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Queen pineapple, a variety of pineapple, is a fruit containing sugars that can be utilized as a source of nutrition
by lactic acid bacteria. This study aims to identify the types of lactic acid bacteria from naturally fermented
queen pineapple peels, identified based on phenotypic characteristics. Bacteria isolation was performed using
the pour plate method with serial dilution up to 10™-6 using MRSA medium (de Man-Rogosa-Sharpe Agar).

Characterization of lactic acid bacteria includes morphological, biochemical, and physiological characteristics.

Bacterial identification refers to Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. The isolation and
identification results of lactic acid bacteria obtained 6 isolates, namely, BALI, BAL2, BAL3, BAL4, BALS,

and BALG6. Simple matching coefficient UPGMA analysis showed that BAL1, BAL2, and BAL4 had a
phenotypic similarity of 83.8% to Lactobacillus fermentum; BAL3 and BALS5 had a phenotypic similarity of
90.9% to L. plantarum; and BALG6 had a phenotypic similarity of 87.9% to L. brevis. Jaccard coefficient
UPGMA analysis indicated that BALI, BAL2, and BAL4 grouped with L. fermentum with a phenotypic
similarity value of 68.1%, BAL3 and BALS5 had a phenotypic similarity of 83% to L. plantarum, and BAL6
had a phenotypic similarity of 73.3% to L. brevis. This suggests that isolates BALI, BAL2, and BAL4 are
suspected members of L. fermentum species, BAL3 and BALS are suspected members of L. plantarum species,

and BALG is suspected as a member of L. brevis species.

Abstrak

Nanas varietas queen merupakan buah yang mengandung gula untuk digunakan sebagai sumber
nutrsi oleh bakteri asam laktat. Penelitian bertujuan mengidentifikasi jenis bakteri asam laktat dari
kulit nanas varietas queen hasil fermentasi secara alami yang diidentifikasi berdasarkan karakter
fenotipik. Isolasi bakteri menggunakan metode tuang (pour plate) dengan pengenceran sampai 10
menggunakan media MRSA (de Man-Rogosa- Sharpe Agar). Karakterisasi bakteri asam laktat
meliputi karakter morfologis, biokimia, dan fisiologis. Identifikasi bakteri mengacu pada Bergey’s
Mannual of Determination Bacteriology. Hasil isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat diperoleh 6
isolat yaitu, BAL1, BAL2, BAL3, BAL4, BALS5, dan BALG6. Analisis simple matching coefficient
UPGMA BALI1, BAL2 dan BAL4 memiliki similaritas fenotipik 83,8% terhadap Lactobacillus
fermentum; BAL3 dan BALS5 memiliki nilai similaritas fenotipik 90,9% terhadap L. plantarum; dan
BALG6 memiliki nilai similaritas 87,9% terhadap L. brevis. Analisis Jaccard coefficient UPGMA BALI,
BAL2, BAL4 mengelompok dengan L. fermentum yang nilai similaritas fenotipik adalah 68,1%,
BAL3 dan BALS5 memiliki nilai similaritas fenotipik 83% terhadap L. plantarum dan BALG6
memiliki nilai similaritas fenotipik 73,3% terhadap L. brevis. Hal ini menunjukkan bahwa isolat
BAL1, BAL2 dan BAL4 diduga sebagai anggota spesies L. fermentum, BAL3 dan BALS5 diduga
sebagai anggota spesies L. plantarum dan BAL6 diduga sebagai anggota spesies L. brevis.
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PENDAHULUAN

Nanas di Kalimantan Barat memiliki produksi yang cukup yang tinggi. Data produksi berdasarkan
Badan Pusat Statistik Provinsi Kalimantan Barat 2023 mencapai 34.580.412 kuintal (BPS Kalimantan
Barat, 2024). Nanas di Kalimantan barat banyak diproduksi di Kabupaten Kubu Raya sebanyak
7.602.000 kuintal (BPS Kubu Raya, 2023). Nanas yang sering ditanam di Kalimantan Barat yaitu nanas
lokal atau nanas gueen, karena nanas jenis ini memiliki persediaan bibit yang banyak, mudah didapat,
dan perawatannya cukup mudah (Y okhebed, 2019).

