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Abstract

Tape gambut is a fermented product from South Kalimantan that has the potential
to contain LAB as a probiotic candidate. LAB is known to produce antimicrobial
compounds such as organic acids, hydrogen peroxide, and bacteriocins, which can
inhibit intestinal pathogenic bacteria such as S. dysenteriae, the main cause of
shigellosis. This study aims to isolate LAB from tape gambut and identify its
antibacterial activity against S. dysenteriae. This laboratory experimental study
was conducted by isolating lactic acid bacteria (LAB) from tape gambut using
MRSA medium through serial dilution. Isolate identification was performed
macroscopically, by Gram staining, and biochemical tests. Antibacterial testing
against S. dysenteriae was performed using the disk diffusion method on MHA
medium, incubated at 37°C for 24 hours, and the inhibition zone was measured
using a caliper. Biochemical tests showed that all isolates had characteristics
similar to LAB, all isolates were Gram-positive, catalase-negative, motility-
negative, and had a fermentative pattern on TSIA. All isolates tested using the
disk diffusion method did not form inhibition zones on MHA medium, thus
showing no antibacterial activity against S. dysenteriae under these test
conditions. Tape gamhut contains bacteria with LAB characteristics, but the
isolates obtained did not show inhibitory activity against S. dysenteriae. Further
research with fermentation optimization and molecular identification is needed to
assess its probiotic potential.

Abstrak

Tape gambut adalah produk fermentasi asal Kalimantan Selatan yang
berpeluang mengandung BAL sebagai kandidat probiotik. BAL diketahui
menghasilkan senyawa antimikroba seperti asam organik, hidrogen
peroksida, dan bakteriosin, yang dapat menghambat bakteri patogen usus
seperti S. dysenteriae, penyebab utama shigellosis. Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi BAL dari tape gambut dan mengidentifikasi daya
antibakterinya terhadap S. dysenterize. Penelitian eksperimental
laboratorium ini dilakukan dengan mengisolasi bakteri asam laktat (BAL)
dari tape gambut menggunakan media MRSA melalui pengenceran serial.
Identifikasi isolat dilakukan secara makroskopis, pewarnaan gram, dan
uji biokimia. Uji antibakteri terhadap S. dysenteriae dilakukan dengan
metode difusicakram pada media MHA. Lalu diinkubasipada 37°C selama
24 jam, dan zona hambat diukur menggunakan jangka sorong. Uji
biokimia menunjukkan semua isolat memiliki karakteristik mendekati
BAL dengan spesies Lactobacillus dan Lactocaseibacillus, semua isolat
menunjukkan gram positif, katalase negatif, motilitas negatif, serta dapat
memfermentasi glukosa. Seluruh isolat yang diuji dengan metode difusi
cakram tidak membentuk zona hambat pada media MHA, sehingga tidak
menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap S. dysenteriae pada kondisi
pengujian ini. Tape gambut mengandung bakteri dengan karakteristik
BAL, namun isolat yang diperoleh tidak menunjukkan aktivitas
penghambatan terhadap S. dysenteriae. Diperlukan penelitian lanjutan
dengan optimasi fermentasi dan identifikasi molekuler untuk menilai
potensi probiotiknya.
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PENDAHULUAN

Shigella dysenteriae (S. dysenteriae) adalah
bakteri Gram negatif, non-motil, tidak berspora,
berukuran 0.5-0.7pm dan bersifat fakultatif
anaerobik3. S. dysenteriae juga merupakan bakteri
patogen yang dapat mengganggu keseimbangan
mikrobiota usus (disbiosis)* dan menjadi
penyebab utama penyakit Shigellosis atau
Bacillary dysenteri’. Gejala Shigellosis dimulai dari
diare cair hingga disentri inflamasi berat disertai
tinja berlendir dan berdarah. Beberapa
manifestasi klinis yang dapat muncul adalah
kram pada abdomen, demam, mual dan muntah.
Infeksi ini sering terjadi di daerah dengan
kebersihan yang buruk dan dapat menyebar
melalui makanan atau air yang terkontaminasi.
Secara global, S. dysenterize merupakan penyebab
paling umum dari disentri pada anak-anak usia 6
bulan hingga 5 tahun. Perkiraan jumlah kasus
shigellosis secara global dapat mencapai hingga
188 juta kasus per tahun; sekitar 164.000 kasus di
antaranya menimbulkan kematian.*. Komplikasi
yang akan muncul yaitu septikemia, nyeri sendi,
dehidrasi,
neurologis®. Salah satu pendekatan yang

