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ABSTRAK  

 

Permatasari, Mey Dwi T. 2023. Karakterisasi  Eksopolisakarida yang Dihasilkan 

Oleh Weisella confusa B dan Uji Toksisitas Menggunakan Metode 

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Skripsi. Program Studi Kimia. 

Fakultas Sains dan Teknnologi. UIN Maulana Malik Ibrahim 

Malang.Pembimbing I :Dr. Anik Maunatin, S.T.,MP. Pembimbing II : Nur 

Aini, M.Si 

Kata Kunci : BSLT, Eksopolisakarida, Toksisitas, Weissella confusa 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polisakarida yang diproduksi oleh 

mikroorganisme ke luar sel. Bakteri Asam Laktat Weisssella confusa B merupakan salah 

satu mikroorganisme yang dapat menghasilkan EPS. EPS yang dihasilkan oleh BAL 

banyak digunakan di industri farmasi ataupun makanan sebagai antibakteri ataupun 

probiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik EPS yang dihasilkan 

oleh Weissella confusa B dan mengetahui tingkat ketoksikan dari EPS. 

 Produksi EPS oleh Weissella confusa B dilakukan menggunakan media MRSB 

pada pH 8 dengan penambahan sukrosa 10 %. Produksi EPS dilakukan pada suhu ruang 

dan dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 100 rpm. Karakterisasi secara fisik EPS 

meliputi uji indeks kelarutan, dan uji daya ikat air. Karakterisasi secara kimia meliputi 

uji total gula, uji kadar protein dan penentuan gugus fungsi EPS menggunakan FTIR. Uji 

toksisitas EPS dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dan analisis probit, 

menggunakan variasi konsentrasi EPS yaitu 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm dan 

2000 ppm. 

Hasil penelitian menunjukkan rendemen EPS yaitu 6,11 g/L. Hasil karakteristik fisik 

diketahui indeks kelarutan sebesar 28,00% dan daya ikat air sebesar 463,80%. Hasil 

karakteristik secara kimia diketahui total gula sebesar 75,46%, dan kadar protein sebesar 

0,74%. Hasil uji FTIR menunjukkan bahwa EPS mengandung gugus fungsi O-H pada 

bilangan gelombang 3283 cm-1 , C-H pada 2927 cm-1, CH/CH2 pada 1420 cm-1, C-O-C 

pada 1103 cm- 1, ikatan α- glikosidik pada 993 cm-1 dan 920 cm-1. Uji toksisitas 

menunjukkan nilai LC50 sebesar 786,933 ppm.  
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ABSTRACT 

 

Permatasari, Mey Dwi T. 2022. Characterization of Exopolysaccharide Produced By 

Weissella confusa B and Toxicity Test Using Brine Shrimp Lethality 

Test (BSLT) Methode. Thesis. Chemistry Study Program, Faculty of  

Science and Technology. UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.Supervisor  

I : Dr. Anik Maunatin, S.T.,MP.  Supervisor II : Nur Aini, M.Si 

Keywords: BSLT, Exopolysaccharide, Toxicity, Weissella confusa B, BSLT 

Exopolysaccharide (EPS) is a polysaccharide that produced by microorganism out 

of the cell. Lactic Acid Bacteria Weissella confusa B is one microorganism that able to 

produced EPS. EPS that produced by LAB widely used in the pharmation and food 

industry as antibactery either as a probiotic. The aim of  this research is to know the 

characteristic of EPS produced by Weissella confusa B then analys the toxicity of EPS. 

Production of EPS by Weissella confusa B using MRSB at pH 8 with 10 % sucrose. 

EPS production doing at room temperature and shaken for 24 hours with 100 rpm. 

Physical characterization such as index solubility in water and water holding capacity. 

Chemical characterization such us total sugar test, protein content test, and analys the 

functional groups of EPS using FTIR.  Then the toxicity test used Brine Shrimp Lethality 

Test (BSLT) methode and probit analysis, using variation concentrations of EPS are 125 

ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm dan 2000 ppm. 

The result showed that EPS yield is 6,11 g/L. Physical characterization of EPS the 

water solubility index is 28% and the water holding capacity is 463,80 %. Chemical 

characterization of EPS showed that total sugar content 75,46%, and protein content 

0,74%.  FTIR test results show that EPS contains the functional group O-H at wave 

number 3283 cm-1, C-H at 2927 cm-1, CH/CH2 at 1420 cm-1, C-O-C at 1103 cm-1 1, α- 

glycosidic bonds at 993 cm-1 and 920 cm-1. The result of of toxicity test showed that the 

LC50 is 786,933 ppm. 
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 ملخص البحث 
ديوي ت.  بي مايو  تنتجها  ٢٠٢٣رماتاساري،  التي  الخارجية  السكاريد  توصيف عديدات   .

اختبار فتك الجمبري    طريقةواختبار السمية باستخدام   B ويسيلا الخلط بين

.(BSLT)  الملحي قسم   والتكنولوجيا.  بحث جامعي.  العلوم  كلية  الكيمياء. 

جامعة مولانا مالك إبراهيم مالانج. المشرفة الأولى: الدكتورة أنيك ماؤنة،  

 الماجستير. المشرفة الثانية: نور عيني، الماجستير 

 BSLTالكلمات الرئيسية : السمية، عديدات السكاريد الخارجية، ويسيلا الخلط بين،  
 هي أشكال من السكريات التي تنتجها بكتيريا حمض اللاكتيك (EPS) الخارجية عديدات السكاريد  

(BAL  .)BAL    هي واحدة من بكتيريا البروبيوتيك، بكتيريا حمض اللاكتيك التي يمكن أن تنتج السكريات
على نطاق   BAL الذي تنتجه EPS ويسيلا الخلط. يستخدم التي تنتجها   Bويسيلا الخلط بين   الخارجية مثل

واسع في صناعة الأدوية أو الأغذية إما كمضاد للبكتيريا أو بروبيوتيك. تهدف هذه الدراسة إلى تحديد خصائص  
 .وتحديد مستوى سمية البولستيرين الممدد   Bويسيلا الخلط بين  التي تنتجها (EPS) البولستيرين الممدد 

٪  ١٠مع إضافة   ٨ MRSB pH باستخدام وسائ   Bويسيلا الخلط بين   الذي تنتجه EPS تم إنتاج 
يشمل   الماء.  ربط  واختبارات  الذوبان،  مؤشر  اختبارات  ذلك  بما في  الفيزيائي  التوصيف  إجراء  تم  سكروز، ثم 

