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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh interaksi antara jenis
media dan rasio campuran Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea terhadap viabilitas, biomassa sel dan penurunan pH. Metode yang
digunakan adalah metode eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) pola faktorial yang terdiri dari 2 faktor dengan 3 kali ulangan, dimana
sebagai faktor A vyaitu rasio campuran (Lactobacillus plantarum N16) dan
Saccharomyces cerevicea (Al=1:1, A2 = 1:2 dan A3 = 2:1) dan faktor B adalah
jenis media tumbuh (B1=kontrol; B2: whey tofu; molases; tepung limbah ikan; B3
= campuran air kelapa; tepung onggok; tepung limbah udang). Peubah yang
diamati adalah vibilitas, biomassa sel dan penurunan pH. Hasil penelitian yang
diperoleh menunjukkan bahwa terdapat interaksi antara faktor A dan faktor B
yang berbeda sangat nyata (P<0,01) terhadap viabilitas , biomassa sel dan
penurunan pH medium. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
rasio campuran -Lactobacillus plantarum ‘N16 'dan Saccharomyces cerevicea 2:1
dan menggunakan medium ‘limbah air kelapa, tepung onggok dan tepung limbah
udang, yang diinkubasi pada inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C memiliki
viabilitas : 2,37; biomassasel : 42.33 mg/ml dan penurunan pH sebesar: 2.37

Kata Kunci : Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cereviceae, media,
Viabilitas, pH
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Probiotik merupakan mikroorganisme hidup guna memelihara sistem
pencernaan manusia dan hewan, pada ternak diberikan sebagai feed additive.
Salah satu feed additive pakan yang digunakan untuk mencapai produktivitas yang
efisien dan optimal yaitu dengan pemberian probiotik (Astuti, et al., 2015).
Probiotik adalah mikroba hidgp dapat berupa kultur tunggal atau campuran
yang disuplementasikén seéara langsung (direct-féd microbials) dan jika
diberikan dalam jumlah yang memadai memberikan manfaat kesehatan pada
inang (Lee et al., 2009). Alternatif penggunaan probiotik yang dilakukan oleh
peternak, karena beberapa negara telah melarang penggunaan antibiotik sebagai
pemacu pertumbuhan (Growth premotor), dan beberapa bakteri patogen cenderun
resisten antibiotik-antibiotik tertentu, yang dapat mempengaruhi manusia sebagai

konsumen produk hewani (Revolledo et al., 2006).

Manfaat bakteri probiotik bagi kesehatan manusia di-antaranya adalah
meningkatkan sistem imunitas, membantu absorpsi nutrisi, memperpendek durasi
sakit diare dan membantu pencernaan laktosa bagi pehderita lactose intolerance
(Endang, 2011). Penggunaan probiotik pada ternak telah dilaporkan dapat
menurunkan kadar kolesterol dan berperan sebagai growth promotor,
meningkatkan konversi pakan, pengendalian kesehatan atau pencegahan mikroba
patogen terutama pada ternak usia muda (Depson, 2012). Probiotik dapat
menjaga keseimbangan mikroorganisme dalam saluran pencernaan yaitu melalui

mekanisme competitive exclution yaitu kompetisi antara bakteri patogen dan



mikroorganisme probiotik, kemudian bakteri patogen tidak akan mampu hidup
dalam saluran pencernaan dan akan keluar bersama feses/ ekskreta (Murwani,
2008).  Probiotik pada unggas, dapat mencegah kejadian keracunan yang
disebabkan oleh aflatoksin atau aflatoxicosis (Wahyudi et al., 2007). Haryanto
(2000), menambahkan bahwa penambahan probiotik pada pakan konsentrat dapat

mengubah kandungan lemak karkas daging domba.

Diantara probiotik asal mikoba yang umum digunakan pada ternak antara
lain didapat dari bakteri-asam Taktat ‘sépe'rti\ Lactobacillus;plantarum N16 dan dari
kelompok Ragi/ yeast seperti Saccharomyces cerevisiae. = Penelitian ini
menggunakan bakteri asam laktat yang di isolasi dari dadih bernama
Lactobacillus plantarum N16 dan ragi roti merk “fermipan” mengandung

Saccharomyces cerevisiae.

Septiani- (2019), menyatakan bahwa Lactobacillus plantarum N16
merupakan bakteri Gram positif, basil, katalase dan oksidase negatif, yang
memiliki daya tahan terhadap pH 2.5 sebesar 88.80% (inkubasi 3 jam) dan
84.31% (inkubasi 6 jam), tahan garam empedu sebesar 55.07% (konsentrasi 0.3%)
dan 47.5% (konsentrasi 0.5%), serta daya hambat BAL: terhadap Eschechia.coli
11.54 mm, Staphylococus aureus 10.27 dan Salmonella enteritidis 16.31 mm.
Lactobacillus plantarum merupakan salah satu species dari bakteri asam laktat
(BAL). L. plantarum bersifat amilolitik yang secara langsung akan merubah pati
menjadi asam laktat, digunakan sebagai starter pada proses fermentasi yang
berperan dalam peningkatan produksi asam laktat (Reddy et al., 2008). Produksi
asam laktat berkontribusi terhadap penurunan pH dan dapat menghambat

pertumbuhan bakteri lain selain bakteri asam laktat dan juga menghasilkan



metabolit lain yang berfungsi sebagai anti mikrobia seperti asam asetat, hidrogen

peroksida, dan bakteriosin (Phumkhachorn et al., 2010).

Ahmad  (2005), menyatakan bahwa keuntungan  penggunaan
Saccharomyces cerevisiae sebagai probiotik ialah tidak membunuh
mikroorganisme  namun  menambah  jumlah  mikroorganisme  yang
menguntungkan, sedangkan antibiotik dapat membunuh baik mikroorganisme
menguntungkan maupun merugikan tubuh serta memiliki efek resistensi terhadap
obat tertentu. Saccharomycestt:é're\/isiae'sebaga'i bahan imunostimulan dengan
meningkatkan sistem pertahanan, meningkatkan kesehatan tubuh terhadap
penyakit yang disebabkan bakteri, jamur, virus dan lainnya, karena salah satu
komponen dasar imunostimulan adalah beta-D glukan, dan bahan ini terdapat
pada barley dan khamir (Saccharomyces cerevisiae). Beta-D glukan mampu
meningkatkan fungsi imun termasuk antara lain fagositosis yaitu kemampuan
untuk menangkap benda asing, partikel yang dilepaskan sitokin yang merupakan
hormon interseluler vaitu : IL-1, IL-6, GM-12 CSF, interferon dan pembuatan

antigen.

Probiotik kultur'campuran dapat bekerja lebih baik dibandingkan probiotik
tunggal. Putri et al., (2008) menambahkan bahwa jumlah sel Lactobacillus dan
Saccharomyces cereviceae pada metode pertumbuhan kultur secara campuran
lebih tinggi dibandingan metode pertumbuhan kultur tunggal. Penggunaan
probiotik yang dicampur dengan berbagai spesies mikroorganisme, terutama
cellulolytic microorganisms yang dapat menguraikan komponen serat melalui
pakan dapat meningkatkan produktivitas temak (Haryanto, 2000). Sehingga

penambahan inokulan S. cerevisiae dapat mendukung pertumbuhan bakteri asam



laktat (Hippen et al., 2010). Inokulan L. plantarum memiliki kemampuan untuk
tumbuh bersama S. cerevisiae, penggunaan kombinasi kedua inokulan dapat

meningkatkan kualitas fermentasi (Sofyan et al., 2011).

Untuk mendukung pertumbuhan bakteri Lactobacilus plantarum N16 dan
Saccharomyces cereviceae tersebut, diperlukan nutrisi yang cukup pada media
pertumbuhannya. Beberapa nutrisi yang dibutuhkan antara lain karbon, nitrogen
dan mineral. Media tumbuh komersial seperti MRS (de Man Ragosa and
Sharpe), merupakan media-spesifik tntuk pertumbuhanibakteri asam laktat namun
penggunaannya pada skala industri tidaklah efektif dikarenakan sulit dijangkau
dan relatif mahal. Untuk itu diperlukan media pengganti yang ekonomis, ramah
lingkungan dengan nutrisi yang mendukung pertumbuhan mikroba. Penelitian ini
akan memanfaatkan limbah pangan untuk media tumbuh pengganti juga sebagai

upaya pemecahan masalah pencemaran lingkungan.

Media tumbuh alami yang digunakan yaitu limbah cair tahu, molases,
tepung limbah ikan, air kelapa dan tepung onggok, dan tepung limbah udang.
Budiarti (2008), menyebutkan bahwa dalam 100 g air limbah tahu mengandung 2
g karbohidrat; 1,75 g protein;- 1,25 g lemak; 0,001 g serat kasar dan 4,5g kalsium.
Molases adaah hasil samping industri gula dengan nama lain yaitu tetes tebu,
mengandung senyawa unsur mikro, nitrogen, dan kandungan gula yang cukup
tinggi terutama kandungan sukrosa 30-40%, fruktosa 5-12% dan glukosa 4-9%,
sangat cocok sebagai sumber karbon untuk fermentasi asam laktat (Hidayat et al.,
2006). Menurut Hossain et al., (2015), jeroan ikan mengandung 14,01% protein,

20% lipid, 4,75% kadar abu, 60,62% kadar air.



