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ABSTRAK

MUHAMMAD MUHITH AS’ADY (NPM : 144310388) “UJI POTENSI
ANTAGONIS MOL  (MIKROORGANISME LOKAL) HASIL
FERMENTASI TELUR KEONG MAS (Pomacea canaliculata) TERHADAP
BAKTERI Aeromonas. hydrophila)” dibawah bimbingan Bapak Jarod Setiaji,
S.Pi., M.Sc. Penelitian ini dilaksanakan selama.12 hari dimulai pada tanggal 12 —
23 Juni 2019.di Laboraterium Stasiun KIPM Pekanbaru. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui jenis bakteri pada MOL hasil fermentasi telur keong mas yang
bersifat antagonis untuk menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila. Metode
yang digunakan adalah metode eksploratif. MOL hasil fermentasi telur keong mas
dilakukan' uji~antagonis:dengan bakteri A. hydrophila“serta diidentifikasi untuk
mengetahui jenis bakterinya. Hasil pengamatan diperoleh dua bentuk koloni yaitu
koloni PB (Putih Bulat) dengan tepian berombak, elevasi cembung, warna putih
dan koloni BB (Bulat Bintang) tepian bergerigi, elevasi cembung, warna putih
kekuningan, gram positif dan berbentuk kokus. Uji antagonis menghasilkan daya
hambat potensi.rendah yang berdiameter rata-rata 5,2 mm pada koloni PB dan 5,5
mm pada koloni BB dengan hasil identifikasi/karakteristiknya adalah bakteri
Staphylococeus.sp.

Kata Kunci : MOL, A. hydrophila, Telur Keong Mas, Antagonis Bakteri
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Pengembangan usaha budidaya perikanan sering dihadapkan pada
beberapa kendala seperti terjadinya serangan penyakit yang menimbulkan
penurunan tingkat produksi, bahkan-kematian dan kegagalan panen. Menurut
Irianto (2005) penyakit meliputi penyebab infektif dan non infektif. Penyakit
infektif yang-disebabkan_oleh mikroorganisme. seperti virus, bakteri, fungi, dan
parasit tentunya merupakan salah satu permasalahan yang serius. Salah satu
contoh bakteri yang umum menyerang ikan air tawar adalah A. hydrophila
(Cipriano dalam Sari, 2017).

Penyakit bakterial pada ikan, khususnya yang disebabkan oleh A.
hydrophila mulai dikenal di Indonesia sejak tahun 1980. Pada tahun tersebut
bakteri ini menyebabkan wabah penyakit ikan karper di- Jawa Barat dan
mengakibatkan kematian ikan=sebanyak 125¢ton’(Triyanto dalam Olga, 2014).
Sejak wabah tersebut, penyakit yang disebabkan oleh bakteri A. hydrophila selalu
timbul secara berkala. Disamping itu juga dilaporkan bahwa bakteri yang sama
menyerang ikan gabus di Kalimantan Selatan (Olga & Fatmawati dalam Olga,
2014) dan ikan mas di Kampar dan Dumai - Riau (Stasiun KIPM Kelas |
Pekanbaru, 2013)

Hingga kini metode yang paling sering dilakukan dalam penanggulangan
bakteri A. hydrophila adalah penggunaan bahan kimia atau antibiotik. Metode ini
merupakan metode yang cukup efektif untuk menghambat bahkan membunuh
mikroorganisme patogen. Akan tetapi metode ini sangat beresiko karena beberapa

bahan kimia yang digunakan dapat menimbulkan resistensi pada bakteri patogen,



mencemari lingkungan, dan residunya juga dapat terakumulasi pada ikan yang
dapat membahayakan manusia yang mengkonsumsinya, sehingga dikategorikan
tidak ramah lingkungan.

Salah satu alternatif pemecahan untuk menanggulangi permasalahan
tersebut diantaranya adalah penggunaan bakteri-antagonis. Bakteri antagonis yang
digunakan sebagai agen pengendali hayati dimasukkan dalam istilah probiotik.
Senyawa yang dihasilkan pada-metabolisme bakteri antagonis seperti asam laktat,
hidrogen peroksida, bakteriosin yang bersifat antimikroba dan antibiotik mampu
menekan pertumbuhan bakteri patogen (Yulinery et al., dalam Sari et al., 2015).

Menurut Rachmawati et al., (2005) efek antimikroba dari asam organik
merupakan akibat dari turunnya nilai pH dan juga bentuk tidak terdisosiasi dari
molekul asam-organik. Asam organik tersebut menyebabkan sitoplasma sel
bakteri patogen menjadi asam dan menghambat potensial transmembran dan
transport substrat. Ditegaskan oleh Dwidjoseputra (1980)~antibakteri ataupun
antimikroba merupakan zat yang dapat mematikan mikroba dengan cara
mengganggu metabolisme mikroba yang merugikan. Mekanisme Kkerja dari
senyawa antibakteri yaitu menghambat sintesis dinding sel, menghambat sintesis
asam nukleat dan protein

MOL (Mikroorganisme Lokal) adalah hasil larutan fermentasi yang
berbahan dasar dari sumber daya yang tersedia, mengandung unsur hara makro
dan mikro mengandung mikroorganisme berpotensi sebagai perombak bahan
organik, perangsang pertumbuhan dan agen pengendali hama dan penyakit
sehingga baik digunakan sebagai dekomposer, pupuk hayati, dan pestisida organik

