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RINGKASAN
MELDA PUTRI. 066119007. 2023. Skrining Aktivitas Antibakteri Jamur Dari
Isolat Minuman Fermentasi Tuak Terhadap Escherichia coli Dan Staphylococcus
aureus. Di bawah bimbingan : Fitria Dewi Sulistiyono M,Si dan Nilam
Fadmaulidha Wulandari, Ph.D.

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan

pertumbuhan bakteri yang merugikan, Jamur dari minuman fermentasi tuak diduga
menghasilkan senyawa-senyawa yang bersifat antibakteri. Escherichia coli adalah
bakteri Gram negatif yang merupakan flora normal di usus manusia yang dapat
menyebabkan infeksi saluran kencing dan diare Staphylococcus aureus adalah
bakteri gram positif. Penyakit yang sering disebabkan yaitu keracunan makanan,
infeksi kulit ringan hingga infeksi berat.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas antibakteri isolat jamur
yang berasal dari jamur minuman fermentasi tuak terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus dan mengidentifikasi jamur dari minuman fermentasi tuak
secara makroskopis seperti warna koloni tampak atas dan bawah dengan merujuk
pada atlas warna (colour chart), tepi koloni, elevasi (dilihat dari samping), tekstur
atau bentuk (seperti mengkapas (cotton), wolly, permadani (velvety), dan katun dan
mikroskopis struktur hifa dan struktur reproduksi. Metode yang digunakan uji
aktivitas antibakteri penelitian ini yaitu metode difusi cakram.

Hasil isolat jamur minuman fermentasi tuak terdapat 23 isolat, yang
diperkirakan sebagai Penicillium sp adalah 8 isolat, Aspergillus sp 2, dan 13 isolat
belum diketahui. Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukan bahwa Isolat Jamur
Minuman Fermentasi Tuak pada bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus memiliki aktivitas antibakteri, isolat yang paling baik adalah M1TB
(Penicillium sp) kategori kuat. Nilai rata-rata LDH sebesar 18,22 mm mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan M7TB2 (Penicillium sp)
dengan kategori lemah. Nilai rata-rata LDH sebesar 11,24 mm mampu menghambat
bakteri Staphylococcus aureus.

Kata Kunci : Antibakteri, Jamur Minuman Fermentasi Tuak, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus.



SUMMARY
MELDA PUTRI. 066119007. 2023. Screening of Antibacterial Activity of Toddy
Fermented Beverage Fungus Isolate Against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. Supervised by: Fitria Dewi Sulistiyono M, Si and Nilam Fadmaulidha
Wulandari, Ph.D.

Antibacterials are compounds used to control the growth of harmful

bacteria. Fungi from fermented palm wine are thought to produce compounds that
are antibacterial. Escherichia coli is a gram-negative bacterium which is normal
flora in the human intestine which can cause urinary tract infections and diarrhea.
Staphylococcus aureus is a gram-positive bacterium. Diseases that are often caused
include food poisoning, mild skin infections to severe infections.

This study aims to determine the antibacterial activity of fungal isolates
originating from palm wine fermented drink fungi against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus and to identify fungi from palm wine fermented drinks
macroscopically such as the color of the top and bottom visible colonies by referring
to the color chart, edge of the colony. , elevation (seen from the side), texture or
shape (such as cotton), wool, carpet (velvety), and cotton and microscopic structure
of hyphae and reproductive structures. The method used to test antibacterial activity
in this research is the disc diffusion method.

The results of the yeast isolates from fermented palm wine contained 23
isolates, of which 8 isolates were thought to be Penicillium sp, 2 Aspergillus sp,
and 13 isolates were unknown. The results of the antibacterial activity test showed
that the Tuak Fermented Drink Fungus Isolate on Escherichia coli and
Staphylococcus aureus bacteria had antibacterial activity, the best isolate was
M1TB (Penicillium sp) in the strong category. The average LDH value of 18.22
mm was able to inhibit the growth of Escherichia coli and M7TB2 (Penicillium sp)
bacteria in the weak category. The average LDH value of 11.24 mm was able to
inhibit Staphylococcus aureus bacteria.

Keywords: Antibacterial, Tuak Fermented Fungi, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan
pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan (Nugroho dkk., 2016). Suatu zat
antibakteri dengan interaksi dengan bakteri dapat bersifat bakteriostatik (hanya
menghambat) atau dapat bersifat bakterisid (membunuh bakteri). Tujuan
pengukuran aktivitas antibakteri untuk menentukan potensi suatu zat antibakteri
dalam larutan, konsentrasi suatu zat antibakteri terhadap cairan badan dan jaringan,
dan kepekaan suatu bakteri terhadap konsentrasi-konsentrasi dikenal (Jawetz et al.,
1986). Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti ingin mengetahui apakah tuak
dari hasil fermentasi nira aren dapat berpotensi sebagai antibakteri.

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus adalah bakteri patogen yang
paling banyak menyerang manusia. E.coli adalah bakteri dalam kelompok
Enterobacteriaceae yang bersifat gram negatif, anaerobik fakultatif, berbentuk
batang, tidak membentuk spora, fermentatif dan biasanya bergerak dengan flagela
peritrika. Koloni pada agar nutrient berbentuk bundar agar sedikit cembung tanpa
pigmen, halus dengan pinggiran nyata. Bakteri E.coli mampu memfermentasi
laktosa dengan menghasilkan gas. Suhu optimum untuk pertumbuhannya adalah
37°-42°C (Cahyo Nugroho, 2005). S.aureus adalah bakteri Gram positif yang hidup
sebagai saprofit di dalam saluran membran tubuh manusia, permukaan kulit,
kelenjar keringat, dan saluran usus (Pelczar & Chan, 1988).

Jamur adalah organisme kecil seperti mikroskopis, eukariotik berserabut
(transparan) yang menghasilkan spora dan tidak mengandung klorofil dan memiliki
dinding sel yang mengandung Kkitin, selulosa atau keduanya (Agrios, 1996).
Menurut Illahi (2021), jamur terbagi menjadi tiga yaitu jamur berbadan buah besar
(mushroom), jamur berbentuk benang (molds) dan jamur bersel satu (khamir). Salah
satu mikroorganisme yang sering digunakan di industri yaitu khamir yang memiliki
kemampuan memfermentasi substrat menjadi suatu produk yang bermanfaat untuk

manusia.



Tuak sebagai hasil fermentasi dari tanaman nira aren yang mengandung
komponen utama seperti flavonoid, alkaloid, saponin, triterpenoid, dan fenol yang
bermanfaat sebagai antibakteri. Fermentasi nira aren menjadi tuak umumnya
dilakukan dalam satu hari yang dibantu oleh khamir (Saccharomyces) dan bakteri
Lactobacillus. Saccaromyces dapat menghasilkan etanol sedangkan lactobacillus
menghasilkan asam saat fermentasi berlangsung (Dewi dkk., 2018).

1.2 Tujuan Penelitian
1. Mengidentifikasi jamur dari minuman fermentasi secara makroskopik dan
mikroskopik
2. Menentukan aktivitas antibakteri isolat jamur yang berasal dari minuman
fermentasi terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
1.3 Hipotesis
1. Diperoleh isolat jamur yang teridentifikasi secara makroskopik dan
mikroskopik
2. Diperolen jamur dan minuman fermentasi yang memiliki aktivitas

antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphyloccocus aureus.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
Isolat Koleksi BRIN dari Tuak Nira Bogor

Isolat minuman fermentasi tuak bogor diisolasi pada tahun 2019, 39 isolat

2.1

disimpan dalam eppendorf dan media simpannya yaitu Trehalosa 5% + Glyserol
10% masing-masing isolat memiliki dua kali pengulangan. Isolat minuman
fermentasi disimpan di freezer dengan suhu -80°C.

Tabel 1. Isolat Koleksi BRIN dari Tuak Nira Bogor

No Kode Sumber Tanggal Media simpan Juml
isolat isolat isolasi ah

1 M1TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

2 M2TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

3 M3TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

4 M4TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

5 M5TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

6 M6TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

7 M7TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

8 M8TB  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B

9 M1TA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

10 M2TA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

11 M3TA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

12 MATA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

13 M5TA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

14 M6TA  Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor A

15 M7TA  Tuak 23.08.2019 Thl 5% + gly 10% 2

Bogor A
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Lanjutan
Tabel 2. Isolat Koleksi BRIN dari Tuak Nira Bogor
37 Y3TB Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B
38 Y5TB Tuak 23.08.2019  Thl 5% + gly 10% 2
Bogor B
39 Y7TB Tuak 23.08.2019 Thl 5% + Gly 10% 2
Bogor B

Tuak adalah minuman yang terbuat dari sadapan, diambil dari mayang enau
atau aren. Sadapan dari enau atau aren disebut nira. Nira kemudian difermentasi
sehingga menjadi putih, menimbulkan bau yang khas serta memberi selera bagi
peminumnya. Tuak adalah minuman tradisional yang terbuat dari sadapan, diambil
dari mayang enau atau aren. Sadapan dari enau atau aren disebut nira, nira tersebut
manis rasanya. Terdapat dua jenis tuak sesuai dengan resepnya, ada yang manis dan
pahit, dimana yang pahit mengandung alkohol (Firmando, 2020).

Manfaat tuak yaitu dapat menjaga kehangatan tubuh karena tuak
mengandung alkohol dan bersifat hangat, sebagai solusi sariawan karena tuak
memiliki kandungan vitamin C yang cukup tinggi. Vitamin C merupakan unsur
yang diperlukan untuk mencegah dan mengobati masalah panas dalam dan
sariawan, makan dengan meminum tuak maka virus yang menyebabkan datangnya
sariawan akan terbunuh oleh kandungan yang dimiliki oleh tuak. Obat penenang,
obat tidur, mengurangi stress, tetapi tidak boleh di minum terlalu banyak karena
dapat menyebabkan hilang kesadaran, sebagai penurun demam tuak akan menjaga
dan meningkatkan sistem imun dalam tubuh. Obat diabetes karena kandungan tuak
tidak banyak mengandung gula yang tinggi, meskipun tuak mempunyai komposisi
gula jika meminum tuak secara teratur tetapi dengan dosis yang rendah diakui dapat
membantu pasien yang mengidap Diabetes dengan cara mengurangi kadar gula
dalam darah. Melancarkan sistem pencernaan contohnya sembelit dapat diatasi
dengan tuak karena tuak memiliki unsur air dan serat (Muhammad, 2019).