hipoglisemia, dan  komplikasi
menjanjikan untuk pengendalian bakteri ini
adalah penggunaan probiotik. Probiotik adalah
mikroorganisme hidup yang jika dikonsumsi
dalam jumlah yang cukup (1,2x107 CFU/g -
1,5x108 CFU/g)> dapat memberikan manfaat
kesehatan bagi inangnya. Sebagian besar bakteri
probiotik termasuk ke dalam kelompok Bakteri
Asam Laktat (BAL)®. BAL adalah kelompok
bakteri Gram-positif, non-spora, anaerob
fakultatif, yang dapat bertahan di lingkungan
asam dan garam empedu, sehingga cocok
bertahan hidup di gastrointestinal manusia’.
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa BAL
mampu menghasilkan senyawa antimikroba
misalnya, Lactobacillus  plantarum  mampu
menghasilkan bakteriosin ~plantaricin yang
ampuh dalam menghambat pertumbuhan E. coli,
S. aureus dan S. dysenteriae 8. Beberapa strain BAL,

seperti Lactobacillus plantarum, menghasilkan
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eksopolisakarida (EPS) untuk menghambat
Shigella flexneri®, Lactobacillus rhamnosus dan
Lactobacillus acidophilus memberikan
perlindungan lebih baik terhadap Shigellosis',
Lactobacillus casei yang menekan sinyal pro-
inflamasi akibat infeksi Shigella  flexneril,
Lactobacillus  acidophilus ~ yang mengurangi
produksi toksin oleh Vibrio cholerae dan Shigella
dysenteriae'?, serta Lactobacillus reuteri yang
menghasilkan reuterin sebagai antimikroba
spektrum luas’3, menunjukkan memiliki peluang
sebagai penghambat Shigellosis. Bakteri asam
laktat secara alami dapat ditemukan dalam
berbagai sumber makanan, terutama produk
fermentasil4, seperti yoghurt, kefir, tempe,
kimchi, dan tape!®. Tape gambut adalah produk
fermentasi ketan khas daerah gambut, yang
menggunakan starter ragi alami seperti
Saccharomyces cerevisiae'®. Proses fermentasi ini
menghasilkan tape dengan tekstur lembut, rasa
manis-asam, serta sedikit kandungan alkohol.
Perbedaan utama antara tape gambut dan tape
ketan merah terletak pada bahan baku yang
digunakan, seperti daun katu sebagai pewarna
alami hijau dan, daun pisang sebagai alas saat
pengukusan?’. Penelitian mengenai BAL dan
potensi antibakteri pada tape ketan merah telah
banyak dilakukan, namun studi terhadap tape
gambut masih sangat terbatas. Oleh karena itu,
penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi
keberadaan BAL dari tape gambut serta menguji
potensinya dalam menghambat bakteri S.
dysenteriae.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium. Sampel yang
digunakan sebagai substrat bakteri asam laktat
dalam penelitian ini adalah tape gambut. Pada
penelitian ini, variabel independen adalah isolat
bakteri asam laktat yang di isolasi dari produk
makanan fermentasi yaitu tape gambut. Alat
yang digunakan yaitu timbangan analitik,

tabung reaksi, mikropipet, gelas ukur, tabung
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erlenmeyer, cawan petri, inkubator, Laminar air
flow, Jarum ose dan kaca objek, mikroskop
cahaya. centrifuge, water bath, gel electrophoresis
chamber, power supply, dan UV transilluminator,
jangka sorong, bunsen, vortex, rak tabung, dan
autoklaf. Bahan yang digunakan yaitu sampel
tape gambut, media MRSA, MRSB, dan MHA ,
larutan NaCl 0,85% tabung durham, dan larutan
H,0,. Instrumen pada penelitian ini adalah
menggunakan SPSS. Data kualitatif disajikan
secara deskriptif naratif. Sedangkan data
kuantitatif berupa diameter zona hambat
dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA
untuk  mengetahui  perbedaan  aktivitas

antibakteri antar isolat BAL.
Gambar 1. Koloni Isolat Tape Gambut Sampel 1

S1 Pengenceran 10  S1 Pengenceran S1
102 Pengenceran
103
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S1 Pengenceran104  S1 Pengenceran S1 Pengenceran
105 10¢

Gambar 2. Koloni Isolat Tape Gambut Sampel 2

52 Pengenceran 10! S2 Pengenceran 10- S2 Pengenceran
2 103
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Gambar 3. Koloni Isolat Tape Gambut Sampel 3

S3 Pengenceran 102 S3 Pengenceran
103

S3 Pengenceran10¢  S3 Pengenceran 10 S3 Pengenceran
106

Tabel 1. Interpretasi Morfologi Koloni Sampel 1, 2 dan 3
Sampel Morfologi Koloni
FermentasiBentuk Tepi WarnaUkuran Elevasi Permukaan

