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ABSTRACT

“Sawi asin” (fermented vegetable) is a fermented product of vegetables which occur naturally
(indigenous). Sawi asin has a longer shelf life then fresh or raw vegetables; due to a certain lactic acid
bacteria (LAB) presence in sawi asin which produces bacteriocin which destroy bacteria that causes
food to spoil.

The research was carried out to isolate and identify LAB species in sawi asin (sawi asin produced
by MS, Malang; sawi asin produced by Niki Echo Surabaya and sawi asin produced by Wahana Boga
Malang, East Java). The LAB characteristics such as cell morphology, Gram staining, motility,
catalase, and gas production from glucose were observed. Identification of LAB species was carried
out by using kit equipment (sets) API 50 CH and APl 50 CHL medium version 5.1 continued by data
analysis using APIWEB software.

Result of research obtained were 21 LAB isolates (indigenous). The kit set used suceeded in
identifying one LAB species, Lactobacillus fermentum 1 with five strains: L. fermentum | SAAL, L.
fermentum | SAA2, L. fermentum | SAA4, L. fermentum | SAB1, and L. fermentum | SAC1.
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ABSTRAK

Sawi asin merupakan produk fermentasi sayuran sawi yang berlangsung secara alami
(indigenous). Sawi asin mempunyai daya guna dan daya simpan yang lebih lama dari sawi segar.
Hal ini dikarenakan adanya bakteri asam laktat (BAL) dengan spesies tertentu yang
memproduksi bakteriosin yang mampu membunuh bakteri perusak.

Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi spesies BAL sawi asin
(Sayur Asin Sawi Asin yang diproduksi MS Malang Jawa Timur, Sayur Asin Renyah yang
diproduksi Niki Echo Surabaya Jawa Timur, dan Sayur Asin Sawi Mas yang diproduksi Wahana
Boga Malang Jawa Timur) dengan karakteristiknya yang meliputi morfologi sel, pewarnaan
Gram, uji motilasi, katalase, produksi gas dari glukosa. Identifikasi spesies BAL dilakukan
dengan menggunakan perangkat kit APl 50 CH dan APl 50 CHL medium versi 5.1 yang
dilanjutkan dengan analisis data dengan menggunakan software APIWEB.

BAL indigenous yang diperoleh dari hasil penelitian ini sebanyak 21 isolat. Hasil identifikasi
menggunakan perangkat kit APl 50 CH dalam penelitian ini diperoleh satu spesies BAL yaitu
Lactobacillus fermentum 1 dengan lima strain: L. fermentum | SAAL, L. fermentum | SAA2, L.
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fermentum | SAA4, L. fermentum | SAB1, dan L. fermentum | SAC1.

Kata kunci: sawi asin, bakteri asam laktat, Lactobacillus fermentum 1

PENDAHULUAN

Sawi asin merupakan suatu produk
hasil fermentasi sawi putih atau sawi
Cina (Brassica rapa L.) sebagai bahan
utama dengan penambahan garam
melalui perendaman dalam larutan garam
dan dapat juga ditambahkan air tajin dan
air kelapa sebagai sumber karbohidrat
bagi bakteri yang berperan. Fermentasi
berlangsung secara alami dalam waktu
tertentu  oleh bakteri asam laktat
(indigenous). Sawi asin  diproduksi
melalui proses yang sederhana yang
sudah dilakukan sejak lama secara

tradisional oleh masyarakat terutama
masyarakat ~ Tionghoa. Fermentasi
dilakukan oleh bakteri asam laktat

tertentu secara alami (indigenous), tanpa
penambahan kultur bakteri asam laktat.
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Di Indonesia banyak dijumpai produk
hasil fermentasi seperti: sawi asin,
sauerkraut, kimchi, acar, tempe, tauco,
kecap, brem, dan terasi. Di Asia Timur
terdapat produk kimchi (Korea), hum choy
(Cina), dan pak-sian-dong (Thailand). Di