 باستخدام EPS التوصيف الكيميائي اختبار السكر الكلي واختبار محتوى البروتين وتحديد المجموعة الوظيفية 
FTIR.  ثم تم إجراء اختبار سمية EPS باستخدام طريقة اختبار فتك الجمبري الملحي (BSLT).   تستخدم

هذه الطريقة يرقات الأرتيميا سالينا. تم اختبار اليرقات مع وجود اختلافات في تركيزات المحلول من عينات عديد  
  ٥٠٠و    ppm  ٢٥٠و    ١٢٥ppmنت التركيزات المستخدمة  كا    Bويسيلا الخلط بين   السكاريد الخارجي من 

ppm  ١٠٠٠و  ppm  ٢٠٠٠و ppm . 
. نتائج الخصائص الفيزيائية معروفة بمؤشر الذوبان بنسبة  g/L  ٦،١١٢تبلغ   EPS أظهرت النتائج نسبة 

٪، ومحتوى  ٧٥،٤٦٪. نتائج الخصائص الكيميائية معروفة بالسكر الكلي بنسبة  ٤٦٣،٨٪ وربط الماء بنسبة  ٢٨
بنسبة   الموجية   O-H يحتوي على مجموعات وظيفية EPS أن  FTIR ٪.  ٠،٧٣٨البروتين  عند الأرقام 

٣٢٨٣1-cm   ،H -C  ٢٩٢٧1عند-cm ،  1-cm ،CH / CH2   1 ١٤٢٠عند-cm  ،-O-C
C  1 ١١٠٣عند-cmروابط ،-α   1 ٩٩٣جليكوسيديك عند-cm   1 ٩٢٠و-cm.  
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 BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Eksopolisakarida merupakan polimer yang terdiri dari karbohidrat dan 

disekresikan oleh bakteri di luar dinding sel (Patil, 2015). EPS digunakan sebagai 

pengental, dan stabilitator pada industri makanan (Dilna, 2015). Dalam bidang  

kesehatan EPS dapat meningkatkan sistem imun (Dey, dkk., 2020). EPS memiliki 

kemampuan yang baik karena dapat merusak bakteri patogen (Kusdianawati, dkk., 

2020). EPS dihasilkan oleh tumbuhan, alga, jamur dan bakteri. Diantara bakteri 

penghasil EPS, bakteri asam laktat (BAL) diketahui sebagai mikroorganisme yang 

memiliki kemampuan menghasilkan EPS dengan keragaman struktur (Surayot, 

dkk., 2014).  

BAL bisa juga disebut sebagai bakteri susu, karena bakteri ini banyak 

ditemukan di dalam berbagai jenis susu (Manvar, 2019). BAL umumnya telah 

dinyatakan sebagai mikroorganisme generally recognized as safe (GRAS) yang 

aman digunakan dan tidak memiliki resiko dalam kesehatan (Surayot, dkk., 2014) 

BAL umumnya dapat ditemukan pada daerah yang kaya nutrisi seperti sayuran, 

daging, kacang-kacangan (Khalid,2011). BAL seperti Lactobacillus, Leuconostoc 

dan Weisella  mempunyai kemampuan memproduksi senyawa metabolit sekunder 

berupa EPS (Sanlibaba, 2016). BAL memiliki berbagai genus salah satunya adalah 

Weissella confusa (Amari, 2012). 

Weissella confusa B merupakan salah satu strain Weissella sp. yang diisolasi 

dari susu kacang tanah. Pada susu kacang tanah terdapat oligosakarida yang 

berperan untuk pertumbuhan bakteri. Selain itu, susu kacang tanah memiliki 
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kandungan protein sebesar 20 – 30 %. Susu kacang tanah memiliki kandungan 

mineral antara 2 – 5 % (Stella, 2019). Bakteri Weissella confusa diketahui 

memiliki kemampuan yang tinggi dalam memproduksi EPS. Weissella yang 

diisolasi dari gandum telah dilaporkan dapat menghasilkan eksopolisakarida jenis 

dekstran (Jin, 2019). 

EPS yang dihasilkan oleh bakteri memiliki karakteristik yang berbeda 

berdasarkan jenis maupun strain bakteri penghasilnya, sehingga perlu untuk dikaji 

dan dilakukan karakterisasi. Karakterisasi EPS dapat dilakukan secara fisik 

maupun kimia. Karakterisasi fisik terkait penggunaan EPS di dalam industri 

makanan yang dapat digunakan sebagai pengental, stabilitator (Kavitake, dkk., 

2016). Karakterisasi secara fisik antara lain indeks kelarutan air dan Water 

Holding Capacity (WHC). Sedangkan karakterisasi secara kimia antara lain kadar 

gula total, analisis kadar protein, dan analisis gugus fungsi menggunakan FTIR 

(Zhou, 2017). Analisis kadar gula total dilakukan untuk mengetahui kemurnian 

EPS. Analisis kadar protein dilakukan untuk mengetahui kandungan protein yang 

terikut pada EPS (Chalim, 2021) 

EPS dari bakteri merupakan salah satu bukti kekuasaan Allah yang sesuai 

dengan firman Allah SWT pada ayat Al-Qur'an surat Saba ayat 22: 

ةٍ فىِ السَّمٰوٰتِ وَلَا فىِ  نْ دوُْنِ اٰللِِّۚ لَا يَمْلِكُوْنَ مِثْقَالَ ذرََّ قلُِ ادْعُوا الَّذِيْنَ زَعَمْتمُْ مِِّ

نْ ظَهِيْرٍ  مَا لَهٗ مِنْهُمْ مِِّ  الْارَْضِ وَمَا لهَُمْ فِيْهِمَا مِنْ شِرْكٍ وَّ

Artinya: “Katakanlah (Muhammad), “Serulah mereka yang kamu anggap 

(sebagai tuhan) selain Allah! Mereka tidak memiliki (kekuasaan) seberat zarrah 

pun di langit dan di bumi, dan mereka sama sekali tidak mempunyai peran serta 

dalam (penciptaan) langit dan bumi dan tidak ada di antara mereka yang 

menjadi  pembantu bagi-Nya.” (Q.S Saba: 3). 
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Menurut tafsir ilmi tentang Jasad Renik dalam Perspektif Al-Quran dan Sains 

(2015) “kata zarrah pada ayat ini berarti benda yang sangat kecil. Melalui ayat 

ini Allah mengajari manusia bahwa hanya Dia-lah yang mengatur kehidupan 

jasad renik”.  (Kementrian Agama, 2015) 

Bakteri yang berukuran hanya 0,2 – 0,5 mikron tidak lepas dari genggaman 

Allah SWT. Begitu juga dengan bakteri asam laktat Weissella confusa yang diberi 

peran dalam menghasilkan EPS. Banyaknya penggunaan EPS di dalam industri 

seperti industri makanan maka perlu dilakukan pengujian toksisitas untuk 

mengetahui bahwa EPS yang dihasilkan aman untuk digunakan. EPS dari 

Weissella confusa memiliki potensi antikanker, anti radang, anti bakteri, anti 

jamur, dan daya tahan tubuh (Kamboj, dkk., 2015). Salah satu skrining awal uji 

toksisitas untuk mengetahui potensi antikanker yaitu menggunakan metode Brine 

Shrimp Lethality Test (BSLT). 

