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ABSTRAK 

Saniyyah, Fikrotus. 2023. Karakterisasi Eksopolisakarida yang Dihasilkan Oleh 

Weissella confusa K2 Menggunakan Media Air Kelapa dan Uji Toksisitas 

Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). 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: Rifatul Mahmudah, M.Si. 
 

Kata Kunci: BSLT, Eksopolisakarida, Uji toksisitas, Weissella confusa K2 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer hasil biosintesis dari organisme keluar 

sel dengan berat molekul tinggi. Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri yang dapat 

menghasilkan EPS salah satunya yaitu Weissella confusa K2. Media produksi EPS secara 

umum menggunakan MRSB dengan harga yang mahal, sehingga perlu digunakan media 

alternatif yaitu air kelapa.Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui karakterisasi dan 

toksisitas EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa K2 dengan media air kelapa. 

Produksi EPS dilakukan menggunakan media air kelapa pada pH 8 dengan 

penambahan sukrosa 10% (b/v), fermentasi dilakukan selama 24 jam dengan kecepatam 

100 rpm pada suhu ruang. Karakterisasi dilakukan secara fisik dan kimia, karakterisasi 

fisika meliputi indeks kelarutan air dan daya ikat air, sedangkan untuk karakterisasi secara 

kimia meliputi analisa total gula, kadar protein dan gugus fungsi EPS menggunakan Fourier 

Transform Infra Red Spectroscopy (FTIR), dan tahap kedua yaitu uji toksisitas dengan 

menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) yang dilakukan dengan variasi 

konsentrasi EPS 125, 250, 500, 1000 dan 2000 ppm, yang diujikan pada larva Artemia 

salina L.  

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa produksi EPS dari Weissella confusa K2 

menghasilkan rendemen sebesar 23,69 g/L, dan uji karakterisasi fisik (Indeks kelarutan air 

sebesar 33,5%, dan daya ikat air sebesar 694%) karakterisasi secara kimia (kadar gula total 

sebesar 82,15%, dan kadar protein sebesar 0,65%, analisa gugus fungsi yang terbaca adalah 

O-H stretching, N-H stretching, C-H stretching, C=C  stretching, C-H, C-H2 bending, C-

O-C stretching, C-O stretching, Ikatan glikosidik, C-H bending α-1-6  glikosidik,). Hasil 

uji toksisitas pada berbagai konsentrasi terhadap larva Artemia Salina Leach diperoleh nilai 

LC50 1.308 mg/L.   
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ABSTRACT 

Saniyyah, Fikrotus. 2023. Characterization of Exopolysaccharides Produced by 

Weissella confusa K2 Using Coconut Water Media and Toxicity Test Using 

the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) Method. Thesis. Chemistry Study 

Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State 

Islamic University Malang. Supervisor I: Dr. Anik Maunatin, S.T, M.P; 

Supervisor II: Rifatul Mahmudah, M.Sc., 

Keywords: BSLT Exopolysaccharide, Toxicity test, Weissella confuse K2 

 

Exopolysaccharides (EPS) are polymers resulting from biosynthesis from organisms 

outside cells with high molecular weight. Lactic Acid Bacteria (LAB) are bacteria that can 

produce EPS, one of which is Weissella confusa K2. EPS production media generally use 

MRSB which is expensive, so it is necessary to use an alternative media, namely coconut 

water. The aim of this research is to determine the characterization and toxicity of EPS 

produced by Weissella confusa K2 using coconut water as a medium. 

EPS production was carried out using coconut water at pH 8 with the addition of 

10% sucrose (w/v), fermentation was carried out for 24 hours at a speed of 100 rpm at room 

temperature. Characterization is carried out physically and chemically, physical 

characterization includes water solubility index and water holding capacity, while chemical 

characterization includes analysis of total sugar, protein content and EPS functional groups 

using Fourier Transform Infra Red Spectroscopy (FTIR), and the second stage is a toxicity 

test. using the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) method which was carried out with 

various EPS concentrations of 125, 250, 500, 1000 and 2000 ppm, which were tested on 

Artemia salina L larvae. 

The results of this research showed that EPS production from Weissella confusa K2 

resulted in a yield of 23.69 g/L, and physical characterization tests (water solubility index 

of 33.5%, and water holding capacity of 694%) chemical characterization (total sugar 

content amounted to 82.15%, and the protein content was 0.65%, the functional group 

analysis read was O-H stretching, N-H stretching, C-H stretching, C=C stretching, C-H, C-

H2 bending, C-O-C stretching, C-O stretching, glycosidic   bonds , C-H bending α-1-6 

glycosidic,). The results of toxicity tests at various concentrations on Artemia Salina Leach 

larvae obtained an LC50 value of 1,308 mg/L.  
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 ملخص البحث 
 

 ويسيلا الخلط بين . يؤدي توصيف السكريات الخارجية التي تنتجها٢٠٢٣. توسسانيا، فكر

(Weissella confusa K2) K2    في وسائط ماء جوز الهند واختبار السمية باستخدام

الكيمياء، كلية العلوم  قسم. بحث جامعي  .(BSLT)طريقة اختبار فتك الجمبري الملحي

: ىالأول ةوالتكنولوجيا، جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية مالانج. المشرف

 الماجستيرالمحمودة،  ة: رفعةالثاني ةالمشرف، الماجستير ،ةناؤم الدكتورة أنيك

 

، اختبار السمية،  K2نخلط بيال: عديدات السكاريد الخارجية، ويسيلا الرئيسيةالكلمات 

BSLT 

 

عديدات السكاريد الخارجية هي بوليمرات يتم تصنيعها حيويا من كائنات حية عالية 

دة منها من إنتاج بكتيريا حمض الوزن الجزيئي. يتم الحصول على السكريات الخارجية واح

الذي  EPS ينتج K2الخلط بين ويسيلا  بواسطة البحث افي هذ EPS تم إنتاج (BAL) اللبنيك

وصيف هو تحديد ت البحث اتنتجه كل سلالة من البكتيريا خصائص مختلفة. كان الغرض من هذ

 .ووسائط ماء جوز الهند K2 خلط بينالويسيلا  التي تنتجها EPS وسمية

يتكون هذا البحث من مرحلتين، المرحلة الأولى هي إجراء التوصيف الفيزيائي 

والكيميائي، ويشمل التوصيف الفيزيائي مؤشر الذوبان في الماء وربط الماء، أما بالنسبة 

 للتوصيف الكيميائي فيشمل تحليل السكر الكلي ومحتوى البروتين والمجموعات الوظيفية ل

EPS يفي بالأشعة تحت الحمراء لتحويل فورييهباستخدام التحليل الط (FTIR) والمرحلة ،

الذي يتم  (BSLT) الثانية هي اختبار السمية باستخدام طريقة اختبار فتك الجمبري الملحي

، والتي ppm ٢٠٠٠و  ١٠٠٠و  ٥٠٠و  ٢٥٠ ،١٢٥ EPS إجراؤه مع اختلافات في تركيز

 .الأرتيميا سالينا ل تم اختبارها على يرقات

أدى إلى عائد قدره  K2 الخلط بينويسيلا  من EPS أن إنتاج بحثال انتائج هذ أظهرت

٢٣,٦٩ g/L وربط  ٪٣٣,٥، واختبارات التوصيف الفيزيائي )مؤشر الذوبان في الماء بنسبة

، ومحتوى ٪٨٢,١٥إجمالي محتوى السكر بنسبة ) ( التوصيف الكيميائي٪٦٩٤الماء بنسبة 

،  N-H، تمدد O-Hالمجموعة الوظيفية يقرأ على أنه تمدد، تحليل ٪٠,٦٥البروتين بنسبة 

 تمتد، الترابط C-Oتمتد،  C-O-Cالانحناء،  C-H  ،C-H2تمتد،  C-H   ،C = Cتمدد

حصلت نتائج اختبارات السمية بتركيزات  (جليكوسيدي ٦-١-α الانحناء C-Hجليكوسيديك، 

 LC٥٠ ، وقيمmg/L ١٣٠٨غ تبل LC٥٠ على قيم أرتيميا سالينا ليتش مختلفة على يرقات

لم يكن لها تأثيرات    EPSوالتي أشارت إلى أن نتائج تخمير mg/L ١٠٠٠من عينات تزيد عن 

 .سامة للخلايا لذلك لم يكن لديها القدرة على اختبارها بشكل أكبر على الخلايا السرطانية
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Eksopolisakarida (EPS) adalah suatu polisakarida atau sebuah polimer gula 

yang terusun dari beberapa monomer gula pereduksi hasil sekresi mikroorganisme 

ke luar sel yaitu berada di luar dinding sel jamur atau bakteri. (Patel, et al., 2012). 