Eropa dan Amerika terdapat produk
sauerkraut (Steinkraus, 1996).
Produk-produk  hasil ~ fermentasi

menjadi awet karena adanya aktivitas
antimikroba dari bakteri asam laktat.
Bakteri ini menghasilkan bahan kimiawi
yang sangat berguna dalam fermentasi,
sebab bahan kimia ini dapat menghambat
pertumbuhan dan membunuh bakteri
tertentu yang tidak diharapkan. Bahan-
bahan antimikroba ini berupa asam-asam
organik dan komponen lainnya seperti
bakteriosin dan peptida antifungus (De
Vuyst dan Leroy, 2007).
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Informasi mengenai bakteri asam
laktat yang terdapat pada sawi asin yang
diperdagangkan tidak banyak bisa
dijumpai termasuk karakteristik dan
spesies bakteri asam laktat yang berperan
selama fermentasi.

Berdasarkan hal tersebut di atas perlu
dilakukan penelitian pada produk sawi
asin  yang diperdagangkan  untuk
mengetahui  karakteristik dan spesies
bakteri asam laktat yang terdapat dalam
sawi asin.

METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sawi asin yang
diproduksi dari tiga perusahaan yang
berbeda yaitu: Sayur Asin Sawi Asin
yang diproduksi MS Malang Jawa Timur,
Sayur Asin Renyah yang diproduksi Niki
Echo Surabaya Jawa Timur, dan Sayur
Asin Sawi Mas yang diproduksi Wahana
Boga Malang Jawa Timur. Sampel sawi
asin tersebut diperoleh di supermarket
Tiara Grosir JI. Cokroaminoto, Denpasar.
Bahan-bahan yang digunakan untuk uji
mikrobiologi dan identifikasi BAL
adalah: aquades, MRSA (de Man Rogosa
Sharpe Agar) (Oxoid), BCP (Bromo
Cresol Purple), bacteriological peptone
0,1%, gliserol 30%, MRS broth (Oxoid
dan Pronadisa), anaerob gas generating
kit (Oxoid), alkohol 70% (Brataco
Chemika), gram Stein (Bio analitika)
yaitu: larutan kristal violet, larutan lugol,
aseton alkohol, dan safranin. Selain itu
digunakan larutan Hidrogen Peroksida
(H,0,) 3% (Reidel de Haen), HCI 0,1 N,
NaOH 0,1 N, medium SIM (Sulphide
Indole and Motility) (Oxoid), glukosa
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(Oxoid), NaCl 6,5% dan 18%, dan kit
mikrobiologi standar API 50CH dan API
50CHL medium versi 5.1 (Biomerieux).

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
eksploratif yang menggunakan disain
eksperimen di laboratorium. Data
dikumpulkan dengan cara pengamatan
langsung setelah obyek penelitian
diberikan perlakuan, kemudian
melakukan serangkaian pengujian.

Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan secara
bertahap yaitu meliputi tahap analisis
mikrobiologi dan tahap isolasi dan
identifikasi bakteri asam laktat sampai
tingkat spesies.

Analisis Mikrobiologis
Total Bakteri Asam Laktat (BAL)