2.2 Identifikasi Jamur

Jamur adalah salah satu organisme yang memegang peranan penting dalam

daur kehidupan. Peranan penting dari jamur adalah menguraikan bahan organik

yang kompleks yang ada di alam menjadi suatu unsur yang sangat sederhana



sehingga mudah diserap dan dimanfaatkan oleh organisme yang lainnya.
Keberadaan jamur di seluruh dunia diperkirakan jumlahnya dapat mencapai 1,5 juta
spesies yang diprediksi masih hidup. Jumlah jamur teridentifikasi sampai saat ini
baru mencapai sekitar 100.000 spesies (Campbell dkk., 2012) yang artinya bahwa
masih banyak jumlah spesies jamur yang belum teridentifikasi. Jamur memperoleh
makanan atau sumber nutrisi dengan menggunakan suatu alat yang terdiri dari
benang-benang halus yang disebut dengan hifa (Anggriawan, 2014). Jamur adalah
organisme eukariotik, berspora, tidak berklorofil, berproduksi secara seksual dan
aseksual, jamur berdasarkan ukuran tubuhnya ada yang makrokopis yang hanya
dapat dilihat dengan menggunakan alat bantu mikroskop (Darwis, 2011).

Menurut Suryani dkk (2020), Mengidentifikasi jamur dengan mengamati
sifat-sifat hidup jamur secara makroskopis dan mikroskopis.
a. Secara makroskopis dengan mengamati pertumbuhan koloni jamur pada
media pertumbuhan. Sifat-sifat koloni seperti bentuk susunan, warna dan
ukuran koloni.
b. Secara mikroskopik adalah dengan mengamati struktur jamur seperti hifa,
spora dan lain-lain. Kemudian adanya zat-zat kimia yang dikeluarkan oleh
tubuh jamur seperti preparat enzim, asam-asam, alkohol dan pigmen-
pigmen dan antibiotika yang merupakan produk dari jamur.
2.3 Khamir

Khamir adalah fungi uniseluler yang memiliki ukuran sel dengan sekitar 2-
3 um hingga 20-50 pum dan lebar 1-1 um, tidak berflagel (kavanagh, 2005). Khamir
adalah salah satu makhluk hidup bersel tunggal (single cell) yang melakukan
perkembang biakan dengan tunas atau membelah (Kanti dkk., 2001). Menurut
Mubin bin Zubaidah (2015) bahwa khamir akan tumbuh subur pada kondisi normal
yaitu 25-30°C sehingga populasi khamir yang dihasilkan tidak berbeda terlalu jauh.
Proses tumbuh dan berkembang biak khamir lebih cepat dibanding jamur. Khamir
lebih efektif dalam memecah komponen kimia dibanding jamur, karena mempunyai
perbandingan luas permukaan dengan volume yang lebih besar. Dinding sel sangat

tipis untuk sel-sel yang masih muda, dan semakin lama semakin tebal jika sel



semakin tua. Dinding selnya berupa glukan (selulosa khamir), mannan, protein,
kitin, dan lipid (waluyo, 2005).

Sel khamir memiliki ukuran, bentuk, dan warna yang bervariasi. Umumnya
khamir memilki sel berbentuk bulat, semi bulat, oval, elips, atau silindris (Hogg,
2005). Khamir dapat menghasilkan pigmen berwarna hitam, merah muda, merah,

jingga, dan kuning (Kavanagh, 2005).

Gambar 1. Khamir (Periadnadi dkk., 2018)

24 Kapang

Kapang adalah fungi multiseluler yang mempunyai filamen, dan
pertumbuhannya pada substrat mudah dilihat karena penampakannya yang
berserabut seperti kapas. Pertumbuhannya mula-mula berwarna putih, tetapi jika
berspora telah timbul akan berbentuk berbagai warna tergantung dari jenis kapang
(Ali, 2005).

Menurut (Waluyo, 2004) kapang dapat dibedakan menjadi 2 kelompok
berdasarkan struktur hifa, yaitu hifa tidak bersekat atau nonseptat dan hifa bersekat
atau septat. Septat akan membagi hifa menjadi bagian-bagian, dimana setiap bagian
tersebut memiliki inti (nukleus) satu atau lebih. Kapang yang tidak memiliki septat
maka inti sel tersebar di sepanjang hifa. Dinding penyekat pada kapang disebut
dengan septum yang tidak tertutup rapat sehingga sitoplasma masih dapat bebas
bergerak dari satu ruang ke ruang lainnya. Kapang yang bersekat antara lain kelas
Ascomycetes, Basidiomycetes dan Deuteromycetes. kapang yang tidak bersekat

yaitu kelas Phycomycetes (Zygomycetes dan Oomycetes).



Gambar 2.Kapang (Eyre., 2009)
2.5  Antibakteri

Antibakteri adalah obat atau senyawa kimia yang digunakan untuk
membasmi bakteri, khususnya bakteri yang bersifat merugikan manusia. Beberapa
istilah yang digunakan untuk menjelaskan proses pembasmian bakteri yaitu
germisid, bakterisid, bakteriostatik, antiseptik, dan desinfektan (Pelezar dan Chan,
1988).

Metode antibakteri difusi cakram dilakukan dengan cara kertas cakram
sebagai media untuk menyerap bahan antimikroba dijenuhkan kedalam bahan uji.
Setelah itu kertas cakram diletakkan pada permukaan media agar yang telah
diinokulasi dengan biakkan mikroba uji, kemudian diinkubasikan selama 24 jam
pada suhu 35°C. Area atau zona bening sebanding dengan jumlah mikroba uji yang
ditambahkan pada kertas cakram (Bonang, 1992), kelebihan metode cakram yaitu
dapat dilakukan pengujian lebih cepat pada penyiapan cakram (Nurhayati.,2020)

Data yang diperoleh dalam penelitian ini merupakan hasil diameter zona
hambat yang berupa angka atau data numerik. Pengamatan dan perhitungan luas
zona bening di lakukan dengan mengukur luas daerah bening yang terbentuk di
sekitaran sumuran, dilakukan 2 pengukuran yaitu secara vertikal, dan horizontal
lalu dibagi 2. Hasil yang didapatkan adalah luas zona hambat yang terbentuk.
Tabel 2. Kategori Diameter Zona Hambat CLSI (2019)

Kategori Interpretatif Diameter Zona Hambat (mm)
Resistant (lemah) <12
Intermediate (sedang) 13-17

Sensitif (kuat) >17




2.6 Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif yang merupakan flora
normal di usus manusia yang dapat menyebabkan infeksi saluran kencing dan diare
(Jawetz et al., 2005). Menurut Pelczar and Chan (1986), bakteri E.coli adalah
bakteri yang paling banyak digunakan sebagai indikator sanitasi karena bakteri ini
adalah bakteri komensal pada usus manusia, umumnya merupakan patogen
penyebab penyakit dan relatif tahan hidup di air sehingga dapat dianalisis
keberadaannya di dalam air yang sebenarnya bukan medium yang ideal untuk
pertumbuhan bakteri. E.coli dapat dipindah sebarkan melalui air yang tercemar tinja
atau air seni orang menderita infeksi pencernaan, sehingga dapat menular pada
orang lain. E.coli keluar dari tubuh bersama tinja dalam jumlah besar serta mampu
bertahan sampai beberapa minggu. Kelangsungan hidup dan replikasi E.coli di
lingkungan membentuk koliform. E.coli tidak tahan terhadap keadaan kering atau
disinfektan biasa. Bakteri ini akan mati pada suhu 60°C selama 30 menit.
Klasifikasi Escherichia coli menurut Songer dan Post (2005) adalah kingdom
Bacteria, Filum Protobacteria, Kelas Gamma Protobacteria, Ordo
Enterobacteriales, Famili Enterobacteriaceae, Genus Escherichia, dan Spesies

Escherichia coli.

Gambar 3.Esherichia coli ( Anggraeni, R.2015)
2.7  Staphylococcus aureus
Bakteri Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif. Penyakit yang
sering disebabkan oleh S.aureus adalah keracunan makanan, infeksi kulit ringan
hingga infeksi berat yang dapat mengancam jiwa (Jawetz et al., 2008). S.aureus
adalah bakteri yang dapat menghasilkan pigmen kuning, bersifat aerob fakultatif
dan koloni cenderung berbentuk menyerupai buah anggur.
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Secara alami S.aureus adalah flora normal pada manusia, yang sering ditemukan
pada kulit, hidung dan mata. Bakteri S.aureus juga merupakan salah satu penyebab
penyakit infeksi seperti jerawat, pneumonia dan blefaritis (Radji, 2016). Sifat
bakteri S.aureus yang tidak membentuk spora, sehingga S.aureus termasuk jenis
bakteri yang paling kuat daya tahannya. Agar miring, bakteri ini dapat tetap hidup
sampai berbulan-bulan, baik dalam lemari es maupun pada suhu kamar
(Syahrurahman et al., 2011).

Gambar 4. Staphylococcus aureus (Hayati dkk,2019).



BAB Il
METODE KERJA

3.1  Waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Maret sampai dengan Mei 2023
di dua tempat di Pusat Riset Biosistematika dan Evolusi (PRBE) dan Pusat Riset
Mikrobiologi Terapan (PRMT), Organisasi Riset Hayati dan Lingkungan (ORHL),
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) Cibinong, Jawa Barat.
3.2  Alat dan bahan penelitian
3.2.1 Alat

Alumunium foil, Autoklaf (Hiclave HVE 50), batang pengaduk, botol
semprot, buku identifikasi Pitt dan Hocking (2009), buku Barnet and Hunter (1998).
bunsen, cawan Petri phyrex, erlenmeyer, gelas ukur, hot plate dan stirrer (VELP
Arec), inkubator (memmert), jangka sorong, kamera handphone, kapas penutup
tabung, karet, kertas saring, label, Laminar air flow (Robust), lemari pendingin,
mikropipet dan tip, mikroplate, mikroskop (Olympus) yang tersambung kamera,
neraca analitik, objek glass, ose, oven, paper disk atau kertas cakram (whatman 6
mm), pH meter, penggaris, Petri disposible, pinset, pipet tetes, pipet ukur, plastik
wrap, plastik pembungkus, preparat dan cover glass, rak tabung reaksi, sarung
tangan, sedotan, sentrifuge effendorf (51451R), shaker, syringe, sonikasi, tabung
falcon, tabung reaksi, timbangan analitik, tissue, tissue optic, tusuk gigi, tusuk sate,
UV Transilluminator.
3.2.2 Bahan

Aquadest steril, Es batu, Escherichia coli, etanol (Merck), HCI (Merck),
isolat minuman fermentasi koleksi BRIN, kloramfenikol (sebagai antibakteri),
lactophenol cotton blue, Luria Bertani (LB) padat dan cair, malt extract agar
(MEA), malt extract brooth (MEB), NaOH 0,5%, spirtus, Staphylococcus aureus.
3.3  Metode Kerja
3.3.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian disterilkan terlebih dahulu, alat kaca
seperti cawan Petri, ose, pinset, tabung reaksi, gelas ukur, gelas piala dan cork borer

disterilkan menggunakan oven dengan suhu 141°C selama 1 jam. Sterilisasi media
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MEA, MEB, LB padat dan LB cair sebelum digunakan disterilkan terlebih dahulu
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit (Wulandari dkk.,
2021).