Dalam skrining efek antikanker, BSLT digunakan untuk mengetahui 

toksisitas suatu senyawa yang mengindikasikan kemampuan senyawa tersebut 

dalam menyebabkan kerusakan terhadap larva udang (Rajabi, 2015). Metode 

BSLT telah terbukti memiliki korelasi dengan aktivitas antikanker. Pengujian ini 

merupakan tahap awal untuk mengetahui potensi antikanker suatu senyawa, 

dimana hasil dari BSLT dapat dilanjutkan untuk uji sitotoksik menggunakan 

biakan sel kanker. Selain itu, metode ini juga mudah dikerjakan, murah, cepat, 

sampel yang relatif sedikit (Purwanto, 2015). Pada metode ini nilai mortalitas 

ditentukan dengan analisa untuk menentukan nilai toksisitas menggunakan Lethal 

Consentration  (LC50) (Ningdyah, dkk., 2015). Penelitian Agustini (2017) 

menunjukkan bahwa aktivitas biologis dari  eksopolisakarida dan 

endopolisakarida dari ekstrak Porphyridium cruentum yang  memiliki LC50 
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513.175 mg/L dan 521.823. mg/L dan memiliki potensi sebagai senyawa 

antikanker. 

EPS telah digunakan dalam industri makanan, dan EPS dari BAL memiliki 

potensi sebagai antikanker. Menurut Abdelnasser, dkk (2017) dalam penelitiannya 

EPS memiliki nilai toksisitas yang tinggi sehingga dapat melawan sel kanker 

HepG2 (hepatocellular carcinoma). Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan 

produksi EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa B dari susu kacang tanah 

kemudian dilakukan karakterisasi secara fisik dan kimia. Untuk mengetahui 

toksisitas EPS dilakukan uji toksisitas dengan metode BSLT. Dimana metode 

BSLT ini memiliki korelasi terhadap uji antikanker. Metode BSLT dilakukan 

dengan menggunakan larva Artemia salina L. yang dimasukkan ke dalam vial 

berisi pengenceran larutan EPS dengan perbedaan konsentrasi. 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 

1. Bagaimana karakteristik EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa B ? 

2. Bagaimana hasil uji toksisitas EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa B  

dengan metode BSLT? 

1.3 Tujuan 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Untuk mengetahui hasil karakterisasi EPS yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa B.  

 2. Untuk mengetahui hasil uji toksisitas EPS yang dihasilkan oleh Weissella 

confusa B dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). 
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1.4 Batasan Masalah 

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini antara lain :   

1. Bakteri yang digunakan untuk produksi EPS merupakan bakteri Weissella 

confusa B hasil isolasi susu kacang tanah dari penelitian sebelumnya. 

2. Media produksi EPS yaitu MRS broth pH 8 dengan penambahan konsentrasi 

sukrosa 10 % 

3. Karakterisasi EPS secara fisik meliputi indeks kelarutan air dan water holding 

capacity (WHC) 

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

gugus fungsi eksopolisakarida menggunakan Fourier Transform Infrared 

(FTIR) 

5. Konsentrasi larutan EPS yang dilakukan uji toksisitas dengan metode BSLT 

yaitu 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm dan 2000 ppm. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada pembaca 

mengenai hasil produksi EPS  yang dihasilkan oleh Weissella confusa B dan 

karakterisasinya. 

2. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi hasil uji toksisitas 

EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa B  menggunakan metode Brine 

Shrimp Lethality Test (BSLT). 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang dapat menguraikan karbohidrat 

menjadi senyawa asam (Salminen, 2012). Bakteri asam laktat (BAL) tergolong 

dalam bakteri gam positif dengan uji katalase negatif serta dapat tumbuh pada 

kondisi tanpa oksigen. (Hardiningsih, dkk., 2006). BAL digunakan dalam proses 

fermentasi makanan dan minuman. Komponen kompleks dalam bahan makanan 

diubah menjadi komponen yang lebih sederhana oleh BAL ketika proses 

fermentasi. BAL menghasilkan pengasaman melalui sintetis asam organik. 

Penggunaan asam laktat dalam bahan makanan dapat memperpanjang umur 

makanan (Isas, dkk. 2020) 

 BAL merupakan jenis bakteri yang mampu menghasilkan asam laktat, 

hidrogen peroksida, antimikroba, dan hasil metabolisme lain yang memberikan 

efek positif pada tubuh (Nurhasanah, dkk., 2020). BAL umumnya bersifat 

mesofilik namun ada beberapa jenis yang dapat tumbuh pada suhu 5 – 45°C. BAL 

memiliki pH  3,8 (Widodo, dkk., 2017). Pemanfaatan BAL telah banyak dilakukan 

sejak lama, salah satunya adalah untuk proses fermentasi makanan. Peranan BAL 

dalam industry makanna antara lain untuk memperbaiki citra rasa dan pengawetan 

produk hasil fermentasi (Fitria, 2017).   

Selain digunakan dalam pengawetan makanan BAL juga menghasilkan 

senyawa antibakteri antara lain hidrogen peroksida dan bakteriosin (Widodo, dkk., 

2017). BAL memiliki sifat tidak patogen dan aman untuk dikonsumsi oleh 
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manusia. BAL berpotensi sebagai probiotik yang dapat menambah kekebalan 

tubuh manusia. Beberapa jenis dari BAL dapat mensintesis senyawa metabolit 

sekunder berupa ekstraseluler polisakarida atau eksopolisakarida (EPS) (Mutia, 

2013). 

