
ISBN 978-602-98295-0-1 

Prosiding Seminar Nasional, 13-14 Desember 2010 125 

 

BAKTERI ASAM LAKTAT DARI PENCERNAAN NILA DAN 
TONGKOL YANG BERPOTENSI MENGHAMBAT BAKTERI PEMBUSUK, 
PEMBENTUK HISTAMIN, DAN PATOGEN PADA PRODUK PERIKANAN 

 
 

Rinto, Ade Dwi Sasanti, Kusamawati Fitria 

 
(Fakultas Pertanian Universitas Sriwijaya Indralaya) 

(rinto_thi@yahoo.co.id / HP: 0858 383 20 730) 
 
 

ABSTRAK 
 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi bakteri asam laktat 
yang mampu menghambat bakteri pembusuk, bakteri pembentuk histamin dan 
bakteri patogen yang ada pada beberapa ikan. Metode yang digunakan adalah 
dengan melakukan tahapan-tahapan isolasi bakteri asam laktat dari saluran 
pencernaan ikan tongkol dan ikan nila dan dilanjutkan dengan melakukan uji 
pertumbuhan isolat pada suhu ruang dan suhu dingin. Bakteri uji yang akan 
dihambat adalah Bacillus subtilis  sebagai bakteri pembusuk, Morganella 
morganii sebagai bakteri pembentuk histamin, dan Escherichia coli sebagai 
bakteri patogen. Hasil penelitian menunjukan bahwa terdapat 2 isolat bakteri 
asam laktat yang mempunyai daya hambat terbesar terhadap bakteri 
pembusuk, pembetuk histamine dan pathogen, yaitu isolat N1104

2
 dan To1105

1. 
Kedua isolat tersebut mampu tumbuh pada suhu 30oC dan 5oC, namun 
pertumbuhan optimum pada suhu 30oC. 
 
Kata kunci: Bakteri asam laktat, nila, tongkol 
 
 
 

I. PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan golongan bakteri gram positif, 
katalase negatif, tidak berspora, berbentuk bulat atau batang, menghasilkan 
asam laktat sebagai produk akhir utama selama fermentasi karbohidrat 
(Axelsson, 1993). Selain itu, bakteri asam laktat juga menghasilkan bakteriosin 
dan menurunkan pH yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri lain 
(Afrianto et al., 2006).  

Pada berbagai produk pangan, bakteri asam laktat dapat digunakan 
dalam menekan pertumbuhan beberapa bakteri pembusuk dan patogen untuk 
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meningkatkan umur simpan dan keamanan pangan. Fardiaz (1992) 
menyebutkan bahwa penambahan bakteri asam laktat golongan 
Lactobacillaceae pada bahan pangan, dapat menghambat beberapa bakteri 
patogen seperti Salmonella, Staphylococcus aureus, dan Escherichia coli. Pada 
penelitian Rostini (2007) bakteri asam laktat (Lactobacillus plantarum) telah 
diaplikasikan pada filet ikan nila merah untuk menghambat bakteri pembusuk. 
Beberapa bakteri pembentuk histamin juga termasuk dalam golongan bakteri 
pembusuk yang mempunyai kemampuan merombak histidin menjadi histamin. 
Oleh karena itu, sangat dimungkinkan bakteri asam laktat juga mampu 
menghambat bakteri pembentuk histamin.   

Selama ini bakteri asam laktat banyak diisolasi dari produk-produk 
fermentasi. Namun keberadaan bakteri asam laktat juga dapat ditemui pada 
saluran pencernaan ikan, seperti penelitian Mayasari (2008) yang mengisolasi 
bakteri asam laktat dari saluran pencernaan nila, gurami, dan lele. Selanjutnya 
Rinto (2010) menyebutkan bahwa pada ikan kembung segar terdapat bakteri 
asam laktat sebanyak 5,20x103 CFU/g. Menurut penelitian Feliatra et al., (2004) 
pada ikan kerapu macan terdapat 9 spesies bakteri yang berpotensi sebagai 
probiotik, diantaranya bakteri asam laktat yaitu Lactococcus sp., Carnoacterium 
sp., Eubacterium sp., Lactobacillus sp., dan Bifidobacterium sp. 

Dilihat dari pentingnya peranan bakteri asam laktat dan beberapa 
penelitian yang telah dilakukan, sangat memungkinkan untuk mengisolasi 
bakteri asam laktat dari saluran pencernaan nila dan tongkol yang berpotensi 
menghambat Bacillus subtilis, Morganella morganii dan Escherichia coli.  

 
 

 
B. Tujuan 

 Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Memperoleh isolat BAL dari pencernaan nila dan tongkol. 
2. Memperoleh isolat BAL terpilih yang mampu menekan pertumbuhan Bacillus 

subtilis, Morganella morganii dan Escherichia coli.  
3. Mengetahui pola pertumbuhan BAL terpilih pada suhu ruang 30 °C dan suhu 

dingin 0-5 °C. 
 
 
 

II. PELAKSANAAN PENELITIAN 
 

A. Tempat dan Waktu 

 Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Teknologi Hasil 
Perikanan Fakultas Pertanian Universitas Sriwijaya, dan Laboratorium Program 
Studi Budidaya Perairan Fakultas Pertanian Universitas Sriwijaya.  
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B. Alat dan Bahan 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi tabung reaksi, rak 
tabung reaksi, cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur, beaker glass, jarum ose, 
bunsen, magnetic stirer, pipet mikro, inkubator, autoclave, neraca analitik, 
mikroskop, penangas air, mixer vortex, refrigator, sentrifuge, tabung effendorf, 
dan jangka sorong. 

