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ABSTRAK

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri yang terlibat pada proses fermentasi
pangan dan dapat dijadikan probiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi,
mengidentifikasi dan melihat potensi probiotik Bakteri Asam Laktat (BAL) pada akhir
fermentasi pangan lokal pulau Bangka dan Sumatera Selatan (beras aruk, rusip dan
tempoyak). Isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat dilakukan secara makroskopis,
mikroskopis, uji biokimia dan molekuker berdasarkan 16S rRNA. Potensi probiotik isolat
diuji berdasarkan ketahanan terhadap asam dan aktivitas antibakteri. BAL yang
berperan dalam proses pembuatan beras aruk yaitu Lactobacillus plantarum dengan
karakteristik berbentuk batang, gram positif, tidak memiliki enzim katalase, mampu
memfermentasi glukosa menjadi asam, mampu memfermentasi laktosa dan sukrosa, tidak
bergerak, tahan terhadap asam dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus.

Kata kunci: bakteri asam laktat; fermentasi; beras aruk; rusip; tempoyak.

ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria (LAB) are bacteria involved in food fermentation processes and can
be used as probiotics. This study aims to isolate, identify and determine the probiotic
potential of Lactic Acid Bacteria (LAB) at the end of the fermentation of local food on the
island of Bangka and South Sumatra (aruk rice, anchovy sauce and tempoyak). Isolation
and identification of lactic acid bacteria were carried out macroscopically,
microscopically, biochemically and molecularly assays based on 16S rRNA. The
probiotic potency of the isolates was tested based on their resistance to acid and
antibacterial activity. LAB that plays a role in the process of making aruk rice is
Lactobacillus plantarum with rod-shaped characteristics, gram positive, does not have
the catalase enzyme, is able to ferment glucose into acid, is able to ferment lactose and
sucrose, does not move, is resistant to acids and has antibacterial activity against
Staphylococcus aureus.

Keywords: lactic acid bacteria; fermentation; aruk rice; anchovy sauce; durian
fermentation

PENDAHULUAN

Makanan fermentasi tradisonal merupakan salah satu makanan fungsional
yang berperan positif bagi kesehatan dan telah dikonsumsi sejak zaman dahulu
oleh masyarakat di seluruh dunia (Chang 2018; Papadimitriou et al. 2016;
Chaudhary et al. 2018). Makanan fermentasi tradisional di beberapa negara telah
dikarakterisasi dengan baik seperti halnya kimchi, natto, kapi (Pongsetkul et al.
2014; Chang 2018; Afzaal et al. 2022). Beberapa makanan tradisional dari
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provinsi Bangka Belitung diantaranya adalah beras aruk dan rusip. Salah satu
makanan tradisional provinsi Sumatera Selatan adalah tempoyak. Beras aruk
terbuat dari ubi kayu (Manihot esculenta Cruntz). Ubi kayu mengandung
karbohidrat yang tinggi, namun rendah protein dan cepat rusak jika tidak diolah
(Penido et al. 2018). Tempoyak terbuat dari durian yang difermentasi dengan
penambahan garam (Aisyah et al. 2014; Nizori et al. 2021; Hasanuddin 2021).
Rusip terbuat dari ikan teri yang difermentasi dengan penambahan gula aren dan
garam  (Susilowati et al. 2014; Koesoemawardani and Ali 2016;
Koesoemawardani et al. 2018).

