadar Gula Total dengan Metode Fenol H2SO4 

 Sampel eksopolisakarida diambil sebanyak 0,01 g dan dilarutkan kedalam 

250 mL aquades. Sebanyak 2 mL larutan diambil dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi. Ditambahkan larutan fenol 5% (b/v) sebanyak 1 mL dan divortex.  

Kemudian ditambahkan 5 mL H2SO4 pekat dengan cepat di lemari asam. 

Dibiarkan terlebih dahulu selama 10 menit, lalu ditempatkan diatas penangas air 

selama 15 menit dengan suhu 100˚C. Kemudian diukur absorbansi pada panjang 

gelombang 490 nm. 
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3.5.9 Analisis Kadar Protein Eksopolisakarida 

3.5.9.1 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) (Adesulu 

dkk., 2018) 

Pembuatan larutan baku standar diawali dengan menimbang 30 mg BSA 

dimasukkan kedalam tabung reaksi dan dilarutkan dalam 10 mL. Larutan standar 

dibuat dengan seri konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm, kemudian diambil 1 

mL larutan pada masing-masing konsentrasi dan ditambahkan reagen Lowry 

sebanyak 5 mL. Selanjutnya, divortex dan dibiarkan selama 10 menit, kemudian 

ditambahakan reagen folin 1N sebanyak 0,5 mL dan diinkubasi dalam ruang gelap 

selama 20 menit. Kemudian diukur absorbansinya pada λ 660 nm. 

 

3.5.9.2Penentuan Kadar Protein Eksopolisakarida (Adesulu dkk.,2018) 

 Sampel eksopolisakarida ditimbang sebanyak 20 mg, dilarutkan dan 

ditandabataskan dengan labu ukur 5 mL menggunakan aquades. Kemudian 

diambil 1 mL larutan sampel dan ditambahkan reagen Lowry sebanyak 5 mL, 

divortex dan dibiarkan selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan reagen folin 

1N sebanyak 0,5 mL dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit, 

kemudian diukur absorbansinya pada λ 660 nm. 

 

3.5.9.3 Identifikasi Gugus Fungsi Eksopolisakarida menggunakan Fourier 

 Transform Infrared Spektrofotometer (FTIR) (Zhou, dkk., 2016) 

 Eksopolisakarida sebanyak 0,01 gr digerus dengan bubuk KBr  0,25 gr dan 

di tekan vakumkan dalam cetakan sehingga diperoleh pellet KBr. Kemudian 

dianalisis menggunakan instrumen FTIR dengan rentang frekuensi 4000 cm-1–400 

cm-1. Data hasil analisis dengan instrumen FTIR merupakan data kualitatif. Data 

kualitatif berupa keberadaan gugus fungsi atau jenis ikatan tertentu pada panjang 
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gelombang tertentu yang dapat diidentifikasi berdasarkan inframerah yang 

dihasilkan. 

 

3.5.10 Analisis Data 

 Data yang diperoleh yaitu rendemen eksopolisakarida dianalisis dengan 

ragam varian One Way ANOVA. Apabila terdapat adanya pengaruh pada 

perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan 

signifikansi 5%.
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Jenis sumber karbon terbaik terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa 

K2 adalah sukrosa. 

2. Hasil terbaik produksi eksopolisakarida dari Weissella confusa K2 diperoleh 

pada pH 8 sebesar 47,70 g/L. 

3. Berdasarkan analisis eksopolisakarida terbaik dari Weissella confusa K2 pada 

pH 8 dilakukan karakteristik secara kimia diperoleh kadar gula total 81,48%, 

kadar protein 1,006%, dan hasil analisis gugus fungsi menggunakan FTIR 

menunjukkannya adanya gugus O-H, C-H, C=O, C=C, C-H/CH2, O-S-O, C-

O-C, dan α-1,6 glikosidik pada panjang gelombang 3427,49 cm-1, 2933,72 cm-

1, 1666,49 cm-1, 1456,25 cm-1, 1338,59 cm-1, 1267,22 cm-1, 1153,42 cm-1, dan 

1000 cm-1. 

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan regenerasi bakteri Weissella confusa K2 secara berkala 

dan perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi 

eksopolisakarida oleh Weissella confusa K2 karena penggunaan konsentrasi 

sukrosa 10%, EPS yang ada pada media sulit untuk diekstraksi maka perlu 

dilakukan variasi konsentrasi sukrosa yang lebih kecil, karakterisasi lebih lanjut 

menggunakan KLT, H-NMR, HPLC, dan perlu dilakukan uji pemanfaatan 

eksopolisakarida sebagai antibakteri, antioksidan, dan imunomodulator.
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