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Isolasi dan karakterisasi bakteri asam laktat dari whey tahu serta uji potensi 

probiotik  

 

Alawiyatul Himmah M, Liliek Harianie, Oky Bagas Prasetyo 

 

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,  

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang 

ABSTRAK 

Tahu merupakan makanan tradisional yang banyak digemari oleh masyarakat, dalam 

pengolahanya tahu menghasilkan dua limbah yaitu limbah padat (okara) dan limbah cair 

(whey). Whey tahu merupakan sisa cairan yang dibuang langsung ketika proses 

penggumpalan tahu, dan masih terdapat protein, lemak, karbohidrat serta zat lainnya. 

Limbah tahu mengalami suatu proses yaitu fermentasi secara spontan dengan 

menghidrolisis zat organik seperti protein, karbohidrat dan lemak yang terkandung dalam 

limbah tersebut. Bakteri asam laktat dalam makanan fermentasi berperan untuk 

menghasilkan aroma, rasa, tekstur yang lebih baik, meningkatkan nilai gizi, keamanan 

dan beberapa senyawa fungsional. Bakteri asam laktat memiliki kemampuan sebagai 

probiotik.  Penelitian pada Whey tahu diawali dengan isolasi dan karakterisasi terhadap 

beberapa bakteri adapun pengujian yang dilakukan yaitu pewarnaan Gram, pewarnaan 

endospore, uji katalase dan uji produksi gas, dimana hasilnya menunjukkan bahwa dari 

10 isolat terdapat enam jenis isolat bakteri asam laktat yang diduga sebagai genus 

lactobacillus. Pengujian terhadap potensi probiotik dengan uji ketahahn terhadap pH 

rendah  menggunakan media MRSB yang telah diatur pH (2,3,4) dan 6,2 sebagai kontrol 

dan di inkubasi selama 3 jam, isolat yang mampu bertahan terhadap pH rendah dilanjut  

uji ketahanan garam empedu menggunakan oxgal 0,3%. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa dari ke enam isolat tidak tahan terhadap pH 2 dan 3 akan tetapi tahan terhadap pH 

4 yaitu isolat dengan kode WT 9, isolat tersebut di uji ketahanan terhadap garam empedu 

memiliki ketahanan dengan nilai ≥ 0,1 yaitu WT 9 = 0,193. Penelitian ini merupakan 

penelitian deksriptif kualitatif kuantitatif. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui 

genus bakteri asam laktat dari whey tahu serta uji potensinya sebagai probiotik. 

Kata kunci: Bakteri asam laktat, whey tahu, probiotik 
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Isolation and characterization of lactic acid bacteria from tofu whey as 

probiotic potency test 

Alawiyatul Himmah M, Liliek Harianie, Oky Bagas Prasetyo 

 

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,  
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ABSTRACT 

 

Tofu is a traditional food that is much favored by the community, in its processing it 

produces two wastes, namely solid waste (okara) and liquid waste (whey). Tofu whey is 

the residual liquid that is disposed of directly during the tofu clumping process, and there 

are still proteins, fats, carbohydrates and other substances. Tofu waste undergoes a 

process, namely spontaneous fermentation by hydrolyzing organic substances such as 

proteins, carbohydrates and fats contained in the waste. Lactic acid bacteria in fermented 

foods play a role in producing better aroma, taste, texture, increasing nutritional value, 

safety and several functional compounds. Lactic acid bacteria have the ability as 

probiotics. Research on whey tofu begins with the isolation and characterization of 

several bacteria. The tests carried out were Gram staining, endospore staining, catalase 

test and gas production test, where the results showed that from 10 isolates there were six 

types of lactic acid bacteria isolates suspected of being the genus Lactobacillus. Tests on 

the potential of probiotics with a low pH resistance test using MRSB media that have 

been adjusted to pH (2,3,4) and 6.2 as a control and incubated for 3 hours, isolates that 

are able to withstand low pH are then tested for bile salt resistance using oxgal 0.3%. The 

results showed that of the six isolates that were not resistant to pH 2 and 3 but were 

resistant to pH 4, namely isolates with the code WT 9, the isolates tested for resistance to 

bile salts had resistance with a value of 0.1, namely WT 9 = 0.193. This research is a 

quantitative qualitative descriptive research. The purpose of this study was to determine 

the genus of lactic acid bacteria from tofu whey and to test its potential as a probiotic. 

Keywords: Lactic acid bacteria, tofu whey, probiotics 
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يك من مصم انهبن انتوفو، فضلا عن الاختبارات كتعزل وتوصيف انبكتيريا حمض انه

 انمحتمهة بروبيوتيك

 

 َٖح ً، ىٍيٍل ٕارٌاًّ، أٗمً تاغاص تزاطٍرٍ٘اىعيٌ٘اخ 

،اىداٍعح الإطلاٍٍح اىسنٍٍ٘ح ٍ٘لاّا ٍاىل إتزإٌٍ  ،ميٍح اىعيً٘ ٗاىرنْ٘ى٘خٍا قظٌ عيٌ الأزٍاء

 ٍالاّح

 

 انمهخص

اىر٘ف٘ ٕ٘ اىغذاء اىرقيٍذي اىذي ٌسة مثٍزا ٍِ قثو اىَدرَع، فً ذدٍٖش اىر٘ف٘ ذْرح اثٍِْ ٍِ 

ٍصو اىيثِ اىر٘ف٘  اىْفاٌاخ اىصيثح )أٗمارا( ٗاىْفاٌاخ اىظائيح )ٍصو اىيثِ(.اىْفاٌاخ، ًٕٗ 

ٕ٘ تقٍح اىظائو اىذي ٌرٌ اىرخيص ٍْٔ ٍثاشزج أثْاء عَيٍح ذنرو اىر٘ف٘، ٗلا ذشاه ْٕاك 

ذخعع ّفاٌاخ اىر٘ف٘ ىعَيٍح ، ًٕٗ  اىثزٗذٍْاخ ٗاىذُٕ٘ ٗاىنزتٍٕ٘ذراخ ٗغٍزٕا ٍِ اىَ٘اد.

غزٌق اىرسيو اىَائً ىيَ٘اد اىععٌ٘ح ٍثو اىثزٗذٍْاخ ٗاىنزتٍٕ٘ذراخ اىرخَز اىريقائً عِ 

ذيعة تنرٍزٌا زَط اىلامرٍل فً الأغعَح اىَخَزج دٗرا فً  ٗاىذُٕ٘ اىَ٘خ٘دج فً اىْفاٌاخ.

 إّراج رائسح ٗغعٌ ٍٗيَض أفعو ٗقٍَح غذائٍح ٍسظْح ٗطلاٍح ٗتعط اىَزمثاخ اى٘ظٍفٍح.

عِ  توفو مصم انهبنتذأ اىثسث عيى  ج عيى اىثزٗتٍ٘ذٍل.تنرٍزٌا زَط اىلامرٍل ىذٌٖا اىقذر

غزٌق عشه ٗذ٘صٍف اىعذٌذ ٍِ اىثنرٍزٌا تٍَْا ماّد الاخرثاراخ اىرً أخزٌد ًٕ ذيطٍخ 

زٍث أظٖزخ اىْرائح أّٔ ٍِ  اىدزاً ٗذيطٍخ اىث٘غ ٗاخرثار اىناذلاس ٗاخرثار إّراج اىغاس ،

خْض ٍِ  تنرٍزٌاذشرثٔ فً اىلامرٍل عشلاخ ماُ ْٕاك طرح أّ٘اع ٍِ تنرٍزٌا زَط  ٓٔ

اىَْخفط   pHاخرثار إٍناّاخ اىثزٗتٍ٘ذٍل عِ غزٌق اخرثار ٍقاٍٗح  اىلامر٘تامٍي٘ص.

معْصز ذسنٌ  ٕ.٦( ٗ ٗ,ٖ,ٕ(  pHاىرً ذٌ ذعذٌيٖا إىى  MRSBتاطرخذاً ٗطائػ 

طاعاخ ، ثٌ ٌرٌ اخرثار اىعشلاخ اىقادرج عيى ذسَو درخح اىسَ٘ظح  ٖٗازرعاّٖا ىَذج 

ٗأظٖزخ اىْرائح أّٔ  ٪.ٖ.ٓ (oxgal)اىَْخفعح ىَقاٍٗح ٍير اىصفزاء تاطرخذاً أٗمظداه

، ًٕٗ ٌعشه ٍع رٍش ٗ  pHهٗىنِ ٍقاٍٗح  ٖٗ  ٕ  pH ٍِ تٍِ طرح عشلاخ لا ذقاًٗ

٩WT  ٩ٕٗ٘ ٔ.ٓ ٍِ ≤، ذٌ اخرثار عشه ىَقاٍٗح الأٍلاذ اىصفزاٌٗح ٍع قٍَحWT  

ٕذا اىثسث ٕ٘ تسث ٗصفً ّ٘عً مًَ. ماُ اىغزض ٍِ ٕذٓ اىذراطح ٕ٘ ذسذٌذ . 3ٔ٩ٖٓ=

  خْض تنرٍزٌا زَط اىلامرٍل ٍِ ٍصو اىر٘ف٘ ٗاخرثار قذرذٖا عيى أّٖا تزٗتٍ٘ذٍل.

 

 ذ٘ف٘ ٍصو اىيثِ، اىثزٗتٍ٘ذٍل اىنيَاخ اىزئٍظٍح: تنرٍزٌا زَط اىلامرٍل،
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1.Latar Belakang  

Tahu merupakan makanan pokok yang sangat terkenal di Indonesia yang 

dikonsumsi sebagai makanan sehari-hari. Kandungan gizi yang tinggi pada tahu 

bermanfaat bagi kesehatan tubuh, yang terdiri dari kadar air 88%, protein 6%, 

karbohidrat 1.9%, kadar abu 0.6% dan lemak 3.5% (Andarwulan dkk., 2018). 

Industri tahu banyak tersebar di Indonesia dengan kapasitas produksi yang 

berbeda-beda, salah satunya industri tahu di jawa timur di Kota Malang 

berdasarkan data Disperindag (Dinas Perindustrian dan Perdagangan) tahun 2005 

bahwa terdapat 8 industri tahu formal dengan kapasitas produksi 673.900 kg per 

bulan (Ernawati 2011). Berdasarkan data penelitian Jaya dkk. (2018) pada pabrik 

UD. Sumber Urip pengolahan 150 kg kedelai menghasilkan limbah padat berupa 

ampas tahu sebesar 210 kg dan total limbah cair sebesar 2.115,51 kg/hari. Industri 

pengolahan tahu secara umum merupakan industri kecil rumah tangga yang 

menghasilkan limbah dalam skala yang besar, baik limbah padat maupun limbah 

cair apabila tidak ditangani secara baik dapat menimbulkan masalah pencemaran 

lingkungan.  

Kelangsungan hidup biota yang ada dalam badan perairan akan sangat 

dipengaruhi oleh kualitas air. Kualitas air akan berubah apabila ada bahan yang 

masuk, seperti bahan organik yang dapat mencemari perairan, menghasilkan 

produk dekomposisi berupa ammonia (NH3), CO2, H2S dan asam asetat yang 

dapat bersifat racun bagi biota perairan dan menurunnya kualitas perairan yang 

menyebabkan gangguan terhadap kehidupan biota akuatik. Apabila limbah ini 

dialirkan ke sungai terus menerus, berdampak buruk pada lingkungan perairan 

termasuk bagi ikan-ikan budidaya yang dipelihara pada keramba di lingkungan 

perairan tersebut dan ekosistem lingkungan perairan menjadi tidak stabil serta 

menimbulkan bau busuk (Pagoray dkk., 2021) Salah satu upaya yang dapat 

dilakukan yaitu dengan memanfaatkan kembali air limbah industri tahu tersebut, 

misalnya untuk kegiatan pertanian, limbah cair tahun juga dapat dimanfaatkan 
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sebagai POC (pupuk organik cair) (Siswoyo dan Joni., 2017). Industri tahu dalam 

sekala kecil maupun besar masih membuang limbahnya langsung ke sungai, 

menyebabkan aliran menjadi keruh, berbau tidak sedap dan organisme di dalam 

air banyak yang mati (Pangestika dan Nelson., 2020). 

Whey tahu merupakan sisa cairan yang dibuang langsung ketika proses 

penggumpalan tahu, dan masih terdapat protein, lemak, karbohidrat serta zat 

lainnya. Limbah yang dibuang tanpa adanya proses keberlanjutan akan mengalami 

pengendapan terhadap zat-zat organik, terjadinya pembusukan serta 

berkembangnya mikroorganisme patogen di badan perairan (Sinaga dkk., 2014 

dan Yeni dkk., 2016). Proses pembuatan tahu kedelai digiling sehingga menjadi 

susu kedelai dan dipanaskan lalu dikoagulasi dengan garam ataupun asam 

sehingga menghasilkan produk akhir berupa limbah berwarna kuning yang sering 

disebut whey tahu. Sedangkan limbah padat pada tahu disebut ampas (Li et al., 

2017 and Cua, 2019). 

Limbah tahu mengalami suatu proses yaitu fermentasi yang dilakukan 

oleh mikroba secara spontan dengan menghidrolisis zat organik yaitu protein, 

lemak dan karbohidrat yang terdapat didalam limbah tersebut. Terdapat beberapa 

jenis mikroorganisme yang terdapat pada proses ini, diantaranya bakteri hidrolitik 

memecah molekul organik komplek seperti (protein, selulosa, lignin, lemak) 

menjadi molekul monomer yang terlarut yaitu glukosa, gliserol, asam amino dan 

asam lemak. Molekul monomer dimanfaatkan langsung oleh beberapa kelompok 

bakteri berikutnya. Bakteri asidogenik (pembentuk asam) seperti Clostridium 

merubah asam lemak, gula, asam amino menjadi asam organik (seperti asam 

asetat, propionat, formiat, laktat, butirat, atau suksinat), alkohol dan keton (seperti 

etanil, metanol, gliserol, aseton), asetat, CO2 dan H2 (Yudhistira dkk., 2016). 

Bakteri asam laktat dapat bersumber dari fermentasi makanan, tumbuhan ataupun 

hewan yang kaya akan protein dan karbohidrat (Suryani 2020).  