Pada proses fermentasi makanan melibatkan berbagai mikroorganisme
diantaranya bakteri asam laktat (BAL) (Chang et al. 2010; Papadimitriou et al.
2016; Penido et al. 2018). BAL merupakan kelompok Gram-positif, tidak
berspora, kokus atau batang, anaerobik atau aerob fakultatif (Quinto et al. 2014).
BAL mampu mengasamkan, meningkatkan rasa, memperbaiki aroma dan flavour,
melindungi makanan dari mikroorganisme patogen, menambah nutrisi makanan,
mengurangi zat berbahaya dan meningkatkan umur simpan (Chang et al. 2010;
Papadimitriou et al. 2016; Penido et al. 2018; Wang et al. 2021). Bakteri asam
laktat yang sering ditemukan pada makanan fermentasi yang berasal dari umbi ubi
kayu diantaranya adalah Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides (Penido et al. 2018). Pada
fermentasi saus ikan (anchovy sauce) melibatkan bakteri asam laktat seperti
Tetragenococcus dan Streptococcus (Lee et al. 2016). Bakteri asam laktat yang
terdapat pada tempoyak diantaranya Leuconostoc mesentroides, Pediococcus
acidilactili, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus (Hasanuddin 2021).

BAL dapat memfermentasi karbohidrat menjadi asam laktat (Wang et al.
2021). Bakteri asam laktat dapat menguraikan zat makromolekul dalam makanan,
termasuk degradasi polisakarida yang tidak dapat dicerna dan transformasi zat
rasa yang tidak diinginkan. BAL memiliki kemampuan sebagai antimikroba
(Nizori et al. 2019). Bakteri asam laktat mengeluarkan bakteorisin yang berfungsi
sebagai antimikroba dan pengawet pada makanan (Escobar-Zepeda et al. 2016;
Wang et al. 2021). BAL memiliki kemampuan menghasilkan berbagai asam laktat
yang dapat menurunkan pH. BAL juga memiliki potensi sebagai probiotik (Chang
et al. 2010; Singh et al. 2018; Kim et al. 2020; Wang et al. 2021). Probiotik
merupakan bakteri yang bermanfaat yang diintroduksi ke saluran pencernaan
untuk membantu penyerapan nutrisi (Singh et al. 2018). Salah satu kriteria untuk
probiotik yaitu mampu bertahan dan melakukan kolonisasi pada saluran
pencernaan yang memiliki pH yang rendah (Singh et al. 2018).

Isolasi dan identifikasi BAL dari makanan fermentasi serta melihat potensinya
sebagai probiotik dan antimikroba diperlukan untuk pengembangan probiotik baru
yang saat ini diperlukan untuk meningkatan fungsi pada makanan (Chang et al.
2010; Zielinska et al. 2018; Somashekaraiah et al. 2019). Kebutuhan akan
probiotik yang meningkat sejak abad 21 sehingga perlu dicari sumber BAL dari
berbagai produk fermentasi lokal (Ziclinska et al. 2018). Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi, mengidentifikasi dan melihat potensi probiotik BAL dari
pangan lokal berbasis fermentasi, yaitu beras aruk, rusip dan tempoyak.
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METODE
Proses Pembuatan Beras Aruk

Proses pembuatan beras aruk mengikuti metode Karsiningsih et al. (2021)
dengan modifikasi. Sebanyak 500 gram umbi ubi kayu yang berusia 9 bulan dan
telah dikupas, dicuci dan dibuang lendirnya dimasukan ke dalam wadah platstik
dan ditambahkan 1 Liter akuades steril. Umbi ubi kayu ini difermentasi pada suhu
ruang dalam kondisi tertutup selama 3 hari. Setelah 3 hari, air fermentasi diambil
untuk uji selanjutnya.

Proses Pembuatan Rusip

Proses pembuatan beras aruk mengikuti metode Koesoemawardani et al.
(2013) dengan modifikasi kadar garam dan lama fermentasi. Sebanyak 500 gram
ikan teri dicuci dan dibersihkan ditambahkan garam 5% dan ditambah gula aren
sebanyak 10% dari berat ikan teri diaduk kemudian dimasukkan ke dalam botol,
ditutup dan difermentasi pada suhu ruang selama 6 hari.

Proses Pembuatan Tempoyak

Proses pembuatan beras aruk mengikuti metode Aisyah et al. (2014).
Sebanyak 100 gram daging durian ditambah garam dengan konsentrasi 10% dari
berat daging durian, kemudian diaduk secara merata dan diperam di dalam toples
kaca dalam suhu ruang selama tujuh hari.