Bahan-bahan yang digunakan antara lain sampel ikan nila dan ikan 
tongkol (sebagai sampel untuk diisolasi), MRS (de Mann Rogosa Sharpe), NB 
(Nutrient Broth), agar technical, CaCO3, akuades, akuabides, alkohol 70%, 
NaCl, larutan Crystal violet, Lugol’s Iodine, alkohol 96%, safranin, H2O2 3%, 
sodium azida (NaN3), gliserol, kultur murni Bacillus subtilis diperoleh dari 
Laboratorium MIPA Biologi Universitas Sriwijaya, Morganella morganii dan 
Escherichia coli diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Pusat Antar 
Universitas UGM, Yogyakarta. 
 

 
C. Metode Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan dengan metode laboratorium yang terdiri 
dari beberapa tahap, yaitu isolasi BAL dari pencernaan nila dan tongkol, 
pengujian BAL yang mempunyai aktifitas penghambatan terhadap Bacillus 
subtilis, Morganella morganii dan Escherichia coli dan menguji pola 
pertumbuhan BAL pada suhu ruang (30 °C) dan suhu dingin (0-5 °C). 
 
D. Cara Kerja 

 Adapun cara kerja yang telah dilakukan dari penelitian ini adalah sebagai 
berikut: 
 
1. Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Tujuan dari tahap penelitian ini adalah memperoleh isolat BAL dari 
pencernaan nila dan tongkol, yaitu dengan tahapan sebagai berikut: 
a. Isolasi bakteri asam laktat dilakukan sampai pengenceran 105. Saluran 

pencernaan nila dan tongkol diambil sebanyak 1 g dalam tabung reaksi, 
kemudian dimasukkan dalam akuades steril sebanyak 9 mL, lalu 
dihomogenkan dengan menggunakan mixer vortex selama 1-2 menit. 
Pengenceran dilakukan dengan mengambil sebanyak 1 mL larutan dari 
tabung reaksi ke satu kemudian di masukan ke dalam tabung reaksi ke dua 
yang diberi 9 mL akuades, begitu seterusnya sampai pada tabung reaksi ke 
lima. 

b. Isolat bakteri asam laktat yang diduga ada pada saluran pencernaan ikan, 
yaitu pada pengenceran 103, 104, dan 105 ditumbuhkan secara seri pada 15 
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mL MRS-CaCO3 1% yang ditambahkan dengan sodium azida 10 ppm untuk 
menghambat pertumbuhan mikroaerob, lalu diinkubasi pada suhu 35 °C 
selama 24 jam. 

c. Bakteri asam laktat yang menghasilkan asam laktat pada media MRS-
CaCO3 1% membentuk koloni dengan zona jernih di sekitar koloni. 

d. Beberapa koloni yang mempunyai bentuk dan luasan zona jernih yang 
berbeda dimurnikan dengan metode gores kuadran pada 15 mL MRS agar, 
selanjutnya diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam.  

e. Satu koloni yang diperkirakan murni, kemudian dikembangbiakan pada 9 mL 
MRS agar miring untuk penyimpanan. 

f. Untuk keperluan pembuatan stok biomasa BAL, inokulum yang berumur 24 
jam diambil sebanyak 1 ose dan ditumbuhkan pada 5 mL MRS cair, 
kemudian diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam. Kultur dalam media 
MRS cair disentrifugasi 3500 rpm selama 10 menit. Supernatan/filtrat yang 
terbentuk dibuang. Pellet biomasa dicuci dengan NaCl 0,85% disentrifugasi 
kembali dan supernatan/filtrat dibuang. Pembuatan kultur stok masing-
masing bakteri dilakukan dengan menambahkan campuran 10% gliserol 
steril dari biomasa sel hasil sentrifugasi pada tabung effendorf dan 
dilanjutkan dengan penyimpanan dalam kondisi beku. 

 
 
2. Uji Pendukung Bakteri Asam Laktat (BAL) 
 

Sebelum dilakukan pengujian antagonis terhadap Bacillus subtilis, 
Morganella morganii dan Escherichia coli, isolat-isolat bakteri terpilih dilakukan 
uji pendukung. Tujuan dari pengujian ini adalah sebagai uji pendukung bahwa 
isolat-isolat bakteri terpilih merupakan bakteri asam laktat, yaitu berdasarkan 
sifat-sifat umum bakteri asam laktat dengan melalui serangkaian pengujian 
meliputi pewarnaan gram, morfologi koloni bakteri, dan uji katalase (Axelsson, 
1993). Adapun tahapannya, yaitu sebagai berikut: 

 
a. Pewarnaan Gram 

Pewarnaan gram dilakukan untuk membedakan antara bakteri gram 
positif dan gram negatif. Bakteri gram positif berwarna ungu dan gram negatif 
berwarna merah. Tahapan dari pewarnaan gram adalah sebagai berikut:  
a. Kaca preparat yang telah dibersihkan dengan alkohol 70%, kemudian 

ditetesi dengan akuades. 
b. Beberapa koloni bakteri pada agar miring diambil, kemudian dihomogenkan 

dengan akuades yang ada pada kaca preparat.  
c. Kaca preparat yang telah ada bakterinya difiksasi dengan menggunakan 

bunsen (+15 cm di atas api) selama beberapa detik. 
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d. Setelah dingin, pewarna A (Hucker’s Crystal Violet) diteteskan pada kaca 
preparat, lalu dibiarkan selama 1 menit 30 detik kemudian dibilas dengan 
menggunakan air mengalir selama 30 detik. 

e. Pewarna B (Lugol’s iodine) diteteskan pada kaca preparat, lalu dibiarkan 
selama 3 menit, kemudian dibilas dengan menggunakan air mengalir selama 
20 detik. 

f. Pewarna C (Alkohol 96%) diteteskan pada kaca preparat, lalu dibiarkan 
selama  5-10 detik, kemudian dibilas dengan menggunakan  air mengalir 
selama 1 menit. 

g. Pewarna D (Hucker’s counterstain/safranin) diteteskan pada kaca preparat, 
lalu dibiarkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan menggunakan air 
mengalir selama 1 menit. 

h. Kaca preparat dikeringkan dan diamati warna sel bakteri. 
 
