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ABSTRAK  
 
Hasan, Zainul. 2023. Pengaruh pH Media Terhadap Produksi Eksopolisakarida Yang 

Dihasilkan Oleh Weissella Confusa. Skripsi. Program Studi Kimia. Fakultas Sains 

dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

Pembimbing I: Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P. Pembimbing II: Dr. M. Mukhlis 

Fahruddin, M.S.I 

 
Kata kunci: Eksopolisakarida (EPS), Weissella confusa, pH media, Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy (FTIR). 

 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida atau polimer gula yang 

tersusun atas monomer gula pereduksi yang disekresi mikroorganisme ke luar sel. EPS 

mempunyai banyak kegunaan di bidang farmasi, sebagai antitumor, aktivasi makrofag dan 

mencegah gastritis, sedangkan dalam bidang pangan sebagai pelembut pada makanan 

peningkat cita rasa dan tekstur. Weissella confusa merupakan salah satu bakteri asam laktat 

yang bisa memproduksi EPS dalam jumlah tinggi, salah satu parameter yang dapat 

mempengaruhi produksi EPS adalah pH media. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

pengaruh variasi pH terhadap produksi EPS serta identifikasi gugus fungsi dari EPS terpilih. 

Tahapan memproduksi EPS oleh Weissella confusa meliputi pembuatan media, 

regenerasi bakteri, pembutan inokulum, produksi EPS dengan variasi pH media 4, 5, 6, 7 

dan 8, ekstraksi EPS, uji gula total, uji kadar protein, dan identifikasi gugus fungsi 

penyusun EPS menggunakan FTIR. Percobaan pada penelitian ini menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu ph media. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pH media optimum Weissella confusa 

dalam memproduksi EPS adalah pH 7 yang menghasilkan EPS sebesar 16,7 g/L dan gula 

total 90,96%. Uji ANOVA menunjukkan adanya beda nyata pengaruh variasi pH media 

pada produksi EPS (sig<0,05). Hasil identifikasi FTIR menunjukkan gugus fungsi OH pada 

panjang gelombang 3475,71 dan 3244,26 cm-1, vibrasi C-H stretching pada panjang 

gelombang 2936,57 cm-1, serapan pada bilangan gelombang 1641,41 cm-1 menunjukkan 

adanya stretching C=O stretching, setelah itu vibrasi -C-H, C-H2 pada bilangan gelombang 

1328,95 cm-1 dengan vibrasi bending, pada bilangan gelombang 1056,98 cm-1  

menunjukkan vibrasi C-O-C  stretching dan pada bilangan gelombang 997,19 cm-1 

menunjukkan ikatan α 1-6 glikosidik. 
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ABSTRACT 
 

Hasan, Zainul. 2023. The Effect of pH Media on Exopolysaccharide Production by 

Weissella Confusa. Thesis. Chemistry Study Program. Faculty of Science and 

Technology Islamic State University Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: 

Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P. Supervisor II: Dr. M. Mukhlis Fahruddin, M.S.I 

 
Keyword: Exopolysaccharide (EPS), Weissella confusa, pH of medium, Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). 

 

Exopolysaccharide (EPS) is a polysaccharide or sugar polymer composed of 

reducing sugar monomers secreted by microorganisms to the outside of cells. EPS has 

many uses in the pharmaceutical field, as an antitumour, macrophage activation and 

preventing gastritis, while in the food field as a softener in food to improve taste and texture. 

Weissella confusa is one of the lactic acid bacteria that can produce high amounts of EPS, 

one of the parameters that can affect EPS production is the pH of the media. This study 

aims to determine the effect of pH variation on EPS production and identification of 

functional groups of selected EPS. 

The stages of producing EPS by Weissella confusa include media preparation, 

bacterial regeneration, inoculum formation, EPS production with variations in media pH, 

EPS extraction, total sugar test, protein content test, and identification of EPS constituent 

functional groups with FTIR. Experiments in this study used a single-factor Completely 

Randomised Design (CRD), namely media pH which was varied 4, 5, 6, 7 and 8. 

The results showed that the optimum media pH of Weissella confusa in producing 

EPS was pH 7 which produced EPS of 16.7 g/L and total sugar of 90.96%. ANOVA test 

showed a significant difference in the effect of media pH variation on EPS production 

(sig<0.05). FTIR identification results showed OH functional groups at wavelengths of 

3475.71 and 3244.26 cm-1, C-H stretching vibrations at wavelengths of 2936.57 cm-1, 

absorption at wave number 1641.41 cm-1 indicating the presence of C=O stretching, after 

that -C-H, C-H2 vibrations at wave number 1328.95 cm-1 with bending vibrations, at wave 

number 1056.98 cm-1 showing C-O-C stretching vibrations and at wave number 997.19 

cm-1 showing α 1-6 glycosidic bonds. 
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 مستخلص البحث
(. بَحْثُ الْعِلْمِي.  Weissella Confusaالبواسطة على إنتاج عديد السكاريد الخارجي الذي يحصل )(  pH. أثر )٢٠٢  ٣الحسن، زين.  

: الدوكتورة أنيك معونة  ١قسم الكيمياء بكلية العلوم و التكنولوجيا بجامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية مالانج. المشرفة  
 فخر الدين الماجستير.   : الدوكتور محمد مخلص٢الماجستير، المشرف 

المفتاحية:    البواسطة،  EPS( ،)Weissella confusa( ،)pHعديد السكاريد الخارجي )الكلمات   )Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy  
 

يفرز الحياة  ( هو السكاريات أو البوليمر السكار التشكيل على مونومر السكار التخفيض الذي  EPSعديد السكاريد الخارجي )
( كثير المنافع في الصيدلة مثل مضاد للورم وتفعيل المكروفك ونهي المعوي المفاجيء. أما في الغذاء مثل المنقي  EPSعليه إلى خروج الخلية. لدى )

( في العدد  EPS( هو أحد البكتيريا الحماض اللاكتيك الذي يستطيع ان ينتج )Weissella confusaفي الطعام الإرتفاع المذاق والنسيج. )
(  EPS( على نتاج )pH( البواسطة. يهدف هذا البحث لمعرفة أثر لون )pH( هي )EPSالعالي، إحدى العوامل التي تستطيع ان تؤثر نتاج )

 ( المختار. EPSوتعرف المجموعات الوظيفية من )
(  EPSيا وإعداد اللقاح وإنتاج )( تتكون من إعداد البواسطة وتجديد البكتير Weissella confusa( عند )EPSمرحلة إنتاج )

( وإختبار السكاري الإجمالي وإختبار قياس البروتين وتعرف المجموعات الوظيفية التشكيل  EPSواستخراج ) ٤،٥،٦،٧،٨( البواسطة  pHبلون )
(EPS( باستخدام )FTIR( تستخدم التجربة في هذا البحث خطة الإعتباطي الكامل .)RAL( العنصر المنفرد هو )pH ) .البواسطة 

الذي يحصل   ٧(pH( هي )EPS( في إنتاج )Weissella confusa( البواسطة الأمثل )pHتدل هذه حصيلة البحث أن )
(EPS  )١٦،٧  (g/L  وسكاري )يدل إختبار )٩٠،٩٦ .٪ANOVA( الغوص الواضح الأثر اللون ( البواسطة على إنتاج  pH( موجود 
(EPS( )sig<)٠،٠٥( تدل حصيلة تعرف .FTIRالمج )( موعات الوظيفيةOH  على طول الموج )١-س م  ٣٢٤٤،٢٦و   ٣٤٧٥،٧١  ،

( الموج  stretchingH -Cإهتزاز  طول  على  م  ٢٩٣٦،٥٧(  الموج    ١-س  عدد  على  الإمتصاص  يدل  م  ١٦٤١،٤١،  موجود    ١-س 
(stretchingC=O stretching ( بعد ذالك إهتزاز ،)2H-H, C-C-  في عدد الموج )١-س م   ١٣٢٨،٩٥  ( بإهتزازbending ،)

الموج   عدد  م  ١٠٥٦،٩٨في  )  ١-س  الإهتزاز  الموج  stretchingC  -O-Cيدل  عدد  وفي  م  ٩٩٧،١٩(  )  ١-س  رابط    ٦- ١(  αيدل 
 جليكوسيديك.
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan rantai polimer panjang dengan massa 

molekul tinggi yang hasil produksinya melalui sekresi oleh mikroorganisme 

termasuk bakteri, jamur dan alga biru-hijau (Guo dkk., 2013). EPS adalah 

penamaan secara umum untuk berbagai bentuk polisakarida yang dihasilkan oleh 

mikroba (Malaka, 2010). Penelitian tentang EPS telah banyak dilakukan karena 

potensinya dalam berbagai industri (Sanalibaba dan Cakmak, 2016).   

