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Abstract

Sugar palm is the result of tapping from sugar palm trees or siwalan. The tapped
sugar palm has complete nutritional components for the growth of
microorganisms so that sucrose can become alcohol and then naturally becomes
acidic. This study aims to determine the isolation and characterization of lactic
acid bacteria from fermented sugar palm. This type of research was descriptive
qualitative observation method, with a sample of 1 liter of sugar palm that
fermented spontaneously in Batang Kuis area, Deli Serdang. The results of the
study obtained 40 isolates which underwent physiological tests to determine the
character of the isolated bacteria. Gram staining, the results obtained were 40
positive gram isolates with purple color and rod cell form. In the Catalase test, 38
negative catalase isolates and 2 positive catalase isolates were obtained. In the
motility test of 40 non-motile isolates, the Coagulase test of 40 isolates of
coagulase was negative, the gas production test from glucose, 40 isolates were of
the homofermentative type. The conclusion of the research was that the bacteria
isolated from the fermented drink of sugar palm are Lactic Acid Bacteria
belonging to the Lactobacillus class, as evidenced by the results of gram staining
of rod-shaped cells.
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Abstrak

Nira merupakan hasil sadapan dari pohon kelapa atau siwalan. Nira yang
telah di sadap memiliki komponen nutrisi yang lengkap bagi pertumbuhan
mikroorganisme sehingga sukrosa dapat menjadi alkohol dan berlanjut menjadi
asam secara alami. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui Isolasi dan
Karakterisasi Bakteri Asam Laktat Asal Minuman fermentasi Tuak Nira. Jenis
penelitian ini adalah deskriptif kualitatif dengan metode observasi, dengan sampel
1 liter tuak nira yang terfermentasi spontan daerah Batang Kuis, Deli Serdang.
Hasil penelitian diperoleh 40 isolat yang dilakukan uji fisiologis untuk mngetahui
karakter dari bakteri yang terisolasi. Pewarnaan Gram, diperoleh hasil 40 isolat
gram positif dengan warna ungu dan bnetuk sel batang. Pada uji Katalase
diperoleh 38 isolat katalase negatif dan 2 isolat katalase positif. Pada uji motilitas
40 isolat non motil, uji Koagulase 40 isolat koagulase negatif, uji produksi gas
dari glukosa, 40 isolat merupakan tipe homofermentatif. Simpulan penelitian
bakteri yang terisolasi dari minuman fermentasi Tuak Nira merupakan Bakteri
Asam Laktat dengan golongan Lactobacillus.dibuktikan dengan hasil pewarnaan
gram bentuk sel berbentuk batang.

Kata kunci : BAL, Isolasi, Karakterisasi dan Tuak Nira
Daftar Bacaan : 23 (1979-2020)
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1  Latar Belakang

Tuak nira merupakan salah satu minuman fermentasi spontan yang dibuat
dari nira (getah) dari mayang (tandan) berbagai jenis pohon palem seperti lontar
(siwalan), kurma dan kelapa. Fermentasi yang terjadi pada nira ini ialah
mengubah gula menjadi etanol, asam asetat, dan asam laktat (Toddy, 2008;
Urbina & Tera, 2014). Nira (getah palem) diekstraksi dan dikumpulkan oleh
sebuah penyadap dari tandan (mayang) pohon palem yang dipotong. Sebuah
wadah diikat ketanggul Bungan untuk menampung nira. Cairan putih nira yang
terkumpul belum mengalami fermentasi menjadi tuak. Pada dasarnya nira yang
belum mengalami fermentasi ini mengandung mikroba baik berupa khamir yaitu
Sarcharomyces cerevisiase dan bakteri yaitu genus Acetobacter seperti
Lactobacillus (Muchtadi, 2010). Pada proses fermentasi pada nira menjadi tuak,
reaksi pertama terjadi inverse sukrosa yaitu proses pemanasan perlahan
memecah sukrosa menjadi fruktosa dan glukosa bila terdapat asam atau enzim
pada nira. Kemudian reaksi kedua terbentuk glukosa dan fruktosa yang
merupakan hasil inverse sukrosa yang selanjutnya difermentasikan oleh khami
menjadi etanol dan reaksi ketiga terjadi oksidasi etanol dan bakteri Acetobacter
jadi asam asetat (Muchtadi, dkk, 2010). Tuak nira mengandung beberapa
komposisi diantaranya, berbagai vitamin, protein, mineral, karbohidrat, fosfor,
kalsium, saponin, sukrosa dan masih banyak lagi kandungan lainnya yang
bermanfaat bagi tubuh. Tuak nira juga kaya akan mikroba baik seperti Bakteri
Asam Laktat (BAL) (IndonesiaSehat, 2020).