Produk tahu memiliki dua limbah dimana ampas tahu telah diteliti 

sebelumnya mengandung unsur hara yang dapat menjadi media pertumbuhan 

mikroorganisme Bakteri Asam Laktat (BAL). Pada ampas tahu terdapat BAL 

Lactobacillus pentosus dan Lactobacillus plantarum (Aritonang et al., 2017). 
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Whey tahu didominasi oleh genus Lactobacillus sebesar 95,31%. Pada whey 

kedelai yang diperoleh dari hasil perasan tahu terdapat bakteri sebanyak 112 

Lactobacillus spp, 18 Streptococcus spp. dan 33 ragi (Li et al., 2017 and Fei, 

2018). Manfaat dari limbah tahu yang mengandung BAL yaitu dapat dijadikan 

sebagai kultur starter untuk koagulan tahu, probiotik dan kemampuan dalam 

mengubah isoflavon glukosida menjadi aglikon, bakteriosin sebagai bahan 

penghambat bakteri patogen dan bakteri pembusuk (Fei et al., 2017 and Fei et al., 

2018).  

Berdasarkan data dari LIPI (Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia) 

tahun 2017 melaporkan bahwa laporan Kementrian Riset dan Teknologi 2010 

menjelaskan terdapat 84.000 pengrajin tahu (skala kecil maupun besar) yang 

terdapat di Indonesia. Setiap pengrajin tahu dapat membutuhkan biji kedelai 

sekitar 2,56 juta ton per tahun dan menghasilkan limbah sebesar 14,6 -20 juta liter 

per tahun. Berdasarkan BPS (Badan Pusat Statistik) (2016) perkembangan 

konsumsi tahu secara berturut-turut tahun 2016-2017 yaitu sebesar 7,87 kg/ kapita 

sampai 7,88 kg/kapita per tahun. Pada tahun 2019 meningkat menjadi 8,03 

kg/kapita per tahun. Sally dkk. (2019) menyatakan bahwa  kenaikan dalam jumlah 

produksi tahu ini akan menyebabkan akumulasi limbah semakin meningkat. 

BAL memiliki kelebihan yaitu tidak membentuk spora, tidak motil, tahan 

terhadap pH asam, aerotoleran (tidak membutuhkan oksigen), katalase-negatif, 

produksi asam laktat (LA) yang dihasilkan dijadikan untuk produk metabolisme 

akhir dari fermentasi karbohidrat (Mora-Villalobos et al., 2020). Bakteri asam 

laktat yang terdapat pada makanan fermentasi akan memberikan kelebihan atau 

peranan penting dalam makanan tersebut untuk menghasilkan aroma, rasa, tekstur 

yang lebih baik, meningkatkan nilai gizi, keamanan dan beberapa senyawa 

fungsional (Yudianti, 2020). Ciri- ciri bakteri asam laktat sebagai berikut BAL 

termasuk Gram positif, termasuk organisme anaerob fakultatif, non-spora, 

katalase negatif, toleran asam kecuali beberapa spesies tertentu, termasuk 

organisme yang aman (Suryani 2020).  

Penelitian mengenai potensi probiotik dari whey tahu dilakukan karena 

probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang umumnya dimiliki oleh bakteri 
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asam laktat yang memodifikasi mikroflora pada sistem pencernaan manusia, 

terutama mikroflora usus. Probiotik memberikan dampak baik bagi tubuh. dengan 

bercirikan Gram positif, batang, anaerobik, terutama termasuk kedalam jenis  

bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus dan Bifidobacterium. Manfaat dari 

mengkonsumsi probiotik, salah satunya untuk gejala alergi sangat aman dan tidak 

memberikan efek samping, sehingga dilakukannya uji potensi probiotik untuk 

dapat dikembangkan manfaatnya dalam segala aspek ( Zukiewicz-Sobczak et al., 

2014). Limbah cair tahu masih mengandung protein tinggi dan dapat digunakan 

untuk proses pertumbuhan bakteri asam laktat dalam menghasilkan produk 

tertentu, seperti minuman probiotik ( Irmayanti et al., 2020). 

Bakteri asam laktat dapat ditemukan pada berbagai macam olahan 

makanan yaitu tahu, kecap, tauco, tempe dan asinan. Proses pembuatan tahu dan 

tempe bisa dilakukan dengan menambahkan bakteri asam laktat (Murni dkk., 

2013). Senyawa asam yang dominan dalam whey tahu merupakan asam laktat 

(Kumalaningsih, 2014).  Bakteri asam laktat tidak berbahaya untuk kesehatan 

apabila dikonsumsi, mampu mengubah laktosa dan gula menjadi asam laktat, 

(Roni dan Netty., 2012).  

Penelitian ini dilakukan karena banyaknya ketersediaan limbah tahu yang 

dihasilkan pada setiap pabrik yang masih kurang dimanfaatkan, apabila dibiarkan 

akan menimbulkan masalah pada lingkungan, dengan ini dapat dilakukan suatu 

upaya penelitian mengenai adanya bakteri asam laktat dari limbah cair tahu, uji  

karakterisasi bakteri asam laktat dari limbah tahu meliputi pewarnaan Gram, 

endospora, katalase dan produksi gas serta uji potensi probiotik yang meliputi uji 

ketahahan terhadap pH rendah dan ketahanan terhadap garam empedu. 

Karakterisasi ini penting untuk dilakukan untuk mendapat isolat bakteri asam 

laktat yang dapat dikembangkan dalam berbagai tujuan. Penelitian ini difokuskan 

dalam usaha memberikan informasi adanya bakteri asam laktat dari whey tahu 

mengingat bakteri ini merupakan jenis bakteri yang menguntungkan dan juga 

dapat dimanfaatkan sebagai probiotik untuk pencegahan dalam pengobatan 

banyak penyakit termasuk alergi. Penjelasan terkait makhluk Allah yang tidak 

terlihat termaktub dalam Al-Quran surat Q.S: Al-Haqqah [69]: 38-39). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0017b%3Bukiewicz-Sobczak%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26155109
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  َُ ا ذثُۡصِزُٗ ََ ٌُ تِ َُ   ٣ٖفلََآ أقُۡظِ ا لَا ذثُۡصِزُٗ ٍَ َٖٗ٩  

Artinya : Maka Aku bersumpah dengan apa yang kamu lihat.{38} Dan dengan 

apa yang tidak kamu lihat {39}. 

 

Penjelasan dikutip dari tafsir Al-Aisar firman Allah ta‟ala yang artinya” 

maka aku bersumpah dengan apa yang kamu lihat. Dan  dengan apa yang tidak 

kamu lihat”. Maka tidaklah perkara seperti apa yang kalian lihat dan katakan 

wahai para pendusta. Aku bersaksi atas hal yang nampak oleh mata dan yang 

tidak nampak oleh penglihatan (mata) seperti makhluk yang ada wujudnya di 

bumi dan di langit (Al-jazairi, 2009).  

“Maka Aku tidak bersumpah dengan apa yang kamu lihat dan dengan 

apa yang tidak kamu lihat” dari ciptaan-Ku. Kata ( لَا) dalam firman-Nya: ( فلََا

 ٌُ  sebagian memahaminya dengan makna tidak, Allah tidak bersumpah dengan (أقُْظِ

semua wujud yang telah nyata apa yang akan disampaikan sehingga tidak perlu 

adanya penegasan dengan bersumpah. Pemahaman lain terkait arti kata )لَا) itu 

bertujuan sebagai sisipan untuk menguatkan sumpah. Jadi, seakan-akan awal ayat 

di atas memberi penjelasan bahwa Sungguh saya bersumpah. Ayat ini  ( ا ََ تِ

 َُ ْٗ ا لَا ذثُْصِزُ ٍَ  َٗ  . َُ ْٗ .ذثُْصِزُ ) “dengan apa yang kamu lihat dan dengan apa yang 

tidak kamu lihat” menjelaskan tentang adanya wujud yang tidak terlihat oleh mata 

atau yang terlihat sekalipun oleh manusia (Shihab, 2002). 

Ayat tersebut menjelaskan bahwa telah banyak ilmu yang ada di dunia 

ini. Salah satunya seperti ilmu tentang mikrobiologi, yang didalamnya membahas 

terkait bakteri,virus dan jamur. Penelitian ini menggambarkan bahwa terdapat 

makhluk ciptaan Allah yang lebih kecil daripada semut yaitu bakteri asam laktat. 

Mikroorganisme ini memiliki bentuk dan ukuran yang relatif kecil yang tidak 

dapat dilihat oleh mata, untuk dapat melihatnya memerlukan bantuan alat seperti 

mikroskop. 
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1.1.Rumusan Masalah  

1. Apa saja genus bakteri asam laktat yang terdapat di dalam whey tahu ? 

2. Apakah genus bakteri asam laktat yang terdapat dalam Whey tahu memiliki 

potensi sebagai probiotik? 

1.2.Tujuan  

1. Mengetahui genus bakteri asam laktat dari Whey tahu. 

2. Mengetahui genus bakteri asam laktat yang terdapat dalam Whey tahu yang 

berpotensi sebagai probiotik.  

1.3.Manfaat  

1. Memberikan informasi tentang jenis bakteri asam laktat dari Whey tahu untuk 

dapat dimanfaatkan atau dikembangkan untuk berbagai macam tujuan tertentu 

terutama dalam bidang mikrobiologi pangan 

2. Memberikan inspirasi untuk dapat diteliti lebih lanjut terhadap bakteri asam 

laktat yang ada pada beberapa limbah dari produk olahan makanan agar tidak 

terbuang sia-sia sehingga menimbulkan pencemaran lingkungan.  

3. Memberi gambaran secara ilmiah terkait jenis bakteri asam laktat (BAL) dari 

Whey tahu berpotensi probiotik.  

1.5. Batasan Masalah  

1. Lokasi pengambilan sampel dilakukan di pabrik tahu di sukun  

2. Sampel diambil dari 1 pabrik tahu 

3. Bakteri yang diamati jenis  bakteri asam laktat 

4. Media tumbuh bakteri yaitu MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) dan 

MRSB (De Mann Rogosa Sharpe Broth) 

5. Teknik yang digunakan dalam mengisolasi bakteri yaitu degan cara 

pengenceran bertingkat yang diinokulasikan pada MRSA (De Mann Rogosa 

Sharpe Agar) dengan cara pour plat  

6. Teknik dalam mengkarakterisasi bakteri dengan beberapa uji diantaranya 

makroskopis dan mikroskopis yang meliputi pewarnaan Gram, pewarnaan 

endospora, uji katalase, uji produksi gas 
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7. Karakterisasi bakteri asam laktat dilakukan sampai tingkat genus dengan 

menggunakan panduan buku Bergey’s 1994 

8. Pengujian terkait potensinya sebagai probiotik dengan melihat kemampuan 

dalam ketahanan terhadap pH rendah dan ketahanan terhadap garam empedu 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1.Bakteri asam laktat (BAL) 

Bakteri yang memiliki peranan terbesar di produk pangan yaitu bakteri 

asam laktat, dapat dimanfaatkan sebagai makanan fungsional dan pengawet alami 

dalam suatu produk fermentasi. Pemanfaatan untuk pengawet alami secara 

biopreservatif dengan memanfaatkan bakteri asam laktat telah banyak 

dikembangkan, pemanfaatan metabolitnya dijadikan sebagai agen antimikroba 

(Ibrahim dkk., 2015). Proses fermentasi pangan melibatkan bakteri BAL (Sasmita 

dkk., 2018). BAL telah dimanfaatkan secara tradisonal dalam kehidupan manusia  

baik dalam proses fermentasi makanan seperti halnya asinan, kecap, tahu, tauco, 

tempe (Murni dkk., 2013).  

Ciri- ciri bakteri asam laktat yaitu termasuk dalam bakteri Gram positif, 

,non-motil, katalase-negatif, endospora-negatif dan sebagai penghasil 

antimikroba. Bakteri yang memiliki kemampuan dalam memfermentasikan 

glukosa atau karbohidrat untuk menghasilkan asam laktat dengan jumlah yang 

tinggi (Romadhon, 2012). Bakteri asam laktat (BAL) terdapat dua family yaitu, 

Lactobacillaceae dan Streptococcaceae. Terbagi atas 12 Genus Lactobacillus dan 

Bifidobacterium termasuk family Lactobacillaceae memiliki bentuk batang, 

sedangkan Streptococcaceae berbentuk bulat termasuk genus Leuconostoc dan 

Pediococcus (Aritonang, 2017). Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, 

Aerococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, Weissella, dan 

Oenococcus. Digolongkan kedalam  kelompok BAL karena memiliki kemampuan 

dalam memetabolisme asam laktat (Nurhikmayani, 2019). 

Probiotik dapat dihasilkan dari bakteri asam laktat (BAL), kelompok 

bakteri probiotik bersifat menghasilkan asam laktat,  non patogen, , kelompok, 

berbentuk coccus atau bacillus, tidak membentuk spora, katalase negatif dan 

oksidase positif. Bakteri asam laktat memiliki kemampuan dalam 

menfermentasikan gula menjadi asam laktat, produksi asam laktat oleh BAL 



9 
 

 
 

sangat cepat perkembangannya, sehingga pertumbuhan mikroba lain yang tidak 

diinginkan dapat terhambat (Putri, 2018). 

Bakteri asam laktat (BAL) dapat dikatakan sebagai food grade 

microorganisms yang merupakan jenis mikroba menguntungkan bagi kesehatan 

tidak bersifat toxic terhadap berbagai bahan pangan, melainkan sangat 

menguntungkan bagi kesehatan (Ibrahim dkk., 2015). Asam organik yang 

dihasilkan dari asam laktat yang didapat dari hasil metabolit utama fermentasi 

BAL memiliki harga jual tinggi karena peranannya yang bermacam-macam dalam 

bidang industri (Safitri, 2016).  Bakteri asam laktat (BAL) secara umum akan 

menghasilkan etanol dalam jumlah besar, asam laktat dan asam asetat, 

menghasilkan asam organik dalam jumlah kecil dari fermentasi substrat energi 

karbohidrat yang merupakan senyawa antimikroba (Dewi, 2019). Bakteri asam 

laktat (BAL) yang ditambahkan pada suatu produk akan dapat menurunkan pH 

substrat dan dapat mencegah munculnya bakteri berbahaya (patogen). Bakteri 

asam laktat pada makanan akan memberikan nilai gizi lebih dari bahan aslinya. 