Allah SWT. menciptakan segala sesuatunya sebagai rahmat untuk 

kemaslahatan umat manusia dan kita sebagai hamba Allah SWT. yang beriman, 

seharusnya senantiasa sadar bahwa kita diperintahkan untuk selalu berpikir serta 

mencari manfaat dari apa-apa yang diciptakan oleh Allah SWT. di muka bumi, 

karena penciptaan-Nya tidak ada yang sia-sia sebagaimana firman-Nya dalam Al-

Qur’an pada surat Shaad ayat 27 dibawah ini: 

طِلاا  ذٰلِكح ظحنُّ الَّذِيْنح كحفحرُوْا ف حوحيْلٌ لِِّلَّذِيْنح كح فحرُوْا مِنح النَّارِ  ٢٧ ن حهُمحا باح   وحمحا خحلحقْنحا السَّمحاۤءح وحالْاحرْضح وحمحا ب حي ْ
Artinya : “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada di antara 

keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka celakalah orang 

-orang yang kafir itu karena mereka akan masuk neraka”.  

Dalam tafsir Al-Wajiz oleh Az-Zuhaili (1996) ayat tersebut mejelaskan 

bahwasannya "Allah SWT. tidak menciptakan langit dan bumi dan segala apa yang 

ada di antara keduanya hanya main-main dan sia-sia. Namun Allah SWT. 

menciptakan keduanya sebagai bukti atas kekuasaan Allah SWT. Sangkaan bahwa 

semua itu diciptakan hanya main-main dan tanpa tujuan juga tidak akan ada hari 

kiamat adalah sangkaan orang-orang kafir. Maka azab dan kebinasaan pada neraka 
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Jahannam adalah bagi mereka orang-orang kafir atas kekufuran mereka". Hikmah 

dari ayat ini kita dapat berpikir potensi akal yang diberikan Allah SWT. kepada 

manusia sehingga potensi ini benar-benar membuat manusia menjadi makhluk 

sempurna. Manusia dengan kemampuan akalnya ini mampu berpikir tentang langit 

dan bumi dengan segala isinya, baik yang tampak di permukaan ataupun yang 

tersimpan dalam perutnya, sangat besar artinya bagi kehidupan manusia. Semua itu 

diciptakan Allah SWT. atas kekuasaan dan kehendak-Nya sebagai rahmat yang tak 

ternilai harganya, seperti halnya EPS yang merupakan metabolit sekunder dengan 

berbagai manfaat untuk kehidupan manusia di mana proses produksinya melalui 

sekresi oleh mikroorganisme. 

Pemanfaatan EPS secara luas pada bidang pangan, farmasi, kesehatan dan 

industri lainnya telah memberikan berbagai sumbangan positif pada masing-masing 

bidang. EPS diaplikasikan sebagai pengental, pembentuk gel, pembentuk emulsi 

dan pembentuk tekstur di berbagai industri pangan. EPS mampu mengikat air 

selama penyimpanan sehingga mempertahankan tekstur tetap lembut pada produk 

gel (Malik dkk., 2008). Di bidang farmasi atau pengobatan, EPS dilaporkan 

memiliki berbagai manfaat sebagai anti inflamasi, anti tumor dan anti infeksi 

(Halim dkk.,2013). Manfaat ini didasarkan pada kemampuan EPS untuk menempel 

dan berkolonisasi di permukaan usus sehingga dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri patogen. EPS juga memiliki aktivitas fisiologis sebagai antivirus, 

penghambat agregasi trombosit, sebagai penginduksi interferon dan pelumas 

(Anindita, 2020). EPS bisa dihasilkan dari berbagai sumber salah satunya yaitu 

bakteri asam laktat (BAL) (Dilna dkk., 2015). 
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BAL adalah bakteri Gram positif dan termasuk dalam kelompok 

mikroorganisme GRAS (Generally Recognized As Safe) (Silva dkk., 2019). 

Menurut Wiyana (2011) substrat dan lingkungan hidup BAL sangat luas baik di 

perairan, tanah, lumpur, batuan dan  bisa juga menempel pada jasad hidup lain 

seperti tanaman, hewan serta manusia (Indriati, 2010). EPS yang diproduksi oleh 

BAL mempunyai banyak potensi untuk dikembangkan sebagai bahan makanan 

fungsional yang baik dan berguna bagi kesehatan (Amalia., 2012).  

Salah satu spesies BAL yang dapat digunakan untuk produksi EPS yaitu 

Weissella confusa. Weissella confusa merupakan BAL, heterofermentatif dan 

biasanya menghasilkan EPS dengan penambahan sukrosa sebagai sumber 

karbonnya (Tayuan dkk., 2011). EPS diproduksi Wiessella confusa dalam kondisi 

kurang menguntungkan yang berfungsi sebagai bentuk perlindungan sel bakteri 

terhadap kondisi lingkungan ekstrim dan pertahanan diri dari sel lain serta 

bakteriofag (Nudyanto dan Zubaidah, 2015). Biosintesis EPS oleh Weissella 

confusa dipilih karena memiliki produktifitas EPS yang tinggi, hal ini tidak lepas 

dengan adanya faktor-faktor yang mendukung keberhasilan produksi EPS, salah 

satunya yaitu pH media (Zubaidah dkk., 2008).  

Beberapa penelitian sebelumnya telah mengkaji pengaruh pH media 

terhadap produksi EPS oleh Weissella confusa  diantaranya Penelitian 

Wongsuphachat dkk., (2010) melaporkan bahwa Weissella confusa NH 02 dengan 

pH media 7 menghasilkan EPS sebesar 18,08 g/L. Tayuan dkk., (2011) melaporkan 

bahwa Weissella confusa PSMS4-4 dengan kondisi optimum pH 7 menghasilkan 

EPS sebesar 8,65 g/L. Penelitian lain juga menyebutkan tentang produksi EPS dari 

Weissella confusa, seperti penelitian Seesuriyachan dkk., (2014) melaporkan 
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bahwa Weissella confusa TISTR 1498 bisa menghasilkan EPS sebesar 63,8 g/L 

dengan kondisi pH media 5,53. Penelitian Dahunsi dkk., (2018) melaporkan bahwa 

produksi EPS oleh Weissella confusa OF126 dengan kondisi optimum yaitu pH 7 

menghasilkan EPS sebesar   3 g/L. 

EPS yang dihasilkan setiap strain Weissella confusa mempunyai 

karakteristik yang tidak sama, sehingga perlu dilakukan analisis kadar gula total 

untuk mengukur kandungan gula dalam EPS dan analisis kadar protein untuk 

mengetahui adanya kandungan protein yang terikut dalam EPS. Identifikasi profil 

gugus fungsi EPS perlu dilakukan untuk mengetahui struktur gugus fungsi 

penyusun EPS. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) merupakan alat 

yang efektif untuk mendeteksi struktur gugus fungsi penyusun EPS.  

Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan karena setiap strain Weissella 

confusa mempunyai kemampuan berbeda dalam memproduksi EPS, maka 

penelitian ini perlundilakukan untuk mengkaji bagaimana pengaruh pH media 

terhadap produksi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa. 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana pengaruh pH media terhadap produksi EPS yang dihasilkan oleh 

Weissella confusa ? 

