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A-03
Karakterisasi Genus Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Fermentasi Ubi Jalar
(Ipomoea batatas L.)

Neti Yuliana®, Sumardi® , Christian Nugroho Ekowati®, Muhammad Igbal?.
!Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
%Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung
Jalan Prof. Soemantri Brojonegoro No. 1, Bandar Lampung, 35145
Telp. 0721 701609, Fax. 0721 702767
e-mail : netiyuliana2016(@gmail.com , sumardi_bio@yahoo.co.id
ecoli.lacto@gmail.com , igbalebusiness@gmail.com.

ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan golongan bakteri yang menghasilkan asam laktat
sebagai produk akhir. Hasil penelitian sebelumnya, telah didapatkan 26 isolat BAL
penghasil EPS yang diisolasi dari fermentasi ubi jalar namun belum diketahui genusnya.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui genus BAL penghasil EPS dari fermentasi
ubi jalar ([pomoea batatas L.). Penelitian dilakukan dengan mengkarakterisasi isolat
secara konvensional berdasarkan tingkatan suhu, pH, NaCl dan jenis substrat gula yang
berbeda. Hasil yang diperoleh menunjukkan seluruh isolat dapat tumbuh pada suhu
ruang dan 37 °C, pH 6,6 dan 7,5, kadar NaCl 3 %. Merujuk pada Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology dapat disimpulkan bahwa bakteri asam laktat (BAL)
penghasil EPS yang diisolasi dari fermentasi Ubi Jalar diperoleh 2 genus bakteri terdiri
dari Lactobacillus spp. dan Enterococcus spp.

Kata kunci : Bakteri asam laktat, ubi jalar, Lactobacillus spp, Enterococcus spp.

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan golongan bakteri yang menghasilkan
asam laktat sebagai metabolit utama. BAL umumnya memiliki cici-ciri berbentuk batang,
atau kokus, tidak motil, tidak menghasilkan spora, katalase negatif, Gram positif, tahan
terhadap kondisi asam dan bersifat anaerob fakultatif (Wedajo, 2015; Bergey et al., 2009).

BAL dapat memanfaatkan beberapa karbohidrat (salah satunya golongan
polisikaraida, contoh amilum) sebagai substrat untuk menghasilkan metabolit aktif pada
proses pertumbuhannya. Salah satu tanaman penghasil karbohidrat berupa amilum yang
dapat digunakan oleh BAL adalah tanaman ubi jalar. BAL dapat memanfaatkan ubi jalar
dengan menghasilkan amilase ekstraseluler sehingga dapat memecah amilum menjadi
gula dan memfermentasinya secara langsung menjadi asam laktat. Panda dan Ray (2016)
melaporkan beberapa BAL merupakan penghasil amylase (BAL amilolitik) yang banyak
ditemukan pada bahan hasil pertanian berpati seperti umbi-umbian dan serealia.

Selain asam laktat, metabolit aktif lainnya yang dihasilkan oleh BAL adalah
etanol, hidroperoksida, bakteriosin (Ibrahim et al., 2015) dan exopolisakarida (EPS)
(Caggianiello et al., 2016). Hasil penelitian BAL penghasil EPS dari fermentasi ubi jalar
telah dilaporkan (Yuliana et al., 2020), namun isolat BAL tersebut belum lengkap
karakteristiknya sehingga belum diketahui genusnya. Menurut Quinto et al., (2014),
untuk mengetahui klasifikasi genus dari setiap isolat, maka perlu dilakukan karakterisasi
lebih lanjut meliputi pengujian pertumbuhan pada sumber gula, suhu, pH dan kadar NaCl
yang berbeda. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui genus BAL penghasil EPS yang
diisiolasi dari fermentasi ubi jalar berdasarkan karakterisasi pengamatan makroskopis
koloni, pengamatan mikroskopis sel, uji biokimia dan uji fisiologi.
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METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengkarakterisasi isolat BAL dari fermentasi ubi
jalar yang telah diisolasi sebelumnya (Yuliana et al., 2020). Karakterisasi isolat meliputi
pengamatan makroskopis morfologi koloni, pengamatan mikroskopis morofologi sel,
pengujian biokimiawi dan fisiologi yang dilakukan secara konvensional. Data tersebut
kemudian dianalisis dan menentukan tingkat genus masing-masing isolat. ditentukan
karakternya serta genusnya yang mengacu beradasarkan Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology.

