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RINGKASAN

Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) Asal Lele Dumbo (Clarias
gariepinus) Dan Pola Pertumbuhannya Pada Pakan Lele Pabrikan

Secara In Vitro; Qurrotul Qomariyah, 121810401046; 2017: 30 halaman; Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri Gram positif yang
mampu mengubah karbohidrat menjadi asam laktat, selain itu BAL merupakan salah
satu kelompok bakteri yang memiliki peran sebagai bakteri probiotik, artinya
merupakan bakteri baik yang hidup di dalam sistem pencernaan. Lele dumbo (Clarias
gariepinus) salah satu hewan budidaya yang diduga memiliki kandungan BAL secara
baik pada sistem pencernaannya. Namun demikian pada usia tertentu lele dumbo
mengalami kecernaan pakan kurang efektif yaitu pada usia starter. Kurang efektifnya
ditandai oleh tingginya feed convertion ratio (FCR), yaitu berapa rasio pakan atau
dengan kata lain adalah berapa banyak pakan (kg) yang diberikan untuk
menghasilkan 1 kg daging ikan. Hal ini disinyalir bahwa salah satu penyebab kurang
efektifnya kecernaan tersebut salah satunya karena jenis BAL dan jumlahnya kurang
berimbang. Oleh karena itu penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui
bagaimanakah pola pertumbuhan BAL asal lele dumbo pada pakan lele starter

pabrikan secara in vitro.

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif melalui eksplorasi sistem
pencernaan lele dumbo yang didapat dari kolam budidaya dengan hasil akhir berupa
isolat BAL yang diketahui pertumbuhannya pada pakan lele pabrikan usia starter.
Tahap pertama yang dilakukan adalah preparasi sampel sistem pencernaan lele
dumbo untuk mendapatkan BAL, yang selanjutnya digunakan dalam proses isolasi
BAL pada media GYP hingga diperoleh isolat tunggal yang terkarakterisasi

makroskopis, mikroskopis, serta uji kemampuan tumbuh isolat pada pakan lele

viii



pabrikan. Uji kemampuan tumbuh dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada pada

pakan lele pabrikan usia starter.

Hasil isolasi dari sistem pencernaan lele dumbo didapatkan 2 isolat yang
keduanya mampu menghasilkan zona bening yang paling besar, kemudian 2 isolat
tersebut dilihat pertumbuhannya pada media Glucose-Yeast-Peptone (GYP) dan
media pakan menghasilkan bentuk kurva yang berbeda. Isolat BAL 1 memasuki fase
logaritmik pada jam ke-O sampai jam ke-6 pada kurva pertumbuhan dalam media
GYP, dan pada jam ke-0 sampai jam ke-12 untuk isolat BAL 3, sedangkan pada
kurva pertumbuhan dalam media pakan lele hanya isolat BAL 3 yang memiliki
kemampuan tumbuh dan mengalami fase logaritmik pada jam ke-0 sampai jam ke-6,
dengan demikian kedua isolat mempunyai kemampuan tumbuh pada media GYP
sedangkan pada media pakan hanya BAL 3 yang memiliki kemampuan tumbuh

terhadap pakan secara in vitro.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri Gram positif yang
mampu memanfaatkan karbohidrat menjadi asam laktat (Nettles dan Barefoot, 1993).
Selain itu BAL merupakan salah satu kelompok bakteri yang memiliki peran sebagai
bakteri probiotik (Trisna, 2012), artinya merupakan bakteri baik yang hidup di dalam
sistem pencernaan. BAL terdiri dari 4 genus yaitu Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus dan Streptococcus, namun dengan berkembangnya hasil penelitian
tentang taksonomi BAL, genus Streptococcus berkembang memiliki anggota
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus dan Vagococcus (Surono, 2004).

Secara umum BAL sebagai probiotik hidup di dalam sistem pencernaan dan
bermutualisme sinergitik dengan inangnya. Hal yang ekstrim adalah hidup pada
kisaran pH 2-4, tidak mengakibatkan hal yang negatif pada tubuh inangnya, tidak
patogen, pada umumnya tidak membentuk spora, bersifat saccharolytic, umumnya
anaerob, tidak mengganggu mikroekosistem tubuh inangnya, hidup dan tumbuh di
dalam usus (Fuller, 1989).

BAL dapat diperoleh dengan cara mengisolasi dari sistem pencernaan inangnya,
adapun keberadaan BAL di dalam sistem pencernaan itu sendiri masih sangat kurang
khususnya di usus halus, sehingga penyerapan sari makanan menjadi kurang
maksimal (Sari, 2012). Pada pustaka yang sama disebutkan dengan penambahan dari
luar tubuh jumlah bakteri probiotik BAL pada usus dapat berdampak baik pada
pencernaan. Penambahan probiotik dalam pakan terbukti mampu meningkatkan laju
pertumbuhan dari lele sangkuriang sebesar 5% dari 100 gram pellet sebanyak 2,88
gram/hari (Arief et al., 2014). Keberadaan BAL Kkorelatif terhadap kesehatan
pencernaan host dan korelatif terhadap proses pencernaan pakan, dengan kata lain
bahwa dengan adanya BAL dapat memperbaiki sistem pencernaan dan proses

pencernaan pakan akan terjadi lebih baik.



