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ABSTRAK

Ulinnuha, Aulia. 2018. Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Asam Laktat (BAL)
dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) Sebagai Antibakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. SKRIPSI. Jurusan
Biologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing Biologi: Ir. Liliek Harianie, A.R. M.P; Pembimbing
Agama: Umaiyatus Syarifah, M.A

Kata Kunci: Bakteri Asam Laktat Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana),
Antibakteri

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri yang bermanfaat bagi
kesehatan tubuh dengan memperbaiki keseimbangan mikroflora intestinal. Bakteri
asam laktat dapat diisolasi dari buah-buahan dan sayuran, diantaranya kulit pisang
kepok (Musa balbisiana). Kulit pisang dapat digunakan sebagai antidiare, ekstrak
kulit pisang kepok memiliki senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai
antioksidan. Hal ini dikarenakan kulit pisang mempunyai kandungan seperti
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan kuinon. Pisang kepok memiliki kandungan
karbohidrat lebih tinggi dibandingkan dengan pisang-pisang yang lain sebesar
35.24%. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis bakteri asam laktat yang
terdapat pada kulit pisang kepok (Musa balbisiana) yang telah difermentasi
sebagai antibakteri E. coli dan S. aureus.

Penelitian ini dilakukan secara deskriptif kualitatif dan kuantitatif, untuk
mengetahui adanya bakteri asam laktat dari kulit pisang kepok (Musa balbisiana)
terfermentasi sebagai antibakteri. Proses fermentasi dilakukan secara alami selama
48 jam. Sampel kemudian diencerkan bertingkat menggunakan aquades dan
dilakukan dengan metode tuang. Tiap koloni yang berbeda dimurnikan dengan
metode gores. Didapatkan 5 isolat, yaitu KP1, KP2, KP3, KP4 dan KP5.
Kemudian dilakukan karakterisasi bakteri asam laktat dengan pengamatan
makroskopik, mikroskopik, dan uji biokimia serta karakterisasi fisiologi. Isolat
bakteri asam laktat kemudian dilakukan uji antibakteri terhadap E. coli dan S.
aureus dengan menggunakan metode difusi sumuran.

Hasil penelitian menunjukkan adanya bakteri asam laktat dari kulit pisang
kepok (Musa balbisiana) terfermentasi dari genus Lactobacillus dan Leuconostoc.
Pengujian zona hambat uji antibakteri KP1 terhadap E. coli dan S. aureus
menunjukkan nilai zona hambat sebesar 19,3+1,78 mm dan 9,9+1,91 mm.
Selanjutnya uji antibakteri KP3 terhadap E. coli dan S. aureus menunjukkan nilai
zona hambat sebesar 26,0+3,42 mm dan 13,8+5,28 mm. Sedangkan uji antibakteri
KP5 terhadap E. coli dan S. aureus menunjukkan nilai zona hambat sebesar
15,4+2,88 mm dan 17,8+1,75 mm. Berdasarkan hasil uji diatas, dapat diketahui
bahwa isolat BAL dari kulit pisang kepok (Musa balbisiana) berpotensi sebagai
antimikroba terhadap E. coli dan S. aureus yang ditandai dengan terbentuknya
zona hambat. Dari ketiga isolat yang diuji isolat KP3 (Lactobacillus) lebih efektif
dengan nilai zona hambat 26,0£3,42 mm.
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ABSTRACT

Ulinnuha, Aulia. 2018. Isolation and Characterization of Lactic Acid Bacteria
(LAB) from Kepok Banana Peel (Musa balbisiana) as Antibacterial
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. ESSAY. Department of
Biology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University, Malang.
Biology Advisor: Ir. Liliek Harianie, A.R. M.P; Religious Advisor:
Umaiyatus Syarifah, M.A

Keywords: Lactic Acid Bakteria, Kepok Banana Peel (Musa balbisiana),
Antibacterial

Lactic Acid Bacteria (LAB) are bacteria which are helpful for health.
They improve the balance of intestinal microflora. Lactic acid bacteria can be
isolated from fruits and vegetables, including Kepok banana peel (Musa
balbisiana). Banana peel can be used as an anti diarrhea, kepok_banana peel
extract has secondary metabolites which have the potential as antioxidants.
Because banana peels have contents such as flavonoids, alkaloids, tannins,
saponins, and quinones. Kepok banana has a higher carbohydrate than other
bananas at 35.24%. This study aims to find out the types of lactic acid bacteria in
kepok banana peel which has been fermented as antibacterial E. coli and S.
aureus.

This study applies qualitative and quantitative descriptive approach, to
find out the presence of lactic acid bacteria from fermented kepok banana peel
(Musa balbisiana) as antibacterial. The fermentation process is carried out
naturally during 48 hours. The sample was diluted with multilevel using aquades
using pouring method. Every different colony is purified by the scratch method.
Five isolates were obtained, which are KP1, KP2, KP3, KP4 and KP5. After that,
lactic acid bacteria are characterization by macroscopic and microscopic
observations and biochemical tests also physological characterization. Lactic acid
bacteria isolate is tested for antibacterial against E. coli and S. aureus using the
well diffusion method.

The results shows the lactic acid bacteria are found in kepok banana peel
(Musa balbisiana) fermented from genus Lactobacillus and Leuconostoc. Zone of
inhibition test for antibacterial of KP1 towards E. coli and S. aureus shows
inhibitory zone 19,3+1,78 mm and 9,9+1,91 mm. Furthermore, zone of inhibitory
test for antibacterial test of KP3 towards E. coli and S. aureus shows inhibitory
zone 26,0£3,42 mm and 13,8+5,28 mm. While KP5 towards E. coli and S. aureus
show inhibitory zone 15,4+2,88 mm and 17,8+1,75 mm. Based on the results of
the test, it can be seen that the lactic acid bacteria isolates from kepok banana peel
is potentially antimicrobials towards E. coli and S. aureus which is characterized
by the formation of inhibitory zone. Three isolates which have KP3 isolate
(Lactobacillus) is more effective wich inhibition zone 26,0+3,42 mm.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman pisang merupakan salah satu tanaman tropis di Indonesia, yang
memiliki banyak khasiat sehingga dapat digunakan sebagai obat alami. Menurut
klasifikasi taksonomi dalam ilmu tumbuhan pisang kepok termasuk ke dalam
famili Musaceae (Weremfo, 2011). Berdasarkan data Badan Pusat Statistik
(2014), produksi buah pisang semakin meningkat tiap tahun. Produksi buah
pisang mulai tahun 2011 hingga 2014 memiliki kecenderungan meningkat sebesar

6.123.695, 6.189.052 dan 6.862.588 ton (sementara).

Limbah kulit pisang saat ini kurang dimanfaatkan secara optimal dan
hanya dibuang sebagai limbah organik yang tidak berguna, padahal kulit pisang
mengandung nilai gizi yang tidak kalah dengan dagingnya (Ermawati, 2016).
Kulit pisang merupakan limbah petanian yang cukup banyak ditemukan dimana-
mana, sehingga dalam hal ini kulit pisang dapat dimanfatkan menjadi suatu
bahan/produk makanan oleh industri. Penelitian tentang kulit pisang menunjukkan
bahwa kulit pisang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Okoli, et al.,
2009). Kulit pisang memiliki banyak khasiat diantaranya dapat digunakan sebagai
antidiare (Wijaya, 2010), ekstrak kulit pisang kepok memiliki senyawa metabolit
sekunder yang berpontesi sebagai antioksidan (Supriati, dkk., 2015), antikanker,
maupun antidemartosis (Sri Atun, et al., 2007). Hal ini, dikarenakan kulit pisang
mempunyai kandungan seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan kuinon

(Saraswati, 2005).



Hasil penelitian dari Eveline (2011), menyatakan bahwa pemanfaatan
ekstrak kulit pisang kepok sebagai antibakteri membuktikan tentang adanya daya
hambat bakteri dari senyawa alkaloid, phenolik dan flavonoid dengan zona
hambat 5,2-7,5 mm. Senyawa saponin, tanin, flavonoid, kuinon, fenol dan lektin
ekstrak pelepah pisang ambon dapat menghambat aktivitas antibakteri terhadap S.
aureus (Alfiah, 2015). Penelitian yang dilakukan Someya et al. (2002),
membuktikan bahwa pada kulit pisang mengandung aktivitas antioksidan yang
cukup tinggi dibandingkan dengan dagingnya. Aktivitas antioksidan pada kulit
pisang mencapai 94,25% pada konsentrasi 125 mg/mL sedangkan pada buahnya
hanya sekitar 70% pada konsentrasi 50 mg/mL (Fatemeh et al., 2012). Kulit
pisang kepok juga memliki unsur gizi cukup lengkap diantaranya zat besi, protein,
vitamin C, kalsium, vitamin B, lemak, fosfor dan karbohidrat (Munadjim, 1998).
Menurut Hapsari (2016), pisang kepok memiliki kandungan karbohidrat lebih
tinggi dibandingkan dengan pisang-pisang yang lain sebesar 35.24%. Kandungan
glukosa yang masih cukup tinggi dalam kulit pisang ini merupakan salah satu
komponen utama dalam fermentasi asam laktat.

Penciptaan makhluk Allah SWT tidak ada yang sia-sia walaupun sekecil
apapun, salah satunya dapat digunakan sebagai antibakteri. Islam mengajarkan
bahwa alam beserta isinya seperti hewan dan tanaman diciptakan untuk manusia.
Manusia diberikan kesempatan yang luas untuk mengambil manffat dari alam
semesta, dengan mengetahui manfaat suatu tanaman manusia dapat meningkatkan

keimanan kepada Allah SWT.



Allah SWT memberikan kepada manusia berupa kekayaan alam di
Indonesia yang merupakan suatu anugrah terbesar wajib untuk diketahui. Salah
satu pemanfaatan makhluk ciptaan Allah SWT yang baik untuk kesehatan adalah
dengan menggunakan mikroba yang memiliki kemampuan sebagai probiotik.
Seperti halnya, BAL yang dapat menurunkan produksi amonium dalam saluran
pencernaan dan mengurangi produksi racun (Brizuela, et al., 2001). Salah satunya,
tumbuhan pisang yang dapat digunakan sebagai probiotik. Buah tersebut termasuk
salah satu buah yang ada dalam al-Qur’an sebagai buah surga, yaitu dalam surah

al-Wagqi’ah (56): 27-29:

-

@yl by @258 )1 g @ oedl LG gl Sislly
“Dan golongan kanan, alangkah bahagianya golongan kanan itu (27) Berada di
antara pohon bidara yang tak berduri (28) dan pohon pisang yang bersusun-
susun (buahnya) (29)”(Q.S. Al-Wagqi’ah 27-29).

Avyat di atas Allah SWT berfirman 2 sais =k syang memiliki makna “Dan
pohon pisang yang bersusun (buahnya)”. Menurut kamus Lisanul Arab, kata gkl
secara bahasa berarti &kl “disebut demikian, karena pohon tersebut mempunyai
bau yang sangat harum” (Mandzur, 1993). Hal ini, dikarenakan lafad - (Tahl)
ditafsirkan sebagai pohon pisang atau kurma. Namun, banyak juga yang
menggambarkan sebagai pohon yang memiliki batang sangat kuat, dahannya
panjang dan tinggi, dan memiliki aroma yang harum (Shihab, 2002). Mengenai
firman Allah SWT asaie #hs “Dan pohon pisang yang bersusun-susun
(buahnya)”, Ibnu Jarir mempunyai pendapat yaitu: pohon ini adalah pohon pisang

dan buah yang bersusun-susun, yaitu buah pisang (Katsir, 2007).



Bakteri Asam Laktat (BAL) didefinisikan sebagai suatu kelompok bakteri
Gram positif, tidak memiliki spora, berbentuk bulat atau batang yang
memproduksi asam laktat, sebagai produk akhir metabolik utama selama
fermentasi karbohidrat. BAL merupakan jenis bakteri yang mampu menghasilkan
asam laktat, hidrogen peroksida, antimikroba dan hasil metabolisme lain yang
memberikan pengaruh positif bagi produktivitas (Yousef dan Clastrom, 2003).
Menurut Susilowati (2016), menyatakan bahwa hasil penelitiannya tentang BAL
dari fermentasi air cucian beras dengan melakukan uji pewarnaan Gram,
pewarnaan endospora, katalase, motilitas, tipe fermentasi, ketahanan suhu yang
berbeda dan uji konsentrasi NaCl diperoleh 2 genus isolat BAL yaitu
Lactobacillus sp. Dan Streptococcus sp.

BAL memiliki kemampuan mengubah gula menjadi asam laktat yang
dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain, karena molekul asam dapat masuk
ke dalam membran sel dan menurunkan pH sitoplasma (Pleczar dan Chan, 2008).
Hasil penelitian Yolanda, dkk. (2017), menyatakan bahwa BAL pada fermentasi
kimchi menghasilkan asam laktat yang dapat mengawetkan atau memiliki daya
antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

BAL banyak ditemukan pada berbagai bahan hasil pertanian, selain pada
produk fermentasi susu. Beberapa sumber memaparkan bahwa pada buah-buahan
dan sayuran seperti asinan buah dan sayur (Kusumawati, 2003), minuman dan
buah (Plessis, 2004), durian, nanas, cacao, pisang dan lain sebagainya adalah

potensial sebagai sumber BAL (Nurhayati, 2011). Hasil penelitian Umam (2012),



dalam penelitiannya tentang karakter minuman sinbiotik dari pisang kepok (Musa
parasidiaca formtypical) dengan Lactobacillus acidophillus dan Bifidobacterium
longum, dengan hasil yaitu minuman sinbiotik buah pisang kepok dengan starter
Lactobacillus acidophillus kadar asam laktat yang lebih besar pada semua
perlakuan dari Bifidobacterium longum dan hasil organoleptik panelis menyukai
fermentasi pisang kepok dengan penambahan skim. Beberapa BAL berhasil
diisolasi dari hasil fermentasi diantaranya hasil penelitian Nurhayati (2011), pada
fermentasi pisang var. Agung semeru ditemukan BAL dengan genus
Lactobacillus, Leuconostoc dan Weissella. Hasil penelitian Ningsih, dkk. (2013),
menyatakan bahwa akar, bonggol, pelepah daun jantung pisang dan buah dari
tanaman pisang kepok kuning memiliki aktivitas terhadap bakteri S. aureus dan E.
coli.

Indonesia merupakan salah satu negara berkembang yang ditimpa dengan
morbiditas dan mortalitas, disebabkan oleh tingginya kejadian penyakit diare. Di dunia
angka penyakit diare pada anak mencapai 1 miliar setiap tahunnya, sekitar 4 juta
jiwa korban meninggal dengan kasus penyakit ini. Menurut Departemen
Kemenkes (2011), di negara Indonesia angka kematian balita akibat diare sekitar
2,8 juta tiap tahun. Sebaran frekuensi Kejadian Luar Biasa (KLB) terbesar di
Indonesia pada urutan kedua ditempati oleh provinsi Jawa Timur setelah Sulawesi
Tengah. Kasus penyakit diare sering disebabkan oleh bakteri S. aureus dan E.
coli.

Menurut Hastari (2012), Staphylococcus aureus merupakan salah satu

bakteri patogen yang dapat hidup didalam usus manusia. Bakteri ini termasuk



golongan bakteri Gram postif, berbentuk bulat, berkelompok tidak beraturan
seperti halnya buah anggur dan mempunyai sifat fakultatif anaerob. Bakteri S.
aureus dapat bepotensi sebagai toksin, ketika dalam jumlah 105 CFU/mL (Pelczar
dan Chan, 2008). Bakteri ini hidup secara saprofit didalam saluran usus, kelenjar
keringat, permukaan dan saluran membran tubuh manusia.

Menurut Pelczar dan Chan (2008), Escherichia coli merupakan salah satu
bakteri patogen yang dapat hidup didalam usus manusia. Bakteri ini termasuk
golongan bakteri Gram negatif yang berbentuk batang. Bakteri E. coli dapat
berpotensi menyebabkan toksik dalam jumlah 106 CFU/mL. Pada proses
pembusukan sisa-sisa makanan bakteri tersebut juga berperan, sehingga dalam
keadaan normal dapat dikeluarkan dalam bentuk feses.

Hasil penelitian sebelumnya, asam laktat merupakan produk metabolisme BAL
yang dapat membunuh bakteri patogen diantaranya bakteri E. coli dan S. aureus
(Rachmawati, dkk., 2005). Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa,
beberapa strain Lactobacillus dapat melakukan aktivitas penghambatan pada E.
coli. Hidrogen peroksida yang diproduksi oleh genus Lactobacillus dapat
menghambat spesies Pseudomonas (Carl, 1971). Antibakteri dari cairan
supernatan yang dinetralkan dari strain L. casei juga dapat menghambat bakteri
patogen diantaranya S. aureus, B. Subtilis, E. coli dan Salmonella typhimurium.

Permasalahan penyakit infeksi yang dapat diatasi dengan antimikroba.
Antimikroba merupakan bahan penghambat pertumbuhan atau membunuh
mikroorganisme. Senyawa antimikroba dapat diperoleh dari tanaman. Usaha

dalam meningkatkan daya guna sumber alam Indonesia yang sangat melimpah



dapat dilakukan dengan pemanfaatan mikroorganisme yang ada pada tumbuhan
sebagai antimikroba alami. Hal ini sangat baik digunakan sebagai probiotik, yang
dapat diisolasi dari alam dan kemudian diproduksi dalam skala besar secara
efektif. Oleh karena itu, ini dapat menjadi salah satu alternatif terbaik yang
dianggap layak, berkhasiat tinggi dan relatif murah.

Berdasarkan uraian diatas, yang mendasari peneliti mengisolasi dan
mengkarakterisasi BAL dari kulit pisang kepok (Musa balbisiana) yaitu
digunakan sebagai antibakteri E. coli dan S. aureus. Sehingga, perlu diteliti lebih
lanjut pengkarakterisasi morfologi yang dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis dan uji biokimia serta karakterisasi fisiologi, sedangkan untuk uiji
antibakteri dengan menggunakan metode difusi sumuran. Penelitian ini,
diharapkan kulit pisang kepok (Musa balbisiana) yang belum dimanfaatkan dan
masih sebagai limbah yang tidak berguna dapat dimanfaatkan oleh masyarakat

secara optimal untuk meningkatkan nilai gunanya.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu:
1. Apa jenis Bakteri Asam Laktat (BAL) yang terdapat dari kulit pisang kepok
(Musa balbisiana)?
2. Apakah hasil isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dari kulit pisang kepok
(Musa balbisiana) berpotensi sebagai antibakteri terhadap E. coli dan S.

aureus?



