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ABSTRAK

Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh dengan memperbaiki keseimbangan mikroflora
intestinal. Bakteri Asam Laktat umumnya dapat diisolasi dari makanan fermentasi, buah-buahan, sayur-sayuran dan daging. Inasua
adalah produk fermentasi ikan tradisional yang berasal dari Maluku Tengah (pulau Teon, Nila, dan Serua) dimana dalam proses
fermentasi dilakukan dalam suhu ruang selama waktu tertentu. Tujuan penelitian ini adalah isolasi dan identifikasi berdasarkan ciri-
ciri morfologi bakteri asam laktat pada inasua. Isolasi Bakteri Asam Laktat dilakukan dengan metode pour plate dan metode streak
pada media de Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) dan media Nutrient Agar. Kultur dinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam.
Koloni yang tumbuh diamati ciri-ciri morfologi dan dilakukan pewarnaan GRAM bakteri. Hasil isolasi BAL dari inasua pada
media de Man, Ragosa and Sharpe Agar (MRSA) + CaCOj; diperoleh 4 isolat bakteri yaitu INS-Al, INS-A2, INS-A3 dan INS-A4
dan hanya 2 isolat yang memiliki karakteristik sebagai GRAM positif dengan bentuk Bacillus yaitu INS-A2 dan INS-A4. Diduga 2
isolat tersebut adalah isolat Bakteri Asam Laktat. Hasil isolasi pada media Nutrient Agar (NA) terdapat 5 isolat yaitu INS-B1, INS-
B2, INS B3, INS-B4, INS-B5 yang memiliki karakteristik sebagai GRAM negatif berbentuk Bacillus.

Kata kunci: bakteri asam laktat, Inasua, isolasi, identifikasi morfologi

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are beneficial bacteria for the health of the body by improving the balance of the intestinal microflora.
Lactic acid bacteria can generally be isolated from fermented foods, fruits, vegetables and meat. Inasua is a traditional
fermented fish product originating from Central Maluku (Teon, Nila and Serua islands) wherein the fermentation process is
carried out at room temperature for a certain time. The purpose of this study was isolation and identification based on the
morphological characteristics of lactic acid bacteria in inasua. Isolation of Lactic Acid Bacteria was carried out using the pour
plate method and the streak method on the media de Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) and Nutrient Agar media. The
culture was incubated at 37°C for 48 hours. The growing colonies were observed for morphological characteristics and GRAM
staining of bacteria was carried out. The results of isolation of BAL from inasua in the media de Man, Ragosa and Sharpe Agar
(MRSA) + CaCOs3 obtained 4 bacterial isolates, namely INS-A1, INS-A2, INS-A3 and INS-A4 and only 2 isolates that have the
characteristics of positive GRAM with Bacillus forms, namely INS-A2 and INS-A4. It is suspected that the 2 isolates were
isolates of Lactic Acid Bacteria. The results of isolation on Nutrient Agar (NA) media contained 5 isolates namely INS-B1,
INS-B2, INS B3, INS-B4, INS-B5 which have characteristics as negative GRAM shaped Bacillus

Keywords: lactic acid bacteria, Inasua, isolation, morphological identification

1. Pendahuluan

Bakteri Asam laktat (BAL) adalah kelompok bakteri gram positif, katalase negatif dan dapat memproduksi asam
laktat dengan cara memfermentasi karbohidrat. Selnya berbentuk kokus, tersusun berpasangan atau berbentuk rantai,
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tidak bergerak, tidak berspora, anaerob fakultatif, bersifat non motil dan mesofil (Ray, 2004). BAL mempunyai
peran utama dalam fermentasi untuk menghasilkan asam pada pangan fermentasi. Asam tersebut dapat menghambat
pertumbuhan bakteri-bakteri patogen dan bakteri pembusuk makanan (Smid and Gorris, 2007). BAL termasuk
dalam kelompok bakteri baik dan umumnya memenuhi status GRAS ( Generally Recognized as safe ) yaitu aman
bagu manusia, sehingga dapat diaplikasikan sebagai agen probiotik (Surono, 2004). Probiotik adalah mikroba
menguntungkan dan bermanfaat untuk memperbaiki kesimbangan mikroflora dalam saluran pencernaan dan
memberikan pengaruh positif terhadap fisiologi dan kesehatan inangnya (Afrianto dan Liviawaty, 2005).

