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Eksplorasi Bakteri Kandidat Probiotik Pada Sedimen
Hutan Mangrove Pandan, Tapanuli Tengah
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Abstrak: Ekosistem mangrove merupakan ekosistem yang kaya akan keanekaragaman flora, fauna, dan mikroorganisme,
termasuk bakteri. Bakteri probiotik merupakan bakteri baik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen dalam
saluran pencernaan dengan menghasilkan zat antimikrobial. Tidak hanya baik untuk pencernaan, bakteri probiotik juga
memberikan keuntungan dalam bidang akuakultur. Tujuan penelitian ini adalah untuk menemukan serta
mengidentifikasi genus dari bakteri kandidat probiotik dari sedimen hutan mangrove di Kecamatan Pandan, Tapanuli
Tengah. Bakteri diisolasi dari sampel sedimen menggunakan medium Zobell Marine Agar 2216 dengan metode pour plate
dan dilakukan pemurnian dengan metode streak plate untuk mendapatkan kultur murni. Karakterisasi meliputi uji
hidrolisis pati dan kasein, pengamatan morfologi koloni, pewarnaan gram, uji katalase, uji motilitas, uji indol, uji MR,
serta uji TSIA. Hasil penelitian diperoleh total 18 isolat bakteri yang kemudian dilakukan uji seleksi kandidat probiotik
sehingga didapatkan delapan isolat yang mampu menghidrolisis pati dan kasein dengan genus Lactobacillus, Bacillus,
Vibrio and Micrococcus. Pada lokasi pertama, ditemukan dua isolat Bacillus dan satu isolat Vibrio. Sedangkan di lokasi
kedua ditemukan dua isolat Lactobacillus dan satu isolat Micrococcus. Hanya dua isolat Lactobacillus saja yang
ditemukan pada lokasi ketiga.
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Pendahuluan

Kabupaten Tapanuli Tengah merupakan sebuah kabupaten yang terletak di pesisir
Pantai Barat Sumatera, Provinsi Sumatera Utara dengan garis pantai sepanjang 200 km.
Sebagian besar kecamatan yang ada di kabupaten Tapanuli Tengah berbatasan langsung
dengan laut lepas. Letaknya yang berada di daerah pesisir ini menjadi lokasi yang tepat
untuk tumbuhnya mangrove (Badan Pusat Statistik, 2020).

Mangrove merupakan suatu kelompok tumbuhan berpembuluh yang memiliki
kemampuan adaptasi morfologi dan fisiologis khusus agar dapat bertahan hidup di
lingkungan intertidal dengan air salin yang didominasi oksigen terlarut yang rendah atau
terkadang dengan sedimen halus anoksik (Ong & Gong, 2013). Ekosistem mangrove
memiliki keanekaragaman fauna yang tinggi, dimulai dari moluska, krustasea, pisces,
reptil, aves dan mamalia. Tak hanya itu, ekosistem mangrove juga kaya akan
mikroorganisme yang telah beradaptasi sehingga dapat hidup dengan ketersediaan oksigen
yang rendah dan keadaan salinitas yang bervariasi (Ambeng et al., 2019). Adanya
mikroorganisme pada ekosistem mangrove memiliki kaitan yang erat terhadap kestabilan
ekosistem di daerah tersebut. Hal ini dikarenakan mikroorganisme memainkan peran
penting dalam berlangsungnya siklus biogeokimia dan terjalinnya simbiosis mutualisme
dengan tumbuhan yang tumbuh di kawasan ekosistem mangrove (Dewi et al.,, 2017).
Keanekaragaman mikroorganisme khususnya bakteri yang terdapat pada ekosistem
mangrove sangat tinggi, contohnya bakteri heterotrofik yang dapat menghasilkan enzim
seperti bakteri proteolitik, bakteri amilolitik, bakteri selulolitik, bakteri gelatinolitik, dan
juga bakteri probiotik (Subagiyo et al. 2017, Prihanto et al. 2018, Sukmawati & Badaruddin
2019).