1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dalam penelitian ini yaitu:
1. Untuk mengetahui jenis isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) yang terdapat pada
kulit pisang kepok (Musa balbisiana).
2. Untuk mengetahui potensi hasil isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dari kulit
pisang kepok (Musa balbisiana) sebagai antibakteri terhadap E. coli dan S.

aureus.

1.4 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini yaitu:
1. Bakteri Asam Laktat (BAL) terdapat dalam kulit pisang kepok (Musa
balbisiana).
2. Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) dari hasil isolasi kulit pisang kepok (Musa
balbisiana) mempunyai kemampuan dalam menghambat E. coli dan S.

aureus.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini yaitu:
1. Memberikan informasi kepada masyarakat tentang kulit pisang kepok (Musa
balbisiana) yang didalamnya terdapat Bakteri Asam Laktat (BAL).
2. Memberikan solusi alternatif kepada masyarakat mengenai pemanfaatan kulit

pisang kepok (Musa balbisiana) dalam rangka penyediaan senyawa



antimikroba yang alami untuk mengobati berbagai penyakit yang disebabkan

oleh bakteri.

1.6 Batasan Masalah
Batasan Masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Kulit pisang kepok (Musa balbisiana) diambil dari Ds. Kesamben Wetan
Kec. Driyorejo Kab. Gresik.

2. Bagian tanaman pisang yang digunakan adalah kulit pisang kepok (Musa
balbisiana) yang sudah matang (berwarna kuning).

3. Bakteri yang diamati adalah BAL di dalam kulit pisang kepok (Musa
balbisiana).

4. lsolat mikroba patogen sebagai bakteri uji yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu S. aureus (Gram positif) dan E. coli (Gram negatif) yang diperoleh
dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

5. Metode uji aktivitas antibakteri dengan difusi sumuran dengan mengukur

zona bening yang terbentuk di sekitar sumuran menggunakan jangka sorong.
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KAJIAN PUSTAKA

2.1 Pisang Kepok (Musa parasidiaca formatypica)

Allah SWT menciptakan tumbuh-tumbuhan terdapat di bumi ini dengan
memiliki karakteristik masing-masing yang beranekaragam jenisnya. Termasuk
jika dilihat dari segi morfologi yang spesifik sehingga dapat membedakan antara
satu tumbuhan dengan tumbuhan yang lainnya. Berdasarkan pemaparan di atas

dengan firman Allah SWT dalam surah al-An’am (6): 99:

41 58
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“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (kami keluarkan
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikanlah pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu tanda-tanda (kekuasaan
Allah) bagi orang-orang yang beriman” (QS. Al-An’am 6: 99).

Allah SWT berfirman dengan ayat di atas, yang mana terdapat lafadz <\
dalam ayat di atas yang menunjukkan arti jama’ (banyak) yaitu bermacam-macam
tumbuhan diantaranya yang memiliki ciri khas, warna, rasa dan memiliki berbagai

macam kegunaan yang berbeda-beda. Selain itu, lafadz ' kilyang menunjukkan

kata perintah dan bermakna “perhatikanlah”. Berdasarkan ayat di atas, Allah

10
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SWT memerintahkan manusia untuk memperhatikan berbagai jenis tumbuhan
yang ada di bumi karena pada tumbuhan tersebut terdapat tanda-tanda kekuasaan
Allah SWT. Dalam ayat ini, Allah SWT menegaskan pada lafadz ¢ sie s » 68l SLY,
yang menunjukkan bahwa terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah SWT tersebut
hanya dapat diketahui, diperhatikan dan diamati oleh orang-orang yang beriman,
selalu berfikir, memahami tanda-tanda kebesaran Allah SWT (Al-Jazairi, 2008).

Tanda-tanda kekuasaan Allah SWT selalu ada untuk orang-orang yang
beriman kepada-Nya. Air hujan diturunkan Allah SWT dari langit untuk
ditumbuhkannya segala macam tumbuh-tumbuhan yang bagi makhluknya akal
untuk berfikir. Maksud dari firman Allah SWT “perhatikannlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya”, termasuk buah
pisang, buah-buahan ketika masih mudah berwarna hijau dan ketika sudah masak
akan berwarna kuning. Klasifikasi tanaman pisang kepok pada taksonomi
tumbuhan dapat diklasifikasikan sebagai berikut Munadjim (1988):
Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Ordo : Zingiberales
Famili : Musaceae
Genus : Musa
Spesies : Musa parasidiaca formatypica

Nama lokal : Pisang kepok



Menurut Standar
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Indonesia (SNI
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01-4481-1998) berikut

klasifikasi/penggolongan ukuran pisang kepok kuning segar dan penggolongan

mutu pisang kepok kuning segar. Klasifikasi penggolongan ukuran pisang kepok

kuning segar dapat dilihat pada tabel 2.1 dan persyaratan mutu pisang kepok

kuning segar dapat dilihat pada tebel 2.2:

Tabel 2.1 Klasifikasi/penggolongan ukuran pisang kepok kuning segar

o e Persyaratan
=pgiEl T S Kelas A KelasB  Kelas C
Berat Persisir | Kg >3 2,5-3 <2,5
Berat Buah gram 70-240 130-200 90-160
Panjang cm 13-16 13-16 13-16
Lingkaran | ¢, 11-15 10-14 812
Kulit
Kuning Kuning Kuning
EEIE Merata Merata Merata
4 Halus Halus
Permukaan Hgleﬁggsk tidak tidak
Bernoda  Bernoda
Sumber: SNI 01-4481-1998
Tabel 2.2 Persyaratan mutu pisang kepok kuning segar
o Persyaratan
Spesifikasi Satuan
Mutu | Mutu 11
Keseragaman
Kultivar Seragam Seragam
1 <70 dan
Tingkat Ketuaan % 70-80 >80
Bentuk Seragam Seragam
Keseragaman Seragam Seragam
Ukuran g g
Kadar Kotoran % bobot/bobot | 0 (bebas) 0 (bebas)
Tingkat Kerusakan | % bobot/bobot 0 0
Fisik/mekanik
Tingkat Kesegaran | % bobot/bobot 0 0

Pisang adalah tanaman yang berasal dari

kawasan Asia Tenggara

(termasuk Indonesia). Tanaman ini kemudian menyebar luas ke kawasan Afrika
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(Madagaskar), Amerika Selatan dan Amerika Tengah. Penyebaran tanaman ini
selanjutnya hampir merata ke seluruh dunia, yaitu meliputi daerah tropis dan sub
tropis, dimulai dari Asia Tenggara ke timur melalui Lautan Teduh sampai ke
Hawai. Selain itu, tanaman pisang menyebar ke barat melalui Samudera Atlantik,
Kepulauan Kanari sampai Benua Amerika (Satuhu dan Supriyadi, 1992).

Semua lapisan masyarakat sangat mengenal dan menyukai buah pisang.
Pisang meja merupakan buah yang langsung dikonsumsi dalam bentuk buah segar
yang berasal dari hasil persilangan alamiah antara Musa acuminate dengan Musa
balbisiana yang saat ini turunannya lebih dari ratusan jenis pisang, yakni pisang
olahan, pisang meja dan pisang hias. Pisang ambon kuning, ambon hijau dan
cavendish merupakan jenis pisang meja yang sudah terkenal dikalangan
masyarakat. Jenis pisang lain banyak dikonsumsi sebagai buah meja dan
mempunyai potensi yang cukup tinggi adalah pisang raja (raja bulu), barangan,
serta pisang mas (Sunarjono, 1997).

Semua jenis buah pisang memiliki kandungan gizi yang berbeda-beda.
Rata-rata dalam setiap 100g daging buah pisang mengandung air sebanyak 70g,
protein 1,29, lemak 0,39, pati 2,7g dan serat 0,5g. Buah pisang juga kaya akan
potassium, sebanyak 400 mg/100g. Potassium merupakan bahan makanan untuk
diet karena mengandung nilai kolestrol, lemak dan garam yang rendah. Pisang
kaya akan vitamin C, B, vitamin A, thiamin, riboflavin dan niacin. Energi yang
terkandung dalam setiap 100g daging buah pisang sebesar 275 kJ-465 kJ (Ashari,

2006).
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Prabawati, dkk. (2008), menyebutkan bahwa kandungan karbohidrat buah
pisang merupakan karbohidrat kompleks tingkat sedang yang tersedia secara
bertahap sehingga dapat menyediakan energi dengan waktu yang tidak terlalu
cepat. Dibandingkan dengan karbohidrat yang ada pada gula pasir dan sirup,
karbohidrat dalam buah pisang menyediakan energi yang sedikit lambat, namun
lebih cepat dari pada nasi, biskuit dan sebagainya. Morfologi pisang kepok dapat

dilihat pada gambar 2.1 berikut ini:

[ et ]

“ » JOSCONONEEDS ﬂﬁ
Gambar 2.1 Pisang Kepok (Hapsari and Lestari, 2016)

Pisang kepok di Filipina lebih dikenal dengan nama pisang saba,
sedangkan di Malaysia dikenal dengan nama pisang nipah. Bentuk pisang kepok
agak pipih sehingga pisang ini sering disebut pisang gepeng. Berat pisang
pertandan bisa mencapai 14-22 kg dengan jumlah sisir 10-16 sisir, setiap sisir 12-
20 buah. Apabila sudah matang warna kulitnya kuning menyeluruh (Satuhu dan
Supriyadi, 1992).

Pisang kepok memiliki ukuran buah yang kecil dengan panjang buah 10-
12 cm dengan berat per-buah 80-120g. Kulit buah pisang kepok sangat tebal
dengan warna kulitnya kuning kehijauan, bernoda cokelat dan rasa daging
buahnya manis (Widyastuti dan Paimin, 1993). Menurut Hidayat (1995),
menjelaskan bahwa pisang kepok dapat dibedakan menjadi 3 bagian diantaranya,

endokarp merupakan lapisan dalam yang berupa selaput, mesokarp merupakan
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bagian yang tebal berada di tengah dan yang paling luar luar yaitu eksokarp

merupakan yang mengandung zat warna buah.

2.2 Kandungan Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Tanaman pisang memiliki kaya akan kandungan yang sangat bermanfaat
dibandingkan dengan buah-buah yang lain dalam kulit pisang menyediakan energi
dari karbohidrat yang cukup tinggi. Pisang ini kaya akan mineral diantaranya air,
kalium, magnesium, lemak, besi, protein, fosfor dan kalsium. Pisang juga
mengandung vitamin, yaitu vitamin C, vitamin B komplek, vitamin Bs dan juga
serotonin yang aktif sebagai neurotransmiter dalam kelancaran fungsi otak
(Saraswati, 2005). Analisis fitokimia kandungan kulit pisang kepok diantaranya
katekulamin, serotonin dan depamin, antrakuinon dan kuinon (Salau, et al., 2010).
Kandungan dalam unsur gizi kulit pisang kepok dapat dilihat pada tabel 2.3
berikut ini:

Tabel 2.3 Kandungan Kulit Pisang Kepok (Musa parasidiaca L.)

Unsur Jumlah
Air (%) 68.90
Karbohidrat (%) 18.50
Lemak (%) 2.l
Protein (%) 0.32
Kalsium (mg/100 gr) 715
Fosfor (mg/100 gr) 117
Besi (mg/100 gr) 1,60
Vitamin B (mg/100 gr) 0.12
Vitamin C (mg/100 gr) 17.50

Sumber: Munadjim (1988)

Pemanfaatan buah pisang tentunya menyisakan limbah yang selama ini

dikategorikan sebagai sampah yang sangat banyak, yaitu kulit pisang. Sehingga,
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perlu dilakukan proses lebih lanjut pada kulit pisang tersebut. Sebagai produk
samping industri pengolahan buah pisang, proporsi kulit pisang adalah sekitar 30-
400/100g berat buah. Menumpuknya kulit pisang yang belum dimanfaatkan dapat
menimbulkan permasalahan bagi lingkungan.

Kandungan kimia yang paling utama dalam kulit pisang terdapat pada
senyawa alkaloid, saponin, tanin dan flavonoid yang berfungsi sebagai
antioksidan senyawa-senyawa tersebut merupakan komponen yang membantu
proses daya antibakteri kulit pisang kepok. Senyawa mengandung nitrogen
terutama alkaloid, fenolik dan terpen ketiganya ternasuk kelompok besar senyawa
metabolit sekunder. Pada tanaman pisang umumnya memiliki banyak kandungan
karbohidrat yang terdapat pada buah maupun kulit pisang (Saraswati, 2005).

Senyawa metabolit yang terdapat dalam kulit pisang kepok yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri patogen diantaranya yaitu tanin, flavonoid,
saponin dan alkoloid. Menurut Ajizah (2004), tanin memiliki sifat antibakteri
dengan cara mempresipitasi protein. Beberapa efek antimikroba yang terdapat
pada tanin melewati reaksi dengan membran sel, inaktivasi enzim, inaktivasi yang
berfungsi sebagai materi genetik atau dapat disebut destruksi. Pertumbuhan
bakteri S. aureus bisa dihambat dengan senyawa metabolit diantaranya flavonoid
dan alkaloid. Zat antimikroba dapat menggunakan golongan senyawa triterpenoid
salah satunya adalah saponin (Musalam, 2001). Senyawa polifenol yang berfungsi
mengikat dan mempresipitasi protein sehingga bersifat antibakteri adalah tanin. Di
dunia pengobatan, tanin dapat mengobati diare, mengobati ambeien dan mengatasi

pendarahan.
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Unsur antimikroba yang kuat merupakan fenol. Pada konsentrasi yang
dapat digunakan (larutan dalam air 1-2%), fenol dan derivatnya dapat
menimbulkan denaturasi protein (Brooks et al., 2007). Beberapa keanekaragaman
senyawa fenol yang dihasilkan oleh tumbuhan memiliki karakteristik yang sama
diantaranya cincin aromatik yang mengandung satu atau dua penyulih hidroksil
(Harbone, 1987).

Setiap makhluk hidup yang diciptakan-Nya seperti manusia, hewan dan
tumbuhan di muka bumi ini tidak diciptakan dengan sia-sia. Sama halnya dengan
tumbuh-tumbuhan yang memiliki jumlah sangat banyak, semuanya diciptakan
dengan mempunyai kemanfaatan untuk mahluk hidup khususnya manusia.
Kehidupan manusia dapat bermanfaat melalui pengamatan dan penelitian terhadap
manfaat yang terkandung dalam berbagai macam tumbuhan seperti halnya
meneliti kandungan senyawa antibakteri pada tanaman yang dapat berguna bagi
masyarakat sebagai solusi untuk mengobati penyakit. Kandungan senyawa aktif
yang terdapat dalam kulit pisang kepok tidak dapat diketahui kecuali oleh orang-
orang yang mau berfikir dan meneliti atau dapat disebut dengan ulul albab. Hal

tersebut sesuai dengan firman Allah SWT dalam surah ali-Imran (3): 190-191.
5555 ol @ VT 5T ood el ol s TG gl gl 5 &)
ot 10k 215 6 5 N gl g5 3 8,805 rp i 085 15,485 s 4

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal (190), (yaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keaadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
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(seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka (191)” (QS.
Ali-‘Imran: 190-191).

Menurut Tafsir Ibnu Kkatsir kata ulul albab, merupakan orang-orang yang
dianugrahi akal yang sempurna dan memiliki kecerdasan. Pada ayat tersebut,
dijelaskan bahwa orang yang berakal itu merupakan orang-orang yang mengingat
Allah SWT ketika dalam kondisi dengan berdiri, duduk, maupun keadaan
berbaring yang diiringi dengan pentafakuran terhadap tanda-tanda kekuasaan
Allah SWT vyang terdapat di langit maupun di bumi, maksudnya adalah orang
yang masuk dalam kategori ulul albab akan memahami semua hikmah yang
terkandung didalamnya yang menunjukan kebesaran Allah dan kekuasannya
seperti misalnya penciptaan langit dan bumi beserta seluruh isinya, yang
semuanya itu tidaklah sia-sia akan tetapi terdapat banyak hikmah dan manfaat

bagi manusia (Katsir, 2007).

2.3 Potensi Buah Pisang Kepok Sebagai Senyawa Antimikroba

Buah pisang kepok memiliki potensi yang dapat digunakan sebagai
antimikroba terhadap bakteri patogen. Hasil penelitian dari Eveline (2011),
menyatakan bahwa pemanfaatan ekstrak kulit pisang kepok sebagai antibakteri
membuktikan tentang adanya daya hambat bakteri dari senyawa alkaloid,
phenolik dan flavonoid dengan zona hambat 5,2-7,5 mm. Ekstrak kental tanaman
pisang kepok kuning (Musa parasidiaca Linn.) memiliki potensi sebagai

antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan E. coli (Ningsih, dkk., 2013). Pada
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daging buah pisang mengandung rata-rata 11,21% flavonoid dan 24,6% pada kulit
pisang (Fatemeh et al. 2012).

Al-qur’an telah menyebutkan sejumlah buah-buahan dengan ilmu
pengetahuan terbaru ditegaskan memiliki khasiat untuk mencegah beberapa jenis
penyakit. Allah SWT tentunya memiliki kegunaan yang berbeda-beda, seperti
penggunaan tanaman kulit buah pisang sebagai antimikroba. Allah SWT

berfirman dalam surah al-Lugman (31): 10:
Core 2 2o Bozof .z X A 7 :’E/E/o/: .o 2% ~oayt <1<
DB F o @ &35 iy Al ol Gy o1 3 8 55 aae % ol Bls
25555 F o e BOB G LA 5 s
“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia meletakkan
gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan
kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis binatang. dan
Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala
macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (Q.S Al-Lugman (31): 10).

Berdasarkan ayat tersebut kata ~_ S antara lain digunakan untuk
menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap obyek yang disifatinya.
Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang subur dan bermanfaat (Shihab,
2002). Menurut Savitri (2008), tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang
bermanfaat bagi makhluk hidup termasuk tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai pengobatan. Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya yang dapat
digunakan sebagai obat berbagai penyakit dan ini merupakan anugrah Allah SWT

yang harus dipelajari dan dimanfaatkan, tidak terkecuali tanaman kulit buah

pisang kepok secara berkala dapat dapat digunakan sebagai antidiare (Wijaya,
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2010), antioksidan (Supriati, dkk., 2015), antikanker, maupun antidemartosis (Sri

Atun, et al. 2007).