Komponen mikroba yang ada pada suatu makanan akan memecah secara komplek 

menjadi sederhana untuk dengan mudah dapat dicerna (Usmania, 2018).  

Asam laktat yang dihasilkan dari suatu proses metabolisme karbohidrat 

akan mempengaruhi nilai pH lingkungan tempat bakteri tersebut tumbuh sehingga 

menyebabkan rasa asam. Tingginya nilai asam laktat akan mempengaruhi 

terhadap rendahnya nilai pH. Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus 

bulgaricus merupakan spesies bakteri asam laktat, mampu memecah karbohidrat 

menjadi asam laktat (Abdul dkk., 2018). BAL memiliki dua sifat yaitu 

homofermentatif yang terdiri dari jenis bakteri  Streptococcus, Pediococcus dan 

Lactobacillus, BAL heterofermentatif terdiri dari jenis bakteri yaitu Leuconostoc 

dan beberapa dari spesies Lactobacillus (Aritonang, 2017). Lactobacillus dapat 

digunakan sebagai probiotik, produksi asam laktat serta bacteriosin (Hidayat dkk., 

2018). 

Nutrisi utama yang dibutuhkan bakteri asam laktat adalah terpenuhinya 

sumber karbon dan nitrogen. Karbohidrat diburtuhkan sebagai nutrisi yang lebih 

banyak dibandingkan dengan protein. (Azizah dkk., 2012) Bakteri asam laktat 
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menggunakan sumber karbon sebagai sumber energi dan bahan pembentuk asam 

laktat, sedangkan nitrogen digunakan sebagai bahan pembentuk biomassa sel. 

Bakteri asam laktat pada fase pertumbuhan memanfaatkan protein sebagai sumber 

nitrogen, yang digunakan oleh bakteri untuk sintesis protein, asam amino (Safitri 

dkk., 2016). Sumber karbon yang baik untuk pertumbuhan bakteri asam laktat 

adalah glukosa. Glukosa sebagai monosakarida merupakan senyawa yang 

langsung dapat digunakan secara penuh oleh bakteri P. pentosaceus dalam 

metabolismenya. (Yeni dkk., 2016) 

Bakteri asam laktat memiliki peranan penting dalam fermentasi makanan 

dengan adanya BAL tidak hanya berkontribusi pada pengembangan sifat sensoris 

yang diinginkan pada produk akhir akan tetapi untuk keamanan mikrobiologis 

BAL. Bakteri asam laktat memiliki status GRAS yang pada umumnya aman pada 

makanan, di Eropa status aman pada makanan sekitar 25%, serta 60% makanan di 

Negara berkembang juga terdiri dari makanan fermentasi dari BAL (Juodeikiene, 

2015). Bakteri asam laktat tersebar dalam 16 genus, 12 diantaranya terdapat pada 

makanan, bersifat Gram positif, sebagian diantaranya berbentuk batang, kokus 

(seperti bola) atau kokobasil. Kebanyakan mesofilik, tetapi sebagian dapat tumbuh 

pada suhu refrigerator (4°C) sampai 45°C (Ingratubun dkk., 2013). 

Bakteriosin adalah protein yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yang 

mampu menghambat pertumbuhan berbagai patogen dan bakteri perusak. Asam 

laktat dapat terbentuk melalui proses fermentasi yang berlangsung dengan adanya 

aktivitas bakteri asam laktat yaitu Lactobacillus, yang berlangsung secara spontan, 

dan terjadi secara alamiah dengan memperhatikan kondisi lingkungannya yaitu 

anaerobic (Sutrisna dkk., 2015). 

2.1.1. Lactobacillus  

Genus lactobacillus memiliki beberapa karakter yaitu termasuk bakteri 

Gram positif, berbentuk basil/batang, non-motil bakteri ini mampu tumbuh pada 

media agar MRS pada pH 4,4 (Cho et al., 2013). Tidak tumbuh pada kadar garam 

18 %  bakteri banyak dimanfaatkan pada hasil produk pangan fermentasi karena 
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aman, produk pangan fermentasi meliputi bekasam, sawi asin, sourkraut, dan 

tempoyak (Widowati, 2014). 

Lactobacillus merupakan bakteri asam lakatat yang dikelompokkan ke 

dalam jenis bakteri heterogenus, terdiri dari 135 spesies, 27 subspesies. Genus ini 

memiliki kelebihan sebagai agen probiotik, karena dapat bertahan pada pH 

rendah, garam empedu, memproduksi antimikroba, memiliki kemampuan 

antagonistik terhadap patogen enterik, mengikat kolesterol diet, mengkonjugasi 

garam empedu, dapat tumbuh pada media sederhana. Mampu menghambat bakteri 

patogen genus salmonella, vibrio, listeria, shigella dan staphylococcus.  

Menghasilkan komponen antimikroba (bakteriosin) seperti asidolin, asidofilin, 

dan laktosidin. Beberapa spesies yang digunakan sebagai probiotik dalam produk 

komersial diantaranya L. reuteri, L. plantarum, L. lactis, L. acidophilus, L, 

rhamnosus, L. casei,  L. fermentum, L. delbrueckii subcp, L. brevis, dan 

L.cellobiosus, L. bulgaricus (Hidayat, 2018). 

2.1.2. Streptococcus  

Streptococcus memiliki ciri-ciri yaitu Gram-positif, memiliki bentuk 

cocci (bulat, oval) dan non-motile (Sulmiyati, 2018). Streptococcus memiliki 35 

spesies yang telah diidentifikasi, yang dapat dimanfaatkan sebagai fermentasi 

produk dalam pemproduksian minuman ataupun makanan. Beberapa spesies yang 

sering digunakan yaitu S. lactis, S. cremoris, S. salivarious, subsp. Thermophiles 

dan S. intermedius (Hidayat, 2018). 

2.1.3. Pediococcus  

Pediococcus memiliki karakteristik berbentuk coccus, termasuk bakteri 

Gram positif, tidak membentuk spora, non-motil, tergolong bakteri asam laktat 

karena proses akhir metabolisme berupa asam laktat (Osamanagaoghu et al., 

2011). Pediococcus memiliki bentuk yang berbeda dari jenis coccus lainnya yaitu 

membentuk tetrad dan tidak menghasilkan gas (Wikandari dkk., 2012). 

Pediococcus dapat tumbuh pada suhu 25-40℃, pH 4,2 dan media yang 

mengandung 6,5% NaCL, habitat terdapat pada tumbuhan , susu, urin, hewan dan 



12 
 

 
 

bir (Hutkins, 2006). Hasil penelitian dari FTP UGM menyatakan bahwa aplikasi 

kultur starter  pediococcus acidilactici F-11 dapat digunakan sebagai preservasi 

tahu, dengan menambahkan bakteriosin pada tahu simpan dingin hingga dapat 

menekan pertumbuhan bakteri dan dapat memperpanjang masa kadaluarsa 

(Rahayu & Tyas, 2019). 

2.1.4. Leuconostoc  

Leuconostoc memiliki karakteristik bentuk sel kokus, termasuk bakteri Gram 

positif, uji katalase negatif dan menghasilkan asam laktat. Masa simpan 6 minggu 

pada suhu 10ºC (Sumarsih et al., 2012). Bakteri jenis ini memili perbedaan yang 

signifikan dengan genus lactobacillus dan streptococcus yaitu bersifat 

heterofermentatif yaitu memfermentasi gula menjadi asam laktat, asam asetat, 

etanol dan CO2 (Hutkins, 2006). BAL heterofermentatif seperti Leuconostoc, akan 

memecah glukosa menghasilkan ± 50% asam laktat dan sisanya dapat berupa 

etanol, asam asetat, asetaldehid, diasetil, dan CO2 (Fauzi dkk., 2012).  

2.2.Manfaat bakteri asam laktat (BAL)  

Pemanfaatan BAL terhadap proses fermentasi akan menghilangkan 

aroma prengus yang tidak diinginkan pada suatu produk (Setyawardani, 2017). 

Manfaat dari mengkonsumsi makanan yang didalamnya terdapat peranan BAL, 

dapat meningkatkan kesehatan saluran pencernaan, sistem imun, menurunkan 

gejala lactose intolerance, menurunkan prevalensi alergi pada individu yang 

rentan alergi dan dapat menurunkan resiko kanker kolon (Widodo, 2019). 

Berbagai jenis mikroba yang dapat dimanfaatkan manusia sebagai probiotik 

diantaranya bakteri asam laktat, Bifidobacterium sp. Saccharomyces boulardi, 

E.coli non- enteropatogenik, Pediococcus acidilactici dan Bacillus subtilis. 

Sedangkan bakteri yang lebih banyak digunakan sebagai probiotik dari jenis 

bakteri asam laktat dan Bifidobacterium karena keduanya merupakan golongan 

organisme GRAS (Generally recognized as safe) (Hidayat, 2018) 

Bakteri asam laktat (BAL) memiliki peranan dalam menghambat 

mikroba patogen secara alami dan juga dapat dijadikan agen probiotik untuk 

kesehatan hewan dan manusia dalam menurunkan kadar serum kolesterol, 
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mengurangi timbulnya penyakit diare, penghambat berkembang biaknya penyakit 

tumor dan kanker pada sistem pencernaan sehingga diperlukannya pemeliharaan 

dalam keseimbangan mikroba pada sistem pencernaan, kasus intoleransi laktosa, 

sebagai sistem imun, mengendalikan infeksi patogen, sebagai pengganti antibiotik 

(Manalu et al., 2020).  

Bakteri asam laktat (BAL) memiliki peranan sebagai senyawa antimikroba 

yang sering disebut bakteriosin, yang peranannya dapat memperpanjang masa 

simpan makanan dan dapat menghambat mikroorganisme yang tidak diinginkan 

dan aman dikonsusmsi serta tidak beracun (Aritonang, 2017). Bakteri asam laktat 

apabila ditambahkan ke dalam makanan akan memberikan nilai rasa, aroma 

sehingga diperoleh bentuk makanan yang baik, adanya bakteri asam laktat juga 

meningkatkan nilai gizi dan senyawa fungsional pada suatu produk itu sendiri 

(Yudianti, 2020). 

2.3. Potensi Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Secara umum potensi bakteri asam laktat sebagai berikut (Rahayu & Tyas, 

2019) : 

a. Sebagai starter (inoculum) dalam fermentasi makanan, seperti keju, kecap, 

buah, asinan sayuran, yogurt. 

b. Agen probiotik yang banyak dimanfaatkan dalam kesehatan  

c. Agen dalam pegawetan makanan (biopreservasi), seperti komponen 

bakteriosin atau biokontrol (biomassa).  

Yoghurt merupakan produk hasil fermentasi susu dengan memanfaatkan 

bakteri Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophillus. Proses 

fermentasi pada yoghurt memiliki peran penting dalam pembentukan asam laktat. 

Lactobacillus berfungsi dalam pembentukan aroma, sedangkan Streptococcus 

thermophillus berfungsi dalam memberikan cita rasa pada olahan yoghurt (Arini, 

2017).  

Bakteri asam laktat berpotensi sebagai agen probiotik dalam 

meningkatkan penyerapan laktosa dalam tubuh, aktifitas antimutagenik yang 

mencegah terjadinya kanker pada saluran pencernaan dan mencegah terjadinya 
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diare (Tambunan, 2016). Bakteriosin adalah senyawa peptida yang bersifat 

menghambat pertumbuhan, membunuh bakteri patogen, antibakteri yang 

diperoleh dari beberapa bahan makanan dan minuman fermentasi (Cotter & Hill, 

2003).  

Peranan penting bakteri asam laktat adalah kemampuan dalam 

memproduksi antimikroba, seperti bakteriosin. Bakteriosin diketahui potensial 

menjadi biopreservatif pada bahan makanan. Senyawa ini berfungsi 

memperpanjang umur simpan produk. Kemampuan bakteriosin sebagai 

biopreservatif dibuktikan dengan kemampuannya dalam menghambat 

mikroorganisme patogen. Bakteriosin dapat berupa protein yang memberikan efek 

bakterisidal khususnya terhadap bakteri Gram positif. Bakterisidal adalah senyawa 

yang mempunyai kemampuan untuk membunuh mikroorganisme lain. Target 

utama dari bakteriosin yang diproduksi bakteri asam laktat kemungkinan besar 

adalah membran sitoplasma. Bakteriosin akan mengubah permeabilitas membran 

sehingga mengganggu transpor membran atau menghilangkan tenaga gerak proton 

yang mengakibatkan terhambatnya produksi energi dan biosintesis protein 

(Rahmiati., 2017). 

Beberapa metabolit aktif yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yaitu 

asam laktat, bakteriosin, etanol, dan hidroperoksida. Metabolit ini dapat dijadikan 

sebagai agen dalam membunuh bakteri. Salah satunya bakteriosin yang dijadikan 

sebagai antimikroba dan merupakan suatu senyawa peptida. Asam laktat yang di 

produksi dapat menurunkan pH lingkungan. pH yang rendah dapat membunuh 

mikroba patogen dan menghambat kontaminasi mikroba pembusuk (Sasmita, 

2018). 