Karakterisasi BAL

Karakterisasi dilakukan untuk membedakan karakter antara isolat BAL terpilih
malalui 4 langkah karakterisasi yaitu: pengamatan makroskopis koloni, mikroskopis,
pengujian biokimia dan pengujian fisiologis.

Pengamatan Makroskopis dan Mikroskopis

Pengamatan makroskopis dilakukan untuk melihat morfologi koloni antara lain
warna, elevasi, permukaan dan bentuk tepian koloni (Ibrahim ef a/.,2015 ; Romadhon et
al., 2012). Pengamatan mikroskopis dilakukan untuk mengamati morfologi sel dengan
pengecatan spora (Misgiyarta, 2003).

Pengujian Biokimia

Isolat BAL penghasil EPS diinokulasikan 1 ose ke dalam tabung reaksi yang
berisi 5 ml MRSB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Selanjutnya, disiapkan
media NFSM ( Non Fat Skim Milk) Liquid yang berisi (skim milk 10 % dan yeast extract
1 %) (Mozzi et al., 1995) dengan indikator BCP 0,17 g/l (Guetouache et al., 2015) serta
ditambahkan 3 % gula-gula yang terdiri dari sukrosa, glukosa , galaktosa dan laktosa ke
dalam masing-masing tabung yang berisi Durham. Isolat yang telah diinkubasi pada
media MRSB diinokulasikan sebanyak 1 ml ke dalam 3 ml media uji NFSM, lalu
diinukbasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Setelah inkubasi, hasil positif dinilai
berdasarkan perubahan media menjadi berwarna kuning, pH sekitar 5,2-5,8 dan
terbentuknya gas pada tabung Durham berupa gelembung.

Pengujian Fisiologi
Penentuan Suhu Pertumbuhan

Penentuan suhu pertumbuhan mengacu pada (Putri et al, 2015 dengan
modifikasi), dilakukan dengan cara 1 ose isolat BAL penghasil EPS diinokulasikan ke
dalam tabung reaksi yang berisi 5 ml MRSB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
°C. Isolat yang telah diinkubasi pada media MRSB diinokulasikan sebanyak 1 ml ke
dalam 3 ml tabung reaksi yang berisi medium MRSB. Kemudian, tabung diinkubasi pada
suhu yang berbeda (10; suhu ruang; 37; 40; 45; 50 °C) selama 24 jam. Setelah diinkubasi,
hasil positif dinilai secara visual berdasarkan kekeruhan medium serta endapan pada
dasar tabung.

Penentuan pH Pertumbuhan

Penentuan pH pertumbuhan mengacu pada (Putri et al., 2015 dengan modifikasi),
dilakukan dengan cara 1 ose isolat BAL penghasil EPS diinokulasikan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 5 ml MRSB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Isolat
yang telah diinkubasi pada media MRSB diinokulasikan sebanyak 1 ml ke dalam 3 ml
tabung reaksi yang berisi medium MRSB yang telah disesuaikan masing-masing pH (4.4;
5; 6,6; 7,5; dan 9,6). Kemudian, tabung diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Setelah diinkubasi, hasil positif dinilai secara visual berdasarkan kekeruhan medium serta
endapan pada dasar tabung
Penentuan Kadar NaCl

