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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Skema Kerja Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Probiotik yang 

Berasal Dari Saluran Pencernaan Itik Pedaging Anas domesticus 
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Bakteri Probiotik 

Uji Probiotik 

Uji 

Ketah

anan 

Terha

dap 

Keasa

man 

Lamb

ung 

Uji 

Ketah

anan 

Terha

dap 

Gara

m 

Empe

du 

Uji Fisiologis 

Probiotik 

Uji 

Ketah

anan 

Temp

eratur 

Uji 

pH 

Opti

mum 

Uji Biokimia 

Uji 

MR 

(Meth

yl 

Red) 

Uji 
VP 

(Vog
es 

Pros
kaue

r) 

Uji 

Moti

litas 

Uji 

Katal

ase 

Uji 

TSIA 

(Tripl

e 

Sugar 

Iron 

Agar) 

Uji Daya 

Hambat 
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Lampiran 2. Skema Kerja Isolasi Bakteri Probiotik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Usus Ayam 

Kultur Bakteri 

Satu Koloni 

Bakteri (murni) 

Stok 

Bakteri 

- Melakukan pengamatan morfologi bakteri 

meliputi bentuk koloni, bentuk tepi, warna, 

elevasi, dan bau 

- Memilih setiap koloni yang terpisah 

- Menyentuhkan jarum ose yang steril pada koloni 

bakteri kemudian digores pada media MRSA 

- Inkubasi selama 2x24 jam 

- Kultivasi secara berulang sampai didapat kultur murni 

- Mengambil saluran pencernaan (usus) itik segar 

- Bagian anterior jejunum dan kloaka diikat sebelum 

dilepas dari badan itik 

- Mengambil bagian dalam usus dengan menggunakan 

Scalpel  (pisau Kecil) dan menghaluskannya dengan 

menggunakan mortar dan pastel lalu memasukkannya ke 

dalam Erlenmeyer steril 

- Mengencerkan isi usus dengan NaCl fisiologis dengan 

perbendingan 1:1 

- 1 mL sampel diinokulasikan pada medium MRSA 
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Lampiran 3. Skema Kerja Pengecatan Gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Stok Bakteri 

Gram C 

- Sebanyak 2-3 tetes gram A (kristal violet) diteteskan di atas 

permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan air mengalir 

- dikeringanginkan 

Gram B 

Preparat  

Gram D 

Pengamatan  

- Sebanyak 2-3 tetes gram A (kristal violet) diteteskan di 

atas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan air mengalir 

- dikeringanginkan 

 

- Sebanyak satu ose (ose bulat) isolat diambil dari stok 

- Dibuat ulasan pada gelas objek 

- difiksasi 

- Sebanyak 2-3 tetes gram A (kristal violet) diteteskan di atas 

permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan air mengalir 

- dikeringanginkan 

 

- Sebanyak 2-3 tetes gram A (kristal violet) diteteskan 

di atas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan air mengalir 

- dikeringanginkan 

 

- Diamati di bawah mikroskop 

Gram A 
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Lampiran 4. Skema Kerja Uji Motilitas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Medium SIM 

tegak 

- Sebanyak satu ose (ose bulat) diambil dari stok 

- Diinokulasi pada medium SIM tegak dengan cara 

ditusuk 

- diinokulasi selama 2x24 jam 

Pengamatan 
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Lampiran 5. Skema Kerja Uji Ketahanan terhadap Keasaman (pH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Medium 

MRSB 

- Medium dimasukkan ke dalam dua 

erlenmeyer berbeda 

- Disterilkan dalam 

autoklaf 

Medium MRSB-HCl 

Medium MRSB 

pH 2,5 

Medium MRSB 

pH 3 

 

- ditambahkan 

HCl pekat 

sampai pH 

menjadi 2,5 

- ditambahk

an HCl 

pekat 

sampai pH 

menjadi 3 

 

- Ditambahkan satu ose (ose bulat) 

isolat dalam masing-masing 

medium 

- Inkubasi selama 2x24 jam 

Pengamatan  
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji Ketahanan terhadap Garam Empedu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Medium MRSB 

- Medium dimasukkan ke dalam 2 

erlenmeyer berbeda 

Medium MRSB-Garam 

empedu 

Medium MRSB-Garam 

empedu 

- Disterilkan di dalam autoklaf 

Medium MRSB-Garam 

empedu 

 

- Ditambahkan 1 ose isolat (ose bulat) 

dalam masing-masing medium 

MRSB-Garam empedu 1% dan 

Medium MRSB-Garam empedu 5% 

- Inkubasi selama 1-3x24 jam 

- Ditamnbahkan garam 

empedu sintetik 1% 

- Ditambahkan garam 

empedu sintetik 5% 

Pengamatan  
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Lampiran 7. Skema kerja uji ketahanan temperatur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Medium MRSB+isolat 

Pengamatan 

- Masing-masing tabung 

diinkubasi selama 2x24 jam 

pada suhu yang berbeda 

yaitu 15
O
C, 37

O
C, dan 45

O
C 

- Sebanyak 1 ose isolat (ose 

bulat) diinokulasikan pada 

medium MRSB dalam 3 

tabung reaksi yang berbeda 
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Lampiran 8. Skema kerja uji MR (Methyl Red) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Pengamatan 