Lele dumbo (Clarias gariepinus) salah satu hewan budidaya yang diduga
memiliki kandungan BAL secara baik pada sistem pencernaannya. Namun demikian
pada usia tertentu lele dumbo mengalami proses pencernaan pakan kurang efektif
yaitu pada usia starter. Kurang efektifnya ditandai oleh tingginya feed convertion
ratio (FCR), yaitu berapa rasio pakan atau dengan kata lain adalah berapa banyak
pakan (kg) yang diberikan untuk menghasilkan 1 kg daging ikan (Effendie, 1979).
Hal ini diduga bahwa penyebab kurang efektifnya proses pencernaan tersebut salah
satunya karena jenis, jumlah, dan pertumbuhan BAL kurang berimbang. Jenis BAL
dalam sistem pencernaan hewan sudah banyak diketahui, serta memiliki manfaat
yang beranekragam khususnya untuk membantu proses dalam sistem pencernaan,
oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui bagaimanakah pola

pertumbuhan BAL asal lele dumbo pada pakan lele starter pabrikan secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Pakan yang diberikan dalam budidaya lele dumbo usia starter tidak dapat terserap
secara maksimal oleh lele dumbo yang ditandai dengan nilai FCR nya tinggi, serta
pada usia starter diberikan persentase pakan yang berprotein tinggi, tetapi
pertumbuhan kurang maksimal, hal ini karena salah satu penyebabnya adalah kurang
berimbangnya keberadaan dan komposisi BAL dalam sistem pencernaan lele usia
starter terhadap pakan yang diberikan. Pada penelitian ini ingin melihat
bagaimanakah pola pertumbuhan BAL asal lele dumbo pada pakan lele starter

pabrikan secara in vitro.

1.3 Batasan Masalah

Penelitian yang dilakukan meliputi isolasi BAL dari sistem pencernaan (usus
halus) lele dumbo (Clarias gariepinus) yang berasal dari kolam budidaya. Lele
dumbo yang digunakan yaitu pada usia starter + 2 minggu. Starter adalah ukuran

benih lele dengan panjang badan 5-7 cm. BAL yang dihasilkan melalui proses isolasi



dari sitem pencernaan (usus halus) lele dumbo dilihat pertumbuhannnya pada media
standard Glucose-Yeast-Peptone (GYP) dan pada substrat pakan pabrikan untuk usia

starter yang sering digunakan oleh para petani lele.

1.4 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi BAL dari sitem pencernaan lele dumbo
serta mengetahui pola pertumbuhan BAL yang diperoleh dari isolasi tersebut pada

media GYP, dan pola pertumbuhan pada pakan lele pabrikan usia starter.

1.5 Manfaat
Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat berupa informasi
mengenai pertumbuhan BAL asal lele dumbo pada media GYP dan substrat pakan

lele pabrikan sehingga bermanfaat langsung pada petani lele.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Probiotik

Secara umum probiotik didefinisikan sebagai mikroba hidup yang digunakan
sebagai pakan imbuhan dan dapat menguntungkan inangnya dengan meningkatkan
keseimbangan mikrobial pencernaan (Fuller, 1989). Pemberian mikroba hidup
tersebut dalam jumlah yang cukup dapat mempengaruhi komposisi dan ekosistem
mikroflora pencernaan. Berdasarkan berbagai definisi probiotik oleh peneliti
sebelumnya, Kompiang (2009) menyimpulkan probiotik merupakan mikroba hidup
yang berkembang dalam usus dan dapat menguntungkan inangnya baik secara
langsung maupun tidak langsung dari hasil metabolitnya. Substrat dapat mengubah
mikroekosistem usus sedemikian rupa sehingga mikroba yang menguntungkan dapat
berkembang dengan baik. Menurut Havenaar et al. (1992) probiotik didefinisikan
sebagai kultur hidup satu macam mikroba atau lebih yang diberikan pada manusia
atau hewan untuk mikroekosistem pencernaan. Jenis mikroba tersebut harus sudah
dinyatakan sebagai yang aman digunakan sebagai bahan pakan atau pangan.
Penggunaan probiotik pada ternak telah dilaporkan berfungsi sebagai: (i) zat pemacu
tumbuh, (ii) meningkatkan konversi pakan, (iii) kontrol kesehatan atau pencegahan
mikroba patogen terutama untuk ternak usia muda, dan (iv) pengurai faktor antinutrisi

seperti antitripsin.

Prinsip dasar kerja probiotik adalah pemanfaatan kemampuan mikroba dalam
memecah atau menguraikan rantai panjang karbohidrat, protein dan lemak yang
menyusun pakan yang diberikan menjadi monomernya. Kemampuan ini diperoleh
karena adanya enzim- enzim khusus yang dimiliki oleh mikroba untuk memecah
ikatan tersebut. Enzim tersebut biasanya tidak dimiliki oleh ikan dan makhluk air

lainnya. Kalaupun ada kuantitas dan kualitasnya dalam jumlah terbatas. Pemecahan



molekul-molekul kompleks ini menjadi molekul sederhana jelas akan mempermudah
pencernaan lanjutan dan penyerapan oleh saluran pencernaan ikan. Di sisi lain,
mikroorganisme pelaku pemecah ini mendapat keuntungan berupa energi yang

diperoleh dari hasil perombakan molekul kompleks tersebut (Effendi, 2002).

Probiotik dapat berupa bakteri, jamur atau yeast, tapi yang paling bersifat
probiotik adalah bakteri (Raja dan Kantha, 2011). Salah satu bakteri yang berperan
sebagai probiotik adalah BAL. Pada mulanya, BAL terdiri dari 4 genus yaitu
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus dan Streptococcus, namun dengan
berkembangnya hasil penelitian tentang taksonomi BAL, genus Streptococcus
mencakup Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus dan Vagococcus —(Surono,
2004). Bakteri probotik memiliki peran dalam menjaga kesehatan usus, membantu
penyerapan makanan, produksi vitamin, dan mencegah pertumbuhan bakteri patogen.
Selain itu dapat meningkatkan fungsi sistem kekebalan tubuh, metabolisme

kolesterol, karsinogenesis, dan menghambat penuaan (Cartney, 1997).