2.4 Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri Asam laktat (BAL) merupakan golongan bakteri Gram positif,
tidak memliki spora (Yousef dan Clastrom, 2003), berbentuk kokus dan batang,
tidak motil, termasuk katalase negatif yang dapat memproduksi asam laktat
dengan cara memfermentasi karbohidrat, toleran terhadap asam dan penghasil
asam laktat. Diklasifikasikan dengan beberapa perbedaan, diantaranya sebagian
besar termasuk bakteri mesofilik, tetapi ada beberapa yang dapat tumbuh pada
suhu 4°C atau suhu tinggi (45°C), pH 4-4,5, akan tetapi ada beberapa galur
tertentu bisa toleran dan tumbuh pada pH di atas 9 atau pH rendah 3,2 (Bamforth,
2005).

Bakteri asam laktat diisolasi untuk menghasilkan antimikroba yang dapat
digunakan sebagai probiotik. Manfaat bagi kesehatan yang berkaitan dengan
BAL, diantaranya dapat memperbaiki daya cerna laktosa, mengendalikan bakteri
patogen dalam saluran pencernaan, penurunan serum Kkolestrol, menghambat
tumor, kanker, antimutagenik dan antikarsinogenik, menstimulir sistem imun,
pencegahan sembelit, memproduksi vitamin B, bakteriosin dan inaktivasi berbagai
senyawa beracun. Konsumsi probiotik dapat menimbulkan efek terapeutik pada
tubuh dengan cara memperbaiki keseimbangan mikroflora dalam saluran

pencernaan (Fuller, 1989). Beberapa kriteria yang harus dimiliki oleh
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mikroorganisme untuk dapat dimanfaatkan sebagai probiotik adalah (Haryanto,
2005):
1) Memiliki aktivitas antimikroba
2) Resistensi terhadap seleksi saluran pencernaan seperti asam lambung,
cairan empedu dan getah pankreas
3) Mampu berkoloni dalam saluran pencernaan
4) Mampu meningkatkan kemampuan penyerapan usus
Makhluk Allah SWT terkecil ini juga telah disebutkan dalam al-Quran
dengan kata-kata "s_2" sebagai zat atau substansi materi yang paling kecil yang
terdapat dalam surah Saba’ (34): 3:
St s s ¥ Ll e il 555 8 el e i i g

-
oy P >,

D o 8 3V AT QS e 522135 (2 3 Y5 <t 3555

e\

“Dan orang-orang yang kafir berkata: "Hari berbangkit itu tidak akan datang
kepada kami". Katakanlah: "Pasti datang, demi Tuhanku yang mengetahui yang
ghaib, Sesungguhnya kiamat itu pasti akan datang kepadamu. tidak ada
tersembunyi daripada-Nya sebesar zarrahpun yang ada di langit dan yang ada di
bumi dan tidak ada (pula) yang lebih kecil dari itu dan yang lebih besar,
melainkan tersebut dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)" (Q.S Saba’ (34): 3).

Berdasarkan ayat tersebut dijelaskan bahwa Allah SWT tidak hanya
menciptakan sesuatu dengan ukuran yang sedang maupun besar, melainkan Allah
SWT juga menciptakan sesuatu yang kecil baik yang ada di langit maupun di
bumi. Salah satu contoh dari ciptaan Allah SWT vyang kecil adalah
mikroorganisme, dalam ayat tersebut tertulis dengan kata "s_,2". Organisme mikro

ini tidak dapat dilihat dengan mata telanjang karena ukurannya yang sangat kecil,
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melainkan dilihat dengan memerlukan alat bantu yang disebut mikroskop, karena

mikroba tersusun dari organel-organel kecil penyusun sel yang dalam al-Qur’an

disebutkan dengan kata “clly (e %al” (lebih kecil dari itu), yang dapat
dimanfaatkan oleh manusia, salah satunya adalah BAL yang dimasukkan ke
dalam makanan untuk dikonsumsi sebagai makanan probiotik.

Sneath et al.,, (1986), menyatakan bahwa pengelompokannya juga
berdasarkan morfologi, metabolit dan sifat-sifat fisiologinya. Deskripsi tentang
bakteri ini diantaranya adalah memproduksi asam laktat sebagai komponen utama
setelah fermentasi karbohidrat. Beberapa kelompok BAL secara umum dibagi
menjadi genus Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc dan Lactobacillus
(Sumanti, 2008):

a. Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis dan Streptococcus thermophilus.
Semua spesies tersebut merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat
(kokus) yang memiliki pola seperti rantai dan memiliki nilai ekonomis yang
penting dalam industri susu.

b. Pediococcus cerevisiae, termasuk bakteri Gram positif berbentuk bulat,
khususnya terbentuk berpasangan atau berempat (tetrads). Meskipun bakteri
ini tercatat sebagai perusak bir dan anggur, akan tetapi memiliki peran peting
dalam memfermentasi daging dan sayuran.

c. Leuconostoc mesenteriodes dan Leuconostoc daxtranicum. Spesies termasuk
bakteri Gram positif berbentuk bulat yang memiliki pola berpasangan atau
membentuk rantai pendek. Bakteri-bakteri ini berperan dalam perusakan

larutan gula dengan produksi pertumbuhan dekstran berlendir. Meskipun
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demikian, bakteri ini penting dalam permulaan fermentasi sayuran dan
ditemukan dalam sari buah, anggur dan bahan pangan lainnya.

d. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum dan Lactobacillus
delbureckii. Bakteri-bakteri tersebut berbentuk batang, termasuk Gram
positif, berbentuk pasangan dan rantai dari sel-selnya. Jenis umumnya lebih
tahan terhadap keadaan asam dibandingkan dengan jenis-jenis Pediococcus
atau Streptococcus. Oleh karena itu, banyak ditemukan pada sayuran.

Beberapa kriteria penting untuk karakter fisiologi yang merupakan seleksi
kelayakan bakteri sebagai produk antara lain uji pertumbuhan atau resistensi

BAL pada pH rendah. Fetlinski dan Stepaniak (1994), menyebutkan bahwa dapat

tidaknya suatu bakteri sebagai probiotik tergantung resistensi BAL terhadap pH

rendah, garam empedu dan kemampuan untuk hidup dalam sistem pencernaan.

2.4.1 Pewarnaan Gram

Berdasarkan perwarnaan Gram, bakteri dibagi menjadi dua yaitu Gram
positif dan bakteri Gram negatif (Yuwono dan Susanto, 1998). Bakteri Gram
positif merupakan bakteri yang dapat mempertahankan zat warna ungu

(metilviolet, kristal violet atau gentianviolet) meskipun telah didekolorisasi

dengan alkohol. Bakteri tersebut, akan tetap mempertahankan warna ungunya dan

disertai dengan pengecatan oleh zat warna kontras. Hal ini terjadi, karena
kandungan peptidoglikan yang cukup banyak pada bakteri Gram positif yang

mampu mempertahankan warna ungu.
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Bakteri Gram negatif adalah bakteri yang tidak dapat mempertahankan zat
warna setelah didekolorisasi dengan alkohol akan kembali menjadi tidak
berwarna. Hal ini, disebabkan oleh banyaknya kandungan lipid yang tidak mampu
mempertahankan warna ungu. Apabila diberikan pengecatan dengan zat warna
kontras, maka akan berwarna sesuai dengan zat warna kontras (Irianto, 2006).

a) Bakteri Gram positif

Bakteri Gram positif merupakan bakteri yang mempunyai struktur dinding
sel yang tebal (15-80 pm) dan berlapis tunggal (mono). Komponen utama
penyusun dinding sel bakteri Gram positif adalah peptidoglikan dan asam trikoat
(Pelczar dan Chan, 2008). Asam terikoat ada dua jenis, yaitu asam terikoat ribitol
dan asam trikoat gliserol. Fungsi asam terikoat belum sepenuhnya diketahui,
namun dapat diperkirakan berperan dalam pertumbuhan dan pembelahan sel.
Asam terikoat mempunyai sifat antigen spesifik sehingga dapat dimanfaatkan
untuk mengidentifikasi spesies-spesies bakteri Gram positif secara serologi
(Radji, 2010). Salah satu bakteri yang tergolong bakteri Gram positif adalah S.
aureus.

b) Bakteri Gram negatif

Bakteri Gram negatif adalah bakteri yang mempunyai struktur dinding sel
yang tipis (10-15 um) dan berlapis tiga (multi). Dinding selnya meliputi sedikit
peptidoglikan dan selaput luar yang mengandung tiga polimer yaitu lipoprotein,
fosfolipida dan lipopolisakarida (Pelczar dan Chan, 2008). Komponen
lipopolisakarida pada membran luar bakteri Gram negatif mempunyai peranan

peting. Gugus polisakarida dan lipopolisakarida yang disebut dengan O-
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polisakarida berfungsi sebagai antigen spesifik yang dapat dimanfaatkan untuk
membedakan spesies-spesies bakteri Gram negatif (Radji, 2010). Salah satu
bakteri yang tergolong bakteri Gram negatif adalah E. coli.

2.4.2 Pewarnaan Endospora

Endospora merupakan bentuk dorman dari sel vegetatif, sehingga
metabolismenya bersifat inaktif dan mampu bertahan dalam tekanan fisik dan
kimia seperti panas, kering, dingin, radiasi dan bahan kimia. Tujuan dilakukannya
pewarnaan endospora adalah membedakan endospora dengan sel vegetatif,
sehingga pembedaanya tampak jelas (lItis, 2008). Menurut Itis (2008), endospora
tetap dapat dilihat di bawah mikroskop meskipun tanpa pewarnaan dan tampak
sebagai bulatan transparan dan sangat refratik. Namun, jika pewarnaan ini
dilakukan dengan sederhana maka akan sulit untuk membedakan endospora
dengan badan inklusi (kedua-duanya transparan, sel vegetatif bewarna), sehingga
perlu dilakukan teknik pewarnaan endospora.

Spora yang dihasilkan oleh bakteri pada pewarnaan endopora akan
menyerap pewarna malachite green, sedangkan sel vegetatif akan bewarna merah
dikarenakan pewarnaan safranin. Pada pengamatan diketahui bahwa tidak
ditemukan endospora pada sel isolat bakteri hasil isolasi dari kulit pisang kepok,
karena yang terlihat hanyalah sel vegetatif yang bewarna merah karena pewarna
safranin yang telah diberikan. Endospora negatif dari bakteri tersebut merupakan
ciri-ciri dari bakteri asam laktat, yaitu Gram positif dengan bentuk sel basil dan
coccus serta endospora negatif yang terlihat dengan tidak adanya spora pada

bakteri.



26

Abubakr dan Adiwish (2017), juga menyatakan bahwa bakteri asam laktat
adalah bakteri Gram positif, bukan pembentuk spora, katalese negatif, anaerobik
yang dapat tumbuh di lingkungan oksigen dan pada peragian karbohidrat (glukosa
dan laktosa) terutama membentuk asam laktat. Termasuk dalam bakteri asam
laktat ini adalah Lactobacillus, Leoconostoc, Streptococcus, Pediococcus dan
Bifidobacterium.

2.4.3 Katalase

Uji katalase dilakukan yang bertujuan untuk mengetahui kemampuan
isolat dalam menghasilkan enzim katalase serta toleransi isolat terhadap oksigen.
Enzim katalase merupakan enzim yang mampu mengkatalis langsung konversi
hidrogen peroksida (H,O,) yang toksik bagi sel menjadi air dan oksigen. Reaksi
kimia yang dihasilkan oleh katalisasi enzim katalase terhadap H,0O, adalah

(Raharjo, 2012):

katalase
2H,0, ————> 2H,0+0,

Penelitian Stamer (1979), yang mengatakan bahwa bakteri asam laktat
termasuk bakteri dengan katalase negatif. Menurut Yousef (2003), mengatakan
bahwa telah umum diketahui bahwa bakteri asam laktat memiliki sifat anaerob
akan tetapi mampu mentoleransi adanya oksigen dan memetabolisme karbohidrat
melalui jalur fermentasi.

2.4.4 Motilitas
Uji motilitas dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut termasuk

bakteri motil atau non motil. Uji postif ditandai dengan pertumbuhan bakteri yang
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menyebar (motil), sedangkan uji negatif ditandai dengan pertumbuhan bakteri
yang tidak menyebar dan hanya berupa satu garis (non-motil) (Sudarsono, 2008).
Uji matilitas dilakukan dengan diambil sebanyak 1 ose isolat bakteri dari stok
kultur. Pada uji motilitas digunakan media SIM yang mendukung dengan
komposisi dari media tersebut untuk memnuhi kebutuhan pengujian yang
diinginkan.

2.4.5 Tipe Fermentasi

Fermentasi mempunyai pengertian aplikasi metabolisme mikroba untuk
mengubah bahan baku menjadi produk yang bernilai tinggi, seperti asam-asam
organik, protein sel tunggal, antibiotik dan biopolymer. Fermentasi merupakan
proses yang relatif murah pada hakekatnya telah lama dilakukan dari jaman
dahulu secara tradisional dengan produk-produknya yang sudah biasa dikonsumsi
manusia sampai sekarang, seperti tape, tempe, oncom dan lain-lain (Nurhayati,
2000).

BAL dapat diperoleh dari buah yang telah difermentasi. Fermentasi secara
teknik dapat didefinisikan sebagai suatu proses oksidasi anaerobik atau parsial
anaerobik karbohidrat yang menghasilkan alkohol serta beberapa asam. Proses
fermentasi ini akan mengakibatkan terjadinya perubahan kondisi asam atau
penurunan pH (Sari, 2013). Penurunan pH yang terjadi mengindikasikan adanya
aktivitas mikroba dalam menguraikan karbohidrat. Ferdiaz (1992), mengatakan
bahwa fermentasi merupakan suatu reaksi oksidasi atau reaksi dalam sistem

biologi yang menghasilkan energi dimana dan aseptor adalah senyawa organik.



28

Senyawa organik yang biasa digunakan adalah zat gula. Senyawa tersebut akan
diubah oleh reaksi reduksi dengan katalis enzim menjadi senyawa lain.

Fermentasi spontan merupakan proses fermentasi tanpa ditambahkan
starter dan terjadi dengan sendirinya, dengan bantuan mikroflora alami.
Penggunaan kultur starter indigenous (lokal) dari produk aslinya akan
memudahkan dalam mengendalikan proses fermentasi serta memberikan hasil
fermentasi yang lebih baik dan sesuai karakteristik yang diinginkan (Carl, 1971).

2.4.5.1 Homofermentatif dan Heterofermentatif

Bakteri asam laktat sering digunakan dalam produksi makanan fermentasi,
dikarenakan kemampuannya untuk melakukan metabolisme gula dan membuat
produk akhir vyaitu asam laktat dan asam yang lainnya. Berdasarkan
metabolismenya dibagi menjadi 2 jalur fermentatif, yaitu homofermentatif dan
heterofermentatif. Jalur homofermentatif, lebih dari 90% substrat gula diubah
menjadi asam laktat. Sedangkan, heterofermentatif menghasilkan kurang lebih
50% asam laktat dan 50% sebagian asam asetat, etanol dan karbondioksida. BAL
dapat memiliki satu atau dua jalur yaitu obligat homofermentatif atau obligat
heterofermentatif. Akan tetapi, terdapat beberapa spesies yang memiliki
metabolisme yang membutuhkan keduanya (fakultatif homofermentatif) (Ross et
al., 2002).

Kelompok homofermentatif diantaran Lactococcus, Pediococcus,
Heterococcus, Streptococcus dan beberapa dari kelompok Lactobacillus
menggunakan Embden-Meyerhof-Parnas pathway yang digunakan untuk merubah

1 mol glukosa menjadi 2 mol laktat. Sedangkan bakteri heterofermentatif
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menghasilkan sejumlah laktat, CO, dan etanol dengan molar yang sama dari
glukosa yang menggunakan jalur heksosa monophosphat atau pentose dan
menghasilkan setengah energi dari kelompok homofermentatif. Kelompok ini
terdiri dari Leuconostoc, Weissella dan beberapa Lactobacillus (Ross et al., 2002).

BAL yang termasuk homofermentatif dapat dimanfaatkan dalam proses
pengawetan makan, karena memproduksi asam laktat dalam jumlah besar dan
mampu menghambat bakteri penyebab kebusukan makanan dan bakteri lainnya,
sedangkan bakteri yang termasuk golongan heterofermentatif digunakan untuk
pembentukan flavor dan komponen aroma, seperti asetaldehida dan diasetil
(Fardiaz, 1992).
2.4.6 Pertumbuhan Suhu yang Berbeda

Uji pertumbuhan bakteri pada suhu yang berbeda dilakukan untuk
mengetahui termasuk kelompok bakteri mesofilik atau termofilik dengan
menggunakan suhu minimum 15°C, suhu optimum 37°C dan suhu maksimum
45°C. Berdasarkan hal ini bakteri asam laktat secara umum dibagi menjadi dua
kelompok (Suroso, 2014):

a) Bakteri Mesofilik, yaitu bakteri yang memiliki suhu optimum bagi
pertumbuhannya adalah 25°C dan suhu maksimumnya 37°C-40°C. Contoh
bakteri mesofilik adalah genus Lactobacillus dan Leuconostoc.

b) Bakteri Termofilik, yaitu bakteri yang memiliki suhu optimum bagi
pertumbuhannya adala 37°C-45°C dan suhu maksimum 45°C-52°C.

Contoh bakteri genus Streptococcus dan homofermentatif Lactobacillus.
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Menurut Barrow (1993), kisaran temperatur pertumbuhan untuk bakteri
asam laktat sekitar 15°C-45°C, sedangkan untuk suhu optimum pertumbuhan
bakteri asam laktat pada suhu 30°C-37°C. Kriteria yang juga penting diperhatikan
pada saat memilih isolat bakteri asam laktat digunakan sebagai agensia probiotik
adalah kemampuannya untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang
menjadi penghuni saluran pencernaan (Surono, 2004).