EPS juga memiliki kegunaan dibidang pangan seperti sebagai pengental, 

stabilisator, pembentuk gel, dan juga memiliki kemampuan mengikat air dengan 

baik (Malik, dkk., 2008). EPS juga berperan dalam proses perlindungan sel bakteri 

dari kekeringan, mempertahankan fungsi seluler primer dan aktivitas antibakteri 

terhadap predator, kemampuan pembentuk gel dan degradasi polutan (Rawal, et al., 

2016). EPS memiliki kegunaan dibidang kesehatan seperti antibakteri, aktivitas 

antioksidan, imunostimulasi, dapat menurunkan kolesterol di dalam darah, dan juga 

sebagai antikanker (Li, et al., 2016). 

 Penelitian Li, et al (2016) mengenai uji antitumor EPS yang diproduksi 

jamur endofit Bionectria Ochroleuca terdapat aktivitas poliferase yang kuat pada 

sel HepG2, SGC-7901, dan HT29 pada konsentrasi 0,1–0,45. Penelitian Wang, K., 

et al (2013) menjelaskan bahwa EPS yang produksi dari Lactobacillus Plantarum 

70810 memiliki kemampuan antitumor pada sel HepG2 pada konsentrasi 50 – 600 

g/mL dan pada sel BCG-823 dan HT29 terdapat efek penghambatan yang 

signifikan. 

EPS dapat dihasilkan dari banyak bakteri, salah satu bakteri penghasil EPS 

adalah Bakteri Asam Laktat (BAL), EPS dari BAL dapat diaplikasikan untuk 

memfermentasi bahan pangan, menghasilkan produk yang aman untuk dikonsumsi 
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(Kim, et al., 2018). BAL umumnya dapat ditemukan pada sesuatu yang kaya nutrisi 

seperti sayuran, buah, daging, dan kacang- kacangan. BAL seperti Lactobacillus, 

Leuconostoc dan Weissella mempunyai kemampuan memproduksi senyawa 

metabolit sekunder berupa EPS (Sanlibaba and Gurcti, 2016).  Hasil EPS yang baik, 

dapat menunjang hasil fermentasi juga dengan cara menggunakan atau 

menambahkan substrat yang memiliki kandungan yang baik juga seperti glukosa, 

sukrosa, dan fruktosa (Fifendy, dkk., 2013).  

Air kelapa adalah salah satu bahan tambahan yang memiliki kandungan 

glukosa yang tinggi dan juga nutrisi yang kompleks sehingga cocok untuk dijadikan 

sebagai media alternatif pertumbuhan bakteri. Kandungan yang dimiliki air kelapa 

seperti gula, protein, asam amino, vitamin, dan mineral baik digunakan sebagai 

bahan pada proses fermentasi (Saraswati, 2014). Pencemaran bisa terjadi akibat air 

kelapa, karena tidak dimanfaatkan dengan baik dan akan berubah menjadi bau yang 

menyengat dan juga asam (Putri dan Tiara, 2019). Berdasarkan hal ini air kelapa 

digunakan sebagai media dalam produksi EPS oleh BAL untuk dan mengurangi 

pencemaran lingkungan yang terjadi dan juga sebagai media alternatif pengganti 

media MRSB yang mahal yang merupakan media standar spesifik untuk produksi 

EPS (Untari dan Puspitaningtyas, 2006). 

Weissella confusa merupakan bakteri Gram positif dengan uji katalase negatif 

dengan bentuk sel cocobacillus. Weissella confusa merupakan bakteri probiotik 

maka dari itu memiliki potensi sebagai antikanker (Kamboj, et al., 2015). Bakteri 

Weissella confusa diketahui memiliki kemampuan yang tinggi dalam memproduksi 

EPS jenis dekstran (Jin, et al., 2019). Spesies ini banyak digunakan dalam berbagai 
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industri makanan. Hal ini menunjukkan bahwa segala sesuatu yang telah diciptakan 

Allah SWT memiliki manfaat, dalam Al-Quran Surat Ali–Imran (3) ayat 191: 

تِ ا وََٰ مًا وَقعُوُداً وَعَلىََٰ جُنوُبِهِمْ وَيَتفََكَّرُونَ فىِ خَلْقِ ٱلسَّمََٰ لَّذِينَ يَذْكُرُونَ ٱللَّهَ قيََِٰ

نَكَ فَقِنَا عَذاَبَ ٱلنَّارِ  طِلًا سُبْحََٰ ذاَ بََٰ  وَٱلْأرَْضِ رَبَّنَا مَا خَلَقْتَ هََٰ

Artinya:  

(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 

dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 

bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan 

sia-sia, Maha suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa api neraka. “(Ali–

Imran: 191) 

 

Menurut Dr. Abdullah Bin Muhammad bin Abdurrahman dalam buku tafsir 

Ibnu Katsir menginterpretasikan Al-Quran Surat Ali-Imran ayat yang ke 191 “Pada 

ketinggian dan kekuasaan langit dan juga pada kerendahan bumi serta kepadatan-

Nya, dan tanda tanda kekuasaan-Nya dapat dijangkau oleh indra manusia pada 

keduanya (langit dan bumi) baik berupa; bintang, komet, daratan, lautan, 

pegunungan, pepohonan, buah buahan, barang, tambang, dan segala hal yang 

beraneka ragam, silih berganti siang dan malam. Bahwa semuanya adalah ketentuan 

Allah SWT yang Maha Perkasa lagi Maha Mengetahui. Oleh karena itu terdapat 

tanda tanda bagi orang yang berakal sempurna lagi bersih dapat mengetahui dengan 

jelas dan nyata seharusnya memikirkan serta memanfaatkan apa yang Allah SWT 

telah berikan.” Manusia yang terus berfikir akan kekuasaan Allah SWT pasti 

mendapatkan manfaat dari semua yang sudah diciptakan dilangit dan bumi 

(Abdullah, M. 2007).  Ayat ini dapat dijadikan landasan untuk penelitian ini, dan 

untuk mengetahui sebuah senyawa yang memiliki potensi sebagai antikanker, maka 

perlu dilakukan penelitian awal. Salah satu metode awal atau skrining untuk uji 

sitotoksik adalah dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test 
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terhadap larva udang Artemia salina yang mengindikasikan sifat sitotoksik dari 

suatu senyawa.  

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu metode yang 

banyak digunakan untuk pencarian senyawa antikanker. Metode BSLT telah 

terbukti memiliki korelasi dengan aktivitas antikanker. Selain itu, metode ini juga 

mudah dikerjakan, murah, cepat, dan cukup akurat (Meyer, et al., 1982) nilai 

mortalitas ditentukan dengan menggunakan analisa probit untuk menentukan nilai 

toksisitas menggunakan Lethal Consentration (LC50) (Ningdyah, dkk., 2015). 