BAL adalah kelompok bakteri Gram positif, tidak berspora, berbentuk bulat atau
batang dan dapat mengubah karbohidrat menjadi asam laktat (Korhenen, 2010).
Asam laktat yang dihasilkan dapat menyebabkan terjadinya penurunan pH
lingkungan. pH yang rendah dapat menghambat kontaminasi mikroba pembusuk dan
mikroba patogen (Suriawiria, 1983). Selain asam organik, BAL juga dapat
menghasilkan senyawa antimikroba lain seperti bakteriosin dan hidrogen peroksida
(Suriawiria, 1983).

BAL banyak ditemukan pada produk makanan olahan, baik produk hewani
seperti daging dan ikan yang difermentasi, susu fermentasi, maupun pada produk
nabati seperti fermentasi sayuran dan buah-buahan, serta silase. Selain itu bakteri
asam laktat juga banyak terdapat pada organ dalam makhluk hidup, seperti pada
saluran pembuangan, jalur genital, jalur intestin, maupun jalur respiratori pada

manusia dan hewan (Stamer, 1979).



2.2 Lele Dumbo (Clarias gariepinus)

Lele dumbo (Clarias gariepinus) dikenal sebagai lele benua Afrika, serta
tergolong ikan omnivora (Pillai, 1995). Lele dumbo mempunyai pertumbuhan yang
cepat, resisten terhadap penyakit, memiliki kemampuan toleransi terhadap parameter
lingkungan dalam batas yang luas serta dagingnya berkualitas baik. Oleh karena itu
lele dumbo tergolong spesies ikan yang potensial untuk dibudidayakan (Li et al.,
2013). Lele dumbo memiliki laju pertumbuhan cepat, mampu beradaptasi terhadap
lingkungan yang kurang baik dan mudah dibudidayakan, selain itu digemari oleh
masyarakat luas karena memiliki citarasa yang enak, gurih, teksturnya empuk dan
memiliki gizi yang cukup tinggi (Agustina et al., 2010).

Permintaan lele dumbo mengalami peningkatan dari tahun ke tahun seiring
dengan peningkatan jumlah penduduk (Soares, 2011), hal ini menyebabkan produksi
lele juga mengalami peningkatan, sebagai ilustrasi secara nasional produksi ikan lele
pada tahun 2005 sebesar 69.386 ton, naik menjadi 91.735 ton pada tahun 2007 dan
terus meningkat menjadi 273.554 ton pada tahun 2010 (DPB, 2010). Namun
demikian, petani ikan mengeluh margin keuntungan yang didapat relatif rendah, hal
ini disebabkan karena mahalnya harga pakan komersil, yang menjadi pakan utama
dalam budidaya lele dumbo intensif. Hal ini disebabkan protein sebagai sumber
nutrien utama dalam pakan memiliki harga lebih mahal berbanding dengan sumber
nutrien lainnya.

Semakin tinggi permintaan produksi lele maka hal tersebut juga diikuti dengan
semakin tingginya kebutuhan pakan. Pakan merupakan salah satu unsur penting
dalam kegiatan budidaya yang menunjang pertumbuhan dan kelangsungan hidup ikan
budidaya. Pakan pada kegiatan budidaya umumnya adalah pakan komersil yang
menghabiskan sekitar 60-70% dari total biaya produksi yang dikeluarkan (Hadadi, et
al., 2009). Hal inilah yang menyebabkan pentingnya pakan sehingga perlu dilakukan

penelitian untuk memperbaiki nilai nutrisi pakan yaitu dengan penambahan probiotik.



Lele dianggap sebagai euryphagous (makan berbagai macam makanan), selain
itu bentuk perut lele lurus dengan bagian lumen yang besar. Saluran pencernaan
merupakan bagian yang panjang penuh dengan selaput lendir dengan tujuan utama
untuk prehension (proses pengambilan dan pemasukan pakan ke dalam mulut),
konsumsi, penghancuran, pencernaan dan penyerapan nutrisi, dan pemisahan bahan
limbah padat (McDonald et al., 2002). Terlepas dari fungsi di atas, saluran
pencernaan juga berfungsi sebagai homeostasis, pertukaran mineral, menyimpan
sebuah mikroba yang kompleks dan sistem kekebalan tubuh yang sangat
berkembang. Mikroba yang kompleks ini terkonsentrasi di wilayah usus yaitu usus
kecil dan besar (Lalles et al., 2007).

2.3 Pakan Lele Pabrikan Usia Starter

Pakan yang tersedia untuk budidaya lele beraneka ragam disesuaikan dengan usia
lele mulai pembenihan hingga menjelang panen, adapun kandungan nutrisi di
dalamnya memiliki perbedaan satu sama lain sesuai kebutuhan lele dalam masa
perkembangannya. Salah satu pakan ternak yang banyak digunakan untuk budidaya
lele adalah pakan ternak Merk Laguna yang di dalamnya terkandung protein, lemak,
serat, abu dan kadar air. Jenis pakan yang diberikan pada budidaya lele disesuaikan
dengan umur lele atau sesuai dengan masa pertumbuhan, dikarenakan pada
perkembangannya, lele membutuhkan kandungan gizi yang berbeda pada setiap
pertumbuhannya. Pada usia starter lele memerlukan kandungan protein yang lebih
besar dengan kadar minimal 33-34%, 31-33% untuk lele masa pertumbuhan
(Grower), dan 12-15% untuk lele pada masa pembesaran (siap panen). Jenis pakan
lele pada masing-masing usia serta berbagai informasi gizi yang terkandung di

dalamnya dapat dilihat pada Tabel 2.1.