2. Bagaimana karakteristik EPS terpilih yang dihasilkan oleh Weissella confusa ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui pengaruh pH media terhadap produksi EPS yang dihasilkan 

oleh Weissella confusa. 

2. Untuk mengetahui karakteristik EPS terpilih yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa. 



5 
 

 

 

1.4 Batasan Masalah 

1. Bakteri yang digunakan untuk produksi EPS adalah Weissella confusa hasil 

isolasi dari susu kacang tanah terfermentasi pada penelitian sebelumnya. 

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

3. Karakteristik EPS terpilih meliputi uji gula total, uji kadar protein dan 

identifikasi profil gugus fungsi penyusun EPS menggunakan FTIR. 

1.5 Manfaat Penelitian 
 

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai pH media 

optimum untuk produksi EPS oleh Weissella confusa. 

2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai profil 

gugus fungsi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa. 

3. Hasil penelitian ini diharapkan bisa menjadi acuan pada penelitian-penelitian 

selanjutnya.  
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BAB II 
 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Eksopolisakarida (EPS) 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida atau polimer gula 

yang tersusun atas monomer gula pereduksi yang disekresi mikroorganisme ke luar 

sel (Patel dkk., 2012). EPS merupakan produk metabolit sekunder yang dikeluarkan 

saat lingkungan pertumbuhan mikroorganisme kurang menguntungkan (Mesomo 

dkk., 2009). EPS memiliki berat molekul sekitar 106 Da yang merupakan 

polimerisasi beberapa ratus sampai beberapa ribu tetra-heptasakarida (Malaka, 

2010). EPS umumnya terdiri dari monosakarida dan biomolekul seperti asam 

nukleat, protein, zat humarat, lipid, dan mengandung substituen non karbohidrat 

seperti karboksilat, asetat, fosfat dan amino (Guibaud dkk., 2006). Monomer-

monomer gula yang sering ditemukan pada EPS adalah glukosa, manosa, galaktosa, 

fruktosa, xilosa dan rhamnose (Joruszuk dkk., 2015). EPS yang diproduksi dari 

mikroorganisme biasanya digunakan pada industri hal tesebut dikarenakan sifat 

fisiko-kimia yang serupa dengan polisakarida yang terdapat pada rumput laut dan 

tumbuhan (Nurhasanah dkk., 2020). EPS berperan dalam rasa di mulut, tekstur, dan 

persepsi rasa dari produk fermentasi (Zubaidah dkk., 2008). EPS juga digunakan 

dalam industri kesehatan yang berfungsi sebagai, antitumor, aktivasi makrofag, 

pengantar senyawa aktif insulin oral dan limfosit untuk meningkatkan ketahanan 

tubuh (Zubaidah dkk., 2008). 

Mikroorganisme mampu mensintesis 3 jenis polisakarida berdasarkan 

letaknya. 1) Polisakarida intraseluler berfungsi sebagai tempat menyimpan karbon 

dan sumber energi. 2) Polisakarida yang terletak pada dinding sel penyusun asam 
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tekoat, peptidoglikan dan lipopolisakarida. 3) Polisakarida ekstraseluler (EPS) yang 

berfungsi untuk membentuk sekret pada permukaan sel atau medium pertumbuhan 

(Aziz dkk., 2012). Dua tahapan mekanisme sintesis EPS tergantung apakah 

heteropolisakarida atau homopolisakarida. Homopolisakarida disintesis oleh enzim 

yang spesifik, proses sintesis terjadi di luar sel seperti, dextran dan levan, sedangkan 

heteropolisakarida proses sintesisnya lebih kompleks di dalam sel membentuk unit 

berulang dan memiliki  struktur yang kompleks seperti xantan dan gellan 

(Mahapatra dan Banerjee, 2013).  

Faktor yang mempengaruhi produksi EPS antara lain sumber karbon, 

sumber nitrogen, pH, kandungan mineral, waktu fermentasi, dan suplai oksigen 

pada kultur (Mahapatra dan Banerjee, 2013). Karbon dan nitrogen merupakan 

nutrisi yang esensial bagi mikroorganisme untuk pertumbuhan sel, metabolisme 

dan pembentukan sekret pada medium fermentasi. Karbon yang biasanya 

digunakan yaitu dekstrosa, fruktosa, mannosa, glukosa. Bahan organik seperti yeast, 

pepton, urea, dan bahan anorganik seperti kalium sulfat, ammonium nitrat dan 

amonium sulfat biasanya digunakan sebagai sumber nitrogen. Proses produksi EPS 

secara respirasi aerob memerlukan oksigen dengan cara agitasi untuk menyalurkan 

oksigen pada medium (Anike dkk., 2015). 

2.2 Biosintesis EPS 

Biosintesis EPS dilakukan pada fase pertumbuhan yang berbeda tergantung 

jenis mikroorganismenya. EPS merupakan metabolit sekunder BAL yang 

disekresikan dalam kondisi lingkungan yang ekstrim. Berdasarkan komposisi 

monosakaridanya EPS dibagi menjadi homopolisakarida dan heteropolisakarida 

(Patel dkk., 2012). Homopolisakarida terdiri dari satu jenis monosakarida dan 
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disintesis dalam media ekstraseluler, sedangkan heteropolisakarida terdiri dari 

beberapa monosakarida yang disintesis dalam media intraseluler (Guerin dkk., 

2020). Umumnya EPS tersusun atas monosakarida dan komponen non-karbohidrat, 

diantaranya suksinat, fosfat, piruvat dan asetat (Nouha dkk., 2018). 

2.2.1 Homopolisakarida 

Homopolisarida adalah polisakarida yang terdiri dari unit monosakarida 

yang sama. (Oleksy dkk., 2018). Bakteri yang mampu mensintesis 

homopolisakarida diantaranya adalah Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus dan 

Weissella (Guerin dkk., 2020). Sintesis homopolisakarida pada bakteri dibantu oleh 

enzim ekstraseluler yaitu glukansukrase atau fruktansukrase (Juvonen dkk., 2015). 

Kedua enzim tersebut mentransfer monosakarida dari substrat spesifik dengan cara 

menghidrolisis monosakarida yang selanjutnya akan melekat pada rantai akseptor 

glikan, sehingga terbentuk rantai polisakarida (Zhou dkk., 2019). Glukansukrase 

dikendalikan oleh gen glikosiltransferase (gtf) sedangkan fruktansukrase 

dikendalikan oleh gen fruktosiltransferase (ftf). Glukansukrase termasuk dalam 

enzim amilase yang berperan dalam sintesis glukan dan fruktan sebagai 

penghidrolisis ikatan glikosida (Guerin dkk., 2020).  

Spesifitas reaksi glukansukrase dapat dilihat dari kemampuannya yaitu 

memecah ikatan α-glikosidik pada bagian glukosa dan unit monosakarida lain pada 

sisi katalitik enzim, spesifitas lain juga dapat dilihat pada susunan asam amino yang 

menyusunnya. Struktur tiga dimensi glukansukrase mengandung inti katalitik yang 

berisi 3 domain dengan 2 domain tambahan yang melekat yaitu domain IV dan V. 

Beberapa domain terdiri dari 2 bagian polipeptida yang terputus sehingga 

menghasilkan struktur berbentuk U (Leemhuis dkk., 2013). 
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Gambar 2.1 Jalur Biosintesis Homopolisakarida (Guerin dkk., 2020) 

Homopolisakarida dapat diklasifikasikan berdasarkan ikatan glikosidik, 

struktur polimer, panjang rantai dan berat molekul. Homopolisakarida terdiri dari 

glukan dan fruktan. Glukan disintesis dari sukrosa oleh glukansukrase dan dicirikan 

oleh jumlah atom karbon pada ikatan α dan β. Berdasarkan jenis ikatan serta posisi 

karbon dalam ikatan, α-glukan dibagi lagi menjadi dekstran (α-1,6), mutan (α-1,3), 

reuteran (α-1,4) dan alternan (α-1,3 dan α-1,6) (Daba dkk., 2021). Struktur 

homopolisakarida glukan dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 

Gambar 2.2.Struktur Homopolisakarida Glukan a. Reutran, b. Mutan, c. 