1 Bulat Utuh Putih Kecil Cembung  Halus
2 Bulat Utuh Putih Kecil Cembung  Halus
3 Bulat Utuh Putih Kecil Cembung  Halus

Tabel 2. Hasil Hitung Koloni
Jumlah  Jumlah

SampelPengulangan Koloni Perhitungan Rata-rata
1071 >300 TNTC
102 >300 TNTC
. 103 >300 TNTC -
1074 >300 TNTC
105 >300 TNTC
106 >300 TNTC
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101 >300 TNTC Dugaan LacticaseibacillliLactobacillus : Lactobacillus
102 >300 TNTC Bakteri sp s
2 1072 >300 INTC 113 x Gambar 5. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri (A)
4 >300 TNTC 108 Sampel 1, (B) Sampel 2, (C) Sampel 3
10 LN L i
5 256 2,56 x 107 =N A RN
10 s, W \
10_6 200 2 x 108 ' ':“1 . _[
ol 300 TNTC - : %’
2 >300 TNTC /4 -
10 R SN \
\ 103 >300 TNTC £ *.c =
104 >300 TNTC Tabel 5. Interpretasi Hasil Uji Aktivitas Antibakteri
107 >300 TNTC Sampel Fermentasi Diameter Zona
Hambat (mm)
6 >300 TNTC
10 Sampel 1 0 mm
Gambar 4. Hasil Pewarnaan Gram Sampel 1, 2 dan 3 Sampel 2 0 mm
Sampel 3 0 mm
PEMBAHASAN DAN HASIL

(A) (B) ©
Tabel 3. Interpretasi Pengamatan Mikroskopis
Sampel Jenis Gram Bentuk Sel
Sampel 1 Positif Basil
Sampel 2 Positif Basil
Sampel 3 Positif Basil

Tabel 4. Interpretasi Hasil Uji Biokimia

Karakteri Sampel Samp Sampe
stik 1 el2 13
Sulfid (-), Indol Sulfid (-),  Sulfid (-),
Tes SIM
e O, Indol Indol

Motilitas (-) (-), Motilitas (-), Motilitas
) )
A/K;Gas (- A/A;Gas (-
) )3
H2S()  H2S()

Tes Sitrat - - -
Methyl Red

(MR)
>roskauer
(VD)

Katalase - - -

Tes TSIA K/A; Gas (-);
H2S (-)

- + +

Fermentasi Heteroferme Heterofermen Heterofermen

ntatif tatif tatif
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Pada sampel 1, terlihat pada 10! hingga
10 koloni sangat banyak (tak terhingga) dan
disertai jamur, pada 10> dan 10-°koloni dapat
di hitung. pengenceran 107! hingga 107*
dijumpai pertumbuhan jamur dengan koloni
berukuran besar, berbentuk tidak beraturan,
berpermukaan berbulu atau berfilamen, dan
tepi tidak rata. Sementara itu, pada
pengenceran 107° dan 107 mulai terlihat koloni
bakteri asam laktat dengan morfologi bulat,
berwarna putih krem, permukaan halus, tepi
rata, dan elevasi cembung. Pada sampel 2,
terlihat pada 10! hingga 10+ koloni sangat
banyak (tak terhingga) dan disertai jamur, pada
10 dan 10¢ koloni dapat di hitung. Pada
pengenceran 107! hingga 107 dijumpai
pertumbuhan jamur dengan koloni berukuran
besar, berbentuk tidak
berpermukaan berbulu atau berfilamen, dan

beraturan,

tepi tidak rata. Sementara itu, pada
pengenceran 107> dan 10~° mulai terlihat koloni
bakteri asam laktat dengan morfologi bulat,
berwarna putih krem, permukaan halus, tepi
rata, dan elevasi cembung. Pada sampel 3,
terlihat pada 10! hingga 10+ koloni sangat
banyak (tak terhingga) dan disertai jamur, pada
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105 dan 10 koloni dapat di hitung. Pada
pengenceran 107! hingga 107™* dijumpai
pertumbuhan jamur dengan koloni berukuran
besar, berbentuk tidak
berpermukaan berbulu atau berfilamen, dan