Tabel 2.1 Perbandingan kandungan pakan lele pabrikan pada setiap tahap pertumbuhan

No. Jenis Pakan Kandungan
Protein Lemak Serat Abu Kadar air
1 Pakan Usia Awal Minimal Minimal Maksimal Maksimal Maksimal
(Starter) 33-34 % 6 % 4% 13% 10 %
2 Pakan Usia 31-33% 3-5% 4-6% 10 -13% 11-13%
Pertumbuhan
(Grower)
3 Pakan Usia 12-15% 5% 9% 15% 10%
Pembesaran

(Anda, 2009).



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember yang
dilaksanakan pada bulan November 2016 sampai dengan Maret 2017.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif melalui eksplorasi usus halus
lele dumbo yang didapat dari kolam budidaya. Hasil akhir berupa isolat BAL yang
diketahui pertumbuhannya pada pakan lele pabrikan usia starter. Tahap pertama yang
dilakukan adalah preparasi sampel usus halus lele dumbo untuk mendapatkan BAL,
yang selanjutnya digunakan dalam proses isolasi BAL pada media GYP hingga
diperoleh isolat tunggal yang terkarakterisasi makroskopis, mikroskopis, serta uji
kemampuan tumbuh isolat pada pakan lele pabrikan. Uji kemampuan tumbuh
dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada pada pakan lele pabrikan usia starter.

Diagram alur penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3.1
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Pengkayaan BAL dari sistem pencernaan(Usus

Halus) Lele Dumbo dalam media GYP cair

v

Isolasi BAL dalam media GYP padat

menggunakan metode streak plate

y

/ Karakterisasi BAL /

l [ /

Uji katalase (-)
& Sifat

biokimia

Morfologi koloni Pembuatan

kurva BAL

& Pengecatan

Gram (+)

>\1,<

Prekultur
bakteri

v

Penentuan kadar air materi ikan

Pembuatan kurva pertumbuhan BAL pada

pakan lele pabrikan

Gambar 3.1 Diagram alur penelitian isolasi BAL asal lele dumbo dan
pertumbuhannya pada pakan lele pabrikan usia starter
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3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi erlenmeyer, cawan porselen,
gelas ukur, beaker glass, tabung reaksi, petridish, ependorf, hand counter, neraca
analitik, inkubator, desikator, autoclave, jarum ose, mikropipet, vortex, pH meter dan
LAF (laminar air flow).

Bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi usus segar lele dumbo fase
starter, aquades steril, alkohol 70%, media GYP yang ditambah dengan natrium
azida, 1% CaCOg3 H,0, 3%, buffer pH, variasi media dilakukan dengan penambahan
oxgall 0,2%, pewarnaan Gram (Kkristal violet, iodin, alkohol asam, dan safranin),
larutan garam fisiologis NaCl 0,85%, dan pakan lele starter Merk Laguna.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengkayaan Bakteri Asam Laktat

Sampel organ pencernaan lele dumbo yang masih segar dimasukkan sebanyak 5
gram pada media cair GYP 50ml, dishaker dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24

jam untuk membiarkan terjadinya perbanyakan BAL.

3.4.2 Isolasi BAL

Metode yang digunakan untuk isolasi BAL pada penelitian ini adalah metode
goresan (streak plate) pada media agar GYP yang ditambah dengan 1% CaCOj3dan
10 ppm natrium azida yang divariasi dengan penambahan oxgall 0,2%. Sampel dalam
media pengkayaan yang telah berumur 24 jam dilakukan pemurnian menggunakan
larutan garam fisiologis dengan metode spread plate sebanyak 0,1 ml pada media

agar GYP, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam.

3.4.3 Karakterisasi BAL
Karakterisasi BAL ditentukan melalui serangkaian pengujian untuk mengetahui

karakter isolat, yaitu (a) uji pewarnaan dengan pengecatan Gram merupakan uji
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pelengkap dengan menggunakan 4 reagen, yaitu larutan violet kristal (cat utama),
larutan iodine (mordan), alkohol (bahan peluntur/decolorizing agent, dan safranin (cat
penutup). (b) uji katalase dengan menggunakan larutan H,O, 3%. (c) pembuatan

kurva pertumbuhan BAL.

3.4.4 Prekultur Bakteri

Pembuatan stok bakteri dilakukan dengan cara mengambil isolat dari media
GYP yang kemudian diinokulasikan ke dalam media GYP agar miring untuk stok
bakteri murni dan sebagai persiapan uji penelitian lebih lanjut. Stok bakteri disimpan
dalam almari es (suhu 4°C) dan setiap 1 bulan diremajakan.