3.3.2 ldentifikasi Tingkat Genus

a. Persiapan Sampel Isolat Minuman Fermentasi

Isolat minuman fermentasi tuak yang digunakan merupakan isolat koleksi
BRIN yang disimpan di freezer pada suhu -80°C dengan jumlah 39 isolat.
Penelitian diawali dengan meremajakan 39 isolat jamur minuman fermentasi tuak
dari suhu -80°C ke suhu ruang 25°C kurang lebih selama 1 jam. Peremajaan isolat
jamur minuman fermentasi dilakukan di dalam LAF secara aseptis dekat api
bunsen. Diambil satu ose dari biakan murni diteteskan pada MEA dan diinkubasi
selama 7 hari pada suhu ruang (Faisal, 2015).

b. Pembuatan Media Malt Extract Agar (MEA)

Media MEA dibuat dengan melarutkan 18 g ekstrak malt dan 15 gram agar
bakteriologis dalam 1L aquadest menggunakan labu erlenmeyer, labu disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, selanjutnya 10 mL media steril
dituangkan ke dalam cawan Petri steril. Cawan dengan medium padat dibungkus
dengan kantong plastik dan diinkubasi pada suhu 28°C selama 24 jam untuk
diperiksa sterilitasnya (Eger et al., 1976).

C. Pengamatan Morfologi Jamur makroskopis

Pengamatan karakter makroskopis yaitu proses pemindahan cakram isolat
jamur ke media pertumbuhan MEA dengan tusuk gigi steril. Isolat jamur murni
akan diamati kecepatan pertumbuhanya selama 7 hari dan diamati karakter
makroskopisnya seperti warna koloni tampak atas dan bawah dengan merujuk pada
atlas warna (colour chart), tepi koloni, elevasi (dilihat dari samping), tekstur atau
bentuk (seperti mengkapas (cotton), wolly, permadani (velvety), dan katun (cottony)
dokumentasi (foto) koloni jamur tampak atas dan bawah. Identifikasi jamur
mengacu pada buku identifikasi Illustrated Genera of Imperfect Fungi (Barnett
dan Hunter, 1998).
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d. Pengamatan Morfologi Jamur mikroskopis

Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan cara biakan murni jamur
diambil secara aseptis menggunakan jarum preparat dan diletakkan di atas
permukaan object glass, lalu diberi pewarna yakni lactophenol cotton blue untuk
membantu mengamati struktur mikroskopisnya dan menggunakan metode
menumbuhkan jamur pada media agar di atas preparat dengan bantuan tusuk gigi
steril dan kertas saring. Setelah itu, preparat ditutup dengan cover glass dan diamati
di bawah mikroskop yang sudah terkoneksi dengan kamera dengan perbesaran 400
— 1000x. Ciri-ciri mikroskopis yang diamati meliputi struktur hifa dan struktur
reproduksi. Identifikasi jamur mengacu pada buku identifikasi Illustrated Genera
of Imperfect Fungi (Barnett dan Hunter, 1998).

3.3.3 Uji Aktivitas Antibakteri
a. Pembuatan Media Malt Ekstract Agar (MEA)

Media MEA dibuat dengan melarutkan 18 g ekstrak malt dan 15 gram agar
bakteriologis dalam 1L aquadest menggunakan labu erlenmeyer, labu disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, selanjutnya 10 mL media steril
dituangkan ke dalam cawan Petri steril. Cawan dengan medium padat dibungkus
dengan kantong plastik dan diinkubasi pada suhu 28°C selama 24 jam untuk
diperiksa sterilitasnya. Media ini digunakan untuk inokulasi kapang dan khamir
digunakan untuk merendam kertas cakram yang akan dipakai untuk pengujian
antibakteri (Eger et al., 1976).

b. Persiapan Filtrat Isolat Jamur Minuman Fermentasi

Isolat minuman fermentasi yang telah murni ditumbuhkan dalam media
Malt Extract Agar (MEA) selama 7 hari hingga bersporulasi dengan menggunakan
ose dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi masing-masing 20 ml Malt
Extract Brooth (MEB). Tabung reaksi diinkubasi selama 7 hari dalam inkubator
pada suhu ruang (27 — 30°C), setelah 7 hari isolat yang sudah diinkubasi disonikasi
dengan sonicator dengan waktu 6 menit, setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan
8000 rpm selama 5 menit pada suhu ruang. Isolat jamur minuman fermentasi
dilakukan penyaringan dengan kertas saring. Supernatan dipisahkan dari

biomassanya. Supernatan yang diperoleh kemudian digunakan untuk merendam
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paper disk/kertas cakram yang akan dipakai untuk pengujian antibakteri (Jamilatun
dkk., 2020).
C. Pembuatan Media Luria Bertani (LB) Bakteri Uji
Media LB Agar dibuat dengan menimbang trypton 4 gram, NaCl 4 gram,
yeast extract 2 gram dan agar Bacteriologi 6 gram, dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquadest 400 mL kemudian dihomogenkan
media yang sudah homogen ini disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit kemudian dituangkan pada masing-masing cawan Petri sebanyak 20 mL
dan didinginkan sampai memadat. Media ini digunakan untuk inokulasi bakteri dan
uji kepekaan terhadap antibiotik (Turangan dkk., 2017).
d. Peremajaan Bakteri Uji
Peremajaan bakteri dilakukan dengan menggunakan metode gores. Biakan
murni bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus diambil satu ose
kemudian diinokulasikan dengan cara digoreskan secara zig-zag pada media agar
secara aseptik kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Yanti dan
Mitika, 2017).
e. Pewarnaan Bakteri Uji
Teknik pewarnaan gram dilakukan dengan langkah awal membersihkan
kaca objek menggunakan alkohol 95% dan dilewatkan beberapa kali pada nyala api
bunsen sehingga bebas dari kotoran. Ambil isolat bakteri dengan jarum ose secara
aseptis dan diolesi tipis pada objek glass. Fiksasi specimen dilakukan dengan
melewatkannya di atas api bunsen sebanyak tiga kali. Teteskan kristal violet pada
objek sampai menutupi seluruh sediaan kemudian didiamkan selama satu menit
pada suhu ruang lalu dibilas menggunakan aquadest. Ditetesi alkohol selama 5 detik
lalu dibilas dengan aquadest selanjutnya ditetesi safranin dan didiamkan selama
satu menit kemudian dibilas dengan aquadest pada suhu ruang selanjutnya
dikeringkan lalu diamati dibawah mikroskop (Rahmatullah, dkk. 2021).
f. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Bakteri yang telah di kultur pada media agar LB diambil koloninya

sebanyak satu ose koloni dengan kawat ose steril kemudian dimasukan ke dalam
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media LB cair 10 ml. Suspensi bakteri dibuat 2 buah, suspensi yang pertama
Staphylococus aureus dan suspensi kedua Escherichia coli (Pangouw dkk., 2020).
g. Cek Nilai optical destinaty (OD)

Suspensi bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang telah
diinkubasi selama 24 jam di media LB kemudian isolat bakteri diambil sebanyak 10
ml untuk diamati nilai Optical Destinaty (OD) menggunakan Microplate Reader.
Pengamatan dilakukan setiap satu jam sekali, dimulai dengan jam-0 dan seterusnya
dengan dimasukan 200 mm duplo bakteri E.coli, S.aureus dan blanko berupa media
LB cair (sebagai kontrol) (Yunita, S, 2015).

h. Persiapan Kertas Cakram

Penyiapan kertas cakram dilakukan dengan cara disiapkan kertas cakram
lalu di rendam pada filtrat isolat minuman fermentasi, kontrol positif yang
digunakan yaitu kloramfenikol 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm dan kontrol negatif
yaitu aquadest steril secara terpisah selama 30 menit pada suhu 37°C. (Komala
dkk., 2018, Nawea dkk., 2017).
I. Uji Aktivitas Antibiakteri Isolat Jamur Tuak

Proses pengujian aktivitas antibakteri isolat jamur minuman fermentasi

tuak yang dilakukan dengan metode difusi cakram kertas (Disk Diffusion method),
Paper disk steril (diameter 6 mm) yang telah ditetesi/direndam dalam larutan uji
diletakkan pada permukaan medium LB yang telah berisi bakteri uji yaitu
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, selanjutnya diinkubasi selama 1x24
jam pada suhu 37°C. Apabila di sekitar kertas cakram terbentuk wilayah jernih atau
daerah bening maka hal ini menunjukkan indikasi kepekaan bakteri terhadap bahan
atau senyawa antimikroba yang terkandung di jamur minuman fermentasi. Daerah
bening tersebut selanjutnya diukur diameternya menggunakan jangka sorong atau
penggaris. Selanjutnya ditentukan kategori zona hambat yang terbentuk
(Setyaningsih, 2008).
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Gambar 5. Diagram Pengukuran Zona Hambat (Mozartha dkk., 2019)
Bahan uji

Zona hambatan bakteri

Zona pertumbuhan bakteri

1B

Cara mengukur zona hambat bakteri
Keterangan :

Pengukuran 1 (mm) = (Jarak titik A-B)
Pengukuran 2 (mm) = (Jarak titik C-D)
Pengukuran 3 (mm) = (Jarak titik E-F)

Pengukuran diameter zona hambat (mm) dilakukan dengan rumus:

[ k 14243
Diameter zona hambat =2=7£= ugan
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Kertas cakram Daerah Hambat

Gambar 6. Letak Kertas Cakram
3.3.4 Analisis Data
Pada penelitian ini digunakan metode analisis data statistik menggunakan
program SPSS (Statistical Package For the Social Siences) versi 24 dengan ONE
WAY ANOVA. Parameter yang dianalisis meliputi daya hambat bakteri lalu jika ada

perbedaan maka dianalisis dengan uji Duncan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1  Hasil Identifikasi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak

Isolat jamur minuman fermentasi didapatkan dari koleksi BRIN yang
berasal dari minuman fermentasi tuak Bogor. Media yang digunakan sebagai
tempat pertumbuhan isolat jamur minuman fermentasi yaitu Malt Extract Agar
(MEA) . Thom dan Chruch (1926) merekomendasikan MEA dalam pertumbuhan
kapang dan khamir karena mengandung karbon, protein dan sumber nutrisi lainnya
(Rheisa, 2021) Ekstrak malt mengandung polisakarida yang digunakan sebagai
sumber energi, pepton mikologi berfungsi sebagai nitroge, agar adalah agen
pemadat, MEA memiliki pH 5,4 (Swandi dkk., 2018).

Hasil identifikasi menunjukkan penampakan yang berbeda pada setiap
koloninya baik secara makroskopis maupun mikroskopis. Identifikasi makroskopis
dan mikroskopis dilakukan untuk melihat lebih detail karakteristik yang dimiliki
oleh jamur. Pemeriksaan makroskopis diamati secara langsung tanpa bantuan alat.
Pengamatan makroskopis dapat dilakukan pada hari ke 5-7 hari inkubasi atau isolat
mulai tumbuh pada media. Pengamatan makroskopis meliputi warna, tekstur, tepian
koloni dan tampak permukaan (Got et al., 2003). Menurut Sopialena, et al (2020)
faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan jamur antara lain yaitu cahaya,
substrat, suhu, kelembaban dan senyawa-senyawa kimia yang terdapat pada
lingkungan sekitar. Substrat adalah sumber nutrisi yang dimanfaatkan untuk
mengeksresi enzim, pertumbuhan spora pada jamur dapat dipengaruhi oleh cahaya.
Pertumbuhan jamur dapat cepat tumbuh pada kelembapan sekitar 90% dengan suhu
ruang 25-30°C.

