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Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Asam Laktat dari Air Cucian Beras sebagai

Antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Hanis Ainur Rosyidah, Prilya Dewi Fitriasari, Oky Bagas Prasetyo.

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

ABSTRAK

Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh dan
memperbaiki keseimbangan mikroflora intestinal. Bakteri asam laktat dapat diisolasi dari
buah-buahan, sayuran, dan juga limbah, seperti halnya limbah air cucian beras. Air cucian
beras menjadi limbah rumah tangga dengan jumlah yang sangat berlimpah karena dianggap
tidak berguna. Faktanya, air cucian beras mengandung beberapa zat yang sangat
bermanfaat bagi manusia. Salah satunya yaitu kandungan karbohidrat yang cukup tinggi
sehingga sangat potensial sebagai sumber bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat memiliki
senyawa-senyawa protein dan antibakteri seperti asam laktat, asam asetat, H,O,, dan
bakteriosin. Senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat bakteri patogen seperti
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli seringkali menjadi penyebab penyakit diare. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui jenis bakteri asam laktat yang terdapat pada air cucian beras yang telah
difermentasi sebagai antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Perlakuan
yang diberikan yaitu dengan melakukan pengamatan makroskopis, mikroskopis, dan uji
biokimia (uji katalase dan uji tipe fermentasi), serta pengujian isolat BAL yang mampu
menghasilkan antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli menggunakan
metode cakram. Hasil isolasi diperoleh 3 isolat yaitu AL1, AL2, dan AL3. Setelah
dilakukan pengamatan secara makroskopis, pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, uji
katalase dan uji tipe fermentasi, ketiga isolat tersebut termasuk BAL yang diduga genus
Streptococcus. Kemudian diuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Hasil pengujian menunjukkan bahwa isolat BAL berpotensi
menghambat pertumbuhan kedua bakteri uji. Hal ini ditunjukkan dengan terbentuknya zona
bening di sekitar kertas cakram yang telah direndam isolat BAL.

Kata Kunci: Air Cucian Beras, Bakteri Asam Laktat, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus.
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Isolation and characterization Lactic Acid Bacteria from Rice Washing Water as

Antibacterial Staphylococcus aureus and Escherichia coli
Hanis Ainur Rosyidah, Prilya Dewi Fitriasari, Oky Bagas Prasetyo.

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology,
Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of Malang.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are bacteria that are beneficial to the health of the body and
improve the balance of intestinal microflora. Lactic acid bacteria can be isolated from fruits,
vegetables, and waste, such as rice washing water. Rice washing water becomes household
waste in very large quantities because it is considered useless. In fact, rice washing water
contains several substances that are very beneficial to humans. One of them is the
carbohydrate content which is quite high so it is very potential as a source of lactic acid
bacteria. Lactic acid bacteria have protein and antibacterial compounds such as lactic acid,
acetic acid, H,O», and bacteriocins. These compounds can inhibit pathogenic bacteria such
as Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Staphylococcus aureus and Escherichia
coli bacteria are often the cause of diarrheal disease. This study aims to determine the type
of lactic acid bacteria found in rice washing water that has been fermented as an
antibacterial for Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The treatment given was by
observing macroscopic, microscopic, and biochemical tests (catalase test and fermentation
type test), as well as testing LAB isolates that were capable of producing Staphylococcus
aureus and Escherichia coli antibacterials using the disc method. The isolation results
obtained 3 isolates namely AL1, AL2, and AL3. After macroscopic observation, Gram
staining, endospore staining, catalase test and fermentation type test, the three isolates
included LAB which was suspected to be of the genus Streptococcus. Then tested the
antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. The test
results showed that the LAB isolates had the potential to inhibit the growth of the two test
bacteria. This is indicated by the formation of a clear zone around the disc paper which has
been soaked by LAB isolates.

Keyword: Rice Washing Water, Lactic Acid Bacteria, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Mikroorganisme merupakan mahkluk hidup yang memiliki ukuran paling
kecil, dengan jumlah sel yang beragam, mulai dari mikroorganisme yang hanya
terdiri dari sel tunggal (uniseluler) maupun bersel banyak (multiseluler) (Kumar,
2012). Mikroorganisme saling berinteraksi dengan sesama maupun dengan
organisme lain dengan tujuan memberikan beraneka ragam efek, baik efek
menguntungkan maupun merugikan. Namun, mayoritas mikroorganisme
memberikan efek menguntungkan dalam bidang bioteknologi (Faridah & Sari,

2019). Allah berfirman dalam Al-Quran Surat Al-Bagarah ayat 26:

|z
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Artinya : Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk
atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka mereka
yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi mereka yang kafir
mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk perumpamaan?".
Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah, dan dengan
perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada
yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik,

Al-Misbah menjelaskan dalam tafsirnya bahwa Allah memberikan
perumpamaan kepada manusia untuk menjelaskan segala hakikat dengan
bermacam makhluk hidup dan benda, baik kecil maupun besar. Orang-orang yang
tidak beriman menganggap remeh perumpamaan dengan makhluk-makhluk kecil

seperti lalat dan laba-laba ini. Allah menjelaskan bahwa Dia tidak merasa enggan



seperti yang dirasakan manusia, maka Dia pun tidak segan-segan untuk
menggambarkan bagi hamba-hamba-Nya segala sesuatu yang dikehendaki-Nya
meskipun dengan hal-hal yang sangat kecil. Allah dapat menjadikan nyamuk atau
yang lebih rendah dari itu sebagai perumpamaan seperti mikroorganisme.

Bakteri asam laktat termasuk dalam salah satu kelompok mikroorganisme
terpenting yang diaplikasikan dalam industri makanan dan bioteknologi dan
biasanya digunakan sebagai kultur starter dalam produksi produk susu dan produk
fermentasi (Garbacz, 2022). Keunggulan dari Bakteri Asam Laktat diantaranya
dapat menghasilkan senyawa bakteriosin dan senyawa antibakteri lainnya (Pratiwi
dkk, 2017). Senyawa bakteriosin merupakan salah satu senyawa yang memiiki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen atau disebut juga sebagai
antibakteri. Antibakteri merupakan kemampuan suatu senyawa yang dapat
menghambat kerja enzim, protein, sintesis asam nukleat, dan merusak dinding sel
bakteri (Pelczar, 2005). Antibakteri merupakan senyawa yang diproduksi oleh
mikroorganisme dalam konsentrasi kecil yang dapat menghambat dan membunuh
proses kehidupan atau pertumbuhan mikroorganisme (Menon & Satria, 2017).
Mikroorganisme yang memiliki kemampuan menghasilkan zat antimikroba salah
satunya adalah bakteri asam laktat (Kasi dkk, 2017). Beberapa jenis zat yang
dihasilkan oleh bakteri asam laktat yaitu asam laktat sebagai produk utama,
hidrogen peroksida, diasetil dan juga bakteriosin. Semua zat tersebut yang
mencegah perkembangbiakan bakteri pembusuk makanan dan juga bakteri patogen
(Mokoena, 2017).

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang biasa digunakan

sebagai probiotik. Probiotik adalah suplemen dari mikroba hidup yang dapat



mengganti aktivitas metabolik mikrobiota alami usus dan mengatur reaktivitas
sistem imun yang bermanfaat bagi kesehatan (Nurnaafi dkk, 2015). Syarat bakteri
probiotik adalah tidak bersifat patogenik dan toksigenik, juga mampu menempel
dan mengkolonisasi saluran pencernaan, dapat memanfaatkan nutrien pada substrat
yang ada, dapat bertahan selama di saluran cerna, memiliki stabilitas dan viabilitas
yang baik dalam bentuk utuh di dalam tubuh pengonsumsi, memberikan efek
menguntungkan kepada host atau pengonsumsinya dengan mencegah infeksi atau
penyakit, meningkatkan kesehatan atau meningkatkan nutrisi (Kasi dkk,2017).
Bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme yang memfermentasi
karbohidrat untuk menghasilkan asam laktat. Bakteri asam laktat memiliki peran
yang sangat baik dalam industri makanan dan fungsi probiotik. Bakteri asam laktat
dapat memecah zat makromolekul dalam makanan, termasuk pemecahan
polisakarida yang tidak dapat dicerna dan perubahan rasa yang tidak diinginkan
(Wang et al., 2021). Asam laktat yang dihasilkan dapat menghambat pertumbuhan
berbagai tipe bakteri patogen dan bakteri pembusuk termasuk spesies Gram negatif
dalam famili Enterobacteriaceae dan Pseudomonadaceae atau yang termasuk dalam
kelompok bakteri Gram positif seperti L. monocytogenes, Mycobacterium spp, S.
aureus, C. perfringens, dan B. cereus (Cotter & Hill, 2003). Hampir semua bakteri
asam laktat hanya memperoleh energi dari metabolisme gula, sehingga habitat
pertumbuhannya hanya terbatas pada lingkungan yang kaya nutrisi. Seperti
kemampuan mereka untuk menghasilkan nutrisi kompleks BAL meliputi asam
amino, vitamin, purin, dan pirimidin (El-Hawary & Mohamed, 2014). Selain itu

bakteri asam laktat juga menghasilkan karbondioksida yang dapat menghambat



bakteri perusak dan patogen makanan dengan menyebabkan lingkungan lebih
anaerob dan merusak permeabilitas membran sel (Kasi dkk, 2017).

Bakteri asam laktat dapat diisolasi dari berbagai sumber alam maupun
selama proses fermentasi beberapa makanan (Misgiyati & Widowati, 2002).
Beberapa hasil penelitian memaparkan bahwa pada buah-buahan, sayuran, seperti
asinan buah dan sayur, produk fermentasi susu, buah durian, nanas, cacao, pisang,
dan beberapa buah lainnya adalah potensial sebagai sumber BAL (Kusumawati,
2003; Nurhayati dkk, 2011). Selain pada buah-buahan dan sayuran, BAL juga dapat
ditemukan pada beberapa limbah seperti limbah sayur bayam dan sawi, dan juga
pada limbah air cucian beras (Leko dkk, 2018; Sasmita dkk, 2018).

Beras menempati urutan pertama sebagai salah satu kebutuhan pokok bagi
sebagian besar masyarakat Indonesia (Adlin dkk, 2019). Proses pengolahan beras
menjadi nasi umumnya dicuci dengan air terlebih dahulu kemudian air yang
dihasilkan dibuang ke lingkungan, akibatnya air cucian beras menjadi limbah
rumah tangga yang jumlahnya sangat berlimpah. Masyarakat Indonesia sangat
potensial untuk dapat memanfaatkan limbah air cucian beras (Air leri) karena
didalam air cucian beras masih mengandung zat yang bermanfaat bagi manusia dan
limbah ini belum banyak dimanfaatkan (Abror, 2018).