Agustini dan Kusmiati (2017) melaporkan hasil potensi EPS dari Porphyridium 

cruentum (S. F. Gray) Nageli sebagai toksisitas biologis (BSLT) pada konsentrasi 

10, 100, dan 1000 mg/L, mikroalga merah ini diketahui dapat memproduksi EPS 

dan hasil toksisitas BSLT nilai LC50 sebesar 513,175 g/L.  

EPS yang dihasilkan oleh BAL mempunyai keragaman jenis berdasarkan 

bakteri penghasilnya, hal ini menyebabkan perbedaan struktur dari EPS sehingga 

mempengaruhi pemanfaatan aplikasi EPS. Penelitian ini akan melakukan produksi 

dan karakterisasi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa K2 dengan 

menggunakan media air kelapa. Berdasarkan penjelasan tersebut penelitian ini 

dilakukan dikarenakan setiap bakteri memiliki kemampuan yang berbeda apabila 

media yang digunakan juga berbeda, maka akan menghasilkan jumlah EPS yang 

berbeda juga, selanjutnya EPS diuji toksisitasnya dengan menggunakan metode 

BSLT. 
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1.1 Rumusan Masalah  

1. Bagaimana karakterisasi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa K2 pada media air kelapa? 

2. Bagaimana hasil toksisitas eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa K2 pada media air kelapa dengan metode Brine Shrimp Lethality Test 

(BSLT)? 

 

1.2 Tujuan Penelitian  

1. Untuk mengetahui karakterisasi eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa K2 pada media air kelapa? 

2. Untuk mengetahui hasil toksisitas eksopolisakarida yang dihasilkan oleh 

Weissella confusa K2 pada media air kelapa dengan metode Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT)? 

 

1.3 Batasan Masalah  

1. Weissella confusa K2 yang digunakan merupakan  hasil isolasi buah kelengkeng 

pada penelitian sebelumnya. 

2. Karakterisasi EPS secara fisika meliputi indeks kelarutan air dan Water Holding 

Capacity (WHC). 

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

identifikasi profil gugus fungsi EPS menggunakan instrument Fourier Transform 

Infrared (FTIR). 

4. Konsentrasi yang digunakan pada metode BSLT adalah 125, 250, 500, 1000, dan 

2000 ppm dengan menggunakan air laut sintetik sebagai pengencer. 
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1.4 Manfaat  

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan pengetahuan 

bagi masyarakat luas maupun sivitas akademika mengenai produksi EPS 

menggunakan air kelapa sebagai media alternatif ppengganti MRSB. 

2. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai hasil produksi 

dan karakterisasi EPS dengan menggunakan air kelapa sebagai media, serta uji 

toksisitas EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa K2 isolasi dari buah 

kelengkeng menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT).
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Air Kelapa  

Air kelapa memiliki banyak nutrisi didalamnya, tetapi ini tergantung dari umur 

kelapa, air kelapa memiliki komposisi kimia seperti protein, lemak, hidrat arang, 

vitamin C, vitamin B kompleks, kalsium dan mineral yang sangat baik untuk tubuh 

manusia (Santoso, 2003). Disamping zat gizi tersebut, air kelapa juga mengandung 

berbagai asam amino bebas. Air kelapa dapat digunakan sebagai media 

pertumbuhan mikroba, misalnya Acetobacter xylinum untuk produksi nata de coco. 

Untari dan Dwi (2006) menambahkan, air kelapa memang mangandung zat atau 

bahan-bahan seperti unsur hara, vitamin, asam amino, asam nukleat dan zat tumbuh 

seperti auksin dan asam giberelat yang berfungsi sebagai penstimulasi proliferasi 

jaringan, memperlancar metabolisme dan respirasi. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Kelapa Tua (Mardiatmoko dan Ariyanti,2018) 

Pada air kelapa terdapat gula yaitu sukrosa, glukosa dan fruktosa (Santoso, 

1996). Air kelapa mengandung komposisi kimia dan nutrisi yang lengkap (hormon, 

unsur hara makro, dan unsur hara mikro), komposisi kimia dari air kelapa terdapat 

pada Tabel 2.1 
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Tabel 2.1 Komposisi Kimia Air Kelapa 

Nutrisi air kelapa dalam 100 g  Air kelapa muda  Air kelapa tua  

Kalori 17,0 kal - 

Protein 0,2 g 0,4 g 

Lemak 1,0 g 1,50 g 

Karbohidrat 3,8 g 4,60 g 

Kalsium 15,0 g - 

Fosfor 8,0 g 0,5 g 

Besi 0,2 g - 

Asam Askorbat 1,0 g 91,5 mg 

Air 95,5 mg - 

Bagian yang dapat dimakan 100 g  

Sumber: Kiswanto, 2004  

Salah satu hal yang dapat kita lakukan untuk memperbaiki lingkungan adalah 

dengan meminimalisir limbah air kelapa. Hasil penelitian Widodo (2021) mengenai 

pengaruh penambahan sukrosa pada air kelapa terhadap produksi EPS oleh 

Weisella confusa, proses fermentasi dilakukan pada kondisi pH media 6,5 dengan 

penambahan inokulum kerja sebanyak 5% dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

37°C. Hasil EPS dengan rendemen rata rata tertinggi dihasilkan pada penambahan 

sukrosa 20% yaitu sebesar 3,27 g/L dengan kadar gula total 85,77%. Sedangkan 

hasil EPS terendah didapat pada penambahan sukrosa 8% yaitu 2,23 g/L dengan 

kadar gula total 79,48%. 

 

2.2 Bakteri Asam Laktat  

Bakteri asam laktat atau yang biasa disebut BAL merupakan golongan bakteri 

yang dapat menguraikan karbohidrat menjadi senyawa asam dan dapat menurunkan 

nilai pH sehingga menimbulkan rasa asam (Muchtadi, 2010; Salminen, et al., 

2012). BAL telah diketahui dapat menghasilkan berbagai jenis antimikrobia seperti 

bakteriosin, antijamur, asam organik dan peroksida sehingga aman ketika 

dikonsumsi oleh manusia. Produk olahan dari asam laktat berpotensi sebagai 
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probiotik yang dapat menambah sistem kekebalan tubuh manusia (Mutia dan Ulfa, 

2013). 

BAL tergolong dalam bakteri Gram positif dengan hasil uji katalase negatif 

dan dapat tumbuh dalam kondisi tanpa oksigen atau anaerobic tetapi masih bisa 

mentoleransi adanya oksigen dan juga metabolism karbohidrat melalui jalur 

fermentasi (Hardiningsih, dkk., 2006). BAL membentuk asam laktat dari 

metabolisme karbohidrat dan tumbuh di pH yang lingkungannya rendah. BAL 

merupakan bakteri yang tidak memiliki spora. Pertumbuhan optimum bakteri asam 

laktat ini pada lingkungan yang kaya akan nutrisi seperti susu dan juga daging 

(Yousef and Clastrom, 2003). 

Secara umum yang termasuk kelompok BAL adalah Lactococcus, 

Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc dan 

Lactobacillus (Salminen, et al., 2004). BAL umumnya bersifat mesofilik namun 

ada beberapa jenis yang dapat tumbuh pada suhu 4°C. BAL memiliki pH 

pertumbuhan 4,0-4,5 namun beberapa galur tahan pada pH 3,2 dan pH di atas 9,0 

(Bamforth, 2005). 

Menurut Suardana (2007) BAL dapat dibedakan menjadi 2 kelompok 

berdasarkan hasil fermentasinya, yaitu:  

1. Bakteri homofermentatif, dimana glukosa difermentasi menghasilkan asam 

laktat sebagai satu-satunya produk. Contohnya yaitu Streptococus, Pediococcus, 

dan beberapa Lactobacillus.  