b. Morfologi Koloni Bakteri 

Pengamatan morfologi koloni bakteri yaitu melihat keseragaman bentuk 
dari sel bakteri (batang, bulat atau koma) di bawah mikroskop. Pengamatan ini 
dilakukan dengan cara sebagai berikut:  
a. Koloni bakteri pada agar miring diambil dengan menggunakan jarum ose, 

diletakkan pada kaca preparat steril. 
b. Kaca preparat yang telah ada bakterinya ditetesi dengan buffer, lalu ditutup 

dengan kaca penutup. 
c. Pengamatan morfologi dilakukan dengan menggunakan mikroskop pada 

pembesaran 1000x. 
 
c. Uji Katalase 

 Menurut Lay (1994), uji katalase dilakukan dengan menggunakan larutan 
H2O2 3%. Jika terdapat gelembung udara secara seketika berarti uji katalase 
tersebut positif, sebaliknya jika bakteri katalase negatif tidak menghasilkan 
gelembung udara. Pengujian ini dilakukan dengan cara sebagai berikut: 
a. Isolat dari agar miring diambil satu ose, kemudian dioleskan pada kaca 

preparat yang telah diberi alkohol. 
b. Preparat ditetesi dengan larutan H2O2 3%. 
c. Gelembung udara yang terbentuk pada preparat diamati. 

 
 

3. Uji Antagonis BAL terhadap Bacillus subtilis, Morganella morganii dan 
Escherichia coli 
 Tujuan dari tahap penelitian ini adalah untuk mengetahui sebatas mana 
BAL mampu melawan bakteri pembusuk, bakteri pembentuk histamin dan 
bakteri patogen, yaitu dengan tahapan sebagai berikut: 
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a. Uji Penghambatan terhadap Bacillus subtilis  

Pada uji penghambatan terhadap Bacillus subtilis dilakukan dengan cara 
sebagai berikut: 
a. Pengkulturan Bacillus subtilis dalam 5 mL medium Nutrient Broth (NB) 

dilakukan dua hari sebelum uji antagonis, yaitu sebagai kultur murni 
kemudian diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam. 

b. Bakteri asam laktat hasil seleksi diambil sebanyak 1 ose dan ditumbuhkan 
pada 5 mL MRS broth, diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam. 

c. Pengujian dilakukan dengan metode sumur agar dengan teknik dua lapis, 
dimulai dengan menuangkan 8 mL medium NB soft (dengan komposisi NB 
ditambahkan dengan 0,75% agar) yang telah diinokulasikan dengan Bacillus 
subtilis sebanyak 100 µL dari kultur murni, yaitu sebagai lapis pertama 
dengan ketebalan ± 0,2 cm. Setelah lapis pertama agak memadat, 
dilanjutkan lapis kedua dengan ketebalan ± 0,4 cm yaitu dengan 
menuangkan 16 mL medium NB soft kemudian dibiarkan memadat. 

d. Setelah memadat dibuat sumuran (lubang) dengan 4 ulangan dan 1 kontrol 
dengan menggunakan akuabides, suspensi BAL yang disiapkan sebelumnya 

diambil sebanyak 100 L dan diteteskan pada 4 sumuran, selanjutnya 
diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam. 

e. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan dengan mengukur rata-rata 
dari zona bening titik terdekat dan titik terjauh kemudian dikurangi diameter 
sumuran dengan menggunakan jangka sorong.  

 
b. Uji Penghambatan terhadap Morganella morganii 

Tahapan uji penghambatan terhadap Morganella morganii dilakukan 
seperti pada uji penghambatan terhadap Bacillus subtilis, yaitu dengan metode 
sumur.  

 
c. Uji Penghambatan terhadap Escherichia coli 

Pada uji penghambatan terhadap Escherichia coli juga dilakukan seperti 
pada uji penghambatan di atas, yaitu dengan metode sumur agar. 

 
 
4. Uji Pola Pertumbuhan BAL pada Suhu Ruang 30°C dan Suhu Dingin 0-5 

°C 

 Tujuan dari tahap penelitian ini adalah mengetahui pola pertumbuhan 
BAL pada suhu ruang dan suhu dingin, yaitu dengan tahapan sebagai berikut: 
a. Bakteri asam laktat terbaik yang mampu menghambat Bacillus subtilis, 

Morganella morganii dan Escherichia coli diambil 1 mL kemudian 
ditumbuhkan pada 4 mL MRS cair dalam tabung reaksi, diinkubasi pada 
suhu 35 °C selama 24 jam, yaitu sebagai kultur peremajaan. 
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b. Selanjutnya dari kultur peremajaan diambil  500 μL kemudian ditumbuhkan 
pada 4,5 mL MRS cair dalam tabung reaksi, lalu disimpan pada suhu ruang 
30 °C dan suhu dingin 0-5 °C. Kultur ini yang digunakan untuk penaburan 
(plating). 

c. Laju pertumbuhan sel diukur setiap 3 jam selama 24 jam yaitu dengan 
menghitung koloni yang tumbuh pada MRS padat, selengkapnya dapat 
dilihat pada Lampiran 6. 

 
E. Analisis Data 

 Data-data yang diperoleh pada semua tahapan penelitian telah dianalisis 
secara deskriptif, yaitu dengan menggambarkan/menjelaskan berbagai isolat 
BAL yang mempunyai daya penghambat terhadap Bacillus subtilis, Morganella 
morganii dan Escherichia coli, dan menggambarkan/menjelaskan pola 
pertumbuhan BAL terpilih yang disimpan pada suhu ruang 30 °C dan suhu 
dingin         0-5 °C. 
 

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

A. Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) 

 Isolasi bakteri asam laktat dilakukan dari saluran pencernaan ikan nila 
dan tongkol yang diperoleh dari pasar Indralaya, Ogan Ilir. Sampel yang 
diperoleh sebagai sumber bakteri asam laktat dapat dilihat pada Gambar 1. 
 