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri gram positif,
tidak berspora, berbentuk batang dan bulat yang menghasilkan asam laktat sebagai
produk akhir metabolic selama fermentasi karbohidrat. Selain menghasilkan asam
laktat, BAL juga menghasikan hydrogen peroksida dan bakteriosin sehingga
dengan asam dan antibakteri BAL mampu menghambat pertumbuhan bakteri
patogen seperti Salmonelle dan Escherichia coli (Indriaty 2010; lisRostani, 2007).

Pemanfaatan BAL sudah sejak lama dilakukan oleh manusia salah satu nya untuk

1



proses fermentasi makanan dan minuman. Berdasarkan uraian di atas, diketahui
bahwa BAL memiliki pengaruh yang menguntungkan baik dalam bidang
kesehatan maupun produk makanan dan minuman.

Dari penelitian Syahidah Bannan Qonita dkk, pada tahun 2018 dengan
judul ldentifikasi Genus Bakteri Asam Laktat dari Nira Aren Fermentasi Spontan
didapat hasil isolasi dan pemurnian BAL diperoleh 14 isolat dimana ke 14 isolat
tersebut diduga termasuk kedalam golongan Lactobacillus dan Pediococcus.
Berdasarkan dari penelitian Winarsih Andiani dengan judul “Isolasi dan
Identifikasi Bakteri Asam Laktat Dari Susu Kerbau Asal Kabupaten Enerkang,
diperoleh bakteri asam laktat spesies lactobacillus dimana ciri morfologi dari ke-2
isolat adalah bentuk batang, Gram positif, non motil.

Maka dari itu peneliti ingin melakukan penelitian tentang “Isolasi dan
Karakterisasi BAL Asal Minuman Fermentasi Tuak Nira” untuk mendapatkan
jenis Bakteri BAL pada tuak nira dan mengetahui karakterisasinya.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas penulis ingin
mengetahui bagaimana Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Asam Laktat Asal
Minuman Fermentasi Tuak Nira.

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujun Umum

Tujuan umum pada penelitian ini adalah untuk mengetahui Isolasi dan
Karakterisasi Bakteri Asam Laktat Asal Minuman fermentasi Tuak Nira.

1.3.2 Tujuan khusus

Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk menentukan Isolat dan Karakter

Bakteri Asam Laktat Asal Minuman fermentasi Tuak Nira.



1.4

Manfaat Penelitian

Sebagai sumber rujukkan dan data ilmiah bagi peniliti dan mahasiswa
dalam pengujian isolasi dan karakterisasi bakteri asam laktat asal minuman
fermentasi tuak nira.

Sebagai penambah pustaka bagi instansi tentang isolasi dan karakterisasi
bakteri asam laktat asal minuman fermentasi tuak nira.

Sebagai pembuktian adanya kandungan bakteri asam laktat yang

terkandung dalam minuman fermentasi tuak nira bagi ilmu pengetahuan.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tuak Nira

Nira merupakan hasil sadapan dari pohon kelapa atau siwalan. Nira yang
telah di sadap memiliki komponen nutrisi yang lengkap bagi pertumbuhan
mikroorganisme sehingga sukrosa dapat menjadi alkohol dan berlanjut menjadi
asam secara alami (Lutoni, 1993; Imron, dkk, 2015). Tuak merupakan salah satu
jenis minuman yang berasal dari sumatera yang terbuat dari fermentasi nira
siwalan atau kelapa yang dicampur dengan raru (llyas, 2013). Komposisi nira
antara lain air 88,4%, gula 11%, protein 0,4%, lemak 0,17%, dan asam-asam
organik seperti asam sitrat, asam tartarat, asam malat, asam suksinat, asam laktat,
23 asam fumarat dan asam piroglutamat sebesar 0,02% (hayati, dkk, 2012).
Fermentasi pada nira sangat mudah terjadi karena memiliki ragi liar dan dibantu
oleh bakteri Saccharomyces sp. Setelah melalui proses fermentasi, nira akan
memproduksi tuak yang mengandung air 88,4%, protein 0,36%, lemak 0,2%,
mineral 0,02%, karbohidrat 7% dan alkohol 4%.