2. Bakteri heterofermentatif, glukosa difermentasikan selain menghasilkan asam 

laktat juga memproduksi senyawa-senyawa lainnya yaitu etanol, asam asetat dan 

CO2. Contohnya yaitu Leuconostoc dan beberapa spesies Lactobacillus.  
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BAL telah berhasil diisolasi dari berbagai macam sumber alami seperti 

bunga, sayur dan buah-buahan. BAL yang berhasil diisolasi dari buah salah satunya 

berasal dari jus buah cherimoya (Isas, et al., 2020). Penelitian Giyatno dan Endah 

(2020) mengisolasi BAL dari buah kersen, dan menghasilkan Sebanyak empat 

isolat BAL diperoleh dengan bentuk sel basil, Gram positif, katalase negatif, non-

motil, non spore forming, mesofilik, aciduric, non halofilik serta dapat 

memfermentasi karbohidrat. Berdasarkan Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology keempat isolat teridentifikasi sebagai spesies Lactobacillus plantarum 

dan menghasilkan EPS dengan kisaran 870 - 1.910 mg/L.  

 

2.3 Weissella confusa 

Weissella confusa adalah kelompok BAL yang digunakan sebagai probiotik, 

Weissella confusa diperoleh dari yoghurt. Weissella merupakan bakteri jenis Gram-

positif, katalase-negatif, dan non endospora dan bentuk sel coccobacillus, yang 

dapat diisolasi dari berbagai habitat yang luas seperti tanah, sayuran segar, pangan 

terfermentasi, daging dan produknya (Vela AI, et al., 2003). Weissella confusa 

menjadi salah satu spesies Weissella yang penyebarannya paling luas dalam 

makanan (Fusco, et al., 2011). Hal ini dikarenakan sifat nya yang dinilai aman 

untuk manusia dibandingkan dengan spesies lainnya. Potensi Weissella confusa 

selain dalam bidang fermentasi makanan yaitu sebagai antibakteri, bakteri ini juga 

berpotensi sebagai probiotik (Lee, et al., 2012). 

Berdasarkan Taxonomic Outline of the Prokaryotes, Weissella confusa 

diklasifikasikan sebagai berikut:  
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Kerajaan: Bacteria  

Divisi: Firmicutes  

Kelas: Bacilli  

Ordo: Lactobacillales  

Famili: Leuconostococeae  

Genus: Weissella  

Spesies: Weissella confusa. 

 

2.4 Eksopolisakarida  

Eksopolisakarida merupakan polimer dari gula pereduksi atau polisakarida 

yang disekresikan oleh mikroba keluar sel. Polimer ini merupakan salah satu 

polimer yang mam pu disintesis oleh BAL. EPS secara umum terdiri dari 

monosakarida dan beberapa substituent non-karbohidrat seperti aset, piruvat, 

suksinat, dan fosfat juga biomolekul seperti protein, asam nukleat, lipid dan zat 

humat (Surono, 2004).  

EPS merupakan produk metabolit sekunder yang dikeluakan pada saat 

lingkungan pertumbuhannya sedang kurang menguntungkan. EPS juga berperan 

dalam proses perlindungan sel bakteri dari kekeringan, mempertahankan fungsi 

seluler primer dan aktivitas antibakteri terhadap predator, kemampuan pembentuk 

gel dan degradasi polutan. Saat ini, EPS telah banyak dimanfaatkan secara luas 

dalam berbagai aplikasi dalam pangan sebagai pengental, stabilizer, pembuatan gel, 

sampai pengemulsian, seperti produksi yoghurt, keju, kefir, roti, dan sereal. Dalam 

dunia farmasi sebaga penurun kadar kolesterol, imunomodulator, antitumor, 

antibiotik, dan industri lainnya serta menjadi penginduksi interferon, penghambatan 

agregasi trombosit, sintesis faktor penstimulasi koloni, koagulan, dan pelumas 

(Anindita dan Nasa, 2020).  

EPS dengan struktur dextran dapat dimanfaatkan sebagai agen emulsifier, 

agen pemisah, dan plasma. Dextran termasuk dalam keluarga glukan yang dibuat 
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dengan polimerisasi α-D-glucopyranosyl dari sukrosa yang dikatalisis oleh enzim 

dextransucrase, dimana pengulangan unitnya berasal dari ikatan (1,6) -linked-α-D-

glucopyranosyl.  

2.5 Biosintesis Eksopolisakarida  

Biosintesis EPS terjadi tergantung dengan jenis mikroorganismenya dan 

dilakukan pada fase fase pertumbuhan. Terdapat dua prinsip dasar proses sintesis 

yaitu tempat dan prekusor alami misalnya sintesis di luar dinding sel atau pada 

membran sel. Sintesis heteropolisakarida berbeda dengan sintesis monosakarida 

yang biosintesis pada membran sitoplasma dengan memanfaatkan prekursor yang 

terbentuk intraseluler. Gula nukleotida berperan penting dalam sintesis 

heteropolisakarida sehingga perannya dalam interkonversi monosakarida atau 

disakarida (gula) sebaik aktivitas gula yang dibutuhkan untuk polimerisasi 

monosakarida menjadi polisakarida (Cerning, et al., 1990). 

EPS disintesis oleh bakteri Gram positif maupun Gram negatif melalui dua 

mekanisme berbeda. Bakteri Gram positif mensintesis EPS seperti levan, alternan 

dan dekstran bersintesis dengan proses ekstraselular, sedangkan bakteri Gram 

negatif mensintesis EPS seperti xanthan, gelam, selulosa, suksinoglikan secara 

intraseluler (Vanhooren, P. and Vandamme, E. J., 1998). 

Pada Weissella biosintesis homopolisakarida (HoPS) dibantu oleh enzim 

ekstraseluler glukansukrase atau fruktansukrase, enzim tersebut mentransfer 

monosakarida dari substrat spesifik pada pertumbuhan rantai polisakarida, residu 

monosakarida yang dihasilkan akan melekat pada rantai aseptor glikan. Glukan 

sukrase memiliki ciri kemampuannya untuk memutus ikatan α-glikosidik antara 

glukosa dan bagian monosakarida lain menggunakan domain katalitik,inti katalitik 
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mengandung tiga domain yang dilampiran dua domain yaitu domain IV dan V. 

Beberapa dari domain tersebut terdiri dari dua segmen rantai polipeptida putus- 

putus dan menghasilkan struktur U (Guerin, dkk., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Jalur Biosintesis HoPs (Guerin, dkk., 2020). 

EPS yang dihasilkan oleh BAL dapat dibedakan menjadi dua kelompok 

bedasarkan pada komposisi dan mekanisme biosintesisnya, yaitu 

heteropolisakarida, yang terdiri dari satu atau lebih monosakarida yang berbeda, 

dan homopolisakarida hanya terdiri dari satu macam monosakarida dan 

Beberapa jenis EPS antara lain: 

1. 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 dan Iwata, 2019). 

 

Gambar 2. 3 Struktur mutan (Kimura dan Iwata, 2019) 
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2. Dekstran 

Dekstran merupakan polimer kompleks dari glukosa yang mengalami 

percabangan dengan membentuk ikatan α-1,6 dan α-1,3 glikosidik. Dekstran yang 

di biosintesis oleh bakteri asam laktat memiliki berat molekul yang besar antara 

kda. Dalam bidang kesehatan dekstran memiliki fungsi yang beragam seperti anti 

inflamasi, anti trombotik, anti koagulan, hingga memiliki peran yang penting 

sebagai intraarterial dan intravenous (Veronese dan Caliceti, 2006). 

 

Gambar 2. 4 Struktur Dextran (Lapasin, 1999) 

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 dan Iwata, 2019). 

 

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

 

Gambar 2.6 Struktur reuteran (Kimura dan Iwata, 2019) 

5. 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 dan Iwata, 2019). 
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Gambar 2.7 Struktur inulin (Kimura dan Iwata, 2019) 

6. 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 

dan Goyal, 2022). 

