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MOLECULAR IDENTIFICATION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY
TEST OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATES FROM TEMPE LIQUID
WASTE IN PADANGSAMBIAN KAJA

ABSTRACT

Increasing antibiotic resistance in pathogenic bacteria has encouraged the
development of alternative natural antibacterial agents. Lactic acid bacteria (LAB)
derived from tempeh wastewater have potential as antibacterial agents. This study
aimed to perform molecular identification and evaluate the antibacterial activity of
LAB isolates from tempeh liquid waste in Padangsambian Kaja. Methods included
isolation on MRS Agar, phenotypic identification (catalase test, Gram staining,
endospore staining, and fermentation type), and molecular identification using
Polymerase Chain Reaction with 16S rRNA primers and Lactobacillus-specific
primers. Antibacterial activity was tested using the agar well diffusion method
against Staphylococcus aureus. The results showed that four isolates were obtained,
with three isolates (A1, A2, and B) meeting LAB characteristics (Gram-positive,
catalase-negative, non-spore-forming, and heterofermentative). PCR results
revealed DNA bands of approximately 1.500 bp (16S rRNA) and 300-400 bp
(Lactobacillus). Antibacterial activity showed inhibition zones of 11.18 mm, 11.54
mm, and 11.32 mm, categorized as strong. In conclusion, tempeh wastewater has
potential as a source of LAB belonging to the Lactobacillus genus with antibacterial
activity against Staphylococcus aureus.

Keywords : LAB; tempeh wastewater; PCR; antibacterial
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IDENTIFIKASI MOLEKULER DAN UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI
ISOLAT BAKTERI ASAM LAKTAT DARI LIMBAH CAIR TEMPE DI
PADANGSAMBIAN KAJA

ABSTRAK

Meningkatnya resistensi antibiotik pada bakteri patogen mendorong
pengembangan alternatif antibakteri alami. Bakteri asam laktat (BAL) dari limbah
cair tempe berpotensi sebagai agen antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi secara molekuler dan menguji aktivitas antibakteri isolat BAL dari
limbah cair tempe di Padangsambian Kaja. Metode meliputi isolasi pada media
MRS Agar, identifikasi fenotipik (katalase, Gram, endospora, fermentasi), serta
identifikasi molekuler menggunakan metode Polymerase Chain Reaction dengan
primer 16S rRNA dan primer spesifik Lactobacillus. Uji antibakteri dilakukan
dengan metode difusi sumuran terhadap Staphylococcus aureus. Hasil
menunjukkan diperoleh empat isolat, dengan tiga isolat (Al, A2, B) memenuhi
karakteristik BAL (Gram positif, katalase negatif, non-spora, heterofermentatif).
Hasil PCR menunjukkan pita DNA £1.500 bp (16S rRNA) dan 300-400 bp
(Lactobacillus). Uji antibakteri menunjukkan zona hambat berturut-turut sebesar
11,18 mm; 11,54 mm; dan 11,32 mm yang termasuk kategori kuat. Simpulan
penelitian ini adalah limbah cair tempe berpotensi sebagai sumber BAL genus
Lactobacillus yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.

Kata Kunci : BAL; limbah tempe; PCR; antibakteri.
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RINGKASAN PENELITIAN

IDENTIFIKASI MOLEKULER DAN UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI
ISOLAT BAKTERI ASAM LAKTAT DARI LIMBAH CAIR TEMPE DI
PADANGSAMBIAN KAJA

Oleh : Ni Putu Riska Septyari (P07134222089)