Bakteri probiotik adalah bakteri yang bersifat tidak toksik, nonpatogen, dapat
bertahan hidup dalam lingkungan asam lambung dan dapat membentuk koloni di dalam
usus besar yang dapat memecah komponen karbohidrat yang tidak tercerna di saluran
pencernaan. Bakteri probiotik memberikan keuntungan bagi makhluk hidup yang menjadi
inangnya karena dapat menghambat laju pertumbuhan bakteri patogen pada saluran
pencernaan inangnya sehingga dianggap sebagai bakteri antagonis (Feliatra, 2018).

Penelitian mengenai eksplorasi bakteri probiotik dengan pengambilan sampel dari
saluran pencernaan ikan dan udang, air, serta tambak sudah banyak dilakukan. Namun,
penelitian dengan menggunakan sampel dari sedimen hutan mangrove masih terbilang
sedikit. Keberadaan bakteri probiotik di alam tersebar luas di udara, air, di dalam tanah
atau lumpur (Suriani & Muis, 2016). Tanah yang menyediakan unsur hara yang cukup,
memiliki nilai keasaaman yang sesuai, terjaganya kelembaban dan temperatur tanah, serta
cukupnya tersedia air dan bahan organik (N, P, C, S, Mg, Ca, dll.) merupakan faktor-faktor
yang harus dipenuhi untuk mendukung kebutuhan nutrisi bakteri untuk dapat tumbuh.
Selain itu keadaan iklim dan vegetasi yang baik juga memainkan peran penting dalam
pertumbuhan bakteri pada tanah (Mukrin et al., 2019).

Sukmawati dan Badaruddin (2019) dalam penelitiannya menyatakan bahwa
ditemukan sebanyak 8 isolat bakteri kandidat probiotik pada sampel lumpur yang diambil
di kawasan wisata mangrove Klawalu yang terdapat di Kota Sorong Papua Barat.
Sedangkan Sumardi et al. (2021) menemukan 2 kandidat bakteri probiotik pada beberapa
sampel, yaitu sampel lumpur laut, lumpur mangrove, akar, serasah daun, keong dan
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kepiting yang memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp.
serta resisten terhadap antibiotik.

Pengambilan sampel dari sedimen hutan mangrove memiliki potensi yang cukup
besar untuk ditemukannya berbagai jenis bakteri terutama bakteri probiotik, dikarenakan
sedimen hutan mangrove yang terbentuk dari dekomposisi serasah daun dari dekomposisi
serasah daun mangrove menyediakan unsur hara yang tinggi. Penelitian ini dilakukan
dnegan tujuan untuk mengetahui keberadaan dan mengidentifikasi bakteri kandidat
probiotik yang ditemukan pada sedimen mangrove kecamatan Pandan, Tapanuli Tengah.

Metode

Pengambilan sampel dilakukan di kawasan hutan mangrove di Kecamatan Pandan,
Kabupaten Tapanuli Tengah, Sumatera Utara pada 3 lokasi berbeda (lihat Tabel 1). Sampel
diambil sebanyak 10 g menggunakan alat pengeruk dengan kedalaman 10 cm dari atas
permukaan lumpur. Sampel yang diambil kemudian dimasukkan ke dalam plastik ziplock
lalu diberi label berdasarkan lokasi pengambilan sampel dan disimpan di dalam cooler box
(Subagiyo et al., 2017). Parameter lingkungan yang diukur yaitu derajat keasaman (pH) dan
tingkat salinitas.