Penentuan kadar NaCl mengacu pada (Putri et al., 2015 dengan modifikasi),
dilakukan dengan cara 1 ose isolat BAL penghasil EPS diinokulasikan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 5 ml MRSB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Isolat
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yang telah diinkubasi pada media MRSB diinokulasikan sebanyak 1 ml ke dalam 3 ml
tabung reaksi yang berisi medium MRSB yang telah disesuaikan kadar NaCl (3; 4; 6,5; 8
dan 10 %). Kemudian, tabung diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Setelah
diinkubasi, hasil positif dinilai secara visual berdasarkan kekeruhan medium serta
endapan pada dasar tabung.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Makroskopis dan Mikroskopis
Dari hasil isolasi peneliti sebelumnya diperoleh 26 isolat BAL dengan kode Al,
A2, A3, A4, AS, A6, A7, A8, Al4, Al5, B3, B6,B7,C3,C4,C8,C, F,L1,0, 01,Q1, U,
W, X dan Y. Berdasarkan hasil pengamatan makroskopis dan mikroskopis terhadap 26
isolat tersebut terdapat beragam karakter BAL (Tabel 1.).

Tabel 1. Hasil Pengamatan Makroskopis Koloni BAL

Bentuk Warna Elevasi Margin

Koloni Koloni

circular putih flat entire undulate
Jumlah 26 26 26 20 6

1solat

Hasil pengamatan makroskopis menunjukkan bahwa masing-masing isolat
memiliki bentuk koloni circular, warna koloni putih, elevasi koloni flat dengan margin
koloni entire serta undulate Keragaman morfologi koloni pada, masing-masing isolat
dapat disebabkan oleh beberapa hal diantaranya ialah, faktor pertumbuhan serta gen.
Menurut Franco (2002), dalam penelitiannya menunjukkan bahwa gen merupakan faktor
penting serta terlibat dalam proses pembentukan bentuk koloni.

Berdasarkan pengamatan mikroskopis diketahui adanya perbedaan bentuk sel
pada ke 26 isolat BAL dan ada tidaknya spora. Isolat yang memiliki bentuk basil
berjumlah 24 isolat dan bentuk kokkus berjumlah 2 isolat. Serta, ke-26 isolat BAL
memiliki sifat spora negatif (Tabel 2.).

Tabel 2. Hasil Pengamatan Mikroskopis Sel BAL

Bentuk Pengecatan spora
sel
Basil Kokkus negatif positif
Jumlah isolat
24 2 26 0

Isolat yang memiliki bentuk basil umumnya termasuk ke dalam golongan genus
Lactobacillus sedangkan isolat yang memiliki bentuk kokkus termasuk ke dalam genus
Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococus, Oenococcus,
Leuconostoc, Aerococcus serta Enterococcus (Wedajo, 2015). Hasil pewarnaan spora,
semua isolat BAL yang diperoleh memiliki karakteristik non spora. Hal ini sesuai
dengan Bergey et al., (2009), BAL bersifat spora negatif.

Biokimia

Dari hasil uji fermentasi karbohidrat ini dapat diketahui bahwa semua isolat
menunjukkan perubahan warna medium menjadi berwarna kuning serta terjadinya
penurunan pH yang menandakan bahwa masing-masing isolat mampu memfermentasi
glukosa, sukrosa, laktosa dan galaktosa. Menurut Bergey et al., (2009), BAL dapat
memanfaatkan gula beberapa diantaranya seperti glukosa, galaktosa, laktosa dan sukrosa
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serta memfermentasikannya menjadi asam laktat sebagai produk akhir. Asam yang
diproduksi oleh BAL tersebut akan mengubah warna medium dari warna ungu menjadi
kuning (Moulay et al., 2006). Lalu pada pengamatan produksi gas, terbentuknya gas
pada tabung Durham berupa gelembung yang menunjukkan isolat BAL tersebut bersifat
heterofermentatif (Tabel 3.).