Gambar 2.1. Tuak Nira (Hassan, 2020)
2.2 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri baik atau bakteri probiotik yang
hidup dalam usus manusia yang mampu melawan bakteri patogen dalam usus
(Saxelin, 1997; Khedid, dkk, 2006). Oleh karena itu, pemberian BAL dapat

menjadi keuntungan bagi kesehatan. BAL berasal dari Lactobacillus atau



Bifidobacterium dimana bakteri ini sering dimanfaatkan dalam industri makanan
seperti pembuatan yoghurt, keju, acar, bird dan makanan atau minuman
fermentasi lainnya seperti tape dan tuak (Saxelin, 1997; Khedid, dkk, 2006).
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Gambar 2.2. Bakteri Asam Laktat dilihat di bawah mikroskop dengan perbesaran
1000x (Putri, dkk, 2018)

2.3 Fermentasi

Fermentasi dalam arti mikrobiologis adalah pembentukkan produk dengan
memanfaatkan aktivitas metabolism mikroorganisme. Berdasarkan pengertian
tersebut maka produk frmrntasi meliputi produk sel, enzim, metabolit, produk
rekombinan dan produk transformasi (Hidayat, dkk, 2020).

Fermentasi asam laktat terbagi menjadi dua tahap yaitu Glikolosis dan
Dehodrogenasi. Glikolisis merupakan pemecahan glukosa membentuk asam
piruvat. CeH120s dipecah menjadi 2CoH3OCOOH + energy. Dehidrogenasi
(pembentukkan kembali NAD) merupakan proses pemecahan asam piruvat
menjadi asam laktat. C;H3OCOOH direduksi oleh 2NADH. menghasilkan
C2HsOCOOH dan 2NAD.

Dari uraian di atas dapat disimpulkan bahwa produk fermentasi asalm
laktat adalah asam laktat dan ATP.
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Gambar 2.3 Proses Metabolisme Lactobacillus (Widodo, 2019)

2.4 Isolasi Bakteri Bakteri Asam Laktat

Teknik isolasi bakteri mikroorganisme adalah usaha menumbuhkan
miroba diluar lingkungan alaminya yang bertujuan untuk memperoleh biakkan
bakteri yang tidak terkontaminasi dengan bakteri lainnya. Biakkan ini disebut
dengan biakkan murni (Dwiyana, Z, 2006).

Mikroorganisme dapat diisolasi dari tanah, daun, tumbuhan, makanan atau
minuman fermentasi ( tape, tuak, acar) dll. Mikroorganisme dibikkaan pada bahan
medium dan untuk memperoleh biakkan murni dilakukan pengenceran dengan
bahan cair maupun padat (Ginandjar, dkk, 2006; Candra, 2006).



Untuk mendapatkan isolasi bakteri yang mengandung mikroba dapat
dilakukan dengan beberapa metode tergantung jenis mikroorganismenya. Secara
umum terdapat 3 metode biakkan murni yaitu: teknik tuang agar, teknik gores

agar dan teknik sebar agar (Prescott, 2002).

25 Parameter Hasil Identifikasi Bakteri Asam Laktat

Tabel parameter hasil identifikasi bakteri asam laktat menurut Andiani
(2012).

Tabel 2.1 Parameter hasil identifikasi BAL (Andiani, 2012)

Identifikasi Bakteri Positif (+) Negative ( -)
Asam Laktat

Pewarnaan gram Hasil pewarnaan gram
berwarna ungu,

menunjukkan bakteri gram

positif.
Uji Katalase Tidak memproduksi enzim
katalase
Uji Koagulase Tidak adanya gumpalan saat

diteteskan plasma darah




2.6 Kerangka Konsep

Minuman fermentasi yang baik untuk tubuh

L

Bakteri Asam Laktat

.

Belum lengkapnya data Bakteri Asam Laktat

Pada minuman tuak nira

L

Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

Gambar 2.4 Kerangka Konsep
2.7  Definisi Oprational

Bakteri Asam Laktat (BAL) kelompok bakteri gram-positif yang tidak
membentuk spora dan dapat memfermentasikan karbohidrat untuk menghasilkan
asam laktat. BAL juga berfungsi untuk mengurangi infeksi dari mikroba pathogen
yang terdapat dalam tubuh. BAL biasa kita temui pada makanan dan minuman

fermentasi yang diantaranya adalah tuak nira.