Pengukuran pH, Total Asam dan Jumlah Koloni pada Fermentasi Beras Aruk,
Rusip, dan Tempoyak

Sebanyak 10 mL air fermentasi beras aruk, rusip serta 1 gram tempoyak yang
dicairkan dengan 10 mL akuades dengan pH netral masing-masing diukur pH
menggunakan pH meter sesuai metode AOAC (2006), total asam dengan cara
titrasi asam basa (Nizori et al. 2019) dan jumlah koloni dilakukan menggunakan
media Plate Count Agar menggunakan metode FDA (1998).

Isolasi Bakteri Asam Laktat dari Fermentasi Beras Aruk, Rusip, dan Tempoyak
Sebanyak 1000uL air rendaman beras aruk hari ketiga diambil menggunakan
mikropipet, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL akuades steril
kemudian dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10®. Pada rusip, sebanyak
1000uL air fermentasi rusip hari keenam diambil, lalu dimasukkan ke dalam
tabung reaksi berisi 9 mL akuades steril. Dilakukan pengenceran bertingkat
hingga 107°. Pada tempoyak, sebanyak 1 gram tempoyak fermentasi hari ketujuh
diambil, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL akuades steril.
Dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10”. Masing-masing hasil pengenceran
beras aruk, tempoyak dan rusip dikultur pada media MRS Agar + CaCO3; pada
cawan petri dengan menggunakan metode sebar. Selanjutnya, diinkubasi pada
suhu 37°C selama 2x24 jam. Pertumbuhan bakteri asam laktat ditandai dengan
adanya zona bening pada koloni. Bakteri yang menunjukaan adanya zona bening
dimurnikan dengan cara gores sinambung kemudian koloni yang tumbuh pada
kuadran akhir diisolasi menggunakan media MRSA miring (Khairina et al. 2016).
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Karakterisasi Makroskopis, Mikroskopis, dan Uji Biokimia Bakteri Asam Laktat

Karakterisasi bakteri asam laktat dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis, yaitu identifikasi secara morfologi dan pewarnaan Gram. Selain itu,
dilakukan uji tambahan berupa Uji Biokimia Bakteri Asam Laktat yang meliputi
Uji Katalase, Uji MR (Methyl-red) dan Uji TSIA sesuai dengan metode yang
dilakukan oleh Aisyah et al. (2014).

Uji Ketahanan Asam dan Antibakteri Isolat BAL

Uji ketahanan asam dilakukan pada pH 3 sesuai dengan metode yang
dilakukan oleh Chang et al. (2010). Uji kemampuan antibakteri dilakukan pada
kultur bakteri asam laktat (BAL) menggunakan metode diffusi agar menurut
Rachmawati and Setyaningsih (2005)

Karakterisasi Molekuler Berdasarkan 16S rRNA

Identifikasi molekuler dilakukan dengan mengidentifikasi sekuens pada 16S
rRNA. Isolasi DNA dilakukan menggunakan DNA Miniprep Kit (ZymoResearch,
USA) (Helmi et al. 2022). Sebanyak 5 pL DNA digunakan sebagai template
untuk amplifikasi DNA, enzim polimerase menggunakan GoTag PCR mix, dan
primer yang digunakan untuk amplifikasi adalah primer 27F dan 1492R
(Macrogen Lab., Korea). Kondisi PCR dilakukan dengan predenaturasi 95°C
selama 2 menit, denaturasi 96°C selama 30 detik, elongasi 51,4°C selama 30 detik,
dan elongasi 72°C selama 1 menit. Tahapan-tahapan tersebut dilakukan selama 30
siklus. Perpanjangan akhir pada 72°C selama 5 menit. Sampel produk PCR
selanjutnya diurutkan menggunakan layanan sekuensing dari Macrogen Inc.
(Seoul, Korea). Hasil sequence yang diperoleh dibandingkan dengan database
menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) di GenBank National
Centre for Biotechnology Information (NCBI). Pohon filogeni dibuat dengan
menggunakan program MEGA 11.