Menurut United States Department of Agriculture (USDA) (2016), dalam
100 gr air kelapa memiliki kandungan elektrolit antara lain kalium (250 mg),
fosfor (20 mg), zat besi (0,29 mg), zink (0,1 mg) dan air (94,99 g), serta
karbohidrat (3.71 g), gula (2.61 g), protein (0.72 g), vitamin C (2.4 mg), Vitamin
B6 (0.032 mg), Asam Pantotenat (0.043 mg), Folat (3 pg), Tiamina/ Vit. B1 (0.03
mg). Untuk kandungan nutrien pada onggok adalah : energi (TDN) : 77,85 %,
protein kasar (PK) : 6,90 %, ekstrak eter (EE) : 0,19 % serat kasar (SK) : 20,19 %,
abu : 3,93 %, dan-bahan ektrak tanpal nitrogen (BETN).: 68,69.%, masing-masing
atas dasar bahan kering (Rizal, 2010). Kandungan yang dimiliki tepung kulit
sangat baik dengan protein yang tinggi sebesar 38,25%, serat kasar 16,67% |,

kalsium 5,75% dan fosfor 1,59% (Rosidasi et al., 2011).

Maslami et al., (2019) imenyatakan bahwa medium alami terbaik untuk
Lactobacillus plantarum N16 adalah penambahan 9% gula tebu (615,83 mg/L),
dan 90% air tahu (840,47 mg/L), 7% stater (124,61 mg/L), 5 ug/L biotin (167,28
mg/L), pH awal medium 5,5 (231,52 mg/L), dengan lama inkubasi 36 jam (260,55
mg/L), suhu 36°C (346,4 mg/L) merupakan optimalisasi yang dapat dilakukan
dengan penyesuain..nutrisi dan 'kondisi-lingkungan. - Anggraini et al.,(2019)
menambahkan bahwa media tumbuh alami terbaik untuk bakteri asam laktat
golongan Pedioccocus acidilacti adalah limbah cair tahu dan gula aren, dimana
konsentrasi terbaik adalah 100% limbah cair tahu dan 15% gula aren
mengakibatkan tingkat produksi gamma-aminobutyric acid (GABA) hingga

311.485 mg / L.

Sejauh ini belum banyak riset yang memanfaatkan penggabungan

Lactobacilus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevisea sebagai probiotik.



Oleh karena itu, pencarian sumber probiotik yang lebih baik perlu dilakukan
sebagai alternatif pengganti antibiotik yang menghasilkan produk-produk bebas
residu. Peranan probiotik terhadap pencegahan dan pengobatan beberapa penyakit

telah dibuktikan, namun harganya masih relatif mahal.

Berdasarkan uraian di atas, maka dilakukan penelitian yang berjudul
“Pengaruh Media dan Rasio Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea (Probiotik campuran) Terhadap Viabilitas, Biomassa Sel dan

Penurunan pH Medium”.

1.2 Perumusan Masalah
Bagaimana interaksi antara rasio probiotik campuran dengan jenis media

terhadap viabilitas, biomassa sel dan penurunan pH.
1.3 Tujuan dan Kegunaan Penelitian

Untuk mengetahui interaksi antara rasio probiotik campuran dengan jenis

media terhadap viabilitas, biomassa sel tertinggi dan penurunan pH.
1.4 Hipotesis Penelitian

Terdapat interaksi ‘antara rasio-probiotik ‘campuran: dengan jenis media

terhadap viabilitas, biomassa sel dan penurunan pH.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Media Tumbuh Mikroorganisme

Media merupakan nutrien yang dibutuhkan oleh mikroorganisme untuk
pertumbuhan secara in vitro (Harti, 2014). Media pertumbuhan harus memenuhi
persyaratan nutrisi yang dibutuhkan oleh suatu mikroorganisme (Atlas, 2004).
mikroorganisme membutuhkan nutrisi untuk pertumbuhannya seperti karbo Zn,
nitrogen, unsur non logam seperti sulfur-dan fosfor, unsur logam seperti Ca, Zn,
Na, K, Cu, Mn, Mg, dén-Fe, 'v:ivté.min, air; danv ehe.rgi ‘(Cappucino, 2014). Harti
(2014), media menurut golongannya berdasarkan sifat dan fungsinya terbagi
menjadi beberapa kelompok, diantaranya ialah media transport, media diperkaya,
media selektif (selective and differential media), media pengujian, media
perhitungan jumlah, (universal media) atau media umum media.

Menurut Rizky (2013), menyatakan bahwa media berdasarkan
komposisinya ada 2 jenis yaitu :
a Media alami, adalah media yang terdiri dari bahan-bahan alami seperti

ekstrak kentang, sari wortel.

b. Media sintetis (chemically defined media), adalah'media yang terdiri dari

bahan-bahan yang telah diketahui komposisinya.

Kemudian media yan berdasarkan konsistensinya ada 3 jenis diantaranya :

a  Media padat (solid media), adalah media yang mengandung agar-agar 1,5-2
%, biasanya dalam bentuk plate agar (lempeng agar) atau lant agar atau agar
miring (Brooks et al., 2008). Media padat sangat bermanfaat untuk isolasi
kultur murni, perhitungan mikroba, dan seleksi galur yang diinginkan, yang

berisi substansi yang memadat ketika didinginkan pada suhu ruang. Ariesta,



(2013), substansi pemadat yang sering digunakan adalah agar-agar.
b. Media cair (liquid media), adalah media yang tidak mengandung bahan
pemadat, seperti Nutrient Broth (Brooks et al., 2008).
¢ Media semi padat (semi solid media), adalah media yang mengandung agar-
agar 0,6-0,75%, seperti media SIM (Sulfide Indole Motility) untuk
pengamatan motilitas bakteri (Brooks et al., 2008).
2.2 Probiotik
Irianto (2007)-menyebutkan: bahwa istilah sprobiotik-berasal dari bahasa
Yunani, pros dan bios yang secara harfiah dapat diartikan sebagai untuk hidup.
Probiotik didefinisikan sebagai kultur tunggal atau campuran bakteri hidup yang
dapat dimanfaatkan oleh hewan atau manusia, dan dapat memberikan manfaat
bagi inang untuk meningkatkan kinerja mikrobiota alami tubuh. Kompiang et al.,
(2002) menambahkan bahwasa probiotik dapat memperbaiki saluran pencernaan
dan meningkatkan kecernaan pakan, yaitu dengan menghambat bakteri patogen
dalam saluran pencernaan, sehingga mendukung perkembangan bakteri

menguntungkan dan membantu penyerapan zat-zat makanan.

Adapun mekanisme kerja probiotik-terdiri dari, 3 langkah. Pertama dapat
menghasilkan asam, sehingga pH menjadi lebih rendah, yang merugikan bagi
mikroorganisme patogen. Kedua beberapa mikroba probiotik dapat menghasilkan
zat antibakteri (bakteriosin) yang dapat mengurangi pertumbuhan mikroba lain
yang tidak bermanfaat. Ketiga mikroba probiotik dapat berkembangbiak di
saluran pencernaan dan bersaingi dengan mikroba patogen (Lopez, 2000).

Nur (2005), bahwa menurut FAO/WHO, penambahan pangan probiotik

harus memperhatikan kesehatan inang tempat bakteri hidup dan konsentrasi itu



berkisar antara 10° - 10’ CFU/mL dengan tujuan agar terjadi keseimbangan
mikroflora di usus. FAO/WHO (2001), menyatakan bahwa probiotik didefinisikan
sebagai mikroorganisme hidup non-patogenik, yang apabila dikonsumsi dengan
jumlah tertentu dapat memberikan efek menguntungkan bagi inang (host).
2.3 Lactobacillus plantarum N16 Sebagai Probiotik

Septiani  (2019), menyatakan bahwa Lactobacillus plantarum N16
merupakan bakteri gram positif, basil, katalase dan oksidase negatif, yang
diisolasi dari dadih,-memiliki daya tahan terhadap; pH rendah, tahan terhadap
garam dan terhadap bakteri patogen. Buckle et al., (1987) menjelaskan bahwa
bakteri Lactobacillus plantarum merupakan bakteri asam laktat dari famili
Lactobacilliceae dan genus Lactobacillus,bersifat gram positif, berukuran 0,6 -
0,8 um x 1,2 - 6,0 um, dan non motil. Memiliki sifat antagonis terhadap
mikroorganisme penyebab kerusakan makanan contohnya Staphylococcusaureus,
Salmonella, dan gram negatif, bersifat toleran terhadap garam, memproduksi asam
dengan pesat dan memiliki pH optimum 5,3-5,6, tidak menghasilkan gas sehingga

fermentasi bersifat homofermentatif.