Dekstran, d. Alternan (Daba dkk., 2021) 

 



10 
 

 

 

Fruktan terdiri dari fruktosa dan disintesis oleh β-fruktansukrase, contohnya 

adalah inulin dan levan. Fruktan mengandung ikatan β-(2,6) atau β-(2,1). Levan 

terdiri dari ikatan β-(2,6), sedangkan inulin terdiri dari ikatan β-(2,1) dan memiliki 

rantai cabang pada posisi β-(2,6) (Daba dkk., 2021). Struktur homopolisakarida 

fruktan dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 

Gambar 2.3 Struktur Homopolisakarida Fruktan a. Levan, b. Inulin (Daba 

dkk., 2021) 

 

2.2.2 Heteropolisakarida 

Heteropolisakarida adalah polisakarida yang terdiri dari unit monosakarida 

yang berbeda. Heteropolisakarida biasanya terdiri dari 2 sampai 8 monosakarida 

dengan derajat polimerisasi yang berbeda-beda. Unit penyusun heteropolisakarida 

di antaranya adalah glukosa, rhamnosa, manosa, fruktosa dan galaktosa. Struktur 

heteropolisakarida bisa linier atau bercabang, tergantung oleh jumlah dan jenis 

monosakarida serta jenis ikatannya (Ripari., 2019). Berbagai strain BAL yang 
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berbeda diisolasi dari produk susu, sereal, dan minuman beralkohol mensintesis 

heteropolisakarida antara lain adalah Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus 

dan Bifidobacterium (Laura dkk., 2012). 

Heteropolisakarida disintesis melalui 4 tahap yaitu (1) transportasi gula ke 

dalam sel sitoplasma bakteri, (2) sintesis nukleotida, (3) polimerisasi EPS dan (4) 

EPS yang dihasilkan akan disekresikan keluar dari sel. EPS akan berbentuk polimer 

berlendir atau menempel di dinding sel berbentuk kapsul.  

 

Gambar 2.4 Biosintesis Heteropolisakarida (Guerin dk., 2020) 

Transportasi dan fosforilasi gula terjadi melalui sistem 

phosphoenolpyruvate-phosphotransferase (PEP-PTS), di mana protein 

menghubungkan residu gula ke molekul pembawanya dan bertanggung jawab atas 

transportasi antar membran dan fosforilasi gula. Pada tahap kedua akan disintesis 

nukleotida melalui hidrolisis Laktosa 6-P menjadi Glukosa 6-P dan Galaktosa 6-P 

oleh enzim Phospho-β-galactosidase. Glukosa 6-P dan Galaktosa 6-P diubah 

menjadi Glukosa 1-P yang selanjutnya diubah menjadi UDP-glukosa dan UDP-

galaktosa secara intraseluler. UDP-glukosa dan UDP-galaktosa merupakan 

prekursor nukleotida yang akan berpolimerisasi membentuk heteropolisakarida. 
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Proses ini dikendalikan oleh gen glikosiltransferase (gtf), yang bertanggung jawab 

juga terhadap proses regulasi, penentuan panjang rantai, polimerisasi dan keluarnya 

EPS ke sel. Keanekaragaman heteropolisakarida yang dihasilkan BAL tergantung 

pada gen gtf. Pembentukan transportasi dan polimerisasi EPS terjadi melalui jalur 

Wzx/Wzy. Polimerisasi menjadi heteropolisakarida melalui jalur Wzy, kemudian 

disekresikan keluar sel oleh enzim flippase yaitu Wzx (Xu dkk., 2019). 

2.3 Produksi EPS 

Fermentasi sebagai respirasi dalam lingkungan anaerobik dengan atau tanpa 

akseptor elektron eksternal (Dirmanto, 2006). Kebanyakan fermentasi, 

menggunakan substrat yang sama sebagai reduktor dan oksidan. Polisakarida, 

protein, DNA dan lipid adalah polimer yang diserang oleh enzim ekstraseluler dan 

rusak menjadi lebih kecil yang diambil oleh degrader awal atau fermentor lainnya 

(Muller, 2001). Glukosa, fruktosa dan sukrosa merupakan karbohidrat yang sering 

digunakan dalam fermentasi untuk menghasilkan asam laktat, etanol, asam butirat, 

aseton dan hidrogen. Jaman dulu fermentasi dilakukan secara tradisional dengan 

proses yang relatif murah dan mudah menghasilkan produk-produk seperti tape, 

tempe, oncom dan lainnya (Nurhayani, 2000). EPS diproduksi oleh Weissella 

confusa dalam kondisi yang kurang menguntungkan, berbagai hal yang dapat 

mempengaruhi produksi EPS di antaranya adalah media, konsentrasi substrat, 

penambahan sukrosa, konsentrasi inokulum, pH, dan suhu. 

2.4 Faktor-Faktor yang Memperngaruhi Produksi EPS 
 

1. Jenis-jenis media 

Jenis media yang dapat digunakan untuk mengoptimalkan proses fermentasi 

Weissella confusa dalam memproduksi EPS sangat beragam, karena rantai utama 
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EPS berupa glukosa. Bakteri memperoleh nutrisi yang diperlukan selnya untuk 

mensintesis protoplasma dari berbagai sumber nutrien, seperti sumber karbon, 

sumber nitrogen, ion-ion anorganik tertentu, metabolit dan air (Volk dan Wheeler, 

1988). Menurut Anindita (2020) BAL dapat memproduksi EPS pada media MRSB 

untuk starter Weissella confusa.  

2. Konsentrasi Substrat 

Umumnya konsentrasi substrat berbanding lurus dengan kecepatan suatu 

reaksi enzimatis, apabila konsentrasi substrat meningkat maka kecepatan reaksi 

akan meningkat. Peningkatan kecepatan reaksi secara bertahap akan semakin kecil 

pada saat titik batas sudah tercapai sehingga penambahan konsentrasi substrat tidak 

lagi berpengaruh (Lehninger, 1997). Kecepatan reaksi maksimum terjadi karena 

seluruh enzim telah membentuk ikatan kompleks dengan substrat (Trenggono dan 

Sutardi, 1990).  

3. Penambahan Sukrosa 

Sukrosa merupakan salah satu jenis karbohidrat yang penting dalam proses 

pembentukan EPS. Sukrosa bisa menjadi sumber karbon dalam media fermentasi 

sehingga dapat dimetabolisme oleh BAL menjadi senyawa asam laktat. Semakin 

besar jumlah sukrosa yang ditambahkan dalam media fermentasi maka rendemen 

EPS akan meningkat (Anindita, 2002). 

4. Konsentrasi Inokulum 

Teknik yang digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme pada media 

agar memungkinkannya tumbuh dengan agak berjauhan dari sesamanya, juga 

memungkinkan setiap selnya berhimpun membentuk koloni, yaitu sekelompok 

massa sel yang dapat dilihat dengan mata telanjang. Bahan yang diinokulasikan 
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pada media disebut inokulum (Pelczar dkk., 2008). Hasil fermentasi dipengaruhi 

oleh kadar inokulum pada saat fermentasi, semakin besar  konsentrasi inokulum 

akan mempercepat dan memperbanyak pembentukan EPS, tapi jika konsentrasi 

inokulum yang terlalu besar akan menyebabkan fermentasi tidak efesien (Franca, 

2009). 

5. Lama Fermentasi 

Lama fermentasi sangat mempengaruhi hasil produksi EPS, hal ini 

disebabkan karena fermentasi merupakan tahap dalam pembentukan EPS. Lama 

fermentasi merupakan parameter yang sangat berpengaruh terhadap massa molekul, 

jenis gula penyusun, dan komposisi gula pada EPS (Lin dan Chien, 2005). Dalam 

penelitian Jin dkk., (2019) menunjukkan Weissella confusa VP30 menghasilkan 

EPS pada lama fermentasi 48 jam sebesar 59,99 g/L.   