beraturan,

tepi tidak rata. Sementara itu, pada
pengenceran 107° dan 10~° mulai terlihat koloni
bakteri asam laktat dengan morfologi bulat,
berwarna putih krem, permukaan halus, tepi
rata, dan elevasi cembung. Berdasarkan Tabel 1
menunjukkan bahwa seluruh koloni bakteri
yang berhasil diisolasi dari tape gambut
memiliki karakter morfologi yang seragam,
yaitu ber bentuk bulat dengan tepi rata,
berwarna putih, dan berukuran kecil. Mengacu
pada Tabel 2, jumlah koloni pada sampel 2
tercatat lebih rendah dibandingkan sampel 1
maupun sampel 3, sedangkan hasil penelitan
menunjukkan jumlah koloni tertinggi ada pada
sampel 1 dan 3. Hasil pengamatan mikroskopis
yang dapat dilihat pada (Gambar 6 dan Tabel 3)
terhadap ketiga sampel bakteri asam laktat
menunjukkan bahwa seluruh isolat memiliki
karakteristik pewarnaan Gram yang sama,
yaitu Gram positif. Hal ini ditandai dengan
munculnya warna ungu pada sel bakteri setelah
dilakukan proses pewarnaan Gram, yang
mengindikasikan struktur dinding sel yang
tebal. Hasil Uji SIM, ketiga sampel (sampel 1, 2
dan3) menunjukkan pola hasil yang sama, yaitu
negatif untuk produksi sulfid, negatif indol,
dan tidak motil. Hasil ini sesuai dengan
karakteristik BAL yang umumnya non-motil
dan tidak mempunyai kemampuan untuk
menghasilkan indol maupun hidrogen sulfida.
Pada sampel 1, 2 dan 3, tetap menunjukkan
hasil negatif pada uji katalase, ditandai dengan
ketiadaan pembentukan gelembung saat diberi
H,O,. Hal ini menandakan isolat tidak
menghasilkan enzim katalase, dan hal tersebut
sesuai dengan ciri khas bakteri asam laktat yang
memang biasanya tidak memiliki aktivitas
katalase. Uji aktivitas antibakteri BAL dengan
metode difusi cakram dilakukan terhadap S.

25

dysenterine dengan kepadatan bakteri setara
McFarland 0,5 (1,5 x 108 CFU/mL), sedangkan
BAL diuji pada konsentrasi 100%. Hasil
pengamatan disajikan pada Tabel 4. Pada
seluruh sampel 1, 2 dan 3, tidak muncul zona
jernih di sekitar cakram yang berisi suspensi
BAL (Gambar 5), sehingga dalam kondisi
pengujian ini kemampuan isolat BAL untuk
menghambat pertumbuhan S. dysenteriae belum
terlihat. Karakterisasi bakteri asam laktat pada
penelitian ini menunjukkan bahwa semua isolat
yang diperoleh memiliki ciri fenotipik dan
biokimia yang konsisten dengan kelompok
BAL?26, Hasil
memperlihatkan bahwa isolat adalah basil

pewarnaan Gram

Gram positif, sesuai dengan karakteristik
utama BAL yang umumnya berbentuk batang
atau kokus, dengan dinding sel tebal yang
tersusun atas peptidoglikan?. Selain itu,
seluruh isolat menunjukkan sifat tidak motil,
yang merupakan ciri khas lain dari BAL yang
tidak memiliki flagela?. Ketiga isolat juga
memperlihatkan hasil katalase negatif, yang
ditunjukkan dengan tidak terbentuknya

diteteskan H,0O,19.
memproduksi  enzim

gelembung saat
Ketidakmampuan
katalase menegaskan bahwa isolat tumbuh
secara fermentatif dan tidak memiliki sistem
enzim yang melindungi dari akumulasi radikal
oksigen bebas, sebagaimana lazim pada
kelompok  BAL%*. Tidak ditemukannya
aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat
(BAL) dari tape gambut terhadap S. dysenteriae
pada penelitian ini tidak serta-merta
menunjukkan bahwa isolat BAL tersebut tidak
memiliki potensi antibakteri. Hasil ini
kemungkinan dipengaruhi oleh beberapa
faktor, seperti jenis substrat asal BAL, kondisi
pertumbuhan bakteri, serta metode pengujian
aktivitas antibakteri yang digunakan.

KESIMPULAN
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Isolat bakteri yang diperoleh dari tape
gambut memiliki karakteristik umum bakteri
asam laktat dan diduga termasuk dalam
genus Lactobacillus dan Lactocaseibacillus.
Hasil ini menunjukkan bahwa tape gambut
berpotensi sebagai sumber bakteri asam
laktat. Uji difusi cakram menunjukkan
bahwa isolat BAL tersebut tidak mampu
Shigella
dysenterize pada kondisi pengujian ini,

menghambat pertumbuhan
sehingga aktivitas antibakteri terhadap
bakteri uji belum teramati.
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