Dadih merupakan produk fermentasi-asal ‘susu kerbau-pada tabung bambu
di daerah Sumatera Barat. Bakteri asam laktat secara alami ada pada susu kerbau
sebagai proses fermentasi (Rizqgiati et al., 2015). Beberapa penelitian telah
berhasil menemukan beberapa strain Lactobacillus dari berbagai bahan minuman
fermentasi seperti pada yoghurt, makanan fermentasi tradisional seperti tape,
growol dan gatot (Ngatirah et al., 2000). Selama ini dadih dipercaya dapat

bermanfaat untuk kesehatan manusia, selain bersifat probiotik (Surono, 2003).



Bakteri yang bisa digunakan sebagai probiotik tidaklah sembarangan
(Tensiska, 2008). Beberapa syarat yang harus diperhatikan dalam menjadikan
Lactobacillus plantarum sebagai agensia probiotik adalah strain tersebut
merupakan mikroflora alami jalur pencernaan manusia, tetap hidup dan tumbuh
pada makanan sebelum dikonsumsi, tetap hidup walaupun melewati jalur
pencernaan, resistensi terhadap asam lambung, beberapa antibiotik, terhadap
lisosim; dapat tumbuh pada intestin dan mempunyai kemampuan menempel pada
sel epithel intestin.manusia,, memberi ‘efek yang.me_nguntungkan dalam usus,
menghasilkan asam dalam jumlah besar dan cepat, mampu memproduksi
komponen antimikrobia lain disamping asam (bakteriosin, hydrogen peroksida,
diasetil dan reuterin) yang efektif menghambat bakteri lain yang tidak diinginkan,
terutama bakteri pathogen (Rahayu, 2001). Produk akhir dari metabolisme
karbohidrat oleh bakteri asam laktat adalah asam organik, dan produk utama pada
fermentasi karbohidrat oleh bakteri asam laktat adalah asam laktat (Dalie et al.,
2010). Shortt, (1999), persyaratan probiotik lainnya ialah memiliki kemampuan

bertahan pada proses pengawetan dan dapat bertahan pada penyimpanan.

Sejumlah - penelitian mengungkapkan-bahwa beberapa pengaruh positif
bagi kesehatan dari probiotik, antara lain meningkatkan ketahanan terhadap
penyakit infeksi terutama infeksi usus dan diare serta menurunkan risiko
terjadinya tumor dan kanker kolon (Roos et al., 2000), menurunkan tekanan
darah/ antihipertensi (Miremadi et al., 2016), menurunkan konsentrasi kolesterol
serum darah (Pereira et al., 2002), bersifat antimutagenik (Sah et al., 2014) serta

bersifat antikarsinogenik (Kumar et al., 2014).
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2.4 Sccharomyces cerevisiae Sebagai Probiotik

Sccharomyces cerevisiae merupakan khamir sejati (Gambar 1) yang
tergolong eukariot secara morfologi hanya membentuk blastospora berbentuk
lonjong, silindris, oval atau bulat telur dipengaruhi oleh strainnya.
Saccharomyces cerevisiae berkembang biak dengan membelah diri melalui

“budding cell”.

Menurut Ahmad (2005), beberapa kelebihan Saccharomyces dalam proses
fermentasi, yaitu mikroorganisme ini cepat berkembang biak, tahan terhadap
kadar mmoniu yang tinggi, tahan terhadap suhu yang tinggi, mempunyai sifat
stabil dan cepat mengadakan adaptasi. Pertumbuhan Saccharomyces dipengaruhi
oleh adanya penambahan nutrisi, yaitu mmoni N yang diperoleh dari penambahan
urea, mmoni C sebagai sumber carbon, mmonium dan pepton, mineral, dan
vitamin, serta pada suhu optimum untuk fermentasi antara 28-30 °C. Beberapa
spesies yang termasuk dalam genus ini diantaranya, yaitu Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces boullardii, dan Saccharomyces uvarum. Substansi
aktif (beta-D glukan) pada dinding sel khamir Saccharomyces cerevisiae yang
memiki kemampuan menstimulasi secara nonspesifik terhadap respon imun.
Komponen tersebut mempunyai sebuah campuran unik dengan efektivitas dan
intensitasnya sebagai sustu system pertahanan tubuh melalui aktivasi sel darah

putih yang spesifik, seperti makrofage dan sel NK (natural killer) dan berfungsi
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sebagai trigger untuk proses aktivasi makrofage, Beta-D glukan akan berikatan

dengan permukaan sel.

Penggunaan kultur khamir Saccharomyces cerevisiae (S.c.) sebagai
sumber probiotik pada usaha ternak unggas sangat menarik untuk diteliti, karena
penggunaan probiotik dalam pakan akan dapat mengganti penggunaan antibiotik
serta menghilangkan residu antibiotik yang tersisa dalam produk unggas (Bidura,
2012). Saccharomyces cerevisiae dimanfaatkan untuk meningkatkan kesehatan
ternak yang berfungsi sebagai probiotik dan imunostimulan dalam bentuk feed
additive. Keuntungan pemberian Saccharomyces cerevisiae sebagai probiotik
yaitu menambah jumlah mikroba yang menguntungkan dan tidak membunuh
mikroba, berbeda dengan antibiotik yang bisa membunuh baik mikroba yang
merugikan maupun menguntungkan dan mempunyai efek resistensi. Demikian
pula dengan penggunaan Saccharomyces cerevisiae sebagai  bahan
imunostimulan, yang berfungsi untuk meningkatkan kesehatan tubuh dengan cara
meningkatkan sistem pertahanan terhadap penyakit-penyakit yang disebabkan
bakteri, jamur, virus dan lainnya, sedangkan penggunaan antibiotika hanya
berfungsi untuk membunuh bakteri (Ahmad, 2005).

Kompiang (2002), menyatakan menggunakan khamir/ ragi laut dengan
Saccharomyces cerevisiae di dalam pakan ayam, mendapatkan hasil yang baik
yaitu meningkatnya bobot badan. Dan pemberian Saccharomyces cerevisiae 47
dengan dosis 200 g/100 kg pakan dapat meningkatkan penampilan karkas dan
mengurangi bau amonia nitrogen pada feses ayam (Kumprechtova et al., 2000).

Hasil lain dari pemberian S. cerevisiae ialah meningkatkan penampilan bobot
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ayam dan secara in vitro mampu menekan pertumbuhan S. typhimurium meski
secara in vivo tidak memberikan hasil yang signifikan (Gholib et al., 2003) .
2.5 Viabilitas
Pentingnya viabilitas probiotik, yaitu sebagai preparasi mikroba hidup
yang bermanfaat bagi kesehatan inang, jumlah mikrooganisme hidup harus cukup
untuk memberikan efek positif bagi kesehatan inang dan mampu berkolonisasi,
sehingga dapat mencapai jumlah yang diperlukan selama waktu tertentu
(Salminen et al,.-1998). .
Kondisi yang mempengaruhi Viabilitas adalah :
1. Nutrisi
Kandungan nutrisi yang mencukupi sangat diperlukan untuk menjamin
kelangsungan hidup bakteri, yang tentunya juga akan menunjang viabilitas bakteri
tersebut. Beberapa nutrisi yang dibutuhkan antara lain karbon, nitrogen dan
mineral. Setiap senyawa atau zat tersebut akan memiliki peran masing-masing
dalam menunjang metabolisme dari bakteri tersebut.
1.1 Karbon
Unsur karbon merupakan salah satu unsur alam yang sangat penting
dalam kehidupan, termasuk bagi bakteri. Kebutﬁhan karbon yang dipakai
oleh bakteri umumnya berasal dari karbondioksida, karbon organik ataupun
glukosa.
1.2 Nitrogen
Nitrogen juga merupakan unsur yang tidak kalah pentingnya bagi
bakteri, bahkan nitrogen terdapat dalam jumlah besar dalam suatu bakteri.