Nanas gueen memiliki ciri buah dengan bentuk yang lonjong, mata buah menonjol, buah berwarna
kuning, daun berduri, dan memiliki rasa manis pada dagingnya (Y okhebed, 2019). Menurut Nuraeni et
al. (2019) kandungan gula pada nanas queen mencapai 12,50-15%. Buah nanas banyak dimanfaatkan
bagian daging dan pada bagian kulit dibuang begitu saja sehingga pemanfaatan terhadap kulit nanas
masih kurang maksimal (Elsaputra et al., 2016). Susanti ez al. (2013) menjelaskan kandungan karbohidrat
yang terdapat pada kulit nanas sekitar 10,54%. Karbohidrat juga diketahui sebagai sumber nutrisi utama
bagi kelompok bakteri asam laktat (BAL). Rahmadi (2019) menyatakan bahwa BAL memiliki
kemampuan untuk mengkonversi sumber gula, utamanya laktosa, menjadi asam laktat.

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang dapat tumbuh pada kondisi lingkungan
yang asam dan memanfaatkan sumber gula untuk pertumbuhannya. Kelompok bakteri ini juga tahan
terhadap asam organik yang terkandung di dalam buah. Bakteri asam laktat dapat tumbuh dan
berkembang pada buah-buahan, karena terdapat kandungan karbohidrat sederhana dan asam organik
yang tinggi, sehingga dapat digunakan sebagai nutrisi pertumbuhan BAL (Hardiningsih ef al., 2006).

Identifikasi dilakukan untuk mengetahui karakter bakteri dalam taksonomi bakteri yang
dikelompokkan pada satu spesies dengan nilai indeks similaritas >70%. Karakteristik dari BAL dapat
diketahui dengan melakukan pengamatan pengamatan morfologi, uji biokimia, dan uji fisiologis, dengan
mengetahui ciri-ciri dari pengamatan dan pengujian pada bakteri tersebut dapat mempermudah
dilakukannya identifikasi BAL (Nursulistyarini & Erny, 2014). Menurut Riani ef al. (2020), isolasi BAL
pada pada fermentasi jus nanas berhasil mengidentifikasi BAL dengan kode isolat NHC6, NHC7,
NHCS8, dan NHC9 yang memiliki indeks similaritas tinggi pada Lactobacillus plantarum. Penelitian serupa
juga telah dilakukan oleh Yang ez al. (2016) yang mengidentifikasi BAL dari beberapa limbah buah, satu
di antara limbah buah tersebut adalah limbah nanas. Hasil identifikasi tersebut mendapatkan isolat BAL
dengan strain grup A dan grup B mirip dengan L. plantarum, L. pentosus, dan L. paraplantarum dengan
indeks similaritas 99%, strain grup C (HN15, HN16), dan strain grup D (HN18) mirip L. nagelii, L. perolens,
dan L. fermentum, dengan indeks similaritas 99,3%.

Nanas varietas queen dapat dijadikan bahan baku dalam pembuatan starter kefir, sedangkan
penelitian yang mengkaji identifikasi dan hubungan kemiripan karakter fenotipik antar BAL pada kulit
nanas varietas queen di Kalimantan barat masih jarang dilakukan. Perbedaan jumlah kadar glukosa
mempengaruhi pertumbuhan BAL, dikarenakan banyaknya gula akan mempengaruhi pertumbuhan

BAL. Mital & Steinkraus (1974) menyatakan dengan penambahan sukrosa 2% Lactobacillus bulgaricus
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tidak mampu tumbuh pada kondisi lingkungan tetapi dapat tumbuh pada sukrosa 8%. Berdasarkan
uraian di atas maka dilakukan penelitian identifikasi BAL pada kulit nanas varietas queen yang
difermentasi secara alami dengan tujuan memperoleh isolat BAL, sehingga diketahui jenis-jenis BAL

yang berpotensi untuk penelitian selanjutnya.