Di indonesia fermentasi ikan dengan cara pengawetan tradisional dinilai lebih mudah dan murah (Rahayu et al.
1992). Nilai gizi pada makanan fermentasi lebih tinggi dari bahan asal karena mikroba memiliki kemampuan
memecah senyawa kompleks menjadi lebih sederhana. Hal tersebut membuat makanan lebih mudah dicerna (
Buckle, 1987). Produk fermentasi secara tradisional dimiliki oleh masing-masing daerah, salah satunya berupa
olahan produk ikan fermentasi tradisional yaitu inasua. Inasua berasal dari Pulau Teon, Nila, dan Serua (TNS) di
Maluku Tengah yang diasinkan secara basah. Pembuatan inasua dengan cara fermentasi tertutup menggunakan
tambahan garam sebagai bahan pengawet dengan konsentrasi 20%-30% selama 3 bulan. Pembuatan inasua
berbahan dasar ikan laut seperti ikan kakatua, cakalang, kerong-kerong, bobara, ekor kuning dil (Nendissa, 2001).
Fermentasi inasua tidak hanya berlangsung secara anaerobik, tapi juga ditambah sumber karbohidrat dari
getah kelapa yang mengandung gula sekitar 5-10% pada pH netral untuk memperpanjang umur simpan
produk (Noonpakdee et al., 2009). Penelitian terhadap produk inasua sangat jarang dilakukan oleh karena itu
penelitian terhadap aspek mikrobiologis dan kimiawi dari produk tersebut menjadi sangat penting untuk dilakukan.
Aspek mikrobiologis salah satunya mengkaji tentang karakteristik mikroba sehingga perlu dilakukan isolasi dan
identifikasi bakteri. Isolasi mikroba yaitu memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lainnya dari berbagai
macam campuran mikroba dengan tujuan untuk mendapatkan biakan murni. Identifikasi mikroba yaitu untuk
mengetahui sifat-sifat morfologi, biokimia dan molekuler dari bakteri. Penelitian ini untuk isolasi dan identifikasi
morfologi bakteri asam laktat dari produk inasua.

2. Metodologi
2.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

BAL diisolasi dari sampel inasua menggunakan teknik pengenceran pada media NA dan MRSA Secara aseptik
sebanyak 1 gram inasua yang berbentuk pasta disuspensikan ke dalam air pengenceran steril. Selanjutnya dilakukan
pengenceran 107, 102, 10 10 Pengenceran bertujuan untuk mendapatkan koloni bakteri yang terpisah ketika
ditumbuhkan di medium. Hasil pengenceran ditanam dengan teknik pour plate dalam 5,5 gram MRSA + 0,75 gram
CaCO; dan ditanam juga ke dalam 2,2 NA lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Koloni yang tumbuh
diambil menggunakan jarum ose dan ditanam kembali di cawan untuk dimurnikan dengan metode streak.
Pemurnian dilakukan pada media MRSA + CaCOj; dan diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 48 jam.
Pemurnian ini dilakukan sampai terbentuk koloni yang tumbuh terpisah atau tunggal dari bakteri tersebut. Setiap
isolat bakteri asam laktat diberi kode isolat untuk penamaan. Isolat yang menghasilkan zona bening lalu digunakan
untuk identifikasi lebih lanjut dan juga ditumbuhkan dalam MRSB lalu di pindah ke media miring sebagai kultur
stok.

2.2 ldentifikasi Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL)

Proses identifikasi dilakukan dengan mengetahui karakteristik bakteri yang tumbuh. Isolat yang digunakan dalam
identifikasi ini adalah biakan murni. Pengamatan morfologi koloni dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.
Secara makroskopis meliputi bentuk koloni bakteri, warna koloni, tepi koloni, dan elevasi koloni. Secara
mikroskopis diamati bentuk sel, susunan sel dengan mikroskop pada perbesaran 1000x .

Pengecatan GRAM dilakukan pada kultur bakteri umur 24 jam dalam media MRSA. BAL merupakan bakteri
GRAM positif yang memberikan wana ungu. Biakan murni BAL diambil 1 ose dan dioleskan pada kaca obyek
steril yang telah diberi setetes akuades steril lalu biakan diratakan. Pengecatan ini menggunakan larutan kristal
violet (GRAM A) sebagai cat pimer untuk memberi warna mikrooganisme target sehingga berwarna ungu. Larutan
lugol iodine (GRAM B) bewarna coklat untuk memperkuat warna dari kristal violet. Alkohol 95% (GRAM C) untuk
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melunturkan cat sebelumnya dan safranin (GRAM D) untuk memberi warna merah pada mikroorganisme.
Selanjutnya dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop pada perbesaran 1000x. Bakteri GRAM positif akan
bewarna ungu sedangkan bakteri GRAM negatif akan bewarna merah.