6. Suhu 

Suhu merupakan salah satu faktor yang cukup penting dalam proses 

fermentasi Weissela confusa dalam memproduksi EPS. Bakteri memiliki suhu 

optimum yang berbeda-beda, suhu fermentasi yang terlalu tinggi akan berpengaruh 

terhadap mikroba dan enzim yang dihasilkan oleh mikroba itu sendiri. Suhu yang 

terlalu tinggi dapat menyebabkan denaturasi protein dan enzim. Enzim dapat 

bekerja dengan lambat pada suhu di bawah titik beku dan kereaktifannya akan 

meningkat pada suhu 45 oC. Hasil penelitian yang dilakukan oleh Haroun dkk., 

(2013) suhu optimum Weissella confusa dalam memproduksi EPS yaitu suhu 37  oC 

dengan hasil rendemen terbaik 59 g/L. 

7. pH Media 
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pH merupakan salah satu parameter penting yang bisa mempengaruhi total 

EPS kasar yang dihasilkan (Zubaidah dkk., 2008). Setiap spesies bahkan strain 

memiliki nilai pH optimum yang spesifik, pH yang terlalu tinggi akan berpengaruh 

terhadap mikroba dan enzim yang dihasilkan oleh mikroba itu sendiri. Menurut 

Hardiningsih dkk., (2006) pH optimum yang dibutuhkan BAL untuk pertumbuhan 

adalah 6,5, sedangkan pH optimum untuk pertumbuhan isolat Weissella confusa 

adalah pada kondisi netral yaitu sekitar 7. Penelitian yang dilakukan oleh Jin dkk., 

(2019) melaporkan bahwa isolat Weissella confusa bekerja optimum untuk 

memproduksi EPS pada pH 7 dengan hasil EPS 59,99 g/L. Penelitian lain mengenai 

pengaruh pH terhadap produksi EPS dapat dilihat pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Penelitian tentang pengaruh pH media MRSB terhadap produksi EPS 

2.5 Bakteri Asam Laktat (BAL) 

BAL adalah bakteri yang mampu memberikan pengaruh positif bagi 

kesehatan dengan cara menghasilkan asam laktat, hidrogen peroksida, antimikroba 

dan hasil metabolisme lain (Nurhasanah dkk., 2020). BAL adalah bakteri Gram 

Penelitian Variasi pH Rendemen EPS  

Wongsuphachat dkk., 

(2010) 

5; 5,7; 6; 6,5; 7; 7,5 Hasil EPS tertinggi 

diperoleh pada pH 7 

dengan rendemen EPS 

sebesar 18,08 g/L 

Tayuan dkk., (2011) 

 

 

 

4,5; 5; 6; 7; 8 Hasil EPS tertinggi 

diperoleh pada pH 7 

dengan rendemen EPS 

sebesar 8,65 g/L 

Seesuriyachan dkk., 

(2014) 

3,4; 4; 5,5; 7; 7,6 

 

Hasil EPS tertinggi 

diperoleh pada kondisi 

pH 5,53 dengan 

rendemen EPS sebesar 

63,8 g/L 

Dahunsi  dkk., (2018) 6; 6,5; 7; 7,5; 8 

 

 

Hasil EPS tertinggi 

diperoleh pada pH 7 

dengan rendemen EPS 

sebesar 3 g/L 
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positif, tidak membentuk spora, bakteri katalase negatif yang tidak memiliki 

sitokrom. BAL dapat tumbuh di sekitar pH 3,5-10,0 serta suhu 5 °C-45 °C (Rahman 

dkk., 2013). Berdasarkan kebutuhan akan oksigen BAL merupakan bakteri non-

aerob, tetapi masih toleran terhadap kondisi aerob dan memiliki toleransi terhadap 

asam, dan bersifat fermentatif ketat. Asam laktat adalah produk akhir utama yang 

dihasilkan dari fermentasi gula (Suskovic dkk., 2010). Morfologi koloni BAL 

secara makroskopis bentuknya sirkular, elevasi cembung, tepi rata, warna koloni 

kekuningan, dan putih dengan diameter koloninya 0,5-1 mm (Zakariah dkk., 2019). 

BAL termasuk dalam kelompok bakteri yang memenuhi standar GRAS (Generally 

Recognized as Safe) yaitu bakteri baik yang aman bagi manusia (Nasution, 2012). 

Mekanisme kerja BAL bekerja dengan cara memetabolisme berbagai jenis 

karbohidrat secara fermentatif menjadi asam-asam organik (Nasution, 2012). 

Substrat dan lingkungan hidup BAL sangat luas, baik di perairan, tanah, 

lumpur, batuan, dan bisa juga menempel pada jasad hidup lain seperti tanaman, 

hewan, serta manusia (Indriati, 2010). BAL ditemukan di dalam tubuh manusia 

pada saluran gastrointestinal, saluran kemih, dan saluran vagina yang berfungsi 

untuk berkompetisi dengan mikroba patogen yang terdapat pada organ tersebut 

(Pasolli dkk., 2020). 

Produk yang dihasilkan oleh BAL sangat banyak salah satunya yaitu EPS 

dengan cara dikultivasi pada suhu antara 30-37oC pada media de Man Rogosa and 

Sharpe (MRS), susu atau senyawa derivatifnya (Badel dkk., 2011). Senyawa 

derivatif MRS yang berbasis glukosa dan susu berbasis laktosa merupakan media 

utama yang disarankan dalam memproduksi EPS pada beberapa jenis BAL 

(Cerning dkk.,1992), contohnya Lactobacillus plantarum (Wang dkk., 2014), 
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Nostoc carneum (Hussein dkk., 2015), Pleurotus eryngii (Sun dkk., 2013), 

Micrococcus luteus (Asker dkk., 2014), Lactobacillus rhamonus (Berecka dkk., 

2013), Lactobacillus casei (Tallon dkk., 2006) dan Weissella confusa (Anindita, 

2020). 

2.6 Weissella confusa 

Weissella adalah BAL yang pada awalnya digolongkan ke dalam 

Leuconostoc atau Lactobacillus, namun Collins dkk., pada tahun 1993 

mengidentifikasi ciri biokimia yang khas pada Leuconostoc atau Lactobacillus dan 

diklasifikasikan sebagai Weissella. Weissella confusa adalah salah satu 

mikroorganisme yang dapat digunakan dalam untuk produksi EPS (Jin dkk., 2019). 

Weissella confusa ditemukan dalam makanan fermentasi dan telah disarankan 

sebagai probiotik (Fairfax dkk., 2014). Weissella confusa menghasilkan dekstran 

dalam dedak gandum, yang bertindak sebagai hidrokoloid dan meningkatkan 

kualitas roti gandum berserat tinggi (Kajala dkk., 2015). Klasifikasi Weissela 

confusa sebagai berikut: 

Kingdom : Bakteri 

Divisi  : Firmicutes 

Kelas  : Basil 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Lactobacillaceae 

Genus  : Weissela 

Spesies  : Weissela confusa 

 

2.7 Penentuan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat-Fenol 

Metode sulfat-fenol merupakan metode klasik dengan sejarah yang panjang 

dalam penggunaannya. Metode sulfat-fenol adalah metode kimia yang diterapkan 

pada penentuan gula total. Metode sulfat–fenol dapat dimanfaatkan untuk 

menentukan kadar glukosa dalam sampel (Cui, 2005). Metode sulfat fenol bisa 
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mendeteksi secara virtual semua kelas karbohidrat termasuk mono-, di-, oligo- dan 

polisakarida, meskipun metode sulfat-fenol mendeteksi hampir semua karbohidrat 

absorptivitas tersebut dari karbohidrat yang berbeda bervariasi (Nielsen, 2010). 

Gula reduksi dan gula non-reduksi merupakan golongan karbohidrat. 