METODE

Fermentasi Kulit Nanas secara Alami

Kulit nanas yang telah diambil, dicuci, dirajang atau dikecilkan ukurannya, kemudian ditimbang
sebanyak 10 gram (Yang et al., 2016). Selanjutnya kulit nanas difermentasi secara alami dengan cara
sampel dimasukan ke dalam toples kemudian ditutup dan dibiarkan selama 3x24 jam (Sari et al., 2013).
Isolasi dan Pemurnian Bakteri Asam Laktat

Tahap pertama yang dilakukan untuk isolasi BAL adalah kulit nanas yang telah difermentasi
diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml larutan penyangga yaitu
pepton water (0,1%, b/v) dan dihomogenkan yang merupakan pengenceran 10”. Selanjutnya diambil 1 ml
dari pengenceran 10" lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berlabel pengenceran 10?. Pengenceran
dilakukan terus hingga pengenceran 10”. Kemudian diambil sebanyak 1 ml cuplikan dari dua seri
pengenceran terakhir dan dimasukkan ke dalam cawan petri steril, dilanjutkan dengan menuangkan
media (pour plate) de Man-Ragosa-Sharpe Agar (MRSA) yang tersuplementasi CaCOs3 1% dibiarkan hingga
memadat. Kemudian cuplikan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Koloni yang tumbuh dengan
zona bening di sekelilingnya dimurnikan dengan cara menggoreskan pada media MRSA tersuplementasi
CaCOs 1% dengan metode kuadran dan diinkubasi selama 24 jam pada inkubator suhu 37°C agar
diperoleh koloni tunggal untuk selanjutnya disubkultur kembali sebagai isolat tunggal murni (Amaliah et
al., 2018).
Karakterisasi Fenotipik dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat

Isolat BAL yang berhasil dimurnikan, dilanjutkan dengan melakukan karakterisasi fenotipik yang
digjikan yang meliputi pengamatan karakter morfologi, biokimiawi, dan fisiologis. Identifikasi
berdasarkan karakter fenotipik meliputi bentuk koloni, bentuk sel, ukuran koloni, warna koloni, tepian,
elevasi, susunan sel, pewarnaan gram dan endospora, uji katalase, uji fermentasi, uji motilitas, uji indol,
uji oksidatif fermentatif, uji sitrat, uji ketahanan pH, uji ketahanan suhu, uji ketahanan salinitas, dan uji
gula-gula. Identifikasi bakteri asam laktat yang telah dimurnikan dilakukan berdasarkan karakter
fenotipik dengan mengacu pada Bergeys Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994).
Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan dengan mengambil isolat dengan menggunakan jarum ose,

kemudian digoreskan pada gelas objek yang telah disterilkan. Selanjutnya ditambahkan 1 tetes akuades
di atas gelas objek dan dikering-anginkan. Isolat bakteri yang telah dikering-anginkan, kemudian ditetesi
dengan kristal violet sebanyak 1-2 tetes dan dibiarkan selama 20 detik, lalu dibilas dengan ditetesi

akuades. Isolat kemudian ditetesi dengan iodin sebanyak 1-2 tetes dan dibiarkan selama 1 menit,
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selanjutnya dibilas dengan akuades dan dikeringkan. Kemudian, isolat ditetesi etil alkohol 95% selama
10-20 detik kemudian dikeringkan, lalu ditetesi gram safranin selama 20 detik lalu dicuci dan
dikeringkan. Preparat diamati pada mikroskop, bakteri Gram positif ditandai dengan warna ungu pada
sel yang menandakan mampu menyerap warna kristal violet dan bakteri Gram negatif berwarna merah
karna hanya menyerap warna safranin (Benson, 2001).