(Purwasasmita dan Kunia, 2009).
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MOL yang digunakan dapat dibuat sendiri dengan bahan-bahan yang
mudah ditemukan, salah satunya adalah telur keong mas. Pemilihan telur keong
mas sebagai bahan uji karena banyak ditemukan serta dapat menjadi hama apabila

setelah menetas dan dewasa (keong mas selama hidupnya mampu menghasilkan

telur sebanyak 1 iar " gha n telur sebanyak lebih

kurang 500 butir) (

<

il p telur keong
mas terda ;: hakite ‘ tobacillus sp

5.000.000
meningkat

penambaha ngginya tingkat
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=

kelangsunga rmentasi telur
keong mas ma | 3 atogen sehingga
jumlah bakte 3 an seimbang. I Delgado et al.,

dalam Rosti ( aka ah cad an  asam  bakteri

“Uji Potensi Antagonis MOL (Mikroorganisme Lokal) Hasil Fermentasi Telur

Keong Mas (Pomacea canaliculata) terhadap Bakteri Aeromonas hydrophila”

1.2. Rumusan Masalah
Penelitian ini dilakukan untuk menjawab permasalahan sebagai berikut:
a. Apakah ada bakteri antagonis pada MOL hasil fermentasi telur keong mas yang

bisa menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila
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b. Jenis bakteri apa yang ada di MOL hasil fermentasi telur keong mas yang bisa

menghambat serangan A. hydrophila

1.3. Batasan Masalah

ini perlu adanya batasan alah agar dapat terarah dan
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Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri Patogen

Bakteri adalah mikroba prokariotik yang uniseluler dan berkembangbiak
dengan cara aseksual dengan pembelahan sel. Bakteri tidak berklorofil namun ada
yang bersifat fotosintetik, kemudian bakteri hidup secara bebas, parasit, saprofit,
sebagai patogen pada manusia, hewan dan tumbuhan. Habitatnya terdapat dimana-
mana misalnya di alam, tanah,”laut,” atmesfer’ dan di dalam lumpur. Bentuk
tubuhnya ada yang bulat, spiral dan batang (Alimuddin dalam Riskawati, 2016).

Bakteri patogen adalah bakteri yang mampu menyebabkan penyakit.
Bakteri patogen dapat menyebar melalui populasi dalam berbagai cara.
Pengobatan infeksi yang disebabkan bakteri patogen-melibatkan penggunaan
antibiotik, obat yang telah diformulasikan khusus untuk membunuh bakteri.
Kemampuan mikroorganisme patogen untuk menyebabkan penyakit tidak hanya
dipengaruhi oleh. komponen tyang. ada_padaz mikroorganisme, tapi juga oleh
kemampuan inang untuk melawan infeksi. Saat ini, peningkatan jumlah infeksi
meningkat disebabkan oleh mikroorganisme yang sebelumnya dianggap tidak
patogen; terutama pada ikan normal. Infeksi ini berkembang dalam tubuh ikan
yang faktor kekebalan tubuhnya rendah. Mikroorganisme demikian disebut
patogen oportunistik (Pelczar dan Chan, 2008).

Mikroorganisme dapat menyebabkan banyak bahaya dan kerusakan. Hal
itu nampak dari kemampuannya menginfeksi ikan, menimbulkan penyakit yang
berkisar dari infeksi ringan sampai kepada kematian (Smittle, 1992). Menurut
Feliatra et al.,, (2012) kehadiran jenis bakteri patogen seperti Vibrio sp,

Aeromonas sp, Edwardsiella sp dan Pseudomonas sp akan menyebabkan penyakit
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pada ikan budidaya sehingga perlu diantisipasi untuk pencegahannya. Beberapa
penelitian telah banyak dilakukan untuk mencegah bakteri patogen yang
menginfeksi ikan diantaranya dengan menggunakan senyawa anti mikroba.

Senyawa antimikroba dapat diperoleh dari tanaman, hewan atau dihasilkan oleh

mikroba.

Filum
Kelas
Ordo
Famili

Genus

fermentatif, dan dapat tumbuh of a suhu 20-30°C (Kabata, 1985). A.
hydrophila merupakan bakteri fakultatif anaerobik yang hidup di air tawar dan
eustaria, bakteri ini termasuk patogen oportunistik pada perairan, dunia hewan dan
manusia. Pertumbuhan bakteri A. hydrophila pada suhu 0°-50° C dengan kisaran
pH 5,5-9 (Afrianto dan Liviawaty, 1992).

Perkembangbiakan bakteri ini dapat berlangsung secara aseksual dengan

pemanjangan sel yang diikuti pembelahan inti yang disebut pembelahan biner.
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Waktu yang diperlukan untuk pembelahan satu sel menjadi dua sel lebih kurang
10 menit (Volk dan Wheeler, 1988). Bakteri A. hydrophila umumnya hidup di air

tawar dengan kandungan bahan organik tinggi. Bakteri A. hydrophila

menyebabkan penyakit MAS (Motil Aeromonas Septicemia) (Irianto, 2005).

1. Busung

2. Tukak (

\\%\\‘é

o

hanya dalam waktu 1 bulan. Sebagian besar isolat Aeromonas sp. mampu tumbuh
dan berkembangbiak pada suhu 15-30 °C dan tetap motil pada suhu tersebut.
Disamping itu, bakteri Aeromonas sp mampu tumbuh pada kisaran pH 5,5-9

(Kordi dalam Ratnasari A, 2014).
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Gambar 2.1. A. hydrophila secara mikroskopis (Herupradoto dan Gandul, 2010)

pestisida
pengolahan

produksi pe a kimia suda apai ribua . di seluruh dunia,

keperluan pengendalian hama dan penyakit. Sedangkan pengendalian hayati
merupakan usaha mengendalikan suatu penyakit dengan musuh alami. Beberapa
mikroorganisme probiotik dapat bersifat antagonis terhadap mikroba patogen
sehingga dapat digunakan sebagai agen biokontrol dalam akuakultur.