    
(A)                      (B) 

Gambar 1. Sampel saluran pencernaan ikan 
(A) Ikan nila, (B) Ikan tongkol 

 
Semua isolat bakteri asam laktat yang diperoleh dari pengenceran 103 

sampai 105 diinokulasikan pada media de Man Rogosa Sharpe Agar (MRS 
agar) dengan penambahan CaCO3. MRS agar merupakan media isolasi yang 
spesifik sering disebut sebagai media selektif, digunakan untuk menumbuhkan 
dan memelihara bakteri tertentu. Dengan sifat kekhususannya maka MRS-
CaCO3 dapat menyeleksi bakteri asam laktat secara langsung sedangkan 
bakteri lain terhambat pertumbuhannya dan lolos dari isolasi (Oxoid, 1982). 

Koloni bakteri asam laktat yang tumbuh pada media MRS-CaCO3 
menunjukkan koloni dengan membentuk zona jernih (clear zone) disekitar 
koloninya, yang berarti adanya produksi asam laktat oleh bakteri tersebut. Hasil 
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isolasi bakteri dapat dilihat pada Tabel 1. Dari sekian banyak isolat bakteri asam 
laktat tersebut, hanya koloni yang memiliki bentuk dan luasan zona jernih 
berbeda yang dipilih untuk uji selanjutnya. Isolat bakteri terpilih dapat dilihat 
pada Tabel 2.  

Selanjutnya dilakukan pemurnian terhadap 12 isolat terpilih dengan 
menggunakan media yang sama dengan media isolasi yaitu MRS agar, dengan 
menggunakan metode goresan kuadran (streak quadrant). Prinsip utama 
goresan kuadran yaitu mengusahakan agar koloni satu dengan yang lain 
terpisah menjadi koloni tunggal (Pradhika, 2008). Isolat murni yang diperoleh 
selanjutnya dilakukan identifikasi umum dan disimpan sebagai stock, isolat 
disimpan dalam media penyimpanan yang disimpan pada suhu 5°C.  

 
 

Tabel 1. Jumlah koloni bakteri yang tumbuh 

Keterangan: 
TBUD      =  

Terlalu Banyak 
Untuk Dihitung 
*          = ∑ koloni 
BAL 
menunjukkan 
koloni yang nyata 
membentuk zona 
jernih pada media 
MRS-CaCO3 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Selanjutnya dilakukan pemurnian terhadap 12 isolat terpilih dengan 
menggunakan media yang sama dengan media isolasi yaitu MRS agar. Metode 
yang digunakan adalah metode goresan kuadran (streak quadrant). Prinsip 
utama goresan kuadran yaitu mengusahakan agar koloni satu dengan yang lain 
terpisah menjadi koloni tunggal (Pradhika, 2008). Daerah pertama merupakan 
goresan awal sehingga masih mengandung banyak sel mikroorganisme. 

Sampel Pengencer
an 

∑ Koloni ∑ 
Koloni 
BAL* 

Isolat Bakteri 

Nila  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tongkol  

103 

104 

 

 

 

 

 

 

105 

103 

 

 

 

 

104 

 

105 

 

TBUD 
184 

 
 

 

 

 

 

66 

94 
 

 

 

 

78 
 

60 
 

1 
7 
 
 
 
 
 

 
1 
5 

 
 
 
 

2 
 

3 
 

N2103 

N1104
1, 

N1104
2, N1104

3,  
N1104

4, N1104
5, 

N1104
6, N1104

7 
N2105 

To1103 
1,  

To1103 
2, 

To1103 
3,  

To1103 
4
 

To2103 

To2104
1, 

To2104
2 

To1105 
1,  

To1105 
2,  

To1105 
3
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Goresan selanjutnya disilangkan dari goresan pertama sehingga jumlah koloni 
semakin sedikit dan akhirnya terpisah-pisah menjadi koloni tunggal.  Isolat murni 
yang diperoleh selanjutnya dilakukan uji pendukung dan disimpan sebagai stok, 
isolat disimpan dalam media penyimpanan pada suhu 0-5 °C.  
 
 
Tabel 2. Isolat bakteri terpilih 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
B. Uji Pendukung Bakteri Asam Laktat 
 
 Pengujian ini dilakukan sebagai uji pendukung bahwa isolat-isolat bakteri 
terpilih merupakan bakteri asam laktat, yaitu berdasarkan sifat-sifat umum 
bakteri asam laktat. Sifat-sifat umum bakteri asam laktat itu antara lain 
berbentuk batang atau bulat, gram positif, katalase negatif dan mampu 
menghasilkan asam laktat pada media pertumbuhannya. Untuk itu dilakukan 
serangkaian pengujian guna menentukan apakah bakteri dari 12 isolat terpilih 
termasuk golongan bakteri asam laktat atau tidak, yaitu meliputi pewarnaan 
gram, morfologi koloni bakteri dan uji katalase. Hasil uji pendugaan 12 isolat 
dapat dilihat pada Tabel 3. 
 Pewarnaan gram adalah pewarnaan diferensial yang sangat berguna dan 
paling banyak digunakan dalam laboratorium mikrobiologi, karena merupakan 
tahapan penting dalam langkah awal identifikasi. Pewarnaan ini didasarkan 
pada tebal atau tipisnya lapisan peptidoglikan di dinding sel dan sedikit 
banyaknya lapisan lemak pada membran sel bakteri. Jenis bakteri berdasarkan 
pewarnaan gram dibagi menjadi dua, yaitu gram positif dan gram negatif. 
Proses pewarnaan diferensial ini menggunakan 4 jenis reagen. Reagen pertama 
disebut warna dasar berupa pewarna basa, yaitu crystal violet (CV) yang 

Sampel  Isolat Bakteri Keterangan 

Nila 
 
Tongkol 

N2103 ,  N1104 

1,  N1104 
2,  

N2105 

 