Pewarnaan Endospora

Uji pewarnaan spora dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri dengan menggunakan
jarum ose dan digoreskan pada gelas objek yang telah disterilkan. Isolat bakteri yang ada pada gelas objek
atau stain ditetesi pewarna malachite green dan dipanaskan selama 2-3 menit. Selanjutnya, preparat dibilas
dengan ditetesi akuades, kemudian preparat ditetesi dengan safranin dan didiamkan selama 30 detik,
kemudian dibilas dengan ditetesi akuades (Muwarni, 2015).

Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan menambahkan 1 tetes H,O, 3% pada isolat bakteri di atas gelas
objek. Reaksi positif katalase ditandai dengan terbentuknya gelembung udara. Hasil negatif ditandai
tidak terbentuknya gelembung udara. Terbentuknya gelembung udara menunjukkan bahwa bakteri
menghasilkan enzim katalase yang dapat mengubah H,O, menjadi H,O dan O; (Hadioetomo, 1993).
Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi dilakukan dengan cara isolat diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang berisi 5
ml medium MRSB (de Man-Rogosa-Sharpe Broth) dan tabung Durham kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam (Sasmita ez al., 2018).
Uji motilitas

Uji ini dilakukan dengan menggunakan media Sulfide Indole Motility (SIM) semi solid dengan
cara inokulasi isolat, kemudian ditusuk secara tegak pada media. Media tersebut diinkubasi pada suhu
37°C selama 48 jam (Amaliah ez al., 2018).

Uji Oksidasi Fermentasi (O /F)

Uji oksidasi fermentasi dilakukan dengan cara isolat dinokulasikan ke dalam dua tabung yang
berisi media O/F yang mengandung karbohidrat (glukosa, laktosa, manitol, maltose, atau sukrosa).
Tabung I ditutup dengan parafin dan tabung II tidak ditutup parafin (Lay et al., 1994).

Uji Indol

Uji indol dilakukan dengan cara isolat bakteri diinokulasikan pada media SIM dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya ditambahkan 10 tetes reagen Kovacs. Uji ini dilakukan untuk
mengetahui produksi indol dari triptopan dan ornithin yang akan terjadi perubahan warna pada media.
Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya cincin bewarna merah dan hasil negatif tidak ditunjukkan
dengan cincin bewarna merah (Cappuccino & Sherman, 2014).

Uji Sitrat
Uji sitrat dilakukan dengan cara isolat bakteri uji diinokulasikan pada media Simon sitrat Agar,
kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C selama 48 jam. Uji ini dilakukan untuk melihat kemampuan

bakteri dalam menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi (Lay et al., 1994).
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Uji Gula-Gula

Satu ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam tabung-tabung reaksi yang berisi glukosa,
laktosa, maltose, sukrosa, fruktosa, mannitol, dan sorbitol diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Uji
ini dilakukan untuk melihat kemampuan bakteri dalam memfermentasi gula (Yang et al., 2016).
Uji Pertumbuhan pada Konsentrasi Garam (NaCl)

Satu ose kultur dimasukkan ke dalam de Man-Ragosa-Sharpe Broth (MRSB) yang
tersuplementasi NaCl masing-masing berkonsentrasi 4% (slight halophiles), 6,5% (halofilik moderat)
(Thakkar et al, 2015) dan 18% (halofilik moderat) (Fitriyani, 2010). Selanjutnya, diinkubasi pada
temperatur 37°C selama 24 jam. Pertumbuhan bakteri ditandai adanya kekeruhan pada media (Thakkar
et al., 2015).