Perubahan warna larutan glukosa dalam sampel dari tidak berwarna menjadi 

berwarna jingga kekuningan, hal ini dikarenakan asam sulfat pekat ketika 

direaksikan dengan fenol dan glukosa akan menghasilkan panas yang menyebabkan 

glukosa terhidrasi menjadi senyawa hidroksimetil furfural (Lailah dkk., 2017). 

Analisis kadar gula total dilakukan untuk menentukan tingkat kemurnian dari EPS 

dengan mendeteksi kandungan gula yang terkandung di dalamnya. Semakin tinggi 

kadar gula total yang terkandung di dalam suatu EPS semakin tinggi pula tingkat 

kemurniannya (Widodo, 2021). Prinsip dasar dari metode ini adalah karbohidrat 

ketika didehidrasi melalui reaksi dengan asam sulfat pekat, menghasilkan turunan 

furfural. Reaksi selanjutnya antara turunan furfural dan fenol menghasilkan warna 

yang dapat dideteksi (Albalasmeh, 2013). 

 

Gambar 2.5 Reaksi terbentuknya hidroksimetil furfural (Boahen dan Isaac., 

2015) 
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Penentuan kadar gula pada EPS didasarkan pada kurva standar, karena yang 

akan dicari adalah kadar gula dalam EPS maka membutuhkan kurva standar. Untuk 

membuat kurva standar setidaknya dibutuhkan tiga konsentrasi senyawa, namun 

jika lima konsentrasi atau lebih banyak akan lebih ideal untuk kurva yang lebih 

akurat, konsentrasi harus dimulai tepat di atas dan di bawah konsentrasi sampel 

yang tidak diketahui. Kurva standar yang diolah dari data penelitian akan 

menghasilkan persamaan regresi linier dan nilai regresi berupa y = ax – b dan R2 , 

keselarasan model regresi dapat diterangkan dari nilai R2 , ketika nilai tersebut 

mendekati satu maka seluruh variasi dalam variabel terikat (variabel Y) dapat 

diterangkan oleh model regresi, jika nilai R2 = 0 maka tidak ada hubungan antara 

variabel bebas (variabel X) dan variabel terikat (variabel Y) (Pavan dan Andrew,. 

2020). 

2.8 Analisis Kadar Protein EPS 

Penentuan kadar protein EPS menggunakan metode Lowry, kadar protein 

termasuk senyawa yang tidak diinginkan sehingga perlu dipisahkan. Prinsip metode 

Lowry adalah reaksi antara Cu2+ dengan ikatan peptida dan reduksi asam 

fosfomoblidat dan asam fosfotungstat oleh tirosin dan triftofan (Apriyantono dkk., 

1989). Pada metode Lowry menggunakan spektrofotometer untuk mengukur nilai 

absorbansi dari larutan. Neldawati., (2013) mengatakan bahwa nilai absorbansi 

akan berbanding lurus dengan konsentrasi zat yang terkandung di dalam suatu 

sampel. Hal ini menandakan bahwa besarnya kadar protein dipengaruhi oleh hasil 

absorbansi. Nilai absorbansi yang didapatkan dipengaruhi oleh ikatan peptida pada 

protein yang berinteraksi dengan Cu2+, di mana semakin banyak Cu2+ yang 
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dihasilkan akan berpengaruh pada semakin banyaknya reaksi reduksi antara reagen 

folin ciocalteau dengan Cu2+.  

Kadar protein dapat ditentukan dengan membaca kurva standar yang dibuat 

dengan larutan protein murni yang telah diketahui kadar proteinnya seperti Bouvine 

Serum Albumin (BSA) yang memiliki rentang konsentrasi tertentu, kemudian 

konsentrasi sampel berprotein berada pada rentang tersebut dengan konsentrasi 

yang semakin menaik (Sudarmadji, Slamet. Dkk., 1981). 

2.9 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) 

Analisis spektra menggunakan FTIR berfungsi untuk menentukan gugus 

fungsi yang terdapat dalam EPS. Komponen utama  spektroskopi FTIR adalah 

interferometer Michelson yang mempunyai fungsi menguraikan (mendispersi) 

radiasi inframerah menjadi komponen-komponen frekuensi. Penggunaan 

interferometer Michelson tersebut memberikan keunggulan di antaranya adalah 

informasi struktur molekul dapat diperoleh secara tepat dan akurat (memiliki 

resolusi yang tinggi) dibandingkan metode spektroskopi inframerah konvensional 

maupun metode spektroskopi yang lain. Keuntungan yang lain dari metode ini 

adalah dapat digunakan untuk mengidentifikasi sampel dalam berbagai fase (gas, 

padat atau cair) (Sankari, 2010). 

Prinsip kerja teknik FTIR adalah interaksi antara radiasi IR dengan suatu 

molekul bervibrasi yang bermomen dipol, di mana saat radiasi IR (dengan frekuensi 

tertentu) dikenakan sampel maka sampel akan menyerap sinar tersebut. Di sisi lain 

sampel juga akan meneruskan  gelombang IR yang dilewatkannya dan sinar yang 

diteruskan (transmisikan) tersebut akan terdeteksi dalam detektor, dengan begitu 
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akan dapat diketahui ikatan antar gugus fungsi senyawa melalui bilangan 

gelombang serta bentuk puncak yang timbul (Dachriyanus, 2004). 

EPS dari BAL merupakan polisakarida kompleks yang mengandung gugus 

fungsional. Spektra FTIR menunjukkan gugus fungsi utama dan ikatan kimia yang 

terdapat pada sampel EPS seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.3 (Dahunsi dkk., 

2018): 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

EPS mengandung gugus hidroksil (O-H) yang menunjukkan puncak 

serapan luas sekitar 3287 cm-1 (Sarvanan dkk., 2016). Puncak pada daerah serapan 

ini menujukkan bahwa EPS adalah karbohidrat khas (Wang dkk., 2010). Puncak 

pada 2980 cm-1 berhubungan dengan vibrasi peregangan C-H. Puncak pada 1651 

cm-1 termasuk vibrasi peregangan dari gugus C=O dan karboksil (Wang dkk., 2008). 

Absorpsi kuat sekitar 1009 cm-1 didominasi oleh cincin piranosa ikatan eter C-O-C.  

2.10 Hewan (Bakteri) dan Pemanfaatannya dalam Perspektif Islam 

Penciptaan makhluk hidup termasuk hewan (bakteri) sering dijelaskan 

dalam Al-Qur’an sebagai bukti kekuasaan Allah SWT. dalam perumpamaan untuk 

menyampaikan suatu hikmah. Selain itu, ada beberapa hewan yang disebutkan 

Gambar 2.6 Spektra FTIR EPS dari Weissella confusa 
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secara jelas namanya dalam Al-Qur’an. Penyebutan nama hewan dalam Al-Qur’an 

tentu bukan tanpa maksud, pasti ada sebab dan tujuan dalam penyebutan tersebut. 

Al-Qur’an telah menyebutkan dalam surah an-Nahl ayat 8: 

  وح ٱلخحْيْلح  وح ٱلْبِغحالح  وح ٱلححْمِيرح  لِتَحكْحبُوهحا وحزيِنحةا     وحيَحْلُقُ  محا لاح  ت حعْلحمُون٨
Artinya: “Dan Allah menciptakan apa yang tidak kamu ketahui”  

Ayat ini menjelaskan bahwasannya Allah SWT. menciptakan makhluk-

makhluk yang tidak kalian ketahui selain dari yang telah Dia sebutkan baik itu di 

darat maupun di laut, yang belum pernah dilihat dan didengar oleh manusia. Bisa 

juga yang dimaksud adalah bahwa Allah SWT. terus menciptakan makhluk-

makhluk yang lain seperti sarana-sarana transportasi dan bahan-bahan untuk 

perhiasan yang belum diketahui oleh manusia. Hal ini menunjukkan bahwa Allah 

SWT. telah menciptakan keberadaan bentuk-bentuk kehidupan yang manusia 

sebelumnya tidak mengetahui. Manusia masih mengungkap ayat Al-Qur’an tentang 

keberadaan adanya kehidupan itu, baru kemudian setelah alat mikroskop ditemukan, 

manusia mulai dapat melihat dengan mata penglihatannya tentang makhluk hidup 

yang terkecil yaitu bakteri. Hal tersebut membuktikan bahwa sebelum adanya 

penemuan terkait bakteri, Al-Qur’an lebih dahulu menyebutkan di dalam ayat-

ayatnya. 