HASIL DAN PEMBAHASAN
pH, total asam dan jumlah koloni bakteri pada fermentasi beras aruk, rusip dan
tempoyak

Tabel 1 menunjukkan beras aruk memiliki pH paling rendah, total asam
tertinggi dan jumlah koloni bakteri tertinggi. Umbi ubi kayu sebagai bahan
pembuatan beras aruk mengandung karbohidrat yang tinggi sekitar 30-37% berat
basah (Novi Ariani et al. 2017; Wiraputra et al. 2019) yang akan diubah oleh
BAL menjadi asam-asam organik. Produk utama dari fermentasi karbohidrat oleh
BAL adalah asam laktat sehingga menurunkan pH dan meningkatkan total asam
tertirasi (Freire et al. 2015). Bakteri yang tumbuh pada beras aruk juga lebih
banyak dibandingkan dengan rusip ataupun tempoyak sehingga total asam yang
dihasilkan di akhir fermentasi lebih banyak. Tempoyak berasal dari durian yang
juga mengandung karbohidrat yang tinggi sekitar 28-35% (Nugraheni et al. 2019),
namum dalam proses fermentasi durian menjadi tempoyak ditambahkan garam
sebanyak 10% sehingga menjadi faktor pembatas bagi bakteri lain yang tumbuh.
Rusip memiliki karakteristik pH yang lebih tinggi dengan total asam yang lebih
rendah dapat disebabkan pada rusip terbuat dari ikan yang kandungan utamanya
adalah protein sehingga pH yang dihasilkan lebih tinggi. Degradasi protein
menghasilkan amoniak yang menyebabkan pH menjadi lebih basa
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(Koesoemawardani et al. 2013). Adanya penambahan garam pada fermentasi
rusip dan tempoyak juga menyebabkan hanya bakteri halofil yang dapat bertahan
hidup sehingga total koloni juga lebih sedikit (Susilowati et al. 2014).

Tabel.1 Karakteristik pH, total asam dan jumlah koloni bakteri pangan lokal di akhir

fermentasi
Pangan Lokal pH Total asam tertirasi Jumlah koloni (CFU/g)
Beras Aruk 4,81+0,57 18,75+1,25 3,71 x 107
Rusip 5,84+0,34 1,90+0,89 1,57 x 10*
Tempoyak 5,76+0,61 5,50+0,19 4,56 x 10°

Isolasi dan Pengamatan Makroskopis BAL

Hasil isolasi dari beras aruk diperoleh sebanyak tiga isolat (1ISO1, 1SO2,
ISO3), hasil isolat dari rusip diperoleh dua isolat (1SO4, 1SO5) dan pada
tempoyak diperoleh tiga isolat (ISO6, I1SO7). Pengamatan morfologi koloni dari
ketujuh isolat didapatkan data yaitu semua bentuk koloninya bulat, tepiannya
licin, dan elevasinya yaitu pulvinate, crateriform, dan umbonate, warna koloni
putih susu dan krem, dan dengan permukaannya yang cembung dan cekung
(Tabel 2). Berdasarkan hasil pewarnaan Gram (Tabel 3), ketujuh isolat yang
diisolasi merupakan bakteri gram positif. Ciri dari BAL diantaranya yaitu
merupakan bakteri gram positif, berbentuk basil atau kokus, katalase negatif,
bersifat nonmotil, mampu memfermentasi karbohidrat menjadi asam (Aisyah et
al. 2014; Hasanuddin 2021). Berdasarkan tabel 3, hanya bakteri ISO1 dan 2 yang
berasal dari beras aruk memiliki ciri BAL terlihat dari hasil gram positif,
berbentuk batang, bersifat katalase negatif, tidak bergerak, mampu
memfermentasi glukosa terlihat dari uji metil merah yang menunjukkan hasil
positif dan mampu memfermentasi laktosa dan sukrosa yang ditunjukkan dengan
hasil positif pada bagian dasar (butt) dan miring (slant) pada media TSIA. BAL
mampu melakukan fermentasi glukosa dengan asam laktat sebagai produk
utamanya (Quinto et al. 2014). BAL yang berbentuk kokus berasal dari genus
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus sedangkan bakteri yang
berbentuk basil berasal dari genus Lactobacillus (Aisyah et al. 2014; Zielinska et
al. 2018).(Quinto et al. 2014)