Pemanfaatan air cucian beras saat ini lebih banyak dilakukan oleh para
peneliti dibidang pertanian. Penelitian lebih banyak diarahkan pada pemanfaatan
air cucian beras sebagai penyubur tanaman seperti pada penelitian yang dilakukan
oleh Abror (2018) terhadap pertumbuhan dan hasil tanaman sawi, pemanfaatan air

cucian beras sebagai pupuk organik pada tanaman seledri pada penelitian Lalla



(2018), serta pemanfaatan air cucian beras sebagai bahan baku pembuatan bioetanol
padat seperti penelitian yang telah dilakukan oleh Oktavia (2013).

Air cucian beras mengandung beberapa zat berupa karbohidrat, protein,
vitamin B1, vitamin B12, dan beberapa mineral (Akib et al., 2014) seperti fosfor,
kalium, magnesium, sulfur, dan zat besi (G. M. dkk, 2012). BAL dapat
memanfaatkan karbohidrat sebagai substrat penghasil metabolit aktif pada proses
pertumbuhannya (Reuter et al., 2002). Karbohidrat dapat dihidrolisa untuk
menghasilkan glukosa, kandungan glukosa ini merupakan salah satu komponen
utama dalam fermentasi asam laktat (Oktavia, 2013). Hasil penelitian sebelumnya
tentang BAL dari fermentasi air cucian beras dengan melakukan uji pewarnaan
Gram, pewarnaan endospora, katalase, motilitas, tipe fermentasi, ketahanan suhu
yang berbeda dan uji konsentrasi NaCl diperolen 2 genus isolat BAL vyaitu
Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp. (Susilowati, 2016).

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli merupakan flora normal yang
terdapat pada tubuh manusia, akan tetapi dapat bersifat patogen sehingga
menyebabkan timbulnya berbagai penyakit infeksi pada manusia (Parija, 2009).
Kedua bakteri ini merupakan bakteri patogen yang menyebabkan diare dan masih
menjadi masalah utama dalam kesehatan masyarakat. Diare juga dapat berpotensi
mengakibatkan kematian (Fitri dan Driyanti, 2018).

Indonesia merupakan salah satu negara berkembang dengan angka kejadian
penyakit diare yang masih tinggi. Angka kematian balita di Indonesia akibat diare
sekitar 2,8 juta setiap tahun. Provinsi Jawa Timur merupakan daerah kedua setelah
Sulawesi Tengah dengan sebaran frekuensi Kejadian Luar Biasa terbesar di

Indonesia (Kemenkes, 2011). Kasus diare di Indonesia lebih sering disebabkan oleh



bakteri Vibrio chlorea, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, dan Escherichia
coli (Hardi, 2012).

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen yang dapat
hidup didalam usus manusia (Hastari, 2012). Bakteri Staphylococcus aureus dapat
menyebabkan berbagai penyakit pada manusia maupun hewan (Sannasiddappa et
al., 2011). Beberapa penyakit yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus antara
lain infeksi kulit ringan, keracunan makanan, diare, bakteremia, endokarditis, dan
osteomielitis. Gejala keracunan makanan akibat Staphylococcus aureus adalah
kram perut, muntah-muntah yang kadang-kadang diikuti oleh diare (Karimela,
2017).

Escherichia coli merupakan salah satu flora normal yang biasanya hidup di
saluran pencernaan salah satunya pada daerah usus (Pelczar dan Chan, 2008).
Ketika kondisi melemahnya imun tubuh dan meningkatnya jumlah E. coli dapat
menyebabkan infeksi. Beberapa penyakit yang disebabkan oleh bakteri E. coli
antara lain adalah infeksi diare, saluran kemih, sepsis atau meningitis (Nataro dan
kaper, 1998). Umumnya bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dapat
diatasi oleh produk metabolisme BAL berupa asam laktat (Rachmawati dkk, 2005).

Berdasarkan uraian diatas, yang mendasari peneliti mengisolasi dan
mengkarakterisasi BAL dari air cucian beras yaitu digunakan sebagai antibakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Sehingga, perlu diteliti lebih lanjut
karakterisasi morfologi yang dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis dan
uji biokimia, sedangkan untuk uji antibakteri dengan menggunakan metode difusi

cakram. Penelitian ini diharapkan air cucian beras yang belum dimanfaatkan dan



masih sebagai limbah yang dianggap tidak berguna dapat dimanfaatkan sebagai
obat antibiotik untuk meningkatkan nilai gunanya.
1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah pada penelitian ini yakni:
1. Apakah jenis genus isolat kelompok BAL yang dapat diperoleh dari air cucian
beras?
2. Apakah isolat BAL yang berhasil diisolasi dari air cucian beras memiliki

kemampuan menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?
1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, tujuan pada penelitian ini yakni:
1. Mengetahui isolat BAL dari air cucian beras.
2. Mengetahui isolat BAL yang mampu menghasilkan antibakteri Staphylococcus

aureus dan Escherichia coli.
1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini yaitu:
1. Bakteri Asam Laktat (BAL) terdapat dalam air cucian beras
2. Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) dari hasil isolasi air cucian beras mempunyai

kemampuan dalam menghambat Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini yaitu:
1. Memberikan informasi kepada masyarakat tentang keberadaan Bakteri Asam

Laktat (BAL) pada air cucian beras.



2. Memberikan informasi untuk penelitian selanjutnya tentang keefektivan bakteri
asam laktat dari air cucian beras sebagai antibakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.

3. Memberikan solusi alternatif kepada masyarakat mengenai pemanfaatan air
cucian beras dalam rangka penyediaan senyawa antimikroba yang alami untuk
mengobati berbagai penyakit yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus

aureus dan Escherichia coli.
1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Air cucian beras diambil dari limbah proses pencucian beras

2. Bakteri yang diamati adalah BAL di dalam air cucian beras

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

4. Metode uji aktivitas antibakteri dengan difusi cakram dengan mengukur zona

bening yang terbentuk disekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong.



BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Air Cucian Beras

Air cucian beras atau disebut dengan leri merupakan air yang diperoleh dari

proses pencucian beras. Air cucian beras cukup mudah didapatkan karena pada

umumnya masyarakat Indonesia menggunakan beras (nasi) sebagai makanan pokok

yang mengandung karbohidrat tinggi untuk memenuhi kebutuhan energi. Selama

ini air cucian beras masih belum banyak dimanfaatkan dan biasanya hanya dibuang

begitu saja. Sebenarnya didalam air cucian beras masih mengandung senyawa

organik seperti karbohidrat dan vitamin seperti thiamin yang masih dapat

dimanfaatkan (Eni & Rosdiana, 2015).

Air cucian beras mengandung beberapa unsur kimia yang banyak terdapat

pada pericarpus dan aleuron yang ikut terkikis (Hidayatullah, 2012). Kandungan

beberapa unsur kimia air limbah cucian beras secara umum yang disajikan pada

tabel 2.1 berikut (Wardiah dkk, 2014):

Tabel 2.1 Kandungan Beberapa Zat pada Limbah Air Cucian Beras

Komposisi Jumlah (%)

Karbohidrat 90
Protein 8,77
Lemak 1,09

2.2 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri

yang memiliki

kemampuan membentuk asam laktat dari metabolisme karbohidrat dan tumbuh

pada pH lingkungan yang rendah (Mokoena, 2017). Secara ekologis, kelompok
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bakteri asam laktat ini telah diisolasi dari berbagai macam habitat yang anggota
spesiesnya dapat mendominasi macam-macam habitat seperti tanaman, jerami,
sayuran, produk air susu, produk daging, rongga mulut maupun perut hewan
(Sudarmadji & Kuswanto, 1989).

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri Gram positif
yang tidak membentuk spora, umumnya berbentuk coccus atau basil, dan termasuk
katalase negatif (Mokoena, 2017). BAL umumnya tidak bersifat motil, bersifat
anaerob, dan oksidase positif (Romadhon dkk, 2012). Sifat-sifat khusus bakteri
asam laktat mampu tumbuh pada kadar gula, alkohol, dan garam yang tinggi, dan
juga mampu memfermentasikan monosakarida dan disakarida (Syahrurachman
dkk, 1994).

Bakteri Asam Laktat termasuk dalam kelompok bakteri yang memenuhi
status GRAS (Generally Recognize as Safe), yaitu bakteri yang aman bagi manusia.
Mekanisme kerja bakteri asam laktat dengan cara memetabolisme berbagai jenis
karbohidrat secara fermentatif menjadi asam-asam organik. Salah satu produk
utama yang dihasilkan dari fermentasi tersebut adalah asam laktat oleh karena itu
disebut Bakteri Asam Laktat (BAL) (Zotta et al., 2009). BAL adalah salah satu
mikroba yang memiliki peran penting yang digunakan dalam fermentasi makanan,
serta dalam meningkatkan rasa dan tekstur pada produk makanan fermentasi. BAL
diklasifikasikan dalam empat genus vyaitu Lactobacillus, Pediococcus,
Leucononstoc, dan Streptococcus (Quinto et al., 2014).

Lactobacillus merupakan genus terbesar dengan lebih dari 100 spesies yang
kaya akan karbohidrat (Mokoena, 2017). Spesies dari genus Lactobacillus sebagian

besar diperoleh dari hasil isolasi saluran pencernaan manusia dan binatang. Spesies
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bakteri dari genus Lactobacillus terbesar kedua diperoleh dari sayuran dan produk
fermentasi (Mokoena, 2017). BAL yang diperuntukan dalam proses fermentasi
seperti  Lactobacillus burgaricus (L.bulgaricus), L.casei, L.plantarum,
L.acidophilus (Syahrurachman dkk, 1994). Spesies bakteri dari genus Lactobacillus
memiliki karakteristik bentuk sel rods atau coccobacilli, Gram positif, katalase
negatif, aero-toleran atau anaerobic, dan mampu menghasilkan asam laktat dari
substrat glukosa (Widowati dkk, 2014). Spesies bakteri dari genus Lactobacillus
dibedakan menjadi 2 kelompok berdasarkan tipe fermentasinya yaitu
heterofermentatif dan homofermentatif (Wardinal dkk, 2019).