Pengamatan mikroskopis dilakukan menggunakan metode slide culture
dengan bantuan mikroskop untuk melihat adanya miselium (hifa), spora struktur
morfologi dan cara berkembang biak (seksual atau aseksual) Identifikasi
mikroskopis menggunakan bantuan pewarnaan jamur yaitu lactophenol cotton blue
(LPCB). Komponen dari pewarnaan jamur (LPCB) yaitu fenol yang fungsinya
untuk membunuh organisme hidup, asam laktat yang berfungsi mempertahankan

struktur jamur. Pengamatan mikroskopik dilakukan menggunakan mikroskop yang
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tersambung dengan komputer dengan skala 40x10 hingga 100x10 kali. (Leck,
1999).

Semua isolat jamur minuman fermentasi teridentifikasi secara makroskopis
dan mikroskopis dan telah disesuaikan dengan litelatur dan buku kunci identifikasi
Pitt and Hocking (2009), dan Barnet and Hunter (1998). Tabel 2 ditunjukkan
gambar hasil identifikasi isolat jamur minuman fermentasi tuak secara makroskopis
dan mikroskopis yang telah dicocokkan dengan literatur dan buku identifikasi Pitt
and Hocking (2009), dan Barnet and Hunter (1998).

Penicillium Sp

Berdasarkan tabel 2, 3 identifikasi makroskopis dan pada tabel 4 identifikasi
secara mikroskopis didapatkan hasil:

1. Isolat M1TB memiliki warna atas koloni kuning (12.C), bawah koloni kuning
(23.A), memiliki tekstur permukaan Granular, tepian koloni Undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 5 mm. Berdasarkan
tabel 4 pengamatan makroskopis pada isolat M1TB memiliki hifa bersepta, tipe
spora konidiospora, sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (1,6 — 3,7), panjang (1,7 —3,6) = + (2,6 X 2,4)
um.

2. Isolat M5TB memiliki warna atas koloni putih (159.A) bawah koloni kuning
(20.A) memiliki tekstur permukaan Granular, tepian koloni Undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 6 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat M5TB memiliki hifa bersepta, tipe spora
konidiospora, sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (1,6 - 3,8) panjang (1,5 — 2,8) = +(2,8 X 2,7) um.

3. Isolat M7TB(2) Isolat memiliki warna atas koloni putih (155.A) bawah koloni
kuning (162.C) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni fillament
dan pola koloni fillament. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 20 mm.
Pengamatan makroskopis pada isolat M7TB(2) memiliki hifa bersepta, tipe
spora konidiospora, sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki

ukuran spora yaitu lebar (1,7 - 3,8) panjang (1,5 — 3,9) = (2,9 x 2,8) um.
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Isolat M8TB memiliki warna atas koloni putih (157.C) bawah koloni kuning
(160.D) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni fillament dan pola
koloni fillament. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 22 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat M8TB memiliki hifa bersepta, tipe spora
konidiospora, sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (1,6- 3,7) panjang (1,7 — 3,6) = £(2,6 X 2,4) um.
Isolat P1TB memiliki warna atas koloni putih (157.D) bawah koloni kuning
(157.D) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni fillament dan pola
koloni fillament. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 20 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat P1TB memiliki hifa bersepta, tipe spora konidiospora,
sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki ukuran spora yaitu
lebar (1,7 - 3,9) panjang (1,5 —4,0) = +(2,9 x 2,8) um.

Isolat P5TB memiliki warna atas koloni putih (157.D) bawah koloni kuning
(22.C) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 7 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat P5TB memiliki hifa bersepta, tipe spora konidiospora,
sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki ukuran spora yaitu
lebar (1,5 - 3,9) panjang (1,7 — 4,0) = £(2,9 x 3,0) um.

Isolat PATA memiliki warna atas koloni kuning (12.D), hijau (190.B) bawah
koloni kuning (15.A) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni
undulate dan pola koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 10
mm. Pengamatan makroskopis pada isolat PATA memiliki hifa bersepta, tipe
spora konidiospora, sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (1,5 - 3,8) panjang (1,6 — 3,9) = £(2,9 x 3,0) um.
Isolat P3TA memiliki warna atas koloni putih (155.D) bawah koloni kuning
(11.B) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni filament dan pola
koloni filament. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 20 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat P3TA memiliki hifa bersepta, tipe spora konidiospora,
sterigma dan konidiofor. Bentuk spora bulat dan memiliki ukuran spora yaitu
lebar (1,6 - 3,6) panjang (1,7 — 3,8) = +(2,6 X 2,7) um.
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Menurut Purwantisari dan Hastuti (2012) dalam Parlindo (2019)
melaporkan bahwa Penicillium sp. biasanya bersepta, memiliki badan buah yang
berbentuk seperti sapu diikuti sterigma dan konidia yang tersusun seperti rantai.
Konidiofor membentuk vesikel dibagian ujung dengan jumlah yang bervariasi
tergantung spesiesnya, hifa berseptat, mempunyai fialid, metula, konidia satu
berbentuk bulat atau elips. Identifikasi makroskopis didapatkan gambaran jamur
Penicillium sp yang sesuai dengan identifikasi menurut Domsch dan Gams (1980)
menyatakan bahwa Penicillium sp. mempunyai ciri-ciri warna koloni kuning, hijau
kebiruan sampai hijau kecoklatan. Permukaan koloni halus seperti beludru atau
kapas, mengeluarkan eksudat berwarna kuning atau hyalin.

Tabel 3. Identifikasi Morfologi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Jenis
Penicillium sp.

No | Kode Makroskopis Mikroskopis Jenis
isolat

1 M1TB
* (Yang
berpotensi

Penicillium sp

antibakteri

)

Bawah koloni Keterangan:
a. Konidiospora

b. Sterigma

(tonjolan)
c. Konidiofor
d. Hifa
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Lanjutan
Tabel 3. Identifikasi Morfologi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Jenis
Penicillium sp.
2 M5TB Penicillium sp
" Keterangan :
Bawah koloni a. Konidiospora
b. Sterigma
c. Konidiofor
d. Hifa
3 M7TB(2) Penicillium sp
*  (Yang
Berpotensi
Antibakter
)
Bawah koloni Keterangan:
a. konidiospora
b. sterigma
c. konidiofor
d. hifa
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Lanjutan
Tabel 3. Identifikasi Morfologi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Jenis
Penicillium sp.
4 M8TB Penicillium sp
o |
a. konidiospora
b. sterigma
c. konidiofor
d. hifa
5 PITB Penicillium sp

Bawah koloni Keterangan:
a. konidiospora
b. sterigma
c. konidiofor
d. hifa
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Lanjutan
Tabel 3. Identifikasi Morfologi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Jenis
Penicillium sp.
6 P5TB Penicillium
94 ==
e~ 4 (Sumber: Dok. Pribadi)
Bawah koloni Keterangan :
a. konidiospora
b. konidiofor
7 PATA Penicillium sp

o (Sumber: Dok. Pribadi)
Bawah koloni Keterangan :

a. konidia

b.konidiofor

c.hifa
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Tabel 3. Identifikasi Morfologi Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Jenis
Penicillium sp.

P3TA

Keterangan :
a. Konidiospora
b. Konidiofor

Penicillium sp

Tabel 4. Mikroskopik Isolat Minuman Fermentasi Jenis Penicillium sp.

Kode Warna Tekstur Tepi Pola Growth

Isolat permukaan koloni koloni rate
Atas Bawah
koloni  koloni

MITB Kuning Kuning Granular Undulate Irregular 5mm
12.C 23.A

M5TB Putih Kuning Glanular Undulate Irregular 6 mm
159.A 20.A

M7TB(2) Putih Kuning Cottony Filament Filament 20 mm
155.A 162.C

M8TB Putih Kuning Cottony Filament Filament 22 mm
157.C 160.D

PITB Putih Putih Cottony Filament Filament 20 mm
157.D 157D
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Lanjutan

Tabel 4. Mikroskopik Isolat Minuman Fermentasi Jenis Penicillium sp.

P5TB Putih Kuning Cottony Undulate  Irregular 7 mm
157.D 22.C

PATA Kuning Kuning Cottony Undulate  Irregular 10 mm
12.D, 15.A
hijau
190.B

P3TA Putih Kuning Cottony Filament  Filament 20 mm
155.0 11B

Tabel 5. Identifikasi Mikroskopik Isolat Minuman Fermentasi Jenis Penicillium sp.

Kode Bentuk Ukuran Spora Perkiraan jenis
isolat Spora Lebar x Panjang (um)
M1TB Bulat (1,6 —3,7) x (1,7 — 3,6) Penicillium sp
= +(2,6 X 2,4) um
M5TB Bulat (1,6 —3,8) x(1,5—2,8) Penicillium sp
=+(2,8%x2,7) um
M7TB2 Bulat (1,7-3,8) x (1,5 -3,9) Penicillium sp
=+(2,9 x2,8) um
M8TB Bulat (1,6 —3,7) x (1,7 — 3,6) Penicillium sp
= +(2,6 X 2,4) um
P1TB Bulat (1,7 -3,9) x (1,5 — 4,0) Penicillium sp
= +(2,9 X 2,8) um
P5TB Bulat (1,5-3,9) x (1,7 — 4,0) Penicillium sp
= +(2,9 X 3,0) um
PATA Bulat (1,5-3,8) x (1,6 —3,9) Penicillium sp
= +(2,9 X 3,0) um
P3TA Bulat (1,6 —3,6) x (1,7 — 3,8) Penicillium sp

= +(2,6 X 2,7) um
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Aspergillus sp

Berdasarkan tabel 5 dan 6 identifikasi secara makroskopis dan pada tabel 7
identifikasi secara mikroskopis didapatkan hasil :

1. Isolat M3TA memiliki warna atas koloni putih (155.D) bawah koloni orange
(167.A) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 20 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat M3TA memiliki konidia, vesicle, konidiospora dan
hifa. Bentuk spora bulat dan memiliki ukuran spora yaitu lebar (2,8 - 3,9)
panjang (2,9 —4,2) = £(3,6 x 3,8) um.

2. Isolat Y7TA memiliki warna atas koloni hijau (199.A) bawah koloni krem
(161.A) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni undulate dan pola
koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 16 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y7TA memiliki konidia, vesicle, konidiospora dan hifa.
Bentuk spora bulat dan memiliki ukuran spora yaitu lebar (2,9 - 4,1) panjang
(3,0 — 4,4) = +(3,7 x 3,8) um.