BAB |11
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan pada penelitian adalah penelitian
deskriptif kulaitatif yang bertujuan untuk mengetahui isolasi dan karakterisasi
BAL asal minuman fermentasi tuak nira.

3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian

3.2.1 Lokasi Penelitian

Pengambilan sampel dilakukan di Lapo Tuak Jalan Batang Kuis Deli
Serdang dan dilanjutkan di Laboratorium Terpadu Poltekkes Kemenkes Medan
untuk dilakukan pemeriksaan sampel lebih lanjut.

3.2.1 Waktu Penelitian

Waktu penelitian dilakukan pada bulan Februari sampai bulan Mei 2023.

3.3 Populasi dan Sampel
3.3.1 Populasi

Pada penelitian ini, populasi yang digunakan adalah minuman fermentasi
tuak nira.
3.3.2 Sampel

Sampel penelitian ini adalah 1 liter minuman fermentasi tuak nira yang
diperjual belikan di lapo Jalan Batang Kuis Deli Serdang.
3.4 Jenis dan Cara Pengumpulan Data

3.4.1 Jenis Pengumpulan Data

Jenis pengumpulan data untuk memperoleh jawaban atas masalah yang
telah dirumuskan adalah data primer. Data primer adalah dengan menggunakan
data isolasi dan karakterisasi BAL asal minuman fermentasi tuak nira dengan

melakukan penelitian secara langsung.



3.4.2 CaraPengumpulan Data

Dalam penelitian ini, data yang diperoleh melalui observasi yang
dilakukan terhadap hasil pewarnaan, hasil uji katalase, hasil uji koagulase isolate
bakteri asam laktat.

3.5  Prosedur Kerja
351 Alat

Autoklaf, cool box, cawan petri, deck gelas, erlenmayer 100 ml, gelas
kimia 250 ml, gelas ukur 100 ml, inkubator, lampu spritus, biosafety cabine,
lemari pendingin, mikroskop, neraca analitik, objek gelas, ose bulat, ose lurus,
oven, penangas air, sendok stanless, spatula, tabung reaksi.

3.5.2 Bahan

Tuak nira 1 liter, aquadest, aluminium foil, alkohol 70%, H203 3%, kertas
indikator PH, Kristal PH indikator, Kristal violet, MRSA ( de Man Rogosa Sharpe
agar ), safranin, spuit 1 ml, spuit 10 ml.

3.5.3 Pengambilan sampel

Sampel tuak diambil sebanyak 1 liter dan ditempatkan didalam botol jar
yang sebelumnya telah disterilisasi. Kemudian dibiarkan terfermentasi spontan
selama 10 jam pada suhu ruang dalam keadaan tertutup, perlakukan ini
berdasarkan penelitian Mussa (2014).

3.5.4 Preparasi Alat dan Bahan

Semua alat dicuci bersih dan dimasukkan kedalam autoclave. Cawan petri
dibungkus dengan kertas lalu dimasukkan kedalam autoclave pada suhu 121°
celcius. Spoit, tabung reaksi di isi dengan aquadest kemudian ditutup dengan kasa,
dibungkus lalu dimasukkan kedalam autoclave untuk disterilkan dengan suhu
121° celcius dengan tekanan 1 atm dan dibiarkan selama 20 menit.

3.5.5 Pengenceran Sampel

Sampel tuak nira diambil sebanyak 1 ml. kemudia dilakukan serial
pengenceran 10 hingga 10 yaitu dengan mengencerkan 1 ml suspense sampel

kedalam 9 ml larutan garam fisiologis 0,85% dan di homogenkan dengan forteks
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dan hal ini dilakukan hingga pengenceran 10°. Pengenceran dilakukan untuk
mengurangi padatan bakteri yang ditanam.
3.5.6 Isolasi Bakteri Asam Laktat

Siapkan media MRSA yang telah disuplementasi dengan CaCO3 1% dan
bakteri yang telah dincerkan secara bertingkat. Kemudia pipet 200 mikro pipet
sampel bakteri, lalu tuangkan pada media MRSA padat secara aseptis. Setelah di
tuangkan, ambil glass rod lalu sebarkan kultur bakteri yang sudah dituang tadi di
atas media padat secara merata. Karena BAL termasuk kedalam bakteri anaerob,
media yang sudah di sebar kultur bakteri dimasukkan toples yang telah di
nyalakan lilin selama 48 jam dengan suhu 37 derajat celcius.