Spesies bakteri dari genus Leuconostoc sebagian besar dapat diperoleh dari
hasil isolasi daging dingin, bahan tanaman, produk fermentasi susu, dan wine
(Mokoena, 2017). Spesies bakteri dari genus Leuconostoc memiliki karakteristik
bentuk sel coccus, Gram positif, katalase negatif, non-motil, heterofermentatif,
anaerob fakultatif, dapat tumbuh pada konsentrasi NaCl 2%, 4%, dan tidak dapat
tumbuh pada NaCl 6,5% (Sari dkk, 2012).

Spesies bakteri dari genus Pediococcus berkaitan dengan pembusukan
minuman fermentasi, terutama bir (Mokoena, 2017). Spesies bakteri dari genus
Pediococcus memiliki karakteristik bentuk sel coccus dan membentuk tetrad, Gram
positif, katalase negatif, dan homofermentatif (Wikandari, 2012).

Spesies bakteri dari genus Streptococcus memiliki karakteristik koloni
berbentuk bulat dengan tepian rata dan warna koloni putih sampai putih
kekuningan, sel bakteri berbentuk coccus dengan Gram positif, mampu
memfermentasikan sukrosa dan laktosa, menghasilkan gas pada umumnya tersusun

berpasangan atau dalam bentuk rantai. Semua spesiesnya bersifat nonmotil,
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nonspora dan fakultatif anaerob. Tidak dapat mereduksi nitrat, dapat
memfermentasikan glukosa dengan produk utama adalah asam laktat, dan dapat
mendegredasi selulosa pada limbah pertanian (Supriyatna dkk, 2012).

Bakteri asam laktat memiliki banyak manfaat dalam industri makanan.
Bakteri asam laktat digunakan untuk meningkatkan cita rasa makanan fermentasi,
meningkatkan nutrisi makanan, mengurangi zat berbahaya dan memperpanjang
umur simpan. Selain itu, BAL digunakan sebagai probiotik untuk meningkatkan
kesehatan di dalam tubuh (Wang et al., 2021). Bakteri asam laktat harus memiliki
sifat probiotik. Aktivitas antimikroba, resistensi terhadap sistem pencernaan,
aktivitas antikarsinogenik, dan mampu meningkatkan penyerapan usus termasuk
sifat probiotik. Bakteri probiotik harus memiliki sifat esensial seperti ketahanan
terhadap kondisi lambung dan usus, dimana asam dan empedu merupakan faktor
yang mempengaruhi pertumbuhan dan kelangsungan hidup. Bakteri probiotik yang
sudah banyak dikenal adalah kelompok bakteri asam laktat dan merupakan
mikroorganisme yang aman disebut food grade microorganism (Ramadhanti et al.,
2021).

Karakterisasi morfologi BAL umumnya dilakukan dengan dua cara yaitu
pengamatan makroskopis dan pengamatan mikroskopis. Karakterisasi morfologi
BAL secara makroskopis dilakukan dengan cara melihat langsung morfologi isolat
bakteri yang tumbuh pada medium. Karakterisasi morfologi BAL secara
mikroskopis dilakukan dengan uji pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora
(Romadhon dkk, 2012). Selain itu, karakterisasi BAL juga diperlukan uji tipe

fermentasi, uji suhu, dan uji toleransi suhu (NaCl) (Zotta et al., 2009).



13

2.3 Bakteri Uji

Bakteri yang keberadaanya banyak sekali ini, memungkinkan untuk
menjadi salah satu penyebab penyakit pada manusia (Radji, 2011). Bakteri yang
menyebabkan penyakit pada manusia adalah bakteri patogen (Darmadi, 2008).
Bakteri patogen yang menyebabkan penyakit ineksi pada manusia contohnya

adalah Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

2.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat
berdiameter 0,7-1,2 um, tidak berspora, dan non motil. Bakteri Staphylococcus
aureus merupakan bakteri fakultatif anaerob yang .tumbuh pada suhu optimum
37°C. Bakteri ini membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-25 °C).
Koloni pada perbenihan padat berwarna abu-abu sampai kuning keemasan,
berbentuk bulat, halus, menonjol, dan berkilau. Staphylococcus aureus mudah
tumbuh pada kebanyakan pembenihan bakteriologik dalam keadaan aerobik atau
mikroaerobik. Lebih dari 90% isolat klinik menghasilkan S. aureus yang
mempunyai kapsul polisakarida atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi
bakteri (Jawetz dkk, 2008). Pada lempeng agar, koloninya berbentuk bulat,
diameter 1-2 mm, cembung, buram mengkilat dan konsistensinya lunak. Pada
lempeng agar dan darah umumnya koloni lebih kasar dan pada varietasi tertentu
koloninya dikelilingi oleh zona hemolisis (Syahrurahman dkk, 1994).

Menurut Syahrurahman dkk, (1994) klasifikasi Staphylococcus aureus
adalah sebagai berikut:

Domain : Bacteria
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Kingdom : Eubacteria
Ordo : Eubacteriales
Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus

Gambar 2.1. Morfologi S. aureus Dilihat Melalui Mikroskop Elektron
Sumber: (Zajmi et al., 2015)

Infeksi yang di sebabkan oleh S. aureus yaitu secara endogen dan eksogen
atau berkontak langsung. Infeksi endogen dapat ditularkan secara tidak langsung
melalui makanan, infeksi eksogen dapat ditularkan secara langsung melalui selaput
mukosa yang bertemu dengan kulit (Gibson, 1996). Sumber utama infeksi S. aureus
adalah flora normal dalam tubuh pada manusia dengan sistem kekebalan tubuh
menurun. Infeksi serius akan terjadi ketika resistensi inang melemah karena adanya
perubahan hormon adanya penyakit, luka, atau perlakuan menggunakan obat lain
yang memengaruhi imunitas sehingga terjadi pelemahan inang (Madigan et al,

2008).

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri komensal yang dapat bersifat patogen,

bertindak sebagai penyebab utama morbiditas dan mortalitas diseluruh dunia.



15

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang pendek yang
memiliki panjang sekitar 2 pum, diameter 0,7 pm, lebar 0,4-0,7 pum dan bersifat
anaerob fakultatif. Escherichia coli membentuk koloni yang bundar, cembung, dan
halus dengan tepi yang nyata. Bakteri ini bersifat motil dengan flagel peritrik yang
dimilikinya, tetapi beberapa ada yang non motil. Escherichia coli memiliki flagel
peritrikus karena flagelnya terdapat disekujur tubuh. Selain itu bakteri ini juga
memiliki pili yaitu berupa fibril (Purwoko, 2007).

Bakteri E. coli mempunyai alat gerak berupa flagel dan tersusun dari sub
unit protein yang disebut flagelin, yang mempunyai berat molekul rendah dengan
ukuran diameter 12-18 nm dan dengan panjang 12 nm, kaku dan berdiameter lebih
kecil dan tersusun dari protein, pili dapat berfungsi sebagai jalan pemindahan DNA
saat konjugasi. Selain itu, mempunyai kapsul atau lapisan lendir yang merupakan

polisakarida tebal dan air yang melapisi permukaan luar sel (Ikmalia, 2008).

Gambar 2.2. Morfologi sel E. coli

Sumber: (Hussin, 2019)
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Bakteri E. coli dapat tumbuh baik pada hampir semua media yang bisa
dipakai di dalam laboratorium mikrobiologi. Bakteri ini merupakan salah satu
kelompok coliform yang dapat bertahan hidup dimedium sederhana
menfermentasikan laktosa dengan menghasilkan asam dan gas pada suhu 44°C
(Elfidasari, 2011). Bakteri E. coli bersifat indol positif, menghasilkan asam dari
manitol pada suhu 37°C, bersifat merah metal (methyl red) positif. Suhu optimum
pertumbuhan adalah 37°C (Juliantina, 2009).

Menurut Elfidasari (2011) klasifikasi Escherichia coli adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Bacteria
Divisi : Proteobacteria
Classis : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Species : Escherichia coli

Escherichia coli biasanya berkolonisasi di saluran pencernaan dalam
beberapa jam setelah masuk ke dalam tubuh dan membangun hubungan mutualistik
(Suriawiria, 1996). Bakteri E. coli biasanya digunakan sebagai indikator adanya
kontaminasi feces dan kondisi sanitasi yang tidak baik terhadap air, makanan, dan
minuman. E. coli menjadi patogen jika jumlah bakteri dalam saluran pencernaan
meningkat atau berada di luar usus, sehingga menyebabkan terjadinya bebarapa
infeksi yang berasosiasi dengan enteropatogenik kemudian menghasilkan

enterotoksin yang menginvasi sel epitel mukosa usus halus. Manifestasi klinik
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infeksi oleh E. coli bergantung pada tempat infeksi dan tidak dapat dibedakan

dengan gejala infeksi yang disebabkan oleh bakteri lain (Ismail, 2012).

2.4 Teknik Isolasi Mikroba

Teknik isolasi mikroba dilakukan bertujuan untuk menumbuhkan
mikroorganisme di luar lingkungan alaminya. Isolasi mikroba memiliki prinsip
yaitu memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lain dari kultur campuran
mikroba lain dengan tujuan untuk mendapatkan biakan murni. Hal ini dapat
dilakukan dengan cara menumbuhkan mikroba pada media padat sehingga

terbentuk koloni (Jufri, 2020).

2.5 Media Selektif

2.5.1 MRSA (de Man Rogosa Sharpe Agar)

MRS Agar atau de Man Rogosa Sharpe agar (MRSA) adalah medium
kultur selektif sebagai pengganti media dari sari tomat yang digunakan untuk
mengisolasi terhadap pertumbuhan melimpah dari Lactobacilli dan spesies bakteri
lain dalam kelompok Bakteri Asam Laktat (BAL) (Corry et al., 2003). Dengan
adanya modifikasi dalam kandungan MRSA yaitu penurunan pH hingga 5,7 serta
penambahan asam sorbat 0,14 % sehingga media ini dapat menyeleksi pertumbuhan
bakteri asam laktat (BAL). media ini memiliki warna coklat jernih dan memiliki
fungsi lain yaitu sebagai media perhitungan jumlah bakteri dan media yang
menghasilkan bakteriosin (De Man et al., 1960). Penggunaan media MRSA pada
tahap isolasi bertujuan agar bakteri tumbuh dengan optimal dan mendapat koloni

BAL yang diharapkan (Nadia et al., 2020).
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Kandungan media MRSA terdiri dari 1% pepton, 1% ekstrak daging sapi,
0,4% ekstrak ragi, 2,0% glukosa, 0,5% natrium asetat trihidrat, 0,1% polisorbat 80
(Tween 80), 0,2% dipotasium hidrogen fosfat (KoHPOs4), 0,2% triamonium sitrat
(CsH17N307), 0,02% magnesium sulfat heptahidrat, 0,005% mangan sulfat
tetrahidrat, 1% agar, dengan disesuaikan pH menjadi 6,2 pada suhu 25 °C. Ekstrak
ragi/daging dan pepton menyediakan sumber karbon, nitrogen, dan vitamin untuk
pertumbuhan bakteri secara umum. Vitamin dan asam amino yang dibutuhkan oleh
Lactobacilli terkandung dalam ekstrak ragi. Polisorbat 80 adalah surfaktan yang
membantu penyerapan nutrisi oleh Lactobacilli. Magnesium sulfat dan mangan
sulfat menyediakan kation yang digunakan dalam metabolism (De Man et al.,

1960).