Dijelaskan juga oleh Cook dan Baker dalam Hikmah (2018) bahwa

pengendalian hayati merupakan upaya pengurangan jumlah inokulum patogen


https://www.researchgate.net/profile/Alim_Isnansetyo
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dalam keadaan aktif maupun dorman yang berlangsung alami atau melalui
manipulasi lingkungan atau inang dengan introduksi secara massal satu atau lebih
organisme antagonis.

Pengendalian hayati adalah suatu teknik pengelolaan hama dan penyakit
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2.4. Probiotik

Menurut Ritonga (199 pberasal dari bahasa Yunani yang
artinya “untuk hidup”. Istilah probiotik pertama kali diperkenalkan oleh Parker
pada tahun 1974, yang menggambarkan tentang keseimbangan mikrobiota dalam
saluran pencernaan. Pada saat organisme mengalami stres, keseimbangan
mikrobiota dalam saluran pencernaan terganggu, mengakibatkan sistem

pertahanan tubuh menurun dan bakteri-bakteri patogen berkembang dengan cepat.

Pemberian probiotik akan memberikan keseimbangan mikrobiota dalam saluran



pencernaan yang mengalami perubahan karena masuknya bakteri patogen,
sehingga bakteri patogen dapat ditekan populasinya melalui pengaruh antibakteri
probiotik dan pada akhirnya dapat meningkatkan penyerapan nutrisi dari pakan
dan menjaga kesehatan organisme.

Lebih lanjut Ritonga (1992), mengatakan bahwa manfaat probiotik pada
organisme adalah menempatkan mikroorganisme yang menguntungkan dan
menekan mikroorganisme yang merugikan, meningkatkan aktifitas enzim-enzim
pencernaan ~dan menekan aktifitas enzim-enzim bakteri yang merugikan,
memperbaiki sistem pencernaan, menekan produksi gas amonia, dan rangsang
sistem pertahanan tubuh.

Probiotik pada prinsipnya adalah memasukkan mikrobia menguntungkan
ke dalam saluran pencernaan, dan apabila probiotik diberikan sejak dini maka
diharapkan dapat berkolonisasi pada saluran pencernaan sejak dini pula (Fuller
dalam lIkasari, 2017). Sampai sekarang konsep tentang probietik didasarkan pada
terbentuknya kolonisasi mikroba yang menguntungkan yang masuk ke dalam
saluran pencernaan, mencegah perkembangan bakteri patogen, netralisasi racun
pada saluran pencernaan, mengatur aktivitas enzim bakteri tertentu dan
menguatkan pengaruh substansi.yang merangsang sintesis antibodi pada sistem
kekebalan (Cruywagen et al., dalam Riskawati, 2016).

Menurut Irianto (2005), pemberian bakteri probiotik ke dalam media
pemeliharaan bertujuan untuk meningkatkan kesehatan ikan dengan cara menekan
populasi bakteri patogen, meningkatkan kualitas perairan atau membantu
mendegradasi limbah organik. Mekanisme kerja probiotik yaitu menentukan

populasi mikroorganisme untuk menekan pertumbuhan, mengurangi bahan-bahan



yang tidak dapat dicerna dengan baik dan meningkatkan protein serta vitamin
pada pakan yang digunakan (Kompiang, 2002). Sedangkan Fuller dalam Ikasari
(2017) menyatakan bahwa probiotik dapat dianggap menguntungkan karena
menghambat kolonisasi intestinum oleh mikroba yang bersifat merugikan baik
melalui mekanisme kompetisi..nutrien maupun kompetisi, ruang serta mampu
memproduksi senyawa-senyawa yang bersifat antimikroba.

Persyaratan probiotik untuk dapat bekerja dengan efektif adalah mampu
beradaptasi dengan kondisi lingkungan (fisika dan kimia) hewan inang; dapat
bertahan hidup pada suhu rendah dan konsentrasi asam organik yang tinggi di
saluran pencernaan, juga terhadap cairan pankreas dan empedu yang dihasilkan di
saluran usus halus bagian atas; tidak menghasilkan  senyawa toksik yang
merugikan hewan inang; serta mampu hidup dan bermetabolisme dalam saluran

usus hewan inang (Kesarcodi et al., dalam lIkasari, 2017).

2.5. MOL (Mikroorganisme-l.akal)

MOL adalah sekelompok mikroorganisme yang aktif dan berada di suatu
tempat yang di dapat dr bagian tanaman. Larutan MOL adalah cairan yang terbuat
dari bahan bahan alami"yang disukai sebagai media hidup dan berkembangnya
mikroorganisme yang berguna untuk mempercepat penghancuran bahan bahan
organik atau sebagai dekomposer dan sebagai aktivator atau tambahan nutrisi bagi
organisme yang sengaja dikembangkan dari mikroorganisme yang berada di
tempat tempat tersebut (Lindung, 2015)

MOL merupakan mikroorganisme yang digunakan sebagai penggerak
(starter) dalam pembuatan pupuk padat dan cair. Bahan utama MOL terdiri dari

karbohidrat, glukosa serta mikroorganisme lainnya. Selain itu, bahan dasar dalam



pembuatan MOL vyaitu dapat berasal dari limbah pertanian, perikanan,
perkebunan, maupun limbah organik lainnya. Sumber karbohidrat dapat berasal
dari singkong, rumput gajah maupun rumput gamal. Glukosa dapat berasal dari
gula tebu, gula aren, serta air kelapa, urin, keong mas dan telur keong mas
digunakan sebagaisumber mikroorganisme (Anonim, 2013):

Menurut Purwasasmita dan Kunia (2009) larutan MOL adalah larutan hasil
fermentasi yang berbahan dasardari‘herbagai sumberdaya yang tersedia.Larutan
MOL vyang telah jadi “apabila telah mengalami proses fermentasi dan dapat
digunakan sebagai dekomposer dan pupuk cair untuk meningkatkan kesuburan
tanah dan sebagal pestisida organik terutama sebagal fungisida. Sedangkan
menurut Juanda et al., (2011) bahwa MOL berbahan keong mas difermentasi
selama 7 hari.untuk mendapatkan hasil yang optimal dan setelah fermentasi 3
minggu diduga jumlah CO; hasil fermentasi sudah sedemikian besarnya sehingga
mulai menghambat perkembangan mikroorganisme yang diinginkan, di samping
itu ketersediaan ~nutrisi sudah sangat terbatas sehingga berdasarkan kurva
pertumbuhan mikroorganisme, pertumbuhan mikroorganisme mulai memasuki
fase menuju kematian.