Nitrogen ini dimanfaatkan bakteri untuk berbagai keperluan sintesis protein.
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1.3 Mineral
Sumber mineral utama bagi mikroorganisme adalah ion magnesium,
kalsium, kalium, natrium dan juga besi. Mineral-mineral ini digunakan oleh
mikroba untuk berbagai keperluan seperti untuk dijadikan koenzim,
komponen dinding sel, menjaga keseimbangan ion dan lain-lain. Tanpa
adanya asupan mineral yang cukup tentunya akan berakibat pada
terganggunya metabolisme dari bakteri yang nantinya berakibat pada
terhambatnya viabilitas bakteri {Brooks, 2008).1
2. Lingkungan
Lingkungan merupakan salah satu factor lainnya yang dapat
mempengaruhi viabilitas bakteri. Lingkungan sendiri terdiri atas berbagai aspek di
dalamnya meliputi ketersediaan nutrisi, pH, temperature, tekanan osmotik,
kekuatan ion dan media kultur yang digunakan.
2.1. pH
pH mempengaruhi viabilitas karena tidak semua organisme dapat
hidup dalam semua pH. Setiap mikroba -memiliki daya tahan terhadap pH
yang berbeda. Pada - umumnya * pH, optimum bagi. sebagian besar
mikroorganisme adalah sekitar 6,0-8,0 atau dikenal ‘sebagai netralofil.
2.2 Temperatur
Temperatur juga memiliki peranan penting dalam mempengaruhi
viabilitas tanpa adanya suhu yang tepat bagi suatu mikroorganisme tentunya
hasil viabilitas juga akan terganggu. Setiap bakteri umumnya memiliki suhu
atau temperatur optimum yang berbeda tergantung karakteristik masing-

masing bakteri. Sebagian bakteri dapat tinggal di suhu yang sangat tinggi
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disebut termofilik (50-60° C), sebagian yang dapat tinggal pada suhu rendah
(15-20°C) disebut psikrofilik, sedangkan yang dapat tumbuh optimum pada
suhu normal (30-37°C) disebut mesofilik (Brooks, 2008).
2.3 Aktivitas Air
Jika aktivitas air dan kadar kelembapan yang tinggi akan menurunkan
daya tahan probiotik. Interaksi antara aktivitas air dengan suhu dapat
mempengaruhi kehidupan probiotik dan sediaan probiotik memiliki masa
simpan yang-lama_pada, bhentuk "kering: ketika di_simpan pada suhu kamar
dengan kadar kelembabannnya rendah (dibawah 0,2-0,3).
2.4 Tekanan Osmosis
Osmosis yaitu difusi melintasi semi-permiabel yang memisahkan
antara dua macam larutan dengan konsentrasi solut yang berbeda, sehingga
proses ini cenderung untuk menyamakan konsentrasi solut pada kedua sisi
membran tersebut dan tekanan osmosis sangat erat hubungannya dengan
kandungan air. Apabila mikroba diletakkan pada larutan hipertonis, maka sel
akan mengalami plasmolisis atau terkelupasnya membran sitoplasma dari
dinding sel-akibat mengkerutnya;sitoplasma.

Bakteri probiotik harus bisa bertahan mengh‘adapi rintangan-rintangan
dalam saluran pencernaan untuk dapat mencapai usus halus dalam keadaan tetap
hidup, serta dalam jumlah yang cukup memadai untuk berkembang biak dan
menyeimbangkan mikrobiota dalam usus. Jumlah mikroba hidup harus cukup
untuk memberikan efek baik bagi kesehatan serta dapat berkolonisasi sehingga

dapat
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2.6 Biomassa Sel

Produk berupa biomassa sel dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak
dalam upaya untuk memperbaiki nutrisi ternak (Hariyum, 1987). Selain itu Leroy
de Vuyst (2001) menyatakan jumlah nutrien yang ada pada medium pertumbuhan
awal potensial untuk membentuk biomassa akhir.  Sehingga perubahan
ketersediaan nutrien ini berpengaruh pada pertumbuhan dan produk biomasa.
Fermentasi dalam produksi biomassa sel merupakan jenis fermentasi Cell Mass
Production.

Kondisi fermentasi harus diusahakan sedemikian rupa sehingga asimilasi
sel berjalan dalam kecepatan setinggi mungkin dan produksi hasil metabolisme
dan hasil antara ditekan serendah-rendahnya. Di samping hasil sel dan efisiensi
konversi bahan dasar menjadi sel, bahan dasar sumber karbon merupakan
komponen terbesar dalam medium (Hariyum, 1987).

2.7 UjipH

Pengukuran nilai pH dilakukan guna megetahui tingkat keasaman atau
kebasaan suatu media sebelum dan setelah fermentasi, berisi substrat ang diukur
mengunakan pH meter. Menurut, Sudarmadji, et-al., (2003), prosedur kerja
penukuran pH menggunakan pHmeter yaitu pertama‘ siapkan masing-masing
sampel media alami yang telah dimasukkan ke dalam gelas ukur, lalu alat pH
meter dikalibrasi. Hasil pengamatan pada pH meter diketahui beberapa saat
setelah pH meter dicelupkan, dengan melihat stabilitas pengukuran. Apabila
angka pada pHmeter sudah stabil, catat pengukuran angka pH meter yang tertera

pada layar pH meter.
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Khamir dapat hidup pada rentang derajat keasaman yang luas (pH 3,0-8,0)
dengan pH optimum antara 4,0-6,5. Axelsson (2004) menyatakan sebagian strain
bakteri asam laktat mampu tumbuh pada pH 4,4 dan pertumbuhannya optimum
pada pH 5,5-6,5. Menurut Irianingrum (2009) menyatakan bahwa secara umum
bakteri ini tumbuh pada pH 4-6,8.

2.8 Medium Tumbuh Alami Alternatif Mikroorganisme
2.8.1 Limbah Cair Tahu

Limbah .cair.tahu. ataupwhey 'toft/WT, adalah air..buangan sisa proses
penggumpalan tahu yang biasanya tidak dimanfaatkan. Limbah cair tahu
berpotensi sebagai media pertumbuhan bakteri karena memiliki Kandungan
nutrisi yang lengkap (Fatoni et al., 2008). Budiarti (2008), menyatakan bahwa
dalam 100 g air limbah tahu mengandung 2 g karbohidrat; 1,75 g protein; 1,25 g
lemak; 0,001 g serat kasar dan'4,5g kalsium. Limbah cair tahu mempunyai
kandungan protein, lemak dan karbohidrat yang masih cukup tinggi, jika senyawa
organik tersebut diuraikan maka akan dihasilkan gas metan, karbon dioksida dan
gas—gas lain (Raliby et al., 2009).

Jika tidak dimanfaatkan dengan‘baik, limbah cair tahu dapat berpotensi
merusak lingkungan (Darsono, 2007), hal ini akibat dafi membusuknya senyawa-
senyawa organik yang terkandung dalam whey tahu, sedangkan pengggunaannya
masih sangat sedikit (Hariyadi, 2002).

2.8.2 Molases

Tetes tebu (molases) merupakan hasil samping proses pengolahan tebu

dari pabrik gula. Hidayat et al., (2006), hasil samping industri gula yaitu tetes

tebu, mengandung senyawa nitrogen, unsur mikro, dan kandungan gula yang

17



cukup tinggi terutama kandungan sukrosa 30-40%, glukosa 4-9%, dan fruktosa 5-
12% sehingga sangat cocok menjadi sumber karbon untuk fermentasi asam laktat,
memiliki kandungan gula yang cukup tinggi yaitu sebesar 62%, menunjukkan
bahwa tetes tebu yang digunakan mengandung gula yang tinggi.

2.8.3 Tepung Limbah Ikan

Limbah ikan yang dibuang biasanya yaiu jeroan, kulit, tulang, sirip, darah
dan air sisa produksi. Menurut Hossain et al., (2015), jeroan ikan mengandung
60,62% kadar air,-20% lipid; 14;02% protein,‘dan 4,75% kadar-abu.

Di pasar, limbah ikan dibuang begitu saja sehingga menjadi tempat
berkumpulnya mikroba dan menimbulkan bau tidak sedap atau busuk. Untuk
menanggulangi limbah perikanan tersebut perlu upaya untuk memanfaatkan
limbah menjadi lebih berguna dan tidak terus-menerus mencemari lingkungan.

2.8.4 Air Kelapa

Kelapa mempunyai nama ilmiah Cocos nucifera, merupakan salah satu
jenis tumbuhan dari suku aren-arenan/ Arecaceae dan anggota tunggal dalam
marga Cocos. Produksi buah kelapa rata-rata 15,5 milyar butir/tahun di Indonesia
atau setara dengan 3,75 juta ton air, 3,02 juta ton kopra, 3,3 juta ton debu sabut,
1,8 juta ton serat sabut, dan 0,75 juta ton arang tempurung (Agustian et al., 2003).
Air kelapa ini mudah didapatkan dan sekarang air kelapa umumnya dibuang

begitu saja bersama limbah rumah tangga lainnya.

Kelapa juga merupakan tanaman perkebunan dan industri berupa pohon
batang lurus dari famili Palmae mengandung elektrolit tinggi sehingga termasuk

minuman isotonik alami (Bogadenta, 2013). Air kelapa juga memiliki kandungan
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klorida (1.830 mg/l), magnesium (262 mg/l), mangan (49 ppm), sulfur (35,4 ppm)

(Barlina, 2004).