2.5.2 Media MRSB (de Man Rogosa Sharpe Broth)

MRS Broth adalah media pertumbuhan untuk kultivasi dan penghitungan
Lactobacillus spp. yang diisolasi dari dari oral, tinja, dan sumber spesimen lainnya.
Beberapa Lactobacillus dan Leuconostoc spp. menghasilkan gas. Media ini juga
mendukung pertumbuhan yang baik untuk sejumlah strain bakteri asam laktat lain
(Tille & Bailey, 2014). Kandungan dalam MRS Broth sama halnya dengan MRSA
yaitu terdiri dari pepton dan dekstrosa, tetapi tanpa ada tambahan agar. Kandungan
bahan tersebut memasok nitrogen, karbon, dan elemen lain yang diperlukan untuk
pertumbuhan. Polisorbat 80, asetat, magnesium, dan mangan menyediakan faktor
pertumbuhan untuk membiakkan berbagai laktobasilus. MRS broth awalnya
dikembangkan oleh de Man, Rogosa & Sharpe, digunakan untuk uji konfirmasi
pada organisme yang diisolasi pada MRS Agar (De Man et al., 1960). MRS broth

digunakan untuk menentukan organisme dalam pembentukan gas selama
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fermentasi glukosa. Kandungan media MRS broth terdiri dari bahan-bahan yang
sama dengan MRSA, yaitu pepton, ekstrak daging, ekstrak ragi, D (+) — glukosa,
dipotasium hidrogen fosfat, natrium asetat trihidrat, triammonium sitrat,
magnesium sulfat heptahidrat, mangan sulfat tetrahidrat, pH akhir 6,2 +/- 0,2 pada
suhu 25°C. Media MRS broth tanpa agar (Murray et al., 2007). MRS Broth dapat
digunakan untuk tes dalam identifikasi laktobasilus dengan memperhatikan suhu
karena ketergantungannya terhadap suhu, pertumbuhan dalam 4% NaCl,
pertumbuhan dalam 0,4% Teepol, dll seperti yang direkomendasikan oleh Sharpe,

Fryer dan Smith (Sharpe & Smith, 1966).

2.6 Antimikroba

Mikroba atau mikroorganisme merupakan salah satu makhluk hidup yang
dapat menyebabkan bahaya dan kerusakan bagi makhluk hidup lain seperti hewan
dan tumbuhan. Hal tersebut dapat dilihat dari kemampuan mikroba dalam
menginfeksi dan menimbulkan penyakit baik yang ringan maupun sampai pada
kematian, sehingga manusia terus mencari bahan-bahan untuk mengatasi mikroba
yang menimbulkan penyakit tersebut (antimikroba). Salah satu mikroba yang
menyebabkan penyakit adalah bakteri (Pelczar & Chan, 2005). Antimikroba atau
antimikrobial dapat diartikan sebagai suatu bahan yang dapat menghambat atau
mengganggu pertumbuhan dan metabolisme mikroba. Istilah-istilah lain seperti
antibakterial atau antifungal menyatakan penghambatan pertumbuhan dan
metabolisme pada kelompok-kelompok mikroorganisme khusus (Pelczar & Chan,
2005). Antimikroba dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri) dan

bakteriostatik (menghambat pertumbuhan bakteri) (Lay & Hastowo, 1992).
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Aktivitas antimikroba dalam menghambat atau membunuh mikroorganisme dapat

dipengaruhi oleh beberapa faktor (Pelezar & Chan, 2005).

2.6.1 Sifat-Sifat Antimikroba

Beberapa sifat yang perlu dimiliki oleh zat antimikroba menurut Waluyo

(2004) adalah sebagai berikut:

a.

Menghambat atau membunuh mikroba patogen tanpa merusak
hospes/inang, yaitu antimikroba dapat mengakibatkan terhambatnya
pertumbuhan mikroba bahkan menghentikan pertumbuhan bakteri namun
tidak berpengaruh pada hospes.

Bersifat bakterisida dan bukan bakteriostatik, yaitu antimikroba baiknya
bersifat bakterisida atau bersifat menghentikan laju
pertumbuhan/membunuh  mikroba bukan bakteriostatik yang hanya
menghambat laju pertumbuhan mikroba.

Tidak menyebabkan resistensi pada kuman atau mikorba, yaitu antimikroba
tidak akan menimbulkan kekebalan kepada mikroba sehingga antimikorba
tidak dapat digunakan untuk menghentikan pertumbuhan mikroba patogen
lagi.

Berspektrum luas, yaitu antimikroba efektif digunakan untuk berbagai
spesies bakteri, baik bakteri kokus, basil, dan spiral.

Tidak menimbulkan alergenik atau efek samping bila digunakan dalam
jangka waktu lama, yaitu antimikroba yang digunakan sebagai obat tidak
menimbulkan efek samping kepada pemakai jika digunakan dalam jangka

waktu lama.
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f. Zat antimikroba tetap aktif dalam plasma, cairan tubuh atau eskudat,
antimikroba yang berada dalam plasma atau cairan tubuh tetap bersifat aktif
dan tidak dalam keadaan berhenti tumbuh atau dormansi.

g. Zatantimikroba dapat larut dalam air dan stabil, antimikroba dapat larut dan
menyatu dalam air.

2.6.2 Mekanisme Kerja Zat Antimikroba
Berdasarkan beberapa ahli menyebutkan bahwa mekanisme kerja zat
antimikroba mengganggu bagian-bagian yang peka di dalam sel, yaitu:

1. Antimikroba menghambat metabolisme sel. Mikroba membutuhkan asam
folat untuk bertahan hidup dan mempertahankan hidup. Mikroba patogen
tidak memperolen asam folat dari luar tubuh, sehingga mikroba harus
mensintesis asam folat sendiri. Agen antimikroba mengganggu proses
pembentukan asam folat, akibatnya asam folat dinonaktifkan dan
metabolisme dalam sel mikroba terganggu (Setiabudi, 2007).

2. Antimikroba menghambat sintesis protein. Sebuah sel dapat hidup ketika
molekul protein sel dan asam nukleat berada dalam keadaan alaminya.
Denaturasi protein dan asam nukleat dapat merusak sel secara permanen
(Pelczar & Chan 1988).

3. Antimikroba menghambat sintesis dinding sel. Bakteri dikelilingi oleh
struktur yang kaku, seperti dinding sel, yang melindungi membran
protoplasma di dalam sel. Senyawa antimikroba dapat merusak dan
menghambat proses sintesis dinding sel sehingga menciptakan sel yang peka

terhadap tekanan osmotik (Waluyo, 2004).
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Antimikroba menghambat permeabilitas membran sel. Membran sel
bertindak sebagai penghalang dengan permeabilitas selektif, melakukan
transpor aktif dan mengatur organisasi di dalam sel. Membran sel
mempengaruhi konsentrasi metabolit dan nutrisi dalam sel dan lokasi di mana
respirasi seluler dan aktivitas biosintesis seluler tertentu terjadi. Beberapa
antimikroba dapat merusak fungsi membran sel, mempengaruhi kehidupan
sel (Waluyo, 2004).

Antimikroba merusak asam nukleat dan protein. DNA, RNA dan protein
berperan penting dalam proses kehidupan sel. Hambatan pada pembentukan
atau fungsi zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel secara

total (Pleczar & Chan, 1988).



BAB IlII
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan merupakan penelitian deskriptif kualitatif
dan kuantitatif. Penelitian Kualitatif meliputi pengamatan mikroskopis,
makroskopis, dan uji biokimia dari masing-masing isolat bakteri asam laktat (BAL)
yang diperoleh dari air cucian beras. Sedangkan pengujian kualitatif dengan
menguji isolat BAL yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan mengukur zona hambat yang

terbentuk.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari — April 2023 bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

Variabel penelitian dalam penelitian ini sebagai berikut:

3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas ialah variabel yang menjadi alasan timbulnya perubahan
variabel terikat. VVariabel bebas pada penelitian ini yaitu jenis genus BAL dari air

cucian beras.

23
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3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat ialah variabel yang menjadi dampak adanya variabel bebas.
Variabel terikat penelitian ini yakni pengamatan makroskopis, pengamatan
mikroskopis, uji biokimia bakteri asam laktat, dan zona hambat yang diperoleh dari

aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

3.3.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol penelitian ini yakni media penanaman. Isolat bakteri pada
air cucian beras ditanamkan dalam media MRS (De Mann rogosa shape), dan isolat
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli menggunakan media

penanaman NA (Nutrient Agar) dengan suhu inkubasi 37°C.

3.4 Alat dan Bahan

3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain gelas ukur, beaker
glass, bunsen, botol kaca, cawan petri, mikropipet, blue tip, pinset, erlenmeyer,
jarum ose, magnet stirer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, spatula, sendok,
inkubator, shaker inkubator, neraca analitik, autoklaf, LAF (Laminar Air Flow), hot

plate, lemari es, vortex, object glass, termometer, mikroskop optik.

3.4.1 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan untuk penelitian ini antara lain air cucian
beras, isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, aquades steril,
spirtus, NaCl 0,9%, pepton water 1%, kalsium karbonat (CaCOs3), barium klorida

(BaCly), asam sulfat (H2SO4), alkohol 70%, kertas cakram, alumunium foil, wrap,
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kantong plastik, kertas label, kapas, tissue, pewarnaan Gram (Larutan kristal violet,
iodium, etanol 96%, safranin, malachite green, dan H20.), paper disc, cotton swab,
media MRSA (De Mann Rogosa Shape Agar), media MRSB (De Mann Rogosa

Shape Broth), dan media NA (Nutrient Agar).