 

Gambar 2.8 Struktur Levan (Korakli dan Vogel, 2006). 

 

2.6 Faktor Faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida 

Faktor faktor yang dapat mempengaruhi produksi EPS dalam efisiensi 

fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu:  
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1. Suhu  

Suhu dapat mempengaruhi siklus mikroba dan faktor abiotik yang 

menentukan keberhasilan proses fermentasi. Pada saat fermentasi akan mengalami 

perubahan suhu, mulai dari suhu rendah sampai suhu tinggi ketika proses eksoteris 

lalu mengalami penurunan kembali setelah rekasi selesai, kondisi ini dikarenakan 

kerja dari ragi dalam metabolisme media. Pada pertumbuhan Weissella confusa 

biasanya digunakan suhu 37ºC. Hasil penelitian Jin et al, (2019) menunjukkan 

bahwa produksi optimum EPS dari isolat Weissella confusa VP30 diperoleh sebesar 

59,99 g/L pada suhu  37ºC. 

 

2. pH 

Banyak enzim memiliki pH yang optimal untuk melakukan aktivitasnya 

secara maksimal, jika pH diatas atau dibawah pH optimum kinerja enzim akan 

mengalami penurunan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Zisu and Shah 

(2003) Produksi EPS dari bakteri Steptococcus thermophillus pada pH 5,5 dengan 

20 suplemen whey protein concentrate mencapai 1029 mg/L. Hasil penelitian 

Kimmell, S. A. and Ziegler, G. R. (1998) bahwa produksi EPS optimum dari 

Leuconostoc msenteroides adalah pH 5,0 dengan hasil 30mg/L setelah diprediksi 

sebelumnya 296 mg/L. Penelitian Whongsuphachat, et al (2010) produksi EPS dari 

Weissella confusa dengan tambahan sukrosa 2% pada pH 7 menghasilkan 18,08 

g/L. 

 

3. Konsentrasi Substrat  

Kecepatan reaksi enzimatis umumnya tergantung pada konsentrasi substrat. 

Kecepatan reaksi akan meningkat sebanding dengan naiknya konsentrasi substrat, 
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meningkatnya kecepatan reaksi akan terus terjadi sampai pada titik konstan namun 

tetap terjadi reaksi dengan kecepatan rendah (Lehniger, 1997). Hal ini terjadi karena 

molekul enzim telah membentuk kompleks dengan substrat dan selanjutnya 

kecepatan reaksi tidak terpengaruh oleh kenaikan konsentrasi (Trenggono dan 

Sutardi, 1990). 

 

4. Konsentrasi Inokulum  

Inokulum adalah biakan bakteri yang dimasukkan ke dalam media cair yang 

siap digunakan untuk fermentasi. Kadar inokulum pada fermentasi menunjukkan 

pengaruh terhadap produk fermentasi, seperti konsentrasi inokulum 10 mL/L dapat 

menghasilkan EPS sebesar 650 mg/L (Haroun, et al., 2013). 

 

5. Media 

Media yang digunakan untuk mengoptimalkan produksi EPS sangat beragam, 

karena rantai utama dari polimer ini adalah glukosa. Penelitian Widodo (2021) 

produksi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa  dengan menggunakan media 

air kelapa hasil rendemen 3,27 g/L. Penelitian Chalim (2021) produksi EPS yang 

dihasilkan oleh bakteri yang sama yaitu Weissella confusa dengan media MRSB 

menghasilkan rendemen sebesar 11,321%.  

 

2.7 Karakterisasi Eksopolisakarida  

2.7.1 Karakterisasi Secara Fisik  

Pada indeks kelarutan air EPS dilakukan untuk mengetahui presentase 

kelarutan EPS untuk menahan air, Penelitian Chalim (2021) hasil indeks kelarutan 

air sebesar 30,11%. Water Holding Capacity EPS diuji untuk mengukur kapasitas 
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EPS dalam menahan air dikarenakan adanya struktur matriks berpori dari adanya 

ikatan hidrogen yang terbentuk dari struktur EPS sendiri. EPS dengan daya ikat air 

yang baik adalah yang dapat menahan air dengan kapasitas minimal 400% (Zhou, 

et al., 2017). Penelitian oleh Rajoka, et al (2018) daya ikat air EPS yang di ekstrak 

dari Weissella confusa diperoleh sebesar 581,97%.  

2.7.2 Karakterisasi Secara Kimia  

2.7.2.1 Kadar Gula Total Eksopolisakarida  

Metode yang digunakan untuk mengetahui kadar gula salah satunya adalah 

metode sulfat-fenol. Gula merupakan golongan karbohidrat yang mana ketika 

ditambahkan asam kuat dan dipanaskan akan mengalami reaksi pembentukan 

derivat furan seperti furanaldehid dan hidroksimetil furaldehida. Reaksi yang 

terjadi diawali dengan dehidrasi dan diikuti dengan pembentukan turunan furan 

(Brummer and Cui, 2005). Turunan furan selanjutnya akan bereaksi dengan fenol 

menghasilkan warna jingga kekuningan yang stabil, sehingga dapat dideteksi oleh 

spektrofotometer UV-Vis (Albalasmeh, et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.9 Reaksi kompleks fenol-furfural (Lewkowski, 2001) 
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2.7.2.2 Kadar Protein Eksopolisakarida  

Penentuan kadar protein EPS menggunakan metode lowry, kadar protein 

termasuk senyawa yang tidak diinginkan sehingga perlu dipisahkan. Metode Lowry 

secara prinsip menggunakan reagen pendeteksi Folin-ciocalteu, reagen ini biasa 

digunakan untuk mendeteksi gugus-gugus fenolik. Dalam keadaan basa, ion 

tembaga divalent (Cu2+) dengan ikatan peptida yang mereduksi Cu2+ menjadi 

tembaga monovalen (Cu+) (Bintang, 2010). Reagen Folin-Ciocalteu dapat 

mendeteksi residu oksidasi dimana gugus fenolik tirosin akan mereduksi 

fosfotungstat dan fosfomoblidat yang terdapat pada reagen tersebut menjadi 

tungsten dan molibden berwarna biru, hasil reduksi tersebut dapat dianalisa lebih 

lanjut dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

Kadar protein dapat ditentukan dengan membaca kurva standar yang dibuat 

dengan larutan protein murni yang telah diketahui kadar proteinnya seperti Bouvine 

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

konsentrasi sampel berprotein berada pada rentang tersebut dengan konsentrasi 

yang semakin menaik (Sudarmadji, dkk., 1981). 

 

2.7.2.3 Analisa Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier 

Transform Infra Red (FTIR) 

Penentuan struktur EPS dapat dilakukan dengan FTIR dengan mengetahui 

gugus fungsi khas pada struktur dengan menggunakan sinar infra merah. Ketika 

sinar infra merah mengenai molekul maka akan terjadi interaksi vibrasi ikatan kimia 

yang menyebabkan perubahan polaritas dengan medan listrik gelombang 

elektromagnetik. Pita absorpsi khas muncul karena interaksi sinar infra merah dan 

gugus fungsi, setiap pita serapan menunjukkan interaksi pada gugus fungsi yang 
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berbeda sehingga dapat digunakan untuk menentukan struktur senyawa EPS (Pine, 

1980). 