Mikroorganisme lokal dapat ‘bersumber dari bermacam-macam bahan
lokal, antara lain urin sapi, batang pisang, daun gamal, buah-buahan, nasi basi,
sampah rumah tangga, rebung bambu, serta rumput gajah dan dapat berperan
dalam proses pengelolaan limbah ternak, baik limbah padat untuk dijadikan

kompos, serta limbah cair ternak untuk dijadikan bio-urine (Sutari, 2010).

2.6. Telur Keong Mas



Jumlah keong mas yang banyak ditemukan di perairan seperti rawa-rawa,
parit, maupun kolam, selama hidupnya mampu menghasilkan telur sebanyak 15 -
20 kelompok yang tiap kelompok berjumlah kurang lebih 500 butir (Ameliawati,
2013). Selain itu, telur keong mas di Indonesia telah dimanfaatkan sebagai
kerupuk dan jus«(minuman-sehat) yang.diduga karena, kandungan mineral
(kalsium) yang tinggi dan pupuk zat perangsang tumbuh (ZPT) organik yang
diduga karena kandungan karotenoid yangtinggi.

Selain sumber mikroorganisme lokal, telur keong mas di Thailand juga
telah dimanfaatkan sebagai liquid bio-fertilizer. Telur keong mas juga dapat
diolah menjadi Zat Perangsang Tumbuh (ZPT) giberelin organik. Zat ini biasanya
ditujukan untuk merangsang pertumbuhan tanaman seperti bunga, daun serta
anakan baik bagi tanaman hortikultura maupun' untuk padi (Purwasasmita dan
Kunia, 2009).

Berdasarkan penelitian Ameliawati (2013):satu kelompok telur keong mas
memiliki panjang rata-rata 3,7+0,7 cm; lebar rata-rata 2,2+0,3 cm; tinggi rata-rata
1,240,3 cm; dan bobot rata-rata 4,4+1,4 gram. Hasil analisis proksimat telur
keong mas yakni kadar.air 75,55+3,20%, kadar abu 13,81+3,37%, kadar protein
3,32+0,22%, kadar lemak0,19+0,00%, «dan kadar karbohidrat 7,12+0,11%.
Kandungan mineral makro telur keong mas dari yang tertinggi hingga terendah
yaitu kalsium (17.925,18+116,64 ppm), natrium (402,92+ 4,55 ppm), kalium
(252,02+£12,06 ppm), fosfor (197,28+0,33 ppm), dan magnesium (112,29+0,36
ppm). Kandungan kalsium telur keong mas lebih tinggi dibandingkan kandungan
kalsium telur ikan belanak dan daging keong mas. Kandungan kalsium yang

tinggi pada telur keong mas disebabkan adanya cangkang pada telur keong mas.
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Kandungan mineral mikro telur keong mas dari yang tertinggi hingga terendah
yaitu tembaga (10,16+0,33 ppm), besi (7,83+0,14 ppm), dan seng (5,28+0,05
ppm).

Berdasarkan kandungan telur keong mas, maka perlu dilakukan
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2.7. EM (Efektif Mikroorgani

EM4 merupakan bahan yang mengandung beberapa mikroorganisme yang
sangat bermanfaat dalam proses pengomposan. EM4 dapat meningkatkan
fermentasi limbah sampah organik, meningkatkan ketersediaan unsur hara untuk
tanaman, serta menekan aktivitas serangga, hama dan mikroorganisme patogen,

bermanfaat bagi kesuburan tanah dantanaman. EM bukan pupuk tetapi merupakan



bahan yang dapat mempercepat proses pembuatan pupuk organik dan
meningkatkan kualitas pupuk (Parnata dan Djuarnani dalam Hayati, 2016).

Menurut Maman Suparman dalam Ardiningtyas (2013) EM4 merupakan
mikroorganisme (bakteri) pengurai yang dapat membantu dalam pembusukan
sampah organik. Selanjutnya dikatakan bahwaEM4 adalah. suatu larutan kultur
(biakan) dari mikroorganisme yang hidup secara alami di tanah yang subur serta
bermanfaat untuk peningkatan: \produksi. 1 EM4 berisi sekitar 80 genus
mikroorganisme fermentasi, di antaranya bakteri fotositetik, Lactobacillus sp.,
Streptomyces sp., Actinomycetes sp. dan ragi (Redaksi Agro Media, 2007).

Selanjutnya Surung (2008) juga mengatakan bahwa EM4 mengandung
90% bakteri Lactobacillus sp (bakteri penghasil asam  laktat), pelarut posfat,
bakteri fotosintetik, Streptomyces sp, jamur pengurai selulosa dan ragi. EM4
merupakan suatu tambahan untuk mengoptimalkan pemanfaatan zat-zat makanan
karena bakteri-yang terdapat dalam EM4 dapatymencerna-selulosa, pati, gula,
protein dan lemak

EM4 digunakan untuk pengomposan modern, diaplikasikan sebagali
inokulan untuk mempercepat dekomposisi sampah organik, meningkatkan
keragaman dan populasi mikroorganisme. di dalam tanah dan tanaman yang
selanjutnya dapat meningkatkan kesehatan, pertumbuhan, kualitas dan kuantitas
produksi tanaman (Maman Suparman dalam Ardiningtyas, 2013). Kompos yang
dihasilkan dengan cara ini ramah lingkungan berbeda dengan kompos anorganik
yang berasal dari zat-zat kimia. Kompos ini mengandung zat-zat yang tidak

dimiliki oleh pupuk anorganik yang baik bagi tanaman.
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Menurut Maman dalam Ardiningtyas (2013) sifat-sifat dari EM4 adalah
sebagai berikut:

(1) EM4 adalah suatu cairan berwarna coklat dengan bau yang enak. Apabila

baunya nusuk atau tidak enak, berarti mikroorganisme tersebut telah mati.