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang hendak digunakan dan tahan panas disterilkan terlebih dahulu
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Sedangkan alat-alat
yang tidak tahan panas disterilkan menggunakan alkohol 70%, semua kegiatan

dilakukan didalam Laminary Air Flow.

3.5.2 Pembuatan Media

a. Media MRSA dan MRSB

Media MRSA ditimbang sebanyak 6,82 gram dilarutkan dengan 100 mL
aquades. Sedangkan media MRSB ditimbang sebanyak 5,51 gram dilarutkan
dengan 100 mL aquades. Setiap media ditutup dengan kapas dan kasa, kemudian
diletakkan di atas hot plate hingga mendidih. Setelah itu, dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer dan disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121°C

dan tekanan 1 atm selama 15 menit (Ismail dkk, 2017).

b. Media Nutrient Agar (NA)

Media NA ditimbang sebanyak 2 gram dilarutkan dengan 100 mL aquades.
Setiap media ditutup dengan kapas dan kasa, kemudian diletakkan di atas hot plate

hingga mendidih. Setelah itu, dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dan
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disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit

(Ismail dkk, 2017).
3.5.3 Isolasi BAL dari Fermentasi Air Cucian Beras

Sampel beras ditimbang sebanyak 150 gram dicuci dengan 200 mL air
bersih, kemudian air cucian beras tersebut dimasukkan ke dalam botol kaca sekitar
2/3 dari volume botol. Setelah itu mulut botol ditutup dengan kain steril dan diwrap.
Sampel air cucian beras didiamkan selama tiga hari, disimpan pada suhu ruangan
dan terhindar dari cahaya langsung (Elfarisna dkk, 2014). Setelah proses
fermentasi, diambil sampel air cucian beras tersebut sebanyak 1 mL ditambahkan
ke dalam 9 mL pepton water 1%. Kemudian dilakukan homogenisasi menggunakan
vortex hingga larutan sampel homogen. (Subartatik et al., 2014). Kemudian
suspensi yang diperoleh (pengenceran 10?) diencerkan dengan metode
pengenceran bertingkat hingga 107 dengan cara mengambil 1 mL dari hasil
pengenceran sebelumnya kemudian ditambahkan kedalam 9 mL pepton water 1%.
Hasil pengenceran 10°, 10, dan 107 diambil sebanyak 100 puL dan dimasukkan
kedalam cawan petri yang berisi media MRSA yang telah ditambahkan CaCO3z 1%
dengan metode spread plate, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam
(Amaliah dkk, 2018). . Pengenceran bertingkat dilakukan untuk meminimalkan
atau memperkecil jumlah bakteri yang tersuspensi dalam cairan (Nurdiansyah et
al., 2021). Penambahan CaCOs pada media MRSA digunakan sebagai indikator
koloni bakteri yang mampu menghasilkan asam, yang ditandai dengan

terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri (Subagiyo dkk., 2016).
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3.5.4 Pemurnian Isolat BAL dari Fermentasi Air Cucian Beras

Koloni tunggal dimurnikan dengan metode goresan quadrant streak
kemudian diseleksi berdasarkan bentuk koloni, sifat Gram positif, katalase negatif,
dan bentuk morfologi. Isolat diinokulasikan kedalam media MRSA dan diinkubasi
selama 24 jam dengan suhu 37°C (Nurhayati dkk, 2011). Purifikasi atau pemurnian

dilakukan bertujuan agar memperoleh bakteri yang murni (Pamaya dkk, 2018).

3.5.5 Karakterisasi Bakteri Asam Laktat dari Fermentasi Air Cucian Beras

Karakterisasi Bakteri Asam Laktat dilakukan dengan mengidentifikasi
morfologi BAL dengan tiga cara yaitu pengamatan mikroskopis (warna, bentuk,
dan ukuran koloni BAL yang tumbuh pada medium MRSA), pengamatan
makroskopis (Pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora), dan uji biokimia (Uji

katalase dan uji tipe fermentasi) (Amaliah dkk, 2018).

3.5.5.1 Pengamatan Makroskopis

Pengamatan secara makroskopis dilakukan dengan cara melihat langsung
isolat bakteri yang tumbuh pada media. Pengamatan karakteristik koloni bakteri
asam laktat meliputi bentuk koloni, bentuk tepi, warna, dan bentuk permukaan
(Prastujati et al., 2022). Koloni tersebut selanjutnya dimurnikan dengan metode
goresan quadrant streak pada media MRSA dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
48 jam. Kemudian dilakukan subkultur koloni tunggal yang diperoleh pada media
MRSA miring yang digunakan sebagai stok isolat untuk tahap selanjutnya. Masing-
masing isolat diidentifikasi karakter fisiologisnya menggunakan uji pewarnaan

Gram dan uji endospora (Ismail dkk, 2017).
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3.5.5.2 Pengamatan Mikroskopis

Pengamatan secara mikroskopis BAL dilakukan dengan cara mengamati
karakteristik morfologi hasil uji pewarnaan Gram dan uji endospora sebagai berikut

(Prastujati et al., 2022):

1. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara membuat apusan pada object glass
terlebih dahulu. Object glass dibersinkan menggunakan alkohol 70% lalu diseka
dengan tisu. Object glass ditetesi aquades steril sebanyak 1-2 tetes. Jarum ose
dipanaskan diatas api bunsen kemudian diambil isolat BAL yang ditumbuhkan pada
media MRSA sebanyak satu ose lalu digoreskan pada object glass dan difiksasi
diatas api bunsen sekitar 5 detik (Yulvizar, 2015). Apusan yang telah dibuat, ditetesi
larutan kristal violet dan didiamkan selama 10-60 detik lalu dibilas dengan air.
Pembilasan dengan air dilakukan bertujuan untuk menghilangkan sisa larutan tanpa
menghilangkan apusan. Selanjutnya ditetesi larutan iodium dan didiamkan selama
10-60 detik lalu dibilas dengan air (Tripathi & Sapra, 2020). Ditetesi alkohol 96%
dan didiakan selama 30 detik (Fevria & Hartanto, 2019). Selanjutnya preparat
ditetesi safranin dan dibiarkan selama 60 detik, kemudian dibilas dengan air dan
dikeringkan lalu diamati dengan menggunakan mikroskop (Yulvizar, 2015). Sel
bakteri yang termasuk Gram positif akan menunjukkan warna ungu sedangkan sel
bakteri yang termasuk Gram negatif akan menunjukkan warna merah (Sari, 2012).
Bakteri asam laktat termasuk bakteri Gram positif karena tidak mengalami
dekolorisasi maka akan tetap mengikat warna ungu dari larutan kristal violet hingga

akhir pewarnaan (Wibowo, 2012).
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2. Uji Endospora

Pewarnaan endospora pada kultur BAL dilakukan dengan cara
membersihkan preparat yang telah disterilkan terlebih dahulu menggunakan 2 tetes
aquades steril. Jarum ose dipanaskan diatas api bunsen terlebih dahulu kemudian
diambil kultur bakteri yang berumur 24 jam sebanyak satu ose lalu digoreskan pada
object glass dan difiksasi diatas api bunsen sekitar 5 detik. Selanjutnya, isolat BAL
pada object glass ditetesi malachite green dan diuapkan diatas api bunsen selama 1
menit, lalu dibilas dengan aquades. Preparat ditetesi safranin lalu didiamkan selama
1 menit kemudian dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan, lalu diamati dengan
menggunakan mikroskop (Amaliah dkk, 2018). Uji positif jika endospora berwarna

hijau dan sel vegetatif berwarna merah (Harley, 2005).

3.5.5.3 Uji Biokimia Bakteri Asam Laktat

Uji biokimia BAL meliputi beberapa uji sebagai berikut:

1. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri dengan jarum
ose lalu digoreskan atau difiksasi pada object glass. Ditetesi larutan H2O2 3%
sebanyak 1-2 tetes menggunakan pipet, lalu diamati adanya gelembung atau tidak
(Ramadhanti et al., 2021). Jika terbentuk gelembung yang mengindikasikan bahwa
uji katalase positif dan jika tidak terbentuk gelembung mengindikasikan bahwa uji
katalase negatif (Amaliah dkk, 2018). Terbentuknya gelembung-gelembung
menunjukkan bahwa organisme tersebut menghasilkan enzim katalase yang dapat
mengubah hidrogen peroksida (H202) menjadi air dan oksigen (Yulvizar, 2015).

BAL termasuk bakteri katalase negatif karena tidak menghasilkan enzim katalase
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yang dapat memecah H»O. sehingga tidak terbentuk gelembung-gelembung
oksigen (Romadhon dkk, 2012). Identifikasi dilakukan lebih lanjut hanya pada
isolat yang menunjukkan hasil pewarnaan Gram positif dan katalase negatif karena

kedua hasil tersebut merupakan sifat umum BAL (Muzaifa, 2014).

2. Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi dilakukan dengan cara memasukkan isolat bakteri ke
dalam 10 ml MRSB dalam tabung reaksi. Dimasukkan tabung durham ke dalam
tabung reaksi yang telah berisi isolat bakteri dengan posisi terbalik. Selanjutnya,
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Pengamatan dilakukan dengan cara
melihat terbentuknya gelembung udara yang terdapat pada tabung durham
(Ramadhanti et al., 2021). Isolat yang menghasilkan gelembung udara termasuk
bakteri heterofermentatif, sedangkan isolat yang tidak menghasilkan gelembung

udara termasuk bakteri homofermentatif (Romadhon dkk, 2012).