3.4.5 Penentuan Kadar Air Materi lkan

Cawan porselin dengan penutup dibersihkan dan dikeringkan dalam oven pada
suhu 105°-110° C selama 1 jam. Kemudian didinginkan dalam desikator selama 30
menit dan ditimbang beratnya (A gram). Sampel ditimbang sebanyak 2 gram dan
ditaruh dalam cawan porselin yang telah diketahui beratnya (B gram). Sampel dalam
porselin ini kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 105°-110°C, selanjutnya
didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang (C gram). Hal ini
dilakukan berulang-ulang hingga berat konstan. Penimbangan ini diulang sampai
diperoleh berat yang konstan. Adapun presentase kadar air yang dapat dihitung

sebagai berikut:

Kadar Air === x 100%

Keterangan:

A = Berat kering cawan (gr)

B = Berat kering cawan dan sampel awal (gr)

C = Berat kering cawan dan sampel setelah dikeringkan (gr).
(Adelia, 2015).
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3.4.6 Pembuatan Kurva Pertumbuhan BAL

Pembuatan kurva pertumbuhan BAL dalam pakan dilakukan dengan cara
mencairkan pakan sesuai dengan nilai kadar air pada lele dumbo. Pakan dicairkan
sebanyak 10% menggunakan aquadest steril ke dalam erlenmeyer, kemudian
dimasukkan BAL dan diinkubasi shaker dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 37°C
selama 48 jam. Sebanyak 1 ml diambil dan dimasukkan ke dalam 9 ml garam
fisiologis sebagai pengenceran 10~ dan dimasukkan ke dalam microtube yang berisi
900 ul garam fisiologis sebagai pengenceran 1072, Hal tersebut dilakukan sampai
pengenceran 1078 dengan interval 6 jam. Kemudian sebanyak 10 pl diambil dari tiap-
tiap pengenceran lalu ditambahkan secara drop plate ke media GYP (Glucose-Yeast-
Peptone) dan diinkubasi di dalam kondisi anaerob pada suhu ruang selama 24 jam,
kondisi anaerob diperoleh dengan cara meletakkan sampel di dalam desikator yang di
dalamnya terdapat lilin yang menyala kemudian ditutup dan ditunggu hingga nyala
lilin padam. Selanjutnya dihitung jumlah koloni yang tumbuh menggunakan metode

TPC (Total Plate Count) dengan persamaan:

1000 pl 1
10ul Pengenceran

Jumlah CFU/mI = Jumlah koloni percawan x

CFU = Colony Forming Unit
(Feliatra, 1999).



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Dalam penelitian ini dilakukan proses isolasi BAL yang berasal dari usus
halus lele dumbo (Clarias gariepinus) usia starter serta dilakukan pembuatan kurva
pertumbuhan dalam media agar GYP (Glucose-Yeast-Peptone) dan kurva
pertumbuhan dalam pakan lele pabrikan usia starter.

Sampel lele dumbo (Clarias gariepinus) didapatkan dari daerah Sukorambi
Kab.Jember. Sebanyak 100 ekor lele dumbo usia starter + 2 minggu dengan panjang
5-7 cm, di laboratorium sampel dibedah saluran usus halus dari sistem pencernaan

lele dumbo.

4.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat

Hasil isolasi BAL dari usus halus lele dumbo (Clarias gariepinus) sebagai
bahan baku pada media GYP cair yang kemudian ditumbuhkan pada media GYP
sehingga diperoleh 5 isolat, yang ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar
koloni. Terdapat 2 isolat yang mampu menghasilkan zona bening paling besar dari 5
isolat yang ditumbuhkan pada media GYP, yang dapat dilihat pada Gambar 4.1.

s e e

() BAL1 (I) BAL3
Gambar 4.1 Isolat yang memiliki zona bening paling besar.
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Menurut Widyastuti dan Sofarianawati (1999) adanya zona bening merupakan
akibat diproduksinya asam organik yang menetralkan CaCO; pada media selama
pertumbuhan bakteri penghasil asam laktat tersebut. Asam laktat yang dihasilkan oleh
BAL tersebut akan membentuk Ca-laktat yang larut dalam media sehingga terbentuk
zona bening. BAL mampu menggunakan Glukosa sebagai sumber energi yang akan
menghasilkan metabolit sekunder berupa senyawa asam, senyawa tersebut mampu
mendegradasi CaCO; menjadi Ca-Laktat dan membentuk zona bening disekitar

koloni (Nuryady et al., 2013).

4.2 Karakterisasi Isolat

Hasil uji karakteristik isolat terkait pewarnaan Gram dihasilkan isolat BAL
berbentuk batang pendek dan Gram positif. BAL umumnya adalah bakteri Gram
positif. Bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang terdiri dari dua lapisan yaitu
peptydoglycan yang tebal dan membran dalam. Lapisan peptidoglycan inilah yang
dapat mengikat zat warna kristal violet (Stamer, 1979). Gambaran mikroskopis isolat

yang telah dilakukan pewarnaan Gram dapat dilihat pada Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Pewarnaan Gram BAL 1 dan BAL 3
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Selain pewarnaan Gram karakterisasi secara morfologi juga dilakukan pada 2
isolat BAL yang ditemukan, karakterisasi tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.1
berikut:

Tabel 4.1 Karakterisasi isolat BAL 1 dan BAL 3

No Karakterisasi BAL Isolat Keterangan
BAL 1 BAL 3
1 Bentuk Koloni Circular Circular Dilampiran
2 Bentuk Elevasi Raised with concave Effuse
belive edge