Pemanfaatan bakteri untuk memproduksi EPS yang membuktikan bahwa di 

muka bumi terdapat berbagai hal yang tidak diketahui oleh manusia. Manusia harus 

selalu belajar untuk memperoleh pengetahuan yang luas agar pengetahuan tersebut 

bermanfaat bagi orang lain dalam mengerjakan suatu kebaikan. Allah SWT. 

menciptakan semua alam dan seisinya sebagai rahmat bagi seluruh umat. 

Sebagaimana yang sudah dijelaskan Al-Qur’an bahwa seluruh kekayaan alam 
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berhak untuk dimanfaatkan secara proporsional sebagai wujud rasa syukur kepada 

Allah SWT. atas nikmat yang telah diberikan, seperti yang disebutkan dalam Al-

Qur’an surat Al-Baqarah (2) ayat 164: 

فِ الَّيْلِ وحالن َّهحارِ وحالْفُلْكِ الَّتِيْ تجحْريِْ فِِ الْبححْرِ بِح  ا ي حن ْفحعُ النَّاسح وحمحآ  اِنَّ فيْ خحلْقِ السَّمٰوٰتِ وحالْاحرْضِ وحاخْتِلاح
محوْ  ب حعْدح  الْاحرْضح  بهِِ  فحاححْيحا  مِنْ مَّاۤءٍ  السَّمحاۤءِ  مِنح   ُ اللِّّٰ الرِّيِٰحِ  احنْ زحلح  وَّتحصْريِْفِ  دحاۤبَّةٍ ۖ  مِنْ كُلِّ  فِي ْهحا  تِِحا وحبحثَّ 

ٰيٰتٍ لِِّقحوْمٍ ي َّعْقِلُوْنح   ١٦٤وحالسَّححابِ الْمُسحخَّرِ بحيْنح السَّمحاۤءِ وحالْاحرْضِ لاح
Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya 

malam dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi 

manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu 

Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-Nya dan Dia sebarkan di bumi itu segala 

jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara langit dan 

bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum 

yang memikirkan.”  

Ayat ini dalam Tafsir Al-Madinah Al-Munawwarah menjelaskan bahwa 

Penciptaan tujuh langit yang luas; tujuh bumi beserta lautan, daratan, dan lapisan-

lapisannya, perbedaan siang dan malam beserta pergantian keduanya, kapal-kapal 

yang berlayar di lautan untuk digunakan manusia bepergian dan berdagang, hujan 

yang Allah SWT. turunkan untuk menghidupkan bumi sehingga menjadi hijau 

setelah kekeringan, kemudian Allah SWT. menyebarkan berbagai jenis hewan, 

menghembuskan angin yang menjalankan awan yang ada di antara langit dan bumi, 

sungguh pada yang demikian itu merupakan bukti-bukti yang jelas atas kebesaran 

dan keesaan Sang Pencipta bagi orang-orang yang berpikir dan memahami bukti 

dan hak Allah SWT. untuk diesakan dalam peribadatan. Manusia perlu 

memperhatikan semua agar bertambah keimanannya terhadap keagungan dan 

kekuasaan-Nya, serta bertambah ilmu pengetahuan tentang alam semesta dan dapat 

dimanfaatkan. Segala jenis hewan telah diciptakan di muka bumi dengan berbagai 

bentuk dan ukuran, ada yang dapat dilihat dengan mata telanjang, ada yang harus 
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menggunakan alat bantu seperti mikroskop, salah satu di antara banyak hewan yang 

diciptakan adalah bakteri. Allah SWT. menciptakan hewan dengan berbagai 

manfaat, salah satunya adalah BAL yang dapat menghasilkan EPS. EPS 

mempunyai banyak manfaat untuk memenuhi kebutuhan manusia. Hal tersebut 

menunjukkan kekuasaan Allah SWT. yang Maha Agung dalam segala yang 

dikehendaki-Nya bagi orang-orang yang dapat memikirkan bukti-bukti serta 

memahami dalil-dalil dan tanda-tanda yang ada di muka bumi ini sebagai bahan 

untuk manusia selalu mempelajari agar mampu mendapatkan manfaat dalam 

kebaikan dari setiap yang diciptakan Allah SWT. 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 
 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2022 di Laboratorium 

Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 

(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 Alat-alat yang digunakan adalah beaker glass 250 mL, pipet ukur 5 mL dan 

10 mL, pipet tetes, mikro pipet, gelas ukur 100 mL, Erlenmeyer 250 mL, labu ukur 

(10 mL, dan 100 mL), bola hisap, botol semprot, spatula, batang pengaduk, korek 

api, sumbat kapas, bunsen spiritus, jarum ose, cawan petri, penangas air, mikro 

pipet, blue tip, yellow tip, hot plate, tabung reaksi, rak tabung, tabung sentrifuge, 

sentrifuge, magnetic stirrer, autoklaf, shaker incubator, pH meter, lemari asam, 

oven, lemari es, laminar air flow, vortex, UV−Vis dan FTIR  

3.2.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang digunakan adalah Weissella confusa, media De Man 

Ragosa dan Sharpe (MSR) agar, De Man Ragosa dan Sharpe (MSR) broth, 

akuades, etanol absolut, fenol 5%, H2SO4 pekat, sukrosa, pepton, ekstrak ragi, 

K2HPO4, CaCl2.2H2O, MgSO4.7H2O, NaCl, KBr, HCl 2 N, NaOH 2 N, bovine 

serum albumin (BSA), folin 1 N, Na2CO3, KNaT, spiritus, alumunium foil, plastic 

wrap, plastik tahan panas, kertas label, blue tip, tisu, dan kapas. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pH media terhadap 

produksi eksopolisakarida (EPS) oleh Weissella confusa. Rancangan penelitian 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu pH media 

terdiri dari pH (4, 5, 6, 7, dan 8). Analisis dalam penelitian ini meliputi rendemen 

EPS, kadar gula total dan kadar protein. EPS yang terpilih akan diidentifikasi  profil 

gugus fungsinya menggunakan Fourier transform Infrared Spectroscopy (FTIR).  

3.4 Tahapan Penelitian 

Tahapan penelitian kali ini yaitu: 

1. Sterilisasi alat 

2. Pembuatan Media  

2.1 MRSA  

2.2 MRSB  

2.3 Media produksi EPS 

3. Regenerasi Weissella confusa  

4. Pembuatan inokulum Weissella confusa 

5. Produksi EPS, Pengaruh pH media terhadap produksi EPS Weissella confusa  

6.  Ekstraksi EPS 

7. Uji kadar gula total dengan metode sulfat fenol 

7.1 Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Sulfat Fenol 

7.2 Penetapan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol 

8. Uji kadar protein 

8.1 Pembuatan Kurva Standar BSA 

8.2 Uji Kadar Protein 
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9. Identifikasi gugus fungsi pada EPS menggunakan FTIR 

10. Analisis data 

3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Sterilisasi Alat 

 Sebelum penelitian dilakukan seperangakat alat gelas dicuci telebih dahulu 

dan dikeringkan, yang selanjutnya akan dilakukan sterilisasi dengan cara dibungkus 

alat gelas dengan plastik tahan panas dan dimasukkan ke autoklaf selama 30 menit 

dengan suhu 121oC. 

3.5.2 Pembuatan Media  

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

Pembuatan media dilakukan dengan menimbang MRS Agar sebanyak 6,82 

g dan dilarutkan ke dalam 100 mL aquades, kemudian media dipanaskan di atas 

hotplate hingga mendidih dan dihomogenkan menggunakan stirer, setelah homogen 

media dituangkan sebanyak masing-masing 5 mL ke dalam tabung reaksi dan 

ditutup memakai cotton plug (sumbat kapas) dan plastik wrap, setelah itu 

disterilisasi menggunakan autoklaf 121ºC tekanan 15 psi, kemudian disimpan pada 

cetakan papan miring sampai memadat. 