2.4.7 Ketahanan Garam (NaCl)

Uji pertumbuhan bakteri pada konsentrasi NaCl yang berbeda dilakukan
untuk mengetahui toleransi bakteri terhadap garam empedu yang merupakan
prasyarat untuk kolonisasi dan aktivitas metabolik bakteri di usus kecil manusia.
Bakteri asam laktat yang dapat bertahan pada konsentrasi garam empedu akan
mencapai usus kecil dan usus besar sehingga dapat menyeimbangkan mikroflora
didalam pencernaan manusia (Thakkar, 2015). Menurut Axelsson (2004), yang
dapat hidup pada konsentrasi garam 6,5% apabila berbentuk batang maka
termasuk ke dalam salah satunya genus Lactobacillus, sedangkan apabila

berbentuk bulat maka termasuk salah satunya genus Leuconostoc.

2.5 Antimikroba
2.5.1 Pengertian Antimikroba

Antibakteri adalah suatu komponen kimia yang berkemampuan dalam
menghambat pertumbuhan atau berkemampuan dalam mematikan bakteri (Volk,
dkk., 1993). Berdasarkan definisi diatas dapat diartikan bahwa antibakteri adalah

suatu bahan yang mempunyai kemampuan menghambat dan mematikan bakteri.
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Kategori daya hambat antimikroba dapat dilihat pada tabel 2.4 dan ciri-ciri
bakteri Gram positif dan Gram negatif dapat dilihat pada tabel 2.5 sebagai berikut:

Tabel 2.4 Kategori Daya Hambat Antimikroba

Daerah Diameter Kategori
Hambatan (mm)
<5 Lemah
5-10 Sedang
10-20 Kuat
>20 Sangat Kuat

Sumber: Davis dan Stoud (1971)

Tabel 2.5 Beberapa ciri bakteri Gram positif dan Gram negatif

Ciri-ciri Gram Positif Gram negatif

Struktur dinding | e Tebal (15-80 mm) Tipis (10-15 mm)

sel ¢ Berlapis tunggal e Berlapis tiga (multi)
(mono)

Komposisi e Kandungan lipid e Kandungan lipid

dinding sel rendah (1-4%) tinggi (11-22%)

e Peptidoglikan ada | e Peptidoglikan ada di
sebagai lapisan dalam lapisan kaku
tunggal: jumlahnya sebelah dalam:
lebih dari 50% jumlahnya sekitar
berat kering pada 10% berat kering
beberapa e Tidak ada asam
antibakteri terkoat

e Asam terkoat

Kerentanan Lebih rentan Kurang rentan
terhadap penisilin
Sumber: Pelczar dan Chan (2008)

Penggunaan antibakteri bertujuan untuk pengendalian terhadap bakteri
yaitu untuk menghambat, membasmi bakteri pada inang yang terinfeksi dan
mencegah pembusukan dan perusakan oleh bakteri. Senyawa antibakteri berasal

dari tumbuhan atau bahan-bahan kimia. Antibakteri dapat berupa zat padat, cair
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dan gas yang dicirikan oleh komposisi molekuler yang pasti dan menyebabkan
terjadinya reaksi (Pelczar and Chan, 2008). BAL dapat menghasilkan senyawa-
senyawa tertentu selain asam laktat dan asam asetat. Senyawa-senyawa tersebut
diantaranya H,0, diasetil dan bakteriosin yang relatif sedikit dibandingkan dengan
produksi asam organik (Suryani, 2010).
2.5.2 Uji Aktivitas Antimikroba

Uji aktivitas antimikroba merupakan pengukuran respon dari
pertumbuhan populasi mikroba terhadap agen antimikroba. Pengendalian
pertumbuhan mikroorganisme bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit
dan infeksi, membasmi mikroba pada inang yang terinfeksi dan mencegah
pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroba (Sulistyo, 1971).

Uji aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan metode difusi dan
metode pengenceran (dilusi). Disc diffusion test atau uji difusi cakram dilakukan
dengan mengukur diamter zona bening (clear zone) yang merupakan petunjuk
adanya respon penghambat pertumbuhan mikroba oleh suatu senyawa
antimikroba dalam subtrat cair. Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan
(sensivitas) yaitu 10°-10® CFU/mL (Hermawan, et al., 2007).

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan.
Metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu metode silinder, metode
lubang (sumuran) dan metode cakram kertas. Metode lubang (sumuran) yaitu
membuat lubang pada agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah
dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian lubang

diinjeksikan dengan subtrat yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi,



33

pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di
sekeliling lubang (Kusmiyati dan Agustin, 2007). Prinsip metode pengenceran
adalah senyawa antibakteri diencerkan hingga diperoleh beberapa macam

konsentrasi, kemudian masing-masing kosentrasi

ditambahkan suspensi bakteri uji dalam media cair. Perlakuan tersebut akan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam dan diamati ada atau tidaknya
pertumbuhan bakteri, yang ditandai dengan terjadinya kekeruhan.

Metode dilusi menggunakan antimikroba dengan kadar yang menurun
secara bertahap, baik dengan media cair atau padat. Media diinokulasi bakteri uji
dan kemudian didiamkan. Tahap akhir dilarutkan antimikroba dengan kadar yang
menghambat atau mematikan. Uji kepekaan dilusi agar memakan waktu dan cara
dilusi cair dengan menggunakan tabung reaksi, tidak praktis dan jarang dipakai.
Namun, Kkini ada cara sederhana dan banyak dipakai yakni menggunakan
microdilution plat keuntungan uji mikrodilusi cair adalah bahwa uji ini
membenarkan hasil kuantitatif yang menunjukan jumlah antimikroba yang
dibutuhkan untuk mematikan mikroba bakteri (Brooks et al., 2007).

2.5.3 Mekanisme Antibakteri

Menurut Pelczar dan Chan (2008), mekanisme antibakteri dalam
melakukan efeknya terdapat mikroorganisme merupakan sebagai berikut:
1) Merusak Dinding Sel

Dinding sel merupakan sebagian yang berfungsi membentuk dan
melindungi sel, mengatur pertukaran zat-zat dari dalam sel serta memegang

peranan penting dalam pembelahan sel. Kerusakan pada dinding sel akan
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berakibat terjadinya perubahan-perubahan yang mengarah pada kematian.
Mekanisme masuknya bahan antimikroba terhadap bakteri Gram positif dan Gram
negatif berbeda seperti terlihat pada gambar 2.2 dibawah ini. Pada Gambar 2.2
pada bakteri Gram positif, bahan antimikroba dapat langsung masuk dan akan
mengisi lapisan peptidoglikan kemudian berikatan dengan protein, selanjutnya
dapat menyebabkan bakteri tersebut lisis. Sedangkan pada bakteri Gram negatif
bahan tersebut masuk melalui porin yang terdapat pada lapisan luar, kemudian
masuk ke lapisan peptidoglikan dan selanjutnya membentuk ikatan dengan
protein.
2) Perubahan Permeabilitas Membran Sel

Membran sel berfungsi dalam memelihara integritas komponen-komponen
seluler yang secara efektif mengatur keluar masuknya zat antara sel dengan
lingkungan luar. Kerusakan pada membran sel akan memungkinkan ion organik,
nukleotida, asam amino dan enzim keluar dari sel.
3) Perubahan Molekul Protein dan Asam Nukleat

Hidupnya suatu sel tergantung pada terpeliharanya molekul-molekul
protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiah. Konsentrasi tinggi beberapa zat
kimia dapat mengakibatkan denaturasi komponen-komponen seluler secara vital.
4) Penghambatan Kerja Enzim

Suatu sel yang normal memiliki sejumlah enzim untuk membantu
kelangsungan proses metabolisme bersama protein yang lain. Penghambatan pada
kerja enzim dapat mengakibatkan terganggunya metabolisme atau matinya sel.

5) Penghambatan atau Sintesa Asam Nukleat dalam Protein
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AND, ARN dan protein memegang peranan penting dalam proses
kehidupan sel. Gangguan yang terjadi pada proses pembentukan fungsi zat-zat

tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel.

«  Bahan sntimikroba

o & o =
Gram posiif - S Pl - - o N

A ——
periplsma — ¢

N 3 E— L I
poptidoglilan = = ,__}‘? g
mem bras e, ) / [©d
‘/' o) =]
penisilin-protsin 3
\\‘ A//
= -~
;’T-;"” i
Lysss
—f'f, :?“_Q.:

Gambar 2.2 Mekanisme Bahan Antimikroba terhadap Bakteri Gram Negatif dan Gram
Positif

2.6 Bakteri Uji
2.6.1 Bakteri Escherichia coli
Escehrichia coli merupakan bakteri komensal yang dapat bersifat patogen
dan bertindak sebagai penyebab utama morbiditas dan mortalitas di seluruh dunia.
Menurut Garrity (2004), taksonomi E. coli adalah:
Filum : Proteibacteria
Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Spesies : Escherichia coli
Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang

pendek yang memiliki panjang sekitar 2 um, diameter 0,7 um, lebar 0,4-0,7 pm
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dan bersifat anaerob fakultatif. E. coli membentuk koloni yang bundar, cembung
dan halus dengan tepi yang nyata. Spesies ini bersifat motil dengan flagel petritrik
yang dimilikinya, tetapi beberapa ada yang non-motil. E. coli memilki flagel
petrikus karena flagelnya terdapat di sekujur tubuh. Selain itu, bakteri ini juga
memiliki pili yaitu berupa fibril dan diatur oleh F-plasmid (Purwoko, 2007).

Morfologi bakteri E. coli dapat dilihat pada gambar 2.3 berikut ini:
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Gambar 2.3 Morfologi Bakteri Escherichia coli; a) Pengamatan Hasil Pewarnaan Gram;
b) Pengamatan Menggunakan Mikroskop Elektron (Kunkel, 2004)

E. coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang dalam sel
tunggal atau berpasangan, merupakan anggota family Enterobacteriacea dan flora
normal intestinal yang mempunyai konstribusi pada fungsi normal usus dan
nutrisi. Akan tetapi, bakteri ini dapat menjadi patogen apabila mencapai diluar
jaringan intestinal. Bakteri E. coli merupakan jasad indikator dalam substrat air
dan bahan makanan yang mampu memfermentasi laktosa pada temperatur 37°C
dengan membentuk asam dan gas dalam waktu beberapa jam. Bakteri ini
berpotensi patogen karena pada keadaan tertentu dapat menyebabkan diare

(Suriawiria, 1996).
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E. coli biasanya dapat berkolonisasi di dalam saluran pencernaan setelah
beberapa jam masuk ke dalam tubuh dan membangun hubungan mutualistik.
Namun, strain non-patogenik dari E. coli dapat menjadi patogen ketika adanya
gangguan di dalam pencernaan serta imunosupresi pada host (Suriawiria, 1996).
Sifat-sifat E. coli yang penting adalah bakteri ini dapat memfermentasi laktosa
dengan memproduksi asam dan gas, mereduksi nitrat menjadi nitrit, bersifat
katalase positif dan oksidase negatif (Fardiaz, 1992). Bakteri E. coli dapat tumbuh
baik pada hampir semua media yang dapat digunakan didalam laboratorium
mikrobiologi.

2.6.2 Bakteri Staphylococcus aureus
Klasifikasi bakteri S. aureus menurut Garrity (2004), sebagai berikut:
Filum : Eubacteria
Kelas : Firmicutes
Ordo : Eubacteruales
Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies: Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri berbentuk bulat yang terdapat
dalam bentuk tunggal, berpasangan, tetrad, atau berkelompok seperti buah anggur.
Nama bakteri ini berasal dari bahasa latin “staphele” yang berarti anggur.

Beberapa spesies memproduksi pigmen berwarna kuning sampai orange, seperti S.
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aureus. Bakteri ini membutuhkan nitrogen organik (asam amino) untuk

pertumbuhan dan bersifat anaerob fakultatif.

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram postif dan mempunyai
karakteristik berbentuk bulat berdiameter 0,7-1,2 pm, tersusun dalam kelompok-
kelompok yang tidak teratur seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak
membentuk spora dan tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37
°C, tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar 20-25°C. Koloni pada
pembenihan padat berwarna abu-abu sampai kuning keemasan, berbentuk bundar,
halus, menonjol dan berkilau. Lebih dari 90% isolat klinik menghasilkan S.
aureus yang mempunyai kapsul polisakarida atau selaput tipis yang berperan
dalam virulensi bakteri (Jawetz et al., 2011). Morfologi bakteri S. aureus dapat

dilihat pada gambar 2.4.

Gambar 2.4 Morfologi Bakteri Staphylococcus aureus: a) Pengamatan Hasil Pewarnaan
Gram; b) Pengamatan Menggunakan Mikroskop Elektron (Kunkel, 2004)
Pada kebanyakan pembenihan bakteriologik S. aureus mudah tumbuh
dalam keadaan mikroaerobik atau aerobik, pada suhu kamar 37°C maka bakteri

akan tumbuh optimal, pada suhu kamar 20°C paling baik dalam membentuk
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pigmen dan pada pembenihan padat koloni berbentuk bulat, halus menonjol dan
berkilau-kilau membentuk pigmen pada media dengan pH 7,2-7,4 (Jawetz et al.,

2011).

2.7 Media Selektif MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (De
mann Rogosa Sharpe Broth)

Untuk mengembangbiakkan mikroorganisme seperti kapang, khamir,
jamur ataupun lainnya diperlukan medium. Medium merupakan suatu media
untuk menumbuhkan mikroba, isolasi, memperbanyak jumlah, menguji sifat-sifat
fisiologi dan perhitungan jumlah mikroba. Medium yang digunakan untuk
menumbuhkan dan mengembangbiakkan mikroorganisme tersebut harus sesuai
susunannya dengan kebutuhan jenis-jenis mikroorganisme yang bersangkutan
untuk menumbuhkan mikroorganisme yang kita inginkan. Media yang digunakan
dalam isolasi ini adalah MRS Agar dan MRS Broth merupakan media yang
diperkenalkan oleh De Mann, Rogosa dan Sharpe (1960), untuk memperkaya,
menumbuhkan dan mengisolasi jenis Lactobacillus dari seluruh jenis bahan. MRS
mengandung polysorbat, asetat, magnesium dan mangan yang diketahui untuk
berinteraksi atau bertindak sebagai faktor pertumbuhan bagi Lactobacillus, sebaik
nutrient diperkaya MRS Agar tidak sangat selektif, sehingga ada kemungkinan
Pediococcus dan Leuconostoc serta jenis bakteri lain yang tumbuh. Komposisi
media MRSA adalah pepton 10 g, beef extract 10 g, yeast extract 5 g, K,;HPO, 2 f,
amonium sitrat 2 g, glukosa 2 g, sodium asetat 3H,0 20 g, MgSO, 7H,0 0,58 g,
MnSO, 4H,0 0,28 g, agar 15 g, akuades 1000 mL, sedangkan MRSB merupakan

media yang serupa dengan MRSA yang berbentuk cair/broth (Oxoid, 2004).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini merupakan penelitian kualitatif dan kuantitatif.
Penelitian kualitatif meliputi pengamatan makroskopis, mikroskopis dan uji
biokimia serta Karakterisasi Fisiologi, sedangkan penelitian kuantitatif dengan
menguji isolat bakteri asam laktat yang digunakan sebagai antibakteri terhadap
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan mengukur zona
hambat yang terbentuk. Kulit pisang kepok (Musa balbisiana) yang diperoleh dari

Desa Kesamben Wetan, Kecamatan Driyorejo, Kabupaten Gresik.

3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari - Juli 2018 bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

Variabel penelitian dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang menjadi sebab timbulnya
perubahan variabel terikat. Variabel bebas dalam penelitian ini jenis BAL dari

kulit pisang kepok (Musa balbisiana).
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3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau yang menjadi
akibat karena adanya variabel bebas. Variabel terikat pada penelitian ini adalah
pengamatan makroskopik (morfologi koloni berdasarkan bentuk, warna dan
jumlah), pengamatan mikroskopik (pewarnaan Gram dan uji endospora), uji
biokimia serta karakterisasi fisiologi BAL (uji katalase, uji tipe fermentasi, uji
motilitas, uji ketahanan suhu dan uji ketahanan garam) dan zona hambat yang
didapatkan pada aktivitas antibakteri E. coli dan S. aureus.
3.3.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini terdiri dari media penanaman dan
isolat bakteri dalam kulit pisang kepok (Musa balbisiana) yaitu media MRS (De
Man Rogosa Sharpe), E. coli dan S. aureus menggunakan media penanaman yaitu

Nutrient Broth (NB) dan Nutrient Agar (NA), suhu inkubasi 37°C.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu hot plate, autoklaf,
timbangan analitik, mikropipet, mikroskop, lemari es, tabung durham, vortex,
inkubator, Laminar Air Flow (LAF) dan peralatan mikrobiologi seperti beaker
glass, gelas ukur, batang pengaduk, bunsen, spatula, cawan petri, tube, blue tip,
pinset, erlenmeyer, korek api, jarum ose, magnetic stirrer, tabung reaksi dan rak

tabung reaksi.
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3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit pisang
kepok (Musa balbisiana) isolat bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus, media NA (Nutrient Agar), media Nutrient Broth (NB), media De Mann
rogosa shape Agar (MRSA), media De Mann rogosa shape Broth (MRSB),
media Sulphide Indole and Motility (SIM), aquades steril, spirtus, pewarnaan
Gram (larutan Kristal violet, iodium, etanol 96%, safranin, malachite hijau, H,O,
3%), NaCl 4% dan 6,5%, alkohol 70%, aluminium foill, plastik wrap, kertas

cakram, kantong plastik tahan, kertas label, tissue dan kapas.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang akan digunakan disterilkan terlebih dahulu. Alat-alat gelas
disterilkan menggunakan sterilisasi fisik dengan autoklaf pada suhu 121°C
tekanan 1 atm selama 15 menit. Alat yang tidak tahan terhadap panas tinggi
disterilkan dengan alkohol 70% semua kegiatan dilakukan didalam IAF
(Laminary Air Flow).
3.5.2 Pembuatan Media
a. Media MRSA dan MRSB

Media MRS Agar ditimbang sebanyak 6,28 gram, kemudian dilarutkan
dengan aquades sebanyak 100 mL. Sedangkan media MRS Broth ditimbang
sebanyak 5,15 gram dalam 100 mL aquades. Kemudian masing-masing media

ditutup dengan kapas dan kasa setelah itu, diletakkan di atas hot plate hingga
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mendidih dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dan disterilisasi
dalam autoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit (Ismail,
dkk., 2017).

b. Media Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth (NB)

Media NA ditimbang sebanyak 2,3 gram, kemudian dilarutkan dengan
aquades 100 mL. Sedangkan media NB ditimbang sebanyak 10 gram dalam 500
mL aquades. Kemudian masing-masing media ditutup dengan kapas dan kasa
setelah itu, diletakkan di atas hot plate hingga mendidih dan dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer dan disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit
pada tekanan 1 atm, suhu 121°C (Ismail, dkk., 2017).

c. Media Sulphide Indole and Motility (SIM)

Media SIM ditimbang sebanyak 3,0 gram, kemudian dilarutkan dengan
aqguades sebanyak 100 mL. Kemudian media ditutup dengan kapas dan kasa
setelah itu, diletakkan di atas hot plate hingga mendidih dan dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer dan disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121°C
dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Sebanyak 5 mL media dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan dibiarkan pada posisi tegak (Ismail, dkk., 2017).