3.5.6 Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Air

Cucian Beras terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

3.5.6.1 Pembuatan Larutan Standart McFarland

Larutan standar McFarland digunakan untuk menyetarakan perkiraan
jumlah bakteri dalam suspensi cair dengan kepekatan suspensi uji. Larutan standar
0,5 McFarland dibuat terdiri dari 0,05 ml BaCl2 1% dan 9,95 ml H2S0O4 1%.
Standar 0,5 McFarland merupakan standar yang paling umum digunakan di
laboratorium mikrobiologi, dimana standar tersebut adalah dasar percobaan

kerentanan antimikroba dan percobaan hasil biakan bakteri (Aviany & Pujiyanto,
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2020). Standar 0,5 McFarland merupakan standar yang setara dengan jumlah

suspensi bakteri 1x108 CFU/mI (Hudzicki, 2009).
3.5.6.2 Pembuatan Bakteri Uji

Biakan murni bakteri uji diremajakan pada media agar padat dengan cara
mengambil bakteri sebanyak 1 ose yang mengandung S. aureus dan E. coli lalu
digoreskan pada media NA dilakukan dengan aseptis. Selanjutnya, diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam (Ngajow dkk, 2013). Uji difusi cakram berdasarkan
metode Kirby-Bauer bakteri uji disuspensikan ke dalam larutan NaCl 0,9% hingga
kepadatan setara dengan standar 0,5 McFarland (Bubonja-Sonje et al., 2020). Jika
suspensi bakteri terlihat lebih jernih dari standar 0,5 McFarland maka perlu
ditambahkan isolat bakteri lagi. Begitu pula jika suspensi bakteri terlihat lebih padat
dari standar 0,5 McFarland maka perlu ditambahkan larutan NaCl 0,9% hingga

tingkat kepadatan sesuai (Hudzicki, 2009).
3.5.6.3 Uji Antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Uji antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
menggunakan media NA. Pengujian dilakukan dengan cara merendam Kkertas
cakram berdiameter 6 mm pada tiap larutan isolat BAL dan kontrol negatif
menggunakan aquades steril selama kurang lebih 15 menit (Kasi & Mutmainnah,
2017). Bakteri patogen yang sudah sesuai dengan standar 0,5 McFarland masing-
masing disebar menggunakan metode swab. Metode swab dengan menggunakan
cotton swab steril yang telah dicelupkan larutan bakteri patogen lalu diusapkan
pada seluruh permukaan agar (Aviany & Pujiyanto, 2020). Kertas cakram yang

telah direndam isolat BAL diletakkan pada media NA yang telah diinokulasikan
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bakteri patogen, masing-masing dibuat 2 kali ulangan pada satu cawan petri dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam (Kasi & Mutmainnah, 2017). Kontrol
positif menggunakan 10 mg streptomisin (Sofyan et al., 2013). Zona bening yang
terbentuk di sekitar kertas cakram merupakan zona penghambatan BAL terhadap
bakteri patogen. Diameter zona bening yang terbentuk diukur dengan menggunakan

jangka sorong (Scheved, 1993).

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil identifikasi disajikan berupa kualitatif dan
kuantitatif. Kualitatif antara lain pengamatan makroskopis, pengamatan
mikroskopis, dan juga uji biokimia. Sedangkan kuantitatif yaitu dengan melakukan
pengukuran zona hambat disekitar kertas cakram.

3.7 Alur Penelitian

Fgrmentgsi Isolasi Bakteri Karakterisasi Bakteri
Air Cucian Asam Laktat Asam L aktat
Beras (BAL) (Pengamatan

makroskopis,
mikroskopis, dan uji
biokimia BAL)

|

Uji Aktivitas Antibakteri
Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli

l

Analisis Data
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat pada Air Cucian Beras

Berdasarkan hasil purifikasi yang telah dilakukan didapatkan 3 isolat
berbeda yang diisolasi dari fermentasi air cucian beras. Hasil pengamatan secara

makroskopis isolat bakteri asam laktat disajikan pada tabel 4.1 berikut:

Tabel 4.1 Karakterisasi Morfologi Koloni Bakteri Asam Laktat pada Air
Cucian Beras

Morfologi Koloni
Isolat _ ) Diameter
Bentuk Warna Tepi Elevasi
(mm)
AL 1 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,50
AL 2 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,31
AL 3 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,22

Keterangan: AL: Air Leri

Berdasarkan data yang diperoleh pada tabel 4.1 ditemukan tiga isolat yang
memiliki bentuk, warna, tepi, dan permukaan koloni yang sama, yaitu berbentuk
bulat, berwarna putih susu, tepi rata, dan bentuk permukaan yang cembung.
Menurut Prastujati et al. (2022) pengamatan makroskopis pada koloni bakteri yang
memiliki bentuk koloni bulat dengan warna putih hingga putih kekuningan yang
diduga merupakan kelompok bakteri asam laktat. Hal ini diperkuat oleh pernyataan
Nadia et al. (2020) bahwa karakterisasi makroskopik koloni bakteri yang memiliki
bentuk bulat dengan warna putih susu dan diameter sekitar 1-2 mm termasuk ciri-

ciri bakteri asam laktat secara makroskopik. Menurut Sitepu dkk (2021) BAL dapat
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ditemukan pada fermentasi air cucian beras dengan karakteristik koloni berbentuk
bulat dan berwarna putih kekuningan.

Al-Quran merupakan kitab Allah SWT. yang dapat memberikan petunjuk
kepada manusia agar menggunakan akal dan pikirannya untuk mengobservasi
pentingnya lingkungan sekitar sehingga dapat mengembangkan ilmu pengetahuan
yang selaras dengan Al-Quran. Lingkungan memiliki pengaruh yang sangat penting
yang berkaitan dengan kehidupan makhluk lain. Al Quran menegaskan bahwa tidak
ada yang sia-sia mengenai segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT. segalanya
seimbang dalam berbagai bentuk yang besar maupun kecil di bumi. Hal ini sesuai
dengan firman Allah dalam Surat al-Mulk ayat 3:

= MES e gRaS) IR L8 508 1T b @l slak ik (1A A
Y shd Ga (555 U Hiadd) aaold
Artinya: Yang telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Kamu sekali-kali tidak

melihat pada ciptaan Tuhan Yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak seimbang.
Maka lihatlah berulang-ulang, adakah kamu melihat suatu keretakan?

Menurut Shihab (2003) ayat tersebut menjelaskan segala ciptaan Allah
SWT. yang serasi dan akurat dengan melihat salah satunya pada langit yang
diciptakan tujuh lapis. Segala sesuatunya telah diciptakan dengan seimbang sesuai
dengan fungsi masing-masing. Keseimbangan tidak terus menerus mengenai hal
yang bentuk maupun sifatnya sama, namun bisa saja seperti ukuran yang berbeda
seperti makhluk hidup berukuran besar maupun kecil. Allah menciptakan berbagai
bentuk makhluk dengan ukuran besar yang dapat dilihat secara langsung maupun
makhluk yang kecil sekalipun seperti mikroba pastinya sudah sesuai kadarNya.
Keberadaan mikroba ada yang secara langsung bisa terlihat dan ada yang dengan

bantuan alat seperti mikroskop. Hal tersebut dikarenakan variasi ukuran pada tiap
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jenis mikroba yang perlu diketahui dan dipelajari agar dapat dimanfaatkan dengan

baik.

Identifikasi pada mikroba dilakukan dengan dua metode yaitu metode
Mikroskopis dan makroskopis. Karakter Mikroskopis dapat dijelaskan sebagai
koloni bakteri yang memerlukan alat bantu dalam melihat dengan jelas
keberadaannya dan siklus hidupnya, pengamatannya dilakukan dengan cara
pewarnaan gram, bentuk sel bakteri, uji katalase dan lainnya yang dilakukan di
bawah mikroskop. Sedangkan makroskopis yaitu langsung dengan pengenalan
morfologi koloni bakteri seperti diamati warna, bentuk, tekstur dan permukaan
bakteri (Dwijoseputro,2003). Alam ini dan ilmu pengetahuan Allah SWT begitu
luas. Oleh karena itu, dalam memandang ciptaan Allah SWT kita diperintahkan
supaya memandang berkali-kali sebelum menilai atau menyimpulkan, kemudian
memahami betapa sangat adilnya Allah dalam segala penciptaanNya. Dari sini
dapat diambil hikmah, bahwa memang bentuk kekuasaan Allah SWT ada juga yang
tidak bisa terlihat oleh pandangan mata manusia biasa. Akan tetapi, Maha besar
Allah, kita sebagai hambaNya harus mampu mengimani bentuk kekuasaan Allah

SWT (Shibab, 2003).

4.2 Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram adalah metode pewarnaan yang digunakan untuk
menggolongkan bakteri ke dalam dua kelompok yaitu Gram positif dan Gram
negatif (Fitrah dkk, 2017). Sel-sel bakteri Gram negatif akan melepaskan pewarna

kristal violet dan berubah berwarna merah karena mengikat pewarna safranin.
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Sedangkan sel-sel bakteri Gram positif mempertahankan pewarna kristal violet dan

menjadi warna ungu (Fardiaz, 1989).

SRR
ﬁz@;
B e }

Isolat AL1 Isolat AL2 Isolat AL3
(Gram positif, bulat) (Gram positif, bulat) (Gram positif, bulat)
Gambar 4.1 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Asam Laktat pada Air cucian

Beras

Berdasarkan pengamatan hasil pewarnaan Gram, ketiga isolat bakteri
memiliki ciri sel berbentuk bulat dan berwarna ungu. Sel bakteri yang berwarna
ungu setelah dilakukan uji pewarnaan Gram tergolong bakteri Gram positif. Hal
ini diperkuat oleh pernyataan Nadia et al. (2020) bahwa salah satu ciri bakteri Gram
positif yaitu sel bakteri berwarna ungu. Bakteri Gram positif memiliki ciri-ciri
dinding sel dengan peptidoglikan yang lebih tebal daripada Gram negatif sehingga
dapat menyerap warna dari pewarna crystal violet. Pewarna yang terserap oleh sel
akan bertahan meskipun dilakukan pencucian yang bertujuan untuk menghilangkan
pewarna pertama. Menurut Panawala (2017) dinding sel bakteri Gram positif

memiliki ketebalan 20-80 nm.

4.3 Pewarnaan Endospora

Pewarnaan spora memerlukan pemanasan agar zat warna dapat meresap ke
dalam spora (Lay, 1994). Proses pewarnaan endosprora menggunakan zat warna
malachite green. Selama proses pewarnaan endospora, bakteri berspora akan tetap

mengikat zat warna malachite green meskipun telah dilakukan pencucian dan
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diberikan pewarna kedua yaitu larutan safranin. Sehingga bakteri yang berspora
akan berwarna hijau-biru dan bakteri non-spora (sel vegetatif) akan berwarna merah
(Sunatmo, 2007). Kedua zat warna tersebut tidak berikatan erat dengan dinding sel
dan sitoplasma sehingga mudah terlepas saat pencucian dengan air. Sebaliknya, air
tidak dapat menembus dinding endospora sehingga spora tetap berwarna hijau saat

pencucian dengan air (Lay, 1994).