3 Tepi Koloni Lacerate Lobate

4 Struktur Dalam Koloni  Filamentous Finely Granular

5 Luas Zona Jernih 1,5mm 1,4 mm

6 Koloni T o |

7 Seluler

8

190 Fermentasi Glukosa - +
Fermentasi Laktosa - +
Fermentasi Sukrosa + +

Pada tabel 4.1 di atas dihasilkan bentuk koloni yang sama pada kedua isolat
yaitu berbentuk circular (bulat). Menurut Axelsson (2004) BAL dapat dibagi menjadi

sel berbentuk batang (Lactobacillus dan Carnobacterium) dan bulat (semua genus
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yang lain). Satu pengecualian yaitu Weissella yang merupakan genus pertama dalam
grup BAL dengan definisi dapat meliputi bulat dan batang. Pada uji katalase kedua
isolat dihasilkan uji katalase negatif. Stamer (1979) menyatakan, bahwa BAL
merupakan bakteri yang menghasilkan enzim katalase negatif karena BAL
merupakan bakteri anaerob fakultatif yang menghasilkan enzim peroksidase yang
akan memecah H,O, menjadi senyawa organik dan H,O, dan tidak menghasilkan
gelembung udara. Hasil dari uji kemampuan pembentukan asam dari 3 sumber
karbon yaitu glukosa, laktosa, dan sukrosa menghasilkan hasil yang berbeda antara
isolat BAL 1 dan BAL 3. Uji fermentasi menggunakan glukosa pada isolat BAL 1
menghasilkan hasil yang negatif sedangkan pada isolat BAL 3 menghasilkan hasil
yang positif. Hasil yang berbeda tersebut menandakan bahwa isolat BAL 1 dan BAL
3 disini merupakan 2 jenis BAL yang berbeda, hal tersebut sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Fahmida (2010) dengan menggunakan dua jenis BAL vyaitu
Lactobacillus sp-1 dan sp-2, dari kedua jenis tersebut Lactobacillus sp-2
menghasilkan hasil yang negatif pada uji kemampuan pembentukan asam dengan
menggunakan glukosa, hasil yang negatif juga didapatkan isolat BAL 1 pada uji
dengan menggunakan laktosa, hal tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan
oleh Zahirotul (2006) dengan menggunakan sembilan jenis BAL yang belum
teridentifikasi jenisnya yaitu, isolat 1S-1 sampai 1S-9, dari kesembilan isolat tersebut
didapatkan 2 isolat yang menghasilkan hasil yang negatif pada uji dengan
menggunakan laktosa dan dari kedua isolat tersebut merupakan satu jenis bakteri
yang sama setelah dilakukan taksonomi dengan Bergey’'s Mannual Systematic
Bacteriology. Kemampuan yang berbeda diantara isolat BAL 1 dan BAL 3 dalam
memfermentasi 3 jenis gula tersebut berkaitan dengan kemampuannya dalam
menghasilkan enzim yang mampu memecah gula, hal tersebut didukung dengan
pernyataan Reddy et al. (2008) menunjukkan beberapa strain Lactobacillus spp.
menghasilkan enzim ekstraseluler dan memfermentasi pati secara langsung menjadi

asam laktat. Hal ini disebabkan karena fermentasi dengan BAL yang bersifat
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mikroaerofilik akan menggabungkan dua proses yaitu hidrolisis enzimatis substrat
karbohidrat sekaligus fermentasi yang memanfaatkan gula yang dihasilkan menjadi

asam laktat.

4.3 Kurva Pertumbuhan BAL
4.3.1 Pertumbuhan BAL 1 dan BAL 3

Pertumbuhan BAL 1 (Gambar 4.3) menunjukkan bahwa waktu adaptasi BAL 1
relatif singkat sehingga tidak tampak pada kurva tersebut, dengan kata lain BAL 1
tidak lagi membutuhkan waktu adaptasi dan hal yang sama tersebut juga terjadi pada
BAL 3 (Gambar 4.4). Fase ini diduga terjadi pada waktu pertumbuhan 0-6 jam
pertama, dikarenakan bakteri tersebut tumbuh pada media yang sama dengan media
pada penyegaran maka penyesuaian diri dengan lingkungan yang baru berlangsung
cepat. Panjang atau pendeknya fase adaptasi sangat ditentukan oleh jumlah sel yang
diinokulasikan, kondisi fisiologis dan morfologis yang sesuai serta media kultivasi
yang dibutuhkan (Fardiaz, 1992).

8
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Gambar 4.3 Pertumbuhan BAL 1 pada media GYP

Pada jam ke-O sampai jam ke-6 BAL 1 memasuki fase logaritmik yang
dicirikan dengan adanya pertumbuhan yang signifikan dari sel-selnya. Hal ini

didukung oleh pendapat Reiny (2012) yang mengatakan, fase logaritmik
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menggambarkan sel membelah diri dengan laju yang konstan, masa menjadi dua kali
lipat dengan laju sama, aktivitas metabolisme konstan, serta keadaan pertumbuhan
seimbang. Fase logaritmik BAL 1 memiliki waktu yang singkat yaitu pada jam ke-0
sampai jam ke-6. Pada jam ke-6 diperoleh nilai TPC sebesar 7,75 Log CFU/mL.
Isolat BAL 3 memasuki fase logaritmik pada jam ke-O sampai jam ke-12 dan
berlangsung lebih lama jika dibandingkan dengan fase logaritmik dari isolat BAL 1
dengan nilai TPC pada jam ke-12 sebesar 8,34 Log CFU/mL.

Pada jam ke-6 sampai jam ke-18 BAL 1 memasuki fase stationer, sedangkan
Isolat BAL 3 memasuki fase stationer diantara jam ke-12 sampai jam ke-18 yang
ditandai dengan adanya pertumbuhan yang konstan antara bakteri yang hidup dan
yang mati, hal ini disebabkan berkurangnya nutrien dan terbentuknya senyawa hasil
metabolisme yang cenderung bersifat racun bagi bakteri. Menurut Reiny (2012), fase
ini menggambarkan terjadinya penumpukan metabolit hasil aktivitas metabolisme sel
dan kandungan nutrien mulai habis, akibatnya terjadi kompetisi nutrisi sehingga
beberapa sel mati dan lainnya tetap tumbuh, sehingga jumlah sel menjadi relatif
konstan.