Tabel 3. Hasil Uji Biokimia

Jenis Karbohidrat Produksi Gas
Glukosa Sukrosa Laktosa Galaktosa + -
Jumlah 26 26 6 6 21 5
Isolat

Menurut Von-Wright and Axelsson (2012), BAL yang menghasilkan asam laktat, 2
mol ATP dari 1 glukosa/heksosa dalam kondisi normal, serta tidak menghasilkan
karbondioksida (CO2) pada golongan BAL homofermentatif. Pada BAL
heterofementatif, selain menghasilkan asam laktat juga menghasilkan hasil metabolit
sampingan berupaa etanol, CO2, asam asetat serta 1 ATP dari 1 mol heksosa. Menurut
Salminen et.al.,, (2004) BAL yang tergolong homofermentatif antara lain Streptococus,
Pediococcus, Lactococcus dan beberapa Lactobacillus, sedangkan BAL heterofermentatif
yaitu Leuconostoc, Oenococcus, Wissela dan beberapa spesies dari Lactobacillus.

Karakter Fisiologis

Sifat fisiologis yang diujikan pada penelitian ini adalah pengaruh suhu (Tabel 4),
pH dan konsentrasi NaCl (Tabel 5). Pertumbuhan masing-maing isolat yang ditandai
dengan kekeruhan serta terbentuknya endapan pada medium.

Tabel 4. Hasil Uji Suhu Pertumbuhan

Suhu Pertumbuhan (°C)
10 28+2 37 40 45 50

Jumlah 26 26 22 7 5
. 13
isolat

Berdasarkan (Tabel 4.) ke-26 isolat mampu tumbuh dengan baik pada suhu
ruangan dan suhu 37 °C. BAL tmerupkan bakteri yang umumnya bersifat mesofilik dan
termofilik (Jay, 2000). BAL merupakan bakteri yang dapat tumbuh pada rentang suhu
10-45 °C (Putri, 2015). Bakteri asam laktat yang dapat tumbuh pada suhu 10-45 °C di
antaranya Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc dan Pediococcus. Beradasarkan
Surono (2004), strain BAL memiliki suhu pertumbuhan yang beragam. Beberapa suhu
pertumbuhan dari berbagai jenis strain BAL, yaitu kelompok mesofilik yang memeiliki
suhu optimu £+ 40 °C contohnya adalah Lactobacillus bulgaricus dan Leuconostoc.
Selanjutnya, terdapat 5 isolat BAL penghasil EPS yang memeliki sifat thermoduric atau
mampu bertahan pada suhu tinggi yaitu isolat F, O, O1, Q1 dan W. Bakteri jenis ini
optimum pada suhu + 50 °C contohnya adalah Enterococcus dan Streptococcus
thermophilus.

Hasil pengujian pengaruh pH menunjukkan umumnya isolat dapat tumbuh
dengan baik pada pH 6,6 dan 7,5 Namun beberapa spesies dapat tumbuh dalam keadaan
sangat masam atau sangat alkalin (Tabel 5).
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Tabel 5. Hasil Uji pH dan Konsentrasi NaCL

pH pertumbuhan
4,4 5 6,6 7,5 9,6
Jumlah isolat 1 5 26 26 21
Konsentrasi NaCL (%)
3 4 6,5 8 10
Jumlah isolat 26 21 15 13 0

Setiap mikroba mempunyai permeabilitas membran sitoplasma yang tidak sama
sehingga mempengaruhi toleransi mikroba tersebut terhadap pH lingkungan Menurut,
Krulwich et al., (1979) pengaturan pH sitoplasma sangat penting untuk kelangsungan
hidup bakteri. pH pertumbuhan bagi kebanyakan bakteri terletak antara 6,5 dan 7,5,
dengan dengan nilai pH minimum untuk tetap hidup yaitu 4 dan nilai pH maksimum ialah
9 (Pelczar and Chan, 2005). Beberapa isolat BAL penghasil EPS dilaporkan dapat
bertahan pada pH yang ekstrem, yaitu 9,6.

Tabel 5 juga menunjukkan kemampuan isolat yang diperoleh dari fermentasi ubi
jalar tumbuh pada konsentrasi NaCl yang berbeda. Dalam penelitian ini, kebanyakan
isolat BAL mampu mentolerir konsentrasi NaCl sebesaar 3-4 %, yang menandakan bahwa
isolat tergolong ke dalam golongan halofilik ringan, dan beberapa dapat tumbuh pada kadar
garam 6,5-8 %. Mineral dibutuhkan bakteri sebagai akseptor elektron dalam metabolisme
pertumbuhannya. Menurut Mozzi et al. (2003) garam mineral sangat mempengaruhi
produksi EPS dari L. Casei pada kondisi inkubasi 37 °C selama 48 jam.