3.5.3 Isolasi BAL dari Kulit Pisang Kepok

Pisang dikupas dan diiris membentuk lembaran dengan ketebalan sekitar 5
mm. Sebanyak 750 gram irisan pisang dimasukkan ke dalam erlenmeyer berisi
1000 mL aquades steril dan diinkubasi ada suhu kamar selama 24-48 jam.
Selanjutnya 1 mL air rendaman dipipet dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi

yang berisi 9 mL aquades steril sehingga diperoleh pengenceran 10" dan
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dilakukan hingga pengenceran 10~. Kemudian dilakukan pemupukan masing-
masing pengenceran pada medium MRS Agar menggunakan metode pour plate
(tuang) dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Koloni tunggal dimurnikan
dengan metode goresan gudrant streak selanjutnya diseleksi berdasarkan bentuk
koloni, sifat Gram postif, katalase negatif dan betuk morfologi (kokus atau
batang). Isolat diinokulasikan dalam media MRS Broth dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam (Nurhayati, 2011).

3.5.4 Karakterisasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Karakteristik Bakteri Asam Laktat (BAL) dengan mengkarakterisasi
morfologi BAL dengan tiga cara, yaitu pengamatan makroskopis (warna, bentuk,
dan ukuran koloni BAL yang tumbuh pada medium MRSA), pengamatan
mikroskopis (pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora) dan uji biokimia serta
karakterisasi fisiologi (uji katalase, uji tipe fermentasi, uji motilitas, uji ketahanan
suhu dan uji ketahanan garam), yang mengacu pada Bergey’s Manual
Determinative Bacteriology 9".
3.5.4.1 Pengamatan Makroskopis

Koloni BAL tunggal yang telah dimurnikan diamati secara makroskopis.
Setelah masa inkubasi 48 jam, dilakukan pengamatan morfologi koloni
berdasarkan ukuran koloni BAL yang tumbuh pada medium MRS Agar, bentuk
dan warna. Koloni tersebut kemudian dimurnikan dengan metode quadrant streak
pada media MRS Agar dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Kemudian
dilakukan subkultur koloni tunggal yang diperoleh pada media MRS Agar

miring Yyang digunakan sebagai stok isolat untuk tahap selanjutnya. Masing-
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masing jenis isolat di identifikasi karakter fisologisnya menggunakan uiji
pewarnaan Gram dan uji endospora.
3.4.5.2 Pengamatan Mikroskopis

Pengamatan mikroskopis BAL dilakukan dengan mengkarakterisasi
karakter fisiologisnya meliputi pewarnaan Gram dan uji endospora sebagai
berikut:
1. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut
termasuk bakteri Gram positif atau Gram negatif, pada tahap ini juga dapat dilihat
bakteri tersebut memiliki bentuk bulat maupun batang. Pada kultur bakteri
inkubasi selama 24 jam yang ditumbuhkan pada media MRS Agar (Suryani, dkk.,
2010). Preparat disterilkan mengggunakan 2 tetes aquades steril. Diambil isolat
BAL sebanyak satu ose kemudian digoreskan pada gelas benda dan difiksasi
diatas api bunsen selama 5 detik, kemudian dipipet 1 tetes larutan kristal violet
dan dibiarkan selama 1 menit kemudian dibilas dengan aquades. Dipipet 1 tetes
larutan iodium di atas preparat dan didiamkan selama 1 menit. Preparat dibilas
menggunakan 1 tetes alkohol 70%. Selanjutnya ditambahkan safranin dan
dibiarkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan aquades diatas preparat.
Preparat dikeringkan (kertas serap) dan diamati dengan menggunakan mikroskop.
Warna ungu menunjukkan sel bakteri termasuk bakteri Gram positif dan warna

merah muda mununjukkan sel bakteri termasuk Gram negatif (Sari, dkk., 2012).
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2. Uji Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut
memiliki endospora atau non-spora. Pewarnaan endospora dilakukan dengan cara
preparat diberikan 2 tetes aquades steril. Kultur bakteri yang berumur 24 jam
diambil sedikit menggunakan jarum ose dan difiksasi di atas api bunsen selama 5
detik. Kemudian, dipipet malachite green dan ditambahkan diatas gelas benda,
selanjutnya diuapkan di atas api bunsen selama 1 menit, dan bilas dengan
aquades. Dipipet safranin dan ditambahkan diatas preparat. Setelah itu, didiamkan
selama 60 detik kemudian dibilas dengan air mengalir dan preparat dikeringkan
(kertas serap). Preparat diamati dengan mikroskop, jika sel vegetatif berwarna
merah dan spora berwarna hijau maka termasuk uji positif (Lay, 1994).
3.5.4.3 Uji Biokimia dan Karakterisasi Fisiologi
1) Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut memiliki
enzim katalase untuk memproduksi efek toksik H,O, Uji katalase dilakukan
dipipet aquades diteteskan pada preparat dan diambil satu ose isolat bakteri dan
diratakan. Selanjutnya dipipet H,O, 3% sebanyak 2-3 tetes. Jika hasil uji negatif
maka akan ditandai dengan tidak terbentuknya gelembung gas yang berisi oksigen
(Suryani, dkk., 2010). Sebagai kontrol positif untuk uji katalase digunakan bakteri
S. aureus, sedangkan kontrol negatif digunakan bakteri Lactobacillus sp.
2) Uji Tipe Fermentasi

Uji fermentasi dilakukan untuk mengetahui bakteri tersebut termasuk

bakteri homofermentatif atau heterofermentatif. Uji fermentasi dilakukan dengan
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mengambil satu koloni isolat bakteri ditumbuhkan pada media MRS Broth
sebanyak 5 mL pada tabung reaksi yang sudah diberi tabung durham. Sebagai
kontrol positif untuk uji fermentasi digunakan bakteri Lactobacillus sp.,
sedangkan kontrol negatif digunakan media MRS borth tanpa pemberian
inokulasi kultur isolat. Selanjutnya biakan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Bakteri yang menghasilkan gas (CO,) dalam tabung durham isolat termasuk
kelompok heterofermentatif, sedangkan yang tidak menghasilkan gas (CO,) isolat
termasuk kelompok homofermentatif (Romadhon et, al. 2012).
3) Uji Motilitas

Uji motilitas dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut
termasuk bakteri motil atau non-motil. Uji motilitas dilakukan dengan diambil
sebanyak 1 ose isolat bakteri dari stok kultur kemudian ditusukkan ke dalam
media SIM pada tabung reaksi menggunakan jarum ose tusuk steril. Sebagai
kontrol positif untuk uji motilitas digunakan bakteri Lactobacillus sp., sedangkan
kontrol negatif digunakan media SIM tanpa pemberian inokulasi kultur isolat.
Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Uji positif ditandai dengan
pertumbuhan bakteri yang menyebar (motil) dan uji negatif ditandai dengan
pertumbuhan bakteri yang tidak menyebar dan hanya berupa satu garis (non motil)
(Sudarsono, 2008).
4) Uji Pertumbuhan Bakteri pada Suhu yang Berbeda

Uji pertumbuhan bakteri pada suhu yang berbeda dilakukan untuk
mengetahui termasuk kelompok bakteri mesofilik atau termofilik. Uji

pertumbuhan bakteri pada suhu yang berbeda dilakukan dengan diambil kultur
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bakteri berusia 24 jam sebanyak 1 ose diinokulasikan pada media MRS Broth
kemudian diinkubasi selama 2 hari pada suhu 15°C, 37°C dan 45°C. Sebagai
kontrol positif untuk uji pertumbuhan bakteri pada suhu yang berbeda digunakan
bakteri Lactobacillus sp., sedangkan kontrol negatif digunakan media MRS Broth
tanpa pemberian inokulasi kultur isolat. Tingkat pertumbuhan bakteri diamati
secara visual berdasarkan intensitas kekeruhan (Thakkar, et al., 2015).
5) Uji Pertumbuhan Bakteri pada Kosentrasi NaCl yang Berbeda

Uji pertumbuhan bakteri pada konsentrasi NaCl 4% dan 6,5% dilakukan
untuk mengetahui termasuk golongan bakteri yang tahan terhadap garam rendah
atau tinggi. Uji pertumbuhan bakteri pada konsentrasi NaCl yang berbeda
dilakukan dengan diambil kultur bakteri yang berusia 24 jam sebanyak 1 ose dan
diinokulasikan ke media MRS Broth kemudian ditetesi dengan larutan NaCl 4%
dan 6,5% kemudisn diinkubasi pada suhu 37°C. Sebagai kontrol positif untuk uji
pertumbuhan bakteri pada konsentrasi NaCl yang berbeda digunakan bakteri
Lactobacillus sp., sedangkan kontrol negatif digunakan media MRS Broth tanpa
pemberian inokulasi kultur isolat. Adanya pertumbuhan bakteri ditandai dengan
kekeruhan dalam tabung (Guessas dan Kihal, 2004).
3.5.5 Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Kulit

Pisang Kepok (Musa balbisiana) terhadap E. coli dan S. aureus

3.5.5.1 Pembuatan Bakteri Uji

Biakan murni bakteri diremajakan pada media agar padat dengan cara

mengambil bakteri sebanyak 1 ose yang mengandung E. coli dan S. aureus

kemudian digoreskan pada media NA dilakukan dengan aseptis. Setelah itu,
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diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Kemudian mengambil 1 koloni dan
ditanam sampai mencapai kekeruhan 0,5 McFarland (Ngajow, et al., 2013).
3.5.5.2 Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

1. Kultur Bakteri Asam Laktat (BAL)

Suspensi bakteri dibuat dengan cara, masing-masing kultur bakteri asam
laktat sebanyak 2-3 ose dari kultur stok diinokulasikan ke dalam 10 mL media
MRS Broth dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

2. Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

Suspensi bakteri dibuat dengan cara, masing-masing bakteri uji pada agar
miring media NA yang telah diinkubasi selama 24 jam dan telah tumbuh
koloninya kemudian diinokulasikan ke media NB sebanyak 10 mL dan diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 37°C.

3.5.5.3 Uji Antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus

Uji aktivitas antimikroba isolat BAL terhadap bakteri E. coli dan S.
aureus. Metode yang digunakan uji difusi sumuran dengan ukuran diameter 6
mm. Setelah dibuat masing-masing suspensi bakteri, pertama diambil media NB
sebanyak 25 pl bakteri uji tersebut diinokulasikan ke dalam medium NA sebayak
50 mL yang masih cair, dikocok merata kemudian dituangkan media NA yang
sudah diinokulasi masing-masing bakteri uji ke dalam cawan petri steril masing-
masing sebanyak 10 mL. Setelah agar mengeras, dibuat lubang sumur dengan
diameter sekitar 6 mm menggunakan tip pipet 1 mL steril. Kemudian diambil 50
pL kultur BAL masing-masing diteteskan ke dalam lubang sumur yang berbeda

dalam satu cawan kemudian diinkubasi dengan posisi cawan tidak terbalik pada
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suhu 37°C selama 2 hari (Rachmawati, dkk., 2005). Setelah masa inkubasi selesai,
dilakukan pengamatan terhadap zona jernih yang terbentuk dan diukur
diameternya. Streptomisin yang digunakan sebagai kontrol positif. Sedangkan
untuk kontrol negatif menggunakan aquades steril.

Setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk uji antibakteri,
dilakukan pengukuran diameter daerah hambat yang ditandai dengan terbentuknya
daerah bening di sekitar sumuran dengan menggunakan penggaris milimeter
(Jangka sorong). Sampel yang mempunyai potensi menghasilkan zat antibakteri
ditujukkan dengan adanya zona bening (zona hambat). Cara menghitung luas
zona hambat yaitu (Desniar, 2012):

Lz = Lav — Ld

Keterangan:
Lz = Diameter zona hambat (mm)
Lav = Diameter zona hambat yang terbentuk disekitar lubang sumuran (mm)

Ld = Diameter lubang sumuran (6 mm)

3.6 Analisi Data

Data yang didapat dari hasil identifikasi disajikan berupa kualitatif dan
kuantitatif. Kualitatif antara lain pengamatan makroskopis (warna, bentuk. ukuran
koloni), pengamatan mikroskopis (pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora)
dan uji biokimia serta karakterisasi fisiologi (uji katalase, uji motilitas, uji tipe
fermentasi, uji ketahanan suhu, dan uji ketahanan garam (NaCl), sedangkan
kuantitatifnya antara lain uji aktivitas antibakteri oleh isolat BAL yang diperoleh

dengan mengukur zona bening yang terlihat di sekitar sumuran dengan
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menggunakan jangka sorong. Data yang diamati meliputi zona hambat isolat BAL
dari kulit pisang kepok (Musa balbisiana) terhadap bakteri E. coli dan S. aureus
akan dianalisis secara kuantitatif menggunakan SPSS 20. Data hasil pengamatan
akan dianalisis dengan menggunakan ANOVA faktorial 5% dan dilanjutkan
dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) untuk membandingkan antar
perlakuan. Dimana sebelum dilakukan uji ANOVA data terlebih dahulu di uiji

normalitas dan uji homogenitas.

3.7 Alur Penelitian

Kulit Pisang Kepok (Musa
balbisiana)

\’

Isolasi BAL (Bakteri Asam
Laktat) 1. Makroskopis : Bentuk dan
Warna
2. Mikroskopis : Pewarnaan Gram
Karakterisasi BAL dengan dan Pewarnaan Endospora
Melakukan Pengamatan Mikroskopis | ¥ 3. Uji Biokimia dan Karakterisasi
dan Uji Biokimia serta Karakterisasi Fisiologi BAL : Uji Motilitas,
Fisiologi Uji Tipe Fermentasi, Uji
Katalase, Uji Ketahanan Suhu
\L dan Uji Ketahanan Garam
Pembuatan Kultur BAL (NaCl)
sebacai Antimikroba

v

Uji Antimikroba terhadap
Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus

Analisis Data

Gambar 3.1 Diagram Penelitian



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi BAL dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Isolasi bakteri asam laktat dari kulit pisang kepok (Musa balbisiana)
dilakukan dengan cara merendam kulit pisang. Perendaman kulit pisang kepok
merupakan inkubasi secara alami yang dilakukan tanpa penambahan mikroba dari
luar (starter) dan terjadi dengan sendirinya dengan bantuan mikroflora indigenous
(lokal). Menurut Moulay et al. (2013), mengatakan bahwa umumnya bakteri asam
laktat tersebar luas sebagai mikroflora indigenous (lokal) di alam dan juga dapat
ditemukan dalam susu mentah, susu fermentasi ataupun buah yang difermentasi.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan 5 isolat yang
diisolasi dari kulit pisang kepok yang telah dilakukan perendaman dengan
aquades steril. Hasil isolat bakteri yang berhasil ditumbuhkan pada medium MRS
Agar, yang membuktikan bahwa pada kulit pisang kepok terdapat bakteri asam

laktat. Allah SWT telah berfirman dalam al-Qur’an surat adz-Dzariyaat (51): 20:
@ Gl Ene 2V G5

“Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang
yakin ” (Q.S. Adz-Dzariyat 51: 20).

Ayat di atas menunjukkan bahwa dalam segala sesuatu yang telah
diciptakan Allah SWT serta kejadian-kejadian yang terjadi di dalamnya, terdapat

kekuasaan-kekuasaan Allah SWT yang lain, dapat dilihat dan diteliti bagi orang-

52
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orang yang Yyakin. Seperti adanya bakteri asam laktat yang diperoleh dari kulit
pisang kepok yang telah didiamkan, dalam hal ini melalui proses fermentasi,
karena bakteri asam laktat dapat ditemukan dari buah yang telah difermentasi
(Sari, 2013). Bakteri asam laktat diisolasi yang bertujuan untuk menghasilkan
antimikroba yang dapat digunakan sebagai probiotik.

Selain itu, Savadogo (2004), menyatakan bahwa bakteri asam laktat dalam
industri makanan memiliki reputasi aman untuk mengontrol patogen pada
makanan, karena bakteri asam laktat dapat memproduksi berbagai komponen
antimikroba seperti asam organik, diasetil, hidrogen peroksida dan bakteriosin
atau protein bakterisidal selama fermentasi laktat. Aween et al. (2012),
menambahkan bahwa kelompok bakteri asam laktat bersifat non-patogenik dan
aman digunakan dengan status General Recognize as Safe (GRAS), tahan asam,
empedu toleran dan menghasilkan zat antimikroba, termasuk asam organik dan

hidrogen peroksida dan bakteriosin (protein aktif secara biologis).