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

MRSB ditimbang sebanyak 5,22 g, dilarutkan ke dalam 100 mL akuades, 

dihomogenkan dengan hot plate dan magnetic stirrer sampai homogen dan 

mendidih. Larutan tersebut kemudian dituangkan sebanyak masing-masing 25 mL 

ke dalam botol kaca dan ditutup memakai cotton plug (sumbat kapas) dan plastik 

wrap, dilanjutkan dengan sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC 

tekanan 15 psi.  
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3.5.2.3 Pembuatan Media Produksi EPS (Iqbal dkk., 2017 termodifikasi) 

Media produksi EPS dibuat dengan mencampurkan sukrosa 12 g, pepton 0,5 

g, ekstrak ragi 0,2 g, K2HPO4 2 g, CaCl2.2H2O 0,0025 g, MgSO4.7H2O 0,001 g dan 

NaCl 0,001 g, kemudian dilarutkan dalam 100 mL aquades. Media tersebut, 

kemudian dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL dan disterilisasi dalam 

autoklaf pada suhu 121oC dengan tekanan 15 psi.  

3.5.3 Regenerasi Weissella confusa (Kultsum, 2009) 

 Kultur Weissella confusa diambil 2-3 ose dan diinokulasikan pada 5 mL 

media MRSA padat posisi miring, kemudian kultur diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 48 jam. Kultur tersebut dapat langsung digunakan dan diremajakan setiap 

dua minggu sekali. Weissella confusa yang telah diremajakan digunakan untuk 

pembuatan stok inokulum.  

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

 Pembuatan inokulum dilakukan dengan memindahkan 8-9 ose biakan 

Weissella confusa ke dalam 25 mL media MRSB, kemudian di inkubasi pada 

kecepatan 100 rpm selama 16 jam pada suhu 37oC. Kekeruhan inokulum sel 

Weissella confusa yang digunakan disetarakan dengan Optical Density (OD) 0,5 

pada panjang gelombang 600 nm. 

3.5.5 Produksi EPS, Pengaruh pH Media terhadap Produksi EPS Weissella 

confusa (Seesuriyachan dkk., 2014 termodifikasi) 

Produksi EPS menggunakan media yang sudah dibuat sebanyak 100 mL. 

Media produksi EPS dibuat dengan variasi pH 4, 5, 6, 7 dan 8 menggunakan HCl 2 

N atau NaOH 2 N. Media ditambahkan inokulum Weissella confusa 10% (v/v). 

Media yang sudah diinokulasi kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 72 jam. 
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3.5.6 Ekstraksi EPS (Ma’unatin dkk., 2020) 

Media produksi hasil fermentasi diambil sebanyak 30 mL dan disentrifugasi 

pada suhu 4oC selama 20 menit dan kecepatan 5000 rpm. Supernatan yang 

mengandung EPS diambil dan ditambah etanol absolut dingin (2 kali volume 

supernatan) serta didiamkan pada suhu 4˚C selama 24 jam. Supernatan  

disentrifugasi kembali pada suhu 4˚C kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. 

Endapan EPS yang didapat kemudian dipisahkan dan dikeringkan pada suhu 60˚C 

selama 6 jam. Rendemen EPS kering ditentukan dengan menggunakan rumus :  

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝐸𝑃𝑆 (
𝑔

𝐿
) =

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑔𝑟𝑎𝑚)

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝐿)
…………………………………… (3.1) 

3.5.7 Uji Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol (Dubois dkk., 1956) 

3.5.7.1 Pembuatan Kurva Standar dengan Metode Sulfat Fenol 

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

glukosa dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing 2 mL, kemudian 

ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% (b/v) dan dikocok, setelah itu ditambahkan 5 

mL asam sulfat pekat dengan cepat di lemari asam, didiamkan selama 10 menit, 

lalu divortek. Ditempatkan dalam penangas air selama 15 menit dan diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm.  

3.5.7.2 Penetapan Kadar Gula Total dengan Metode Sulfat Fenol 

Sampel EPS sebanyak 0,01 g dimasukkan ke dalam 250 mL akuades lalu 

dihomogenkan, diambil larutan yang telah homogen sebanyak 2 mL dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1 mL larutan fenol 5% 

(b/v), dikocok dan ditambahkan 5 mL asam sulfat pekat dengan cepat di lemari 

asam. Didiamkan selama 10 menit, divortek dan ditempatkan dalam penangas air 
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selama 15 menit dengan suhu 100˚C dan diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 490 nm. 

3.5.8 Uji Kadar Protein (Dahunsi dkk., 2018) 

3.5.8.1 Pembuatan Kurva BSA  

Ditimbang 30 mg BSA dan dilarutkan pada 5 mL akuabides, dibuat 

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

ditambahkan 5 mL reagen lowry, divortek dan dibiarkan selama 10 menit, 

kemudian ditambahkan 0,5 mL folin 1N, diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 

menit, diukur absorbansinya pada panjang gelombang 660 nm. 

3.5.8.2 Uji Kadar Protein EPS 

Analisa kadar protein EPS dilakukan menggunakan metode Lowry. 

Ditimbang 30 mg EPS, dilarutkan pada 5 mL akuades, diambil 1 mL EPS dan 

ditambahkan 5 mL reagen lowry, divortek dan dibiarkan selama 10 menit, 

ditambahkan 0,5 mL folin 1 N, kemudian diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 

menit, kemudian diukur absorbansinya pada λ 660 nm. 

3.5.9 Identifikasi gugus fungsi pada EPS menggunakan Fourier Tranform 

InfraRed (FTIR) (Mishra dan Jha, 2009) 

Untuk membuat sampel ditumbuk KBr sebanyak 25 mg, kemudian ditekan 

dalam cetakan hingga diperoleh pelet KBr. EPS kering ditekan sebanyak 20 mg 

dengan penekan hidrolik, dianalisis dengan FTIR pada frekuensi 4000 - 400 cm-1. 

Melalui uji FTIR didapatkan data kuantitatif dan kualitatif, data kuantitatif berupa 

nilai absorbansi dari gugus fungsi yang terdeteksi, sedangkan kualitatif yang berupa 

informasi keberadaan gugus fungsional atau jenis ikatan tertentu pada bilangan 

gelombang tertentu yang diidentifikasi berdasarkan inframerah yang dihasilkan. 
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3.5.9 Analisis data 

Data yang diperoleh yaitu rendemen, kadar gula total dan profil gugus 

fungsi EPS dianalisis dengan 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. Hasil terbaik produksi eksopolisakarida (EPS) oleh Weissella confusa dalam 

media semi sintetis campuran diperoleh pada pH media 7 menghasilkan EPS 

sebesar 16,70 g/L dengan kadar gula total 90,96% dan kadar protein 0,626%.  

2. Hasil identifikasi FTIR menunjukkan gugus fungsi O-H pada panjang 

gelombang 3475,71-3244,26 cm-1, vibrasi C-H stretching pada panjang 

gelombang 2936,57 cm-1, serapan pada bilangan gelombang 1641,41 cm-1 

menunjukkan adanya stretching C=O stretching, vibrasi -C-H, C-H2 pada 

bilangan gelombang 1328,95 cm-1 dengan vibrasi bending, pada bilangan 

gelombang 1056,98 cm-1 menunjukkan vibrasi C-O-C stretching pada bilangan 

gelombang 997,19 cm-1 menunjukkan ikatan α 1-6 glikosidik.  

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi EPS pada 

faktor yang lain seperti suhu, lama fermentasi, jenis media, sumber karbon dan 

konsentrasi inokulum agar didapatkan hasil yang maksimal. Serta uji pemanfaatan 

EPS yang dihasilkan sebagai antioksidan dan antibakteri. 
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