3.5.7 ldentifikasi dan Karakterasi BAL

Isolat yang diperoleh dari MRSA kemudian dilakukan identifikasi dan
beberapa pengujian untuk mengetahui karakterisasi bakteri nya. Diantara nya
pewarnaan gram, pengujian katalase, dan pengujian koagulase.

a. Pewarnaan gram dan bentuk sel

Satu ose isolate diambil secara aseptis dan diletakkan diatas object glass
dan diratakan seluas kurang lebih 1 cm2 sehingga terbentuk lapisan sel tipis,
kemudian preparat difiksasi dengan cara pemanasan diatas nyala spritus dengan
jarak kurang lebih 30 cm. kemudian ditetesi dengan Kristal ungu, didiamkan
selama 60 detik dan dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan disuhu ruang.
Selanjutnya setelah preparat kering, ditetesi iodinre dan di diamkan selama 2
menit, dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan di suhu ruang. Ditetesi dengan
alcohol 96% sampai warna ungu hilang. Setelah itu preparat ditetesi dengan
safranin dan didiamkan selama 30 detik, dicuci dengan air mengalir dan
dikeringkan pada suhu ruang. Lalu preparat diamati bawah mikroskop. Parameter
hasil, gram positif jika sel berwarna ungu, gram negative jika sel berwarna merah.
Jika BAL maka bentuk sel cocus dan batang (Ernawati, 2010; Salminen, 2004).
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b. Uji Katalase

Ambil koloni bakteri secara aseptis lalu letakkan di atas objek glass,
kemudian teteskan 1-2 tetes H.O2 3%, lalu amati penguraian H.O> 3%. Parameter
hasil, jika positif terdapat gelembung pada hasil uji, dam jika negative tidak
terdapat gelembung pada hasil uji (Wati, 2010).
C. Uji Koagulase

Pada uji koagulase, isolat diambil secara aseptis menggunakan ose lalu
diletakkan pada objek glass hingga membentuk lapisan tipis. Kemudian isoalat
ditetesi dengan plasma darah citrate dan NaCl 96%. Amati perubahan. Parameter
hasil, koagulase positif terjadi gumpalan, sedangkan koagulase negatif tidak

terjadi gumpalan.

3.6 Analisa Data

Analisa penelitian ini menggunakan analisa deskriptif kualitatif dengan
cara hasil pewarnaan gram, hasil uji katalase, hasil uji motilitas, hasil uji

koagulase, uji produksi gas dari glukosa.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Hasil Penelitian
4.1.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat

Pada tahap awal isolasi, bakteri yang berasal dari minuman fermentasi
tuak nira dilakukan pengenceran seri 101 — 107, Setelah dilakukan pengenceran,
seri 10 dan 107 di sebar dimedia MRSA yang telah disuplementasikan CaCOs
1% . setelah disebar lalu di inkubasi menggunakan metode anaerobic jar lalu
dimasukkan kedalam inkubator selama 2 hari dengan suhu 37° Celcius. Setelah 2
hari akan tumbuh bakteri asam laktat yang memperlihatkan ada koloni berwarna
putih susu, mengkilat dan terbentuknya zona bening disekitar koloni bakteri yang
tumbuh. (Gambar 4.1)

Zona bening

Bakteri

Gambar 4.1 Hasil Isolasi Baktei asal minuman Fermentasi Tuak Nira

4.1.2 ldentifikasi dan Karakterisasi Bakteri Asam Laktat
Setelah mendapatkan isolat bakteri asam laktat dari minuman fermentasi
tuak nira, 40 isolat yang telah di seleksi di gores pada media MRSA untuk
melakukan uji biokimia. Uji biokimia yang dilakukan adalah Pewarnaan gram dan
bentuk sel, uji katalase, dan uji koagulase.
a. Pewarnaan gram dan bentuk sel
Berdasarkan uji pewarnaan gram, bakteri dapat dikelompokkan
menjadi dua bagian besar yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram
negatif. Bakteri gram positif berwarna ungu dan bakteri gram negatif
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berwarna merah muda. Berdasarkan hasil penelitian, 40 isolat yang
dilakukan pewarnaan gram, ke 40 isolat merupakan bakteri gram
positif (berwarna ungu). Bentuk sel juga dapat dilihat bersamaan
dengan pengamatan pewarnaan gram yang diamati dibawah
mikroskop. Berdasarkan bentuk sel nya, BAL dikelompokkan kedalam
2 famili yaitu basil (batang) meruapakan family Lactobacillaceae dan
cocus (bulat) merupakan family Streptococcoceae. Hasil pengamatan
bentuk sel terhadap 40 isolat di dapat bahwa ke 40 isolat merupakan
family Lactobacillaceae karena bentuk sel nya basil (batang). Hasil
pengamatan dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Hasil pewarnaan gram perbesaran 100x