- Ditambahkan 5 tetes metil-

red inokulum 

Inokulum 

- Sebanyak 1 ose isolat (ose 

bulat) diinokulasikan pada 

medium cair MR-VP 

- Inkubasi selama 5x24 jam 
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Lampiran 9. Skema kerja uji Vp (Voges Preskauer) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Pengamatan 

- Sebanyak 1 ose isolat (ose 

bulat) diinokulasikan pada 

medium cair MR-VP 

- Inkubasi selama 3x24 jam 

- Ditambahkan 0,2 mL KOH 

dan 0,6 mL alfanaftol 

- Dikocok selama 30 detik 

Inokulum 
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Lampiran 10. Skema kerja uji katalase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Pengamatan 

- Sebanyak 1 ose isolat 

(ose bulat) diambil dari 

stok kultur 

- Isolat dicelup pada 

Reagen H2O2  
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Lampiran 11. Skema kerja uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok bakteri 

Pengamatan 

 

Diinkubasi selama 2-3x24 jam 

Inokulum 

- Sebanyak 1 ose isolat (ose lurus) 

diambil dari stok kultur kemudian 

ditusuk pada bagian tegak medium 

TSIA 

- Sebanyak 1 ose isolat (ose bulat) 

diambil dari stok kemudian digores 

pada bagian miring media TSIA 
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Lampiran 12. Skema kerja uji daya hambat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Stok bakteri probiotik 

- Sebanyak 1 ose (ose 

bulat) diambil dari stok 

dan diinokulasi pada 

medium NA miring 

- Diinkubasi selama 

5x24 jam 

- Sebanyak 1 ose (ose 

bulat) 

diinokulasikan pada 

medium NA miring 

- Diinkubasi selama 

24 jam 

Bakteri uji (Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli) 

Inokulum 

- Ditambahkan 5 mL aquades steril dan 

divorteks 

- Diukur pada spektrofotometer 

Suspensi bakteri probiotik 

- Paper disk direndam 

dalam suspensi selama ± 

10 menit 

- Paper disk kemudian 

diletakkan di atas 

permukaan medium NA 

yang sebelumnya telah 

diinokulasikan bakteri uji 

Inokulum  

- Sebanyak 1 mL 

bakteri uji 

diinokulasikan 

pada medium 

NA dengan 

metode tabur 

- Biarkan 

memadat 

Suspensi bakteri uji 

Diameter zona hambat yang terbentuk 

diukur setiap 24 jam dengan menggunakan 

jangka sorong 
Pengamatan  

- Diinkubasi selama 2x24 

jam 
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Lampiran 13. Uji Daya Hambat Bakteri 

 

                                 A                           (1)                                      B 

 

 

                             A                                  (2)                               B 

Keterangan : (1) Waktu inkubasi 1 x 24 jam 

                        (2) Waktu inkubasi 2 x 24 jam 

                         A = Bakteri Escherichia coli 

                         B = Bakteri Staphylococcus aureus 
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Lampiran 14. Pemurnian isolat probiotik BAL dengan Metode Kuadran 
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Lampiran 15: Foto Prosedur Kerja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Usus Itik Pedaging 

Pengambilan isi dalam usus 

Proses pemurnian isolat 

Pembuatan stok bakteri 

Proses inokulasi bakteri pada 

Uji MR-VP dan Temperatur 

Pembuatan media 
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Proses Pengecatan gram 

Inokulasi bakteri pada Uji motilitas  
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Lampiran 16. Tabel 6 : Hasil Karakterisasi Bakteri Probiotik BAL 

Karakterisasi 
Isolat 

A B C D E F G H 

Pengecatan Gram 
Positif 

(Basil) 

Negatif 

(Coccus) 

Positif 

(Basil) 

Negatif 

(Coccus) 

Positif 

(Coccus) 

Positif 

(Coccus) 

Positif 

(Coccus) 

Positif 

(coccus) 

Uji Motilitas 
Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Non 

Motil 

Uji 

Ketahanan 

Terhadap 

Keasaman 

(pH) 

2,5 +++ +++ +++ + ++ ++ + +++ 

3 +++ +++ +++ + ++ ++ + +++ 

Uji 

Ketahanan 

Terhadap 

Garam 

Empedu 

1% +++ ++ +++ ++ + + ++ +++ 

5% +++ +++ +++ ++ + + + +++ 

Uji 

Ketahanan 

Temperatur 

15
0
C + + + + + + + + 

37
0
C +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ 

45
0
C ++ ++ ++ + + + + ++ 

Uji MR (Methyl Red) Positif Positif Positif Positif Positif Positif Positif Positif 

Uji VP (Voges 

Preskauer) 
Negatif Negatif Negatif Positif Negatif Positif Negatif Negatif 

Uji Katalase         

Uji TSIA 

(Triple 

Sugar Iron 

Agar) 

Lereng 

(Slant) 
Asam Asam Asam Asam Asam Asam Asam Asam 

Tegak 

(Butt) 
Asam Asam Asam Asam Asam Asam Asam Asam 

Terbentuk 

Gas 
Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif 

Terbentuk 

H2S 
Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif 

 

 