Beberapa bakteri asam laktat memiliki peran penting dalam menjaga 

kesehatan manusia dan sebagai probiotik. Probiotik bakteri dapat meningkatkan 

sistem kekebalan tubuh manusia, mengurangi kolesterol, meredakan intoleransi 

laktosa dan alergi, dan meningkatkan mikrobiota usus, serta memiliki antikanker 

dan sifat anti diare (Meryandini et al., 2020) 
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2.4.Probiotik  

Probiotik merupakan suatu istilah yang berasal dari bahasa Yunani yaitu 

kata "probios" yang berarti "seumur hidup" sedangkan "antibiotik", memiliki arti 

“melawan kehidupan”. Sejarah dikenalnya istilah probiotik ketika manusia 

mengkonsumsi beberapa makanan fermentasi yang terkenal di Yunani dan 

Romawi. Probiotik adalah mikroorganisme yang terjadi secara alami dapat 

dikonsumsi sebagai komponen makanan atau suplemen makanan yang baik untuk 

kesehatan. Berbagai macam produk makanan dan minuman probiotik, hasil 

fermentasi yaitu minuman susu, yoghurt, keju dan es krim, yang dilakukan 

melalui kultur probiotik yang baik, sehingga dapat memberikan kesehatan bagi 

tubuh (Hossain et al., 2018). BAL penghasil antibakteri berpotensi untuk 

digunakan sebagai probiotik. Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang 

apabila dikonsumsi dapat memberikan manfaat bagi kesehatan. Mikroorganisme 

probiotik mampu menghasilkan senyawa antimikroba yang dapat menghambat 

pertumbuhan mikroba patogen. ( Aritonang et.al., 2017) 

Pemberian profilaksis probiotik pada awal kehidupan (dengan pemberian 

ASI atau senyawa sintetis pengganti susu) sangat penting karena mikroflora usus 

berperan besar dalam perkembangan sistem kekebalan tubuh (Zukiewicz-Sobczak 

et al., 2014) Spesies probiotik yang tersedia secara komersial berasal dari genus 

Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus dan Bifidobacterium (Mora-

Villalobos, 2020). Lactobacillus delbrueckii subsp, Lactobacillus casei, 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

acidophilus. bulgaricus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis, 

Lactococcus lactis dan Leuconostoc mesenteroides (Zukiewicz Sobczak et al., 

2014). 

Syarat bakteri dapat dikategorikan sebagai probiotik yaitu, aman untuk 

dikonsumsi, mampu bertahan terhadap pH asam karena probiotik yang 

dikonsumsi harus dapat melewati lambung yang pH-nya mencapai 2, tahan dalam 

kondisi garam empedu, karena berperan dalam proses pencernaan makanan, tahan 

pada kondisi anaerob yang mencerminkan suatu kondisi saluran cerna manusia, 

mampu menghambat bakteri patogen, mudah dikultivitasi yaitu tidak 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0017b%3Bukiewicz-Sobczak%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26155109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0017b%3Bukiewicz-Sobczak%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26155109
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membutuhkan substrat yang bermacam-macam untuk pertumbuhan, viabilitas 

yang tinggi selama pengolahan dan penyimpanan dan secara genetik bersifat stabil 

(Lestari & Siti, 2018). 

Pengamatan terhadap ketahanan pH asam merupakan syarat probiotik, 

Sehingga BAL dapat dikatakan sebagai probiotik, harus mampu bertahan pada pH 

rendah, karena keasaman lambung berkisar antara pH 2,0-4,0 yang diakibatkan 

oleh produksi HCl (Bawole dkk., 2018). Kemampuan dalam mentoleransi empedu 

dengan konsentrasi 0,3%-0,5% merupakan karakteristik yang penting dimiliki 

oleh bakteri probiotik, karena merupakan prasyarat untuk dapat melewati saluran 

pencernaan dan sampai pada kolon (Emmawati dkk., 2015). 

Bakteri asam laktat yang bersifat probiotik harus memiliki beberapa 

karakteristik, salah satunya adalah mampu bertahan terhadap garam empedu dan 

asam lambung, karena bakteri asam laktat untuk dapat bertahan dan tumbuh pada 

saluran pencernaan harus mampu melewati bagian atas saluran usus yang berisi 

garam empedu yang disekresikan kedalam usus (Sari dkk., 2018). Syarat penting 

probiotik yaitu tahan terhadap pH asam dan garam empedu (Feliatra, 2018). 

Bakteri asam laktat yang diperoleh dan diduga sebagai kandidat Probiotik 

dapat dimanfaatkan sebagai salah satu alternatif pakan tambahan untuk ternak, 

untuk meningkatkan kesehatan dan daya imunitas ternak, serta menurunkan 

populasi bakteri patogen yang ada dalam saluran pencernaan ternak (Febrianti 

dkk., 2016) dapat dimanfaatkan sebagai minuman probiotik (Irmayanti et al., 

2020) bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai probiotik dapat berpotensi 

menurunkan kolesterol ( Dewi dkk., 2012). 

Manfaat probiotik bagi kesehatan dapat menjaga keseimbangan 

mikroflora saluran pencernaan, mencegah diare, dapat menurunkan kolesterol, 

tidak dapat menimbulkan iritasi pada usus, berpotensi sebagai antikanker, 

meningkatkan kekebalan tubuh, membantu menjaga berat tubuh serta produk susu 

fermentasi BAL dapat dijadikan sebagai alternatif untuk membantu bayi yang 

alergi dan intoleran terhadap susu (Priadi dkk., 2020).  

Selama fermentasi, BAL menghasilkan asam laktat yang menurunkan pH 

dan membatasi pertumbuhan mikroorganisme patogen, melepaskan enzim 
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hidrolitik (lipase dan protease), serta mampu memecah makromolekul, seperti 

lipid dan protein, sehingga menghasilkan prekursor. dari aroma tertentu. Hal ini 

membuktikan bahwa BAL memiliki potensi untuk dijadikan starter kultur dan 

juga beberapa manfaat lain untuk kesehatan (Antara, 2019). 

Penelitian dari Wasis (2019), terkait bakteri asam laktat yang diisolasi 

dari asinan rebung bambu tabah dapat diperoleh 3 isolat dari 88 isolat bakteri yang 

telah di uji memiliki kemampuan untuk berkembang pada pH rendah dan garam 

empedu sehingga isolat tersebut dapat digunakan sebagai kandidat probiotik.  

2.5.Tahu  

Tahu adalah produk olahan berbahan dasar kedelai yang dikonsumsi 

sebagai lauk ataupun camilan. Produksi tahu di Indonesia menghasilkan produk 

akhir berupa limbah padat maupun limbah cair yang proses pembuatannya masih 

secara tradisional dimana dengan proses ini limbah cair tersebut dibuang secara 

sembarangan di perairan sungai karena masih belum adanya sistem yang 

mengatur terkait pembuangan Whey tahu (Bija, 2020) 

Tahu berbahan dasar dari kedelai diproses melalui penggumpalan ekstrak 

protein kedelai. Nilai Gizi yang terkandung dalam tahu yaitu  kadar air 88%, 

protein 6%, karbohidrat 1.9%, lemak 3.5% dan kadar abu 0.6% kriteria tahu yang 

layak konsumsi terlihat pada teksturnya yang halus, padat namun tidak keras dan 

empuk, tahu mengandung gel protein kedelai yang merupakan faktor penting 

dalam menentukan hasil dan kualitas tahu (Andarwulan dkk., 2018).  

Tahu merupakan produk utama olahan kedelai di dunia, hasil olahan tahu 

menghasilkan produk sampingan berbentuk cair yang dikenal sebagai  whey tahu 

atau dadih  dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak, pupuk atau dibuang begitu 

saja. Limbah tahu memiliki kandungan air 80% cukup tinggi sehingga mudah 

rusak dan memiliki kandungan zat bergizi untuk bakteri cukup tinggi (Benedetti, 

2015 dan Matemu et al., 2009). Terdapat empat koagulan tahu yang sering 

digunakan, dapat dilihat di tabel 2.1.  
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Tabel 2.1 Koagulan tahu secara umum  

Golongan  Jenis yang umum digunakan  

Garam sulfat  CaSO4 dan MgSO4.7H2O 

Garam klorida ( nigari) Nigari alami, MgCl2.6H2O, air laut, CaCl2.2H2O 

Asam  Asam asetat, cuka (larutan asam asetat 4 %), Asam laktat, 

sari buah jeruk  

Lakton  C6H10O6(glukono-δ-lakton) GDL 

Sumber : Syah,2018 

2.6.Whey tahu  

Whey berwarna bening yang dihasilkan dari proses pembuatan tahu, 

memiliki bau asam, pH <5 senyawa asam yang dominan dari whey tahu yaitu 

bakteri asam laktat (Kumalaningsih, 2014). pH asam pada whey tahu akan 

mengendapkan protein didalam sari kacang hijau. Manfaat dari whey tahu yaitu 

memanfaatkan limbah untuk kepentingan tertentu agar tidak dibuang secara sia-

sia (Elygio, 2016). Seperti dijadikan sebagai nata de soya dan kecap, dalam air 

limbah tahu (whey) masih terdapat bahan organik seperti karbohidrat 2,23%, 

lemak 0,4%, protein 0,5% (Sutiyani, 2012 & Ismawati, 2015), vitamin dan 

mineral (Supriatna dan Hasrini, 2019). Whey tahu juga dapat dimanfaatkan 

sebagai media pertumbuhan bakteri (Yeni, 2016). Berikut tabel 2.2 terkait 

komposisi kimia whey tahu. 

 

Tabel 2.2 Komposisi Kimia Whey Tahu  

Komponen Jumlah 

(%bb) 

Jumlah 

(%bk) 

Air  98,02  

Abu  0,11 5 

Lemak kasar 0,11 5 

Protein kasar 1,75 88,38 

Serat kasar  0,003 0,1 

Rasio C/N 0,3  

Karbohidrat 0,01  

Total gula 0,26  

pH 4,05  

Sumber : Yeni dkk., (2016) 
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Air dadih (Whey) merupakan limbah cair kental yang dihasilkan dari  

gumpalan tahu. Berdasarkan data Kementrian Pertanian, dimana  kebutuhan 

kedelai untuk produksi tahu diseluruh Indonesia per tahun mencapai 450 ribu ton, 

sehingga diperoleh limbah cair tahu sebesar 19.575.000 ton per tahun atau 54.375 

ton per hari (Arinto, 2013). Jumlah  limbah cair  tahu  yang  sangat  tinggi  akan 

berdampak pada  pencemaran lingkungan, dan juga memiliki potensi sebagai  

sumber mikroba potensial. Mikroba indigenous dari whey  tahu  dapat  

dimanfaatkan sebagai  alternatif  biokonversi  limbah  menjadi hal yang 

bermanfaat (Asril, 2019) . 

Allah berfirman yang termaktub pada Al- Quran Q.S: Yasin ayat 33. 

ا َٖ ْۡ ٍِ أخَۡزَخْۡاَ  َٗ ا  َٖ ََْٰ ٍۡ رحَُ أزٍََۡ ٍۡ ََ ٌُ ٱلۡأرَۡضُ ٱىۡ ُٖ ءَاٌَحٞ ىَّ َٗ   َُ ُٔ ٌَأۡمُيُ٘ ْۡ َِ ا فَ  ٖٖزَثّّٗ

Artinya: Dan suatu tanda (kekuasaan Allah yang besar) bagi mereka adalah bumi 

yang mati. Kami hidupkan bumi itu dan Kami keluarkan dari padanya 

biji-bijian, maka daripadanya mereka makan (Q.S: Yasin [36]: 33). 

 

Abu ja‟far berkata seraya menjelaskan, dan sebuah petunjuk untuk orang 

musyrik mengenai keutamaan Allah akan hal yang dikehendaki -Nya, dan 

menghidupkan makhluk -Nya yang telah mati serta mengembalikannya seperti 

sedia kala sesudah mati. Allah menghidupkan bumi yang mati tanpa adanya 

makhluk hidup tersebut dengan menurunkan dari langit suatu air hujan sampai 

tumbuh tumbuhan, adanya tumbuhan tersebut Allah mengeluarkan biji sehingga 

dijadikannya sebagai makanan pokok umat manusia dan dijadikan sebagai sumber 

makanan (At-Thabari, 2009). 

Ayat tersebut menjelaskan Dan, di samping pelajaran yang dapat diambil 

dari pengalaman sejarah yang membuktikan keesaan dan kuasa Allah, suatu tanda 

besar lainnya bagi mereka adalah bumi yang mati, yakni kering kerontang, lalu 

Kami menghidupkannya dengan menurunkan air dari langit dan menumbuhkan 

tumbuhan sehingga dikeluarkannya biji-bijian maka dari biji-biji itu mereka 

makan. Penggunaan bentuk jamak pada kata (ا َٖ ََْٰ ٍۡ  Kami menghidupkannya dan (أزٍََۡ

 Kami keluarkan mengisyaratkan adanya keterlibatan selain Allah dalam (أخَۡزَخْۡاَ)
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hal menghidupkan bumi dan mengeluarkan tumbuh-tumbuhan keterlibatan 

manusia dalam hal ini adalah salah satu yang dimaksud (Shihab, 2002). 

Allah جل جلاله berfirman ( ٌُ ُٖ ءَاٌحَٞ ىَّ َٗ ) ”dan sesuatu tanda (kekuasaan Allah yang 

besar) bagi mereka.”yaitu, tanda bagi mereka tentang adanya maha pencipta, 

kekuasaan-Nya yang sempurna dan perbuatan-Nya menghidupkan yang mati. 

Dahulu bumi itu mati, gersang, tidak ada satupun tumbuhan. Lalu ketika Allah جل جلاله 

menurunkan air dari langit, hiduplah bumi itu dan subur serta dapat 

menumbuhkan berbagi macam tumbuh-tumbuhan yang indah. Untuk itu allah 

ta‟ala berfirman ( َُ ُٔ ٌَأۡمُيُ٘ ْۡ َِ ا فَ ا زَثّّٗ َٖ ْۡ ٍِ أخَۡزَخْۡاَ  َٗ ) “kami hidupkan bumi itu dan kami 

keluarkan dari padanya biji-bijian, maka daripadanya mereka makan. „‟yaitu, 

kami jadikan hal itu sebagai rizki bagi mereka dan binatang-binatang ternak 

mereka (Katsir, 2004). 

Ayat diatas menjelaskan tanda kekuasaan Allah dijadikan bumi ini subur 

sehingga dapat tumbuh berbagai macam tumbuhan dan biji-bijian yang bisa 

dimanfaatkan seperti adanya biji kedelai yang diolah menjadi tahu yang 

merupakan makanan pokok, dalam prosesnya biji kedelai direndam, digiling, 

dimasak lalu diperas, di cetak sehingga menjadi produk akhir yaitu tahu. Dari 

proses tersebut menghasilkan dua limbah yaitu limbah padat yang disebut 

okara/ampas, limbah cair disebut juga Whey tahu. Limbah tersebut dimanfaatkan 

lagi untuk berbagai macam kepentingan dan olahan lainnya sehingga tidak ada 

satupun yang sia-sia.  