3. Hasil
3.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat Dari Inasua Menggunakan Media MRSA dan NA

Isolasi bertujuan untuk mendapatkan biakan murni. Media yang digunakan untuk isolasi BAL adalah media
selektif. Media selektif digunakan untuk menumbuhkan dan memelihara bakteri tertentu sehingga dapat menyeleksi
BAL dengan sifat khususnya. Media selektif ini hanya dapat ditumbuhi oleh bakteri tertentu. Media yang digunakan
untuk isolasi BAL yaitu MRSA + CaCOs. Berdasarkan hasil isolasi yang telah dilakukan didapatkan 4 isolat yang
mampu tumbuh dan berkoloni pada media MRSA. Isolat yang tumbuh pada media MRSA dikarakterisasi morfologi
koloni yang meliputi bentuk koloni, permukaan koloni, dan warna koloni. Hasil isolasi bakteri pada medium MRSA
diperoleh 4 isolat yang memiliki karakteristik koloni yang berbeda.

Berdasarkan hasil isolasi pada media NA didapatkan 5 isolat yang mampu tumbuh dan berkoloni pada media
NA. Isolat yang tumbuh dari hasil isolasi inasua dengan media NA dikarakterisasi morfologi pada koloni yang
meliputi bentuk, permukaan, tepi dan warna koloni. Menurut Natsir dan Sartini (2006) menyatakan bahwa medium
NA adalah medium umum yang memiliki nutrisi untuk pertumbuhan mikrorganisme yang tidak selektif atau
mikroorganisme heterotrof. Hasil isolasi bakteri pada medium NA diperoleh 5 isolat yang memiliki karakteristik
koloni yang berbeda.

3.2 ldentifikasi Bakteri Asam Laktat Dari Inasua Menggunakan Media MRSA dan NA

Hasil pengamatan morfologi koloni bakteri secara makroskopis pada media MRSA koloni bakteri berbentuk
circular dan punctiform, dengan elevasi conve, flat, dan raised. Tepi koloni bakteri berbentuk entire dan undulate.
Bakteri memiliki ciri warna putih dan krem. Koloni bakteri ini memiliki zona bening yang tumbuh pada media
MRSA. Diduga semua isolat tersebut adalah ciri-ciri morfologi bakteri asam laktat karena sesuai dengan pernyataan
Yoni (2010) yang menyatakan bahwa isolat BAL akan tumbuh ketika diinkubasi pada suhu 37°C, koloni
Lactobacillus memiliki ciri-ciri putih mengkilat, terdapat zona bening disekitar koloni, ukuran koloni 0,5-2mm,
berbentuk bulat dan tidak berserat.

Tabel 1. Karakteristik morfologi koloni BAL hasil isolasi dari inasua pada MRSA
Morfologi Koloni
No Kode Isolat

Bentuk Elevasi Tepi Warna
1. INS-Al circular convex entire Putih
2. INS-A2 circular flat entire Krem
3. INS-A3 circular flat entire putih
4, INS-A4 punctiform raised undulate putih

Hasil pengamatan morfologi bakteri secara makroskopis pada media NA koloni bakteri mempunyai bentuk
irregular, circular, dan punctiform. Memiliki elevasi raised dan flat. Tepinya berbentuk lobate, undulate, irregular
dan rhizoid. Bakteri ini memiliki warna krem dan putih. Diduga isolat ini bukan merupakan isolat Bakteri Asam
Laktat, karena isolat BAL memiliki permukaan yang halus dan bentuknya bulat dengan tepi rata, sedangkan pada
tabel dapat dilihat tepi dari isolat tersebut bergerigi. Bakteri ini ditumbuhkan pada media NA hanya sebagai
pembanding terhadap bakteri yang ditumbuhkan pada media MRSA. NA merupakan media yang tidak selektif, oleh
karena itu semua bakteri dapat tumbuh pada media ini. Media NA ini digunakan sebagai media pembanding
pertumbuhan bakteri yang tumbuh di media MRSA.