Total bakteri asam laktat ditentukan
dengan menggunakan metode tuang
(Fardiaz, 1993, Lay 1994). Sebanyak 10
g sampel sawi asin yang telah
dihomogenkan dimasukkan ke dalam
botol pengencer yang telah berisi 90 ml
larutan bacteriological peptone 0,1%
steril, lalu dihomogenkan sehingga
diperoleh pengenceran 101, selanjutnya
dipipet sebanyak 1 ml dan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi yang telah berisi
9 ml bacteriological pepton 0,1% steril,
sehingga diperoleh pengenceran 1072
Demikian seterusnya dengan cara yang
sama untuk mendapatkan pengenceran
yang lebih besar. Dari pengenceran yang
dikehendaki, sebanyak 1 ml sampel
dimasukkan ke dalam cawan petri steril
kemudian ditambahkan media MRSA
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(de Man Rogosa Sharpe Agar) bersuhu
40 - 45°C (ditempatkan dalam waterbath)
sebanyak 20 ml yang sudah ditambahkan
bromocresol purple (BCP) sebanyak 60
ppm (sampai berwarna ungu) sebagai
indikator pH dan dibiarkan memadat.
Cawan petri yang sudah ditanami
selanjutnya  diinkubasi ke  dalam
inkubator dengan cara terbalik dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam. Setelah diinkubasi, apabila positif
mengandung bakteri asam laktat maka
pada media agar akan terjadi perubahan
warna menjadi kuning terang, karena
terjadi perubahan warna indikator BCP
dari ungu menjadi kuning pada pH
rendah (Fardiaz, 1993). Koloni-koloni
yang tumbuh pada agar cawan petri
dihitung dengan Quebec Colony Counter
sebagai total bakteri asam laktat per gram
sawi asin dengan mengalikan jumlah
koloni per cawan dengan besarnya
pengenceran, yang selanjutnya dilakukan
pemurnian terhadap koloni-koloni bakteri
asam laktat dengan metode goresan pada
media  MRSA  untuk  keperluan
identifikasi. Koloni bakteri asam laktat
yang tumbuh diambil satu ose dan
digoreskan  pada media tersebut,
selanjutnya diinkubasikan pada suhu
37°C selama 24-48 jam, sehingga
diperoleh isolat murni. Isolat murni
tersebut disimpan pada suhu -20°C
setelah diberi gliserol 30%.

Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

Isolat bakteri asam laktat
dikarakterisasi  berdasarkan  penotipe
yang meliputi: morfologi sel bakteri,
pewarnaan gram, uji motilasi, uji
katalase, uji produksi gas dari glukosa,
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pertumbuhan pada perbedaan suhu,
konsentrasi garam dan pH. Adapun
prosedur identifikasi berdasarkan
penotipe (Wibowo dan Ristanto, 1988)

adalah sebagai berikut:

Uji Morfologi Sel dan Pewarnaan Gram
Isolat dari MRSA diinokulasi ke
dalam MRS broth dan diinkubasikan
pada suhu 37°C selama 24 jam.
Pewarnaan gram  diawali  dengan
membuat preparat ulas yaitu dengan
cara: kaca objek dibersinkan dengan
sepotong kapas yang dibasahi alkohol,
tabung berisi suspensi bakteri dikocok,
diambil satu mata ose suspensi dan
dipindahkan ke bagian tengah kaca objek
dan diulaskan kemudian dibiarkan
mengering di udara beberapa saat.
Preparat selanjutnya difiksasi di atas api
untuk membunuh dan melekatkan bakteri
pada kaca objek. Diberi larutan kristal
violet (sebagai zat warna) selama satu
menit, dicuci dengan air kemudian
diberikan larutan lugol (mordan) selama
satu menit. Preparat dibilas dengan air
kemudian diberikan larutan pemucat
(aseton alkohol) selama 10 — 20 detik,
kemudian dicuci kembali dengan air.
Setelah itu preparat diberi larutan
safranin selama 15 detik dan dicuci
kembali dengan air kemudian
dikeringkan. Preparat kemudian ditetesi
dengan minyak emersi. Uji morfologi
dilakukan dengan diperiksa dibawah
mikroskop cahaya pada pembesaran
100X. Hasil pengamatan berupa warna,
morfologi bakteri, dan sifat gram (warna
ungu kebiruan menunjukkan bakteri
gram positif, sedangkan warna merah
atau merah muda menunjukkan bakteri
bersifat gram negatif) (Lay, 1994).
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Uji Motilasi

Biakan diinokulasikan pada media
tegak semi padat (SIM medium) dengan
cara menusukkannya sampai kedalaman
% dari permukaan media, kemudian
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24
- 48 jam. Hasil pengamatan berupa letak
pertumbuhan bakteri pada media. Bakteri
yang hanya tumbuh di sekitar tusukan
menunjukkan hasil uji yang negatif,
sedangkan bakteri yang tumbuh pada
permukaan atau menyebar luas pada
media menunjukkan hasil uji positif
(Lay, 1994).