Uji katalase

Uji katalase merupakan uji yang dilakukan untuk mengidentifikasi
mikroba yang mampu menghasilkan enzim katalase. Untuk melihat
mampu atau tidak nya mikroba menghasilkan enzim katalase
dibuktikan dengan adanya gelembung udara (O>) ketika isolate ditetesi
larutan H.O» Berdasarkan hasil penelitian dari 40 isolat terdapat 2
isolat yang mampu menghasilkan enzim katalase dan 38 isolat tidak
mampu menghasilkan enzim katalase. Hasil pengamatan dapat dilihat
pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Hasil uji katalase, Keterangan : A. positif katalase,

B. Negatif katalase

c. Uji Koagulase
Pada uji koagulase, hasil penelitian diperoleh ke 40 isolat negatif
koagulase negatif dibuktikan tidak ada nya gumpalan saat isolate di
tetesi plasma darah sitrat dan NaCl. Hasil pengamatan dapat dilihat
pada tabel 4.4.

Gambar 4.4 Hasil uji koagulase

Tabel 4.1 Hasil identifikasi BAL asal minuman fermentasi tuak nira

Pewarnaan gram Katalase | koagulase
Kodeisolat | \Warna | Tipe | Bentuk | + | - | + -
Sel Gram Sel
BAL.TN.M1 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M2 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M3 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M4 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M5 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M6 ungu Positif | Batang
BAL.TN.M7 ungu Positif | Batang

N ERNEENEENERNEENEEN
N ERNEENERNERNERNEEN
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BAL.TN.M8 ungu | Positif | Batang v
BAL.TN.M9 ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M10 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M11 | wungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M12 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M13 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M14 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M15 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M16 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M17 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M18 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M19 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M20 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M21 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M22 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M23 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M24 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M25 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M26 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M27 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M28 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M29 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M30 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M31 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M32 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M33 | ungu | Positif | Batang 4
BAL.TN.M34 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M35 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M36 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M37 | ungu | Positif | Batang v v
BAL.TN.M38 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M39 | ungu | Positif | Batang v 4
BAL.TN.M40 | ungu | Positif | Batang v v
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4.2 Pembahasan

Pada tahap awal isolasi, bakteri yang berasal dari sampel minuman
fermentasi tuak nira, setelah dilakukan pengenceran bertingkat disebar pada media
MRSA yang telah di suplementasikan dengan CaCO3s 1% sebagai medium yang
digunakan untuk menyeleksi BAL. penambahan CaCO3 berfungsi untuk seleksi
BAL karena BAL yang tumbuh pada media akan memberikan zona bening
disekitar koloni setelah inkubasi 2-3 hari karena yang akan bereaksi denga CaCO3
membentuk Ca-lactat yang larut dalam media (Djide dkk, 2008).

Dari hasil isolasi diperoleh 40 isolat yang memiliki kemampuan untuk
menurunkan pH medium dengan memproduksi asam yang ditandai dengan
terbentuknya zona bening disekitar koloni yang tumbuh. Hal ini mengindikasikan
bahwa ke 40 isolat tersebut merupakan BAL (Graver dan Muriana, 1993). 40
isolat yang terpilih memiliki koloni kecil, berbentuk bulat, elevasi cembung, tepi
rata, permukaan berkilau dan berwarna putih susu. Menurut Firman (2009),
koloni lactobacillus yang ditumbuhkan pada media agar umumnya berukuran 2-5
mm, dengan permukaan cembung, entire, buram, dan berwarna putih susu. Hal
tersebut mempertegas bahwa ke 40 isolat yang diperoleh dari minuman fermentasi
tuak nira merupakan BAL.