Tabel 1. Lokasi pengambilan sampel sedimen

Lokasi Keterangan
1 Berbatasan dengan lautan
2 Di tengah ekosistem mangrove
3 Berbatasan dengan daratan

Proses isolasi dan inokulasi dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi UPT.
Laboratorium Kesehatan Daerah Sumatera Utara. Sampel sedimen yang diambil dari
masing-masing lokasi ditimbang sebanyak 1 g kemudian diencerkan dengan 9 ml air laut
steril dan dihomogenkan dengan wvortex stirrer sehingga didapatkan larutan hasil
pengenceran 107. Proses pengenceran dilakukan sampai tingkat 10°. Dari pengenceran
tingkat 10, 105, dan 10, masing-masing diambil 1 ml untuk diinokulasikan pada media
Zobell Marine Agar 2216 dengan metode pour plate kemudian diinkubasi selama 24 jam
dengan suhu 37°C. Setelah itu dilakukan purifikasi dengan menggunakan metode streak
plate untuk bakteri yang tumbuh dan memperlihatkan ciri morfologi yang berbeda,
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Isolat yang telah dipurifikasi selanjutnya dilakukan uji hidrolisis pati dan kasein
sebagai uji seleksi kandidat probiotik. Uji hidrolisis pati dilakukan dengan menginokulasi
isolat bakteri pada media NA (Nutrient Agar) yang mengandung 1% pati, lalu diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, bakteri yang tumbuh pada
permukaan media ditetesi dengan iodine. Hasil positif jika terdapat zona berwarna kuning
bening di sekitar isolat (Hastuti et al.,, 2017). Uji hidrolisis kasein dilakukan dengan
menginokulasi isolat bakteri pada media NA (Nutrient Agar) yang mengandung susu skim,
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C. Hasil positif jika terdapat zona
berwarna kuning bening di sekitar isolat (Ginting et al., 2018).

Isolat dengan hasil positif pada kedua uji seleksi selanjutnya dilakukan identifikasi
morfologi, uji pewarnaan gram, uji katalase, uji motilitas, uji indol, uji MR, dan uji TSIA.
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Hasil yang diperoleh selanjutnya diidentifikasi dengan panduan Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology 8" edition (1974).

Hasil dan Pembahasan

Pengukuran parameter lingkungan dimaksudkan untuk mengetahui kondisi fisik
lingkungan yang dilakukan langsung di ketiga lokasi pengambilan sampel. Parameter fisik
yang diukur meliputi derajat keasaman sedimen dengan menggunakan pH meter dan
tingkat salinitas dengan menggunakan refraktometer salinitas. Pengukuran parameter
lingkungan dan pengambilan sampel sedimen mangrove dilakukan pada saat cuaca cerah
dan air laut dalam kondisi pasang-surut agar dapat memudahkan proses pengukuran dan
pengambilan sampel.

Tabel 2. Hasil pengukuran parameter lingkungan

Lokasi Parameter Lingkungan
Sampling pH Salinitas
1 4 36 %o
2 6,5 36 %o
3 7 30 %o

Perbedaan tingkat salinitas yang dimiliki setiap lokasi pengambilan sampel, tentu akan
mempengaruhi keanekaragaman bakteri pada setiap lokasi. Semakin tinggi tingkat salinitas
maka keanekaragaman bakteri akan semakin menurun. Hal ini dikarenakan tingkat
salinitas yang tinggi merupakan kondisi yang toksik bagi bakteri sehingga dapat
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan bakteri (Yulma et al., 2019).

Nilai pH optimum pertumbuhan bakteri pada umumnya berkisar diantara 6,5-7,5
(Boleng, 2015). Sedangkan bakteri probiotik yang memiliki kemampuan bertahan dalam
suasana asam yang tinggi dapat tumbuh secara optimum pada kisaran pH sekitar 2-7. Nilai
pH optimum pertumbuhan yang dimiliki oleh bakteri probiotik memiliki rentang yang
cukup luas dikarenakan adanya perbedaan pH optimum yang dimiliki beberapa jenis
bakteri (Feliatra, 2018).