Meningkatnya resistensi antibiotik menjadi salah satu tantangan utama dalam
penanganan infeksi bakteri, khususnya yang disebabkan oleh Staphylococcus
aureus. Kondisi ini berpotensi menyebabkan kegagalan terapi, memperpanjang
masa perawatan, serta meningkatkan angka morbiditas dan mortalitas. Oleh karena
itu, diperlukan alternatif antibakteri yang lebih aman, efektif, dan ramah
lingkungan. Bakteri asam laktat (BAL) dikenal sebagai mikroorganisme yang
memiliki potensi tersebut karena mampu menghasilkan berbagai senyawa
antimikroba, seperti asam organik, bakteriosin, dan hidrogen peroksida. Senyawa-
senyawa ini bekerja melalui berbagai mekanisme, antara lain menurunkan pH
lingkungan, merusak integritas membran sel bakteri patogen, serta mengganggu
aktivitas enzimatik di dalam sel. Limbah cair tempe sebagai hasil samping dari
proses produksi tempe mengandung bahan organik yang tinggi serta berbagai jenis
mikroorganisme, termasuk BAL. Pemanfaatan limbah ini sebagai sumber BAL
tidak hanya memberikan nilai tambah, tetapi juga mendukung pengelolaan limbah
yang lebih berkelanjutan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi secara fenotipik
dan molekuler, serta menguji aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat dari
limbah cair tempe di wilayah Padangsambian Kaja terhadap Staphylococcus
aureus. Pendekatan yang digunakan adalah metode eksperimental laboratorium
yang terdiri atas beberapa tahapan. Proses diawali dengan pengayaan sampel
menggunakan media MRS Broth dalam kondisi anaerob pada suhu 37°C selama 48
jam guna meningkatkan pertumbuhan BAL. Kultur hasil pengayaan kemudian
diinokulasikan pada media MRS Agar yang diperkaya CaCOs, di mana keberadaan
BAL ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni akibat produksi

asam yang melarutkan CaCOs. Dari tiga sampel limbah cair tempe, diperoleh empat
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isolat bakteri dengan kode Al, A2, B, dan C. Keempat isolat menunjukkan
morfologi koloni berbentuk bulat dan berwarna putih, dengan variasi pada ukuran
serta elevasi koloni, yang kemudian dipilih untuk tahap identifikasi lebih lanjut.

Identifikasi fenotipik dilakukan melalui uji katalase, pewarnaan Gram,
pewarnaan endospora, dan uji tipe fermentasi. Hasil pengujian menunjukkan bahwa
isolat A1, A2, dan B memiliki karakteristik khas BAL, yaitu katalase negatif, Gram
positif berbentuk kokobasil, tidak membentuk endospora, serta bersifat
heterofermentatif. Sementara itu, isolat C menunjukkan hasil Gram campuran yang
mengindikasikan bahwa kultur tidak murni, sehingga tidak dilanjutkan pada tahap
berikutnya. Untuk memperkuat hasil identifikasi, dilakukan analisis molekuler
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan primer gen 16S
rRNA dan primer spesifik Lactobacillus. Hasil amplifikasi gen 16S rRNA
menunjukkan terbentuknya pita DNA dengan ukuran sekitar £1.500 bp pada isolat
Al, A2, dan B, yang menandakan keberhasilan amplifikasi DNA bakteri.
Penggunaan primer spesifik Lactobacillus menghasilkan pita DNA berukuran 300-
400 bp pada seluruh isolat tersebut, yang mengonfirmasi bahwa isolat termasuk
dalam genus Lactobacillus. Kombinasi identifikasi fenotipik dan molekuler ini
memberikan dasar yang kuat dalam menentukan karakteristik isolat sebagai bakteri
asam laktat.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi sumuran
pada media Mueller-Hinton Agar terhadap Staphylococcus aureus. Supernatan
bebas sel dari masing-masing isolat dimasukkan ke dalam sumuran, kemudian
diinkubasi untuk mengamati terbentuknya zona hambat. Hasil menunjukkan bahwa
kontrol positif (gentamisin) memiliki daya hambat sangat kuat dengan rata-rata
diameter zona hambat sebesar 20,73 mm, sedangkan kontrol negatif tidak
menunjukkan aktivitas antibakteri. Ketiga isolat BAL menunjukkan aktivitas
antibakteri yang relatif seragam, dengan diameter zona hambat sebesar 11,18 mm
pada isolat Al, 11,54 mm pada isolat A2, dan 11,32 mm pada isolat B, yang
termasuk dalam kategori kuat. Temuan ini menunjukkan bahwa BAL yang diisolasi
dari limbah cair tempe memiliki potensi dalam menghambat pertumbuhan bakteri

patogen. Secara keseluruhan, limbah cair tempe dapat dimanfaatkan sebagai



sumber bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus yang memiliki aktivitas

antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.

Daftar bacaan : 89 (tahun 2001-2025)
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