Uji Katalase

Pengujian katalase dilakukan dengan
meneteskan larutan H,O, 3% di atas kaca
objek, kemudian satu ose isolat bakteri
asam laktat yang diuji diambil dan
dimasukkan ke dalam larutan H,0, 3%
yang ada di atas kaca objek tersebut.
Hasil pengujian dinyatakan positif bila
ditandai dengan adanya gelembung-
gelembung gas pada koloni bakteri asam
laktat, sedangkan apabila tidak terbentuk
gas maka hasil pengujian dinyatakan
negatif (Fardiaz, 1992; Lay, 1994).

Uji Produksi Gas dari Glukosa

Uji produksi gas dari glukosa
dilakukan untuk mengetahui bakteri
asam laktat tersebut bersifat

homofermentatif atau heterofermentatif.
Ke dalam tabung reaksi yang berisi
tabung durham diisi 5 ml MRS broth
(broth mengandung 2% glukosa) dengan
indikator BCP. Diinokulasikan satu ose
isolat bakteri asam laktat, kemudian
diinkubasikan aerob pada inkubator
bersuhu 37°C selama 24-48 jam. Apabila
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positif terbentuk CO, maka pada tabung
durham terlihat gelembung-gelembung
udara dan media berubah warna menjadi
kuning (Fardiaz, 1992; Lay, 1994).

Identifikasi Bakteri Asam Laktat

Untuk  mengidentifikasi  spesies
bakteri asam laktat digunakan kit
mikrobiologi Standard Analytical Profile
Index (API) 50CH dan APl 50CHL
medium versi 5.1 yang mengandung 49
jenis gula dan turunannya (Biomerieux).
Sebelum dilakukan pengujian dalam API
50CH dilakukan tahapan persiapan
sebagai berikut:

1. Penyegaran lIsolat Bakteri Asam Laktat

Stok isolat bakteri asam laktat yang
disimpan dalam gliserol 30% pada suhu -
20°C dan merupakan hasil isolasi dari
sawi asin diambil sebanyak satu loop ose
dan diinokulasikan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 5 ml media MRS
broth. Tabung reaksi diinkubasikan
secara aerob selama 24 jam pada suhu
37°C. Hasil positif tumbuh ditunjukkan
oleh timbulnya kekeruhan pada media.
Untuk memastikan bahwa isolat dalam
keadaan murni kemudian kultur pada
MRS broth ditumbuhkan kembali pada
MRSA dengan metode gores sehingga
diperoleh koloni tunggal yang terpisah
dari suspensi. Single colony ini kemudian
diinokulasikan ke dalam 5 ml MRS broth
lalu diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 24-48 jam. Selanjutnya dilakukan
uji konfirmasi yang meliputi uji gas,
katalase,  pengecatan  gram, dan
morfologi sel untuk memastikan bahwa
isolat tidak mengalami perubahan.
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Apabila dibutuhkan suspensi ini juga
dapat digunakan untuk membuat stok
kultur dengan menambahkan 1 ml kultur
isolat dengan 1 ml gliserol 30%
kemudian disimpan kembali pada suhu -
20°C (Lay, 1994).
2. Persiapan Suspensi Bakteri Asam
Laktat

Biakan yang telah tumbuh pada 5 ml
media MRS broth divortex untuk
mendapatkan biakan yang homogen,
kemudian diambil sebanyak 1 ml dan
dimasukkan ke dalam eppendorf dan
disentrifugasi dengan kecepatan 7000
rpm selama 5 menit untuk memisahkan
massa sel dan supernatannya.
Selanjutnya supernatan dibuang dan
massa sel yang diperoleh dicuci sebanyak
dua kali dengan larutan salin (NaCl
0,85%) untuk menghilangkan sisa media.
Pencucian dilakukan dengan
menambahkan 1 ml salin pada massa sel
dengan divortex hingga homogen,
disentrifugasi dengan kecepatan 7000
rpm selama 5 menit. Pada tahap akhir,
massa sel dilarutkan dengan 1 ml salin
dan suspensi siap dipergunakan untuk
tahap pengujian selanjutnya.