Dari hasil isolasi sampel sedimen mangrove pada media Zobell Marine Agar 2216
diperoleh 18 isolat bakteri, yang mana 6 isolat merupakan hasil isolasi dari Lokasi 1, tujuh
isolat dari Lokasi 2, dan lima isolat dari Lokasi 3. Semua hasil isolasi kemudian dilakukan
uji seleksi meliputi uji hidrolisis pati dan uji hidrolisis kasein untuk mendapatkan isolat
kandidat probiotik. Isolat yang menghasilkan zona bening pada kedua uji akan dilanjutkan
pada tahapan identifikasi. Berdasarkan pengujian yang dilakukan terhadap isolat bakteri
untuk mendapatkan bakteri kandidat probiotik, diperoleh delapan isolat yang dapat
menghidrolisis pati dan kasein, yaitu isolat dengan kode SM141, SM151, SM164, SM2441,
SM2521, SM2522, SM2341, dan SM352.
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Gambar 1. Hasil uji hidrolisis pati (A) dan uji hidrolisis kasein (B)

Uji hidrolisis pati dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri menghasilkan
enzim amilase yang mampu menghidrolisis amilum yang terkandung pada media uji
menjadi glukosa, maltosa dan dekstrin (Hanzen et al., 2017). Sedangkan uji hidrolisis kasein
dilakukan untuk mengetahui apakah isolat memiliki kemampuan dalam menghasilkan
enzim protease yang dapat menghidrolisis protein menjadi asam amino (Yuniati et al.,
2015). Kedua uji ini menjadi salah satu syarat yang digunakan dalam melakukan seleksi
kandidat probiotik. Aktivitas dari enzim amilase dan protease dapat meningkatkan kinerja
dari berbagai enzim yang dihasilkan di dalam tubuh makhluk hidup sehingga adanya
keberadaan bakteri yang menghasilkan kedua enzim ini memberikan keuntungan secara
tidak langsung kepada makhluk hidup (Ginting et al., 2018).

Tabel 3. Hasil uji seleksi kandidat probiotik

Kode Isolat Uji Selekst
Hidrolisis Pati  Hidrolisis Kasein
SM141* + +
SM151* + +
SM161 - -
SM162 - -
SM163 - +
SM164* + +
SM2421 - -
SM2422 - -
SM2431 - +
SM2441* + +
SM2521* + +
SM2522%* + +
SM261 - -
SM341* + +
SM342 - +
SM343 + -
SM351 + -
SM352* + +

Ket: * dilanjutkan ke tahapan selanjutnya

Pada uji hidrolisis pati, isolat yang diinokulasikan pada media yang mengandung
amilum ditetesi dengan iodine setelah 24 jam masa inkubasi. Isolat yang dapat
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menghidrolisis pati dapat dilihat dengan adanya terbentuk zona bening di sekitar isolat
setelah diteteskan dengan larutan iodine. Media yang mengandung pati akan berubah
warna menjadi biru kehitaman ketika diteteskan larutan iodine (Mustakin & Tahir, 2019).
Sedangkan zona bening yang terbentuk menunjukkan adanya aktivitas amilase yang
memecah kandungan pati pada media. Pada uji hidrolisis kasein, isolat yang ditanam pada
media NA yang ditambah dengan susu skim akan menghasilkan zona bening disekitar
isolat jika dapat menghidrolisis kasein. Terbentuknya zona bening menunjukkan adanya
aktivitas enzim protease yang memecah protein yang terkandung di dalam media menjadi
asam amino yang akan digunakan sebagai sumber energi oleh bakteri (Ginting et al., 2018).

Menurut Remijawa et al. (2020), suatu bakteri dapat memiliki kemampuan dalam
meghasilkan berbagai enzim disebabkan oleh lingkungan yang menjadi habitatnya
memiliki kondisi yang ekstrim seperti memiliki kadar garam tinggi atau nilai pH
lingkungan yang diluar nilai pH optimum bakteri untuk tumbuh. Kondisi lingkungan yang
ekstrim menyebabkan bakteri untuk beradaptasi dengan cara menghasilkan enzim-enzim
yang dapat digunakan untuk bertahan hidup. Pada Lokasi 1, nilai pH lingkungan terbilang
asam dan memiliki tingkat salinitas yang tinggi, begitu juga dengan Lokasi 2 yang memiliki
tingkat salinitas yang tinggi. Hal ini menyebabkan jumlah bakteri kandidat probiotik yang
diperoleh pada kedua lokasi tersebut lebih banyak dibandingkan dengan yang ditemukan
pada Lokasi 3. Jika dilihat, nilai pH yang dimiliki pada Lokasi 3 merupakan pH optimum
bagi pertumbuhan bakteri, selain itu tingkat salinitas yang dimiliki juga lebih rendah
dibandingkan dengan Lokasi 1 dan Lokasi 2. Oleh karena itu jumlah bakteri kandidat
probiotik yang ditemukan pada Lokasi 3 lebih sedikit dikarenakan kondisi lingkungannya
tidak seekstrim pada kedua lokasi sampling lainnya, terutama pada Lokasi 1.