4.2 Karakterisasi BAL dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)
4.2.1 Karakterisasi Makroskopis

Karakterisasi secara makroskopis dilakukan untuk mengetahui bentuk
koloni, warna koloni dan bentuk permukaan koloni, yang dilakukan dengan cara
memilih strain isolat yang berbeda setelah proses isolasi tahap pertama. Koloni
yang diduga bakteri asam laktat berwarna putih hingga putih kekuningan,
berbentuk bulat dengan tepian berwarna bening. Koloni bakteri asam laktat

ditemukan berdasarkan perubahan warna media menjadi kuning muda (atau putih



54

susu) di sekitar lokasi tumbuh koloni bakteri. Isolat bakteri asam laktat yang
memiliki koloni yang sama dianggap sebagai satu jenis (strain). Adapun hasil dari
karakterisasi makroskopis disajikan dalam tabel 4.1 dibawah ini:

Tabel 4.1 Hasil Bentuk Makroskopis Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Kulit
Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Morfologi

Isolag Bentul_< Warns Tepian Elevasi Diameter

Koloni (Permukaan) (cm)
KP1 | Sirkuler | Putih susu Rata Convex 0,3
KP2 | Sirkuler | Kekuningan | Rata Umbonate 0,1
KP3 | Sirkuler | Putih susu Rata Convex 0,2
KP4 | Sirkuler | Putih susu Rata Convex 0,1
KP5 | Sirkuler | Kekuningan | Rata Umbonate 0,2

Berdasarkan hasil pengamatan pada tabel 4.1 diatas, dapat diketahui
bahwa terdapat bakteri asam laktat dalam kulit pisang kepok yang telah
diinkubasi. Hasil pengamatan secara makroskopis menunjukkan bahwa
keseluruhan isolat yang diperoleh memiliki bentuk koloni bulat dengan warna
putih hingga putih kekuningan, yang diduga merupakan kelompok bakteri asam
laktat. Tepian koloni dari kelima isolat berbentuk enpitire atau rata, dengan
elevasi koloni dari isolat KP1, KP3 dan KP4 convex, yaitu berbentuk cembung
seperti tetesan air, sehingga diduga bentuk permukaan koloni yang menyebabkan
berbedanya warna koloni saat diamati secara langsung, sedangkan isolat KP2 dan
KP5 dengan elevasi umbonate yaitu berbentuk cembung namun bagian tengah
lebih  menonjol sehingga diduga bentuk permukaan koloni yang berbeda.

Holdeman dan Gato (1977), koloni Lactobacillus berbentuk bulat rata dan tidak
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berserat serta memiliki ukuran 0,5-2 mm, maka isolat yang digunakan merupakan
isolat bakteri asam laktat dengan genus Lactobacillus.

Dwidjoseputro (2005), menyatakan bahwa pengamatan makroskopis
morfologi koloni yakni bentuk koloni (dilihat dari atas), permukaan koloni (dilihat
dari samping), tepi koloni (dilihat dari atas) dan warna koloni. Menurut Bergey’s
Manual of Detreminative Bacteriology (1994), bakteri merupakan kelompok
prokariotik karena belum memiliki organel-organel sel yang komplek, sehingga
terdapat perbedaan struktur pada dinding sel bakteri. Oleh sebab itu ada 4 kategori
pada umumnya yang perlu diketahui, yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram
negatif yang mempunyai dinding sel, bakteri berdinding sel tidak sempurna dan
archaeobacteria.

Karakterisasi makroskopis pada isolat (strain) bakteri asam laktat yang
berbeda kemudian dilanjutkan dengan karakterisasi mikroskopis meliputi
pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, selanjutnya dilakukan dengan uiji
biokimia dan karakterisasi fisiologi yang meliputi uji katalase, uji motilitas, uji
tipe fermentasi, uji ketahanan suhu dan uji ketahanan NaCl (garam) yang
kemudian dilakukan dengan melihat aktivitas antibakteri BAL dari kulit pisang

kepok.

4.2.2 Karakterisasi Mikroskopis

Karakterisasi mikroskopis dilakukan dengan pewarnaan Gram, endospora
dan uji biokimia serta karakterisasi fisiologi. Hasil rendaman (fermentasi)
bergantung pada jenis bahan pangan (substrat), jenis mikroba dan kondisi di

sekitarnya yang mempengaruhi pertumbuhan dan metabolisme mikroba tersebut.
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Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang mampu mengubah
karbohidrat (glukosa) menjadi asam laktat. Genus bakteri yang tumbuh selama
proses perendaman berbeda.

Berdasarkan hasil pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora, maka dapat
dipastikan bahwa kelima isolat adalah kelompok bakteri asam laktat. Hasil
karakterisasi mikroskopis isolat bakteri asam laktat dari rendaman aquades kulit
pisang kepok tertera pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Mikroskopis Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok
(Musa balbisiana)

Isolat
Pengamatan
KP1 | KP2 KP3 | KP4 | KP5
Pewarnaan N N 4 N +
Gram

Bentuk Sel bulat | batang | batang | bulat | batang

Endospora - - - - -

Ketrangan: Reaksi positif (+), Reaksi negatif (-)

4.2.2.1 Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui jenis Gram dari proses
isolasi bakteri dari objek penelitian, yang merupakan penentuan karakter isolat
berdasarkan perbedaan struktur dinding sel bakteri. Lapisan peptidoglikan yang
terdapat pada dinding sel bakteri Gram positif lebih tebal jika dibandingkan
dengan bakteri Gram negatif. Menurut Brooks et al. (2007), bakteri Gram positif
memiliki unsur khusus, yaitu teichoic sebanyak 50% dari berat kering dinding sel.
Unsur ini memiliki fungsi untuk menjaga transportasi ion, integritas dinding sel,

sehingga resisten terhadap autolisis dan menjaga permeabilitas eksternal.
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Kemampuan itulah yang menjadi dasarnya termasuk golongan bakteri Gram
positif sebagai probiotik karena secara morfologi dan biokimia lebih mampu
bertahan hidup dalam saluran pencernaan. Hasil pewarnaan Gram dapat dilihat

pada gambar 4.1 sebagai berikut:
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Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP1 (Gram
positif, bulat)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP2
(Gram positif, batang)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP3
(Gram positif, batang)
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Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP4 (Gram
positif, bulat)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP5 (Gram
positif, batang)

Gambar 4.1 Hasil Pewarnaan Gram Mikroskopis Isolat dari Kulit Pisang Kepok
(Musa balbisiana)

Hasil pewarnaan Gram pada kelima isolat bakteri dari rendaman
(fermentasi) kulit pisang kepok adalah Gram positif, yaitu sel bakteri bewarna
ungu setelah dilakukan pengecatan Gram yang menunjukkan ada yang berbentuk
bulat maupun batang dan termasuk bakteri Gram positif (Gambar 4.1). Hal
tersebut dikarenakan bakteri ini memiliki kandungan lipid yang lebih rendah,

sehingga dinding sel bakteri akan lebih mudah terdehidrasi akibat perlakuan
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dengan alkohol yang menyebabkan ukuran pori-pori sel menjadi lebih kecil dan
daya permeabilitasnya bekurang sehingga zat warna kristal violet yang merupakan

zat warna utama tidak dapat keluar dari sel (Pleczar and Chan, 2008).

Hasil uji pewarnaan Gram terhadap kelima isolat dari kulit pisang kepok
yang telah dilakukan fermentasi (rendaman) menghasilkan beberapa isolat yang
memiliki bentuk morfologi sel batang dengan susunan berantai, dan diduga ini
merupakan genus Lactobacillus dan Leuconostoc. Menurut Sneath (1986),
berdasarkan Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology, kelompok bakteri asam
laktat berbentuk batang dan bulat yang memiliki katalase negatif dan hasil
pengecatan Gram bersifat positif merupakan bakteri asam laktat Genus
Lactobacillus. Hasil penelitian Nurhayati (2011), BAL juga terdapat pada
fermentasi pisang var. Agung semeru ditemukan BAL dengan genus
Lactobacillus, Leuconostoc dan Weissella. Semua isolat yang didapatkan dari

proses isolasi diwarnai dengan melakukan pewarnaan Gram.

Menurut Timotus (1982), dinding sel bakteri Gram positif tersusun dari
dua lapisan saja, yaitu hanya berupa lapisan peptidoglikan yang relatif tebal dan
membran dalam. Sedangkan dinding sel bakteri Gram negatif mempunyai dua
lapisan dinding sel, yaitu lapisan luar yang tersusun dari lipopolisakarida dan
protein, lapisan dalam yang tersusun dari peptidoglikan tetapi lebih tipis dari pada
lapisan peptidoglikan pada Gram positif. Dinding sel bakteri Gram positif
ditunjukkan warna ungu pada sel dan Gram negatif ditunjukkan warna merah pada
sel. Lapisan peptidoglikan inilah yang mengikat zat warna kristal violet. Zat

warna yang telah diikat oleh dinding sel bakteri ini tidak akan hilang setelah
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proses pelunturan dengan alkohol (Ermawati, 2016). Menurut Sutrisna (2013),
menjelaskan adanya warna ungu pada hasil pengecatan Gram menunjukkan
bahwa kristal violet dapat diserap oleh sel bakteri.
4.2.2.2 Pewarnaan Endospora

Endospora merupakan bentuk dorman dari sel vegetatif, sehingga
metabolismenya bersifat inaktif dan mampu bertahan dalam tekanan fisik dan
kimia seperti panas, kering, dingin, radiasi dan bahan kimia. Tujuan dilakukannya
pewarnaan endospora adalah membedakan endospora dengan sel vegetatif,

sehingga pembedaanya tampak jelas (ltis, 2008).

Tahap pewarnaan endospora juga dilakukan pada 5 isolat meskipun
sebenarnya pada pengamatan pewarnaan Gram dapat dilihat bentuk sel bakteri
dari isolat yang telah diisolasi. Dari pengamatan tersebut dapat dilihat bahwa tidak
ada ruang kosong dari sel bakteri yang tidak terwarnai pewarnaan Gram, sehingga
dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat spora pada sel bakteri dari isolat kulit
pisang kepok. Menurut It is (2008), endospora tetap dapat dilihat di bawah
mikroskop meskipun tanpa pewarnaan dan tampak sebagai bulatan transparan dan
sangat refratik. Namun, jika pewarnaan ini dilakukan dengan sederhana maka
akan sulit untuk membedakan endospora dengan badan inklusi (kedua-duanya
transparan, sel vegetatif bewarna), sehingga perlu dilakukan teknik pewarnaan
endospora.

Spora yang dihasilkan oleh bakteri pada pewarnaan endopora akan
menyerap pewarna malachite green, sedangkan sel vegetatif akan bewarna merah

dikarenakan pewarnaan safranin. Pada pengamatan diketahui bahwa tidak
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ditemukan endospora pada sel isolat bakteri hasil isolasi dari kulit pisang kepok,

karena yang terlihat hanyalah sel vegetatif yang bewarna merah karena pewarna

safranin yang telah diberikan. Hasil pewarnaan endospora dapat dilihat pada

gambar 4.2 sebagai berikut:
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Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP4 (non-

Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP5 (non-

spora)

spora)

Gambar 4.2 Hasil Pewarnaan Endospra Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa

balbisiana)

Berdasarkan pewarnaan Gram serta endospora yang telah dilakukan dapat

diketahui bahwa kelima isolat termasuk endospora negatif. Endospora negatif dari

bakteri tersebut merupakan ciri-ciri dari bakteri asam laktat, yaitu Gram positif

dengan bentuk sel basil dan coccus serta endospora negatif yang terlihat dengan

tidak adanya spora pada bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa jenis bakteri tersebut

adalah jenis bakteri asam laktat. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Rustan
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(2013), yang mengatakan bahwa mikroba yang melakukan fermentasi pada
produk fermentasi sayuran adalah jenis bakteri penghasil asam laktat.

Abubakr dan Adiwish (2017), juga menyatakan bahwa bakteri asam laktat
adalah bakteri Gram positif, bukan pembentuk spora, katalese negatif, anaerobik
yang dapat tumbuh di lingkungan oksigen dan pada peragian karbohidrat (glukosa
dan laktosa) terutama membentuk asam laktat. Termasuk dalam bakteri asam
laktat ini adalah Lactobacillus, Leoconostoc, Streptococcus, Pediococcus dan
Bifidobacterium.

4.2.3 Uji Biokimia dan Karakterisasi Fisiologi

Langkah selanjutnya setelah dilakukan pewarnaan Gram serta endospora,
dilakukan uji biokimia dan karakterisasi fisiologi pada bakteri Gram positif. Uji
biokimia dan karakterisasi fisiologi yang dilakukan meliputi uji katalase, uji
motilitas, uji tipe fermentasi, uji ketahanan suhu 15°C, 37°C dan 45°C dan uiji
ketahanan NaCl (garam) 4% dan 6,5%.
4.2.3.1 Uji Katalase

Uji katalase dilakukan yang bertujuan untuk mengetahui kemampuan
isolat dalam menghasilkan enzim katalase serta toleransi isolat terhadap oksigen.
Pada pengujian katalase dapat diketahui 5 isolat bakteri asam laktat dari kulit
pisang kepok mempunyai karakteristik katalase negatif dengan ditandai tidak
terbentuknya gelembung ketika diberi beberapa tetes H,SO,. Hasil pengamatan uji
katalase terdapat pada gambar 4.3. Hal ini sesuai dengan pernyataan Raharjo
(2012), mengatakan bahwa enzim katalase merupakan enzim yang mampu

mengkatalis langsung konversi hidrogen peroksida (H,O,) yang toksik bagi sel
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menjadi air dan oksigen. Reaksi kimia yang dihasilkan oleh katalisasi enzim
katalase terhadap H,O, adalah:

katalase
2 H202 —— Hzo + O2

Uji katalase ini dilakukan dengan meneteskan 1-2 tetes H,O, 3% pada
isolat bakteri asam laktat yang telah diinkubasi selama 24 jam. Reaksi positif
ditunjukkan dengan terbentuknya gelembung pada isolat yang menunjukkan
terbentuknya oksigen sebagai hasil dari pemecahan H,O, oleh enzim katalase
yang diproduksi bakteri tersebut. Hasil uji katalase dapat dilihat pada gambar 4.3

sebagai berikut:

Gambar 4.3 Hasil Uji Katalase Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana),
a.Staphylococcus aureus (kontrol positif), b. Lactobacillus sp. (kontrol negatif) dan c.
Isolat dari KP5 (katalase negatif)

Hasil uji katalase pada kelima isolat bakteri menunjukkan hasil negatif
yang terlihat dengan tidak adanya gelembung gas yang berisi oksigen ketika isolat
ditetesi dengan larutan H,O,. Hal ini, sesuai dengan penelitian Stamer (1979),
yang mengatakan bahwa bakteri asam laktat termasuk bakteri dengan katalase

negatif. Menurut Yousef (2003), mengatakan bahwa telah umum diketahui bahwa
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bakteri asam laktat memiliki sifat anaerob akan tetapi mampu mentoleransi
adanya oksigen dan memetabolisme karbohidrat melalui jalur fermentasi.
4.2.3.2 Uji Motilitas

Berdasarkan hasil pengamatan uji motilitas semua isolat menunjukkan
hasil non motil yaitu dengan ditandai tidak adanya pergerakan bakteri selama
masa inkubasi 48 jam yang terlihat dengan tidak terbentuknya rambatan-rambatan
disekitar bekas tusukan jarum ose. Menurut Sudarsono (2008), Uji postif ditandai
dengan pertumbuhan bakteri yang menyebar (motil), sedangkan uji negatif
ditandai dengan pertumbuhan bakteri yang tidak menyebar dan hanya berupa satu
garis (non-motil). Uji motilitas dilakukan dengan cara menginokulasikan bakteri
menggunakan ose pada medium SIM. Hasil uji motilitas dapat dilihat pada

gambar 4.4 sebagai berikut:

Gambar 4.4 Hasil Uji Motilitas Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana), a.
media MRS Agar (kontrol negatif), b. Lactobacillus sp. (kontrol positif) dan Isolat KP1
(non-motil)

4.2.3.3 Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi dilakukan untuk melihat aktivitas metabolisme BAL.

Menurut Carl (1971), menyatakan bahwa karakteristik dari  proses ini
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merupakan adanya bakteri asam laktat yang termasuk bakteri heterofermentatif
dan homofermentatif. Hasil pertumbuhan bakteri asam laktat menghasilkan asam
laktat, asam asetat, etanol, manitol, dekstran, ester dan CO..

Berdasarkan hasil uji tipe fermentasi pada kelima isolat menunjukkan
tidak memproduksi gas yang berarti kelima isolat merupakan bakteri asam laktat
homofermentatif. Menurut Purwohadisantoso (2009), bakteri asam laktat yang
menghasilkan asam laktat, karbondioksida (CO,) dan etanol termasuk BAL
kelompok heterofermentatif sedangakan bakteri asam laktat yang hanya
menghasilkan asam laktat sebagai hasil utama dari fermentasi glukosa disebut
homofermentatif. Hasil uji tipe fermentasi dapat dilihat pada gambar 4.5 sebagai

berikut:

Gambar 4.5 Hasil Uji Tipe Fermentasi Isolat dari kulit pisang kepok (Musa
balbisiana), a. Lactobacillus sp. (kontrol positif), b. Isolat KP2
(homofermentatif) dan c. media MRS Broth (kontrol negatif)

4.2.3.4 Uji Ketahanan Suhu
Kelima isolat yang diperoleh kemudian diamati pertumbuhannya pada
suhu berbeda, dilakukan dengan cara menginokulasi bakteri asam laktat pada

medium MRS Broth kemudian diinkubasi pada suhu 15°C, 37°C dan 45°C selama
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48 jam. Bedasarkan strain bakteri, suhu optimum pada pertumbuhan bakteri asam

laktat juga beragam.

Berdasarkan hasil pengamatan pada kelima isolat yang ditumbuhkan pada
suhu yang berbeda. Hasil pengamatan pada suhu 15°C menunjukkan bahwa
kelima isolat tidak dapat tumbuh pada suhu 15°C, selanjutnya pengamatan pada
suhu 37°C terlihat adanya pertumbuhan bakteri asam laktat pada semua jenis
isolat. Selanjutnya dilakukan pengamatan pada suhu 45°C terdapat dua jenis
bakteri yang berbeda yaitu isolat KP2 dan KP4 yang tidak dapat tumbuh,
sedangkan isolat KP1, KP3 dan KP5 terlihat adanya pertumbuhan bakeri asaM
laktat akan tetapi sangat sedikit keruh pada suhu tersebut semua isolat hanya
tumbuh pada suhu 37°C yang diduga sebagai bakteri mesofilik seperti
Leuconostoc dan bakteri termofilik seperti Lactobacillus. Hasil uji ketahanan suhu

dapat dilihat pada gambar 4.6 sebagai berikut:

Gambar 4.6 Hasil Uji Ketahanan Suhu Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa
balbisiana), a. Lactobacillus sp. (kontrol positif), b. Isolat Kulit Pisang (KP1) dan c.
media MRS Broth (kontrol negatif)
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Berdasarkan hal ini bakteri asam laktat secara umum dibagi menjadi dua
kelompok (Suroso, 2014):
1. Bakteri Mesofilik, yaitu bakteri yang memiliki suhu optimum bagi
pertumbuhannya adalah 25°C dan suhu maksimumnya 37°C-40°C. Contoh
bakteri mesofilik adalah genus Lactobacillus dan Leuconostoc.
2. Bakteri Termofilik, yaitu bakteri yang memiliki suhu optimum bagi
pertumbuhannya adala 37°C-45°C dan suhu maksimum 45°C-52°C.
Contoh bakteri genus Streptococcus dan homofermentatif Lactobacillus.
Menurut Barrow (1993), kisaran temperatur pertumbuhan untuk bakteri
asam laktat sekitar 15°C-45°C, sedangkan untuk suhu optimum pertumbuhan
bakteri asam laktat pada suhu 30°C-37°C. Kriteria yang juga penting diperhatikan
pada saat memilih isolat bakteri asam laktat digunakan sebagai agensia probiotik
adalah kemampuannya untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang
menjadi penghuni saluran pencernaan (Surono, 2004).
4.2.3.5 Uji Ketahanan Garam (NacCl)

Selanjutnya kelima isolat yang diperoleh dari rendaman (fermentasi) dari
kulit pisang kepok dilakukan pengamatan pada konsentrasi NaCl yang berbeda
dengan dilakukan menumbuhkan isolat pada medium MRS Broth yang telah

ditambahkan konsentrasi NaCl 4% dan 6,5%.