Uji Pertumbuhan pada Suhu

Satu ose kultur dimasukkan ke dalam media de Man-Ragosa-Sharpe Broth (MRSB) kemudian
diinkubasi selama 2x24 jam dengan seri temperatur 4°C dan 10°C (psikrofil), 37°C (mesofil) dan 50°C
(termofil) (Ray et al., 1997).
Uji Ketahanan terhadap pH

Pengujian ketahanan pH pada BAL dilakukan dengan mengambil 1 ml isolat kultur ke dalam media
MRS broth yang sebelumnya telah dilakukan pengaturan pH 2 (asidofil), pH 5 (asidofil), pH 7 (neutrofil)
dan pH 9 (alkalofil). Selanjutnya, isolat diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Sunaryanto &
Marwoto, 2013).
Koleksi Data

Seluruh hasil pengamatan ditabulasikan dalam tabel n x t, n untuk karakter yang diuji dan t untuk
Operational Taxonomical Unit (OTU) yang digunakan. Data karakter fenotipik isolat bakteri diberi skor
nilai 1 untuk unit karakter yang positif dan nilai 0 untuk unit karakter yang negatif (Darmawati et al.,
2011).

Analisis Data

Data pengamatan matriks n x t dimasukkan ke dalam program MS Excell 2010. Karakter fenotipik
koloni dan sel bakteri dianalisis secara kuantitatif. Selanjutnya dianalisis menggunakan program Multi
Variate Statistical Package 3.2 (MVSP) berbasis Windows. Indeks similaritas tiap Operational Taxonomical
Unit (OTU) dihitung dengan menggunakan Simple Matching Coefficient dan Jaccard Coefficient.
Selanjutnya pengelompokan strain dilakukan dengan menggunakan Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average Mean (UPGMA). Hasil pengelompokan ini kemudian disajikan dalam dendogram
(Austin & Colwell, 1997).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian isolat BAL berdasarkan karakter fenotipik morfologis menunjukkan ciri pada

umumnya BAL. Hasil karakteristik diperoleh dilakukan dengan pengamatan makroskopis (Tabel 1).

Tabel 1. Karakter isolat BAL berdasarkan fenotipik morfologis

No. Bakteri Acuan
L. plantarum L. fermentum L. brevis
1 Bulat Bulat Bulat
2 Basil Basil Basil
3 Putih susu Putih susu Putih susu
4 2.0-3,0 1,5-2,7 2,1-3,0
5 Tunggal, rantai pendek Rantai pendek Tunggal, rantai pendek
6 Datar, convex Datar Datar, convex
7 Rata Rata Rata

Tabel 2. Karakter BAL acuan berdasarkan fenotipik morfologis

No. Morfologi Kode Isolat

) 8 BALI1 BAL2 BAL3 BAIL4 BALS BAL6
1 Bentuk koloni  Bulat Bulat Bulat Bulat Bulat Bulat
2 Bentuk sel Basil Basil Basil Basil Basil Basil
3 Warna koloni  Putih susu Putih susu Putih Putih Putih Putih

susu susu susu susu
4  Diameterkoloni ¢, 4 0,9-1,9 07-24 16-27 11-28 07-2,5
(mm)
Tunggal, rantai Tunggal, rantai

) Susunan sel panjang pendek Tunggal Tunggal Tunggal Tunggal
6 Elevasi Datar Datar Datar Datar Datar Datar
7 Tepian Rata Rata Rata Rata Rata Rata

Berdasarkan hasil isolasi BAL kulit nanas yang difermentasi secara alami diperoleh koloni BAL
dengan ciri morfologi bulat pada koloni dengan warna putih susu, ukuran koloni bervariasi (Tabel 1).
Hasil pada penelitian diperoleh enam isolat yaitu, BAL1, BAL2, BAL3, BAL4, BALS5, dan BAL6 yang
diseleksi berdasarkan pembentukan zona bening pada pertumbuhan koloni bakteri asam laktat (Gambar
1). Isolat yang dikarakterisasi dan diidentifikasi memiliki karakter kunci pada genus Lactobacillus.
Kelompok bakteri Lactobacillus dapat menetralkan CaCO; yang ditambahkan pada media MRSA
sehingga terbentuk zona bening di sekeliling yang tumbuh. Chen et a/. (2017) menyatakan zona bening
yang terbentuk pada sekeliling koloni bakteri asam laktat terjadi karena hasil produk asam laktat yang
dihasilkan oleh BAL mampu melarutkan CaCOjs,
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Gambar 1. Koloni bakteri asam laktat hasil kultur streak pada Media MRSA
Keterangan: A). BAL1, B). BAL2, C). BAL3, D). BAL4, E). BALS, F). BAL6