Untuk menentukan karakterisitik mikroba, dilakukan beberapa uji, yang
meliputi uji morfologi dan uji fisiologi (Lay dan Hastowo, 1992). Untuk
mengetahui morfolgi dari ke 40 isolat yang telah di isolasi dan di seleksi,
dilakukan pewarnaan gram. Hasil dari pewarnaan gram yang dilakukan pada ke
40 isolat, terbentuknya warna biru/ungu pada bakteri dimana warna biru/ungu itu
disebabkan oleh peptidoglikogen yang mampu mengikat Kristal violet.
Berdasarkan hasil penelitian ke 40 isolat digolongkan kedalam bakteri gram
positif dimana ciri dari gram positif adalah berwarna biru/ungu karena memiliki
peptidoglikogen yang tebal sehingga mampu mengikat Kristal violet. Hal ini
mempertegas bahwa ke 40 isolat merupakan BAL sesuai dengan pernyataan
Surono (2004) bahwa karakteristik BAL adalah sifatnya sebagai gram positif.

Setelah dilakukan pewarnaan gram, ke 40 isolat dilakukan uji fisiologi

yang diantara nya uji katalase, dan uji koagulase. Pada uji katalase diperole hasil
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katalase negative pada ke 38 isolat hal ini dbuktikan dengan tidak terbentuknya
gelembung udara pada ke 38 isolat saat ditetesi larutan H.O> dan 2 isolat
diperoleh hasil katalase negative yang dibuktikan dengan terbentuknya gelembung
udara saat ditetesi larutan H>O>. Ini mempertegas bahwa ke 38 isolat merupakan
BAL, karena salah satu kriteria BAL adalah tidak memproduksi enzim katalase
(katalase negatif).

Pada uji Koagulase, ke 40 isolat diperoleh hasil negatif dibuktikan dengan
tidak ada nya gumpalan setelah penambahan plasma darah citrate dan larutan
NaCl 96%.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh hasil isolasi dan pemurnian BAL
diperoleh 40 isolat menghasilkan zona jernih pada medium MRSA + CaCos 1%.
Hasil identifikasi terhadap 40 isolat menunjukkan hasil Gram positif dengan sel
berwarna gelap atau ungu, 38 isolat katalase negatif dan dua isolate katalase
positif, serta koagulase negatif. BAL yang diperoleh dari 40 isolat diduga
termasuk dalam golongan Lactobacillus.dibuktikan dengan hasil pewarnaan gram
bentuk sel berbentuk batang.

5.2 Saran
Identifikasi lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui spesies BAL dan
untuk mengeksplorasi potensi probiotik BAL yang diisolasi dari minuman

fermentasi tuak nira.
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LAMPIRAN 111

ALUR PENELITIAN

Sampel tuak nira diambil dari Btang Kuis, Deli

!

Preparasi alat

!

Pengenceran Sampel dengan Serial 10" — 10-

|

Isolasi pada Media MRSA

Identifikasi
Bakteri

|

Karakterisasi
Bakteri

Pewarnaan Gram
dan Bentuk Sel

Uii Katalase Uji Koagulase
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LAMPIRAN IV

PEMBUATAN MEDIA DAN REAGENSIA

A. Pembuatan Media

1. Media MRSA
Komposisi :

e Pepton 10 gram

e Ekstrak daging sapi 10 gram

e Ekstrak ragi 5 gram

o K:HPO4 2 gram

e Ammonium sitrat 2 gram

e Glukosa 2 gram

e Natrium asetat 20 gram

e MgSO4 7H20 0,58 gram

e MnSO4 4H0 0,28 gram

e Agar 15 gram

e Aquadest 1 liter

Prosedur :

Timbang media MRSA sebanyak 13,64 gram lalu tambahkan aquadest hingga
200 ml. lalu masak media diatas hot plae sampai media jernih. Setelah media
jernih tutup dengan kapas dan aluminium foil lalu masukkan kedalam
autoclave dengan suhu 121° Celcius selama 20 menit. Setelah selesai di
autoclave, media di ambil lalu dituangkan pada petridish sebanyak 25 ml, lalu
biarkan hingga media menjendal. Setelah menjendal media siap digunakan

B. Pembuatan Reagensia

1. NaCl 0,85%

Komposisi
e Kiristal NaCl 1,7 gram
e Aquadest : 200 ml
Prosedur :

Timbang Kristal NaCl sebanyak 1,7 gram lalu tambahkan aquadest hingga
200 ml. setelah itu pipet sebanyak 9 ml ke masing masing tabung reaksi, tutup
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dengan kapas dan aluminium foil. Lalu masukkan kedalam autoclave dengan
suhu 121° celcius selama 20 menit. Setelah 20 menit, ambil reagensia dan
reagensia siap digunakan.