 BAL memiliki beberapa fase dalam pertumbuhannya antara lain ; fase 

adaptasi, fase logaritmik atau fase eksponensial dan fase stationer. Fase adaptasi 

terjadi pada jam ke 0 hingga jam ke 3, Dimana pada fase tersebut BAL 

menyesuaikan diri dengan lingkungan (media). Pada fase logaritmik mikroba 

membelah dengan cepat dan konstan,  fase logaritmik terjadi hingga jam ke 18. 

Selanjutnya hingga akhir waktu pertumbuhan jam ke -30 sel isolate bakteri 

memasuki fase stasioner. Pada fase stationer jumlah bakteri yang hidup sama 

dengan jumlah bakteri yang mati dikarenakan nutrisi yang habis pada media untuk 

pembelahan sel (Yuliana , 2008).  

Penelitian Karlinda (2020), pada bakteri Leuconostoc mesenteroides 

mengalami fase eksponensial awal setelah 2 jam inkubasi dan meningkat hingga 

jam ke 18 inkubasi. Kemudian fase stationer hingga jam ke 24.  

 

Gambar 2.1  Kurva pertumbuhan Leuconostoc mesenteroides (Abid, dkk., 2017) 
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2.2 Weissella Confusa  

Weissella confusa merupakan salah satu strain Weissella sp. Strain Weissella  

telah banyak dilakukan isolasi dari berbagai sumber seperti sayuran segar, susu, 

atau daging (Bjorkroth, dkk., 2002). Berdasarkan Taxonomic Outline of the 

Prokaryotes, Weissella confusa diklasifikasikan sebagai berikut:  

Kingdom  : Bacteria  

Divisi  : Firmicutes  

Kelas  : Bacilli  

Ordo  : Lactobacillales  

Famili  : Leuconostococeae  

Genus  : Weissella  

Spesies  : Weissella confusa  

Weissella confusa adalah  bakteri jenis Gram-positif, katalase-negatif, dan non 

endospora berbentuk batang. (Kamboj, dkk., 2015). Spesies Weissella telah 

digunakan dalam produksi berbagai makanan dan minuman yang difermentasi dan 

akhir-akhir ini digunakan sebagai probiotik. Weissella confusa memiliki potensi 

antikanker, anti radang, anti bakteri, anti jamur, dan daya tahan tubuh (Kamboj, 

dkk., 2015). Weissella confusa telah banyak terlibat dalam fermentasi asam laktat 

dan fermentasi minuman beralkohol dan baru-baru ini menarik perhatian akademisi 

karena memiliki kemampuan yang tinggi dalam produksi EPS. EPS yang 

dihasilkan oleh Weissella confusa  hasil isolasi dari gandum berupa dekstran. (Jin, 

2019) 
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Gambar 2.2 Bentuk Weissela confusa (Shukla dan Goyal, 2011) 

2.3 Eksopolisakarida  

Eksopolisakarida (EPS) merupakan polimer gula atau polisakarida yang 

disekresikan oleh mikroba ke luar sel, polimer ini merupakan salah satu polimer 

yang dapat disintesis oleh BAL. Umumnya EPS terdiri dari monosakarida dan 

beberapa senyawa non-karbohidrat seperti asetat, piruvat, dan fosfat, selain itu EPS 

juga dapat memproduksi biomolekul seperti protein, asam nukleat, lipid. EPS  

memiliki beberapa peran terhadap bakteri penghasilnya antara lain ; perlindungan 

sel bakteri penghasilnya dari kekeringan, mempertahankan fungsi seluler primer 

dan aktivitas anti bakteri terhadap patogen, kemampuan pembentuk gel dan 

degadasi polutan (Nouha, dkk., 2012) 

Berdasarkan komponen penyusun dan mekanisme biosintesisnya  terdapat dua 

jenis EPS yang dihasilkan BAL yaitu homopolisakarida dan heteropolisakarida. 

Homopolisakarida (HoPS) diproduksi di media ekstraselular dari satu tipe 

monosakarida. Homopolisakarida merupakan polimer yang terdiri atas satu macam 

monosakrida misalnya glukosa atau fruktosa saja. Contoh dari HoPs adalah 

dextran, pullulans, levans. Sedangkan heteropolisakarida (HePS) diproduksi 

secara  intraselular dari beberapa monosakarida dan kemudian diekspor dari sel . 

HePS biasanya mengandung 2 – 4 macam monosakarida. (Guerin, dkk., 2020). 
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Sintesis dari HoPS berbeda dengan HePS, yaitu polimer diproduksi pada 

membran sitoplasma dengan memanfaatkan prekursor yang dibentuk dalam sel. 

Dalam sintesis HePs gula nukleotida memiliki peran penting yang kemudian 

dikonversi sebagai halnya dalam polimerisasi monosakarida (Malaka, 2005). Pada 

HePs sifat yang dimiliki berbeda – beda tergantung dengan monosakarida 

penyusun dan ikatan antar monosakarida. HePs disintesis menggunakan prekursor 

polimerase yang dibentuk dalam sel sitoplasma. HePS diproduksi oleh spesies 

Lactobacillus yang terdiri dari unit berulang dari tujuh monosakarida dengan 

glukosa, galaktosa dan rhamnosa sebagai gula utama (Guerin dkk, 2020). 

2.4 Biosintesis Eksopolisakarida 

Biosintesis pada EPS dilakukan pada fase pertumbuhan yang berbeda. 

Terdapat dua prinsip dasar pada proses sintesis pada EPS yaitu tempat dan 

prekursor alami. Sintesis pada heteropolisakarida berbeda dengan sintesis 

monosakarida yang biosintesisnya pada membran sitoplasma dengan 

memanfaatkan prekursor pada intraseluler. Pada heteropolisakarida gula 

nukleotida memiliki peran penting dalam sintesis sebagai interkonversi 

monosakarida dan disakarida yang dibutuhkan untuk polimerisasi menjadi 

polisakarida (Cerning, dkk., 1990). 

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 2.3 Jalur biosintesis HoPS (Guerin, dkk., 2020) 

2.5 Faktor – Faktor yang Mempengaruhi Produksi Eksopolisakarida 

Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi eksopolisakrida dalam efisiensi 

fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu: suhu, pH, konsentrasi substrat, 

konsentrasi inokulum, dan media (Velasco, dkk., 2006). 