Penggunaan FTIR digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi yang 

terdapat dalam suatu sampel. Adanya gugus fungsi ditandai dengan terbentuknya 

puncak serapan sehingga dapat diidentifikasi jenis senyawa sampel dengan 

menghitung dan membandingkan panjang gelombang pada tiap puncak. Menurut 

Adesulu-Dahnusi et al., (2018) EPS yang diproduksi oleh Weissella confusa OF126 

memiliki gugus fungsi yang khas seperti O-H pada spektra 3287 cm-1, C-H 

stretching pada pita serapan 2980 cm-1, C=O pada pita serapan 1651 cm-1, C-O-C 

streching pada pita serapan 1009 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.10 Spektra FTIR EPS oleh Weissella confusa C19 (Heperkan et al., 

2020) 

 

Spektra hasil FTIR ditunjukkan pada Gambar 2.3 Penelitian Heperkan et al., 

(2020) EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa C19 pada spektra 3262 cm-1 
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menunjukkan adanya gugus O-H stretching, pada pita serapan 2920 cm-1 

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

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

serapan 1151 cm-1, 1105 cm-1 merupakan vibrasi C-O dan C-C . 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).  

 

2.8 Uji Toksisitas Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Toksisitas adalah kemampuan zat yang dapat menimbulkan kerusakan pada 

organisme hidup, semua bahan atau zat yang akan digunakan atau dikonsumsi oleh 

manusia diperlukan uji keamanan untuk melihat adanya kemungkinan bahaya bagi 

kesehatan, maka langkah awal yang dilakukan yaitu menguji potensi toksik bahan 

atau zat tersebut (Astri, dkk., 2012). Uji toksisitas juga merupakan uji pendahuluan 

yang biasanya dilakukan untuk mengetahui potensi toksik serta ambang batas 

penggunaan tumbuhan sebagai sumber obat (Tampungan, 2011). 

Menurut Wikanta (2017) metode uji toksisitas yang biasa digunakan adalah 

metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test), metode ini digunakan sebagai uji 

pendahuluan untuk skrining aktivitas farmakologis pada bahan alam, 

memprediksikan toksisitas suatu bahan serta untuk mendeteksi toksin jamur, logam 

berat, sianobakteria dan aktivitas pestisida. Uji toksisitas dengan metode BSLT ini 

menggunakan hewan uji, hewan uji yang digunakan adalah brine shrimp atau udang 

laut spesies Artemia salina Leach. (Vitalia, dkk., 2016). Keunggulan dari metode 
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BSLT dalam menguji toksisitas yaitu biaya murah, mudah, perkembangbiakan 

cepat, sampel yang digunakan sedikit, cukup akurat, serta tidak memerlukan 

laboratorium khusus (Agustini, 2012). Prinsip metode BSLT berdasarkan pada 

tingkat mortalitas (kematian) larva udang Artemia salina Leach terhadap ekstrak 

uji.  

 

Gambar 2.11 Artemia Salina Leach 

 

Pengujian toksisitas dengan metode BSLT dilakukan dengan mengamati 

kematikan larva udang Artemia salina Leach, dimana respon kematiannya 

merupakan pengaruh dari senyawa yang diuji. Ciri umum untuk mengetahui 

kematian larva udang adalah jika larva udang tidak menunjukkan tanda-tanda 

pergerakan selama 10 detik observasi. Mekanisme kematian larva udang 

berdasarkan senyawa target yang merupakan senyawa toksik bertindak sebagai 

racun perut, ketika senyawa toksik ini masuk ke dalam perut larva udang, organ 

pencernaannya akan terganggu dan akan menghambat reseptor perasa pada bagian 

mulut larva. Hal tersebut mengakibatkan larva udang gagal menerima stimulus rasa 

dan tidak dapat mengenali makanannya sehingga larva udang akan mati kelaparan 

(Anwar, dkk., 2014). Berikut klasifikasi larva udang Artemia salina Leach. 

(Desianti, 2014):  
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Kingdom: Animal  

Filum: Arthropoda  

Kelas: Crustacea  

Sub Kelas : Branchiopoda  

Ordo : Anostraca  

Famili : Artemilidae  

Marga: Artemia  

Jenis : Artemia salina Leach 

 

Hasil yang diperoleh kemudian dihitung nilai LC50 (median lethal 

concentration) dari ekstrak uji yaitu jumlah konsentrasi ekstrak uji yang dapat 

menyebabkan 50% larva udang mati setelah masa inkubasi selama 24 jam (Fadli, 

dkk., 2019). Tingkat ketoksikan suatu ekstrak ditentukan dengan menghitung nilai 

LC50 yang merupakan konsentrasi sampel yang dibutuhkan dalam mematikan larva 

uji sebanyak 50% (Wahyuni, 2018). Nilai LC50 menurut Djide, dkk., (2019) 

ditunjukkan pada Tabel 2.2: 

Tabel 2.2 Nilai LC50  

Golongan Nilai LC50 (ppm) 

Tidak Toksik >1000 

Toksik 30-1000 

Sangat Toksik <30 

Sumber: Djide, dkk., 2019 

Menurut Tampungan, dkk., (2011) untuk mendapatkan presentase mortalitas 

atau kematian kumulatif dengan rumus sebagai berikut. 

% Mortalitas    = 
𝑱𝒖𝒎𝒍𝒂𝒉 𝑳𝒂𝒓𝒗𝒂 𝒂𝒓𝒕𝒆𝒎𝒊𝒂 𝒚𝒂𝒏𝒈 𝒎𝒂𝒕𝒊

𝑱𝒖𝒎𝒍𝒂𝒉 𝑳𝒂𝒓𝒗𝒂 𝒂𝒓𝒕𝒆𝒎𝒊𝒂 𝒚𝒂𝒏𝒈 𝒅𝒊𝒖𝒋𝒊 
𝒙 100%............(2.1) 

Angka kematian larva Artemia salina Leach diperoleh dengan membuat 

grafik persamaan regresi linier LC50 dengan sumbu y adalah % mortalitas dan 

sumbu x adalah deret konsentrasi, semakin kecil nilai LC50 nya semakin tinggi 

tingkat toksisitasnya (Yudiati, dkk., 2011). Penelitian Agustini dan Kusmiati (2017) 

meneliti mengenai potensi EPS dari Porphyridium cruentum (S. F. Gray) Nageli, 
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mikroalga merah ini diketahui dapat memproduksi EPS dan hasil toksisitas BSLT 

nilai LC50 sebesar 513,175 mg/L yaitu bersifat toksik tetapi dengan nilai rendah. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1.  Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini berjudul “Karakterisasi Eksopolisakarida yang Dihasilkan 

Oleh Weissella confusa K2 Pada Media Air Kelapa dan Uji Toksisitas 

Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)”. Dilakukan mulai dari 

bulan Agustus 2023 di Laboratorium Biokimia, Program Studi Kimia, Fakultas 

Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.  

 

3.2.  Alat dan Bahan penelitian 

3.2.1.  Alat Penelitian  

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi laminar air flow, 

neraca analitik, hot plate, autoclave, shaker, sentrifugasi, pipet mikro, pipet ukur 1 

mL, 5 mL dan 10 mL, labu ukur 10 mL, 25 mL, dan 10 mL, 100 mL, botol semprot, 

jarum ose, vortex shaker, Erlenmeyer 250 mL, Erlenmeyer 50 mL, tabung reaksi, 

cawan petri, inkubator, batang pengaduk, blue tip, yellow tip, rotary evaporator, 

tabung sentrifugasi, termometer, rak tabung reaksi, gelas ukur 100 mL, pipet tetes, 

spatula, stirrer, gelas ukur, aluminium foil, kapas, plastik tahan panas, bunsen, 

korek api, bola hisap, lemari pendingin, pinset, botol vial 10 mL, akuarium kaca, 

aerator, lampu, timer, dokumentasi, spektrofotometer UV-VIS, Fourier Transfrom 

Infra Red (FTIR). 

 

3.2.2.  Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Weissella confusa 
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K2, air kelapa tua yang diperoleh dari limbah penjual kelapa di pasar Dinoyo 

Malang, MRSA( De Man Rogosa Sharpe Agar), MRSB (De Man Rogosa Sharpe 

Broth), NaOH 2N, akuabides steril, spiritus, NaCl, etanol absolute, alkohol 70%, 

aquades, larva udang Artemia Salina Leach, kapas, larutan HCl 2N, air laut 

sintetik, aluminium foil, plastik wrap, alkohol 70%, ragi, metanol, n-heksan, 

kloroform, TCA 4%, gula pasir (sukrosa), fenol, H2SO4, yeast extract, peptone, 

Bovine Serum Albumin (BSA), KBr, Folin, Reagen Lowry. 