Setelah dilakukan uji seleksi kandidat probiotik, isolat bakteri yang menjadi kandidat
probiotik kemudian diamati karakteristik morfologi koloninya. Karakteristik morfologi
yang diamati yakni bentuk, warna, ukuran, tepian koloni, dan elevasi. Adapun karakteristik
dari masing-masing isolat dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Karakteristik morfologi koloni isolat bakteri kandidat probiotik

Kode Isolat Uji Seleksi

Bentuk Warna Ukuran Tepian Elevasi

SM141 Circular Cream Moderate Entire Flat

SM151 Irreqular Cream Moderate Curled Flat

SM164 Irreqular Cream Moderate Curled Flat

SM2441 Circular Cream Moderate Curled Flat

SM2521 Irregular Cream Moderate Curled Flat
SM2522 Circular Cream Small Entire Raised
SM341 Circular Cream Punctiform Entire Convex

SM352 Circular Cream Small Entire Flat

Berdasarkan tabel di atas diketahui bahwa bentuk koloni dari semua isolat didominasi
oleh bentuk circular atau tidak beraturan, hanya tiga isolat yang memiliki bentuk irreqular
yaitu, isolat SM151, SM164, dan SM2521. Semua isolat bakteri memiliki warna koloni yang
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sama, yaitu putih susu. Ukuran isolat umumnya moderate dan hanya satu isolat saja yang
memiliki ukuran punctiform. Sebagian isolat memiliki bentuk tepian entire dan sebagian
lainnya memiliki bentuk tepian curled. Tipe elevasi yang dimiliki oleh kebanyakan isolat
yaitu flat, sedangkan yang lainnya memiliki tipe raised dan convex.

Dari pewarnaan Gram yang telah dilakukan, diperoleh hasil bahwa tujuh dari delapan
isolat menghasilkan warna ungu, yang artinya termasuk kedalam bakteri gram positif
(Tabel 5). Semua isolat yang termasuk dalam bakteri gram positif berbentuk basil, kecuali
isolat dengan kode SM2522 yang berbentuk kokus.

Tabel 5. Hasil pewarnaan gram

Kode Isolat ~ Uji Gram Warna Bentuk Sel

SM141 + Ungu Basil
SM151 + Ungu Basil
SM164 - Merah Basil
SM2441 + Ungu Basil
SM2521 + Ungu Basil
SM2522 + Ungu Kokus
SM341 + Ungu Basil
SM352 + Ungu Basil

Pewarnaan Gram adalah metode yang digunakan dalam pengelompokan bakteri gram
positif dan negatif yang berdasarkan kemampuan yang dimiliki bakteri dalam
mempertahankan atau kehilangan pewarna utama (kristal violet) dan menerima pewarna
tandingan (safranin). Perbedaan warna yang dihasilkan oleh kedua kelompok bakteri ini
disebabkan karena perbedaan permeabilitas, komposisi serta struktur dinding sel yang
dimiliki oleh kedua kelompok bakteri (Jannah et al., 2017).

ps =L
Xyl €
;_ *h' ;) n

Gambar 2. Bakteri Grm Positif (A) dan Bakteri Gram Negatif (B)