Menurut penelitian Robert A. Samson dan Ellen S. Van Reenen-Hockstra
pada tahun 1988 Aspergillus sp memiliki koloni yang terdiri atas beberapa warna
seperti putih, kuning, coklat kekuningan, coklat atau hitam dan hijau. Warna koloni
dari Aspergillus sp ini secara keseluruhan merupakan warna dari konidianya.
Identifikasi mikroskopis dengan mikroskop 1000x didapatkan gambaran jamur
Aspergillus sp yang sesuai dengan identifikasi menurut Robert A. Samson dan Ellen
S. van Reenen-Hockstra dimana pada gambaran yang ditemukan jamur tersebut
yaitu terdiri dari konidia, phialid, vesicle, konidiofor dan hifa. Kepala konidia
adalah struktur yang terletak dibagian terminal konidiofor, berbentuk bulat
(globose) atau semibulat (subglobase) terususun atas vesikel, metula, fialid dan
konidia. Vesikel adalah pembesaran konidiofor pada bagian apeksnya membentuk
suatu struktur berbentuk globase atau elips. Konidiofor merupakan suatu struktur
tegak lurus yang muncul dari sel kaki dan pada ujungnya menghasilkan kepala
konidia. Sebagaian besar dari spesies Aspergillus sp memiliki konidiofor tidak

bercabang yang masing-masing menghasilkan kepala konidia tunggal.
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Tabel 6. Identifikasi Morfologi Isolat Minuman Fermentasi Jenis Aspergillus sp.

No | Kode Makroskopis
isolat

1 M3TA

2 | YTTA

Bawah koloni

Mikroskopis

Jenis

Keterangan :
konidia
phialide
vesicule
konidiospora
hifa

®o0 o

Aspergillus sp

Keterangan :
a.Konidia
b.Konidiosfor
c.Vesicle
d.Hifa

Aspergillus sp
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Tabel 6. Identifikasi Makroskopik Isolat Minuman Fermentasi Jamur Aspergillus

Kode - Warna Tekstur  Tepi Pola Growth

Isolat permuk  koloni koloni Rateate
Atas Bawah aan

M3TA Putih Orange Cottony  Undulate Irregular 22 mm
155.D  167.A

YTTA Hijau Krem 161.A Powdery Undulate Circular 16 mm
199.A

Tabel 7. Identifikasi Mikroskopik Isolat Minuman Fermentasi Jenis Aspergillus sp.

No Kodeisolat  Bentuk Ukuran Spora Perkiraan jenis
spora Lebar x Panjang( um)
1 M3TA Bulat (2,8—-3,9) x(29-42) Aspergillus sp
= +(3,6 X 3,8) um
2 Y7TA Bulat (29-4,1)%x(3,0—4,4) Aspergillus sp

= +(3,7 X 3,8) um

Berdasarkan tabel 8, 9, 10 pengamatan morfologi secara makroskopis dan
secara mikroskopis terdapat 1 kapang dan 12 khamir yang belum diketahui yaitu:
1. Isolat M7TB(1) memiliki warna atas koloni putih (155.A) bawah koloni

kuning (22.B) memiliki tekstur permukaan cottony, tepian koloni filament dan
pola koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 6 mm.
Pengamatan makroskopis pada isolat M7TB(1). Bentuk spora bulat dan
memiliki ukuran spora yaitu lebar (1,5 — 3,7) panjang (1,6-3,8) = £(2,7x2,9)
pm.

2. lIsolat M2TB memiliki warna atas koloni hijau (143.B), kuning (12.C) bawah
koloni  kuning (17.C) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni
entire dan pola koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 23
mm. Pengamatan makroskopis pada isolat M2TB memiliki bentuk spora bulat
dan memiliki ukuran spora yaitu lebar (2,0 - 3,5) panjang (2,1 —3,1) =
+(2,6 X 2,8) um.
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Isolat P6TB memiliki warna atas koloni hijau kecoklatan (199.A), bawah
koloni hitam (202.A) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni
rhizoid dan pola koloni serrate. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 15
mm. Pengamatan makroskopis pada isolat P6TB memiliki bentuk spora bulat
dan memiliki ukuran spora yaitu lebar (6,5 - 9,11) panjang (6,9 —9,0) =
+(8,0 X 7,9) um.

Isolat P8TB memiliki warna atas koloni hijau (202.A) putih (157.D), bawah
koloni hitam (202.A) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni
undulate dan pola koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 17
mm. Pengamatan makroskopis pada isolat P8TB memiliki bentuk spora bulat
dan memiliki ukuran spora yaitu lebar (6,9 - 9,0) panjang (6,8 —9,2) =
+(8,0 X 7,9) um.

Isolat Y1TA memiliki warna atas koloni hitam (202.D), bawah koloni coklat
(200.D) memiliki tekstur permukaan mengkilap, tepian koloni entire dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 15 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y1TA memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,0 - 3,5) panjang (2,4 —4,0) = £(3,3 x 3,8) um.
Isolat Y2TA memiliki warna atas koloni hijau (131.A), bawah koloni hijau
(131.A) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 23 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y2TA memiliki bentuk spora bulat dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,0 - 3,9) panjang (1,9 —4,0) = +(2,8 x 3,1) um.
Isolat Y4TA memiliki warna atas koloni orange (165.A), bawah koloni orange
(165.B) memiliki tekstur permukaan mucoid, tepian koloni undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 14 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y4TA memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,8 - 4,8) panjang (2,7 —5,7) = £(4,3 X 4,6) um.
Isolat YSTA memiliki warna atas koloni putih (155.A), bawah koloni putih
(155.A) memiliki tekstur permukaan mucoid, tepian koloni entire dan pola
koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 9 mm. Pengamatan
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makroskopis pada isolat YS5TA memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,6 - 4,9) panjang (2,8 —5,7) = (3,6 X 4,2) um.
9. Isolat Y8TA memiliki warna atas koloni orange (165.B), bawah koloni orange
(165.B) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni undulate dan pola
koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 10 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y8TA memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,5 - 4,9) panjang (2,8 —5,7) = (3,6 X 4,2) um.
10. Isolat Y1TB memiliki warna atas koloni hitam (202.A), bawah koloni hitam
(202.A) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni irregular dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 15 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y1TB memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,6 - 3,9) panjang (2,9 — 4,8) = +(3,2 X 3,6) um.
11. Isolat Y2TB memiliki warna atas koloni hijau (146.A), bawah koloni kuning
(162.C) memiliki tekstur permukaan powdery, tepian koloni undulate dan pola
koloni irregular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 16 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y2TB memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,5 - 3,9) panjang (2,9 — 4,6) = +(3,3 X 3,9) um.
12. Isolat Y3TB memiliki warna atas koloni coklat (199.A), bawah koloni orange
(165.B) memiliki tekstur permukaan mucoid, tepian koloni undulate dan pola
koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 12 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y3TB memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,3 - 4,1) panjang (2,6 — 4,7) = +(3,6 x 3,8) um.
13. Isolat Y5TB memiliki warna atas koloni orange (177.B), bawah koloni orange
(177.C) memiliki tekstur permukaan mucoid, tepian koloni undulate dan pola
koloni circular. Diameter koloni pada hari ketujuh yaitu 12 mm. Pengamatan
makroskopis pada isolat Y5TB memiliki bentuk spora oval dan memiliki
ukuran spora yaitu lebar (2,6 - 4,2) panjang (2,8 — 4,6) = +(3,4 X 3,9) um.
Setiap khamir mempunyai karakteristik morfologi koloni yang beragam.
Menurut Kreger, 1987 dalam widiastutik 2013, identifikasi mikroskopis khamir
merupakan pengamatan sel yang dilakukan menggunakan mikroskop dengan

pewarnaan Methylene blue untuk melihat bentuk sel, budding dan ukuran sel.
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Menurut Lud Waluyo 2007 sel khamir mempunyai ukuran yang bervariasi yaitu

dengan panjang 1-5 mm sampai 20 mm dan lebar 1-10 mm, bentuk khamir

bermacam-macam vyaitu bulat, oval, silinder dan sebagainya hal ini sama dengan

hasil yang telah didapatkan.

Tabel 8. Hasil Morfologi Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui.

Makroskopis

No | Kode
isolat

1 M7TB2(1)

2 M2TB

Atas koloni

S
- e— N B
g SR R\
¥ ¥\
\ \
\
\
| |

Keterangan :

Mikroskopis

Jenis

a. hyphopodia
b. hifa tidak
bersepta

Belum diketahui

Belum diketahui

Lanjutan
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Tabel 8. Hasil Morfologi Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui.
» W\ A

3 P6TB Belum diketahui

4 P8TB Belum diketahui
Atas Ion
> ' t )
Bawah koloni
5 |YITA [~ s Belum diketahui

Atas koloni
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Tabel 8. Hasil Morfologi Isol
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at Minuman Fermentasi yang belum diketahui.

=

A"

6 Y2TA

7 YATA

Atas koloni

Belum diketahui

Belum diketahui
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Tabel 8. Hasil Morfologi Isolat
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inuman Fermentasi yang belum diketahui.

Belum diketahui

8 YSTA -
9 Y8TA
10 | Y1TB

Belum diketahui

Belum diketahui




Lanjutan
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Tabel 8. Hasil Morfologi Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui.

11 | Y2TB
Bawah koloni
12 | Y3TB Permukaan koloni

=
Bawah koloni

Belum diketahui

Belum diketahui
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Lanjutan

13 | Y5TB Belum diketahui

Ats k

I"'A" /

4 :\ —— — e ':I‘
Bawah koloni

Tabel 9. Hasil Makroskopis Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui

Kode Warna Tekstur Tepi Pola Growh rate
Isolat permukaan koloni koloni
Atas Bawah
M7TB Putih  Kuning Cottony Filament Filament 20 mm
Q) 155.A 22B
M2TB Hijau Kuning Powdery Entire Circular 23 mm
143.B 19.B
kunin
gl7.C
P6TB Hijau Hitam  Powdery Rhizoid  Serrate 15 mm
kecok 202.A
latan
199.A
P8TB Hijau Hitam  Powdery Undulate Circular 17 mm
202.A 202.A
putih

157.D
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Tabel 9. Hasil Makroskopis Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui

YITA Hitam Coklat Mengkilap  Entire Irregular 15 mm
202.D 200.D

Y2TA Hijau Hijau Powdery undulate Irregular 23 mm
131.A 131.A

Y4TA Orang Orange Mucoid Undulate Irregular 14 mm
e 165.B
165.A

Y5TA Putih  Putih Mucoid Entire Circular 9 mm
155.A 155.A

Y8TA Orang Orange Powdery undulate  Circular 10 mm
e 165.B
165.B

Y1TB Hitam Hitam  Powdery Irregular Irregular 15 mm
202.A 202.A

Y2TB Hijau Kuning Powdery undulate Irregular 16 mm
146.A 162.C

Y3TB Cokla Orange Mucoid Undulate Circular 12 mm
t 165.B
199.A

Y5TB Orang Orange Mucoid Undulate Circular 12 mm
e 177.C
177.B

Tabel 10. Hasil Mikroskopis Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui

Kode isolat  Bentuk Ukuran Spora Perkiraan jenis
spora Lebar x Panjang (um)
M7TB(1) Bulat (1,5-3,7) x (1,7 — 3,6) Belum diketahui

= +(2,6 X 2,4) um
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Lanjutan

Tabel 10. Hasil Mikroskopis Isolat Minuman Fermentasi yang belum diketahui.