NA merupakan media yang tidak selektif, oleh karena itu semua bakteri dapat tumbuh pada media ini. Hal ini
sesuai dengan pendapat Pelczar dan Chan (2008) yang menyatakan bahwa media NA mengandung nutrisi yang
dapat mendukung pertumbuhan bakteri. Semua bakteri membutuhkan nutrisi untuk memenuhi kebutuhan hidup
yang diperlukan dalam pertumbuhan organisme. Dengan media pertumbuhan dapat diperoleh isolat mikroorganisme
menjadi kultur murni. Media NA banyak mengandung sumber Nitrogen sehingga media ini banyak digunakan
dalam prosedur bakteriologi untuk pertumbuhan sample pada uji bakteri dan untuk mengisolasi organisme dalam
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kultur murni. Media ini digunakan sebagai pertumbuhan mayoritas dari mikroba yang tidak selektif. Berikut gambar
hasil isolasi bakteri asam laktat dari ina sua pada medium NA (Nutrient Agar)

Tabel 2. Karakteristik morfologi koloni BAL hasil isolasi dari inasua pada NA
Morfologi koloni
No. Kode Isolat

Bentuk Elevasi Tepi Warna
1. INS-B1 irregular raised lobate Krem
2. INS-B2 irregular flat undulate Krem
3. INS-B3 circular flat rhizoid Krem
4, INS-B4 punctiform flat lobate Putih
5. INS-B5 circular raised irregular Putih

3.3 Pewarnaan GRAM

Pewarnaan GRAM adalah salah satu teknik pewarnaan yang paling penting yang digunakan untuk membedakan
antara bakteri GRAM positif dan bakteri GRAM negatif. Prinsip pewarnaan GRAM vyaitu saat bakteri diwarnai
dengan kristal violet, bakteri GRAM positif akan menyerap zat warna tersebut sehingga bewarna ungu. Sedangkan
bakteri GRAM negatif akan melepas zat warna kristal violet setelah dicuci dengan alkohol dan kemudian akan
menyerap zat warna terakhir yang diberikan yaitu safranin sehingga bewarna merah. Hal ini sesuai dengan pendapat
Waluyo (2008) yang menyatakan bahwa bakteri GRAM positif memiliki dinding sel berupa peptidoglikan yang
tebal. Saat peluruhan dengan alkohol, pori-pori dinding sel menyempit karena terjadi dekolorisasi sehingga dinding
sel tetap menahan kristal violet. Bakteri GRAM negatif memiliki 3 lapisan dinding sel, sehingga lipid akan tercuci
oleh alkohol dan pewarnaan kristal violet akan ikut tercuci. Bakteri GRAM negatif saat diwarnai dengan safranin
akan bewarna merah.

Tabel 3. Pewarnaan GRAM lsolat inasua pada media MRSA dan NA

Media MRSA Media NA
Kode Isolat GRAM Bentuk Sel Kode Isolat GRAM Bentuk Sel
INS-A1 ) Basil INS-B1 ) Basil
INS-A2 (+) Basil INS-B2 “) Basil
INS-A3 ) Basil INS-B3 “) Basil
INS-A4 (+) Basil INS-B4 “) Basil
INS-B5 ) Basil

Hasil pengamatan karakterisasi mikroskopis secara pewarnaan GRAM pada media MRSA terdapat 2 isolat
bewarna ungu dan 2 isolat bewarna merah sedangkan bentuk sel ke 4 isolat adalah basil. Diduga INS-A2 dan INS-
A4 tergolong bakteri asam laktat karena hasil pewarnaan GRAM adalah GRAM positif. Pengujian GRAM pada
isolat di media MRSA juga menunjukkan 2 isolat yang tergolong bakteri GRAM negatif yaitu INS-A1 dan INS-A3.
Berdasarkan penelitian menurut Nendissa (2013) menyatakan bahwa inasua difermentasi di dalam larutan garam
dan tanpa penambahan inokulum menyebabkan bakteri pembusuk dapat tumbuh pada lingkungan sekitar, sehingga
hasil produk inasua kurang baik dengan ciri berlendir, daging lunak dan beraroma amoniak. Kualitas produk ini
dapat di perbaiki dengan cara penambahan Pediococcus acidilactici F11 sebagai kultur starter sehingga dapat
meningkatkan total bakteri asam laktat (BAL) dan juga dapat menurunkan coliform pada inasua yang dihasilkan.
Pertumbuhan BAL sangat tergantung pada kadar garam. Semakin tinggi kansentrasi garam yang diserap oleh daging
ikan maka pertumbuhan BAL akan semakin terhambat karena kemampuan BAL itu berbeda-beda.