(2) EM4 harus dis

©)

(4)

()




I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada 12 - 23 Juni 2019 di laboratorium bakteri Stasiun

KIPM Pekanbaru.

3.2. Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1. Alat

Alat yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada tabel 3.1

Tabel 3.1. Alat yang Digunakan dalam Penelitian

No. Nama alat Jumlah Fungsi
1. | Autoclave 1 buah | Sterilisasi alat dan media
2. | Cawan petri 10 buah | Tempat media TSA
3. | Jarum ose 2 buah | Infeksi bakteri
4. | Incubator 1 buah | Membiakkan bakteri
5. | Tabung reaksi 10 buah | Tempat media dan pengenceran
6. | Laminar air flow 1 buah | Tempat infeksi bakteri
7. | Vortex 1 buah | Homogenkan sampel
8. | Aluminium foil 1 buah | Menutup media
9. | Kamera 1 buah ‘| Dokumentasi
10. | Sarung tangan 1 kotak" |“Sterilisasi tangan
11. | Masker 1 kotak | Penutup muka
12. | Kertas label 1 kotak | Penanda sampel
13. | Alat tulis 1 paket | Menulis
14. | Pinset 2 buah | Mengambil Kertas cakram
15. | Mikroskop 1 buah | Melihat bentuk sel bakteri
16. | Mikropipet 1 buah | Mengambil sampel
17. | Beker glass 2 buah- | Tempat batang L
18. | Batang L 2 buah™ | Spreader
19. | Lampu bunsen 2 buah | Mencegah kontaminan
20. | Gelas ukur 2 buah | Tempat batang L
21. | Objek glass 1 kotak | Tempat isolate
22. | Timbangan analitik 1 buah | Menimbang media
23. | Rak tabung 2 buah | Tempat tabung
24. | Penggaris 1 buah | Mengukur diameter daya hambat
25. | Anaerobic jar 1 buah | Menumbuhkan bakteri anaerob




3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.2

Tabel 3.2. Bahan yang Digunakan dalam Penelitian

No. Nama Bahan Fungsi Keterangan
1. | Telur keong mas, molase, Bahan pembuatan MOL -
air beras, EM4
2. | TSA (Trypton Soy Agar) Sebagai media isolasi, kultur -
dan pemurnian bakteri
3. | SIM (Sulfida Indol Motility) | Untuk uji motilitas -
4. | Larutan Fisiologis dan NaCl+ | Untuk pengenceran -
5. | TSB (Tryptone Soy.Broth) Media " ‘‘cair/, untuk uji -
antagonis
6. | BakteriA. hydrophila Bakteri patogen uji antagonis -
7. | Strip oksidase Uji oksidase -
8. | Kertas cakram Uji antagonis -
9. | Kapas Penutup tabung -
10. | Paraffin Uji O/F -
11. | Kristal violet, iodine, | Untuk uji pewarnaan gram -
hidrogen peroksida (H20),
aquades, alkohol, spiritus.

3.3. Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah: metode eksploratif yang bertujuan

untuk mengamati aktifitas antagonis MOL hasil fermentasi telur keong mas

terhadap bakteri A. hydrophila. Sesuai dengan pendapat Anonim (2014) bahwa

metode eksplorasi merupakan metode penelitian® dengan melakukan kegiatan

penjelajahan/pengamatan suatu permasalahan/topik. Penelitian yang dilakukan

Suhastyo et al., (2013) bahwa MOL berbahan keong mas mengandung bakteri

Staphylococcus sp dan Yusuf (2018) untuk MOL hasil fermentasi telur keong mas

terdapat bakteri Lactobacillus sp.

Racangan penelitian dilakukan dengan metode disc diffusion (tes Kirby-Bauer)

(Pradana et al., 2015) yang terdiri dari 1 kontrol +, 1 kontrol -, dan 3 pengulangan

bahan uji (isolat MOL). Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 3.3.
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Keterangan:
1. Kontrol +
2. Kontrol —
3. Bahan Uji (isolat MOL)

JJJJJ

menghambat p

Sedangkan as

3.5. Prosedur Penelitian

Tahapan prosedur penelitian yang telah dilaksanakan dapat dilihat pada Gambar
3.4

Pengambilan Sampel

Pembuatan MOL

Pengenceran

Kultur MOL ke TSA

) WV WV R

Pengamatan Morfologi MOL
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(BBI) Fakultz

dimasukkan |

- Perebusan telur keong mas

- Penghalusan telur keong mas
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Penambahan molase

- Penambahan air beras dan EM4

- Pengadukan

Fermentasi

2015).
3.5.3. Peng
MOL hasil fermenta a ahulu dengan
ai 10 ditabung

reaksi. Menu ai3 al., da g ran merupakan

larutan fisiologis pada pengenceran 10 sebanyak 1 ml dan di vortex sampai
homogen, selanjutnya dari pengenceran 10 diambil 1 ml kemudian dimasukkan
ke dalam larutan fisiologis dengan pengenceran 10 dan seterusnya sampai
pengenceran 10°. Pada pengenceran10® di ambil sebanyak 0,1 ml dan di

tumbuhkan pada media TSA. MOL yang sudah ditumbuhkan ke dalam media

selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 28° C (Samosir, et al., 2005).
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3.5.4. Kultur MOL ke media TSA
MOL hasil fermentasi telur keong mas dari pengenceran10-° kemudian dikultur ke
media TSA dengan metode sebar (spread plate). Metode ini dilakukan dengan

menyemprotkan suspensi ke atas media agar kemudian menyebarkannya secara

penampaka )0 elevasi, bentuk dan gram
pada media \ i a J an pac baru. Berikut ini
merupakan sife
- Tepi koloni ada ya ak, b _bergerigi, berbenang, dan

keriting.