To1103 
1, 

To1103 
2, 

To1103 
3,  

To2104 
1, 

To2104 
2, 

To1105 
1, 

To1105 
2,  

To1105 
3 

4 isolat 
 

8 isolat 
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berfungsi untuk mewarnai dengan jelas (primary stain). Reagen kedua yaitu 
lugol’s iodine yang berfungsi untuk meningkatkan afinitas pada komponen sel 
pada pewarnaan (mordant), semua bakteri akan diwarnai biru pada fase ini. 
Reagen ketiga yaitu etanol (alkohol 96%), disebut sebagai bahan pencuci warna 
(decolorizing agent). Tercuci tidaknya warna dasar tergantung pada komposisi 
dinding sel, jika komponen dinding sel kuat mengikat warna dasar maka warna 
tidak akan tercuci, sebaliknya komponen dinding sel yang tidak kuat mengikat 
warna dasar maka warna akan tercuci. Reagen terakhir yaitu safranin disebut 
sebagai warna pembanding (counterstain), jika warna tidak tercuci maka warna 
pembanding akan terlihat seperti warna dasarnya (Axelsson, 1993). 

Menurut Pradhika (2008), fase yang paling kritis pada pewanaan gram 
adalah pada tahap dekolorisasi yang mengakibatkan CV-Iodine lepas dari sel. 
Karena pemberian etanol (alkohol 96%) yang berlebihan menyebabkan 
overdecolorization sehingga sel gram positif tampak seperti gram negatif. 
Namun pemberian etanol yang terlalu sedikit juga menyebabkan 
underdecolorization yaitu tidak melarutkan CV-Iodine secara sempurna 
sehingga sel gram negatif tampak seperti gram positif. Dan preparasi 
pewarnaan gram terbaik adalah menggunakan kultur muda yang tidak lebih 
lama dari 24 jam, karena umur kultur mempengaruhi pada kemampuan sel 
menyerap crystal violet khususnya pada sel gram positif. 

Hasil pewarnaan gram yang telah dilakukan menunjukkan bahwa 12 
isolat terpilih memberikan pewarnaan ungu, yang berarti termasuk dalam 
golongan bakteri gram positif. Terbentuknya warna ungu pada bakteri gram 
positif disebabkan karena lapisan peptidoglikan dinding sel bakteri yang tebal 
dan hanya mempunyai membran sel selapis, sehingga mampu mengikat crystal 
violet. Bakteri asam laktat termasuk dalam golongan bakteri gram positif 
(Stamer, 1979 dalam Hassan, 2006).  
 Pengamatan morfologi, yaitu pengamatan sel secara mikroskopis. Dari 
hasil pengamatan morfologi yang telah dilakukan, pada 12 isolat terpilih 
menunjukkan bahwa semua bakteri tersebut memiliki hasil yang sama yaitu sel 
berbentuk batang. 

Selanjutnya uji katalase digunakan untuk mengetahui aktivitas katalase 
pada bakteri yang diuji yaitu dengan menambahkan H2O2 sebagai reagen. 
Katalase positif menunjukkan timbulnya gelembung udara ini memberikan 
indikasi terbentuknya gas O2 dari pemecahan H2O2 oleh enzim katalase bakteri 
tersebut, seperti ditunjukkan pada reaksi berikut: 

 
2 H2O2                            2 H2O  +  O2 

 
Hasil uji katalase yang telah dilakukan pada 12 isolat terpilih 

menunjukkan reaksi negatif yaitu tidak menghasilkan gelembung udara 
terhadap uji ini, H2O2 yang diberikan tidak dipecah oleh bakteri ini sehingga 
tidak menghasilkan oksigen. Hal ini berarti isolat terpilih tidak memiliki enzim 
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katalase yang dapat menguraikan H2O2. Penelitian ini sejalan dengan pendapat 
Stamer (1979) dalam Hassan (2006), yang menyatakan bahwa bakteri asam 
laktat merupakan bakteri yang tidak mampu memproduksi enzim katalase. 
Dari semua hasil uji pendugaan yang telah dilakukan menunjukkan bahwa 12 
isolat terpilih, yaitu 4 isolat dari saluran pencernaan ikan nila dan 8 isolat dari 
saluran pencernaan ikan tongkol tergolong dalam bakteri asam laktat, karena 
memiliki sifat-sifat umum dari bakteri asam laktat. Berdasarkan beberapa 
penelitian yang telah dilakukan bakteri asam laktat ini mendekati genus 
Lactobacillus, Carnobacterium, Eubacterium dan Bifidobacterium, seperti pada 
penelitian Mayasari (2008) pada saluran pencernaan ikan nila terdapat bakteri 
asam laktat Lactobacillus dengan ciri-ciri sel berbentuk batang, gram positif dan 
tidak memproduksi katalase. Sejalan dengan penelitian Feliatra et al. (2004), 
mengatakan bahwa Lactobacillus, Carnobacterium, Eubacterium dan 
Bifidobacterium mempunyai bentuk sel batang, gram positif, katalase negatif 
dan tumbuh optimum pada suhu 30-37 °C. 
Tabel 3. Uji pendukung isolat bakteri terpilih 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: 
 +   =  golongan bakteri 
gram positif 

-  =  tidak menghasilkan 
gelembung udara  

 
 

 
 
C. Uji Antagonis BAL terhadap Bacillus subtilis, Morganella morganii dan 
Escherichia coli 
 
 Tahap pengujian ini dilakukan untuk mengetahui sebatas mana 
kemampuan dari 12 isolat bakteri asam laktat dalam menghambat aktifitas hidup 
terhadap Bacillus subtilis sebagai bakteri pembusuk, Morganella morganii 

Isolat 
Bakteri 

P.G
ram  

Morfologi Kata
lase 

Ket  

N2103 
N1104 

1 
N1104 

2 

N2105 

To1103 
1 

To1103 
2 

To1103 
3 

To2104 
1 

To2104 
2 

To1105 
1 

To1105 
2 

To1105 
3 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Batang 
Batang 
Batang 
Batang 
Batang  
Batang  
Batang 
Batang 
Batang 
Batang 
Batang  
Batang  

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
BAL 
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sebagai bakteri pembentuk histamin, dan Escherichia coli sebagai bakteri 
patogen. 