M2TB Bulat (2,0-3,5)%x(2,1—-3,1) Belum diketahui
= +(2,6 X 2,8) um

P6TB Bulat (6,5—-9,11) x (6,9 —9,0) Belum diketahui
=+4(7,6 X7,8) um

P8TB Bulat (6,9 —9,0) x (6,8 —9,2) Belum diketahui

=+(8,0x79)um

Y1TA Oval (2,0 -3,5) x (2,4 —4,0) Belum diketahui
= +(3,3 X 3,8) um

Y2TA Bulat (2,0-3,9) x (1,9 — 4,0) Belum diketahui
= +(2,8 X 3,1) um

Y4TA Oval (2,8 —-4,8) x(2,7—-5,7) Belum diketahui
= +(4,3 X 4,6) um

Y5TA Oval (2,6 —4,9)%x(2,8—5,4) Belum diketahui
= +(4,3 X 4,7) um

Y8TA Oval (25-4,9)%x(2,8-15,7) Belum diketahui
= +(3,6 X 4,2) um

Y1TB Oval (2,6 —3,9) x (2,9 —4,8) Belum diketahui
= +(3,2%x3,6) um

Y2TB Oval (2,5-3,9) x (2,9 —-4,6) Belum diketahui
=+(3,3 % 3,9) um

Y3TB Oval (23-4,1)%x (2,6 —4,7) Belum diketahui
= +(3,6 X 3,8) um

Y5TB Oval (2,6 —4,2) x (2,8 —4,6) Belum diketahui

= +(3,4 X 3,9)um

Menurut Gandjar et al., (2006) khamir dapat membentuk hifa palsu yang

tumbuh menjadi misselium sejati (pseudomycellium) dan ada khamir yang dapat
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membentuk misellium sejati (true pseudomycillium), misellium palsu merupakan
sel tunas yeast yang memanjang dan tidak melepaskan diri dari sel induknya.

Hasil pengamatan pada isolat jamur minuman fermentasi tuak didapatkan
10 isolat kapang dan 13 isolat belum diketahui, hasil menunjukkan warna koloni
dan tekstur permukaan beragam pada MEA diantaranya isolat memiliki warna
putih, krem, hitam, hijau, kuning dan coklat, hal ini karena masing-masing isolat
memiliki ciri khas yang tumbuh pada media. Penampakan secara mikroskopis juga
isolat memiliki ciri khas yang berbeda-beda antara lain ada yang membentuk
konidium, konidiospora dan beberapa diantaranya adalah khamir.

4.2 Uji Potensi Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi

Pengujian antibakteri isolat jamur minuman fermentasi ini bakteri uji yang
digunakan yaitu Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Pengujian ini adalah
salah satu langkah awal untuk mengetahui antibakteri dari senyawa bioaktif dari
isolat jamur minuman fermentasi tuak terhadap E.coli mewakili gram negatif dan
S.aureus mewakili gram positif. Pada kontrol positif antibiotik yang digunakan
yaitu kloramfenikol 200 ppm dan kontrol negatif nya yaitu aquadest.

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan
metode uji Kirby-Bauer menggunakan kertas cakram. Metode difusi cakram adalah
metode yang paling sering digunakan untuk menentukan kerentanan bakteri
terhadap antibiotik. Metode digunakan kertas cakram yang berfungsi sebagai
reservoir agen antibakteri. Apabila terjadi zona hambat pada antibiotik disebut
sensitivitas sedangkan resistensi adalah zona hambat yang tidak terjadi terhadap
bakteri. Pengamatan dilakukan setelah bakteri diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C dengan mengukur diameter vertikal, horizontal diperoleh bahwa ada atau
tidaknya daerah bening yang terbentuk disekitar kertas cakram menunjukkan
adanya zona penghambatan
4.2.1 Hasil Sonikasi Jamur Dari Minuman Fermentasi

Isolat minuman fermentasi yang telah diidentifikasi secara makroskopis dan
mikroskopis ditumbuhkan ke MEB dan diinkubasi selama tujuh hari. Setelah jamur
tumbuh pada MEB di sonikasi menggunakan alat sonikator. Menurut Kuldiloke

(2002) metode sonikasi atau Ultrasonic-assisted ectraction (UAE) adalah metode



41

yang menggunakan gelombang ultrasonik dengan frekuensi lebih dari 20 kHz.

Salah satu manfaat metode ultrasonik adalah untuk mempercepat proses ekstraksi.

ol i | ]

(b)

Gambar 7. (a) Proses Sonikasi (b) Jamur Minuman Fermentasi sebelum
Disonikasi (¢) Jamur Minuman Fermentasi setelah Disonikasi

Jamur minuman fermentasi yang telah disonikasi selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 8000 rpm selama 5 menit. Sentrifugasi merupakan proses
pemisahan partikel padat dari cairan dengan prinsip gravitasi dan sentrifugal
dimana densitas cairan agar partikel padat dapat dipisahkan dari partikel cairnya
(Istiana dkk., 2018) selanjutnya dilakukan penyaringan dengan menggunakan
syringe, tip steril berpori 0,45um untuk mendapatkan filtrat. Hasil dari penyaringan

disebut dengan filtrat yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri.

Gambar 8.Filtrat Isolat Minuman Fermentasi
4.2.3. Hasil Pengecekan Pewarna Bakteri Uji
Bakteri yang digunakan yaitu Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
koleksi Laboratorium Pemulihan Mikrobiologis BRIN Cibinong yang disimpan di
freezer pada suhu -80°C. Bakteri E.coli dan S.aureus ditanaman pada LB padat dan
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diinkubasi selama 24 jam. Bakteri yang sudah tumbuh pada LB dicek dibawah
mikroskop dengan pewarnaan gram. Pewarnaan gram adalah metode yang
digunakan untuk membedakan spesies bakteri menjadi dua kelompok nesar yaitu
Gram-positif dan Gram-negatif. Denmark Hans Christian Gram adalah Nama yang
mengembangkan teknik ini. Bakteri Gram positif mempertahankan pewarna kristal
violat sedangkan bakteri Gram-negatif tidak. Pada bakteri Gram-negatif akan
berwarna merah dan Gram-positif akan berwarna ungu dari kristal violet (Yunus
dkk., 2017). Hal ini sesuai dengan hasil mikroskop yang didapat yaitu pada E.coli

Gram-negatif berwarna merah dan S.aureus Gram-positif berwarna ungu.

(@) (b)

Gambar 10. Hasil Mikroskop Bakteri Uji (a) Staphylococcus aureus (b)
Escherichia coli.

4.2.3. Hasil Cek Optical Desity OD Bakteri

Penghitungan Optical desity (OD) bakteri menggunakan micro reader
untuk melihat tingkat kekeruhan bakteri. Cek OD bertujuan untuk mengetahui nilai
absorbansi pada sampel uji (Nair, D dkk., 1993). Data berupa nilai absorbansi,
didapatkan hasil pada Escherichia coli 0,463 CFU/mL setara dengan 108 pada jam
kedua inkubasi. Hasil absorban pada Staphylococcus aureus yaitu 0,487 CFU/mL
setara dengan 10® pada jam ketiga inkubasi. Hal ini sesuai dengan standar Mc-
Farland 0,5 setara dengan 1,5x108 CFU/mL (Simarmata et al., 2007). Mc-Farland
0,5 dijadikan referensi untuk menyesuaikan atau diasumsikan setara dengan
kekeruhan bakteri suspensi sehingga jumlah bakteri dalam kisaran yang diberikan

untuk membekukan mikroba pengujian (Rosmania & Yanti, 2020).
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4.2.2. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Daya hambat bakteri adalah kemampuan suatu senyawa aktif untuk
menghambat pertumbuhan bakteri yang diketahui dengan adanya zona hambatan
pertumbuhan bakteri disekeliling cakram sehingga bakteri yang diujikan bersifat
sensitif terhadap senyawa aktif tersebut (Waluyo, 2010). Kontrol positif yang
digunakan yaitu kloramfenikol 200 ppm dan kontrol negatif yang digunakan yaitu
aquadest. Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif karena kloramfenikol
merupakan antibiotik bersprektum luas yang aktif terhadap bakteri gram positif
maupun gram negatif (Aviany & Pujiyanto., 2020). Kloramfenikol yang digunakan
menunjukkan adanya mekanisme penghambatan ditandai dengan zona bening
disekitar cakram antibiotik. Aquadest digunakan sebagai kontrol negatif karena
merupakan senyawa netral yang tidak berefek terhadap pertumbuhan bakteri. Hal
tersebut dibuktikan dengan tidak adanya respon hambat pertumbuhan E.coli dan
S.aureus pada cakram kontrol negatif. Aquadest dinyatakan aman digunakan
sebagai kontrol negatif (Henaulu & Keihena. 2020).

Tabel 11. Aktivitas Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi yang
berpotensi terhadap Escherichia coli.

Kode Perkiraan Jenis Ldhzsd Kategori

K (+) Kloramfenikol 200 ppm 19,62 +0,91" Kuat

K(-) Aquadest 0? Tidak menghambat
M1TB Penicillium sp 18,22+ 3,96" Kuat

M7TB(2) Penicillium sp 13,08 + 1,30° Sedang

PATA Penicillium sp 11,86 £ 0,72° Lemah

P5TB Penicillium sp 14,08 2,779 Sedang

PITB Penicillium sp 13,53 +£0,28Y Sedang
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Lanjutan

Tabel 11. Aktivitas Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi yang berpotensi
terhadap Escherichia coli.

P6TB Belum diketahui 8,84+0,68" Lemah
YITA Belum diketahui 8,17+0,64> Lemah
Y4TA Belum diketahui 8,14 +0,43" Lemah
Y2TB Belum diketahui 10,51 +£1,16° Lemah

Keterangan : huruf yang berbeda pada superscript menunjukan adanya perbedaan
nyata antar isolat berdasarkan uji Duncan pada taraf a 0,05.

Hasil LDH Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak yang memiliki aktivitas
antibakteri Escherichia coli, isolat jamur minuman fermentasi yang memiliki
aktivitas antibakteri lemah PATA (Penicillium sp), P6TB (belum diketahui), YITA
(belum diketahui), YATA (belum diketahui) dan Y2TB (belum diketahui), Hasil
kategori yang sedang terdapat pada isolat M7TB(1) (Penicillium sp), P5TB
(Penicillium sp) dan P1TB (Penicillium sp). Kategori yang paling baik selain
kontrol positif adalah M1TB (Penicillium sp.) dengan kategori kuat. Nilai rata-rata
LDH sebesar 18,22 mm. Menurut Walpajri (2014) Peniciilium sp. menghasilkan
bakteri penisilin yang mampu menghambat sintesis peptidoglikan dinding sel
bakteri karena Penicillium sp dapat menghambat bakteri patogen. buhan bakteri
(Pelczar & Chan 1988).