Penelitian sebelumnya telah diisolasi terkait bakteri asam laktat 

lactobacillus pada whey tahu yang dilanjutkan sampai tingkan spesies yaitu berupa 

bakteri lactobacillus amylolyticus (Fei et al., 2017). Whey asam yang merupakan 

hasil fermentasi dari whey tahu telah diisolasi dan identifikasi adanya bakteri asam 

Lactobacillus acidophilus yang merupakan genus lactobacillus. Whey tahu 

menghasilkan gula pereduksi berupa glukosa, fruktosa dan α-galaktosa (Qiao, et 

al., 2010). 

Limbah tahu mengalami sutau proses fermentasi secara spontan yang 

dilakukan oleh mikroba dengan melalui jalan menghidrolisis zat organik yang 
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terkandung dalam limbah tahu seperti protein, karbohidrat dan lemak. Proses 

fermentasi ini juga melibatkan beberapa jenis bakteri yaitu bakteri hidrolitik, 

bakteri asedogenik, bakteri asetogenik. Bakteri hidrolitik akan memecah molekul 

organik kompleks (protein, selulosa, lignin, lemak) menjadi molekul monomer 

yang terlarut seperti asam amino, glukosa, asam lemak, gliserol. Molekul 

monomer tersebut akan dimanfaatkan oleh bakteri asedogenik untuk pembentukan 

asam seperti clostridium yang akan merubah gula, asam amino, asam lemak, asam 

organik (asam asetat, propionat, asam laktat, butirat/suksinat) (Yudisthira, 2016) 

2.7.Isolasi bakteri asam laktat (BAL) 

MRS adalah media spesifik yang dipakai untuk menumbuhkan beberapa 

kelompok bakteri asam laktat (Widodo, 2019). BAL pada umumnya dapat tumbuh 

di media de Mann Rogose and Sharpe (MRS) (Safitri, 2016). Faktor-faktor yang 

harus diperhatikan dalam proses isolasi mikrorganisme, yaitu: sifat 

mikroorganisme, media pertumbuhan harus sesuai, cara menginokulasi 

mikroorganisme, cara pengujian mikroorganisme yang telah diisolasi disesuaikan 

dengan apa yang akan di ujikan dan cara memelihara mikroorganisme yang telah 

diisolasi agar menjadi kultur murni (Handayani dkk., 2016). Koloni yang 

membentuk zona bening diambil, zona bening tersebut dihasilkan dari produksi 

asam organik sehingga CaCO3 terhidrolisis dari MRSA (Sun et al., 2014 dan Pisol 

et al., 2015). 

Isolasi mikroba adalah upaya dalam menumbuhkan suatu mikroorganisme 

di luar lingkungan alaminya, untuk mendapatkan kultur bakteri murni. Hal yang 

penting dalam tahap ini yaitu satu jenis mikroba dipisahkan dengan mikroba 

lainnya  yang berbeda. Mikroorganisme dengan mudah tersebar di lingkungan 

bebas seperti air, minuman, makanan, udara, tanah maupun tubuh manusia (Jufri, 

2020). CaCO3 berfungsi sebagai penyangga dan untuk menseleksi terkait bakteri 

yang mengandung asam laktat (Aritonang, 2017). Zona bening yang terbentuk 

pada isolat karena terbentuknya Ca-laktat, yang menandakan bahwa asam laktat 

yang dihasilkan oleh BAL pada media MRSA telah bereaksi dengan CaCO3. 

(Bawole dkk., 2018). Zona jernih ini merupakan hasil reaksi asam yang 
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diproduksi oleh koloni bakteri dengan CaCO3 yang ada pada medium isolasi 

(Subagiyo dkk., 2017). Ditambahkan CaCO3 untuk memproduksi asam laktat 

lebih banyak serta mengatur derajat keasaman (pH) medium (Pramudyanti dkk., 

2004) 

2.8.Karakterisasi bakteri asam laktat (BAL) 

Identifikasi adalah suatu tahapan dari karakterisasi yang diawali dengan 

pengamatan bentuk morfologinya (Megasari, 2012). Identifikasi mikroba 

dilakukan untuk melihat karakter mikroba baik secara morfologi, biokimia dan 

molekuler dari bakteri yang dituju (Putri & Endang, 2018). Identifikasi bakteri 

baik secara makroskopis dan mikroskopis  untuk menentukan ciri-ciri dan 

karakter morfologis. Hasil  ciri-ciri awal akan dicocokkan terlebih dahulu 

menggunakan buku identifikasi Bergey’s Manual of Detervinative of 

Bacteriology. Pengamatan secara morfologi diamati terkait bentuk, tepi, warna, 

elevasi, permukaan koloni yang dapat dilihat secara makroskopis. Sedangkan 

secara mikroskopis pengamatan dengan cara pewarnaan Gram, untuk melihat 

warna dan bentuk sel untuk dapat digolongkan  (Dewi, 2019).  

Karakterisasi terkait bakteri telah dilakukan sejak tahun 1980 dengan cara 

identifikasi dengan metode fenotip pengamatan bentuk, ukuran dan susunan 

organisme reaksi pewarnaan Gram, motilitas dan penampilan koloni bakteri 

(Patantis & Yusro, 2009). Pengecatan Gram adalah proses terpenting agar dapat 

menentukan terkait isolat tersebut apakah merupakan jenis bakteri asam laktat 

atau bukan. Bakteri Gram negatif ketika ditetesi pewarnaan Gram akan berwarna 

merah sehingga tidak termasuk dalam syarat BAL. Jika membentuk warna ungu 

pada selnya dalam pewarnaan Gram maka dapat digolongkan sebagai bakteri 

Gram positif. Dilakukan pengujian katalase untuk membuktikan adanya enzim 

katalase pada suatu isolat terpilih (Amaliah dkk., 2018).  

a. Pewarnaan Gram dilakukan agar bisa mengetahui bakteri tersebut bakteri Gram 

positif atau bakteri Gram negatif. Prinsip pengecatan Gram apabila isolat 

bakteri ditetesi kristal violet, jika bakteri tersebut Gram positif maka dengan 

mudah menyerap zat warna tersebut hingga menghasilkan warna ungu. Apabila 
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bakteri tersebut termasuk Gram negatif ketika dicuci dengan alkohol akan 

mudah melepas zat warna kristal violet yang ditetesi sehingga akan menyerap 

warna terakhir yaitu safranin (Putri & Endang, 2018).  

b. Katalase merupakan pemecahan dari H2O2       H2O + O2 (Aritonang.,2017). 

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat dalam 

menghasilkan enzim katalase serta toleransi isolat terhadap oksigen (Fevria & 

Indra 2019 )  bakteri asam laktat termasuk bakteri katalase negatif karena dapat 

memecah hydrogen peroksida, BAL dapat tumbuh dengan baik dilingkungan 

yang memiliki ataupun tidak memiliki O2 (tidak sensitif terhadap O2), sehingga 

termasuk aerob toleran. BAL juga menghasilkan hydrogen peroksida (H2O2) 

karena adanya oksigen sehingga terjadi reaksi flavoprotein oksidasi atau 

nicotinamida adenine hidroxy dinucleotide (NADH) perioksida. H2O2 berasal 

dari oxidation sulfhydryl yang disebabkan karena denaturasi dari sejumlah 

enzim yang berasal dari perioksidase membran lipid  sehingga meningkatkan 

permeabilitas membran. H2O2 berfungsi sebagai perkusor untuk memproduksi 

bakteri radikal bebas antara O2 dan OH yang merusak DNA (Juodeikiene, 

2015) 

c. Endospora pada sampel ketika ditetesi pewarna malachite green menghasilkan 

warna hijau, pada sel vegetatifnya berwarna merah (Amaliah dkk., 2018). Non 

endospora merupakan salah satu karakteristik umum yang lain dari BAL. 

Bakteri asam laktat tidak membentuk endospora sehingga ketika pengamatan 

hasil pewarnaan endospora, maka sel vegetatif hanya tampak berwarna merah 

muda tanpa warna hijau yang mengindikasikan terbentuknya endospora (Laily 

dkk., 2013). Fungsi spora pada bakteri tidak untuk sebagai alat reproduksi. 

Spora bakteri merupakan bentuk bakteri yang sedang dalam usaha 

mengamankan diri terhadap pengaruh buruk dari luar. Endospora mengandung 

sedikit sitoplasma materi genetik dan ribosom. Dinding endospora yang tebal 

tersusun atas protein dan menyebabkan endospora tahan terhadap kekeringan, 

radiasi cahaya, suhu tinggi dan zat kimia (Putri 2021).  

d. Fermentasi asam laktat dibedakan menjadi dua kelompok yaitu bakteri asam 

laktat homofermentatif dan heterofermentatif. Proses fermentasi bersifat 
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homofermentatif karena hanya menghasilkan satu jenis komponen saja, 

misalnya asam laktat, sedangkan fermentasi bersifat heterofermentatif 

menghasilkan campuran berbagai senyawa atau komponen lainnya, misalnya 

asetat, etanol, karbodioksida, dan asam laktat (Yanti & Faiza., 2013) 

(Purwohadisantoso dkk., 2009) Pada uji fermentasi, BAL yang bersifat 

heterofermentatif akan terbentuk gelembung gas pada tabung Durham.  

2.9. Media selektif MRSA dan MRSB  

Media MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (De Mann 

Rogosa Sharpe Broth) memiliki fungsi berbeda. MRSA berfungsi menumbuhkan 

dan mengisolasi isolat BAL yang tumbuh berkoloni adapun fungsi media MRSB 

menghasilkan serta memudahkan BAL untuk melepaskan senyawa bakteriosin, 

yang merupakan media cair (Ningsih dkk., 2018). Bakteri yang tumbuh di media 

MRSA merupakan jenis bakteri asam laktat, karena media tersebut telah di 

rancang untuk dapat mendukung dalam pertumbuhan BAL terutama Pediococcus, 

Lactobacillus, Leuconostoc dan Streptococcus (Sari., 2016)  

Media MRS memiliki kandungan bahan polysorbat, mangan, magnesium 

dan asetat diduga dapat mempengaruhi dalam faktor pertumbuhan bagi 

Lactobacillus dan kemungkinan juga akan tumbuh jenis bakteri lain yaitu 

Pediococcus dan Leuconostoc. Adapun komposisi dalam media MRSA yaitu 

Pepton protein 10.000, HM Peptone B 10.000, Ekstrak ragi 5.000, Dekstrosa 

(Glukosa) 20.000, Tween 80 (Polysorbate 80) 1.000, Amonium sitrat 2.000, 

Natrium asetat 5.000, Magnesium sulfat 0,100, Mangan sulfat 0,050, Dipotassium 

hidrogen fosfat 2.000, Agar 12.000, pH akhir (pada 25 ° C) 6,5 ± 0,2. Media 

MRSB mirip dengan MRSA namun berbeda bentuk MRSB berbentuk cair/broth 

(Himedia, 2020). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Rancangan penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kuantitatif kualitatif, dengan 

pengamatan secara makroskopis, mikroskopis, uji biokimia pada isolat bakteri 

asam laktat yang telah terpilih dan berhasil di isolasi dari Whey tahu dan 

pengujian terhadap isolat yang berpotensi probiotik. 

3.2. Waktu dan tempat 

Tempat pengambilan sampel di pabrik tahu sukun Malang, yang  

dilaksanakan pada bulan September – November 2021 bertempat di Laboratorium 

Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam 

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.3. Alat dan bahan penelitian  

3.3.1. Alat  

Adapun alat yang digunakan penelitian ini adalah, pembakar Bunsen, 

beaker glass, jarum ose, Erlenmeyer, timbangan analitik, cawan petri, hot plate,  

gelas ukur, autoklaf, incubator, obyek glas dan cover glass, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, mikroskop, Laminar Air Flow (LAF), lemari pendingin, 

mikropipet, blue tip, yellow tip, sentrifugasi, magnetic stirrer, pH meter, Tabung 

eppendorf,  Spektrofotometri, kamera untuk dokumentasi, alat tulis.  

3.3.2. Bahan  

Bahan yang dibutuhkan sebagai berikut Whey tahu yang diperoleh dari 

pabrik tahu,  Media MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (De 

Mann Rogosa Sharpe Broth), oxgall 0,3% (b/v), Nacl 0,85%, CaCO3 0,2 gr, 

pewarna Gram kristal violet, pewarna endospore malachite green, iodin, aquades, 

hidrogen peroksida H2O2 3%, alkohol 70 %, alkohol 96%, HCL pekat, safranin, 

alumunium foil, plastik wrap, kapas, plastik, karet, tissue, kasa, kertas label, 

minyak imersi.  
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3.4.Prosedur kerja  

3.4.1. Sterilisasi alat  

Semua alat gelas dicuci bersih menggunakan sabun lalu dikeringkan. 

Cawan petri dibungkus menggunakan kertas putih dan alat yang lain dapat 

dibungkus menggunakan alumunium foil. Semua alat yang akan disterilisasikan 

dimasukkan kedalam kantong plastik yang berbeda-beda kemudian diikat 

menggunakan karet gelang. Strerilisasi ini menggunakan autoklaf pada tekanan 1 

atm, suhu 121 ℃ selama 15 menit. Beberapa alat dapat disterilkan dengan alkohol 

70% bagi yang tidak tahan dengan panas tinggi (Istini, 2020). 

3.4.2. Pengambilan sampel  

Sampel Whey Tahu didapatkan dari pabrik tahu dan di bawa ke 

laboratorium secara aseptis untuk dilakukan isolasi dan karakterisasi lebih lanjut 

terkait bakteri asam laktat dan uji potensi probiotik. 