Pada jam ke-18 sampai jam ke-36 BAL 1 menunjukkan nilai yang semakin
menurun hingga pada akhirnya mengalami fase kematian pada jam ke-42 sampai jam
ke-48 sudah tidak menunjukkan pertumbuhan di dalam media, sedangkan isolat BAL
3 mulai menunjukkan nilai yang menurun dimulai pada jam ke-18 sampai jam ke-30
hingga pada akhirnya mengalami fase kematian pada jam ke-36. Fase kematian
merupakan fase saat sel-sel berada pada fase stationer mulai mengalami kematian bila
tidak dipindahkan ke media segar yang baru, serta merupakan suatu gambaran
penurunan jumlah sel secara garis lurus yang digambarkan sel-sel hidup terhadap
waktu hingga pada akhirnya berkurang dan menurun (Fardiaz, 1992). Dengan
demikian jika dibandingkan performa antara isolat BAL 1 dan BAL 3 dilihat dari fase
logaritmik adan kemampuan tumbuh pada media GYP, lebih bagus isolat BAL 1
dalam pertumbuhannya serta dalam mencapai fase logaritmiknya dengan nilai TPC
sebesar 7,75 Log CFU/mL yang didapatkan pada jam ke-6, jika dibandingkan dengan
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nilai TPC yang didapatkan oleh isolat BAL 3 pada jam ke-12 sebesar 8,34 Log
CFU/mL.

BAL 3
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Gambar 4.4 Pertumbuhan BAL 3 pada media GYP

4.4 Pertumbuhan BAL Pada Pakan Lele Pabrikan

Pembuatan kurva pertumbuhan kedua isolat dalam pakan pabrikan
menunjukkan hasil yang sangat jauh berbeda satu sama lain, hal tersebut ditunjukkan
dengan tidak tumbuhnya BAL 1 di dalam pakan. Tidak tumbuhnya BAL 1 pada saat
proses pembuatan kurva pertumbuhan dalam pakan diduga karena BAL 1 memiliki
kemampuan adaptasi yang kurang baik dibandingkan dengan BAL 3, selain itu tidak
tumbuhnya BAL 1 pada pakan dikarenakan suhu, pH, ataupun nutrisi yang
terkandung dalam pakan diduga tidak mampu mendukung pertumbuhan BAL 1, hal
tersebut sesuai dengan pernyataan dari Umi (2016) bahwa faktor yang paling
berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri dalam media pakan yaitu faktor nutrisi.
Selain faktor nutrisi, bakteri tersebut sedang berada pada fase adaptasi, yaitu ketika
bakteri dipindahkan ke lingkungan baru maka ia akan mengalami proses adaptasi
meliputi sintesis enzim baru yang berbeda dengan media tumbuh sebelumnya dan

pemulihan terhadap metabolik yang bersifat toksik seperti asam, alkohol, dan basa.
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Respon adaptasi dapat dikarenakan kekurangan nutrien dalam media pakan yang
ditunjukkan dengan ukuran bakteri yang lebih kecil atau tidak tumbuh pada media
pakan (Jawetz et al., 2005). Gambaran kurva pertumbuhan dalam pakan pabrikan
BAL 3 dapat dilihat pada Gambar 4.5 berikut:

BAL 3

9 Jo
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S TN 79

o =@==ama Inkubasi
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0 6 12 18 24 30 36 42 48

Lama Inkubasi (Jam)

Gambar 4.5 Pertumbuhan BAL 3 pada pakan pabrikan

Pada Gambar 4.5 diatas dapat diketahui bahwa BAL 3 mempunyai fase
adaptasi relatif singkat yang terjadi pada jam ke-O sampai jam ke-6 sehingga tidak
tampak pada grafik. Pendeknya waktu adaptasi BAL 3 pada media pakan disebabkan
karena pada sebelumnya BAL 3 telah sering mengalami proses penyegaran, serta
BAL 3 memiliki kemampuan adaptasi yang lebih bagus dibandingkan dengan BAL 1
terhadap media pengkayaan sehingga fase adaptasi dapat saja tidak diperlukan bakteri
untuk menyesuaikan diri dengan lingkungannya. Fardiaz (1992) menyatakan bahwa
jika media dan lingkungan pertumbuhan sama seperti media dan lingkungan
sebelumnya, mungkin tidak diperlukan waktu untuk adaptasi.

Kurva pertumbuhan menunjukkan pada jam ke-0 BAL 3 dalam media pakan

mengalami fase logaritmik yang dicirikan dengan adanya pertumbuhan yang
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signifikan dari sel-selnya. Fase logaritmik BAL 3 dalam media pakan berlangsung
cukup lama yaitu pada jam ke-0 sampai jam ke-6. Pada jam ke-6 dengan nilai TPC
sebesar 8,93 Log CFU/mL. Hal ini didukung dengan pernyataan dari Middelbeek et
al. (1992) bahwa pada fase logaritmik mikroba membelah dengan cepat dan konstan
dan pada fase ini kecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh media tempat
tumbuhnya seperti pH dan kandungan nutrien, juga kondisi lingkungan termasuk
suhu dan kelembaban udara.

Pada jam ke-6 sampai jam ke-24 BAL 3 mengalami fase stationer yang
ditandai dengan pertumbuhan sel yang konstan. Gaman dan Sherrington (1994)
menyatakan bahwa ukuran sel pada fase stasioner menjadi lebih kecil-kecil karena sel
tetap membelah meskipun zat-zat nutrisi sudah habis. Pada fase ini laju pertumbuhan
akhirnya menurun yang biasanya disebabkan karena kekurangan faktor pertumbuhan
seperti vitamin dan unsur mineral.