Keterangan gambar 11 adalah sebagai berikut:

Kloramfenikol 200 ppm enam kali pengulangan cakram, (b) Isolat M1TB
(berpotensi) terletak di bawah isolat M3TA (tidak berpotensi) dengan masing-
masing tiga kali pengulangan cakram, (c) Isolat M7TB(2) (berpotensi) terletak
diatas isolat M8TB (tidak berpotensi) masing-masing tiga kali pengulangan
cakram, (d) isolat PATA (berpotensi) terletak di atas isolat P5STB (berpotensi)

masing-masing isolat dengan tiga kali pengulangan cakram, (e) Isolat P1TB
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(berpotensi) terletak diatas isolat P3TA (tidak berpotensi) masing-masing tiga kali
pengulangan cakram, (f) isolat P6TB (berpotensi) terletak diatas isolat P8TB (tidak
berpotensi) maing-masing dengan tiga kali pengulangan cakram, (g) Isolat Y1TA
(berpotensi) terletak diatas isolat P4TA (berpotensi) masing-masing tiga kali
pengulangan cakram, (h) isolat Y2TB terletak diatas isolat Y5TB masing-masing

dengan tiga kali pengulangan cakram.

Gambar  11. Aktivitas Antibakteri Isolat Minuman Fermentasi terhadap
Escherichia coli. (a) Kloramfenikol 200 ppm (b) M1TA (c)
M7TB2 (d) PATA dan P5TB (e) P6TB (f) P1TB (g) Y1TA dan
Y4TA (h) Y2TB

Hasil analisis menggunakan One Way ANOVA menunjukkan nilai signifikasi
sebesar 0,001 < 0,05 nilai ini ini lebih kecil dari nilai taraf nyata (o)) yang artinya
terdapat pengaruh perbedaan M1TB, M7TB(2), P4TA, P5TB, PITB, P6TB, Y1TA,
YATA, Y2TA, Kontrol Positif 200 ppm, Kontrol negatif, terhadap nilai lebar daya
hambat isolat jamur minuman fermentasi yang berpotensi terhadap E.coli. Hasil
uji duncan menunjukan kontrol negatif tidak berbeda nyata karena menempati
kolom subset yang sama tetapi YATA, Y1TA, P6TB, Y2TB, PATA, berbeda nyata
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dengan M7TB berbeda nyata dengan P1TB, P5TB, berbeda nyata juga M1TB,
K+200 ppm.

Tabel 12. Aktivitas Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak
Staphylococcus aureus

Kode Keterangan LDH=Sd Kategori

K(+) Kloramfenikol 200 12,58 +0,244 Lemah
ppm

K(-) Aquadest 02

M3TA Aspergillus sp 7,31 £0,35° Lemah

M7TB2 Penicillium sp 11,24 + 0,58°¢ Lemah

P6TB Belum diketahui 9,9+2,67° Lemah

Keterangan : huruf yang berbeda pada superscript menunjukan adanya perbedaan

nyata antar isolat berdasarkan uji Duncan pada taraf o 0,05.

Hasil LDH Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Staphylococcus aureus
yang memiliki aktivitas antibakteri, isolat jamur minuman fermentasi yang
memiliki aktivitas antibakteri lemah M3TA (Aspergillus sp), M7TB2 (Penicillium
sp), P6TB (belum diketahui) dan kontrol positif. Kategori yang paling baik selain
kontrol positif adalah M7TB2 (Penicillium sp) dengan kategori lemah . Nilai rata-
rata LDH sebesar 11,24 mm.

Penicillium sp yang sangat berperan penting dalam lingkungan alam seperti
pada produksi makanan dan obat. Penicillium ini menghasilkan penisilin yang
digunakan sebagai antibiotik yang dapat membunuh atau menghentikan beberapa
jenis bakteri didalam tubuh. Penicillium sp (dari penicillius Latin : kuas) adalah
genus jamur Ascomycetous (Baker & Cook, 1982)

Keterangan tabel 12 sebagai berikut:

(@) Kloramfenikol 200 ppm dengan enam kali pengulangan cakram (b)

Isolat M3TA (berpotensi) terletak diatas isolat M1TB (tidak berpotensi) masing-
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masing dengan tiga kali pengulangan cakram (c) Isolat M7TB(2) terletak diatas

isolat M8TB (tidak berpotensi) masing-masing dengan tiga kali pengulangan
cakram dan (d) isolat P6TB (berpotensi) terletak diatas isolat P8TB (tidak
berpotensi) masing-masing dengan tiga kali pengulangan cakram.

(a) (b) (© (d)

Gambar  12. Aktivitas Antibakteri Isolat Minuman Fermentasi terhadap
Staphylococcus aureus. (a) Kloramfenikol 200 ppm, (b) M3TA, (c)
M7TB2 dan (d) P6TB.

Hasil analisis menggunakan One Way ANOVA menunjukkan nilai
signifikasi sebesar 0,001 < 0,05 nilai ini ini lebih kecil dari nilai taraf nyata (o)) yang
artinya terdapat pengaruh perbedaan M3TB, M7TB (2), P6TB, kontrol positif 50
ppm 100 ppm 200 ppm, kontrol negatif, terhadap nilai lebar daya hambat Isolat
jamur minuman fermentasi yag berpotensi terhadap Staphylococcus aureus . Hasil
uji duncan menunjukan Kontrol negatif tidak berbeda nyata karena menempati
kolom subset yang sama tetapi M3TA, berbeda nyata dengan M7TB, P6TB berbeda
nyata dengan kontrol positif 200 ppm.

Berdasarkan hasil uji LDH menunjukan bahwa Isolat Jamur Minuman
Fermentasi Tuak pada bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
memiliki aktivitas antibakteri, isolat yang paling baik selain kontrol positif adalah
M1TB (Penicillium sp) dengan kategori sedang. Nilai rata-rata LDH sebesar 18,22
mm mampu menghambat pertumbuhan bakteri E.coli dan M7TB2 (Penicillium sp)
dengan kategori lemah. Nilai rata-rata LDH sebesar 11,24 mm mampu menghambat
bakteri S.aureus. Kemampuan penghambatan terhadap bakteri ini munjukkan
bahwa isolat kode M1TB dan kode isolat M7TB(2) memiliki aktivitas antibakteri
spektrum luas karena mampu menghambat bakteri gram positif S.aureus dan
bakteri gram negatif yaitu E.coli (jamilatun, 2020).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a.

Hasil isolat jamur minuman fermentasi tuak terdapat 23 isolat, delapan
isolat perkiraan jenis Penicillium sp, dua isolat perkiraan jenis,
Aspergillus sp dan 13 isolat belum diketahui.

Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukan bahwa Isolat Jamur Minuman
Fermentasi Tuak pada bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus memiliki aktivitas antibakteri, isolat yang paling baik selain
kontrol positif adalah kode isolat MI1TB (Penicillium sp) dengan
kategori kuat. Nilai rata-rata LDH sebesar 18,22 mm mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan kode isolat
M7TB2 (Penicillium sp) dengan kategori lemah. Nilai rata-rata LDH

sebesar 11,24 mm mampu menghambat bakteri Staphylococcus aureus

5.2 Saran

a.

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antibakteri dengan bakteri antibiotik
lainnya.

Perlu dilakukan pengujian DNA barcoding untuk jamur yang belum
diketahui.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Sterilisasi Alat dan Bahan

e Persiapan sampel isolat

minuman fermentasi
e Pembuatan media MEA
e Pengamatan morfologi

Identifikasi Tingkat Genus

jamur dan khamir secara
makroskopis dan
mikroskopis

. . ) - e Pembuatan media Malt
Uji Aktivitas Antibakteri Extract Agar (MEA)

e Persiapan filtrat isolat

jamur minuman fermentasi
e Pembuatan media Luria
Bertani (LB) bakteri uji
e Peremajaan Bakteri uji
e Pewarnaan Bakteri Uji

e Pembuatann suspensi
bakteri uji
e Perhitungan Optical

Destinaty (OD) bakteri uji
e Persiapan kertas cakram
e Uji aktivitas antibakteri
isolat jamur tuak

Analisis Data




Lampiran 2. Perhitungan LDH
Rumus perhitungan LDH :

. AB+CD+EF
Diameter zona hambat = —————

Filtrat isolat minuman fermentasi Escherichia coli

K(+) kloramfenikol 50 ppm

14,8+16,6+17,8

Ulangan 1 = = 16,4 mm
Ulangan 2 = Zorisvied _ 16,93 mm
Ulangan 3 = 12841644152 _ 14,8 mm
Ulangan 1 = 17154417 16,46 mm
Ulangan 2 = horionid7 - 15,1 mm
Ulangan 3 = 178+156+148 _ 16,06 mm

K(+) kloramfenikol 100 ppm

17,8+17+17,8

Ulangan 1 = =17,53 mm
Ulangan 2 = 182+104+178 _ 17,46 mm
Ulangan 3 = 18241704170 — 17,8 mm
Ulangan 1 = Jorl7ov1on - 16,73 mm
Ulangan 2 = BI04 - 18,06 mm
Ulangan 3 = 182+104+172 _ 17,26 mm

K(+) kloramfenikol 200 ppm

19+18+17,2

Ulangan 1= = 18,06 mm
Ulangan 2 = 186+188+19% — 18,93 mm
Ulangan 3 = 224204+ 19 ~ 19,6 mm
Ulangan 1 = 18442144202 — 20 mm
Ulangan 2 = 208+206+212 = 20,86 mm

18,6+21,2+21 _

Ulangan 3 = — - 20,26 mm
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MITB

Ulangan 1= 17.8+202+192 _ 19,06 mm
Ulangan 2 = 126”33& =13 mm
Ulangan 3 = 27.8+762%238 — 22,6 mm
M7TB2

Ulangan 1 = 1324768+148 _ 14,93 mm
Ulangan 2 = 116+122+128 _ 12,2 mm
Ulangan 3 = 12Arilerlas o 12,13 mm
PITB

Ulangan 1= 2AriAart? o 13,66 mm
Ulangan 2 = Bttt 13,8 mm
Ulangan 3 = 12201132 - 13,13 mm
P5TB

Ulangan 1 = 1284150413 _ 13,13 mm
Ulangan 2 = 286428417 - 17,86 mm
Ulangan 3 = 2224244132 - 13,13 mm
P6TB

Ulangan 1 = 244554 — 9 mm
Ulangan 2 = 108482498 9,6 mm
Ulangan 3 = 78472488 _ 7 93 mm
PATA