- Elevasi seperti tidak terukur, nyaris rata dengan medium, nyata terlihat namun
rata pada seluruh permukaan, cembung seperti tetesan air, cembung, di bagian
tengah lebih menonjol.

- Bentuk sel bakteri meliputi kokus dan basil

- Gram sel bakteri terdiri dari gram negatif dan positif

3.5.6. Pemurnian
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Dari koloni yang telah terbentuk kemudian dilakukan pemurnian ke TSA dengan
metode gores (streak plate). Metode gores menggunakan jarum ose dan
menggoreskannya ke permukaan media agar dengan pola tertentu dengan harapan

pada ujung goresan hanya sel-sel bakteri tunggal yang terlepas dari ose dan

pentuk koloni tunggal

'@0 i s

udian dikultur

se. Selanjutnya

media yang berisi biakan bakteri patogen memadat diberi kertas cakram antibiotik
(tetrasiclin) sebagai kontrol positif, kertas cakram yang di tetesi aquades sebanyak
10 pL sebagai kontrol negatif dan kertas cakram yang ditetesi isolat MOL
sebanyak 10puL dan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Selanjutnya

diinkubasi pada suhu 28°C selama 24 jam.
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Kemampuan antagonis ditandai dengan adanya penghambatan
berupa zona bening di sekitar kertas cakram dan diukur diameter zona bening

yang terbentuk. Beberapa hal yang mempengaruhi besar kecilnya zona hambat

yang dibentuk diantaranya adalah interaksi antara kemampuan isolat bakteri

golongan
karakteristi gi ya ‘j ‘_ sehingga ¢ dijadikan sebagai
dasar iden variasi bentuk
morfologi Yz spesies dengan

spesies lainn dilakukan untuk

3.5.9.1. Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram dilakukan dengan tujuan untuk menentukan apakah
bakteri bergram positif atau gram negatif. Adapun prosesnya diawali dengan
bakteri yang diambil menggunakan jarum ose kemudian disebarkan ditengah

object glass sehingga membentuk lapisan tipis. Kemudian diteteskan kristal violet
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sampai meresap, lalu dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.
Selanjutnya diberi iodin sampai meresap lalu dicuci pada air mengalir dan
dikering anginkan. Selanjutnya diberi larutan pemucat yaitu alkohol 90%, tetes

demi tetes sampai zat warna ungu tidak terlihat lagi, lalu dicuci dan dibiarkan

tetesan ga
hidup yang ter i ‘;: ‘- -L :P_ a : ngan menaruh
setetes zat
dengan co glas aka e emudian dilakukan
pengamatan
3.5.9.3. Uji

Bakteri J S . lahkan pada media SIM

menandakan bahwa bakteri tersebut motil sedangkan yang tidak ada penyebaran
menandakan bakteri tersebut tidak motil (Holt et al., 1994).
3.5.9.4. Aerob dan Anaerob

Kebutuhan utama bakteri akan oksigen menjadikan bakteri dibagi menjadi

dua yaitu bakteri anaerob dan aerob. Bakteri anaerob dibagi lagi menjadi anaerob

obligat, anaerob fakultatif dan beberapa bakteri mikroaerofilik. Bakteri anaerob
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obligat artinya adalah bakteri tersebut harus dalam kondisi bebas dari oksigen
untuk dapat hidup, dan akan mati ketika ada oksigen (misalnya: Clostridium sp).
Bakteri anaerob fakultatif adalah bakteri yang dapat hidup dengan kondisi

lingkungan terdapat oksigen maupun tidak (misalnya: Staphylococcus sp). Untuk

arutan H202 3%

ose steril, lalu

bersifat negatif (Amanu, 2014)
3.5.9.6. Uji Oksidase

Uji Oksidase bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri mempunyai
enzim oksidase yang sangat berperan penting dalam proses transport elektron
selama respirasi aerobik. Penentuan adanya oksidase diuji dengan menggunakan

stick oksidase. Biakan bakteri umur 24-48 jam diambil menggunakan jarum ose,
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lalu dioleskan pada strip oksidase kemudian diamati. Bakteri yang bersifat
oksidase positif akan tampak warna purple sampai hitam dan jika oksidase negatif
tidak berwarna (Holt et al., 1994).

3.5.9.7. Uji Glukosa

pengamata

kuning, se

berwarna m

3.5.9.8. Uji

tusukan. Inkubasi selama 24-48 jam kemudian diamati perubahannya
Hasil Uji :
a. O/F —— +/+ (Fermentatif/F) (kuning/kuning)

b. O/F —> +/- (Oksidatif/O) (kuning/biru)
c. O/F — -/- (Tidak Fermentatif/) (biru/biru)

3.5.10. ldentifikasi Isolat MOL
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Identifikasi didasarkan pada morfologi dan sifat biokimia (kemampuan bakteri
yang berhubungan dengan fisiologisnya) dan dilakukan setelah kegiatan inokulasi
selesai. Identifikasi bakteri dilakukan dengan cara membandingkan aktifitas

biokimia setiap bakteri. Aktifitas biokimia setiap jenis bakteri berbeda, hal ini

Data yang diamati selam of ogi isolat MOL,

aktifitas ant S erhada : : i dentifikasi isolat

literatur.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengamatan Morfologi Isolat MOL

Berdasarkan pengamatan yang telah dilakukan, diperoleh dua koloni
bakteri. Hasil tersebutndiperoleh setelah dilakukanspengenceran MOL hasil
fermentasi telur keong mas dan diisolasi ke media TSA. Morfologi koloni dapat
dilihat dari tepian, elevasi dan warna koloni, sedangkan morfologi sel meliputi
bentuk dan gram. Cappuccino & Sherman dalam’Sabdaningsih et al., (2013)
menyebutkan bahwa beberapa parameter morfologi yang dapat digunakan adalah
morfologi koloni yang tumbuh dalam media pertumbuhan dan morfologi sel yang
dapat diamati menggunakan mikroskop dengan pembesaran tertentu. Parameter

yang diamati berupa warna, elevasi, tepian, bentuk sel dan gram.