Penentuan Genus Isolat BAL Penghasil EPS dari Fermentasi Ubi Jalar

Berdasarkan hasil karakterisasi yang telah dilakukan, semua isolat menunjukkan
spora negatif dengan sel berwarna merah, 24 isolat BAL berbentuk batang (basil) dan 2
lainnya berbentuk bulat (coccus). Tahapan selanjutnya, yaitu mengkarakterisasi masing-
masing isolat BAL.berdasarkan (Tabel 3, Tabel 4, Tabel 5) yang mengacu (Bergey et al.,
2009). Diagram pengklasifikasian dapat dilihat pada (Gambar 1.).

Dari kemampuannya memproduksi gas dari beberapa gula 6 isolat bersifat
homofermentatif dan 20 isolat lainnya bersifat heterofermentatif. Oleh karena itu, dapat
diketahui pada (Tabel 1 dan Tabel 2) 3 isolat berbentuk basil bersifat homofermentatif, 21
isolat berbentuk basil lainnya bersifat heterofermentatif dan 2 isolat berbentuk kokkus
bersifat homofermentatif.

Isolat B7 dan C8 dapat tumbuh pada suhu (28 °C dan 37 °C), kadar garam NaCl
(3%, 4%, 6,5% dan 8%) serta pH (6,6-9,6) yang berbeda. Berdasarkan (Gambar 1.),
penggolongan BAL tersebut termasuk dalam genus Enterococcus. Bakteri dari genus
Enterococcus adalah bagian dari flora usus mamalia, dan burung, serta beberapa hewan
lainnya. Bakteri ini juga dapat berasosiasi denga tanaman dan beberapa jenisnya
diisiolasi dari air. Genus Enterococcus pada umumnya memeiliki bentuk sel bulat telur,
berpasangan atau rantai pendek maupun memanjang. Bakteri ini Dbersifat
homofermentatif, sifat lain dari bakteri ini adalah katalase negatif, bersifat spora negatif,
tumbuh pada kisaran suhu 35-37 °C dengan beberapa spesies dapat tumbuh pada suhu 42
°C hingga 45 °C atau lebih (Bergey et al., 2009).

Isolat dengan kode A4, A8 dan Ol tumbuh pada suhu (10-50 °C ), pH (4,4-9.6)
dan kadar garam (3-8 %) yang berbeda dengan sifat homofermentatif. Serta isolat Al,
A2, A3, AS, A6, A7, Al4, Al5, B3, B6, C3, C4, C, F, L1, 0,Ql, U, W, Xdan Y
tumbuh pada suhu (10-50 °C ), pH (4,4-9,6) dan kadar garam (3-8 %) yang berbeda
dengan sifat heterofermentatif. Berdasarkan (Gambar 1.), penggolongan BAL tersebut
termasuk dalam genus Lactobacillus. Menurut Ray (2001) dan Bergey et al., (2009),
Lactobacillus memiliki ciri-ciri yaitu selnya berbentuk batang dengan ukuran dan bentuk
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yang sangat beragam, beberapa biasanya sangat panjang dan beberapa lainnya bersifat
batang bulat. Karakter lain genus ini diantaranya ialah anaerob fakultatif, Gram positif,
kebanyakan spesies tidak bergerak dan mesofilik. Lactobacillus merupakan genus
terbesar dalam kelompok BAL dengan hampir 80 spesies berbeda tersebar luas di alam
dan diantaranya terdapat pada beberapa produk nabati maupun hewani.
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Penghasil EPS dari Fermentasi Ubi Jalar.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa, bakteri asam laktat
(BAL) penghasil EPS yang diisolasi dari fermentasi Ubi Jalar diperoleh 2 genus bakteri
terdiri dariLactobacillus spp. dan Enterococcus spp
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