1. Suhu  

Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi siklus mikroba dan 

faktor abiotik yang menentukan keberhasilan fermentasi. Menurut Shukla dan 

Arun (2011) bakteri Weissella confusa mencapai aktifitas optimum pada suhu 

25°C. Weissella confusa KR780676 mampu memproduksi EPS sebesar 17,2 g/L 

pada media MRSB dengan substitusi 2% sukrosa yang diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 300˚C (Kavitake, dkk., 2016). 
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2. pH  

pH merupakan salah satu parameter penting dapat yang mempengaruhi total 

bakteri asam laktat dalam medium fermentasi, total asam laktat dan total EPS kasar 

yang dihasilkan (Zubaidah, dkk., 2008).. Berdasarkan penelitian Zisu dan Shah 

(2003), produksi eksopolisakarida dari bakteri Steptococcus thermophillus pada pH 

5,5 dengan 20 suplemen whey protein concentrate mencapai 1029 mg/L, hasil 

penelitian Whongsuphachat dkk, (2010) produksi eksopolisakarida dari Weissella 

confusa dengan tambahan sukrosa 2% pada pH 7 menghasilkan 18,08 g/L.  

3. 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 eksopolisakarida sebesar 650 mg/L (Haroun, dkk., 2013).  

4. Media  

Pemilihan jenis media dapat mempengaruhi produksi eksopolisakarida 

karena rantai utama dari polimer ini adalah glukosa Jin, dkk (2019) memproduksi 

eksopolisakarida dari isolat Weissella confusa VP30 menggunakan media MRSB 

dengan penambahan sukrosa 10% (b/v) menghasilkan rendemen eksopolisakarida 

sebesar 59,99 g/L, sedangkan pada penelitian Kavitake dkk (2016) strain Weissella 

confusa KR780676 menggunakan media MRSB termodifikasi dengan 2% sukrosa 

menghasilkan rendemen 17,2 g/L . 
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Tabel 2.1 Produksi eksopolisakarida dan stain Weissella confusa yang dihasilkan  

Strain Sumber Media Tipe EPS Produksi  

(g/L) 

Metode 

W. confusa 

VP30 

Feses  

anak -anak  

MRS + 10 

% sukrosa 

Dekstran 60 ± 0,9 Asam 

sulfat fenol 

W. confusa 

KR780676 

Adonan 

idli 

MRS + 2 

% sukrosa 

30 C 48 

jam 

Galaktan 17,2 Dry 

Weights 

W. confusa 

NH02 

Nham MRS + 4% 

sukrosa 37 

C 12 jam 

- 18,08  

Sumber : Jin, dkk.,2019 

2.6 Karakterisasi Eksopolisakarida 

2.6.1 Karakterisasi Secara Fisika 

Karakterisasi secara fisika untuk menentukan sifat eksopolisakarida 

berdasarkan sifat kelarutannya, kadar kelarutan, dan daya ikat air. Kelarutan 

eksopolisakarida dapat dipengaruhi oleh panjang rantai utama dan cabang, susunan 

ikatan glikosidik, struktur skunder dan tersier, eksopolisakrida mampu larut dalam 

air dan sifatnya yang mengikat air dikarenakan adanya struktur matriks berpori 

yang mampu menahan sejumlah air dengan adanya ikatan hidrogen (Zhou dkk, 

2017). 

2.6.2 Karakterisasi Secara Kimia 

2.6.2.1 Kadar Gula Total Eksopolisakarida Metode Sulfat Fenol 

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, dkk., 2005). Turunan furan selanjutnya akan bereaksi dengan fenol 
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menghasilkan warna jingga kekuningan yang stabil, sehingga dapat dideteksi oleh 

spektrofotometer UV-Vis (Albalasmeh, dkk., 2013) 

Metode sulfat fenol banyak digunakan dalam analisis  kadar gula total 

karena kesensitifannya dan tidak rumit (Masuko, dkk., 2005). Meskipun mampu 

mendeteksi banyak jenis karbohidrat, tetapi metode ini menunjukkan absorptivitas 

yang berbeda di setiap jenis karbohidrat. Intensitas warna jingga kekuningan yang 

terbentuk berbanding lurus dengan banyaknya fenol yang ditambahkan saat reaksi, 

sehingga saat konsentrasi fenol naik maka absorbansi akan meningkat pula 

(Dubois, dkk., 1956). Lewkowski (2001) menyatakan bahwa pemberian fenol pada 

metode ini dipengaruhi oleh konsentrasi, waktu, dan volume yang ditambahkan 

serta pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 490 nm. 

2.6.2.2 Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida 

Kadar protein pada EPS ditentukan menggunakan metode lowry. Metode 

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

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

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

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

mendeteksi residu oksidasi dimana gugus fenolik tirosin akan mereduksi 

fosfotungstat dan fosfomoblidat yang terdapat pada reagen tersebut menjadi 

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

lanjut dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. (Sudarmadji, 1981) 

 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, 
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kemudian konsentrasi sampel berprotein berada pada rentang tersebut dengan 

konsentrasi yang semakin naik (Sudarmadji, 1981) 

2.6.3 Analisa Gugus Fungsi  Eksopolisakarida Menggunakan FTIR 

Penentuan struktur eksopolisakarida dapat dilakukan dengan FTIR dengan 

mengetahui gugus fungsi khas pada struktur dengan menggunakan sinar infra 

merah (Setianingsih, 2020). Adanya gugus fungsi ditandai dengan terbentuknya 

puncak serapan sehingga dapat diidentifikasi jenis senyawa sampel dengan 

menghitung dan membandingkan panjang gelombang pada tiap puncak..Penelitian 

Adesulu- Dahunsi (2018) diketahui bahwa gugus fungsi eksopolisakarida oleh 

Weissella confusa yang khsas diantaranya gugus O-H hidroksil pada 3287 cm-1. C-

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

pada pita serapan 1009 cm-1, α-glikosidik pada pita serapan 914 cm-1. 

 

Gambar 2.4 Spektra FTIR EPS oleh Weissella confusa (Adesulu-Dahunsi, 2018) 
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2.7 Uji Toksisitas Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) 

Toksisitas menurut ilmu kimia merupakan kerusakan yang ditimbulkan oleh 

suatu bentuk aksi kimia yang mempunyai bentuk dan variasi yang luas. (Palar, 

1994).  EPS yang dihasilkan oleh Weissella confusa dalam perspektif islam 

merupakan salah satu tanda kebesaran Allah SWT pada firman Allah Q.S Asy – 

Syuara ayat 80: 

 وَاِذاَ مَرِضْتُ فهَُوَ يَشْفِيْنِ   

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku.” ( Q.S Asy-

Syu’ara’ :80) 

Menurut tafsir ilmi tentang Jasad Renik dalam Perspektif Al-Quran dan Sains 

(2015) “Ayat di atas menyatakan bahwa Allah yang menciptakan penyakit, dan 

Allah pula yang menciptakan atau menyediakan obatnya. Jelas sekali bahwa Allah 

yang menciptakan makhluk-makhluk  renik yang mampu menimbulkan penyakit, 

namun Allah juga yang menciptakan jasad renik sebagai penghasil obatnya”  

(Kementrian Agama,2015) 

Beberapa jasad renik yang bersifat patogen dan dapat menyebabkan penyakit 

antara lain : Mycobacterium tuberculosis  penyebab Tuberculosis (TBC), 

Corynebacterium diphteriae yang dapat menyebabkan penyakit difteri. 