Hasil pengujian isolat BAL berdasarkan karakter fenotipik pada uji biokimia menunjukkan ciri
pada umumnya BAL (Tabel 3). Pengamatan dilakukan dengan dengan cara mikroskopis dan pengujian

kualitatif dengan pengamatan hasil reaksi kimia.

Tabel 3. Karakter isolat BAL berdasarkan fenotipik pada uji biokimia

Kode Isolat
No. Karakter BAL1 BAL2 BAL3 BAL4 BAL5 BALG6
1 Pewarnaan gram + + + + + +
2 Endospora - - - - - -
3 Katalase - - - - - -
4 Fermentasi HM HE HE HM HM HE
5 Motilitas - - - - - -
6 O/F (w) (w) O/F Ow/F O/F O/F
7 Sitrat - - - - - -
8 Fruktosa + + + + + +
9 Laktosa + + + + + +
10 Glukosa + + + + + +
11 Sukrosa + + + + + +
12 Maltosa - - + - + -
13 Mannitol - - + - + -
14 Sorbitol + - + - + -
15 Indol - - - - - -

Keterangan: w=pertumbuhan weak/lemah

Hasil pewarnaan gram dan uji OF menunjukkan semua isolat adalah positif, sedangkan uji
katalase, motilitas, indol, sitrat, dan pewarnaan endospora adalah negatif (Tabel 3). Hal ini menunjukkan
isolat merupakan kelompok BAL karena terdapat kesamaan pada karakter kunci biokimia genus
Lactobacillus. Pernyataan ini sesuai dengan karakter yang dikaji berdasarkan karakter biokimia oleh
Wood dan Holzapfel (1995) bahwa BAL merupakan kelompok Gram positif, tidak memiliki enzim
katalase, bersifat non motil, indol, sitrat, serta endospora tidak dihasilkan. Penelitian yang serupa juga

ditemukan oleh Finanda et al. (2021), yang memperoleh lima isolat BAL dari buah pisang kepok dengan
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sifat oksidatif dan fermentatif pada uji OF yang ditandai perubahan warna media menjadi kuning tanpa

ditutup parafin dan ditutup parafin.

Tabel 4. Karakter BAL acuan berdasarkan fenotipik pada uji biokimia

No. Bakteri Acuan
L. plantarum L. fermentum L. brevis
1 + + +
2 - - -
3 - - -
4 HM HE HE
5 - - -
6 @) F F
7 - - -
8 + + +
9 + + -
10 + + +
11 + + -
12 + + +
13 + - -
14 + - -
15 - - -
Keterangan:

O: Oksidatif, F: Fermentatif, HM: Homofermentatif, HE: Heterofermentatif, No. 1-15: Jenis karakter
yang diamati (Tabel 3).

Hasil uji fermentasi pada isolat terdapat 3 BAL yang bertipe fermentasi heterofermentatif dan 3
BAL lainnya dengan tipe fermentasi homofermentatif (Tabel 3). Pengelompokkan BAL berdasarkan tipe
fermentasi terjadi karena adanya perbedaan dalam kemampuan bakteri menghasilkan produk akhir pada
proses fermentasi sehingga pada uji tipe fermentasi tersebut menunjukkan ada dan tidak adanya gas
karbondiokasi pada uji. Moat et al. (2002) menyatakan BAL memiliki dua jalur tipe fermentasi, yaitu
homofermentatif dan heterofermentatif. Bakteri asam laktat dengan kelompok homofermentatif tergolong
BAL yang menghasilkan produk asam laktat dari metabolisme gula sedangkan tipe heterofermentatif
dapat menghasilkan produk selain asam laktat yaitu, asam asetat, alkohol, dan karbondioksida.