Ulangan 1= Bzrt2til? — 12,86 mm
Ulangan 2 = 102+132+102 _ 11,2 mm
Ulangan 3 = oAt A28 ~ 11,53 mm

YITA
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8,6+8,8+8,6

Ulangan 1 = = 8,66 mm
Ulangan 2 = 7A+00478 - 7,26 mm
Ulangan 3 = 26+84+78 8,6 mm
Y4TA

Ulangan 1= 59486496 _ 8,36 mm
Ulangan 2 = 74488496 _ 8,8 mm
Ulangan 3 = 782474 _ 7,53 mm
Y2TB

Ulangan 1 = 1LoH90+IZ% ~ 11,2 mm
Ulangan 2 = 1AvilAvile o 11,46 mm
Ulangan 3 = B8+92+88 — 8,86 mm
Y5TB

Ulangan 1 = 206414 — 11 mm
Ulangan 2 = BA+8.4+90 = 8,8 mm
Ulangan 3 = 2041141006 _ 10,4 mm

Filtrat isolat minuman fermentasi Staphylococcus aureus

K(+) kloramfenikol 50 ppm

8,6+12,6+10,4

Ulangan 1 = =10,53 mm
Ulangan 2 = 106+110%98 10,66 mm
Ulangan 3 = 124+106498 ~ 10,86 mm
Ulangan 1 = 108+98+10% 10,33 mm
Ulangan 2 = 2064964116 = 10,6 mm
Ulangan 3 = 2024112498 - 10,4 mm

K(+) kloramfenikol 100 ppm

10,2+12+10,4

Ulangan 1 = =10,86 mm

58



12,2+12+10,4

Ulangan 2 = =11,53 mm
Ulangan 3 = 1984102 - 10,33 mm
Ulangan 1= 102+108+10.2 _ 10,4 mm
Ulangan 2 = 984102 - 10,33 mm
Ulangan 3 = 1L4+108+19% — 10,86 mm

3
K(+) kloramfenikol 200 ppm

12,4+11,4+14

Ulangan 1 = =12,6 mm
Ulangan 2 = 13241244112 _ 12,26 mm
Ulangan 3 = A 132410 — 13 mm
Ulangan 1= Bzriaotile - 12,46mm
Ulangan 2 = L2Ariaorsd _ 12,8 mm
Ulangan 3 = BArIL2H120 ~ 12,4 mm
M7TB2

Ulangan 1= m”z& =12,06 mm
Ulangan 2 = 20610614 - 10,86 mm
Ulangan 3 = 1124964116 - 10,8 mm
M3TA

Ulangan 1 = 8476464 _ 7,33 mm
Ulangan 2 = 7847448 _ 7,73 mm
Ulangan 3 = 52+0847.% ~ 6,86 mm
P6TB

Ulangan 1 = M S 13,53 mm
Ulangan 2 = 2248492 — 9 mm
Ulangan 3 = TA+E2TI - 7,16 mm
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Lampiran 3. Gambar hasil penelitian

- Uji aktivitas antibakteri isolat minuman fermentasi yang tidak

berpotensi terhadap Escherichia coli

Y3TB,Y8TA KRB4,KRB24

- Uji aktivitas antibakteri isolat minuman fermentasi yang tidak
berpotensi terhadap Staphyloccocus aureus

M8TB P1TB,P3TA



Y3TB,Y8TA Y2TB,Y5TB

KRB24, KRB4
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No.

Gambar

Persiapan alat-alat yang digunakan

—

Cek pH media
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10 | Sonikasi dan penyaringan
 —
11
12
13

14




Lampiran 4. Istilah

- Deskripsi Karakter morfologi pada tabel 3,6,9

Circular Bentuk koloni melingkar

Irregular Bentuk koloni tidak berpola

Filamentous Bentuk koloni berbenang-benang

Spindel Bentuk seperti lensa

Powdery Permukaan kering seperti ada bubuk

Mucoid Koloni basah dan lengket

Cottony Mengkapas

Wolly Seperti woll

Velvety Premadani

Entire Tepi koloni tegas dan rata

Undulate Tepi koloni bergelombang

serrate tepian koloni berbentuk geligi
- Kode isolat

No. | Kode isolat | Sumber isolat

1 M1TB Tuak Bogor B

2 M2TB Tuak Bogor B

3 M5TB Tuak Bogor B

4 M7TB(1) Tuak Bogor B

5 M7TB(2) Tuak Bogor B

6 M8TB Tuak Bogor B

7 M3TA Tuak Bogor A

8 P1TB Tuak Bogor B

9 P5TB Tuak Bogor B

10 | P6TB Tuak Bogor B

11 | P8TB Tuak Bogor B

12 | P3TA Tuak Bogor A

13 | PATA Tuak Bogor A
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14 | YITA Tuak Bogor A

15 | Y2TA Tuak Bogor A

16 | Y4TA Tuak Bogor A

17 | Y5TA Tuak Bogor A

18 | YTTA Tuak Bogor A

19 | Y8TA Tuak Bogor A

20 | Y1TB Tuak Bogor B

21 |Y2TB Tuak Bogor B

22 | Y3TB Tuak Bogor B

23 | Y5TB Tuak Bogor B

Istilah kode warna

Kode Ket. Group H.C.C B.C.C

11.B Yellow Group Naples yellow
HCC 403/1

12.A Yellow Group Aureolin HCC 3

12.D Yellow Group Aureolin HCC Pastel Yellow
3/3, BCC 232

15.A Yellow- Orange Buttercup HCC 5

Group
17.C Yellow- Orange Indian Yellow
Group HCC 6/1

19.B Yellow-Orange Group | Saffron Yellow

HCC 7/3

20.A
Group

Yellow- Orange

22.B Yellow- Orange

Group

Orange Buff HCC
507

22.C Yellow-Orange Group

Orange Buff HCC
507/1
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23.C Yellow-Orange Group | Cadmium Orange
HCC 8/2
131.A | Green Group Winchester Green
CC 106
143.B Green Group Scheele’s Green | Grass Green
HCC 860 BCC 103,
146.A | Yellow-Green Group
155.A | White Group
155.D | White Group
157.C | Green White Group
157.D | Green White Group
159.A | Orange-White Group Honeysuckle
BCC 62
160.D | Greyed-Yellow Group
161.A | Greyed-Yellow Group
162.C | Greyed-Yellow Group Tuscan Yellow
BCC 233
165.A | Greyed-Orange Beech Brown
Group BCC 69
165.B | Greyed-Orange Almond Shell
Group BCC 67
167.A | Greyed-Orange
Group
177.B | Greyed-Orange
Group
177.C | Greyed-Orange
Group
190.B | Greyed-Orange
Group
199.A | Greyed-Green Group
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200.D | Brown Group
202.A | Black Group
202.D | Black Group

- lstilah singkatan

PPM = Part per million
LDH = Lebar daya hambat
H.C.C = Horticultural Colour Chart

B.C.C = British Colour Council Dictionary of Colour Standards

CFU = Colony Forming Unit

Lampiran 5. Analisis data

Aktivitas Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi yang berpotensi terhadap

Escherichia coli.
Descriptives
LDH
95% Confidence Interval for
Mean
I Mean St Deviation  Std. Error ~ Lower Bound UpperBound  Minimum  Maximurm
k- 3 0000 00000 00000 0000 0000 .00 .00
K+ 50 PPM 6 15.9589 83500 34088 15.0826 16.8352 14.80 16.93
K+ 100 FFM [} 17.4733 45877 18728 16.9919 17.9548 16.73 18.06
K+ 200 PPM 6 19.6183 1.00017 40832 18.5687 20,6679 18.06 20.86
MTE 3 18.2200 485481 280283 6.1600 30.2800 13.00 2260
MTTB(2) 3 13.0867 1.59676 82189 91201 17.0532 1213 1483
PATA 3 11.8633 87877 50736 96804 14.0463 11.20 12.86
PETE 3 14.0833 340171 1.96398 56330 22.5337 11.26 17.86
P1TE 3 13.5300 35341 20404 12,6521 14.4079 1313 13.80
PETB 3 8.8433 84585 48841 6.7419 10.9448 7.83 9.60
¥1TA 3 8.1733 79154 A5T00 6.2070 10.1396 7.26 8.66
Y4TA 3 a.1400 53507 30852 6.8108 946492 7.53 8.53
Y2TE 3 10.4400 1.54700 BB 6.5970 14.2830 8.66 11.46
Total 48 13.2801 5.33087 76944 11.7321 14.8280 .00 22.60
ANOVA
LOH
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 1240894 12 103.408 38.1845 = 001
Within Groups 94 759 35 2707

Total 1335.653 47




Tukey HSD*P

kode_isolat

LDH

Subsetforalpha=0.05

4

jal

K-

YATA

Y1TA

FPETE

Y2TB

FPATA
M7TB(2)
F1TB

FP5TE

K+ 50FFM
K+ 100 FFPM
M1TB

K+ 200 PPM
Sig.

0000
8.1400
8.1733
8.8433 8.8433
10.4400 10.4400
11.8633 11.8633
13.0867

1.000 187 078

10.4400
11.8633
13.0867
13.5300
14.0833

212

11.8633
13.0867
13.5300
14.0833
159589

102

13.0867
13.5300
14.0833
15.9588
17.4733

060

14.0833
159589
17.4733
18.2200

0895

15,9589
17.4733
18.2200
19.6183

207

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.391.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean ofthe group sizes is used. Type | error levels are not guarantzed.
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Descriptives
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LDH
95% Confidence Interval for
Mean

M Mean St Deviation  Std. Error | Lower Bound Upper Bound  Minimum  Maximum
K- 3 .0ooo .0oooo .0oooo .oooo .o0ooo .00 .00
K+ 50 PPM i3 10.5633 18023 07766 10.3637 10.7630 10.33 10.86
K+ 100 FFM i3 10.7183 46944 19165 10.2257 11.2110 10.33 11.53
K+ 200 FFM i3 12.5867 27354 A116T 12.2996 12.8737 1226 13.00
M3TA 3 7.3067 43547 25142 6.22449 8.3884 6.86 773
M7TE 2 3 9.8967 327830 1.89273 1.75249 18.0404 716 1353
FETE 3 11.2400 71a7T 41037 94743 13.0057 10.80 12.06
Total an 9.6180 367525 B7100 8.2456 10.9904 .00 1353

Aktivitas Antibakteri Isolat Jamur Minuman Fermentasi Tuak Staphylococcus

aureus
LDH

Tukey HSD*®

Subsetforalpha=0.05
kode_isolat I 1 2 3 4
K- 3 .00o0
M3TA 3 7.3067
M7TE 2 3 9.8967
K+ 50 FFM 6 10.5633 10.5633
K+ 100 PPM 6 10.7183 10.7183
FETE 3 11.2400 11.2400
K+ 200 PPM 6 12.5867
Sig. 1.000 1.000 ABE3 A4
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.818.
. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

ANOVA

LOH
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 367174 ] 61.196 57.353 =001
Within Groups 24.541 23 1.067
Tatal 381.714 29
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