(Kementrian Agama, 2015). Namun, disisi lain ada bakteri yang dapat berguna 

sebagai antibiotik ataupun memiliki potensi antikanker seperti Bakteri Asam 

Laktat (BAL). BAL merupakan salah satu bakteri yang dapat menghasilkan 

senyawa metabolit sekunder berupa eksopolisakarida (EPS).  

EPS yang dihasilkan oleh BAL  diciptakan oleh Allah SWT memiliki manfaat 

dalam bidang kesehatan. EPS mampu menekan pertumbuhan bakteri patogen 

(Patten, 2015). EPS memiliki manfaat sebagai imunomodulator yaitu zat yang 

mampu menstimulasi mekanisme imunitas pada tubuh (Mundiri, 2020). Menurut 
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Kamboj (2015) EPS memiliki manfaat salah satunya antitumor, dimana atas kuasa 

Allah EPS dapat menghambat zat – zat yang menghambat sel tumor. Salah satu 

skrining untuk antitumor yaitu dengan uji toksisitas dengan metode Brine Shrim 

Lethality Test (BSLT). 

Metode BSLT merupakan pengujian dengan larva Artemia salina Leach. 

Pengembangan metode ini didasarkan pada sifat khas dari larva udang yang dapat 

menerima segala jenis zat dan bahan tanpa seleksi terlebih dahulu, pengerjaannya 

mudah, cepat serta menggunakan sampel yang relatif sedikit. Metode ini dapat 

digunakan sebagai metode awal untuk menemukan komponen antikanker 

(Mclaughlin, 1991 ; Santi, 2009) 

 

 

 

 

Gambar 2.5  Morfologi Artemia Salina (Nybakken, 1992) 

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 
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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).  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. 

LC50 adalah konsentrasi sampel yang dibutuhkan dalam mematikan larva uji 

sebanyak 50% (Wahyuni dan Loren, 2015). Nilai LC50 menurut Meyer dkk (1982) 

ditunjukkan pada tabel 2.8: 

         Tabel 2.2 Nilai LC50  

Golongan Nilai LC50 (ppm) 

Tidak Toksik   >1000 

Toksik  30-1000 

Sangat Toksik   <30 

Sumber : Djide, 2019 

Berdasarkan tabel 2.2 ekstrak uji dikatakan toksik jika nilai LC50 < 1000 

ppm sedangkan untuk senyawa murni jika nilai LC50 < 200 ppm dapat 

dimanfaatkan sebagai antikanker. Untuk ekstrak maupun fraksi senyawa target 

yang memiliki nilai LC50 > 0-30 ppm dapat dimanfaatkan sebagai antikanker, LC50 

> 30-200 ppm dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri, dan LC50 > 200-1000 ppm 

dapat dimanfaatkan sebagai pestisida (Rizqillah, 2013). 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
𝑥100% ……..(2.7) 
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Angka kematian larva Artemia salina Leach. diperoleh dengan membuat 

grafik persamaan regesi linier LC50 dengan sumbu y adalah % mortalitas dan sum   

bu x adalah deret konsentrasi. Suatu ekstrak atau suatu sampel uji dianggap toksik 

jika nilai LC50 < 1000 ppm, semakin kecil nilai LC50-nya semakin tinggi tingkat 

toksisitasnya (Yudiati dkk, 2011). Indikator suatu ekstrak sanagat toksik 

(berpotensi sebagai antikanker) jika memiliki nilai LC50 kurang dari 30 ppm 

(Prawidiharjo, 2014).  Penelitian Agustini dan Kusmiati (2017) meneliti mengenai 

potensi Endo-Eksopolisakarida dari Porphyridium cruentum (S. F. Gay) Nageli 

sebagai antioksidan (DPPH) dan toksisitas biologis (BSLT), mikroalga merah ini 

diketahui dapat memproduksi EPS dan juga sebagai antioksidan , didapatkan hasil 

toksisitas BSLT nilai LC50 sebesar 513,175 mg/L. 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian berjudul “Karakterisasi Eksopolisakarida yang Dihasilkan oleh 

Weissella confusa B Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

dilakukan pada bulan  Agustus 2023 – November 2023 di Laboratorium Biokimia, 

Progam studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri 

Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

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

neraca analitik, hot plate, autoclave, shaker, sentrifugasi, mikropipet, pipet ukur 5 

mL dan 10 mL, labu ukur 5 mL, 50 mL, dan 250 mL, botol semprot, jarum ose, 

vortex mixer, shaker, Erlenmeyer 100 mL, 250 mL, dan 500 mL, tabung reaksi, 

cawan petri, beaker glass 500 mL, inkubator, batang pengaduk, blue tip, yellow tip, 

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

spatula, stirrer, gelas ukur 10 mL, aluminium foil, kapas, plastik tahan panas, 

bunsen, korek api, bola hisap, lemari pendingin, oven, akuarium kaca, vial 10 mL, 

aerator, lampu bohlam, spektrofotometer UV-VIS, Fourier Transfrom Infra Red 

(FTIR). 
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3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: isolat bakteri 

Weissella confusa B, alumunium foil, De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) Hi-

media, De Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB) Hi-media, NaOH (Merck), 

akuabides steril, spiritus, NaCl, etanol absolut (Merck), alkohol 70%, fenol 5 %, 

asam sulfat (H2SO4) 98%, asam trikloroasetat (TCA) 4%, glukosa, sukrosa, kapas, 

akuademin (water one), air laut sintetik, Larva Artemia salina. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini terdiri dari dua tahap, tahap pertama yaitu karakterisasi EPS 

yang dihasilkan oleh Weissella confusa B secara fisika dan kimia. Karakterisasi 

secara fisika meliputi indeks kelarutan EPS di air, dan uji daya ikat air. 