Gambar 4.1. Isolat MOL Setelah Isolasi ke Media TSA yang terdiri dari Dua
Koloni

4.1.1. Morfologi Koloni

Berdasarkan hasil pengamatan, diperoleh dua koloni bakteri yang memiliki
kemiripan pada elevasi, yaitu berelevasi cembung, sedangkan pada warna dan
tepian memiliki perbedaan yaitu memiliki warna putih dan putih kekuningan, dan
pada tepian ada yang berombak dan ada yang bergerigi. Secara rinci morfologi

koloni pada koloni Putih Bulat (PB) adalah berombak, cembung, putih.



nery wWe[sy sejisIdAm ueeyesndiog

iy disay yejepe il udwnyo(]

Sedangkan koloni Bulat Bintang (BB) adalah bergerigi, cembung, dan putih
kekuningan. Hal ini sesuai dengan pendapat Suhastyo et al., (2013) bahwa koloni
bakteri MOL hasil fermentasi keong mas biasanya berwarna buram, bisa putih

atau krem. Secara rinci mengenai ciri-ciri morfologi koloni dari isolat tersebut

Tabel 4
v f[‘
No. ;
5 j
. i
2 il

AN

bentuk dan
basil (batan ] v ! - eh Samosir et al., (2005)

bahwa bakteri ya m ama 1ya secara mikroskopik
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Gambar 4.2. Bentuk Sel Kokus Isolat MOL Pembesaran 40x.




2. Uji Pewarnaan Gram

Menurut Barrow and Feltham (1993) bahwa pewarnaan gram dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui bakteri apakah bakteri tersebut gram positif atau
gram negatif. Dari pewarnaan gram yang dilakukan secara mikroskopik dengan
pembesaran 100x.didapat hasil-pewarnaan gram dari keduakoloni yaitu berwarna
ungu yang merupakan gram positif karena mampu mengikat kristal violet. Hal ini
sesuai dengan pendapat Pelczar dan Chan:(2008) bahwa pada pewarnaan bakteri
gram negatif ditandai dengan warna merah dan pada gram positif ditandai dengan
warna ungu karena dinding sel bakteri gram negatif mengandung lipid yang lebih
tinggi dibanding gram positif.

Ditegaskan oleh Dewi dalam Pradana et al., (2015) bahwa bakteri gram
negatif lebih banyak mengandung lipid, sedikit peptigoglikan, membran luar
berupa bilayer. Membran luar terdiri dari fosfolipid (lapisan dalam), dan
lipopolisakarida (lapisan luar) tersusun atas lipidyang bersifat nonpolar. Hal ini
yang menyebabkan senyawa antibakteri lebih sulit untuk masuk ke dalam sel
sehingga aktifitas antibakterinya lebih lemah dibandingkan pada bakteri gram
positif. Adapun morfologi sel secara rinci dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Morfologi Sel Isolat MOL

_ Morfologi Sel
No. Kode Koloni Gram Bentuk
1 PB Positif Kokus
2 BB Positif Kokus

4.2 Pengujian Potensi Antagonis
Uji antagonis isolat MOL hasil fermentasi telur keong mas dengan bakteri

A. hydrophila dilakukan untuk mengetahui adanya indikasi penghambatan bakteri,



selain itu juga untuk memastikan apakah isolat tersebut berpotensi probiotik.
Sesuai dengan Ritonga (1992) bahwa pemberian probiotik akan memberikan
keseimbangan mikrobiota dalam saluran pencernaan yang mengalami perubahan
karena masuknya bakteri patogen, sehingga bakteri tersebut dapat ditekan
populasinya melalui- pengaruh. antimikroba...Menurut Rastina et al., (2015)
kemampuan suatu antimikroba dalam menghambat mikroorganisme. tergantung
pada jenis bahan antimikroba yang dihasilkan.;Indikasi penghambatan isolat MOL

tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.2

Koloni PB Koloni BB

Gambar 4.2. Daya Hambat Isolat MOL terhadap Bakteri A. hydrophila

Pratiwi dalam Pradana et al., (2015) menyatakan bahwa aktivitas
antagonis positif apabila terbentuk daya hambat berupa zona bening di sekeliling
kertas cakram. Pada gambar diatas menggambarkan bahwa setelah dilakukan uji
tantang isolat MOL pada A. hydrophila.menunjukkan adanya penghambatan yang
ditandai dengan adanya zona bening di sekitar kertas cakram. Gambar koloni PB
ulangan 1 menghasilkan zona bening sebesar 5 mm, ulangan 2 sebesar 5,5 mm,
ulangan 3 sebesar 5 mm, dengan rata-rata 5,2 mm, pada kontrol positif
menghasilkan zona bening sebesar 9 mm, dan pada kontrol negatif tidak terdapat
zona bening. Gambar koloni BB ulangan 1 menghasilkan zona bening sebesar 6

mm, ulangan 2 sebesar 5 mm, ulangan 3 sebesar 5,5 mm dengan rata-rata 5,5 mm,
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pada kontrol positif menghasilkan zona bening sebesar 10 mm, dan pada kontrol
negatif tidak terdapat zona bening. Untuk lebih jelasnya bisa dilihat pada Tabel
4.3