3.4.3. Pembuatan media  

A. Media MRSA 

Media MRS agar dibuat sebanyak 100 ml, dengan menambahkan 100ml 

aquades dan MRS agar sebanyak 6,82 gr lalu dipanaskan hingga mendidih dan 

sesekali diaduk agar larut. Lalu media dituangkan ke dalam Erlenmeyer yang 

sudah distrerilkan, ditutup dengan kapas. Setelah itu dilakukan sterilisasi 

menggunakan autoklaf  selama 15 menit pada suhu 121 ℃ 1 atm (Mansur dkk., 

2019) 

B. Media MRSB 

Media MRS broth dibuat sebanyak 100 ml, dengan menambahkan 100 ml 

aquades ditambah dengan MRS broth sebanyak 5,51. Dipanaskan hingga 

mendidih sesekali diaduk agar larut. Lalu dituangkan media yang sudah jadi ke 

dalam Erlenmeyer steril lalu ditutup menggunkana kapas. Setelah itu dilakukan 

sterilisasi di autoklaf selama 15 menit suhu 121℃ (Mansur dkk., 2019) 
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3.4.4. Isolasi bakteri asam laktat  

Diambil 1ml sampel ditambahkan 9 ml NaCl dan dihomogenkan. 

Kemudian, dilakukan pengenceran bertingkat sampai pengenceran 10
-1

-10
-6

. 

Diambil 1 ml dari tiga seri pengenceran terakhir dan dimasukkan pada ±15ml 

MRS Agar yang telah ditambahkan dengan 0,2 gr CaCO3 menggunakan metode 

pour plate. Diinkubasi selama 2x24 jam pada inkubator suhu 37°C. bakteri yang 

membentuk zona bening dimurnikan dengan metode goresan kuadran yang 

diinokulasi ke dalam MRS Agar dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2x24 jam 

disimpan pada suhu -20
o
C (Qonita dkk., 2018).  

3.4.5. Karakterisasi bakteri asam laktat  

     Bakteri asam laktat (BAL) dari whey tahu dilakukan karakterisasi secara 

makroskopis meliputi morfologi (warna dan bentuk diamati ketika berada di 

dalam media MRSA), sedangkan pengamatan secara mikroskopis meliputi cat 

Gram dan pewarnaan endospora dan uji biokimia yaitu uji katalase, uji produksi 

gas. Data hasil pengujian karakteristik ini dapat dilakukan penelusuran yang 

mengacu pada buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.  

A. Pewarnaan Gram 

Pewarnaan Gram dilakukan untuk melihat bakteri yang diperoleh 

termasuk bakteri Gram positif ataukah Gram negatif  dengan cara meneteskan dua 

tetes aquades pada gelas obyek dan diambil sampel bakteri lalu diratakan secara 

aseptis menggunakan jarum ose yang diletakkan di atas aquades, lalu dikeringkan 

dengan melewatkan gelas obyek di atas api Bunsen ditunggu sampai kering. 

Masuk ke tahap pewarnaan, gelas obyek yang telah kering di tetesi dengan 

pewarna kristal violet 2-3 tetes diamkan selama 1 menit, dibilas dengan aquades. 

Preparat ditetesi dengan iodin 1-2 tetes diamkan selama 1 menit, bilas dengan 

aquades. Lalu teteskan alkohol 96% selama 30 detik, dicuci menggunakan  

aquades, tahap akhir di teteskan pewarna safranin pada gelas obyek 2-3 tetes, 

diamkan selama 1 menit, cuci menggunakan aquades. Preparat dikeringkan untuk 

dapat diamati dibawah mikroskop, dengan diteteskan minyak emersi. Berwarna 
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ungu apabila termasuk Gram positif sebaliknya jika berwarna merah termasuk 

Gram negatif (Amaliah dkk., 2018). 

B. Pewarnaan Endospora 

Gelas obyek diteteskan aquades sebanyak 2 tetes, diambil bakteri dengan 

jarum ose secara aseptis, diletakkan diatas aquades disebar secara merata. fiksasi 

diatas api bunsen, Preparat yang sudah jadi diletakkan diatas air mendidih ditutup 

menggunakan kertas saring/tissu. Diteteskan Malakit hijau hingga basah lalu 

diamkan selama 5 menit. lalu dibilas dengan air mengalir dan lepaskan kertas 

saring yang digunakan sebagai penutup. Diteteskan kembali dengan pewarnaan 

safranin ditunggu selama 60 detik. Preparat dibilas, ditunggu kering lalu diamati 

dibawah mikroskop dengan meneteskan minyak emersi. Berwarna hijau apabila 

positif endospora dan berwarna merah ketika negatif endospora (Amaliah dkk., 

2018) 

C. Uji katalase  

Pengujian ini dilakukan menggunakan hidrogen peroksida (H2O2) 3%. 

Diambil Isolat bakteri diletakkan pada kaca objek. Diteteskan H2O2 3% 2-3 tetes, 

diamati apabila terlihat gelembung maka dikatakan bakteri positif katalase, 

apabila tidak ada gelembung bakteri negatif katalase (Amaliah dkk., 2018). 

D. Uji produksi gas  

Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri dan 

dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah berisi tabung durham dan MRSB. 

Inkubasi selama 2 hari pada suhu 37℃. Pengamatan dilakukan dengan melihat 

terbentuknya gelembung udara pada tabung durham ( Ramadhan dkk. 2012). 

3.4.6. Uji potensi probiotik  

Bakteri asam laktat yang telah dikarakterisasi dilakukan uji lanjutan terhadap 

ketahanan pH asam dan ketahanan terhadap garam empedu.  
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1. Uji ketahan terhadap pH asam  

Diambil isolat yang telah tumbuh di media MRSB lalu diambil 100 µl dan 

dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang telah berisi 5 ml media MRS broth 

dengan pH 2, 3, 4 dan 6,2 sebagai kontrol. Setelah itu diinkubasi selama 3 jam 

pada suhu 37ᵒC. di ukur dengan menggunakan spektrofotometer pada jam ke 0 

dan jam ke 3 setelah inkubasi. Nilai pertumbuhan BAL dinyatakan dengan nilai 

kekeruhan OD dengan panjang gelombang 660nm. Nilai pertumbuhan populasi 

mencapai diatas 45% dinyatakan tahan terhadap pH rendah. Ketahanan BAL yang 

tahan terhadap asam dihitung menggunakan rumus (Wasis dkk., 2019): 

                            
                                              

                                                              
         

2. Uji Ketahanan Terhadap Garam Empedu  

Diambil sebanyak 100 µl suspensi diinokulasikan ke dalam tabung eppendrof 

yang berisi 5 ml MRSB yang ditambahkan oxgall 0,3% dan tabung eppendrof 

tanpa ditambahkan oxgall sebagai kontrol. Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

37ᵒC. Perhitungan pertumbuhan BAL dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 660nm yang diukur pada jam setelah 

inkubasi (Wasis dkk., 2019). 

3.5.Teknik Analisis Data  

Pengolahan data dilakukan dengan mengggunakan metode deskriptif. Data 

hasil penelitian disusun dalam tabel-tabel, diklasifikasikan sehingga menjadi suatu 

susunan urutan data, untuk kemudian dijelaskan sesuai dengan hasil pengamatan 

yang ada. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Karakterisasi Genus BAL Dari Whey Tahu   

 Isolasi yang dilakukan berhasil didapatkan 10 isolat dengan indikasi 

mampu tubuh pada media MRSA. Selanjutnya dikareakterisasi secara morfologi 

meliputi pengamatan makroskopis yaitu bentuk koloni, warna, tepian,elevasi. 

Menurut Suryani (2020) Setelah dilakukan pemurnian dilakukan identifikasi 

dengan melihat terkait bentuk koloni apakah cembung, datar atau cekung, warna 

koloni juga diperhatikan apakah putih, bening, kekuningan, merah dan 

sebagainya. Diamati juga tepi dan elevasi serta bentuk selnya apakah berbentuk 

batang (basil) atau berbentuk bulat (coccus).  

4.1.1. Pengamatan Makroskopis  

Tabel 4.1. Karakter morfologi koloni bakteri dari whey tahu  

No Kode Isolat Tepian Elevasi Bentuk Warna Ukuran 

1 WT 1 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,10mm 

2 WT  2 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,02mm 

3 WT 
 
3 Licin  Cembung  Bulat  Putih susu  2,20mm 

4 WT 4 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,22mm 

5 WT 5 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,31mm 

6 WT 6 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,60mm 

7 WT 7 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,00mm 

8 WT  8 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,40mm 

9 WT  9 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,59mm 

10 WT 10 Licin Cembung Bulat Putih susu 2,05mm 

 

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi secara makroskopis dapat 

dilihat pada tabel 4.1 dimana semua koloni memiliki bentuk, warna, tepian, 

elevasi yang sama yaitu tepian licin, elevasi cembung, bentuk bulat, warna putih 

susu, sehingga diduga semua isolat memiliki ciri-ciri morfologi sebagaimana ciri-

ciri pada bakteri asam laktat. Hal ini sesuai dengan pernyataan (Kurnia dkk., 

2020) Koloni yang diduga bakteri asam laktat memiliki warna putih hingga putih 

kekuningan, bentuk bulat dan tepian berwarna bening.  
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Sepuluh isolat tersebut selanjutnya dilakukan karakterisasi secara 

mikroskopis meliputi uji pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, uji katalase dan 

uji produksi gas. Menurut Sousa dkk, (2013) Pengamatan terkait karakteristik 

dilakukan untuk mengidentifikasi spesies bakteri karena memiliki pola 

pertumbuhan yang berbeda dan spesifik. Perbedaan morfologi koloni digunakan 

sebagai indikator proses identifikasi karena morfologi koloni dianggap sebagai 

bentuk ekspresi adaptasi bakteri terhadap lingkungannya. Perbedaan morfologi 

tiap koloni menjadikannya sebagai ciri khas untuk dapat membedakan 

mikroorganisme pada tingkat takson, diantaranya perbedaan strain dari suatu 

spesies. 

 Struktur sel bakteri asam laktat termaktub dalam firman Allah جل جلاله Al-Quran 

Q.S: Ali Imran [3]: 190-191 yang berbunyi: 

 ٌَ ََ ارِ  َٖ اىَّْ َٗ ٍْوِ  اخْرلَِافِ اىيَّ َٗ الْأرَْضِ  َٗ اخِ  َٗ ا ََ َُّ فًِ خَيْقِ اىظَّ ( . ٩ٓٔالْأىَْثَابِ ) اخٍ لِأُٗىًِ إِ

الْأرَْضِ  َٗ اخِ  َٗ ا ََ َُ فًِ خَيْقِ اىظَّ ٌرَفَنََّزُٗ َٗ  ٌْ ِٖ عَيَىَٰ خُُْ٘تِ َٗ قعُُ٘داً  َٗ ا  ًٍ َ قٍَِا َُ اللََّّ َِ ٌذَْمُزُٗ ا اىَّذٌِ ٍَ َا  رَتَّْ

ذاَ تَاغِلًا طُثْسَاَّ ََٰٕ (٩ِٔٔلَ فَقِْاَ عَذاَبَ اىَّْار )خَيَقْدَ   

Artinya : Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya 

malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. 

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

atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang 

penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan kami, 

tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, 

maka peliharalah kami dari siksa neraka (Q.S. Ali- Imran[3]: 190-191) 

 

Berdasarkan tafsir Syaikh Imam Al-Qurthubi (2008) pada ayat 190 Allah 

SWT memerintahkan manusia untuk mengambil kesimpulan, merenung dan 

melihat, tanda-tanda kekuasaan Allah. Karena tanda-tanda tersebut tidak mungkin 

ada kecuali diciptakan oleh Yang Maha Hidup, Yang Maha Suci, Maha 

Menyelamatkan, Maha Kaya dan tidak membutuhkan apapun yang ada di alam 

semesta. Dengan meyakini hal tersebut maka keimanan mereka bersandarkan atas 

keyakinan yang benar dan bukan hanya sekedar ikut-ikutan. Pada lafadz “  ٌٍَاخ ََ

 Terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal”. Inilah salah “ لِأُٗىًِ الْأىَْثَابِ 

satu fungsi akal yang diberikan kepada seluruh manusia, yaitu agar mereka dapat 
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menggunakan akal tersebut untuk merenungi tanda-tanda yang telah diberikan 

oleh Allah SWT.  

Ayat 191 Allah menyebutkan terdapat tiga keadaan yang sering 

dilakukan oleh manusia pada tiap-tiap waktunya. Dikatakan Rasulullah selalu 

berdzikir kepada Allah dalam setiap keadaannya. Dzikir dalam arti umum dapat 

dilakukan dalam berbagai keadaan, walaupun ketika berada di kamar mandi atau 

tempat-tempat kurang baik, karena pahalanya akan tetap ditulis oleh malaikat 

tanpa melihat lokasi tempat berdzikir. Pendapat ini dihukumi oleh para ulama 

dengan makruh beralasan, karena berdzikir kapada Allah pada tempat-tempat 

seperti itu mengurangi kesantunan terhadap Allah, misalnya dengan membaca Al-

Qur‟an di kamar mandi, bukankah akhlak kita mencegah perbuatan seperti itu. 

Para ulama berpendapat dzikir dalam konteks ini diartikan dengan shalat bahwa 

kewajiban shalat dilakukan dengan berdiri, namun apabila tidak sanggup dengan 

duduk, dan berbaring jika tidak kuasa untuk duduk. 

Berdasarkan tafsir Al-Misbah pada Ayat 190 ini mengajak manusia untuk 

berpikir, karena sesungguhnya dalam penciptaan, yakni benda-benda angkasa 

seperti matahari, bulan, dan jutaan gugusan bintang yang terdapat di langit atau 

dalam pengaturan sistem kerja langit yang sangat teliti serta kejadian dan 

perputaran bumi pada porosnya, yang melahirkan silih bergantinya malam dan 

siang perbedaannya, baik dalam masa maupun dalam panjang dan pendeknya 

terdapat tanda-tanda kemahakuasaan Allah bagi ulul-albab, yakni orang-orang 

yang memiliki akal yang murni. 

Ayat 191 tersebut menjelaskan sebagian dari ciri-ciri siapa yang dinamai 

Ulul-albab. Mereka adalah orang, baik laki-laki atau perempuan yang terus 

menerus mengingat Allah, dengan ucapan atau hati dalam seluruh situasi dan 

kondisi apapun. Obyek dzikir adalah Allah, sedangkan obyek akal pikiran adalah 

seluruh makhluk ciptaan-Nya. Akal diberi kebebasan seluas-luasnya untuk 

memikirkan fenomena alam, dan terdapat keterbatasan dalam memikirkan dzat 

Allah. 