Metode yang digunakan adalah metode sumur agar (well diffusion agar) 
(Wolf dan Gibbons, 1996 dalam Wiryawan et al., 2003). Karena bakteri asam 
laktat merupakan makhluk hidup sehingga membutuhkan ruang yang lebih luas 
untuk tumbuh. Metode sumur agar mempunyai daya tampung yang lebih besar 
dibanding menggunakan kertas cakram sehingga zona hambat yang terbentuk 
tidak melebar. Aktifitas hambat bakteri asam laktat ditunjukkan dengan 
terbentuknya zona bening di sekitar sumuran (lubang) yang disebut zona 
hambat, ini dimungkinkan bakteri asam laktat mampu menghasilkan substansi 
antimikroba. Sumuran dibuat dengan diameter 0,7 cm. 

Dari penelitian yang telah dilakukan, pembuatan media sumuran 
menggunakan teknik dua lapis (double layer), yaitu lapis pertama untuk 
penanaman bakteri uji dengan ketebalan 0,2 cm (± 8 mL) dan lapis kedua 
dilakukan setelah lapis pertama agak memadat dengan ketebalan 0,4 cm (± 16 
mL). Uji ini dilakukan dengan 4 ulangan dan 1 kontrol, sebagai kontrol 
digunakan akuabides steril. Kedalaman dari setiap sumuran diasumsikan sama 
karena ujung dari batang sumuran (antena) telah diberi tanda batas. Resiko 
perbedaan hanya terletak pada saat pencungkilan dan untuk mengantisifasi itu 
maka volume inokulum bakteri asam laktat telah disama ratakan sebanyak 100 
µL, sehingga walaupun memiliki kedalaman yang sedikit berbeda namun isolat 
bakteri asam laktat yang diinokulum mempunyai volume atau jumlah yang 
sama. Sedangkan media yang digunakan pada pengujian ini adalah nutrient 
broth soft karena media ini mengandung semua senyawa esensial yang 
dibutuhkan dalam pertumbuhan mikroba. Secara umum menurut Pradhika 
(2008), nutrient broth merupakan media yang umum digunakan sebagai medium 
pertumbuhan bakteri. Dengan demikian baik bakteri asam laktat maupun bakteri 
uji dapat tumbuh dengan baik pada media ini.  

Hasil uji antagonis menunjukkan bahwa dari 12 isolat bakteri asam laktat 
yang menghasilkan zona hambat terbaik adalah isolat N1104

2  dan To1105
1, 

dapat dilihat pada Gambar 5. Pada N1104
2 aktifitas hambat terbaik terhadap 

Bacillus substilis sebesar 1,40 cm, aktifitas hambat terbaik terhadap Morganella 
morganii sebesar 1,05 cm, dan aktifitas  hambat  terbaik  terhadap Escherichia 
coli sebesar 0,56 cm. Sedangkan  pada To1105

1  aktifitas hambat terbaik 
terhadap Bacillus substilis sebesar 1,25 cm, aktifitas hambat terbaik terhadap 
Morganella morganii sebesar 1,08 cm, dan aktifitas  hambat  terbaik  terhadap 
Escherichia coli sebesar 0,90 cm.  
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Gambar 2. Zona hambat pada isolat (a) N1104
2 dan (b) To1105

1 

 

Kedua isolat ini dinyatakan sebagai isolat terbaik karena mempunyai 
aktifitas zona hambat terbesar terhadap ketiga bakteri uji dibandingkan isolat 
lainnya. Menurut Misgiyarta dan Widowati (2002), bakteri asam laktat 
dinyatakan memiliki kemampuan unggul apabila menghasilkan zona hambat 
terbesar, semakin besar zona hambat yang terbentuk maka semakin unggul 
pula bakteri asam laktat itu dalam menghambat aktifitas hidup bakteri uji. 
Kemampuan penghambatan dimungkinkan karena adanya substansi 
antimikroba (asam laktat maupun bakterisosin) yang dapat menghambat 
pertumbuhan Bacillus subtilis, Morganella morganii, dan Escherichia coli. 
Selanjutnya perbedaan aktifitas hambat dimungkinkan karena perbedaan 
metabolisme glukosa yang dihasilkan bakteri asam laktat, ada yang bersifat 
homofermentatif dan heterofermentatif, serta sifat bakteriosin yang hanya 
mampu menghambat bakteri tertentu. Produk dari bakteri asam laktat 
heterofermentatif adalah asam asetat, asam laktat, asam format, asam suksinat, 
CO2, dan etanol dalam jumlah yang sangat besar, sedangkan bakteri asam 
laktat homofermentatif mengubah 95% glukosa menjadi asam laktat (Jenie, 
1996 dalam Rahmadi, 2007). Sedangkan isolat yang tidak membentuk zona 
hambat dimungkinkan karena tidak mampu menghasilkan metabolit yang 
optimum dalam menghambat bakteri uji. Diduga diantara hasil metabolisme 
bakteri asam laktat yang mampu menghambat bakteri uji yaitu asam laktat, 
hidrogen peroksida, dan bakteriosin. 