Berdasarkan hasil pengamatan uji ketahanan terhadap konsetrasi NaCl 4%
dan 6,5%. Pada kelima (KP1, KP2, KP3, KP4 dan KP5) isolat dapat tumbuh
dengan kondisi konsentrasi 4%. Sedangkan dengan kondisi konsentrasi NaCl

6,5% tiga (KP1, KP3 dan KP5) isolat dapat tumbuh, akan tetapi pada kedua isolat
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(KP2 dan KP5) tidak dapat tumbuh. Berdasarkan hasil diatas terdapat dua isolat
yang tidak dapat tumbuh pada ketahan NaCl yang tinggi hanya dapat tumbuh pada
konsentrasi NaCl rendah, sedangkan tiga isoalt toleran terhadap kodisi konsentrasi
rendah maupun tinggi. Menurut Axelsson (2004), yang dapat hidup pada
konsentrasi garam 6,5% apabila berbentuk batang maka termasuk ke dalam genus
Lactobacillus.

Uji pertumbuhan bakteri pada konsentrasi NaCl yang berbeda dilakukan
untuk mengetahui toleransi bakteri terhadap garam empedu yang merupakan
prasyarat untuk kolonisasi dan aktivitas metabolik bakteri di usus kecil manusia.
Bakteri asam laktat yang dapat bertahan pada konsentrasi garam empedu akan
mencapai usus kecil dan usus besar sehingga dapat menyeimbangkan mikroflora
didalam pencernaan manusia (Thakkar, 2015). Hasil uji ketahanan garam (NaCl)

dapat dilihat pada gambar 4.7 sebagai berikut.

(b)
4%

@) (b) (©
6,5%

Gambar 4.7 Hasil Uji Ketahanan Garam (NaCl) Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa
balbisiana ), a. Lactobacillus sp. (kontrol positif), b. Isolat Kulit Pisang (KP1) dan c.
Media MRS Broth (kontrol negatif)
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4.2.4 Isolat Bakteri Gram Positif dan Gram Negatif

Isolat bakteri Gram positif berbentuk batang dan bulat dapat diperjelas
berdasarkan diagram alur Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, isolat
bakteri yang memiliki karakteristik Gram positif dan berbentuk batang merupakan
Bacillus sp., Clostridium sp., Corynebacterium sp., Lactobacillus sp., dan
Mycobacterium sp. Sedangkan bakteri Gram positif berbentuk bulat termasuk
genus Streptococcus sp. dan Enterococcus sp. Untuk menentukan genus dari
masing-masing isolat bakteri yang diperoleh pada penelitian kali ini digunakan
data hasil karakterisasi yang telah dilakukan yaitu data karakterisasi mikroskopik,
makroskopis, biokimia dan fisiologi.

Karakterisasi tingkat genus dapat diketahui dengan melihat bentuk sel
serta susunan dari isolat bakteri yang ditemukan. Dalam penelitian ini, didapatkan
ketiga isolat yang telah dilakukan tahap pengujian dengan memiliki bentuk sel
batang dan bulat dengan susunan berantai, merupakan jenis Gram positif, katalase
negatif dan tidak memiliki spora. Sehingga diduga termasuk dalam genus
Lactobacillus (KP3 dan KP5) dan Leuconostoc (KP1). Holt et al. (1994), dalam
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology mengatakan bahwa bakteri
diduga termasuk dalam genus Lactobacillus dan Leuconostoc termasuk bakteri
Gram positif, tidak memiliki spora, non-motil dan anaerob pada isolasi. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Ray (2001), bahwa Lactobacillus memiliki ciri-ciri
yaitu selnya berbentuk batang dengan ukuran dan bentuk yang sangat seragam,

beberapa dapat bersifat sangat panjang dan beberapa lainnya bersifat batang bulat.
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Stamer (1979), juga menyatakan bahwa Lactobacillus ada yang
homofermentatif dan heterofermentatif. Lactobacillus tersebar luas di lingkungan,
terutama pada hewan dan produk makanan sayur-sayuran serta tidak bersifat
patogen. Bakteri Lactobacillus memiliki habitat asli membran mukosa dari hewan
atau manusia, tanaman, limbah, makanan terfermentasi misalnya susu asam,
adonan yang asam dan lain sebgainya. Rustan (2013), dalam penelitiannya
mengatakan, bahwa Lactobacillus aktif saat bakteri yang telah aktif sebelumnya
memproduksi asam laktat yang tinggi, seperti bakteri-bakteri dari genera
Leuconostoc dan Streptococcus.

Ngatirah (2000), mengatakan bahwa beberapa strain bakteri asam laktat
berpotensi sebagai probiotik karena kemampuannya untuk menghambat bakteri
patogen. Rustan (2013), juga mengatakan bahwa sebagian bakteri asam laktat
berpotensi memberikan dampak positif bagi kesehatan dan nutrisi manusia,
diantaranya adalah meningkatkan nilai nutrisi makanan, mengontrol infeksi pada
usus, meningkatkan digesti laktosa, mengendalikan beberapa tipe kanker dan
mengendalikan tingkat serum kolestrol dalam darah. Probiotik umumnya terdiri
dari satu atau beberapa bakteri asam laktat, misalnya Lactobacillus dan
Streptococcus. Keduanya seringkali digunakan sebagai probiotik karena
merupakan mikroorganisme asli dalam ekosistem pencernaan dan telah banyak
dilaporkan memiliki sifat antagonis terhadap bakteri-bakteri patogen di dalam
usus.

Spesies Leuconostoc sangat berperan dalam fermentasi malolaktat (asam

malat menjadi asam laktat) yang penting dalam sifat organoleptik produk anggur.
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Leuconostoc juga berperan dalam fermentasi beberapa sayuran seperti saurkraunt
dan acar serta asinan ketimun. Dalam fermentasi ini L. mesentrides mengawali
flora bakteri asam laktat. Kemampuan L. dextranicum dan L. cremoris
(citrovorum) memfermentasi asam nitrat salam susu dan memproduksi diasetil
menyebabkan penggunaan kultur tersebut sebagai starter dalam beberapa produk
fermentasi susu, penggunaan Leuconostoc dalam fermentasi telur, tujuan utama
fermentasi adalah mengurangi kadar gula untuk menghindari prose browning

pengeringan telur (Sudarmadji, 1989).

4.3 Aktivitas Antibakteri BAL dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)
terhadap Bakteri S. aureus dan E. coli

Berdasarkan pengamatan makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia serta
karakterisasi fisiologi terhadap kelima isolat termasuk Gram positif yang memiliki
bentuk bulat maupun batang, endospora negatif, katalase negatif, tipe fermentasi
homofermentatif, non-motil, untuk uji ketahanan yang berbeda suhu pada kelima
isolat tidak dapat tumbuh pada suhu 15°C, kemudian pada suhu 37° merupakan
suhu optimum untuk melakukan pertumbuhan, selanjutnya pada suhu 45°C hanya
tiga isolat yang dapat tumbuh pada suhu tersebut yaitu (KP1, KP3 dan KP5)
melihat pada media MRS Broth yang terlihat sedikit keruh. Akan tetapi pada uji
ketahanan NaCl 4% dan 6,5% kelima isolat dapat tumbuh pada kondisi
konsentrasi rendah, akan tetapi pada isolat (KP2 dan KP4) tidak tahan terhadap
konsentrasi tinggi, sehingga pada aktivitas uji antibakteri hanya dilakukan pada

ketiga isolat yaitu KP1, KP3 dan KP5.
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Pengujian daya hambat bakteri asam laktat dari kulit pisang kepok
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli ini menggunakan metode sumuran.
Menurut Alakomi (2006), aktivitas antibakteri akan lebih efektif menggunakan
metode sumuran agar dari pada menggunakan kertas disk. Kelebihan dari metode
sumuran adalah volume antibakteri yang dimasukkan dapat terukur dan akan
berdifusi langsung ke dalam agar. Diameter zona hambat (bening) di sekitar
sumuran yang berisi cairan isolat bakteri asam laktat diukur dan dibandingkan
dengan diameter zona hambat yang berisi streptomisin (kontrol positif) dan
aquades (kontrol negatif). Hasil uji antibakteri bakteri asam laktat dari kulit pisang

kepok terhadap bakteri patogen dapat dilihat pada gambar 4.8 sebagai berikut:

Gambar 4.8 Zona Hambat pada Uji Antibakteri menggunakan Difusi Sumuran a) Bakteri
E. coli, (-) Kontrol Negatif dengan Aquades, (+) Kontrol Positif dengan Streptomisin dan
(KP3) Isolat BAL dari Kulit Pisang ; b) Bakteri S. aureus, (-) Kontrol Negatif dengan
Aguades, (+) Kontrol Positif dengan Streptomisin dan (KP1) Isolat BAL dari Kulit
Pisang

Penggunaan kontrol negatif digunakan untuk memastikan bahwa diameter
zona hambat yang terbentuk bukan pengaruh dari pelarut, akan tetapi murni dari

senyawa aktif dalam isolat bakteri asam laktat tersebut. Hasil pengukuran
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diameter zona hambat menunjukkan bahwa bakteri asam laktat dari kulit pisang
kepok memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri S. aureus dan E. coli, hal
tersebut dapat terlihat dari zona bening yang muncul disekitar sumuran. Hasil
pengukuran zona hambat bakteri asam laktat dari kulit pisang terhadap bakteri E.
coli dan S. aureus dapat dilihat pada tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil Rerata (mean) dan Simpang Baku (SD) Zona Hambat BAL dari
Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) terhadap Bakteri E. coli dan S.

aureus
Rata-Rata Diameter Zona Hambat
(mm)£SD
No Sampel KP1 KP3 KP5
(Leuconostoc | (Lactobacillu | (Lactobacillu
) S) s)
1 Escherichia 19,3+1,78 26,0+3,42 15,4+2,88
coli (Sangat kuat) | (Sangat kuat) (Kuat)
) Staphylococc 9,90£1,91 13,8+5,28 17,8+1,75
us aureus (Sedang) (Kuat) (Kuat)
Kontrol
3 Positif 25,6+2,83 2/ b3l 27,2+2,19
(Streptomisin | (Sangat kuat) | (Sangat kuat) | (Sangat kuat)
) E. coli
Kontrol
4 Negatif i i i
" | (Aquades) E.
coli
Kontrol
5 Positif 24,9+2,16 27,2+4,22 24,9+4,93
" | (Streptomisin | (Sangat kuat) | (Sangat kuat) | (Sangat kuat)
) S. aureus
Kontrol
6 Negatif i i i
" | (Aquades) S.
aureus

Berdasarkan data rata-rata hasil daya uji daya hambat pada tabel 4.3 dapat
diketahui bahwa hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan ketiga isolat BAL

kulit pisang kepok (Musa balbisiana) mampu menghambat kedua mikroba uji E.
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coli dan S. aureus. Adanya zona hambat (zona bening) di sekitar sumuran
menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan mikroba uji. Zona hambat yang
berada disekitar sumuran diukur diameternya menggunakan jangka sorong.
Parameter yang digunakan adalah zona hambat, zona hambat adalah area bening
yang berada disekitar sumuran sebagai indikasi tidak adanya atau terhambatnya
pertumbuhan mikroorganisme.

Hasil pengukuran uji daya hambat isolat BAL dari kulit pisang kepok
(Musa balbisiana). Isolat pertama KP1 (Leuconostoc) dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli dengan rata-rata diameter 19,3+1,78 (sangat kuat),
sedangkan untuk bakteri S. aureus dengan rata-rata diameter 9,90+£1,91 (sedang).
Isolat kedua KP3 (Lactobacillus) dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
dengan rata-rata diameter 26,0+3,42 (sangat kuat), sedangkan untuk bakteri S.
aureus dengan rata-rata diameter 13,845,28 (kuat), isolat ketiga KP5
(Lactobacillus) dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dengan rata-rata
diameter 15,4+2,88 (kuat), sedangkan untuk bakteri S. aureus dengan rata-rata
diameter 17,8+1,75 (kuat). Zona hambat dengan diameter ukuran terbesar adalah
kontrol positif (streptomisin) dikarenakan sudah melewati berbagai tahapan proses
uji dan senyawa aktif pada obat tersebut sudah spesifik, sehingga didapatkan
efektivitas yang optimal.

Nilai diameter zona hambat kontrol positif streptomisin pada tiap mikroba
uji, terhadap bakteri E. coli dengan rata-rata diameter KP1 (Leuconostoc)
25,6+2,83 (sangat kuat), KP3 dan KP5 (Lactobacillus) 27,5+2,31 (sangat kuat)

dan 27,2+2,19 (sangat kuat), sedangkan terhadap bakteri uji S. aureus dengan
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rata-rata diameter KP1 (Leuconostoc) 24,9+2,16 (sangat kuat), KP3 dan KP5
(Lactobacillus) 27,2+4,22 (sangat kuat) dan 24,9+4,93 (sangat kuat) (Tabel 4.4).
Dari hasil ini, streptomisin lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan kedua
bakteri. Hal ini, dikarenakan memang obat tersebut merupakan obat sintesis yang
secara luas digunakan sebagai infeksi baik Gram negatif maupun Gram positif.
Adapun kategori rerata diameter penghambatan antibakteri bakteri dapat dilihat
pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Kategori Rerata Diameter Penghambatan Zat Antibakteri

Diameter Zona Hambat Daya Hambat Pertumbuhan
>20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5mm Lemah

Sumber: Davis dan Stout (1971)

Dari ketiga isolat BAL yang digunakan terlihat bahwa daya hambat isolat
KP3 (Lactobacillus) lebih besar dari pada daya hambat isolat KP1 (Leuconostoc)
dan KP5 (Lactobacillus). Adanya perbedaan besar kecil diameter zona hambat
bisa dipengaruhi oleh senyawa antimikroba dari cairan kultur isolat BAL ke media
yang berisi bakteri patogen (Elfina et. al., 2014). Aktivitas antibakteri hasil isolasi
terhadap bakteri E. coli lebih besar dibandingkan dengan S. aureus. Zona hambat
terbentuk ditunjukkan pada gambar 4.8 dan Tabel 4.4. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa daya hambat isolat BAL lebih tinggi terhadap bakteri E. coli
(Gram negatif) dibandingkan dengan S. aureus (Gram positif), hal ini ditunjukkan
oleh nilai diameter zona hambat terhadap bakteri E. coli yang secara umum lebih

besar daripada bakteri S. aureus.
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Mekanisme kerja zat antibakteri terhadap bakteri target terjadi dengan
merusak dinding sel, menganggu permeabilitas sel, merusak molekul protein,
menghambat aktivitas enzim dan menghambat sintesa asam nukleat. Mekanisme
penghambatan sel bakteri Gram negatif oleh asam laktat, menurut Alakomi et, al.
(2006), dengan menyebabkan sublethal injury pada sel bakteri, lapisan
lipopolisakarida pada permukaan membran sel juga dapat mengalami kerusakan
(injury), sehingga permeabilitas membran luar sel menjadi terganggu. Dengan
rusaknya membran luar sel, maka kondisi asam pada lingkungan sel dapat masuk
ke dalam sel sehingga merusak aktivitas intraseluler yang pada akhirnya dapat
mematikan sel. Menurut Lunggani (2007), asam yang terlalu tinggi akan
mengakibatkan lipopolisakarida lisis dan memacu terjadinya lubang pada dinding
selnya. Antimikroba dapat masuk ke dalam sel dan kontak dengan membran
sitoplasma sehingga mempengaruhi sintesis energi dan permeabilitas dinding sel
yang akhirnya menyebabkan kematian pada bakteri.

Menurut Dwiyanti (2016), adanya potensi efektivitas dalam menghambat
bakteri patogen yang dimiliki oleh Lactobacillus dikarenakan dalam bakteri
asam laktat tersebut memiliki senyawa-senyawa protein dan antibakteri seperti
asam laktat dan asam asetat, hidrogen peroksida dan bakteriosin. Senyawa yang
bersifat sebagai antibakteri hasil metabolisme bakteri asam laktat. Lactobacillus
telah terbukti menunjukkan aktivitas membunuh bakteri target dalam uji difusi
dengan baik, dengan penghambatan pertumbuhan zona diameter bervariasi >10
mm - >18 mm dan 10-20 mm (kuat). Berdasarkan hasil penelitian Yuliana

(2009), dijelaskan bahwa Lactobacillus sp. dari hasil isolasi uji antibakterinya



76

terhadap E. coli menghasilkan diameter zona hambat sebesar 1,65-2,2 cm, dari
penelitian tersebut menambah daya potensi Lactobacillus sp. sebagai antibakteri
terhadap E. coli.

Penghambatan dapat terjadi karena senyawa antimikroba yang dihasilkan
dapat menembus membran terluar dari bakteri Gram negatif (E. coli). Menurut
Alakomi (2006), membran terluar dari bakteri Gram negatif bertindak sebagai
pelindung dengan adanya lipopolisakarida yang menyebabkan resistensi sel dari
berbagai macam zat, namun membran terluar dari bakteri Gram negatif ini masih
mungkin dapat ditembus oleh senyawa lain yang disebut permeabilizer yang dapat
menghancurkan lapisan lipopolisakarida dan meningkatkan permeabilitas
membran terluar bakteri Gram negatif. Salah satu zat yang dapat menembus
periplasma membran terluar dari bakteri Gram negatif adalah asam laktat.