Al-Quran surah Ali-Imran ayat 190-191 tersebut menjelaskan bahwa 

adanya muka bumi ini dengan segala ciptaannya terdapat suatu tanda-tanda dari 
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Allah untuk manusia yang berfikir dengan menggunakan akalnya bahwa semua 

ciptaan Allah tidaklah ada satupun yang sia-sia. Seperti adanya pabrik tahu yang 

selalu memproduksi tahu setiap harinya, menghasilkan limbah cair yang masih 

belum diketahui manfaatnya, sebagai manusia yang diberi akal oleh Allah untuk 

berfikir, agar limbah tahu tersebut dapat bermanfaat, contohnya adalah di uji 

adanya bakteri asam laktat dari limbah tahu tersebut dengan itu bakteri asam 

laktat dapat dimanfaatkan untuk berbagai kebutuhan penelitian selanjutnya dan 

tidak ada satupun ciptaan Allah yang sia-sia. 

 

4.1.2. Pengamatan Mikroskopis   

  Metode taksonomi untuk identifikasi bakteri asam laktat yang dilakukan 

berdasarkan sifat morfologi yaitu bentuk sel, pewarnaan Gram, uji katalase secara 

umum hanya mampu mengelompokkan sampai tingkat genus dan tidak dapat 

mengidentifikasi sampai tingkat spesies (Surono, 2004).  

A. Pewarnaan Gram  

Pewarnaan Gram digunakan untuk menentukan apakah bakteri yang 

didapat termasuk bakteri Gram positif ataukah bakteri Gram negatif. Sepuluh 

isolat yang didapat terdapat 4 isolat yang termasuk Gram negatif dan 6 lainnya 

termasuk Gram positif yang merupakan ciri dari bakteri asam laktat. Pada gambar 

4.1 terlihat bentuk koloni batang. Menurut Mustaqim dkk. (2014) Bakteri akan 

mengalami dehidrasi ketika diberikan alkohol 96% sehingga mengakibatkan pori-

porinya akan mengkerut dan warna utama (Kristal violet) tidak bisa keluar, 

dikarenakan bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang tebal dan membran 

sel selapis.  

Bakteri Gram positif memiliki warna ungu disebabkan karena memiliki 

dinding peptidoglikan lebih tebal dari bakteri Gram negatif. Dinding 

peptidoglikan tersusun dari ikatan silang polisakarida oleh peptid. Ikatan ini yang 

dapat mempertahankan warna dari kristal violet. Dinding sel bakteri Gram positif 

terdiri dari makromolekul kompleks yaitu yang terdiri dari peptidoglikan 

mengelilingi membran sitoplasma, yang terdiri dari glikopolimer lain yaitu asam 
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teikoat atau polisakarida dan protein. Lapisan peptidoglikan yang tebal berfungsi 

sebagai resistensi bakteri terhadap lisozim yang dapat menyebabkan dinding sel 

bakteri lisis (Chartier et al., 2014). 

Berdasarkan hasil pengamatan melalui mikroskop terlihat bentuk koloni 

yakni batang (basil) berwarna ungu yang diduga sebagai kandidiat dari genus 

Lactobacillus. Menurut Kurnia dkk. (2020) Kandungan lipid yang lebih rendah, 

mengakibatkan dinding sel bakteri akan lebih mudah terdehidrasi. Pemberian 

alkohol menyebabkan ukuran pori-pori sel menjadi lebih kecil dan daya 

permeliabilitasnya berkurang sehingga zat warna utama tidak dapat keluar dari 

sel. BAL dari genus Lactobacillus merupakan bakteri Gram positif berbentuk 

batang, dengan ciri warna koloni putih susu atau krem, koloni bundar, berukuran 

0,5-1,2 x 0,5-1,5 µm (Putri dkk., 2018).   

Waluyo (2008) menyatakan bakteri Gram positif memiliki dinding sel 

berupa peptidoglikan yang tebal. Saat peluruhan dengan alkohol, pori-pori dinding 

sel menyempit karena terjadi dekolorisasi sehingga dinding sel tetap menahan 

kristal violet. Bakteri Gram negatif memiliki 3 lapisan dinding sel, sehingga lipid 

akan tercuci oleh alkohol dan pewarnaan kristal violet akan ikut tercuci. Bakteri 

Gram negatif saat diwarnai dengan safranin akan bewarna merah. Menurut Qonita 

dkk. (2018) Genus BAL yang berbentuk batang adalah golongan Lactobacillus.  

 

                
 

 

Gambar 4.1. Pewarnaan Gram, Keterangan : Bakteri Bentuk Batang, WT6 

Gram Positif, WT 4 Gram negatif 

WT 6 WT 4 
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B. Pewarnaan Endospora  

 Berdasarkan pewarnaan endospora yang sudah dilakukan dapat 

diketahui bahwa ciri-ciri tersebut termasuk ciri-ciri dari bakteri asam laktat, yaitu 

dengan ditandai endospora negatif yang terlihat dengan tidak terbentuknya spora 

pada bakteri yang di uji dengan malachite green sehingga tidak berwarna hijau 

melainkan warna merah yang terbentuk. Sehingga termasuk bakteri asam laktat 

Holzaptel & Wood., (2014). Menurut  Wulandari & Desi (2019) Spora adalah 

bentuk dari bakteri untuk mempertahankan diri dari kondisi yang kurang 

mendukung untuk kehidupan dari bakteri tersebut. 

Bakteri asam laktat memiliki ciri-ciri katalase negatif, Gram positif, tidak 

menghasilkan spora. Pratita & Surya (2012). Warna spora hijau dikarenakan sel 

spora mengikat kuat senyawa pewarna yaitu malachite green dan ketika diberikan 

pewarna safranin, sel spora tidak dapat berikatan dengan pewarna lain. Bakteri 

yang tidak memiliki spora cenderung tidak tahan terhadap pengecatan karena 

hanya memiliki sel vegetatif. Saat diwarnai dengan malachite, sel vegetatif akan 

mampu berikatan dengan pewarna tersebut tetapi dapat dilunturkan setelah 

dilakukan pencucian karena tidak berikatan kuat dengan pewarna malachite 

green.  

Bakteri asam laktat tidak memiliki spora sehingga pada saat pewarnaan 

endospora yang terlihat hanya sel vegetatif ditandai dengan warna merah pada sel. 

Menurut Khalid (2011) Bakteri asam laktat tidak menghasulkan endospore karena 

spora dapat berbahaya bagi tubuh manusia. Menurut Wohlgemuth & Kampfer 

(2014) Bakteri yang memiliki spora dapat bersifat patogen bagi tubuh manusia, 

spora yang dihasilkan bersifat resistensi terhadap cekaman-cekaman yang 

diberikan oleh tubuh, spora bakteri yang mengkontaminasi makanan juga dapat 

menyebabkan keracunan makanan bagi manusia   
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Gambar 4.2. Pewarnaan Endospora, Keterangan : Warna Merah 

 

C. Uji Katalase  

 Pengujian selanjutnya yaitu uji biokimia yaitu uji katalase dengan 

menggunakan hidrogen peroksida (H2O2), dengan diamati terbentuknya 

gelembung. Apabila muncul gelembung ketika di tetesi dengan hidrogen 

peroksida (H2O2) maka dikatakan bakteri positif katalase sebaliknya apabila tidak 

terlihat munculnya gelembung maka dikatakan negatif katalase. Untuk ciri bakteri 

asam laktat yang seharusnya diperoleh dari uji katalase yaitu katalase negatif. 

Untuk kode isolat WT 8 katalase positif sehingga tidak dilanjutkan ke tahap uji 

selanjutnya. Hal ini sesuai dengan pernyataan Delvia dkk. (2015) uji biokimia 

pada uji katalase di tandai dengan aktivitas bakteri dalam menghasilkan enzim 

katalase sehingga muncul gelembung pada reaksi positif. Bakteri asam laktat tidak 

memproduksi enzim katalase yang dapat mengubah hidrogen peroksida menjadi 

air dan oksigen dan berkaitan dengan kemampuan bakteri asam laktat yang hanya 

membutuhkan sedikit oksigen untuk dapat hidup. 

 Reaksi positif uji katalase ditunjukkan dengan membentuk gelembung-

gelembung yang berarti ada pembentukan gas oksigen (O2) sebagai hasil pemecah 

H2O2 oleh enzim katalase yang diproduksi oleh bakteri tersebut. Hasil uji katalase 

WT 2 
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positif disebabkan karena adanya pemecahan H2O2 menjadi O2 sedangkan hasil 

uji katalase negatif disebabkan karena tidak adanya pemecahan H2O2 menjadi O2. 

Menurut Hamidah dkk., (2019) Katalase merupakan enzim yang dapat memecah 

H2O2 menjadi H2O dan O2. Uji katalase bertujuan untuk memastikan apakah isolat 

BAL yang dihasilkan katalase atau tidak. BAL pada umumnya tidak dapat 

memecah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen sehingga termasuk sebagai 

bakteri dengan katalse negatif. Menurut Suhaeni dan Akhmad (2016) bakteri asam 

laktat merupakan bakteri katalase negatif karena tidak menghasilkan enzim 

katalase yang dapat memecah hidrogen peroksida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3. Uji Katalase, Keterangan : A) Katalase Positif, B) Katalase Negatif 

D. Uji produksi gas  

Bakteri asam laktat yang diperoleh digolongkan menjadi dua kelompok 

yaitu homofermentatif dan kelompok heterofermentatif. Pengamatan dilihat 

dengan terbentuknya gelembung udara pada tabung durham. Berdasarkan 

pernyataan Yanti & Faizah (2013) Fermentasi asam laktat dibedakan menjadi dua 

kelompok yaitu bakteri asam laktat homofermentatif dan heterofermentatif. Proses 

fermentasi homofermentatif menghasilkan satu jenis komponen saja, yaitu asam 

laktat, sedangkan fermentasi heterofermentatif menghasilkan berbagai senyawa 

atau komponen lainnya, misalnya etanol, asetat, asam laktat dan karbodioksida. 

Berdasarkan uji produksi gas pada keenam isolat terdapat 3 bakteri 

bersifat homofermentatif yaitu bakteri yang hanya mampu untuk memproduksi 

A B 
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asam laktat dan fermentasi gula dan 3 bakteri bersifat heterofermentatif dengan 

ditandai adanya gelembung gas di dalam tabung durham dan hanya mampu 

memproduksi asam laktat, etanol ,asam asetat dan CO2. Menurut Surono, (2004) 

Bakteri homofermentatif tidak mampu menghasilkan gas CO2, karena tidak 

memiliki enzim piruvat oksidase yang mampu mengkonversi piruvat menjadi CO2 

dan asetil fosfat dengan diikuti pembentukan H2O2. 

 

 

WT 2 

 

WT 3 

 

WT 6 

 

WT 7 

 

WT 9  

WT 10 

Gambar 4.4. Uji Produksi Gas, Keterangan : Homofermentatif Wt10, Wt2, Wt9, 

Heterofermentatif Wt3, Wt7, Wt6 

Berdasarkan karakterisasi yang dilakukan diduga terdapat genus 

lactobacillus dengan ciri- ciri Gram positif, endospora negatif, katalase negatif, 

produksi gas heterofermentatif/ homofermentatif berbentuk batang. Ciri ciri ini 

sesuai dengan buku bergey’s (1994) yang memiliki ciri-ciri kemiripan sebagai 

berikut. Sel berbentuk batang, berukuran 0,5-1,2 x 1,0-10,0 µm. Berbentuk  

batang panjang tetapi ada yang mirip coccoid/kokus, umumnya rantai pendek.  

Gram-positif, sel nonspora non-motil flagela peritrik.  Anaerob fakultatif, 

terkadang mikroaerofilik, beberapa termasuk anaerob. Koloni pada media agar 

biasanya 2-5 mm, cembung, utuh, buram, dan tanpa pigmen.  produk akhir adalah 

laktat. Suhu pertumbuhan optimal adalah 30-40 °C.  Lactobacilli tersebar luas di 
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lingkungan, terutama pada produk makanan hewani dan nabati pada pencernaan 

burung, vagina mamalia, mamalia, serta tidak bersifat patogen.  

4.2. Uji kandidat probiotik  

 Keenam isolat yang telah dikarakterisasi berdasarkan makroskopis dan 

mikroskopisnya memiliki ciri-ciri yang dimiliki bakteri asam laktat dan diduga 

sebagai genus lactobacillus. Selanjutnya dilakukan uji potensi sebagai probiotik 

meliputi uji ketahanan terhadap pH rendah dan ketahanan terhadap garam 

empedu. Dilakukan kedua uji tersebut karena merupakan syarat utama strain dapat 

digunakan sebagai agensia probiotik (Sunaryanto dkk., 2014).  Bakteri asam laktat 

dapat dikategorikan sebagai kandidat probiotik harus memiliki beberapa 

karakteristik, salah satunya yaitu tahan terhadap garam empedu dan asam 

lambung. Bakteri asam laktat untuk dapat bertahan dan tumbuh pada saluran 

pencernaan harus mampu melewati bagian atas saluran usus yang berisi garam 

empedu yang disekresikan ke dalam usus (Sari dkk., 2018).  

4.2.1. Hasil Uji Ketahanan Terhadap pH Asam  

 Berdasarkan data pada tabel 4.2 pengujian terhadap ketahanan pH rendah 

dengan 3 perlakuan yang berbeda yaitu pH 2, 3 dan 4. Memberikan hasil bahwa 

dari ke enam isolat yang mampu bertahan pada pH rendah yaitu isolat WT9 pada 

pH 4, dengan hasil yang sudah dimasukkan rumus dan dinyatakan sebagai persen. 

Menurut Retnowati (2014) bakteri dikatakan sebagai kandidat probiotik 

setidaknya mampu melewati asam lambung yang memiliki kisaran pH 3-5. 