Bakteri gram positif mempunyai lapisan peptidoglikan yang lebih tebal pada dinding
selnya. Tebalnya lapisan peptidoglikan menyebabkan bakteri gram positif mampu untuk
mempertahankan kristal violet sebagai zat warna utama meskipun telah diberikan larutan
peluntur yaitu alkohol 96%. Kemampuan dalam mempertahankan zat warna utama
menyebabkan bakteri gram positif tampak berwarna ungu saat diamati dengan
menggunakan mikroskop (Hamidah et al., 2019). Tidak seperti bakteri gram positif, pada
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dinding selnya bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis
(Campbell & Reece, 2008), dinding selnya memiliki kandungan lipid yang lebih tinggi
dibandingkan dengan bakteri gram positif, sehingga menyebabkan bakteri gram negatif
tidak mampu mempertahankan zat warna utama ketika diberikan larutan peluntur. Akan
tetapi bakteri gram negatif mampu mempertahankan safranin sebagai pewarna tandingan
sehingga menjadikan bakteri gram negatif terlihat berwarna merah ketika diamati di bawah
mikroskop (Ruma et al., 2020).

Setelah pewarnaan gram, selanjutnya dilakukan uji biokimipada isolat meliputi uji
katalase, uji motilitas, uji indol, uji MR, dan uji TSIA untuk mengetahui karakteristik
biokimia dari setiap bakteri.

Tabel 6. Hasil uji biokimia

Uji Kode Isolat
Biokimia = SM141 SM151 SM164 SM2441 SM2521 SM2522 SM341 SM352

Katalase + + + + + + + +
Motilitas - + + - + - - -
Indol - - - - - - - +
MR - + + + + - - -
TSIA

- Slant/Butt K/K A/A A/A K/A A/K A/K K/K A/A
- Gas - - - - - - - -

- H2S - - - - - - - -

Keterangan: K =Basa (media berwarna merah)
A = Asam (media berwarna kuning)

Hasil uji katalase pada semua isolat bakteri kandidat probiotik menunjukkan hasil
positif yang ditandai dengan adanya gelembung gas yang terbentuk ketika larutan H202 3%
diteteskan pada isolat bakteri. Uji katalase dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat
bakteri kandidat probiotik dalam memproduksi enzim katalase. Enzim katalase berperan
dalam memecah hidrogen peroksida atau H20: menjadi air dan oksigen (Sumardi et al.,
2021). Mekanisme dasar kinerja dari enzim katalase adalah dengan melibatkan pemecahan
H:O: sebagai salah satu jenis oksigen yang reaktif menjadi air dan oksigen dan
menghilangkan stress oksidatif yang disebabkan oleh H20: sebagai substrat. Dalam
lingkungan H20: merupakan salah satu substrat yang dapat digunakan sebagai pemasok
oksigen yang dibutuhkan mikroorganisme yang terlibat dalam proses bioremediasi
(Kaushal et al., 2018).

Dari uji motilitas yang telah dilakukan diperoleh tiga isolat yang menunjukkan hasil
positif dan lima isolat yang menunjukkan hasil negatif. Hasil positif menunjukkan bakteri
bersifat motil atau dapat melakukan pergerakan yang ditandai dengan adanya rambatan
disekitar bekas tusukan ose pada media, sedangkan hasil negatif ditandai dengan tidak
adanya rambatan yang berarti isolat tidak memiliki flagel sebagai alat gerak. Uji motilitas
dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri melakukan pergerakan (Damayanti et
al., 2020). Pergerakan pada bakteri terbagi atas gerak aktif dan gerak pasif. Gerak aktif
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merupakan pergerakan yang dipengaruhi oleh adanya flagel, dan gerak pasif merupakan
pergerakan yang disebabkan oleh faktor dari luar sel bakteri (Pattuju et al., 2014).

Berdasarkan uji indol yang telah dilakukan, hanya satu isolat yang menunjukkan hasil
positif. Hasil positif ditunjukkan dengan perubahan warna yang terjadi pada permukaan
media menjadi warna merah setelah media yang sudah diinkubasi selama 24 jam ditetesi
dengan reagen Kovack’s. Uji indol dimaksudkan untuk mengetahui adanya kemampuan
yang dimiliki bakteri dalam menghasilkan enzim triptofanase yang dapat mendegradasi
asam amino triptofan menjadi asam piruvat, amonia, dan produk indol (Csuros & Csuros,
1999). Asam amino triptofan merupakan asam amino yang menyusun protein, sehingga
dapat digunakan oleh mikroorganisme dengan mudah akibat adanya degradasi protein.
Pada media, indol merupakan produk buangan yang mengalami penumpukan.
Penumpukan produk indol pada media dapat diketahui dengan penambahan reagen
(Pattuju et al., 2014).