Tabel 1. Nilai Nutrisi Air Kelapa Menurut Data Nutrisi United States Department
of Agriculture (USDA)

Nilai nutrisi Air Kelapa per 100 g (3,5 0z)

Kandungan Nutrisi Jumlah Kandungan Nutrisi Jumlah
Energi 79 kJ (19 kcal)  Asam Pantotenat (B5)  0.043 mg (1%)
Karbohidrat 3.71¢g Vitamin B6 0.032 mg (2%)
Gula 2619 Folat (Vit. B9) 3 ng (1%)
Serat pangan 119 Vitamin C 2.4 mg (4%)
Lemak v ERg 5 Mitamin E 0 mg (0%)
Protein 0.72¢g Vitamin K 0 pg (0%)
Air 94.99 g Kalsium 24 mg (2%)
Vitamin A equiv. 0 ng (0%) Besi 0.29 mg (2%)
Beta-Karotena 0 pg (0%) Magnesium 25 mg (7%)
Lutein dan zeaxanthin 0 g Fosfor 20 mg (3%)
Tiamina (Vit. B1) 0.03 mg (2%) Kalium 250 mg (5%)
Riboflavin (Vit. B2) 0.057 mg (4%)  Zink 0.1 mg (1%)
Niasin (Vit. B3) 0.08 mg (1%)  Water 94,99 ¢

Sumber : United States Department of Agriculture, 2016

Air kelapa kaya dengan nutrisi, seperti kalium, gula (1,7-2,6%), protein
(0,07-0,55%). Air kelapa memiliki rasa manis dan empat jenis asam amino yaitu
Alanin 312 mg/mL; Arginin 133 mg/ mL; serin 111 mg/mL dan Cystin 1,17
mg/mL. Simanihuruk (2013) menyatakan bahwa air kelapa memiliki kemampuan
menghasilkan nata yang disebabkan oleh kandungan. nutrisi yang kaya dan relatif
lengkap serta sesuai dengan pertumbuhan bakteri. Yolanda (2011), menyatakan
bahwa kandungan kandungan karbohidrat air kelapa tua adalah 0,2 g per 100 g,
sehingga diketahui karbohidrat air kelapa tua lebih sedikit dibandingkan dengan
kandungan karbohidrat air kelapa muda. Kandungan karbohidrat yang sangat
sedikit ini diperkirakan tidak mempengaruhi proses peragian bakteri terhadap

substrat karbohidrat tertentu yang sengaja ditambahkan.
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2.8.5 Tepung Onggok

Pengolahan ubi kayu menjadi pati seperti onggok merupakan limbah yang
berpotensi mencemari lingkungan jika penanganannya tidak baik. Kandungan
nutrien onggok adalah : energi (TDN) : 77,85 %, protein kasar (PK) : 6,90 %,
ekstrak eter (EE) : 0,19 % serat kasar (SK) : 20,19 %, abu : 3,93 %, dan bahan
ektrak tanpa nitrogen (BETN) : 68,69 %, masing-masing atas dasar bahan kering

(Rizal, 2010).

Karbohidrat bukan satu-satunya nutrisi yang dibutuhkan golongan bakteri
asam laktat. Azizah et al., (2012) juga menambahkan dalam penelitiannya bahwa
nutrisi utama yang diperlukan bakteri asam laktat adalah karbohidrat dan nitrogen
(nitrogen organik dan anorganik). Bakteri asam laktat memanfaatkan karbohidrat

sebagai sumber energi.

2.8.6 Tepung Limbah Udang

Limbah udang merupakan limbah pengupasan udang dari kepala dan kulit
udang kemudian dapat digunakan sebagai bahan pakan alternatif, karena
ketersediaannya cukup potensial. Di Indonesia dari 170 usaha pengolahan udang
mempunyai kapasitas ‘produksi- sekitar 500.000 ton/tahun (Departemen Kelautan
dan Perikanan, 2005).

Limbah udang mempunyai kelebihan diantaranya tinggi protein, fosfor
dan mineral yang baik untuk menunjang produksi telur (Muzzarelli et al., 2000).
Tepung kulit udang mempunyai kandungan protein yang tinggi dan baik yakni
sebesar 38,25%, serat kasar 16,67% serta kalsium 5,75% dan fosfor 1,59%

(Rosidasi et al., 2011). Seluruh bagian dari tubuh udang terdiri dari ruas-ruas
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terbungkus oleh kerangka luar (eksoskeleton) dari zat tanduk atau kitin dan

diperkuat oleh bahan kapur kalsium karbonat (Soetomo, 1990).
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I11.  MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1. Materi Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat probiotik
Lactobacillus plantarum N16 dan isolat ragi roti (Saccharomyces cerevicea) merk
“fermipan”, medium MRS Broth (de Man Rogosa and Sharpe Broth), PDA
(Potatose Dextrose Agar), PDB (Potatose Dextrose Broth), limbah cair tahu,
molases, tepung limbah ikan, air kelapa, tepung onggok, dan tepung limbah
udang. | = y
Peralatan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah cawan petri, vortex,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, tabung eppendrof, erlenmeyer, gelas ukur, neraca
analitik, autoclave, hot-plate, bunsen, laminar air flow, aluminium foil,
spectrofotometer, gelas ukur, ‘beker glass, centrifuge, pH meter, jarum ose,
incubator, micropippet dan pipet tip.
3.2. Metode Penelitian
3.2.1. Rancangan Penelitian
Penelitian dilakukan menggunakan metode eksperimen Rancangan Acak
Lengkap (RAL) Faktorial yang terdiri dari 2 faktor, yaitu faktor A (Rasio
Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces cerevicea) sebanyak 3 taraf
dan faktor B (jenis media alami alternatif) sebanyak 3 taraf dengan 3 kali ulangan
sebagai berikut :
1. Faktor Pertama (A) adalah Rasio Campuran Lactobacillus plantarum N16
dengan Saccharomyces cerevicea, yaitu :
A.1: Rasio Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces cerevicea 1:1

A.2 : Rasio Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces cerevicea 1:2
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A.3 : Rasio Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces cerevicea 2:1
2. Faktor Kedua (B) adalah media alami alternatif yang terdiri dari 3 taraf, yaitu:

B.1 : media MRS-Broth (kontrol) 100 %

B.2 : limbah cair tahu (90% ) + molases (5%) + tepung limbah ikan (5%)

B.3 : air kelapa (90%) + tepung onggok (5%) + tepung limbah udang (5%)

Tabel 2. Kombinasi Perlakuan Rasio Probiotik Campuran (Lactobacillus
plantarum N16) dan Saccharomyces cerevicea pada Jenis Media

Tumbuh Alami
Rasio Lactobacillus +; 1% &1 (Jenis Media T,umbuh-Alami)
plantarum N16 dan
_ B: B Bs
Saccharomyces cerevicea
A1 By A1 B; A1 B3
A; (1:1)
(P1) (P4) (P7)
A; B; A; B A, Bs
Az (1:2)
(P2) (P5) (P8)
A3 Bl A3 Bz A3 BS
As (211) (P3) (P6) (P9)
Keterangan :
A : Gabungan Isolat Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces
cerevicea
B . Inokulum (Media Tumbuh Alamai Alternatif)
P : Perlakuan

Model matematika rancangan acak lengkap pada faktorial adalah
Yijk = W+ A+ Bj+ (AB)jj + gij

Keterangan :

Yijk = Nilai pengamatan terhadap perlakuan Rasio Probiotik Campuran
(Lactobacillus plantarum N16) dan Saccharomyces cerevicea pada
Jenis Media Tumbuh Alami ke-j pada ulangan ke-k.

M = Nilai rata-rata (peubah yang diukur)

A = Rasio Probiotik Campuran (Lactobacillus plantarum N16) dan
Saccharomyces cerevicea ke-i terhadap peubah yang di amati.

Bj = Pengaruh Jenis Media Tumbuh Alami ke-j terhadap peubah yang di

amati.

23



(af)ij = Pengaruh interaksi Antara Rasio Probiotik Campuran (Lactobacillus
plantarum N16) dan Saccharomyces cerevicea ke-1 Jenis Media
Tumbuh Alami ke-j terhadap peubah yang di amati.

Sijk = Pengaruh efek sisa / galat percobaan pada satuan percobaan ulangan
ke-k, dari perlakuan ke-1 dan waktu pemberian ke-j.

i = Perlakuan faktor A (1, 2, 3).

J = Perlakuan faktor B (1, 2, 3).

K = Ulangan ke (1, 2, 3).