3. Inokulasi Suspensi Isolat BAL

Terlebih dahulu isolat bakteri asam
laktat (butir no. 2 diatas) sebanyak 100 pl
dikultur ke dalam API 50 CHL medium
dan divortex. Selanjutnya suspensi isolat
bakteri asam laktat tersebut
diinokulasikan sebanyak 100 pl pada
setiap tube dalam APl 50CH dan
diinkubasikan secara anaerob pada
inkubator suhu 37°C selama 24 jam dan
48 jam. Pembacaan hasil pengamatan
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dilakukan pada 24 jam dan 48 jam
inkubasi, untuk melihat terjadinya
perubahan warna pada masing-masing
tube dari APl 50CH yang disebabkan
olen perubahan warna dari indikator.
Apabila terjadi perubahan warna dari
merah keunguan menjadi kuning maka
pengujian  dikatakan  positif  (+)
membentuk  asam, kecuali  untuk
pengujian esculin (tube nomor 25),
pengujian dikatakan positif (+) apabila
terjadi perubahan warna dari merah
keunguan menjadi hitam. Hasilnya
merupakan  profil  biokimia  yang
digunakan  untuk  mengidentifikasi
spesies bakteri asam laktat dengan
melihat Tabel pada produk kit APl 50CH
atau menggunakan software identifikasi
APIWEB (Widiada, 2006).

Penyajian dan Analisis Data

Data yang diperoleh dari serangkaian
pengujian dianalisis dan dipaparkan
secara deskriptif dan data ditampilkan
dalam bentuk tabel, gambar atau photo.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Total Bakteri Asam Laktat

Pada penelitian ini  dilakukan
penentuan total bakteri asam laktat
(BAL) dari tiga sampel sawi asin yaitu
Sawi Asin produksi MS Malang Jawa
Timur (A), Sayur Asin Renyah produksi
Niki Echo Surabaya Jawa Timur (B), dan
Sayur Asin Sawi Mas produksi Wahana
Boga Malang Jawa Timur (C). Nilai rata-
rata total bakteri asam laktat dari tiga kali
ulangan untuk sawi asin A, B, dan C
dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Nilai Rata-Rata Total Bakteri Asam Laktat (cfu/g)
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Kode Ulangan | Ulangan I Ulangan llI Rata-rata
A 9,1 x 10° 9,6 x 10° 8,7 x 10° 9,1 x 10°
B 7,9 x 10° 7,6 x 10° 8,0 x 10° 7,8 x 10°
C 8,7 x 10° 8,5 x 10° 8,8 x 10° 8,7 x 10°

Keterangan:

A : sawi asin produksi MS Malang Jawa Timur
B : sayur asin renyah produksi Niki Echo Surabaya Jawa Timur
C : sayur asin sawi mas produksi Wahana Boga Malang Jawa Timur

Dari Tabel 1 dapat dilihat bahwa nilai
rata-rata total bakteri asam laktat dari
ketiga sampel sawi asin, hasil yang
tertinggi didapat pada sawi asin A vyaitu
sebesar 9,1 x 10° cfu/g yang diikuti oleh
sawi asin C yaitu 8,7 x 10°cfu/g, dan
sawi asin B yaitu 7,8 x 108 cfu/g.
Pertumbuhan koloni bakteri asam laktat
pada media MRS agar dapat dilihat pada
Gambar.1.
Isolasi dan Identifikasi Bakteri Asam
Laktat

Bakteri asam laktat yang tumbuh
pada sawi asin dapat diisolasi setelah
bakteri asam laktat ditumbuhkan pada
media MRS agar yang diinkubasikan
selama 48 jam pada suhu 37°C. Untuk
karakterisasi bakteri asam laktat, harus
dilakukan melalui koloni tunggal. Untuk
pemisahannya dilakukan dengan
menumbuhkan pada media MRS agar
dengan metode gores (streak for single
colony). Dari  hasil  penumbuhan
didapatkan isolat yang murni. Pemisahan
koloni bakteri asam laktat dengan
metode gores dapat dilihat pada Gambar
2.