Tabel 2. Hasil pengamatan morfologi isolat bakteri asam laktat secara makroskopis dari
fermentasi beras aruk, rusip dan tempoyak

Kode Isolat Morfologi koloni

Bentuk Tepian Elevasi Warna Permukaan
ISO 1 Bulat Licin Crateriform Krem, putih Cekung
ISO 2 Bulat Licin Crateriform Krem, putih Cekung
ISO3 Bulat Licin Umbonate Krem, putih Cembung
ISO 4 Bulat Licin pulvinate Putih susu Cembung
ISO5 Bulat Licin pulvinate Putih susu Cembung
ISO 6 Bulat Licin Umbonate Krem, putih Cembung

ISO 7 Bulat Licin Umbonate Krem, putih Cembung
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Tabel 3. Uji pewarnaan Gram dan biokimia isolat BAL dari beras aruk, rusip dan

tempoyak
Kode Gram Bentuk Uji Uji Uji TSIA
Isolat katalase = Methyl-  Motilitas  Slant Butt Gas H,S
red
1ISO1 + Bacil - + - Kuning  Kuning +
1ISO2 + Bacil - + - Kuning  Kuning
1ISO3 + Bacil - - - Kuning  Kuning
1ISO4 + Coccus + + - Kuning  Kuning
I1ISO5 + Coccus + + - Kuning  Kuning
1ISO6 + Bacil - - - Kuning  Kuning
I1ISO7 + Bacil - - - Kuning  Kuning
Keterangan:
) : tidak ada bakteri yang tumbuh
(+) : terdapat bakteri yang tumbuh

Uji Ketahanan Asam dan Kemampuan Antibakteri Isolat BAL

Uji ketahanan asam hanya dilakukan pada isolat yang merupakan BAL yaitu
ISO1 dan ISO2 yang berasal dari beras aruk. Berdasarkan uji ketahanan asam,
isolat 1ISO1 memiliki ketahanan asam mulai dari jam pertama hingga jam ketiga.
Salah satu kriteria untuk probiotik yaitu isolat yang mampu bertahan pada kondisi
asam agar mampu bertahan hidup pada saluran pencernaan (Chang et al. 2010).
Berdasarkan uji antibakteri menunjukkan isolat BAL memiliki kemampuan dalam
menghambat S.aureus dengan kategori lemah. BAL memiliki senyawa
antimikroba seperti bakteorisin yang dapat menghambat pertumbuan bakteri
lainnya (Quinto et al. 2014). Selain bakteriosin, asam-asam yang dihasilkan oleh
BAL mampu memberikan efek antimikroba (Nizori et al. 2019). Daya hambat
yang dikeluarkan oleh ISO1 dan I1SO2 lebih kecil dibandingkan dengan BAL yang
diisolasi dari tempoyak yang menunjukkan diameter zona hambat berkisar 18,25
hingga 19,00 mm pada bakteri uji S.aureus (Nizori et al. 2019).

Tabel 4. Hasil uji ketahanan asam dan kemampuan antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus isolat BAL dari beras aruk

Kode Isolat Ketahanan Asam Kemampuan antibakteri
Jam Jam Jam ketiga Zona hambat Kekuatan Daya
Pertama Kedua isolat (mm) Hambat
ISO1 + + + 1,16 Lemah
1SO2 - - + 4,00 Lemah
Keterangan:
) : tidak ada bakteri yang tumbuh
(+) : terdapat bakteri yang tumbuh