3.2.2 Pelaksanaan Penelitian

Semua peralatan dan media yang digunakan disterilisasi dalam autoclave
dengan suhu 121°C selama 15 menit.— Isolat Lactobacillus plantarum N16
(Septiani, 2019) dan ragi -roti'f:evr.rﬁipan (Sracchvarc.)rhycés cerevicea), diremajakan
secara terpisah, berikut langkah-langkahnya :

a. Peremajaan Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL)

Sebanyak 7.8 gram MRS-B (de Man Rogosa and Sharpe Broth) dilarutkan
ke dalam 150 ml aquades. Selanjutnya dipanaskan di atas hot plate dan diaduk
sampai homogen. Kemudian lakukan sterilisasi dalam autoclave dengan suhu
121°C selama 15 menit. Lalu ambil isolat Lactobacillus plantarum N16 sebanyak
1 ml dengan menggunakan mikropipet dan masukkan ke dalam 10 ml MRS Broth
dan diinkubasi selama 24 jam dengn suhu 37° C.

b. Peremajaan Isolat Ragi(Yeast)

Ambil 2,4 gram PDB (Potatose Dextrose Broth) dilarutkan ke dalam 100
ml aquades, kemudian dipanaskan diatas hot plate sambil diaduk sampai
homogen. Lakukan sterilisasi dalam autoclave dengan suhu 121°C selama 15
menit. Sebanyak 0,2 gram ragi roti ditimbang dan dimasukkan ke dalam larutan

PDB steril. Kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24-48 jam.
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3.2.3 Penggabungan Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea (Probiotik Campuran)

Penggabungan antara isolat Lactobacillus plantarum N16 dan
Saccharomyces cerevicea (campuran) berdasarkan hasil hitung TPC (Total Plate
Count), akan dibagi menjadi tiga rasio yaitu 1:1, 1:2 dan 2:1. Kemudian dibiakkan
pada media MRS-B (de Man Rogosa and Sharpe Broth) yang diinkubasi dengan
suhu 37°C selama 24 jam. Perbandingan penggabungan isolat Lactobacillus
plantarum N16 dan-Ragi (Saccharomyces cerevicea) dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Perbandingan Rasio Probiotik Campuran (Lactobacillus plantarum N16
dan Saccaromces cerevisae)

No. Isolat Keterangan
1. (L. plantarum N16) : (S.cerevicea) 1:1
2. (L. plantarum N16) : (S.cerevicea) 1:2
3. (L. plantarum N16) : (S.cerevicea) 2:1

Kemudian dilakukan pengujian menggunakan spektrofotometer untuk
melihat daya hidup awal (viabiltas). Kemudian dilakukan pengukuran OD
(Optical Density) dengan melihat absorbansi pada panjang gelombang 600 nm.
Penelitian ini dilakukan dengan tiga kali ulangan.

3.2.4 Inokulasi Pada Medium Alami

Hasil penggabungan Lactobacillus plantarum N16 dan Saccaromces
cerevisae (starter) pada tahap sebelumnya akan ditumbuhkan pada media alami
alternatif sebanyak 5 %. Sebelumnya masing-masng media telah di uji pH
awalnya menggunakan pHmeter. Media alami tersebut diantaranya yaitu MRS-B
(sebagai kontrol), media A (limbah cair tahu + molases + tepung limbah ikan),
dan media B (air kelapa + tepung onggok + tepung limbah udang). Berikut

komposisi media tumbuh yang akan digunakan dapat dilhat pada Tabel 4.
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Tabel 4. Komposisi Media Tumbuh Alami Alternatif

Nama Medium Uraian Komposisi (%)
A Kontrol MRS-B 100
Limbah Cair Tahu 90
B Alami | Molases 5
Tepung Limbah Ikan 5
Air Kelapa 90
C Alami Il Tepung Onggok 5
Tepung Limbah Udang 5

Bahan-bahan yang tertgra .di Tabej 4, ditjmbang sesuai dengan ukuran,
kemudian dilarutkan. II\/Iédia' dipanaskan hingga. méndidih lalu dipindahkan
kedalam erlenmeyer. Media dimasukkan kedalam outoclave untuk dilakukan
sterilisasi selama 15 menit pada suhu 121°C. Penelitian ini dilakukan dengan tiga
kali ulangan.

3.3 Peubah yang diukur

Peubah yang akan diukur'dalam penelitian ini, yaitu:
1. pH Akhir
2. Nilai Viabilitas
3. Biomassa Sel
3.3.1 UjipH

Pengukuran pH dilakukan sebagai uji tingkat keasaman atau kebasaan
media fermentasi berisi substrat dengan mengunakan pH meter. Nashihara et al.,
(2009), sebelum menggunakan pH meter, dilakukan standarisasi pH meter
langkah pertama, lalu nyalakan pH meter, kemudian dibilas denagan elektrod
aaquades, terakhir keringkan menggunakan kertas tissue.  Mengeringkan

elektroda pH meter cukup dengan menempelkan kertas tissue pada bagian pinggir
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dan ujung elektroda, elektroda yang tergores, validasi keakuratannya bisa berubah
untuk itu perlu dikalibrasi ulang.

pH diukur menggunakan pedoman berdasarkan prosedur kerja menurut
Sudarmadiji et al., (2003) yaitu siapkan masing-masing sampel media alami yang
telah dimasukkan ke dalam gelas ukur, lalu alat pH meter dikalibrasi. Pada pH
meter dididapatkan nilaip pH beberapa saat setelah pH meter dicelupkan, dengan
melihat stabilitas pengukuran. Jika angka yan tertera tidak berubah lagi/ sudah
stabil maka ditulis-pengukurannya: | Penelitian/ ini, dilakukan..dengan tiga kali
ulangan.

3.3.2 Nilai Viabilitas

Dilakukan uji viabilitas sebelum dan setelah penggabungan Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccaromces cerevisae pada media alami untuk memastikan
pertumbuhan keduanya, dengan metode tuang (plate count) dengan beberapa seri
pengenceran. Sebanyak 1 ml hasil pengenceran ditanam dalam cawan petri steril
dan di tuang media MRS agar di atasnya, digoyang-goyang sampai merata dan
seanjutnya di inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Setelah diinkubasi awal selama 24.jam dengan suhu 37°C, penggabungan
Lactobacillus plantarum N16 dan Saccaromces cerévisae pada media alami
dilakukan uji viabilitas dengan metode pengukuran OD (Optical Density)
menggunakan spektofotometer ~ dengan melihat absorbansi pada panjang
gelombang 600 nm menggunakan spektrofotometer. Penelitian ini dilakukan

dengan tiga kali ulangan.
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3.3.3 Biomassa Sel

Biomassa sel diukur berdasarkan berat endapan dalam supernatan.
Sentrifugasi dilakukan dua kali. Pertama, bertujuan untuk membuang endapan
media, yaitu masing-masing sampel sebanyak 10 ml dalam tabung cup di
centrifuge dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 menit, dilakukan dengan tiga
kali ulangan. Kedua, bertujuan untuk memisahkan bakteri dengan media, yaitu
masing-masing sampel sebanyak 2 ml sampel dimasukkan dalam tabung
eppendorf yang.-sebelumnya rtelah | ditimbang, berat kosongnya, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 4.000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang
dibuang dan endapan (pelet) yang tersisa ditimbang untuk mengetahui berat
basahnya. Penelitian ini dilakukan dengan tiga kali ulangan. Berat sel (x) dihitung

dengan rumus sebagai berikut:

X (mg/ml) = Berat tabung berisi sel basah(mg) — berat tabung kosong (mq)

Volume sampel (ml)

3.4 Analisis Data Menggunakan SPSS 26

Data hasil penelitian ini dimasukkan ke SPSS 26.0. Selanjutnya data
tersebut dianalisis--menggunakan uji secara-two_ways- ANOVA (Analysis of
Variance) o = 0,05 untuk mencari pengaruh viabilitas, pH, dan biomassa sel dari
pengabungan bakteri asam laktat dan ragi dalam mediatumbuh alami. Dilanjutkan
dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5 % apabila terdapat pengaruh
viabilitas, pH akhir, dan biomassa sel dari pengabungan bakteri asam laktat dan

ragi yang menghasilkan hasil terbaik.
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3.5 Skema Penelitian

Peremajaan Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Ragi (yeast)

!

Penggabungan BAL dan Ragi

!

Uji Viabilitas Awal Penggabungan BAL dan RAGI

!

Uji pH Media Alami

T

Diinokulasi pada media alami alternatif

!

!

Uji Viabilitas

!