Karakterisasi secara kimia meliputi uji total gula, uji kadar protein, dan analisi 

gugus fungsi EPS menggunakan FTIR. Tahap kedua yaitu uji toksisitas EPS 

dengan metode BSLT  menggunakan metode RAL (Rancangan Acak Lengkap) 

dengan satu faktor yaitu konsentrasi EPS antara lain 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 

1000 ppm dan 2000 ppm. Larva uji yang digunakan pada BSLT menggunakan 

larva Artemia Salina Leach. Dan setiap perlakuan dilakukan sebanyak lima kali 

pengulangan. Kemudian dilakukan analisis data dengan menentukan LC50. 

Tabel 3.1 Analisisis uji toksisitas eksopolisakarida meotode BSLT 

Konsentrasi EPS 

(ppm) 

Mortalitas 

1 2 3 4 5 

125   

250   

500   

1000   

2000   
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3.4 Tahapan Penelitian 

Adapun tahapan- tahapan penelitian ini antara lain: 

1. Sterilisasi alat 

2. Preparasi bahan 

3. Produksi Eksopolisakarida  

4. Ekstraksi Eksopolisakarida 

5. Karakterisasi Eksopolisakarida secara Fisik dan Kimia 

6. Uji Toksisitas Eksopolisakarida  dari Weissella confusa B. dengan metode Brine 

Shrimp Lethality Test (BSLT) 

7. Analisis Data 

 

3.5 Cara Kerja 

3.5.1 Sterilisasi Alat (Nurhidayati,2022) 

Alat gelas dan bahan yang akan digunakan meliputi tabung reaksi, cawan 

petri, gelas ukur 100 mL, dan alat gelas lainnya dicuci kemudian dikeringkan. 

Kemudian dibungkus menggunakan aluminium foil, lalu dibungkus plastik tahan 

panas, Dilakukan sterilisasi di dalam autoclave pada suhu 121 °C pada tekanan 1 

atm selama 30 menit.  

 

3.5.2 Pembuatan Media 

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

2021) 

 Media MRSA (Hi-media) ditimbang sebanyak 6,52 g dan dihomogenkan 

dengan 100 mL akuademin, campuran dipanaskan sampai mendidih, kemudian 

diambil 5 mL dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditutup kapas, serta dibungkus 

menggunakan plastik tahan panas dan diautoklaf pada suhu 121 ̊ C selama 15 menit 
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dan tekanan 15 psi. Kemudian didinginkan dalam keadaan miring hingga memadat 

dan dimasukkan ke dalam kulkas. 

3.5.2.2 Pembuatan Media de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB) & sukrosa 10 

% (Chalim,2021) 

Media MRSB untuk inokulum dibuat dengan menimbang 5,52 g media 

MRSB, kemudian ditambahkan akuademin 100 mL dan dipanaskan. Media 

dipindahkan pada beberapa botol kaca steril, kemudian ditutup dengan kapas dan 

dimasukkan dalam plastik tahan panas kemudian disterilkan. Media untuk produksi 

dibuat dengan menimbang 16,56 g MRSB (Hi- media), ditambahkan 300 mL 

akuademin dan dipanaskan. Ditunggu hingga dingin, kemudian diatur pH nya 

menjadi pH 8. Erlenmeyer ditutup dengan kapas. Sukrosa untuk produksi 

ditimbang sebanyak 25 g (10%) di botol kaca.Kemudian Erlenmeyer berisi MRSB 

300 ml dan sukrosa 10% dimasukkan ke dalam plastik tahan panas dan disterilkan 

secara terpisah. 

3.5.3 Regenerasi Weissella confusa B (Kultsum, 2009) 

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara diambil 2 ose biakan Weissella 

confusa B dan dimasukkan ke dalam media MRS agar miring, selanjutnya 

diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37 ˚C. Hasil regenerasi akan digunakan untuk 

pembuatan inokulum stock Weissella confusa B 

3.5.4 Pembuatan  Inokulum Weissella confusa B. (Ma’unatin. et.al .,2020) 

Diambil 2 ose Weissella confusa B 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. 
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3.5.5 Produksi Eksopolisakarida (Xu, 2010) 

Media MRSB 300 mL pH 8 diambil 250 mL ditambahkan ke botol kaca 

steril berisi sukrosa 10%, kemudian dilarutkan dan ditandabataskan di labu ukur 

steril 250 mL. Produksi EPS dilakukan dengan menambahkan 12.5 mL (5% v/v) 

Inokulum Weissella confusa B OD 0,5 ke dalam MRSB 250 mL pH 8  konsentrasi 

sukrosa 10% , kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 ˚C dan dishaker 

pada kecepatan 100 rpm. 

3.5.6 Ekstraksi Eksopolisakarida (Chalim,2021) 

Media hasil fermentasi 24 jam dituang 100 mL ke botol kaca berisi asam 

trikolorasetat 4 %, kemudian dishaker selama 30 menit pada kecepatan 100 rpm. 

Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 20 menit pada suhu 

4˚C. Supernatan yang mengandung EPS diambil sebanyak 95 ml dan ditambah 

etanol dingin 100% (2 kali volume supernatan) dan dibiarkan pada suhu 4˚C 

selama 24 jam. Endapan yang didapat dipisahkan dari filtrat, kemudian 

dikeringkan pada temperatur 60 ˚C selama 4 jam, dimana setiap jam ditimbang 

berat kering sampai konstan. Kadar EPS kering ditentukan dengan menggunakan 

Persamaan 3.1 

 

Rendemen (g/L) =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑔𝑟)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝐿)
………………...3.1 

3.5.7 Karakterisasi Eksopolisakarida secara Fisik dan Kimia 

3.5.7.1 Indeks Kelarutan Air dan Daya Ikat Air Eksopolisakarida 

(Zhou,2017) 

 Ditimbang EPS sebanyak 0,05 g dalam gelas beaker, dilarutkan ke dalam 2 

mL aquademin dan distirer dengan kecepatan 125 rpm selama 24 jam, kemudian 
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disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Lalu diambil 0,5 mL 

filtrat dan ditambahkan etanol 1,5 mL, dan disentrifugasi dengan kecepatan 5000 

rpm selama 15 menit dan diambil endapannya kemudian dikeringkan pada 

temperatur 105 ˚C selama 3 jam hingga berat konstan.  