Berdasarkan uji MR (methyl red) yang telah dilakukan, diperoleh empat isolat yang
menunjukkan hasil positif. Hasil positif ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna
pada permukaan media setelah ditetesi reagen methyl red yang artinya bakteri dapat
memfermentasi asam campuran. Uji MR dimaksudkan untuk mengetahui apakah bakteri
memiliki kemampuan dalam memfermentasi glukosa melalui jalur asam campuran atau
metilen glikon. Produk asam campuran yang yang dihasilkan biasanya berupa asam asetat,
asam format, asam laktat, dan asam suksinat. Apabila setelah diinkubasi 24 jam kemudian
ditetesi reagen methyl red permukaan media berubah menjadi warna merah, hal ini
menunjukkan terjadinya penurunan nilai pH pada media oleh produk asam yang terbentuk
dari hasil fermentasi glukosa (Mustaqim et al., 2014).

Pada uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar), terdapat tiga isolat (SM151, SM164, SM352) yang
menunjukkan terjadinya reaksi asam pada permukaan (slant) dan bagian tengah (butt),
sehingga warna media keseluruhan berubah menjadi warna kuning yang menunjukkan
terjadinya fermentasi laktosa dan fermentasi sukrosa. Sedangkan isolat yang menunjukkan
adanya terjadi reaksi basa pada slant dan butt sehingga warna media tetap berwarna merah
terdapat 2 isolat, yaitu SM141, dan SM341. Reaksi basa yang terjadi pada bagian slant dan
butt menunjukkan tidak terjadinya fermentasi ketiga jenis gula. Isolat SM2521 dan SM2522
menunjukkan adanya reaksi asam pada bagian slant dan reaksi basa pada bagian butt,
namun sebaliknya isolat SM2441 menunjukkan reaksi basa pada slant dan reaksi asam pada
butt, yang artinya ketiga isolat ini hanya memfermentasi glukosa. Seluruh isolat bakteri
kandidat probiotik tidak menghasilkan gas pada uji TSIA, dikarenakan tidak adanya media
yang terangkat ke atas yang menyebabkan terbentuknya ruang pada dasar tabung. Selain
itu, seluruh isolat juga tidak menghasilkan H-S karna tidak didapati adanya perubahan
warna di bagian dasar media menjadi warna hitam. Uji TSIA bertujuan untuk mengetahui
adanya kemampuan yang dimiliki bakteri dalam memfermentasikan glukosa, sukrosa, dan
laktosa untuk menghasilkan gas atau asam. Warna dari media uji yang digunakan yaitu
berwarna merah. Jika warna pada permukaan media (slant) tidak mengalami perubahan
menunjukkan terjadinya reaksi basa, tetapi jika warna pada permukaan media mengalami
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perubahan menjadi warna kuning menunjukkan terjadinya reaksi asam. Hal yang sama
juga berlaku pada perubahan warna di bagian tengah media (butt) (Kosasi et al., 2019).

Simpulan

Berdasarkan hasil dari semua uji biokimia pada isolat bakteri dan setelah
dibandingkan dengan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 8th edition, ditemukan
sebanyak 8 isolat bakteri kandidat probiotik yang berasal dari genus Lactobacillus, Bacillus,
Vibrio, dan Micrococcus. Pada lokasi 1 ditemukan 2 isolat dengan genus Bacillus dan 1 isolat
Vibrio. Sedangkan pada lokasi 2 ditemukan 2 isolat Lactobacillus dan 1 isolat Micrococcus.
Hanya 2 isolat yang ditemukan di lokasi 3 yaitu dari genus Lactobacillus.
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