Tabel 4.3. Diameter Daya Hambat pada Uji Antagonis

penghamba

9-11 mm ; ) 0 ( Pada tabel di atas

merupakan akibat dari turunnya nila dan juga bentuk tidak terdisosiasi dari
molekul asam organik. Asam organik tersebut menyebabkan sitoplasma sel
bakteri patogen menjadi asam dan menghambat potensial transmembran dan
transport substrat. Fauziah et al., (2014) juga menyatakan bahwa bakteriosin

menyebabkan kebocoran sel yang mengakibatkan kematian sel bakteri.
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4.3. ldentifikasi Isolat MOL
Hasil uji biokimia bakteri yang diperoleh diidentifikasi menurut buku

Cowan and Steel’s Manual for The Identification of Medical Bacteria oleh Barrow

adanya penyebaran bakteri pada media SIM menandakan bakteri tersebut motil

sedangkan yang tidak menyebar menandakan bakteri tersebut tidak motil.
Ditegaskan oleh Amanu (2014) bahwa uji positif ditandai dengan pertumbuhan
bakteri yang menyebar, maka bakteri tersebut bergerak (motil) dan bila
pertumbuhan bakteri tidak menyebar/hanya berupa satu garis, maka bakteri

tersebut tidak bergerak (non motil)
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4.3.2. Uji Aerob dan Anaerob
Inkubasi bakteri aerob dilakukan di dalam incubator sedangkan bakteri

anaerob mengunakan alat yang dinamakan anaerobic jar. Sesuai dengan pendapat

penelitian’ terhadap i M( T “ kkan bahwa
bakteri ini tergo : ak a jan adanya oksigen
maupun tanpa ge ; t Fc bahwa bakteri
anaerob fakultatif adal i _- -_ e ndisi lingkungan

yang tanpa

enzim katalase. Menurut Susana (2017) bahwa uji katalase positif ditandai dengan
terbentuknya gelembung-gelembung oksigen dan uji negatif ditandai dengan tidak
adanya perubahan atau gelembung-gelembung oksigen pada isolat bakteri. Hasil
uji katalase pada dua koloni MOL menunjukkan bahwa keduanya memiliki

katalase positif dengan adanya gelembung oksigen. Ditegaskan oleh Amanu

(2014) bahwa uji positif ditandai dengan terbentuknya gelembung-gelembung
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oksigen yang menunjukan bahwa organisme yang bersangkutan menghasilkan
enzim katalase yang mengubah hydrogen peroksida (H202) menjadi air dan
oksigen.

4.3.4. Uji Oksidase

test strip di (Amanu,
2014). egatif yang
ditandai d C ’ t strip tetap
berwarna f’ a bakteri yang

EL G

Jan jika bakteri

4.35. Uji G

R L L Y

Uji bakteri dalam
mengurai k ana, 2017). Dari
hasil pengama 2 glukosa, berubah
warna menjadi akteri mampu mengurai
karbohidrat. Hal ini ’Q (1993) bahwa glukosa

bakteri yang tidak mampu mengurai karbohidrat tetap berwarna merah.
4.3.6. Uji OIF

Uji oksidatif dan fermentatif bertujuan untuk mengetahui kemampuan
bakteri menghasilkan asam dari karbohidrat secara oxidatif dan fermentatif (Holt

et al., 1994). Pada hasil pengamatan isolat MOL pada media O/F menghasilkan

bakteri fermentatif baik di tabung yang tanpa parafin dan yang berparafin, hal ini
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ditandai dengan kedua media O/F berubah warna menjadi kuning. Amanu (2014)
menyatakan bahwa hasil uji O/F fermentatif ditandai dengan media berubah
menjadi warna kuning, oksidatif ditandai dengan warna kuning/biru dan tidak

fermentatif ditandai dengan media tidak berubah warna.

Secara i ifikasi/k koloni MOL dapat
dilihat
Tabel 4.4. Ka l&@ﬁ'ﬁsiw r S

4 : e i
No. k\}n BB
1 Gral +
2 Ben kokus
3 Motilitas -
4 Growth a icall +
5. | Gro ic = I g "
6. Kata .-:‘- g -_ l:—. +
7 Oksi —t A -
8 Gluk am/gas — pumt - +
9. |OF | ermentatif
Genus: Staphylo SS |
A | |

Pada tabel d nﬁﬁmmﬂqm fermentasi telur
keong mas diperol ulat bintang yang
bergenus Staphyl i et al., (2013) bahwa
MOL keong mas teridentifika: us sp. Holt et al., (1994)
menyatakan bahwa bakteri sp bergram positif, tidak motil,

fakultatif anaerob, fermentatif, katalase positif dan oksidase negatif. Koloni

biasanya buram, bisa putih atau krem dan kadang-kadang kuning keorengan.
Ginting et al.,, (2018) melaporkan bahwa bakteri Staphylococcus sp

menunjukkan aktifitas menghambat pertumbuhan Aeromonas hydrophila dengan

potensi rendah. Pan et al, dalam Ginting et al., (2018) mengatakan bahwa zona
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penghambatan potensi probiotik dengan diameter dibawah 9 mm merupakan zona
potensi rendah.

Feliatra et al.,(2012) menyatakan bahwa Staphylococcus sp merupakan

kandidat probiotik. Menurut Ritonga (1992) bahwa manfaat probiotik pada
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan pada uji potensi antagonis

bakteri : : ends 2besar 5,2 mm dan
5,5 mm)

3. Hasil ide > ) sil fe asi telur keong mas

bisa mengidentifikasi hingga ke spesies.
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