 

Kelarutan (%) = 
(Berat EPS dan cawan−berat cawan)mg  

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝐸𝑃𝑆
 x 100………………3.2 

 

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

dilarutkan ke dalam 2 mL aquademin dan divorteks selama 1 menit, kemudian 

dilakukan sentrifugasi selama 25 menit dan dibuang filtratnya, Lalu diambil 

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

yang terserap dalam kertas saring ditimbang massanya. 

Daya Ikat Air (%) = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝑚𝑒𝑛𝑦𝑒𝑟𝑎𝑝 𝑎𝑖𝑟

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝐸𝑃𝑆
 x 100 …………………………………..3.3 

3.5.7.2 Uji Kadar Gula Total dengan Metode Asam Sulfat-Fenol 

3.5.7.2.1 Pembuatan Kurva Standart Glukosa  (Dubois, dkk., 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 divorteks selama 1 menit, ditambahkan 5 mL asam sulfat dengan 

cepat, kemudian dipanaskan pada air mendidih selama 15 menit dan didiamkan 

selama 10 menit kemudian diukur nilai absorbansinya pada λ 490 nm. 
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3.5.7.2.2 Analisa Kadar Glukosa Total Eksopolisakarida (Dubois, dkk 1956) 

Ditimbang EPS 0,01 g dan ditera sampai 250 mL, diambil 2 mL kemudian 

ditambahkan 1 mL fenol 5% dan divortek, kemudian ditambahkan asam sulfat dan 

dibiarkan selama 10 menit, setelah itu dipanaskan pada air mendidih selama 15 

menit dan diukur nilai absorbansinya pada λ 490 nm. 

3.5.7.3 Analisa Kadar Protein EPS 

3.5.7.3.1 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (Adesulu,2018) 

Ditimbang 0,01 g BSA dan dilarutkan pada 10 mL akuademin, dibuat 

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

konsentrasi, ditambahkan 5 mL reagen lowry, divorteks dan dibiarkan selama 10 

menit, kemudian ditambahkan 0,5 mL folin 1N divorteks, diinkubasi dalam ruang 

gelap selama 20 menit, diukur absorbansinya pada λ 660 nm.  

3.5.7.3.2  Analisa Kadar Protein Eksopolisakarida (Adesulu,2015) 

Analisa kadar protein EPS dilakukan menggunakan metode Lowry. 

Ditimbang 0,02 g EPS, dilarutkan pada 5 mL aquademin, diambil 1 mL larutan 

EPS dan ditambahkan 5 mL reagen lowry, divorteks dan dibiarkan selama 10 

menit, ditambahkan 0,5 mL folin 1 N divorteks, kemudian diinkubasi dalam ruang 

gelap selama 20 menit, kemudian diukur absorbansinya pada λ 660 nm.  

3.5.7.4 Analisa Gugus Fungsi Eksopolisakarida Menggunakan Fourier 

Transform Infra Red (FTIR) (Adesulu, 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. 
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3.5.8 Uji Toksisitas Eksopolisakarida yang dihasilkan oleh  Weissella confusa 

B dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test 

3.5.8.1 Preparasi larva udang Artemia salina L. (Halimah, dkk., 2010) 

Penetasan telur dilakukan dalam wadah kotak menggunakan air media air 

laut buatan. Kemudian dimasukkan larva telur udang Artemia Salina L.  

secukupnya. Kemudian wadah diberi penerangan dengan cahaya lampu neon 5 

watt agar suhu penetasan tetap terjaga  pada 25 – 30˚C dan dilengkapi aeorator 

selama 48 jam. Larva akan menetas dalam waktu  48 jam dan siap digunakan untuk 

uji toksisitas.  

 

3.5.8.2 Uji Toksisitas eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weisella confusa 

(Agustini, 2017) 

Larutan stok 5000 ppm dibuat dengan menimbang 0,25 g EPS, kemudian 

dilarutkan dan ditera dalam labu ukur 50 mL. Selanjutnya larutan EPS 5000 ppm 

diencerkan hingga konsentrasi 125 ppm, 250 ppm,500 ppm, 1000 ppm dan 2000 

ppm menggunakan 10 mL air laut pada setiap vial. Uji toksisitas dilakukan dengan 

memasukkan 10 ekor larva Artemia salina berumur 48 jam ke dalam vial berisi 

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

Dihitung jumlah larva yang mati dengan kriteria standar larva yang tidak 

menunjukkan pergerakan selama 10 detik saat observasi. Dihitung persen 

mortalitas menggunakan persamaan 3.2 

 

% Kematian larva =  
𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑚𝑎𝑡𝑖

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑢𝑗𝑖
 𝑥 100 %...................................3.2 
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3.6 Analisis Data  

Data yang diperoleh dari penelitian ini yaitu pada tahap pertama karakterisasi 

secara fisik berupa kuantitatif. Sedangkan data pada karakterisasi secara kimia 

berupa absorbansi hasil UV- Vis, hasil spektra FTIR digunakan untuk menentukan 

gugus fungsi khas dari EPS. Hasil dari tahap kedua yaitu data uji toksisitas 

dianalisis menggunakan metode analisis probit, pengolahan data dilakukan dengan 

memasukkan angka kematian (nilai mortalitas) dimana nilai mortalitas merupakan 

modus dari kelima ulangan, 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 Minitab20 sehingga akan didapatkan nilai LC50 dalam satuan ppm 

(Okomoda dkk, 2013). 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

1. Hasil penelitian eksopolisakarida yang dihasilkan oleh Weissella confusa B 

menghasilkan rendemen sebesar 6, 112 g/L. Hasil karakterisasi EPS antara 

lain uji kadar gula total sebesar 75, 46 %, uji kadar protein sebesar 0,738 %.  

Hasil uji FTIR menunjukkan bahwa EPS mengandung gugus fungsi O-H pada 

bilangan gelombang 3283 cm-1 , C-H pada 2927 cm-1, C=O pada  1649,13 

cm-1, CH/CH2 pada 1420 cm-1, C-O-C pada 1103 cm-1, ikatan α- glikosidik 

pada 993 cm-1 dan 920 cm-1. 

2. Hasil uji toksistas EPS dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

memiliki nilai LC50 786  ppm yang berarti bahwa  EPS toksik. Suatu senyawa 

dikatakan toksik apabila memiliki nilai LC50 < 1000 ppm.  

 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan uji lebih lanjut terkait potensi eksopolisakarida sebagai 

antikanker ataupun bioaktivitas lainnya dikarenakan hasil LC50 

eksopolisakarida dikategorikan toksik. 

2. Perlu dilakukan variasi pH dan konsentrasi sukrosa untuk mendapatkan hasil 

rendemen yang lebih tinggi.  
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