Menurut Ray (1992) dalam Wahyudi (2009), perbedaan aktifitas hambat 
bakteri asam laktat dimungkinkan berasal dari beragamnya bakteriosin yang 
dihasilkan oleh spesies bakteri asam laktat, seperti bakteriosin yang telah 
dikarakterisasi pada Lactobacillus brevis yaitu brevicin mampu menghambat 
dengan baik Staphylococcus aureus, bakteriosin pada Lactobacillus plantarum 
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yaitu plantaricin juga mampu menghambat S.aureus (Daly et al., 1972, Jenie 
dan Rini, 1996 dalam Rahmadi 2007), bakteriosin pada Lactococcus lactis yaitu 
nisin mampu menghambat Escherichia coli (Usmiati, 2009), sedangkan 
bakteriosin pada Pediococcus acidilactici F-11 yaitu pediosin mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri-bakteri pembentuk histamin (Rinto, 2010), 
dan bakteriosin pada Lactobacillus casei subsp. rhamnosus TGR-2 juga 
memiliki aktivitas anti mikroba yang mampu menghambat pertumbuhan 
Staphyloccoccus aureus FNCC 0047, E.coli FNCC 0091, Morganella morganii 
FNCC 0122, Salmonella typhimurium FNCC 0050, dan Bacillus cereus FNCC 
0057 (Lestari, 2009). Selanjutnya Spillman et al. (1978) dalam Rahmadi (2007) 
menyatakan bahwa, bakteri asam laktat pada Lactobacillus spp. yang diisolasi 
dari yoghurt komersial, dapat menghambat Bacillus subtilis, E.coli, 
Pseudomonas fluorescens dan S.aureus. Tabel 4 menunjukkan kemampuan 
dari 12 isolat bakteri asam laktat dalam menghambat aktifitas hidup bakteri uji. 
 
Tabel 4. Diameter zona penghambat bakteri asam laktat terhadap bakteri uji 

Isolat  Diameter Zona Hambat BAL 
(cm) 

BAL B.subtilis  M.morganii E.coli  

N2103 

N1104 
1 

N1104 
2 ● 

N2105 

To1103 
1 

To1103 
2 

To1103 
3 

To2104 
1 

To2104 
2 

To1105 
1 ● 

To1105 
2 

To1105 
3 

1,35 
- 

1,40 
- 

1,30 
- 

2,10 
- 

1,55 
1,25 
1,40 
1,75 

1,05 
- 

1,05 
1,30 

- 
0,85 

- 
- 

0,85 
1,08 
0,85 

- 

0,50 
- 

0,56 
0,63 

- 
- 
- 
- 

0,18 
0,90 
0,14 

- 

Keterangan:                         
●  =  isolat terbaik 
 
 
 

D. Pola Pertumbuhan BAL pada Suhu Ruang 30 °C dan Suhu Dingin 0-5 °C 
 

Kurva pertumbuhan isolat N1104
2  dan To1105

1 pada suhu ruang 30 °C 
dan suhu dingin 0-5 °C terlihat secara berturut-turut pada Gambar 6 dan 
Gambar 7. 
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan bakteri dari isolat N1104

2  (-■- suhu ruang 30°C, -
■- suhu dingin 5°C) 
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan bakteri dari isolat To1105

1 (-■-suhu ruang 30°C, -
■- suhu dingin 5°C) 

 
Pertumbuhan pada mikroba diartikan sebagai pertambahan jumlah sel 

mikroba itu sendiri yang disebut dengan pola pertumbuhan yang biasa disajikan 
dalam bentuk kurva. Kurva pertumbuhan mikroba dalam suatu medium terdiri 
dari empat fase yang berbeda, yaitu fase lag, fase eksponensial, fase stasioner 
dan fase kematian (Brooks et al., 2001). Kurva pertumbuhan bakteri sangat 
penting untuk menggambarkan karakteristik pertumbuhan suatu bakteri 
sehingga akan mempermudah dalam kultivasi (menumbuhkan) bakteri dalam 
media, penyimpanan kultivasi dan penggantian media (Anonim, 2006). 

Dari kurva pertumbuhan pada Gambar 6 dan 7, menunjukkan bahwa 
isolat N1104

2 dan To1105
1 mememiliki perbedaan pada grafik pertumbuhan 

disetiap selang waktu yang sama dengan suhu yang berbeda. Pada isolat  
N1104

2  untuk suhu ruang 30 °C menunjukkan bahwa pada jam ke-0 sampai jam 
ke-3 terjadi fase lag (populasi bakteri 4,67 CFU/mL); Fase eksponensial terjadi 
setelah jam ke-3 sampai jam ke-9 (populasi bakteri 9,02 CFU/mL); Fase 
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stasioner terjadi pada jam ke-12 populasi bakteri mencapai maksimum sampai 
jam ke-15 (9,01 CFU/mL); Kemudian mengalami fase kematian setelah jam ke-
15 sampai jam ke-24 (populasi bakteri 5,86 CFU/mL). Sedangkan pada isolat 
N1104

2 untuk suhu dingin 0-5 °C menunjukkan bahwa pada jam ke-0 sampai jam 
ke-3 terjadi fase lag (populasi bakteri 4,34 CFU/mL); Fase eksponensial terjadi 
setelah jam ke-3 sampai jam ke-9 (populasi bakteri 6,89 CFU/mL); Fase 
stasioner terjadi pada jam ke-15 dengan populasi bakteri mencapai maksimum 
(6,97 CFU/mL); Selanjutnya mengalami fase kematian setelah jam ke-15 
sampai jam ke-24 (populasi bakteri 4,15 CFU/mL).  

Pada kurva pertumbuhan isolat To1105
1 untuk suhu ruang 30 °C dan suhu 

dingin 0-5 °C menunjukkan pola pertumbuhan yang sama, yaitu pada jam ke-0 
sampai jam ke-3 terjadi fase lag (populasi bakteri suhu ruang 4,58 CFU/mL dan 
suhu dingin 4,33 CFU/mL); Fase eksponensial terjadi setelah jam ke-3 sampai 
jam ke-9 (populasi bakteri suhu ruang 6,91 CFU/mL dan suhu dingin 6,36 
CFU/mL); Fase stasioner terjadi pada jam ke-12 dengan populasi bakteri 
mencapai maksimum (suhu ruang 7,51 CFU/mL dan suhu dingin 7,26 CFU/mL); 
Kemudian mengalami fase kematian setelah jam ke-12 sampai jam ke-24 
(populasi bakteri suhu ruang 5,88 CFU/mL dan suhu dingin 4,28 CFU/mL). Nilai 
logaritmik bakteri pada pola pertumbuhan isolat N1104