Hasil pengujian GRAM pada media NA semua isolat bewarna merah dan merupakan bakteri GRAM negatif
dengan bentuk sel basil. Diduga isolat yang tumbuh pada media NA bukan isolat BAL. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Yousef (2003) bahwa bakteri asam laktat merupakan GRAM positif berwarna ungu berbentuk bulat atau
batang, tidak membentuk spora, mampu memfermentasi karbohidrat, katalase negatif dan merupakan kelompok
mikroaerofilik.

Pengujian GRAM pada media MRSA menunjukkan bahwa isolat INS-A2 dan INS-A4 adalah GRAM positif dan
INS-A1 dan INS-A3 adalah GRAM negatif. Isolat INS-A1 dan INS-A3 bewarna merah, berbentuk basil, sedangkan
isolat INS-A2 dan INS-A4 bewarna ungu dan berbentuk basil dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Pewarnaan Isolat BAL inasua pada MRSA: a. Isolat INS-A2; b. Isolat INS-A4; c. Isolat INS-A1; d. Isolat INS-A3

Berdasarkan uji pewarnaan GRAM, isolat BAL dari inasua pada media MRSA menghasilkan 2 isolat yang
memiliki bentuk morfologi basil dengan susunan berantai dan merupakan gram positif. Menurut Acton (2013) BAL
yang digolongkan ke dalam famili Lactobacillaceae dengan ciri bakteri GRAM positif dengan bentuk batang, tidak
memiliki endospora. Bakteri ini dapat dikelompokkan menjadi dua kelompok, yaitu homofermentatif dan
heterofermentatif. Lactobacillus homofermentatif dapat memecah glukosa terutama menjadi asam laktat. Bakteri
heterofermentatif dapat memecah glukosa menjadi asam laktat, asam asetat, asam propionat dan etanol.

Pengujian GRAM pada media NA menunjukkan bahwa semua isolat adalah GRAM negatif. Semua isolat
bewarna merah, berbentuk basil dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Pewarnaan Isolat BAL inasua pada MRSA: a. Isolat INS-B1; b. Isolat INS-B2; c. Isolat INS-B3; d. Isolat INS-B4;
d e. Isolat INS-B5.

NA digunakan untuk pertumbuhan mayoritas dari mikroba yang tidak selektif, dalam artian mikroba heterotrof.
Pada media NA semua bakteri dapat tumbuh baik bakteri GRAM negatif atau positif. Penggaraman pada proses
fermentasi memiliki fungsi untuk mencegah pertumbuhan bakteri pembusuk dan mendorong pertumbuhan bakteri
asam laktat. Pertumbuhan bakteri dalam fermentasi secara tradisional tidak dapat terkontrol. Maka dari itu, bakteri
merugikan seperti bakteri pembusuk, coliform, dan bakteri pembentuk histamin akan tetap tumbuh (Rinto 2010).

Menurut Paludan dan Muller (2001) mikroba dominan di Sikuda inasua adalah bakteri berbentuk batang, GRAM
positif dan katalase positif. Satu kelompok bakteri yang memiliki karakteristik ini adalah Bacillus. Bakteri ini dapat
ditemukan di tanah dan air, termasuk air laut. Kemampuan untuk membentuk spora menyebabkan Bacillus bisa
bertahan dalam kondisi pH rendah dan salinitas tinggi. Penurunan pH yang dicapai saja 5.80 memungkinkan bakteri
ini bisa tumbuh di Sikuda inasua. Bacillus intoleran di bawah pH 5-5,5 dalam fermentasi ikan.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa hasil isolasi Bakteri Asam Laktat dari inasua didapatkan 4
isolat yang tumbuh pada medium MRSA dan hanya 2 isolat yang memiliki karakteristik mikroskopis pewarnaan
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GRAM Positif yaitu INS-A2 dan INS-A4 dengan bentuk Bacillus. Diduga 2 isolat tersebut adalah isolat bakteri
asam laktat. Pada media NA (Nutrient Agar) didapatkan 5 isolat yang merupakan bakteri GRAM Negatif dengan
bentuk Bacillus.
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