Uji Biomassa Sel

Gambar 2. Skema Penelitian

3.6 Tempat dan Waktu Penelitian

l

Uji pH Akhir Medium

Penelitian ini dilakukan pada tangal 2 Maret hingga 18 September 2020

di Laboratorium Teknologi Industri Pakan Fakultas Peternakan Universitas

Andalas Padang dan Laboratorium Uji Mutu dan Analisa Politani Payakumbuh.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yng telah dilakukan mengenai Pengaruh Rasio
Lactobacillus plantarum N16 dengan Saccharomyces cerevicea Pada Jenis
Media dan Terhadap Viabilitas, Biomassa Sel dan Penurunan pH Medium,

didapatkan hasil sebagai berikut:

4.1 Viabilitas Probiotik Campuran

Hasil pengamatan terhqqu_pararpeter. nilai Viabilitas, rasio campuran
probotik Lactobacillus ;)Iaht‘a}.rum N16 dan Sacchérorr;yées cerevicea pada jenis
media tumbuh alami dapat dilihat pada Tabel 7 dan gambar 5.
Tabel 5. Rataan Nilai Viabilitas probiotik campuran (Lactobacillus plantarum

N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media tumbuh
Jenis Media Tumbuh

Rasio campuran Rata-Rata
probiogk pr | 2 B9 (A)
(Kontrol) (Media 1) (Media 2)
Al (1:1) 1,32° 1,94 2,24° 1,83
A2 (1:2) 0,75" 1,64° 2,27° 1,55
A3 (2:1) 0,75" 1,61° 2,37° 1,58
Rata-Rata (B) 0,94 1,73 2,29
Keterangan:  superskrip yang berbeda menunjukkan pengaruh yang berbeda sangat
nyata (P<0,01)
2,50
8 1,50 "
£ —o—B1 (MRS-B)
S T~—— —¢ —8—B2 (MA )
.= 0,50
=) B3 (MAII)
0,00
A1 (1:1) A2 (1:2) A3 (2:1)
Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea

Gambar 3. Grafik Nilai Viabilitas probiotik campuran (Lactobacillus plantarum
N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media tumbuh

30



Berdasarkan hasil analisis keragaman dan statistik (Lampiran 1),
menunjukkan bahwa terjadi interaksi antara faktor A (rasio probiotik campuran)
dan faktor B (jenis media tumbuh) memperlihatkan pengaruh berbeda sangat
nyata (P<0.01) terhadap nilai viabilitas.

Berdasarkan uji lanjut DMRT menunjukkan bahwa perlakuan A3B3
(2,37), tidak berbeda nyata (P>0.05) terhadap perlakuan A2B3 (2,27) dan A1B3
(2,24) tetapi lebih tinggi dan memberikan pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01)
terhadap semua perlakuan, -terutama lterhadap ‘perlakuan A3B1.(0,75) dan A2B1
(0,75) yang lebih rendah dari perlakuan lainnya. Perlakuan A1B2 (1,94) berbeda
sangat nyata terhadap perlakuan A2B2 (1,64), A3B2 (1,61) dan A1B1 (1,32).
A1BL1 (1,32) berbeda nyata terhadap perlakuan perlakuan (0,75) dan A3B1 (0,75).

Pada perlakuan A3B3, merupakan interaksi antara rasio probiotik
campuran 2:1 dengan media B3 menghasilkan viabilitas lebih tinggi dari seluruh
perlakuan sebesar 2,37. Namun, rasio campuran probiotik (Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea) yang berbeda pada media B3 tidak

memberi pengaruh berbeda nyata terhadap nilai viabilitas.

Kestabilan ‘nilai viabilitas - campuran- probiotik - diduga dipengaruhi oleh
kandungan nilai nutrisi pada media B3, yang memiliki sumber karbon yang
melimpah akibat kombinasi dari limbah air kelapa dan limbah tepung onggok.
Sedangkan pada media B2 (alami 1), sehinga diduga terjadi kelebihan unsur
nitrogen (N) akibat kombinasi dari limbah whey tofu dan tepung limbah ikan.
Menurut (Ferdaus et al., 2008), seiring berjalannya waktu fermentasi, konsumsi
glukosa oleh bakteri Lactobacillus plantarum N16 meningkat, sehingga glukosa

yang ada pada media fermentasi akan semakin berkurang. Kadar glukosa yang
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terkandung dalam media hasil fermentasi berhubungan erat dengan jumlah bakteri
yang terdapat dalam media fermentasi. Glukosa yang terkandung dalam media
fermentasi, akan diubah menjadi asam laktat oleh bakteri Lactobacillus plantarum

N16.

Dalam hal ini dapat dilihat bahwa semakin tinggi substrat maka semakin
banyak nutrisi yang dapat dimanfaatkan Lactobacillus plantarum N16 dan
Saccharomyces cerevicea dalam pertumbuhan menghasilkan asam laktat, namun
konsentrasi substrat yang tinggi akan menyebabkan'dehidrasi sel bakteri sehingga
menghambat pertumbuhannya. Hal ini terjadi antara rasio probiotik campuran
pada perlakuan media tumbuh B2 terhadap nilai viabilitas. Jika rasio karbon
terhadap nitrogen lebih besar (sedangkan jumlah unsur nitrogen sedikit), maka
unsur nitrogen akan menjadi faktor pembatas dalam metabolisme bakteri
Lactobacillus plantarum N16.  Hal ini akan menghambat pertumbuhan bakteri
Lactobacillus plantarum N16 (Wulan et al., 2006).

Media alami yang terdapat pada penelitian ini berupa limbah air tahu
(whey tofu) sebagai sumber nitrogen kaya akan protein nabati, sama halnya
dengan limbah tepung  udang 'dan’.ikan- sebagai sumber nitrogen hewani.
Sedangkan sumber karbon yang digunakan berupa limbah air kelapa, molases dan
limbah tepung onggok.

Campuran probiotik Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea membuktikan bahwa dapat tumbuh bersama dengan baik secara
mutualisme pada seluruh jenis media. Dimana Lactobacillus plantarum N16 dan
Saccharomyces cerevicea bersifat amilolitik yang mampu memecah glukosa

menjadi karbohidrat dan mempunyai potensi terhadap produk-produk berbahan
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pati. Lactobacillus plantarum merupakan salah satu species dari bakteri asam
laktat (BAL), bersifat amilolitik yang secara langsung akan merubah pati menjadi
asam laktat, digunakan sebagai starter pada proses fermentasi yang berperan
dalam peningkatan produksi asam laktat (Reddy et al., 2008). Saccharomyces
cerevicea adalah khamir amilolitik yang memiliki potensi penting dalam produk-
produk berbahan pati (Rose et al., 1993), disebabkan aktivitas enzim amilase
terutama isoamilase yang bisa menghidrolisa ikatan o(1,6)- pada amilopektin
(Van der Maarel-et-al., 2002): {Menurut Fleet (2006), khamir. Saccharomyces
cerevicea menghasilkan enzim ekstraseluler amilase dan protease selama proses
fermentasi, kemudian enzim o—amylase, yang terdapat dalam pati melakukan
amilolisis atau degradasi pati sempurna dan segera menjadi maltosa dan
maltotriosa.

Menurut Sofyan et al., (2011), inokulan L. plantarum memiliki
kemampuan untuk tumbuh bersama S. cerevisiae, penggunaan kombinasi kedua
inokulan dapat meningkatkan kualitas fermentasi. Penambahan inokulan S.
cerevisiae dapat mendukung pertumbuhan bakteri Lactobacillus plantarum N16
(Hippen et al., 2010). Putri et al,. (2008), dengan,adanya Lactobacillus plantarum
N16 selama proses fermentasi yang dapat memprodﬁksi asam laktat sehingga
dapat menghasilkan kondisi asam pada medium fermentasi.

Gloria et al,.(2003) juga menyatakan bahwa dengan menurunnya pH dan
meningkatnya keasaman pada fermentasi spontan serealia (kombinasi antara
Lactobacilus dan S. cereviceae) maka jumlah khamir meningkatkan. Dengan

turunnya pH, diprediksi khamir mampu tumbuh lebih baik. Sesuai dengan
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pernyataan Bennett et al,.(1999), bahwa khamir umumnya lebih menyukai kondisi
asam untuk pertumbuhannya dan tidak tumbuh baik pada medium alkali.
4.2 Biomassa Sel Probiotik Campuran

Berdasarkan hasil analisis keragaman dan statistik (Lampiran 2),
menunjukkan bahwa terjadi interaksi antara faktor A (rasio probiotik campuran)
dan faktor B (jenis media tumbuh) memperlihatkan pengaruh berbeda sangat
nyata (P<0.01) terhadap nilai biomassa sel. Sebagaimana terdapat pada Tabel 6
dan Gambar 4. NIVERSITAS

Tabel 6. Rataan nilai biomassa sel (mg/ml) probiotik campuran (Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media

tumbuh
Rasio campuran Jenis Media Tumbuh Rata-Rata
probiotik Bl B2 B3 (A)
(Kontrol) (M1) (M2)
Al (1:1) 20,00° 24,67° 17,33 20,67
A2 (1:2) 22,00% | 23,00 16,00° 20,33
A3 (2:1) 23,00 19,33" 42,33 28,22
Rata-Rata (B) 21,67 22,33 25,22 69,22
Keterangan: superskrip yang berbeda menunjukkan pengaruh yang berbeda
sangat nyata (P<0,01).
50
& 40
@
2 30
£ —6—B1 (MRS-B)
S 20 —
2 —=—B2 (MA )
510 B3 (MA Il)
0
Al (1:1) A2 (1:2) A3 (2:1)
Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea

Gambar 4. Grafik Nilai Biomassa Sel (mg/ml) probiotik campuran (Lactobacillus

plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media
tumbuh

Berdasarkan uji lanjut DMRT, menunjukkan bahwa perlakuan A3B3

(42,33) lebih tinggi dan memberikan pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01)
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dibandingkan seluruh perlakuan terhadap nilai biomassa sel (mg/ml). Sedangkan
antar perlakuan A1B2 (24,67), A3B1 (23), A2B2 (23), A2B1 (22), A1B1 (20),
A3B2 (19,33) A1B3 (17,33) dan A2B3 (16) memberikan pengaruh tidak berbeda
nyata (P>0.01).