Identifikasi Molekuler 16S rRNA

Identifikasi molekuler dilakukan pada 1SO2 karena memiliki daya hambat
yang lebih besar daripada ISO1. ISO2 yang disiolasi dari beras aruk menunjukkan
bakteri tersebut memiliki kemiripan dengan Lactobacillus plantarum 1L48P35
(gambar 1). Lactobacillus plantarum 1L48P35 merupakan bakteri yang diisolasi
dari fermentasi lafun yaitu fermentasi umbi ubi kayu yang berasal dari Afrika.
Bakteri Lactobacillus plantarum 1L48P35 telah digunakan sebagai starter pada
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fermentasi lafun dan memberikan pengaruh pada penurunan pH, total asam dan
mempercepat pelembutan umbi ubi kayu (Padonou et al. 2010). Lactobacillus
plantarum memiliki nama lain yaitu Lactoplantibacillus plantarum (Zheng et al.
2020). Lactoplantibacillus plantarum merupakan BAL yang ditemukan pada
berbagai makanan seperti fermentasi umbi ubi kayu, kimchi, sauerkraut (sayuran
yang difermentasi), pematangan keju pasta filata, tempoyak (Penido et al. 2018;
Xiong et al. 2016; Eu- 2014; Nizori et al. 2019). Lactobacillus plantarum
merupakan bakteri dengan ciri gram positif, berbentuk batang, tidak bergerak
(Zheng et al. 2020). Ciri-ciri ini juga sesuai dengan hasil penelitian ini yang
menunjukkan ciri-ciri bakteri 1SO2 yaitu berdasarkan pewarna garam dan
pengamatan mikroskopik menunjukkan bakteri gram positif, berbentuk batang
(gambar 2) tidak memiliki enzim katalase. Berdasarkan uji metil merah dan TSIA,
mampu memfermentasi berbagai karbohidrat seperti glukosa, laktosa dan
fruktosa. Bakteri ini dapat menghasilkan vitamin B12 dan enzim beta
galaktosidase yang meningkatkan aktivitas probiotik dan meningkatkan
kesehatan. Bakteri ini juga memiliki kemampuan untuk menghambat bakteri yang
menyebabkan penyakit yang dibawa oleh makanan (Chaudhary et al. 2018).
L.plantarum juga telah digunakan sebagai starter pada berbagai makanan
fermentasi seperti joruk (Koesoemawardani et al. 2021), tepung ubi asam (Penido
et al. 2018). Selain sebagai starter, bakteri ini juga digunakan sebagai probiotik
(Zheng et al. 2020).

1802

Lactobacillus plantarum 1L48P35
Lactiplantibacillus plantarum 8473
Lactiplantibacillus plantarum 8614
Lactiplantibacillus plantarum 6412
Lactiplantibacillus plantarum 6415
Lactiplantibacillus plantarum 3432
Lactobacillus pentosus F24
Lactobacillus plantarum F2B

Lactobacillus plantarum strain F2C

Lactobacillus plantarum U24

Lactobacillus paraplantarum U2C
Lactobacillus brevis CCC 96S1L
Paralactobacillus selangorensis LMG 17710

Pediococcus lolii
Lactobacillus fermentum 2L48P21
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain LU Ldb-4-3

Leuconostoc sp. ZN-E
Escherichia coli KSE34

Gambar 1. Pohon filogenetika 1SO2 dengan beberapa siolat dari genus lactobacillus,
Pediococcus, Paralactobacillus, Leuconostoc dengan Escherichia coli sebagai outgrop.
Pohon dibangun dengan program MEGA 11.
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Gambar 2. Penampakan isolat 1ISO 2, a. secara makroskopik pada media MRS, b. secara
mikroskopik menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x

KESIMPULAN

Bakteri asam laktat yang terdapat pada makanan fermentasi lokal (beras aruk)
yaitu Lactobacillus plantarum. Bakteri ini memiliki potensi probiotik dan dapat
dikembangkan lebih lanjut sebagai starter untuk meningkatkan kualitas beras aruk
dan menjadikan beras aruk sebagai makanan fungsional.
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