Pada jam ke-24 sampai jam ke-48 BAL 3 mengalami penurunan jumlah sel
yang cukup drastis. Menurunnya jumlah sel tersebut menandakan bahwa BAL 3
memasuki fase kematian sel yang secara garis lurus dapat dilihat pada grafik BAL 3
menunjukkan penurunan dari jam ke-24 menuju jam ke-48. Jika dibandingkan
dengan fase kematian yang terjadi pada BAL 3 saat kurva standard nilai sel pada
pembuatan kurva dengan media pakan menunjukkan nilai yang lebih tinggi dan
membutuhkan waktu yang lebih lama untuk memasuki fase kematian. Fardiaz (1992)
menyatakan bahwa berhentinya pertumbuhan sel bakteri disebabkan karena energi
yang tersedia untuk bakteri melakukan pembelahan telah berkurang yang digunakan
bakteri untuk mengeluarkan sejumlah proton-proton yang masuk ke dalam
sitoplasma. Lingkungan sel yang asam berakibat proton-proton akan masuk kedalam
sitoplasma dan menurunkan pH internal sel sehingga dapat mendenaturasi
komponen-komponen sel berprotein termasuk enzim-enzim dan selanjutnya
pertumbuhan mikroba terhambat (Frazier dan Westhoff, 1988). Dengan demikian
BAL 3 disini memiliki fase logaritmik yang relatif singkat yaitu dimulai pada jam ke-

0 sampai jam ke-6 yang diikuti dengan kenaikan jumlah sel yang signifikan, serta
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mulai mengalami penurunan jumlah sel pada jam ke-24. Penurunan jumlah sel disini
menandakan bahwa BAL 3 memasuki fase kematian sel yang secara garis lurus dapat

dilihat pada grafik BAL 3 menunjukkan penurunan dari jam ke-24 menuju jam ke-48.



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil isolasi dari sistem pencernaan lele dumbo didapatkan 2 isolat yaitu
isolat BAL 1 dan BAL 3. Kedua isolat mempunyai kemampuan tumbuh pada media
GYP sedangkan pada media pakan hanya BAL 3 yang memiliki kemampuan tumbuh

terhadap pakan secara in vitro.

5.2 Saran

Penelitian ini merupakan langkah awal untuk mengetahui kemampuan tumbuh
bakteri asam laktat (BAL) hasil isolasi dari sistem pencernaan lele dumbo (Clarias
gariepinus) pada media GYP dan media pakan, sehingga untuk penelitian lebih lanjut
perlu dicari media yang pas untuk pertumbuhan isolat sehingga isolat dapat tumbuh
dengan sangat subur serta dilakukan percobaan secara langsung terhadap lele dumbo

usia starter.
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LAMPIRAN

A. Penghitungan Kurva Pertumbuhan BAL 1 Pada Media GYP

1000 ul 1
10ul Pengenceran

Rumus: Jumlah CFU/mI = Jumlah koloni percawan x

Jam ke-0 : 1 x 100 x 10°= 6 log CFU/mL

Jam ke-6 : 57 x 100 x 10°= 7,75 log CFU/mL
Jam ke-12 : 59 x 100 x 10°= 7,77 log CFU/mL
Jam ke-18 : 62 x 100 x 10°= 7,79 log CFU/mL
Jam ke-24 : 48 x 100 x 10°= 7,68 log CFU/mL
Jam ke-30 : 25 x 100 x 10°= 7,39 log CFU/mL
Jam ke-36 : 23 x 100 x 10°= 7,36 log CFU/mL

Jam ke-42 : 0
Jam ke-48 : 0
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Gambar 1. Pertumbuhan BAL 1 pada media GYP
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B. Penghitungan Kurva Pertumbuhan BAL 3 Pada Media GYP

1000 ul 1
10ul Pengenceran

Rumus: Jumlah CFU/ml = Jumlah koloni percawan x

Jam ke-0: 11 x 100 x 107= 8,04 log CFU/mL
Jam ke-6 : 15 x 100 x 107= 8,17 log CFU/mL
Jam ke-12 : 22 x 100 x 107= 8,34 log CFU/mL
Jam ke-18 : 18 x 100 x 107= 8,25 log CFU/mL
Jam ke-24 : 5 x 100 x 107= 7,69 log CFU/mL
Jam ke-30 : 3 x 100 x 107= 7,47 log CFU/mL
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Gambar 2. Pertumbuhan BAL 3 pada media GYP
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C. Penghitungan Kurva Pertumbuhan BAL 3 Pada Media Pakan

1000 ul 1
10ul Pengenceran

Rumus: Jumlah CFU/mI = Jumlah koloni percawan x

Jam ke-0: 71 x 100 x 107= 8,85 log CFU/mL
Jam ke-6 : 87 x 100 x 107= 8,93 log CFU/mL
Jam ke-12 : 88 x 100 x 107= 8,94 log CFU/mL
Jam ke-18 : 89 x 100 x 107= 8,95 log CFU/mL
Jam ke-24 : 96 x 100 x 107= 8,98 log CFU/mL
Jam ke-30 : 68 x 100 x 107= 8,83 log CFU/mL
Jam ke-36 : 32 x 100 x 107= 8,50 log CFU/mL
Jam ke-42 : 13 x 100 x 107= 8,11 log CFU/mL
Jam ke-48 : 8 x 100 x 107= 7,90 log CFU/mL
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Gambar 3. Pertumbuhan BAL 3 pada pakan pabrikan
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D. Gambaran Bentuk Dari Isolat (Karakteristik Morfologi)
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Gambar 4. Karakteristik Morfoloai