Hasil uji fermentasi gula menunjukkan bahwa tidak semua isolat bakteri asam laktat dapat
memanfaatkan berbagai jenis gula yang ada pada media uji (Tabel 3). Kemampuan isolat BAL dalam
melakukan fermentasi gula berbeda-beda karena isolat BAL yang diperoleh memiliki kemampuan
masing-masing yang tidak sama dalam fermentasi gula sehingga akan mempengaruhi jenis bakteri. Hal
ini diperkuat pada penelitian Yang et al, (2016), hasil isolat yang diperolehnya memiliki kemiripan
dengan L. plantarum karena isolat tersebut mampu melakukan fermentasi glukosa, fruktosa, laktosa,
maltosa, manitol, dan sorbitol. Menurut Cowan & Steel, (1993), bakteri asam L. fermentum dan L. brevis
tidak dapat memfermentasi manitol dan sorbitol, sedangkan L. plantarum memiliki kemampuan

fermentasi manitol, laktosa, dan sorbitol.
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Hasil pengujian isolat BAL berdasarkan karakter fenotipik pada uji fisiologis menunjukan isolat

tidak dapat tumbuh pada lingkungan yang ekstrim (Tabel 3).

Tabel 5. Karakter isolat BAL berdasarkan fenotipik pada uji fisiologis

No.  Karakteristik BAL1  BAL2 BAIIf gde IS(;;aAtL 4 BAL5 BALG
1 NaCl 4% + + + + + +
2 NaCl 6,5% - - + + + +
3 NaCl 18% - - - - - -
4 Suhu 4 °C - - - - - -
5 Suhu 10 °C
6 Suhu 37 °C
7 Suhu 50 °C - - - - - -
8 pH 2 - - - - - -
9 pH 5 + + +
10 pH 7 + + +
11 pH9 - - + - + +

Tabel 6. Karakter BAL berdasarkan fenotipik pada uji fisiologis
No. Bakteri Acuan
L. plantarum L. fermentum L. brevis
1 + + +
2 + + +
3 - - -
4 - - -
5 +
6 +
7 - + -
8 . - -
9 -
10 +
11 - - -

Keterangan: No 1-12: Jenis karakter yang diamati (Tabel 5).

Hasil uji fisiologis isolat menunjukkan respon yang berbeda-beda pada setiap perlakuan terkait
ketahanan salinitas, suhu, dan pH (Tabel 5). Kemampuan bertahan hidup BAL dipengaruhi oleh aktivitas
sel bakteri untuk beradaptasi dari lingkungan yang tidak ideal. Isolat BAL menunjukkan tidak mampu
bertumbuh pada kondisi ekstrim baik pada suhu, salinitas, dan pH. Hal ini sesuai dengan penelitian
Giyatno & Retnaningrum, (2021) yang menyatakan isolat BAL hasil isolasi dari buah kersen bersifat
positif pada salinitas 6,5% dan negatif pada salinitas 18%. Hal ini diperkuat oleh penelitian Yang et al.,
(2016) isolat BAL dapat tumbuh pada kondisi lingkungan yang bervariasi seperti pada salinitas 3% dan

6,5%; suhu 10 °C; pH 3, 7, dan 9,6; dan tidak dapat tumbuh pada suhu 50 °C. Bakteri L. plantarum, L.
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fermentum, dan L. brevis dapat tumbuh pada suhu 15°C dan tidak dapat tumbuh suhu 45°C (Cowan &
Steel, 1993).