Dikuatkan juga dengan pernyataan Oozer et al. (2006) bahwa bakteri pada kisaran 

pH 2-4  setelah diinkubasi selama 3 jam mampu tumbuh baik karena waktu 3 jam 

merupakan waktu yang dibutuhkan makanan untuk melewati lambung. Menurut 

Wasis dkk. (2019) bahwa bakteri yang tahan terhadap asam secara dinamis akan 

mengubah pH intraseluler seiring dengan penurunan pH ekstraseluler sehingga 

tidak menimbulkan gradient proton yang besar. Menurut Agestiawan dkk. (2014) 

waktu 3 jam sesuai dengan waktu yang dibutuhkan makanan untuk dapat 

melewati lambung.  
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Digunakannya beberapa parameter konsentrasi pH rendah karena 

menyesuaikan dengan keadaan pH normal pada lambung, sehingga diperoleh 

berdasarkan hasil pada tabel 4.2. sel bakteri mampu bertahan pada kondisi pH 4 

yang juga termasuk kondisi pH pada lambung. Menurut Winarno (2021) agar 

tubuh mampu mencerna makanan dan membunuh berbagai jenis makhluk yang 

dapat mengancam kesehatan seperti bakteri serta virus yang tertelah bersama 

makanan, maka kondisi dalam lambung harusnya dalam keadaan asam. Dimana 

nilai derajat keasaman dalam lambung berkisar pH 4.0.  

 

4.2. Tabel Ketahanan Terhadap pH Rendah  

No Media MRSB 

Kode isolate pH 2 pH 3 pH 4 

1 WT 2 3,250 % 3,250 % 22,75 % 

2 WT 3 3,773 % 33,01 % 4,245 % 

3 WT 6 3,39 % 4,129 % 18,58 % 

4 WT 7 9,406 % 2,658 % 22,29 % 

5 WT 9 1,136 % 29,16 % 90,15 % 

6 WT 10 0,869 % 1,386 % 21,56 % 

Keterangan : apabila nilai diatas 45% maka tahan terhadap pH rendah 

 

Kriteria yang penting untuk menseleksi apakah bakteri tersebut termasuk 

kandidat probiotik yaitu harus mampu tahan  terhadap kondisi pada saluran 

pencernaan. Lambung merupakan saluran pencernaan yang memiliki tingkat 

keasaman yang tinggi, sedangkan pada saluran usus halus terdapat cairan dengan 

konsentrasi garam yang tinggi, dengan kondisi tersebut dapat mempengaruhi 

viabilitas sel bakteri. Keasaman yang terlau tinggi akan merusak membran sel dan 

juga komponen intraseluler sehingga dengan kondisi ini dapat menyebabkan 

kematian pada bakteri yang tidak mampu bertahan pada asam (Hartini et al., 

2019).  

Mikroba dikatakan sebagai probiotik harus mampu toleran terhdap pH 3 

Sanhueza et al. (2015) atau setidaknya pH 4. Yang mana pH tersebut merupakan 

pH lapisan lendir lambung (Garcia et al., 2017) dan harus tahan pada kondisi 

garam empedu minimal 0,3% (Shivram & Vishwanath, 2012) pH kisaran 3-4 
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merupakan pH umum asam yang diproduksi pada lambung secara normal dan 

enzim yang bekerja untuk mencerna makanan dalam lambung hanya yang 

memiliki pH 3-4 dengan penjelasan bahwa apabila pH lebih besar atau lebih kecil 

dari daerah pH tersebut maka mengakibatkan enzim tidak dapat bekerja dengan 

baik dan dapat mengakibatkan gangguan pada lambung (Jusup, 2010) 

Perbedaan ketahanan membran sel bakteri terhadap kerusakan akibat 

terjadinya penurunan pH ektraseluler menyebabkan keragaman ketahanan sel 

pada pH rendah. Tingkat keasaman berkaitan dengan aktivitas enzim. Enzim 

dibutuhkan oleh bakteri untuk mengkatalis reaksi-reaksi yang berhubungan 

dengan pertumbuhan bakteri. Medium dan lingkungan yang tidak optimal akan 

mempengaruhi pertumbuhan bakteri (Sari dkk., 2018).  

Nilai pH rendah (pH 2) bersifat merusak terhadap semua kultur yang di 

uji. Penghambatan asam terhadap pertumbuhan sel bakteri terjadi melalui efek 

denaturasi enzim-enzim yang ada dipermukaan sel, kerusakan lipopolisakarida 

dan membran luar serta penurunan pH sitoplasma melalui peningkatan 

permeabilitas membran (Puspawati dkk., 2010).  

4.2.2. Hasil uji ketahanan terhadap garam empedu 

 Uji lanjutan yang dilakukan adalah uji ketahanan bakteri asam laktat 

terhadap garam empedu menggunakan oxgall 0,3 %. Kode isolat WT 9 yang 

memiliki nilai diatas 45 % akan di uji ketahanannya terhadap garam empedu. 

Hasil pengujian ketahanan BAL isolat WT9 terhadap oxgall 0,3% dapat dilihat 

pada tabel 4.3 

 

4.3. Tabel ketahanan terhadap garam empedu  

No  Kode isolate Kontrol  Oxgall 0,3% 

1 WT 9 4,000 0,193 

Keterangan : nilai absorbansi ≤0,1= tidak tahan terhadap oxgall, nilai absorbansi ≥ 

0,1 = tahan terhdap oxgall  

 

Bakteri asam laktat isolat WT9  berpotensi untuk dikembangkan menjadi 

calon kandidat probiotik karena dapat menunjukkan sifat yang toleransi terhadap 
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pH rendah (pH 4) dan konsentrasi garam empedu yang tinggi (0,3%) yang 

ditunjukkan dengan nilai diatas  ≥ 0,1. Hal ini sesuai pernyataan bahwa Semakin 

tinggi konsentrasi garam empedu, maka jumlah sel Lactobacillus yang mati juga 

akan meningkat sehingga konsentrasi garam empedu 0,3% merupakan konsentrasi 

yang kritikal dan merupakan nilai yang cukup tinggi untuk melakukan seleksi 

isolat yang resisten terhadap garam empedu (Gilliland et al., 1984). Menurut 

Dewi dkk. (2012 )Konsentrasi garam empedu 0,3% terdapat pada bagian atas usus 

halus (jejenum) karena jejenum dekat dengan kantung empedu. Dengan demikian 

isolat WT 9 berpotensi sebagai probiotik. 

Beberapa genus Lactobacillus memiliki enzim garam empedu hidrolase 

(BSH) dapat menghidrolisis garam empedu. Enzim ini mampu mengubah fisik 

dan kemampuan kimia yang dimiliki oleh empedu garam, sehingga tidak beracun 

bagi BAL. Ini memungkinkan untuk menyebabkan beberapa isolat resisten 

terhadap garam empedu. Namun, semakin tinggi konsentrasi garam empedu, 

maka jumlah sel mikroba yang mati juga akan meningkat. Seperti umumnya suatu 

bakteri dikatakan sebagai bakteri probiotik harus memiliki viabilitas tinggi 

sehingga tetap hidup, tumbuh, dan aktif di saluran pencernaan (Sanjaya et al., 

2019) 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1. Kesimpulan  

 Berdasarkan hasil data yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa : 

1. Bakteri asam laktat yang diisolasi dari whey tahu diperoleh 6 isolat murni 

yang selanjutnya dilakukan karakterisasi baik secara makroskopis dan 

mikroskopis sehingga dengan ciri-ciri yang didapat diduga sebagai genus 

lactobacillus. 

2. Bakteri asam laktat dari 6 isolat setelah dilakukan uji potensi probiotik 

yang meliputi uji ketahanan terhadap pH rendah dan uji ketahanan 

terhadap garam empedu diperoleh isolat yakni WT 9 yang mampu 

bertahan dan dijadikan sebagai kandidat probiotik 

5.2. Saran  

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan beberapa hal 

sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut untuk mengetahui tingkat spesies 

secara molekuler dari ke 6 isolat tersebut.  

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai beberapa syarat probiotik 

lainnya yaitu mampu menghambat bakteri patogen.  
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Lampiran 1. Diagram alir penelitian  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Analisis Data  

Uji potensi probiotik  

(ketahanan terhadap pH 

asam dan uji ketahanan 

terhadap garam empedu) 

Sterilisasi alat 

dan bahan 

Isolasi Bakteri Asam 

Laktat (BAL) dari Whey 

tahu  

Karakterisasi Bakteri 

Asam Laktat ( pewarnaan 

Gram, endospora, katalase, 

produksi gas ) 
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Lampiran 2. Data uji ketahanan terhadap pH rendah  

Kode 

isolate 

pH 2 

sebelum 

pH 2 

sesudah 

pH 3 

sebelum 

pH 3 

sesudah 

pH 4 

sebelum 

pH 4 

sesudah 

pH6,2* 

sebelum 

pH6,2* 

sesudah  

WT 2  

U1 

0,044 0,055 0,076 0,100 0,038 0,148 0,030 0,399 

U2 0,025 0,069 0,138 0,116 0,040 0,155 0,033 0,528 

U3 0,073 0,057 0,129 0,167 0,073 0,122 0,028 0,365 

Rata-rata 0,047 0,060 0,114 0,127 0,050 0,141 0,030 0,430 

WT 3 

U1 

0,104 0,073 0,120 0,200 0,014 0,034 0,068 0,279 

U2 0,057 0,0131 0,131 0,202 0,029 0,064 0,026 0,265 

U3 0,042 0,022 0,140 0,199 0,041 0,015 0,001 0,187 

Rata-rata 0,067 0,075 0,130 0,200 0,028 0,037 0,031 0,243 

WT 6 

U1 

0,081 0,125 0,152 0,166 0,067 0,194 0,077 0,843 

U2 0,089 0,104 0,215 0,239 0,073 0,213 0,072 0,725 

U3 0,084 0,062 0,201 0,247 0,118 0,231 0,111 0,725 

Rata-rata 0,074 0,097 0,189 0,217 0,086 0,212 0,086 0,764 

WT 7 

U1 

0,217 0,254 0,037 0,101 0,064 0,249 0,064 0,564 

U2 0,171 0,248 0,112 0,082 0,058 0,180 0,055 0,513 

U3 0,185 0,209 0,066 0,070 0,089 0,109 0,064 0,574 

Rata-rata 0,191 0,237 0,071 0,084 0,070 0,179 0,061 0,550 

WT 9 

U1 

0,086 0,142 0,185 0,258 0,076 0,299 0,150 0,407 

U2 0,139 0,141 0,143 0,242 0,104 0,309 0,134 0,407 

U3 0,093 0,044 0,143 0,202 0,101 0,387 0,182 0,444 

Rata-rata 0,106 0,109 0,157 0,234 0,093 0,331 0,155 0,419 

WT 10 

U1 

0,197 0,218 0,143 0,147 0,269 0,353 0,196 0,761 
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U2 0,269 0,260 0,114 0,098 0,155 0,285 0,089 0,684 

U3 0,130 0,133 0,069 0,100 0,169 0,438 0,076 0,642 

Rata-rata 0,198 0,203 0,108 0,115 0,198 0,358 0,120 0,695 

Keterangan :  

Tanda (*) kontrol, U1, U2, U3= Ulangan 

 

 

 

 

 

 

Rumus perhitungan persentase viabilitas BAL: 

                            
                                              

                                                              
         

Contoh perhitungan: 

                            
           

           
         

         

     
      

       =90,151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No Media MRSB 

Kode isolate pH 2 pH 3 pH 4 

1 WT 2 3,250 % 3,250 % 22,75 % 

2 WT 3 3,773 % 33,01 % 4,245 % 

3 WT 6 3,39 % 4,129 % 18,58 % 

4 WT 7 9,406 % 2,658 % 22,29 % 

5 WT 9 1,136 % 29,16 % 90,15 % 

6 WT 10 0,869 % 1,386 % 21,56 % 
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Lampiran 3. Data uji ketahanan terhadap garam empedu 

Kode isolat Kontrol  Oxgall 0,3% 

WT 9 U1 4,000 0,180 

U2 4,000 0,205 

U3 4,000 0,194 

Rata-rata 4,000 0,193 

Keterangan : nilai absorbansi ≤0,1= tidak tahan terhadap oxgall, nilai absorbansi ≥ 

0,1 = tahan terhdap oxgall  
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Lampiran 4. Gambar penelitian  

Limbah whey tahu dari salah satu pabrik di sukun   

 

 

Pengenceran 10-
1
 Sampai 10-

2 
, tabung reaksi di isi dengan 9ml NaCl 0,85% dan 1 

ml sampel  
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Diambil  Sampel Dari 3 Pengenceran Terakhir Sebanyak 1ml, Dilakukan Secara 

Duplo, dimasukkan ke capet yang kosong lalu dicampur dengan media MRSA 

dan dihomogenkan dengan membentuk angka 8 
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MEDIA MRSA + CaCO3  0,2 gr 

 

MEDIA MRSB 
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HASIL KARAKTERISTIK BAKTERI ASAM LAKTAT WHEY TAHU 

Kode 

sampel  

Foto  Keterangan  

WT 1 

 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = 

Merah  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESARAN 

1000X 
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WT 2 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Tidak 

Produksi gas 

5. Bentuk 

koloni 

batang  

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 
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WT 3 

 

 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah  

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Produksi gas  

5. Bentuk 

koloni 

batang  

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 
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WT4  

 

1. Pewarnaan 

Gram = 

Merah 

2. Katalase = 

Positif 

PERBESARAN 

1000X 

3. Bentuk 

koloni 

batang  
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WT5  

 

 

1. Pewarnaan 

Gram = 

Merah 

2. Katalase = 

Positif 

PERBESARAN 

1000X 

3. Bentuk 

koloni 

batang  
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WT 6 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Produksi gas 

5. Bentuk 

koloni 

batang  

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 
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WT 7 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Produksi gas 

5. Bentuk 
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koloni 

batang  

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 
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WT 8 

 

 

 

1. Pewarnaan 

Gram = 

Merah 

2. Katalase = 

Positif 

PERBESARAN 

1000X 

3. Bentuk 

koloni 

batang  
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WT 9 

 

 

 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Tidak 

Produksi gas 

5. Bentuk 

koloni 

batang  

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 



71 
 

 
 

 

 

WT 10 

 

 

 

 

1. Pewarnaan 

gram = Ungu  

2. Endospore = 

Merah 

3. Katalase = 

Negatif 

PERBESAR

AN 1000X 

4. Tidak 

Produksi gas 

5. Bentuk 

koloni 

batang  

 

Keterangan : 

Homofermentatif 

(tidak ada gas) 

Heterofermentatif ( 

ada gas) 
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