 

3.3.  Rancangan Penelitian  

Rancangan penelitian terdapat dua tahap, tahap pertama yaitu melakuakan 

karakterisasi fisik dan kimia, karakterisasi fisika meliputi indeks kelarutan air dan 

Water Holding Capacity (WHC), sedangkan untuk karakterisasi secara kimia 

meliputi analisa total gula, kadar protein dan gugus fungsi EPS menggunakan 

Fourier Transform Infra Red Spectroscopy (FTIR), dan tahap kedua yaitu uji 

toksisitas dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

dengan hewan uji Artemia Salina L dimana dilakukan penetasan terlebih dahulu 

selama 48 jam, lalu dilakukan uji toksisitas untuk mendapatkan hasil uji dengan 

menentukan nilai LC50 dengan menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) faktor tunggal yaitu variasi konsentrasi EPS pada uji toksisitas yaitu 125, 

250, 500, 1000, dan 2000 ppm.  
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Tabel 3.1 Analisis Data Hasil Uji Toksisitas 

                                                         Mortalitas (Kematian) 

Konsentrasi EPS (ppm) Pengulangan 

 Kontrol 1 2 3 4 5 

 125        

250        

500        

1000          

2000        

 

3.4.  Tahapan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan – tahapan sebagai berikut:  

1. Strerilisasi Alat dan Media  

2. Preprarasi Bahan  

3. Pembuatan Media 

4. Produksi EPS  

5. Karakterisasi Secara Fisika dan Kimia 

6. Uji Toksisitas EPS dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

7. Analisis Data  

 

3.5.  Cara Kerja 

3.5.1 Sterilisasi Alat dan Media  

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian distrerilisasi terlebih 

dahulu, alat alat yang terbuat dari gelas dibungkus dengan kertas, untuk tabung 

reaksi disumbat dengan kapas berlemak kemudian dibungkus dengan plastik 

tahan panas dan diikat dengan rapat agar air dan bakteri tidak masuk. Media atau 

bahan yang digunakan untuk membunuh bakteri setelah direbus hingga mendidih 

dimasukkan kedalam Erlenmeyer yang disumbat dengan kapas kemudian ditutup 

dengan plastik tahan panas, lalu dimasukkan kedalam autoclave untuk 

disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit pada tekanan 1 atm. 
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3.5.2 Preparasi Air Kelapa (Widodo, 2021) 

Air kelapa yang telah diambil dari pasar Dinoyo Malang dalam kemasan 

plastik, disaring hingga terpisah dengan residu yang ada, lalu ditambahkan yeast 

extraxt dan peptone masing masing sebanyak 0,25% (b/v) serta ditandabataskan 

hingga 500 mL, lalu diukur pH hingga 8 dengan ditambahkan beberapa tetes 

NaOH 2N. Kemudian air kelapa disterilisasi menggunakan autoclave dan 

dilakukan pengendapan untuk memisahakan filtratnya, untuk digunakan pada 

proses fermentasi. 

 

3.5.3  Pembuatan Media  

3.5.3.1 Pembuatan de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) 

Media MRSA ditimbang sebanyak 6,52 g dan dihomogenkan dengan 

aquades sebanyak 100 mL, campuran dipanaskan sampai mendidih, kemudian 

media dimasukkan kedalam Erlenmeyer dan ditutup dengan kapas, Erlenmeyer 

dibungkus menggunakan plastik tahan panas dan disterilkan dengan autoclave 

pada suhu 121°C selama 15 menit dan tekanan 1 atm.  

 

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

Media MRSB dibuat dengan menimbang 5,515 g MRSB kemudian 

dilarutkan dalam 100 mL aquades dan dipanaskan hingga mendidih sambil 

diaduk hingga larut. Kemudian media tersebut dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 

250 mL dan disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121˚C dengan tekanan 1 atm 

selama 20 menit. Media MRSB ini digunakan untuk pembuatan inokulum. 
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3.5.3.3 Regenerasi Weissella confusa K2 (Kultsum, 2009)  

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara diambil 2 ose biakan Weissella 

confusa K2 dimasukkan ke dalam media MRS agar miring, selanjutnya 

diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Setiap dua minggu sekali kultur 

Weissella Confusa K2 ini harus diremajakan. Weissella confusa K2 yang telah 

mengalami regenerasi dapat digunakan untuk pembuatan inokulum stok. 

 

3.5.3.4 Pembuatan Inokulum Weissella confusa K2 (Maunatin, et al., 2020) 

Diambil beberapa ose Weissella confusa K2 dan dimasukkan dalam 25 

mL MRSB, kemudian dishaker selama 18 jam dengan kecepatan 100 rpm. Diukur 

OD nya menggunakan spetrofotometer UV-Vis pada λ 600 nm, kemudian 

disetarakan nilai OD nya 0,5. 

 

3.5.4 Produksi Eksopolisakarida  

3.5.4.1 Produksi Eksopolisakarida Terhadap Produksi Eksopolisakarida dari 

Air Kelapa (Trabelsi, et al., termodifikasi, 2014 dan Seesuriyachan, et al., 

2011)  

Media produksi air kelapa yang sudah steril dan jernih dilakukan 

penambahan sukrosa yang telah disterilkan pada wadah terpisah sebanyak 10% 

(b/v) dengan media air kelapa menggunakan labu ukur 250 mL, Setelah itu 

ditambahkan inokulum Weissella confusa K2 sebanyak 5% (v/v) dengan cara 

diambil 5 mL inokulum kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm 

selama 15 menit kemudian diambil filtrat MRSB, lalu endapan sel dicuci dengan 

5 mL NaCl stetil lalu disentrifugasi kembali dan diambil endapan untuk 

ditambahkan pada media produksi air kelapa. Selanjutnya media produksi 
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diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 

 

3.5.4.2 Ekstraksi Eksopolisakarida dari Media Fermentasi Air Kelapa (Seo, et 

al., termodifikasi, 2015) 

Media air kelapa hasil fermentasi diambil sebanyak 100 mL dan 

ditambahkan asam trikloroasetat (TCA) 4% (4 g) kemudian dishaker selama 30 

menit pada 100 rpm. Kemudian disentrifugasi pada 4˚C dengan kecepatan 5000 

rpm selama 15 menit. Supernatan yang mengandung EPS diambil sebanyak 95 mL 

lalu ditambahkan etanol absolute dua kali volume media air kelapa dan dibiarkan 

pada suhu 4˚C selama 24 jam. Selanjutnya endapan EPS yang didapat dipisahkan 

dengan filtrat dan dikeringkan pada suhu 60˚C di dalam oven selama 5 jam. Dimana 

setiap jam ditimbang berat kering sampai konstan. Kadar EPS kering ditentukan 

dengan menggunakan persamaan 3.1: 

Rendemen EPS = 
𝑩𝒆𝒓𝒂𝒕 𝒆𝒌𝒔𝒐𝒑𝒐𝒍𝒊𝒔𝒂𝒌𝒂𝒓𝒅𝒂 𝒌𝒆𝒓𝒊𝒏𝒈 (𝒈)

𝑽𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆 (𝑳)
 ………….(3.1) 

 

3.5.5 Karakterisasi Secara Fisik dan Kimia  

3.5.5.1 Indeks Kelarutan Air dan Daya Ikat Air Eksopolisakarida (Zhou, et al., 

2017) 

Ditimbang EPS sebanyak 0,05 g dan dimasukkan kedalam gelas beaker, 

dilarutkan ke dalam 5 mL aquabides dan distirer selama 24 jam, kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit, lalu diambil 0,5 mL 

filtrat dan ditambahkan etanol sebanyak tiga kali volume, dan disentrifugasi lagi 

dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit dan diambil endapannya kemudian 

dikeringkan pada suhu 105˚C selama 3 jam hingga berat konstan.   
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Indeks Kelarutan (%) = 
(𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝑑𝑎𝑛 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛−𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛) 

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝐸𝑃𝑆 
𝑥 100…….(3.2) 

 

Pengujian daya ikat air dilakukan dengan menimbang 0,05 g EPS yang 

dilarutkan kedalam 2 mL aquabides dan divortex selama 1 menit, kemudian 

dilakukan sentrifugasi selama 25 menit dan dibuang filtratnya, Lalu diambil 

endapannya dan dibekukan. Diletakkan pada kertas saring dan dibiarkan kering. Air 

yang terserap dalam kertas saring ditimbang massanya. 