Pada penelitian ini dilakukan isolasi
bakteri asam laktat dari sampel sawi asin
A, B, dan C. Dari hasil isolasi diperoleh
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Gambar 1. Pertumbuhan Koloni Bakteri
Asam Laktat (BAL) pada Media MRSA

Gambar 2. Pemisahan Koloni BAL dengan
Metode Gores Untuk Mendapatkan Isolat
Murni

21 isolat, yaitu 7 isolat dari Sawi Asin
produksi MS Malang Jawa Timur (A), 7
isolat dari Sayur Asin Renyah produksi
Niki Echo Surabaya Jawa Timur (B), dan
7 isolat dari Sayur Asin Sawi Mas
produksi Wahana Boga Malang Jawa
Timur (C).
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Identifikasi  dilakukan  terhadap
seluruh isolat yang meliputi morfologi,
bentuk sel, susunan sel, pengecatan
gram, motilasi, katalase, dan uji produksi
gas dapat dilihat pada Tabel 2, 3, dan 4.

Seluruh  isolat yang diisolasi
mempunyai bentuk morfologi yang sama
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kit API1 50 CH, menghasilkan satu spesies
bakteri asam laktat yaitu Lactobacillus
fermentum 1 dengan lima strain yang
berbeda yaitu L. fermentum I SAA1l (3
isolat), L. fermentum | SAA2 (5 isolat), L.
fermentum | SAA4 (2 isolat), L.
fermentum | SAB1 (9 isolat), dan L.

yaitu berbentuk batang, bersusunan
tunggal, gram positif, katalase negatif,
non motil, dan menghasilkan gas pada uji
produksi gas dari metabolisme glukosa
(heterofermentatif).

Untuk identifikasi spesies dilakukan
dengan perangkat kit APl 50 CH dan API
50 CHL medium versi 5.1 (biomerieoux)
yang dilanjutkan dengan software
APIWEB dengan memperhatikan data
hasil karakterisasi bakteri asam laktat
secara fenotifik. Hasil identifikasi isolat
BAL menggunakan kit APl 50 CH dapat
dilihat pada Gambar 3. Pada tiga sampel
sawi asin, berhasil diidentifikasi satu
spesies bakteri asam laktat indigenous
yaitu Lactobacillus fermentum 1 dengan

fermentum | SAC1 (2 isolat).
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Universitas Udayana.

SIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Hasil identifikasi menggunakan perangkat
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Tabel 2. Karakteristik Isolat Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi dari Sawi Asin A

Karakteristik Al A2 A3 Ad A5 A6 AT
Bentuk Sel Batang | Batang | Batang | Batang | Batang Batang Batang
Susunan Sel | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal
Pengecatan + + + + + + +
Gram
Motilasi - - - - - - -
Katalase - - - - - - -
Produksi + + + + + + +
Gas
Tipe _ Het Het Het Het Het Het Het
Fermentasi
Keterangan: + = tumbuh, - = tidak tumbuh, Het = heterofermentatif
Tabel 3. Karakteristik Isolat Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi dari Sawi Asin B
Karakteristik Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Bentuk Sel Batang | Batang | Batang | Batang | Batang | Batang | Batang
Susunan Sel | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal [ Tunggal
Pengecatan + + + + + + +
Gram
Motilasi - - - - - - -
Katalase - - - - - - -
Produksi + + + + + + +
Gas
Tipe Het Het Het Het Het Het Het
Fermentasi
Keterangan: + = tumbuh, - = tidak tumbuh, Het = heterofermentatif
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Tabel 4. Karakteristik Isolat Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi dari Sawi Asin C

Karakteristik C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
Bentuk Sel Batang | Batang | Batang | Batang | Batang | Batang [ Batang
Susunan Sel | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal | Tunggal
Pengecatan + + + + + + +
Gram

Motilasi - - - - - - -
Katalase - - - - - - -
Produksi + + + + + + +
Gas

Tipe _ Het Het Het Het Het Het Het
Fermentasi

Keterangan: + = tumbuh, - = tidak tumbuh, Het = heterofermentatif

Gambar 3. Hasil Identifikasi Isolat BAL Setelah 48 jam Pasca Inokulasi pada Perangkat Kit API 50
CH. Reaksi Positif Ditunjukkan dengan Warna Kuning

Gambar 4. Morfologi L. fermentum 1 yang Diisolasi dari Sawi Asin (Pembesaran 1000x)
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