2  dan To1105
1 

selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 4. 
Menurut Brooks et al. (2001), pada fase lag suatu bakteri masih 

mengalami adaptasi untuk menyesuaikan dengan substrat dan kondisi 
lingkungan di sekitarnya. Pada fase ini belum terjadi pembelahan sel karena 
beberapa enzim mungkin belum disintesis. Jumlah sel pada fase ini mungkin 
tetap, tetapi kadang-kadang menurun. Fase eksponensial menunjukkan sel 
bakteri membelah dengan cepat dan konstan, di mana pertambahan jumlahnya 
mengikuti kurva logaritmik. Kecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh 
medium tempat tumbuhnya seperti pH dan kandungan nutrient, juga kondisi 
lingkungan termasuk suhu dan kelembaban udara. Pada fase ini sel 
membutuhkan energi lebih banyak dibandingkan dengan fase lainnya, selain itu 
sel paling sensitif terhadap keadaan lingkungan. Fase stasioner menunjukkan 
jumlah bakteri yang berkembangbiak sama dengan jumlah bakteri yang mati 
sehingga kurva menunjukkan garis yang hampir horizontal. Hal ini terjadi karena 
penumpukan racun akibat metabolisme sel dan kandungan nutrient yang mulai 
habis, akibatnya terjadi kompetisi nutrisi sehingga walaupun terjadi 
pertumbuhan beberapa bakteri mati. Pada fase kematian menunjukkan bakteri 
yang mati semakin banyak dan jumlahnya melebihi bakteri yang membelah diri. 
Hal ini ditandai dengan grafik yang mulai menurun. Pada fase ini bakteri mati 
diakibatkan karena terjadinya penumpukkan racun dan kehabisan nutrisi, 
sehingga jumlah bakteri yang mati lebih banyak dan mengalami penurunan 
jumlah bakteri (Anonim, 2006). 
 Dari hasil pengamatan dapat dilihat pada masing-masing  isolat bakteri 
asam laktat untuk suhu dingin 0-5 °C menunjukkan populasi bakteri yang lebih 
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sedikit dibandingkan suhu ruang 30 °C. Artinya pertumbuhan suatu bakteri akan 
berlangsung lebih lambat jika dilakukan pada kondisi suhu yang lebih rendah 
karena metabolisme sel terganggu. Metabolisme sel dipengaruhi oleh beberapa 
faktor, salah satunya yaitu enzim. Menurut Pradhika (2008), suhu merupakan 
faktor lingkungan yang sangat menentukan kelangsungan hidup bakteri karena 
suhu sangat berhubungan dengan aktifitas enzim. Metabolisme sel bakteri pada 
suhu ruang berbeda dengan suhu dingin. Pada suhu ruang aktifitas enzim dapat 
bekerja dengan baik dan metabolisme berlangsung secara normal sehingga 
pertumbuhan bakteri optimal dan dihasilkan jumlah bakteri yang maksimal, 
sedangkan pada suhu dingin aktifitas enzim menurun namun masih dapat 
bekerja dan mengurangi laju metabolisme sehingga mempengaruhi 
kelangsungan hidup bakteri itu sendiri akibatnya pertumbuhan bakteri tidak 
optimal.  

Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri asam laktat, diketahui bahwa laju 
pertumbuhan isolat N1104

2 pada suhu ruang 30 °C tumbuh optimum pada jam 
ke-12, sedangkan pada suhu dingin 0-5 °C tubuh optimum pada jam ke-15. Laju 
pertumbuhan bakteri pada suhu ruang 30 °C lebih cepat dibandingkan pada 
suhu dingin 0-5 °C, ini dapat dilihat dari persamaan grafik pertumbuhan pada 
Lampiran 5. Perbedaan waktu optimum ini terjadi karena kemampuan bakteri 
dalam berkembangbiak berlangsung lebih lambat seiring dengan semakin 
rendahnya suhu. 

Untuk isolat To1105
1 pada suhu ruang 30 °C dan suhu dingin 0-5 °C 

tumbuh optimum pada waktu yang sama, yaitu terjadi pada jam ke-12. Hal ini 
bisa saja terjadi karena ada beberapa jenis bakteri yang dapat hidup pada suhu 
ruang maupun suhu dingin. Balia (2009) menyatakan, beberapa genus bakteri 
asam laktat, yaitu Leuconostoc dan Lactobacillus mampu hidup pada suhu 
ruang 30 °C dan suhu dingin 5 °C.  

Dari data-data di atas dapat diketahui bahwa bakteri asam laktat isolat 
N1104

2 pada suhu dingin 0-5 °C memiliki laju pertumbuhan yang lebih lambat, 
namun bakteri ini masih dapat tumbuh. Sehingga baik isolat N1104

2 dan To1105
1 

memungkinkan untuk dapat digunakan sebagai penghambat bakteri yang 
merugikan pada pengawetan produk olahan. 

 
 

V. KESIMPULAN  
 

 Dari penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik beberapa kesimpulan 
sebagai berikut: 
1. Berhasil diperoleh sebanyak 12 isolat bakteri asam laktat dari sampel 

saluran pencernaan ikan nila dan tongkol. 
2. Dari 12 isolat bakteri asam laktat diperoleh 2 isolat terbaik yang mampu 

menekan pertumbuhan Bacillus subtilis, Morganella morganii, dan 
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Escherichia coli melalui uji antagonis dengan metode sumur agar (well 
diffusion agar), yaitu isolat N1104

2  dan To1105
1. 

3. Isolat bakteri asam laktat N1104
2  dan To1105

1 mampu tumbuh pada kondisi 
suhu ruang 30 °C dan suhu dingin 0-5 °C, dimana laju pertumbuhan bakteri 
pada suhu dingin 0-5 °C lebih lambat. Hal ini ditunjukkan dengan populasi 
bakteri yang lebih sedikit dibanding suhu ruang 30 °C. 
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