2. Plasma Citrat
Alat dan bahan :

e Vacun tube sodium citrat
e Vacuum
e Darah3cc

Prosedur

Darah diambil menggunakan vakum dan dialirkan ke vacuum tube citrat
hingga 3 cc. lalu darah di centrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama 15
menit. Setelah itu plasma citrat siap digunakan untuk reagensia pada uji
koagulase.
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LAMPIRAN V
DOKUMENTASI KEGIATAN

a. Proses membuat media b. Pengenceran bertingkat pada
MRSA + CaCO3 1% sampel 10t — 10

C. proses isolasi BAL d. hasil isolasi BAL asal Tuak Nira
asal Tuak Nira

e. hasil isolasi, diremajakan f. hasil pewarnaan gram
untuk uji lanjutan
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g.

hasil uji Katalase

hasil uji Koagulase

h.

j.

hasil uji motilitas

Pohon penghasil Nira Aren
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NIM

Tempat, Tanggal Lahir
Jenis Kelamin
Kewarganegaraan
Agama

Alamat
Pendidikkan
2008-2014
2014-2017
2017-2020
2020-2023

Nama Orang Tua
Ayah
Ibu

DAFTAR RIWAYAT HIDUP

: Miranda Efrikayana Sinaga
: P07534020028

: Sei Garo, 27 Januari 2002

. Perempuan

: Indonesia

: Kristen Protestan

: Dusun |1 Kota Batak

: SD Negeri 032 Sei Garo

: SMP Swasta Assisi Kota Batak

: SMA Negeri 1 Pangururan

: Menyelesaikan Pendidikkan Diploma 11 di

Politeknik Kesehatan Kemenkes Medan Jurusan
Teknologi Laboratorium Medis

: Esron Sinaga

: Jusniar Pasaribu
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LAMPIRAN VII

LEMBAR KONSULTASIKARYVA TULIS ILMIAH
JURUSAN D-111 TEKNOLOGI LABORATORIUM MEDIS
POLTEKKESKEMENKES MEDAN 2023

Nama - Miranda Eftikayana Sinaga
Nim - PO7534020028

Dosen Pembimbing ; Febin Sembiring, $ S1, M.Si, M S¢
Judul Proposal - Isolasi Dan Kmktcnsm Bakteri Asam Laktat
| | Asul ‘Minuman Fermentasi Tuak Nira Dacrih

Batang Kuis, DeliSerdany
| No|  Han/ Masalah Masukan TTD Dosen |
| 7_"_“3.5“ | | Pembimbing_|
1 Konsultas Judul Schelum I '
01 Novcdnbcr KTl [ menentukan judul )
2022 tentukan masaluh “
; i terlchih dubulu’ -
27 Semm, | PengujuanJudul [ Judul disctujui, can |
14 November jurnal pendukung

2022 scbanyak munghin

3] Rabu,
| . : .;lGNOVGIlIW
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Lampiran VIII
Surat Keterangan Bebas Laboratorium

' _ KEMENTERIAN KESEHATAN REPUBLIK INDONESIA
A | DIREKTORAT JENDERAL TENAGA KESEHATAN
. =14 POLITEKNIK KESEHATAN KEMENKES MEDAN @
‘{,‘ I Jamin Gireng KM, 11,5 Kel. Laucih Medan Tushuagan Kode Pos 120136
Telepon © 0618368633 - Fax © 0618368644 —

Website © www pobekbes modan ac od, emall @ polekies medani yahoo com

Kepsla unit Laborsiorium Terpady Polekles Kemenkes Medan dengan ni menerangian

bahwa
Nama :Miranda Efdayans Siraga
NM :POTS34020023
Jrusan : Teknologi Laboratorium Medis

Pergurian Tngg : Poltekkes Kemenkes Medan

Benar yang ramanya fersebut dastas telsh menggunakan fasitas Laboratorum Terpadu dan
telah menyelesakan tanggungan biaya fasiitas [sborstorium dalam rangka melsksarakan
“Isolasi dan karakterisasi bakseri asam laktat asal minuman fermentasi tuak nira

daerah Batang Kuis, Deli Serdang”
Dibawah bimbinganpengawasan -
Pembimbing & Febri Sembiring, 5.8, M.SiL M.Sc

Demikan surat keterangan in dibuat, agar dapat dgunakan semesinga

Medan, 31 Juli 2023
Kepals unk Laboratorium Terpadu

(s

(Gabrielia Seption: Nasuon, SKM, M.S0)
NIP. 193809122010122002
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