 

Daya Ikat Air (%) = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝑠𝑒𝑡𝑒𝑙𝑎ℎ 𝑚𝑒𝑛𝑦𝑒𝑟𝑎𝑝 𝑎𝑖𝑟 

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝐸𝑃𝑆 
𝑥 100…………….(3.3) 

 

 

3.5.5.2 Uji Kadar Gula Total dengan Metode Asam Sulfat-Fenol 

3.5.5.2.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa (Dubois, et al., 1956) 

Dibuat larutan induk glukosa 1000 ppm dengan menimbang glukosa 0,1 

g dan ditera sampai 100 mL, kemudian dibuat konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50, dan 

60 ppm, diambil masing-masing 2 mL larutan glukosa kemudian ditambahkan 1 

mL fenol 5% dan divortex sebentar, ditambahkan 5 mL asam sulfat dengan cepat 

dan dibiarkan selama 10 menit, kemudian dipanaskan pada air mendidih selama 

15 menit dan diukur nilai absorbansinya pada λ 490 nm. 

 

3.5.5.2.2 Analisa Kadar Glukosa Total Eksopolisakarida (Dubois, et al., 1956) 

Ditimbang EPS sebanyak 0,0075 g dan ditera sampai 250 mL, diambil 2 mL 

kemudian ditambahkan 1 mL fenol 5% lalu divortex, kemudian ditambahkan 

dengan asam sulfat dan dibiarkan selama 10 menit, setelah itu dipanaskan di air 

mendidih selama 15 menit dan diukur nilai absorbansinya pada λ 490 nm. 
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3.5.5.3 Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida  

3.5.5.3.1  Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) (Adesulu-

Dahunsi, et al., 2018) 

 

Ditimbang sebanyak 0,03 g BSA dan dilarutkan pada 10 mL aquabides, 

dibuat konsentrasi 24 ppm, 48ppm, 72ppm, 96ppm, dan 120 ppm dengan 

mengambil volume masing masing 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2 mL dan 

ditandabataskan sampai 5 mL, lalu diambil 1 mL masing-masing konsentrasi, 

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

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

menit, diukur absorbansinya pada λ 660 nm. 

 

3.5.5.3.2 Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida (Adesulu-Dahunsi, et al., 

2018) 
 

Analisa kadar protein EPS dilakukan menggunakan metode Lowry, 

ditimbang 0,02 g EPS, dilarutkan pada 5 mL aquabides, diambil 1 mL EPS dan 

ditambahkan 5 mL reagen lowry, divortex 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. 

 

3.5.5.4 Analisa Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier 

Transform Infra Red (FTIR) (Adesulu, et al., 2018) 

Ditimbang EPS 0,01 g ditumbuk sampai halus kemudian dihomogenkan 

dengan KBr 0,25 g kemudian campuran dicetak menjadi pelet dan diukur 

menggunakan FTIR. Kemudian campuran dicetak menjadi pelet dan diukur 

menggunakan FTIR pada frekuensi 4000-400 cm-1. 
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3.5.6 Uji Toksisitas Weissella confusa K2 dengan Metode Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT) (Djide, dkk., 2019) 

3.5.6.1 Penetasan Telur (Djide, 2019) 

Disiapkan larva udang Artemia salina dengan disiapkan wadah kotak, 

ditetaskan sejumlah tertentu telur udang, kemudian disimpan kotak di bawah 

penerangan lampu dengan dilengkapi aerator selama 48 jam. Penetasan telur 

dilakukan dalam wadah bening dengan menggunakan media air laut. Pada wadah 

diberi penerangan dengan cahaya lampu neon 5 watt agar suhu penetasan 25-30ºC 

tetap terjaga. Telur udang dibiarkan terendam dan akan menetas dalam waktu 48 

jam. Kemudian dilakukan uji toksisitas menggunakan larva udang. Ekstrak yang 

akan diuji dibuat dalam konsentrasi 125, 250, 500 dan 1000 ppm, dan 2000 ppm. 

 

3.5.6.2 Uji Toksisitas (Agustini, 2017) 

Larutan uji dengan konsentrasi 125, 250, 500, 1000, dan 2000 ppm dibuat 

dari larutan induk 5000 ppm, dengan ditimbang EPS sebanyak 0,25 g dilarutkan 

dalam 50 mL air laut, lalu dilakukan pengenceran untuk membuat larutan uji 

menggunakan air laut 10 mL sebagai pengencernya pada setiap konsentrasi. Masing 

masing dilakukan 5 kali pengulangan, uji toksisitas dilakukan dengan memasukkan 

10 ekor larva udang yang telah berumur 48 jam kedalam botol vial yang berisi 

sampel yang telah diencerkan kemudian didiamkan dan diamati setelah 24 jam, 

kemudian dihitung jumlah larva yang mati dengan kriteria standar larva yang tidak 

menunjukkan pergerakan selama 10 detik saat observasi. 
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3.5.7 Analisis Data 

Data dari penelitian ini meliputi karakteristik EPS secara fisik dan kimia, 

dan data uji toksisitas diperoleh dari hasil pengujian menggunakan metode analisis 

probit dengan menghitung jumlah larva udang yang mati, pengolahan data 

dilakukan dengan memasukkan angka kematian (nilai mortalitas), konsentrasi 

larutan uji, dan total larva udang yang digunakan. Angka kematian dikonversi 

menjadi nilai probit analisis yang diolah pada software secara otomatis sehingga 

didapatkan sumbu y adalah nilai probit analisis dan sumbu x adalah log konsentrasi. 

Keduanya diplotkan dan diolah pada aplikasi Minitab sehingga akan didapatkan 

nilai LC50 dalam satuan ppm.
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Hasil penelitian ini didapatkan EPS yang diekstrak dari Weissella confusa 

K2 dengan rendemen sebesar 23,69 g/L, kadar kelarutannya air sebesar 

33,5%, hasil WHC sebesar 694%. Untuk karakterisasi secara kimia yaitu 

kadar gula total 109,40% dan kadar protein 0.204%. Hasil analisis FTIR 

menunjukkan adanya gugus khas pada dextran yaitu α 1-6 glikosidik. 

2. Hasil uji BSLT didapatkan Nilai LC50 filtrat hasil EPS yang dihasilkan oleh 

Weissella confusa K2 sebesar 1.308 mg/L, nilai LC50 dari sampel lebih dari 

1000 mg/L yang mengindikasikan bahwa hasil fermentasi tidak memiliki 

efek sitotoksik sehingga tidak berpotensi untuk diujikan lebih lanjut pada 

sel kanker. 

 
5.2 Saran  

Perlu dilakukan regenerasi bakteri Weissella confusa K2 secara berkala 

dan perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi EPS oleh 

Weissella confusa K2, penggunaan media yang berbeda, karakterisasi lebih 

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

pemanfaatan EPS sebagai antibakteri, antioksidan, dan imunomodulator. 
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