Menurut Alakomi et, al. (2006), asam laktat yang diproduksi kultur starter
BAL dapat berfungsi sebagai antimikroba alami. Asam laktat mampu
menghambat pertumbuhan berbagai tipe bakteri pembusuk dan patogen termasuk
spesies Gram negatif yakni family Entobacteriaceae dan Pseudonadaceae,
sedangkan Gram positif yakni S. aureus, B. Cereus dan mycobacterium.
Mekanisme masuknya antibakteri terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif
berbeda, menurut Nychas (2000), menyatakan bahwa pada bakteri Gram positif,
antibakteri dapat langsung masuk dan akan mengisi lapisan peptidoglikan
kemudian berikatan dengan protein, selanjutnya dapat menyebabkan bakteri

tersebut lisis. Sedangkan pada bakteri Gram negatif antibakteri masuk melalui
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porin yang terdapat pada lapisan luar, kemudian masuk ke lapisan peptidoglikan
dan selanjutnya membentuk ikatan dengan protein.

Allah SWT dengan segala ciptaan-Nya yang ada di bumi termasuk segala
jenis tumbuhan yang baik dan memiliki manfaat dan seharusnya dapat
dimanfaatkan bagi kemaslahatan manusian dan makhluk hidup yang ada di bumi,

sebagaimana firman Allah SWT dalam al-Quran surat al-Hijr (15): 20:

GRS PRV R RAR R H P

“Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan hidup, dan
(kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali bukan pemberi
rezki kepadanya” (Q.S. Al-Hijr 15:20).

Lafadz i == artinya keperluan-keperluan. Keperluan yang dimaksudkan
adalah kekayaan alam yang ada di bumi merupakan kekuasaan Allah SWT
menciptakannya digunakan untuk kemaslahatan hidup manusia. Karena
sesungguhnya yang berada di alam baik yang hidup maupun mati, kecil maupun
besar memiliki manfaat masing-masing dan telah dijelaskan bahwa di bumi ini
Allah SWT menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang tidak terukur unsur-
unsur yang tidak mengandung faedah. Allah SWT menjadikan nikmat serta tanda
kekuasaan-Nya bagi kaum yang mempunyai keinginan dan memikirkan apa yang
ada terkandung dalam tumbuh-tumbuhan. Pemanfaatan tanaman sebagai obat
merupakan salah satu sarana untuk mengambil pelajaran dan memikirkan tentang
kekuasaan Allah SWT.

Daya antibakteri yang dihasilkan dari isolasi kulit buah pisang kepok lebih

efektif terhadap bakteri Gram negatif yaitu bakteri E. coli daripada bakteri Gram
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positif yaitu S. aureus. Perbedaan hasil nilai rata-rata diameter zona hambat
bakteri E. coli dan S. aureus ini dapat disebabkan oleh perbedaan sensivitas
bakteri terhadap antibakteri yang dipengaruhi oleh struktur dinding sel bakteri.
Berdasarkan hasil diatas dapat dikatakan antimikroba dari BAL kulit pisang kepok
berpotensi sebagai antimikroba dan berspektrum luas, yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme prokariotik seperti bakteri Gram negatif dan bakteri
Gram positif.

Hal ini dapat dilihat adanya zona hambat yang terbentuk akibat aktivitas
antimikroba. Terbentuknya zona hambat pada masing-masing jenis isolat BAL
diduga disebabkan adanya senyawa aktif dari metabolit sekunder yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroba uji. Menurut Fitriahani (2017), penelitian
ekstrak kulit pisang mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S.
aureus dikarenakan memiliki kandungan senyawa aktif hai ini telah dibuktikan
pada uji fitokimia senyawa aktif seperti flavonoid, saponin, polifenol, tanin dan

alkoloid.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan sebagai

berikut:

1.

Berdasarkan karakterisasi secara makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia
serta karakterisasi fisiologi, terdapat 3 isolat BAL dalam kulit pisang kepok
(Musa balbisiana). Uji pewarnaan Gram yang dilakukan menunjukkan jenis
isolat termasuk Gram positif dan endospora negatif serta uji katalase negatif
dan didapatkan 2 jenis bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus yaitu
isolat KP3 dan KP5 yang telah dikarakterisasi dan isolat KP1 yang telah
terkarakterisasi sebagai Leuconostoc.

Hasil fermentasi bakteri asam laktat dari kulit pisang kepok (Musa
balbisiana) berpotensi sebagai antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus
yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat hasil isolat BAL dari kulit
pisang kepok KP1 (Leuconostoc), KP3 dan KP5 (Lactobacillus) terhadap
bakteri E. coli dengan nilai zona hambat sebesar 19,3+1,78 mm, 26,0+3,42
mm dan 15,4+2,88 mm, sedangkan terhadap bakteri S. aureus dengan nilai
zona hambat sebesar 9,90+1,91 mm, 13,8+5,28 mm dan 17,8+1,75 mm,
hasil uji diatas dapat diketahui bahwa isolat KP3 (Lactobacillus) lebih
efektif sebagai antibakteri dibandingkan dengan isolat KP1 (Leuconostoc)

dan KP5 (Lactobacillus).
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5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
yaitu:
1. Penelitian ini perlu dikembangkan lagi dengan mengidentifikasi isolat BAL
yang diperoleh sampai ke tingkat spesies.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai metabolit sekunder yang
dimiliki isolat BAL dari fermentasi (rendaman) kulit pisang kepok (Musa

balbisiana).
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data Hasil Pengamatan Karakterisasi Isolat BAL dari Kulit
Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Isolat

Pengamatan

KP1 KP2 KP3 KP4 KP5
Pewarnaan N ) N N N
Gram
Bentuk Sel bulat batang Batang bulat Batang
Endospora - - - - -
Uji Katalase - - - - -
Uji Motilitas - - - - -
S INIEeSS HM HM HM HM HM
Fermentasi
Uji
Ketahanan
Suhu
| 5RC - - - - -
37°C + + + + +
45°C + 2 + = +
Uji
Ketahanan
NaCl (%)
4% + + + + +
6,5% i - i - +

Ket: Reaksi positif (+), Reaksi negatif (-), Homofermentatif (HM)
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Lampiran 2. Komposisi media yang digunakan dalam penelitian (Sumber
Oxoid, 2004)

1. Medium de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRS Agar)

e Peptone 10 gram
e Lab-Lemco powder 8 gram

e Yeast extract 4 gram

e Glucose 20 gram
e Sorbiton Mono-oleate 1mL

e Dipotasium hydrogen phosphate 2 gram

e Sodium acetate 3H20 5gram

e Triammonium citrate 2 gram

e Magnesium Sulphate 7H20 0,2 gram
e ManganeseSulphate 4H20 0,05 gram
e Agar 10 gram

2. Medium de Mann Rogosa Sharpe Broth (MRS Broth)

e Peptone 10 gram

e Lab-Lemco powder 8 gram

e Yeast extract 4 gram

e Glucose 20 gram

e Sorbiton Mono-oleate 1mL

e Dipotasium hydrogen phosphate 2 gram

e Sodium acetate 3H20 5 gram

e Triammonium citrate 2 gram

e Magnesium Sulphate 7H20 0,2 gram

e ManganeseSulphate 4H20 0,05 gram
3. Medium Nutrient Agar (NA)

o Beef extract 3 gram

e Bacto pepton 5 gram

e Agar 15 gram

e Aguadest 1000 mL
4. Medium Nutrient Borth (NB)

o Beef extract 3 gram

e Bacto pepton 5 gram

o Agar 15 gram

e Aquadest 1000 mL



5. Medium Sulphide Indole and Motilyty (SIM)

e Peptone from casein 20 gram
e Peptone from meat

e Amonium iron citrate

e Sodium thiosulfate

e Agar-agar

6,6 gram
0,2 gram
0,2 gram
3,0 gram
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Lampiran 3. Gambar Hasil Isolat dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Keterangan:

KP1: Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) 1
KP2: Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) 2
KP3: Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) 3
KP4: Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) 4
KP5: Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana) 5



92

Lampiran 4 Gambar Hasil Pewarnaan Gram lIsolat Bakteri Asam Laktat
(BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

™

» /)

o

—

\\"}\ - '-\_'

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP1 (Gram
positif, bulat)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP2 (Gram
positif, batang)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP3 (Gram
positif, batang)

'

n
Ef“‘

b /

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP4 (Gram
positif, bulat)

Ket: Hasil pewarnaan
Gram Isolat KP5 (Gram
positif, batang)
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Lampiran 5. Gambar Hasil Pewarnaan Endospora lIsolat Bakteri Asam
Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

f".‘ \
(¥ 4\,‘ Q} % (| \ J:]
P

) Y 3&:\ w "

-:?r q
rﬁi' /{J \ ‘
4\, ( ™ J
o z~".‘{"'7/ AL ‘ 7 i

N
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/

P

Ket: Hasil pewarnaan

Endospora Isolat KP1
(non-spora)

Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP2
(non-spora)

Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP3
(non-spora)

i 4l

N
" ‘
A
'.? v
99
{
/

'y S

Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP4
(non-spora)

Ket: Hasil pewarnaan
Endospora Isolat KP5
(non-spora)
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Lampiran 6. Gambar Hasil Uji Katalase Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL)
dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Ket: Hasil uji Katalase Ket: Hasil uji Katalase Ket: Hasil uji Katalase
Isolat KP1 (negatif) Isolat KP2 (neaatif) Isolat KP3 (negatif)

Ket: Hasil uji Katalase Ket: Hasil uji Katalase
Isolat KP4 (negatif) Isolat KP5 (negatif)

Keterangan:
(+): Staphylococcus aureus
(-): Lactobacillus sp.
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Lampiran 7. Gambar Hasil Uji Tipe Fermentasi Isolat Bakteri Asam Laktat
(BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Ket: Hasil uji Tipe Ket: Hasil uji Tipe Ket: Hasil uji Tipe
Fermentasi Isolat KP1 Fermentasi Isolat KP2 Fermentasi Isolat KP3
(HM) (HM) (HM)

Ket: Hasil uji Tipe Ket: Hasil uji Tipe
Fermentasi Isolat KP4 Fermentasi Isolat KP5
(HM) (HM)

Keterangan:

(+): Lactobacillus sp.

(-): Media MRSB tanpa pemberian inokulasi kultur isolat
HM: Homofermentatif

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Lampiran 8. Gambar Hasil Uji Motilitas Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL)
dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Ket: Hasil uji Motilitas
Isolat KP1 (non-motil)

Ket: Hasil uji Motilitas Ket: Hasil uji Motilitas
Isolat KP2 (non-motil) Isolat KP3 (non-motil)

Ket: Hasil uji Motilitas Ket: Hasil uji Motilitas
Isolat KP4 (non-motil) Isolat KP5 (non-motil)

Keterangan:
(+): Lactobacillus sp.

(-): Media MRSB tanpa pemberian inokulasi kultur isolat

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Lampiran 9. Gambar Hasil Uji Ketahanan Suhu 15°C Isolat Bakteri Asam
Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Keterangan:

K (+): Lactobacillus sp. (Tidak tumbuh, Media bening)
K (-): Media MRS Broth

KP1: Tidak tumbuh

KP2: Tidak tumbuh

KP3: Tidak tumbuh

KP4: Tidak tumbuh

KP5: Tidak tumbuh
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Lampiran 10. Gambar Hasil Uji Ketahanan Suhu 37°C Isolat Bakteri Asam
Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

p@E |pmEme | omn

Keterangan:

K (+): Lactobacillus sp. (Tumbuh, Media berubah menjadi keruh)
K (-): Media MRS Broth

KP1: Tumbuh

KP2: Tumbuh

KP3: Tumbuh

KP4: Tumbuh

KP5: Tumbuh
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Lampiran 11. Gambar Hasil Uji Ketahanan Suhu 45°C Isolat Bakteri Asam
Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Keterangan:

K (+): Lactobacillus sp. (Tumbuh, Media berubah menjadi keruh)
K (-): Media MRS Broth

KP1: Tumbuh sedikit keruh

KP2: Tidak tumbuh

KP3: Tumbuh sedikit keruh

KP4: Tidak tumbuh

KP5: Tumbuh sedikit keruh

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Lampiran 12. Gambar Hasil Uji Toleransi NaCl 4% Isolat Bakteri Asam

Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Keterangan:

K (+): Lactobacillus sp. (Tumbuh, Media berubah menjadi keruh)

K (-): Media MRS Broth
KP1: Tumbuh
KP2: Tumbuh
KP3: Tumbuh
KP4: Tumbuh
KP5: Tumbuh

KP5

KP3
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Lampiran 13. Gambar Hasil Uji Toleransi NaCl 6,5% Isolat Bakteri Asam
Laktat (BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

+ || KP1 - + kP2 | - +HF L P3
+ | KP4 - + || Kp5 .
Keterangan:

K (+): Lactobacillus sp. (Tumbuh, Media berubah menjadi keruh)
K (-): Media MRSB

KP1: Tumbuh

KP2: Tidak tumbuh

KP3: Tumbuh

KP4: Tidak tumbuh

KP5: Tumbuh
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Lampiran 14. Gambar Hasil Uji Antibakteri dari Isolat Bakteri Asam Laktat
(BAL) dari Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)

Escherichia coli
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Lampiran 16. Diagram Alur Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology

Gram positif berbentuk batang

Bacillus spp
Clostrididium spp.
Corynebactertum spp.
Lactobacillus spp
Mycobactertum spp

Pembetukan spora

Corynebacterham spp
Lactobacillus spp
Mycobactertum

Baclllus spp
Clostridium spp

Pertumbuhan secara anaerob

’ / \
Clostridium spp l Bacillus spp '
) Katalase

IConmbamrmnﬂ ' Lacrobactilus spp
Hidrolisis pati

Hasil fermentasi glukosa

+

! Conynebacterium kutsceri l Corynebacterhim xerosis

Lactobactilus casel
Lactobactilus delbruecktt

Uji Mannitol

+

‘ Lactobacillus casel ' ‘ Lactobactlius delbrueckit '

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 17
Data Analisis Uji Antibakteri

UNIANOVA Data BY Perlakuan
/METHOD=SSTYPE (3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=Perlakuan (DUNCAN LSD)
/PLOT=PROFILE (Perlakuan)
/EMMEANS=TABLES (Perlakuan)
/PRINT=HOMOGENEITY
/CRITERIA=ALPHA (.05)
/DESIGN=Perlakuan.

Univariate Analysis of Variance

Notes

104

Output Created

Comments
Input Active Dataset
Filter
Weight
Split File
N of Rows in Working Data File
Missing Value Handling Definition of Missing
Cases Used
Syntax
Resources Processor Time

Elapsed Time

22-AUG-2018 21:56:54

DataSet0
<none>
<none>
<none>
91
User-defined missing values are treated as
missing.
Statistics are based on all cases with valid
data for all variables in the model.
UNIANOVA Data BY Perlakuan
IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=Perlakuan(DUNCAN LSD)
/PLOT=PROFILE(Perlakuan)
/EMMEANS=TABLES(Perlakuan)
/PRINT=HOMOGENEITY
/ICRITERIA=ALPHA(.05)
/DESIGN=Perlakuan.
00:00:01,41

00:00:01,62




Between-Subjects Factors
Value Label N

Perlakuan 1,00 Positif E. coli Kp 1 5
2,00 Positif E. coli Kp 2 5
3,00 Positif E. coli Kp 3 5
4,00 Positif S. aureus Kpl 5
5,00 Positif S. aurues Kp2 )
6,00 Positif S. aureus Kp3 5
7,00 Negatif E. coli 18
8,00 Negatif S. aureus 15
9,00 Kpl E. coli 5
10,00 Kp2 E. coli 5
11,00 Kp3 E. coli 5
12,00 Kpl S. aureus 5
13,00 Kp2 S. aureus 5
14,00 Kp3 S. aureus &)

Levene's Test of Equality of Error Variances?®
Dependent Variable: Data
F dfl df2 Sig.
6,452 13 76 ,000

Tests the null hypothesis that the error variance of the

dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Data

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square |F Sig.
Corrected Model | 11405,625% 13 | 877,356 137,059 ,000
Intercept 26581,678 1 26581,678 4152,533 |[,000
Perlakuan 11405,625 13 | 877,356 137,059 ,000
Error 486,500 76 6,401

Total 30597,750 90

Corrected Total 11892,125 89

105



a. R Squared =,959 (Adjusted R Squared = ,952)

106

Data
Subset
Perlakuan N 1 2 3 4 5 6
Duncan®®® Negatif E. coli 15 ,0000

Negatif S. aureus 15 ,0000
Kpl S. aureus 5) 9,9000
Kp2 S. aureus 5) 13,8000
Kp3 E. coli 5 15,4000 15,4000
Kp3 S. aureus 5 17,8000 17,8000
Kpl E. coli 5 19,3000
Positif S. aureus

5 24,9000
Kpl
Positif S. aureus

5 24,9000
Kp3
Positif E. coli Kp 1 5) 25,6000
Kp2 E. coli 5 26,0000
Positif E. coli Kp 3 5 27,2000
Positif S. aurues

5) 27,2000
Kp2
Positif E. coli Kp 2 5 27,5000
Sig. 1,000 1,000 ,296 ,119 ,328 ,146

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 6,401.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,526.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not

guaranteed.
c. Alpha = ,05.




Estimated Marginal Means
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Perlakuan
Dependent Variable: Data
95% Confidence Interval

Perlakuan Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound

Positif E. coli Kp 1 25,600 1,131 23,346 27,854
Positif E. coli Kp 2 27,500 1,131 25,246 29,754
Positif E. coli Kp 3 27,200 1,131 24,946 29,454
Positif S. aureus Kpl 24,900 1, 18 22,646 27,154
Positif S. aurues Kp2 27,200 1,131 24,946 29,454
Positif S. aureus Kp3 24,900 1), 18 22,646 27,154
Negatif E. coli ,000 ,653 -1,301 1,301
Negatif S. aureus ,000 ,653 -1,301 1,301
Kpl E. coli 19,300 1,131 17,046 21,554
Kp2 E. coli 26,000 1,131 23,746 28,254
Kp3 E. coli 15,400 1,131 13,146 17,654
Kpl S. aureus 9,900 1,131 7,646 12,154
Kp2 S. aureus 13,800 1,131 11,546 16,054
Kp3 S. aureus 17,800 1,131 15,546 20,054

Post Hoc Tests

Homogeneous Subsets

Profile Plots

Estimated Marginal Means of Data
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