TR a8 |

.545-3-9,‘3

Isolat AL1 (Non-spora) Isolat AL2 (Non-spora) | Isolat AL3 (Non-spora)

Gambar 4.2 Hasil Pewarnaan Endospora Bakteri Asam Laktat pada Air
Cucian Beras

Hasil pengamatan pewarnaan endospora terhadap ketiga isolat bakteri
memiliki karakteristik non-spora atau tidak memiliki spora. Hal ini menunjukkan
bahwa ketiga isolat tersebut memiliki salah satu ciri dari kelompok bakteri asam
laktat. Menurut Othman et al. (2017) bakteri asam laktat adalah bakteri Gram positif
non-spora yang menghasilkan berbagai asam organik seperti asam asetat dan asam
laktat melalui metabolisme fermentasi karbohidrat. Menurut Laily dkk (2013)
pewarnaan endospora pada isolat BAL menggunakan malachite green menunjukan
bahwa isolat BAL berwarna merah yang berarti tidak memiliki spora (spora

negatif).
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4.4 Uji Katalase

Uji katalase pada isolat bakteri bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri
tersebut memiliki enzim katalase untuk memproduksi efek toksik H202 (Suryani

dkk, 2010).

Isolat AL1 Isolat AL2 Isolat AL3
(Katalase Negatif) (Katalase Negatif) (Katalase Negatif)

Gambar 4.3 Hasil Uji Katalase Bakteri Asam Laktat pada Air Cucian Beras

Berdasarkan pengamatan hasil uji katalase menunjukkan bahwa 3 isolat
yang ditemukan termasuk katalase negatif karena tidak terbentuk gelembung
setelah diberi larutan H2O>. Reaksi katalase negatif ditunjukkan dengan tidak
adanya gelembung yang berarti tidak terbentuknya gas oksigen akibat pemecahan
H20> oleh enzim katalase yang dihasilkan oleh bakteri (Ramadhanti et al., 2021).
Menurut Fallo dkk (2021) Enzim katalase mampu mengkatalilis langsung konversi
hidrogen peroksida yang toksik bagi sel menjadi air dan oksigen. Hal ini diperkuat
oleh pernyataan Nadia et al. (2020) bahwa bakteri asam laktat bersifat katalase
negatif dikarenakan bakteri asam laktat tidak menghasilkan enzim katalase yang
dapat mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Hal ini berkaitan
dengan kemampuan bakteri asam laktat yang hanya membutuhkan sedikit oksigen
untuk hidup. Sedangkan menurut Mahulette et al., (2016) bakteri yang bersifat
katalase positif ditandai dengan terbentuknya gelembung setelah pemberian larutan

H202 3%.
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4.5 Uji Tipe FermentasiS

Uji tipe fermentasi bertujuan untuk mengetahui isolat BAL yang diperoleh

bersifat homofermentatif atau heterofermentatif (Nadia et al., 2020).

Isolat AL1 Isolat AL2 Isolat AL3
(Homofermentatif) (Homofermentatif) (Homofermentatif)

Gambar 4.4 Hasil Pengamatan Uji Tipe Fermentasi Isolat Bakteri Asam
Laktat pada Air Cucian Beras

Pengamatan dilakukan setelah sampel uji tipe fermentasi diinkubasi selama
48 jam dan ketiga isolat memiliki tipe fermentasi homofermentatif karena tidak
terbentuk gelembung pada tabung durham. Hal ini dibenarkan oleh pernyataan
Nadia et al. (2020) bahwa bakteri asam laktat yang bersifat homofermentatif tidak
menghasilkan gas atau gelembung. Sedangkan bakteri asam laktat yang bersifat
heterofermentatif menghasilkan gas CO», asam, alkohol, dan senyawa lainnya yang

menguap.

Berdasarkan pengamatan isolat bakteri yang telah dilakukan secara
makroskopis, mikroskopis dan juga uji biokimia diperoleh 3 isolat yang memiliki
karakteristik seperti bakteri asam laktat sehingga dapat dikarakterisasi hingga
tingkat genus. Isolat AL1, AL2, dan AL3 yang didapatkan dari fermentasi air cucian
beras memiiki karakteristik betuk sel bulat, Gram positif, tidak berspora, dan

katalase negatif, tipe fermentasi homofermentatif sehingga diduga termasuk dalam
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genus Streptococcus. Menurut Indriyati (2010) dalam penelitiannya tentang isolasi
dan karakterisasi bakteri asam laktat dari susu formula balita bahwa bakteri asam
laktat dari genus Streptococcus memiliki ciri sel bakteri berbentuk coccus, termasuk
Gram positif, tidak berspora, katalase negatif, non-motil, dan memiliki tipe
fermentasi homofermentatif. Hal ini juga diperkuat dengan karakterisasi dalam
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology bahwa karakteristik bakteri asam
laktat dari genus Streptococcus yaitu memiliki sel berbentuk bulat jarang yang
berbentuk batang, Gram positif, tidak berspora, tidak menghasilkan enzim katalase
atau katalase negatif, saat difermentasi menghasilkan asam laktat
(homofermentatif) dan hidup di lingkungan yang mengandung karbohidrat (Holt,
1994).
46 Uji Antibakteri BAL dari Air Cucian Beras terhadap Bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Berdasarkan hasil pengamatan secara makroskopis, mikroskopis dan uji
biokimia terhadap kelima isolat termasuk Gram positif yang memiliki bentuk sel
bulat, endospora negatif, 3 isolat katalase negatif dan memiliki tipe fermentasi
homofermentatif, sedangkan 2 isolat lainnya termasuk katalase positif dan memiliki
tipe fermentasi heterofermentatif. Uji selanjutnya ialah uji aktivitas antibakteri 3
isolat yang diduga kelompok bakteri asam laktat dari fermentasi air cucian beras
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan menggunakan

metode cakram.
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ALl AL2 AL3

Gambar 4.5 Zona hambat pada uji antibakteri bal dari air cucian beras
terhadap bakteri Staphylococcus aureus

AL3

Gambar 4.6 Zona hambat pada uji antibakteri bal dari air cucian beras
terhadap bakteri Escherichia coli

Berdasarkan pengamatan hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan adanya
zona hambat yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar kertas

cakram. Terbentuknya zona bening disekitar kertas cakram menandakan bahwa
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isolat bakteri asam laktat menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.
Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang mampu memfermentasikan gula
menjadi asam laktat dalam usus besar dengan cara menghambat pertumbuhan
mikroba patogenik dan mikroba pembusuk sehingga keseimbangan mikroflora
alami dalam usus akan selalu terjaga (Putra, 2015). BAL bermanfaat bagi sistem
kekebalan usus dapat mencegah dan juga dapat mengobati diare (Cui et al., 2011).
Allah berfirman dalam Al-Qur’an surat Ali Imran ayat 190-191 yang berbunyi:

STAEEH R WIS DTN RCITEEN IE I o

o

1. z A, Z(ow & 4 2 D'/ L% 7N /c/;a %
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Artinya: Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal (190).
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
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” (191).

AL-Misbah telah menjelaskan dalam tafsirnya bahwa penciptaan langit dan
bumi dengan kesempurnaan dan ketepatan perbedaan antara siang dan malam,
cahaya dan kegelapan, rentang panjang dan pendeknya waktu, merupakan tanda-
tanda kekuasaan Allah yang jelas bagi para ulul albab (orang-orang yang berakal)
yang mengetahui keesaan dan kekuasaan Tuhan. Telah menjadi ciri ulul albab
bahwa mereka selalu merenungkan keagungan dan kebesaran Allah dalam hati
dimana pun mereka berada, dalam keadaan duduk, berdiri dan baring. Mereka
selalu merenungkan penciptaan langit dan bumi, dan keunikan yang terkandung

didalamnya sambil berkata, “Tuhanku, tidak Engkau ciptakan jagat ini tanpa ada
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hikmah yang telah Engkau tentukan dibalik itu. Engkau tersucikan dari sifat-sifat
serba kurang, bahkan ciptaan-Mu itu sendiri adalah bukti kekuasaan dan hikmah-
Mu. Hindarkanlah kami dari siksa neraka, dan berilah kami taufik untuk menaati
segala perintah-Mu”.

Semua ini menjadi bukti atas kesempurnaan kekuasaan Allah bahwa segala
sesuatu yang diciptakan-Nya itu tidak ada yang sia-sia bahkan selalu ada hikmah
atau manfaatnya. Salah satunya yaitu air cucian beras yang pada umumnya menjadi
limbah rumah tangga namun masih dapat dimanfaatkan bagi kesehatan tubuh.
Manfaat yang diperoleh manusia sebagai hasil dari fermentasi air cucian beras oleh
proses pertumbuhan dari bakteri asam laktat sangat penting terutama dalam proses
metabolisme tubuhnya. Menurut Sitepu dkk. (2021) air cucian beras yang telah
berhari-hari akan terfermentasi sehingga tumbuh berbagai jenis mikroba, terutama
jenis bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat sebagai pemicu proses terjadinya
fermentasi di air cucian beras yang mana bakteri ini berperan penting dalam hal
mencegah dan mengurangi bakteri patogen.