Bakteri asam laktat dapat tumbuh pada suhu panas dan rendah karena memiliki gen panas sehingga
bakteri asam laktat dapat beradaptasi pada lingkungannya. Dawan & Ahn (2022) menyatakan respon
bakteri terhadap panas melibatkan produksi protein-protein panas (keat shock proteins/HSPs), yang
membantu dalam memperbaiki struktur protein yang terdenaturasi akibat suhu tinggi, serta penginduksi
degradasi protein proteasomal yang berperan dalam memperbaiki struktur protein yang rusak atau
terdenaturasi akibat suhu tinggi. Fermentasi pada suhu rendah akan menghambat pertumbuhan bakteri
karena adanya asam laktat dan penghambatan aktivitas enzim laktase (Rahmadi, 2019). Menurut Fardiaz
(1996), garam dalam konsentrasi tinggi dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini dapat
disebabkan oleh penurunan nilai aktivitas air (aW) dan terionisasi, garam menjadi ion Cl yang bersifat
toksik.

Bakteri asam laktat dapat tumbuh pada pH asam atau netral dan tidak dapat tumbuh pada pH basa.
Bakteri pada kondisi pH di bawah minimum, akan berhenti tumbuh dan mati. Mekanisme kematian
tersebut disebabkan oleh asam lemah yang tidak terdisosiasi akan ikut masuk ke dalam sitoplasma sel.
Sitoplasma memiliki pH netral, maka asam lemah akan membentuk kesetimbangan baru (terdisosiasi dan
tidak terdisosiasi) dan pH di dalam sitoplasma akan turun, sehingga kesetimbangan proton di dalam sel
dan di lingkungannya terganggu (Giyatno & Retnaningrum, 2021).

Berdasarkan hasil identifikasi mengacu pada Bergeys Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al.,
1994) semua isolat merupakan genus Lactobacillus. Hal ini dikarenakan isolat BAL memiliki karakter
kunci genus Lactobacillus dan dikelompokkan dalam tiga anggota spesies yaitu, L. brevis, L. plantarum, dan
L. fermentum (Gambar 2). Analisis similaritas karakter fenotipik isolat bakteri asam laktat terhadap
morfologis, uji biokimia, dan fisiologis pada simple matching coefficient (SMC) diketahui isolat BALI,
BAL2, dan BAL4 memiliki kemiripan dekat dengan anggota spesies L. fermentum karena memiliki nilai
similaritas 83,8%. BAL3 dan BALS5 memiliki kemiripan dekat dengan anggota spesies L. plantarum karena
memiliki nilai similaritas 90,9%. BAL6 merupakan isolat bakteri asam laktat yang memiliki kemiripan

dekat dengan anggota spesies L. brevis karena memiliki indeks similaritas 87,9%.
A Lactobacillus brevis
BALG6
C Lactobacillus plantarum
BALS

B BAL3
D Lactobacillus fermenitum

BAL4
BAL2
BALI1

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi informasi ilmiah terkait jenis-jenis bakteri asam laktat

lokal Kalimantan Barat dan hubungan kemiripan BAL berdasarkan karakter fenotipik pada kulit nanas
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fermentasi secara alami serta BAL yang berhasil diperoleh dapat menjadi isolat lokal yang unggul untuk
dapat digunakan pada penelitian selanjutnya terutama berbasis kulit nanas.
SIMPULAN

Berdasarkan hasil karakterisasi dan identifikasi diperoleh isolat bakteri asam laktat asal hasil
isolasi dari kulit nanas varietas gqueen yang difermentasi yaitu BAL1, BAL2, dan BAL4 diduga sebagai
anggota spesies L. fermentum dengan nilai similaritas 83,8%; BAL3 dan BALS5 diduga sebagai anggota
spesies L. plantarum dengan nilai similaritas 90,9%; dan BAL6 diduga sebagai anggota spesies L. brevis
dengan nilai similaritas 87,9%.
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