Bakteri asam laktat diketahui memiliki banyak kegunaan, antara lain
sebagai antibiotik, pengawet makanan, kultur fermentasi dan probiotik makanan,
karena kemampuan bakteri ini untuk melawan mikroorganisme patogen dan
pembusukan makanan. Senyawa yang terlibat dalam kegiatan ini adalah bakteriosin
sebagai salah satu metabolit bakteri (Januarsyah, 2007). Penggunaan BAL
didasarkan pada fakta bahwa bakteri asam laktat disebut food grade microorganism
yakni mikroba yang tidak berbahaya bagi kesehatan melainkan dapat menyehatkan
tubuh, karena tidak menghasilkan racun berbahaya dalam bahan makanan. Karena

pada umumnya bakteri asam laktat dapat menghambat mikroba patogen (Delvia
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dkk, 2015). Penelitian terdahulu sudah banyak yang melakukan uji antibakteri BAL
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, salah satunya pada
penelitian Hamidah dkk (2019) yang mana BAL menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang ditandai dengan terbentuknya
zona bening di sekitar kertas cakram. Berikut merupakan kategori zona hambat
menurut Davis & Stout (1971):

Tabel 4.2 Kategori Zona Hambat

Diameter Zona Hambat | Kategori Zona Hambat
<5mm Lemah
5-10 mm Sedang
10-20 mm Kuat
> 20 mm Sangat Kuat

Tabel 4.3 Hasil pengukuran zona hambat isolat bal dari air cucian beras pada

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

a. Hasil pengukuran zona hambat S. aureus

Kode Isolat | Ulangan Zon?r:rﬁ;nbat JEJnr]ana;h R?ﬁ;?ta Kaﬁ%?nrlioitona
K- ; 8 0 0 Tidak ada
ALl ; ;22 5,28 2,64 Lemah
AL2 ; ;22 42 2,1 Lemah
AL3 ; gi: 10,11 5,055 Sedang
1 12,04
K+ > 1115 23,19 11,595 Kuat

Keterangan: K-: Aquades steril, K+: Streptomycin
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b. Hasil pengukuran zona hambat E.coli

Kode Isolat | Ulangan Zon?r:]—:i;nbat J(unrlnrlne;h Rzzt;a;sta Kaﬁg?nribitona
K- ; 5 0 0 Tidak ada
ALL ; ;gg 5,56 2,78 Lemah
AL2 ; 322 9,02 4,51 Lemah
AL3 % 2% 10,22 511 Sedang
K+ ; 182; 21,23 10,615 Kuat

Keterangan: K-: Aquades steril, K+: Streptomycin

Berdasarkan hasil pengukuran diameter zona hambat dengan menggunakan
jangka sorong pada aktivitas antibakteri BAL terhadap S. aureus dan E. coli
didapatkan hasil rerata pada tabel 4.7 yang menunjukkan bahwa isolat AL1 dan
AL2 termasuk kategori zona hambat yang lemah karena meiliki diameter zona
hambat <5 mm, isolat AL3 kategori sedang karena memiliki diameter zona hambat
>5 mm, dan kontrol positif yang menggunakan antibiotik jenis streptomycin
termasuk kategori kuat karena memiliki diameter zona hambat >10 mm seperti yang
telah ditunjukkan pada tabel 4.6. Hasil ini menunjukkan bahwa streptomycin lebih
efektif dalam menghambat pertumbuhan kedua bakteri patogen. Hal ini
dikarenakan streptomycin adalah obat antibiotik yang menghambat bakteri Gram
positif dan Gram negatif. Menurut Etebu (2016) mekanisme kerja antibiotik dengan
cara merusak struktur membran sel, menghambat dinding sel, menghambat struktur
dan fungsi asam nukleat dan juga menghambat sintesis protein.

Berdasarkan uji aktivitas antibakteri BAL terhadap S. aureus dan E. coli
terdapat perbedaan pada diameter zona hambat yang dihasilkan. Diameter zona
hambat terhadap bakteri S. aureus rata-rata lebih kecil dari zona hambat yang

dihasilkan terhadap bakteri E. coli. Menurut Pelczar (2009) Semakin besar zona
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hambat yang terbentuk maka semakin besar pula kemampuan BAL dalam
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Menurut Yulinery & Nurhidayat (2015)
rendahnya zona hambat yang terbentuk dapat disebabkan karena bakteri Gram
positif (Staphylococcus aureus) memiliki dinding sel yang lebih tebal sehingga
senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh BAL lebih sulit untuk menembus
dinding sel bakteri Gram positif. Menurut Khikmah (2015) kecilnya kemampuan
zona hambat isolat BAL terhadap bakteri Gram positif dikarenakan kelompok
bakteri Gram positif tahan terhadap kondisi asam.

Kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri dapat disebabkan oleh
beberapa faktor seperti produksi antibiotik, bakteriosin (senyawa protein yang
memiliki efek bakterisida terhadap zona bening mikroorganisme lain), lisosom,
protease dan hidrogen peroksida atau bahkan asam organik yang dihasilkan dapat
mempengaruhi pH media (Elifah, 2010). Mekanisme kerja bakteriosin ialah
merusak permeabilitas sel membran sitoplasma bakteri dengan membentuk pori-
pori pada sel membran dan menghilangkan gaya gerak proton. BAL juga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Asam laktat yang dihasilkan BAL
memiliki efek bakterisidal terhadap bakteri patogen sehingga pH menurun menjadi
3-4,5 (Sablon et al., 2000).

Metode difusi cakram untuk menguji aktivitas antimikroba dari produk
alami semakin populer karena kemudahan penggunaan dan biaya rendah. Namun,
ini melibatkan sejumlah langkah kritis, seperti pemilihan media, pH, ketebalan agar
dan kadar air, kondisi inkubasi, dan memastikan kerapatan inokulum yang akurat.
Diameter zona hambat dapat dipengaruhi oleh kelarutan zat yang diuji, rentang

difusi, dan penguapan (King et al., 2008). Ukuran diameter zona hambat akan
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bergantung pada laju difusi larutan uji dan derajat kepekaan mikroorganisme.
Besarnya zona hambat pada uji difusi cakram berkorelasi terbalik dengan
konsentrasi hambat minimum (Matuschek et al., 2014).

Pengendapan zat yang tidak larut air dalam cakram akan mencegah difusi
zat antimikroba ke dalam agar. Dengan campuran konstituen dengan tingkat difusi
yang berbeda, dapat memberikan hasil yang kurang dapat dipercaya. Faktanya,
tidak adanya zona hambat bukan berarti bahwa senyawa yang diuji tidak efektif,
Namun hal ini terjadi karena adanya perbedaan kecepatan difusi senyawa antibiotik
pada media agar, jenis dan konsentrasi senyawa antibiotik dari metabolit sekunder
yang dihasilkan (Bubonja-Sonje et al., 2011).

Kelemahan utama dari uji ini adalah kualitatif dan tidak membedakan antara
efek bakterisidal dan bakteriostatik. Ketika digunakan untuk skrining antimikroba,
disc-diffusion lebih baik untuk senyawa dengan berat molekul rendah, sedangkan
untuk senyawa dengan berat molekul tinggi lebih disukai menggunakan well-

diffusion (Valgas et al., 2007).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil data yang diperoleh dapat disimpukan bahwa:

1. Berdasarkan karakterisasi secara makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia
diperoleh 3 isolat bakteri dari air cucian beras yang memiliki ciri-ciri
kelompok bakteri asam laktat. Hasil pengamatan menunjukkan terdapat 3
isolat yang memiliki bentuk sel bulat, Gram positif, endospora negatif, serta
katalase negatif, dan memiliki tipe fermentasi homofermentatif sehingga

dikategorikan dalam kelompok bakteri asam laktat genus Streptococcus.

2. Isolat bakteri asam laktat dari air cucian beras berpotensi sebagai antibakteri
S. aureus dan E. coli yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat pada

hasil uji antibakteri.
5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan beberapa hal

sebagai berikut:

1. Penelitian ini perlu ditingkatkan lagi dengan mengidentifikasi isolat bakteri

asam laktat yang diperoleh hingga ke tahap spesies.

2. Penelitian ini perlu ditingkatkan lagi pada tahap pemurnian dan karakterisasi
terhadap 3 isolat bakteri asam laktat dari air cucian beras supaya

menghasilkan zona hambat yang lebih besar.
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Lampiran 1. Data Hasil Pengamatan Karakteristik Makroskopis Isolat BAL
dari Air Cucian Beras

Morfologi Koloni

Isolat ] Elevasi Diameter
Bentuk Warna Tepi
(Permukaan) (mm)
AL 1 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,50
AL 2 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,31
AL 3 Bulat Putih Susu Rata Cembung 1,22

Ket. AL: Air Leri (Air cucian beras)
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Lampiran 2. Data Hasil Pengamatan Karakteristik Mikroskopis Isolat BAL
dari Air Cucian Beras

Pengamatan

Isolat Bentuk | Pewarnaan Uji Uji Tipe
Endospora )

Sel Gram Katalase | Fermentasi

AL 1 Bulat + - - HM

AL 2 Bulat + - - HM

AL 3 Bulat + - - HM

Ket: Reaksi positif (+), Reaksi negatif (-), Homofermentatif (HM),

Heterofermentatif (HT).




Lampiran 3. Gambar Hasil Isolat dari Air Cucian Beras

60

AL1 AL 2

AL 3
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Lampiran 4. Gambar Hasil Pewarnaan Gram Isolat Bakteri Asam Laktat

(BAL) dari Air Cucian Beras

Kode Isolat | Gram | Bentuk Sel
AL 1 + Bulat
AL 2 + Bulat
AL 3 + Bulat
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Lampiran 5. Gambar Hasil Pewarnaan Endospora Isoat Bakteri Asam Laktat
(BAL) dari Air Cucian Beras

Kode Isolat Endospora

AL1 -

AL ?2 -

AL 3 -




w

Lampiran 6. Gambar Hasil Uji Katalase Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL)

dari Air Cucian Beras

Kode Isolat

Uji Katalase

Gambar

AL1

AL 2

AL 3
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Lampiran 7. Gambar Hasil Uji Tipe Fermentasi Isolat Bakteri Asam Laktat

(BAL) dari Air Cucian Beras

Kode Isolat

Tipe Fermentasi

AL1

AL 2

AL 3

Gambar

(+) : Heterofermentatif, (-) : Homofermentatif
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Lampiran 8. Hasil Pengukuran Zona Hambat Isolat BAL dari Air Cucian

Beras sebagai Antibakteri S. aureus dan E. coli

1. Zona Hambat isolat BAL dari Air Cucian Beras terhadap S. aureus

Kode Isolat | Ulangan | 292 Hambat [ Jumlah [ Rata-rata | Kategori Zona
K- ; 8 0 0 Tidak ada
AL1 ; ;22 5,28 2,64 Lemah
AL2 ; ;22 4,2 2,1 Lemah
AL3 ; g:i: 10,11 5,055 Sedang

1 12,04
K+ > 11:25 23,19 11,595 Kuat

2. Zona Hambat isolat BAL dari Air Cucian Beras terhadap E. Coli

Kode Isolat | Ulangan Zon?nljrﬁTbat JEJnTrL%h R?ﬁ;;")"ta Kaﬁgcr);ibitona
K- > ; 0 0 Tidak ada
ALl ; ;gg 5,56 2,78 Lemah
AL2 ; jzg 9,02 451 Lemah
AL3 ; g% 10,22 511 Sedang
K+ ; 1822 21,23 10,615 Kuat

Ket. K- : Kontrol negatif (Aquades steril), K+ : Kontrol positif (Streptomycin)
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Lampiran 9. Gambar Aktivitas Antibakteri BAL dari Air Cucian Beras
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli

1. Zona Hambat Bakteri Staphylococcus aureus

ALl AL2 AL3
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