Secara angka pada Tabel 6. A3B3 merupakan probiotik campuran
Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea dengan rasio 2:1
pada media tumbuh B3 memperoleh nilai lebih tinggi yaitu 42,33 mg/ml
memberikan pengaruh: berbedaisangat! nyata‘terhadap nilai-biomassa sel. Hal ini
diduga terjadi akibat penaruh dari kandungan nutrisi media B3. Leroy de Vuyst
(2001) menyatakan bahwa jumlah nutrien yang ada pada medium pertumbuhan
awal potensial untuk = membentuk biomassa akhir. Sehingga perubahan
ketersediaan nutrien ini berpengaruh pada pertumbuhan dan produk biomasa.
Hariyum (1987) menambahkan, bahan dasar sumber karbon merupakan
komponen terbesar dalam medium serta produk berupa biomassa sel.

Perlakuan jenis media B3 yang terdiri dari kombinasi limbah air kelapa,
limbah tepung onggok dan limbah-tepung udang memberikan nilai biomassa sel
tertinggi dari campuran probiotik rasio 2:1. »Secara umum substrat dimanfaatkan
mikroorganisme untuk pertumbuhan biomassa, pemeIiHaraan sel, dan membentuk
asam organik sebagai produk (Yuliana, 2008).

Menurut United States Department of Agriculture (USDA) (2016), dalam
100 gr air kelapa memiliki kandungan elektrolit antara lain kalium (250 mg),
fosfor (20 mg), zat besi (0,29 mg), zink (0,1 mg) dan air (94,99 g), serta
karbohidrat (3.71 g), gula (2.61 g), protein (0.72 g), vitamin C (2.4 mg), Vitamin

B6 (0.032 mg), Asam Pantotenat (0.043 mg), Folat (3 pg), Tiamina/ Vit. B1 (0.03
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mg). Pada limbah tepung onggok memiliki kandungan nutrien: energi (TDN) :
77,85 %, protein kasar (PK) : 6,90 %, ekstrak eter (EE) : 0,19 % serat kasar (SK) :
20,19 %, abu : 3,93 %, dan bahan ektrak tanpa nitrogen (BETN) : 68,69 %,
masing-masing atas dasar bahan kering (Rizal, 2010). Dan tepung kulit udang
mempunyai kandungan protein yang tinggi yaitu sebesar 38,25%, kalsium 5,75%

serta serat kasar 16,67% dan fosfor 1,59% (Rosidasi et al., 2011).

Bakteri Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea akan
memanfaatkan gula untuk-dimetabolisme” menjadi' asam - asam organik, salah
satunya adalah asam laktat. Berdasarkan hal tersebut, semakin tinggi jumlah
bakteri yang dapat melakukan metabolisme gula yang terdapat pada produk, maka
semakin tinggi juga asam-asam organik pada produk hasil fermentasi.

Terlebih dahulu sukrosa akan dipecah menjadi fruktosa dan glukosa,
selanjutnya glukosa akan gunakan oleh bakteri Lactobacillus acidophilus sebagai
sumber energi dan sebagian akan dimetabolisme menjadi asam-asam organik
terutama asam laktat (Kusuma et al., 2016). Semakin banyak jumlah biomassa
yang tumbuh maka semakin banyak gula yang dimanfaatkan oleh bakteri

Lactobacillus dan dipecah menjadi asam laktat dan energi.
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4.3 Nilai pH Akhir Medium

Hasil pengamatan terhadap parameter nilai pH Akhir, Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea pada jenis media tumbuh alami
dapat dilihat pada Tabel 7 dan gambar 5.

Tabel 7. Rataan Nilai pH Akhir probiotik campuran (Lactobacillus plantarum
N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media tumbuh

Rasio campuran w01 1. Jenis'Media Tumbuh |, | Rata-Rata
probiotik B1 B2 ~ B3 (A)
(Kontrol) (M1) (M2)

Al (1:1) 0,95° 0,89° 2,38 1,40
A2 (1:2) 1,21° 0,90° il 1,44
A3 (2:1) 1,51° 0,90° 2,37° 1,59

Rata-Rata (B) 1,22 0,89 2,32
Keterangan: superskrip yang berbeda menunjukkan pengaruh yang berbeda
sangat nyata (P<0,01).
3
£ 2
= ——B1 (MRS-B)
Bl ‘I —=—-B2 (MA )
B3 (MA 1)
0
Al (1:1) A2 (1:2) A3 (2:1)
Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea

Gambar 5. Grafik Nilai pH Akhir Medium probiotik campuran (Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea) pada jenis media
tumbuh

Hasil analisis keragaman dan statistik (Lampiran 3) menunjukkan bahwa
terjadi interaksi antara faktor A (rasio probiotik campuran) dan faktor B (jenis

media) memberikan pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01) terhadap nilai pH

Akhir Medium. Berdasarkan uji DMRT, memperlihatkan bahwa hasil tertinggi
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adalah perlakuan A1B3 (2,38) dan tidak berbeda nyata terhadap (P>0.05)
perlakuan A3B3 (2,37), dan memberikan pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01)
terhadap perlakuan lainnya, terutama terhadap perlakuan A1B1 (0,95), A2B2
(0,90), A3B2 (0,90) dan A1B3 (0,89). Perlakuan A2B3 (2,21) memberikan
pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01) terhadap A3B1 (1,51). Begitu juga
perlakuan A3B1 (1,51) memberikan pengaruh berbeda sangat nyata (P<0.01)
terhadap A2B1 (1,21).

Nilai pH-media_sebelumnya lyaitu- B1(5,91), B2 (5,20), B3 (8,20), dan
setelah penggabungan dari Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea dengan beberapa rasio perbandingan, nilai pH media cenderung menjadi
lebih asam terhadap semua perlakuan. Hal ini. menunjukkan bahwa rasio
campuran probiotik Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces cerevicea
pada jenis media berpengaruh sangat nyata terhadap nilai pH akhir medium.

Pada Tabel 7. menunjukkan bahwa rasio campuran probiotik pada media
B3, pada perlakuan A1B3 terhadap perlakuan A3B3 memberikan pengaruh tidak
berbeda nyata terhadap nilai pH-Akhir Medium. Namun lebih tinggi serta
berbeda sangat-nyata terhadap, perlakuan A2B3 dan terhadap -perlakuan lainnya.
Rasio campuran probiotik pada media B1 memberikaﬁ pengaruh berbeda sangat
nyata terhadap nilai pH Akhir Medium, namun rasio campuran probiotik pada
media B2 tidak memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap nilai pH Akhir
Medium. Hal ini diduga dipengaruhi oleh kondisi pH pada media B2 menjaga
kestabilan pH akhir media namun media B3 menghaslkan pH Akhir yang lebih

tinggi dan cendeerung lebih baik dibandingkan media B2.
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pH medium mengalami penurunan nilai pH terjadi pada seluruh perlakuan
denan adanya aktvitas dari Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea. Hal ini terjadi diduga karena bakteri Lactobacillus plantarum N16
dengan Saccharomyces cerevicea saling tergantung secara menguntungkan/
simbiosis mutualisme mempercepat fermentasi dan akan menghasilkan pH lebih
rendah serta kadar asam laktat yang lebih tinggi (L. plantarum N16 butuh
autolisat S. cerevicea untuk tumbuh sedangkan S. cerevicea membutuhkan pH
rendah dalam melakukan .aktivitas 'metabolismenya). Lactobacillus plantarum
N16 dan Saccharomyces cerevicea pada biakan gabungan saling tergantung secara
menguntungkan, menurunkan pH dengan cepat dari perubahan gula menjadi asam
laktat dan karena adanya senyawa metabolisme yang mengubah senyawa gula
menjadi beberapa asam organik, (Handayani et.al., 2006).

Senyawa yang dihasilkan oleh Lactobacillus plantarum N16 diantaranya
adalah asam organik, berbagai jenis vitamin, suatu peptida yang bersifat
antimikroba , asam folat serta senyawa flavor. Kemampuan produksi asam dari
Lactobacillus plantarum N16 berperan penting dalam aktivitas antimikroba oleh
adanya produksi asam-asam seperti asam laktat danasam piruvat hasil fermentasi
gula. Leroy De Vuyst (2001), meyatakan bahwa baktefi ini akan memulai proses
pengasaman secara pesat pada bahan baku dengan memproduksi asam laktat.

Proses penurunan nilai pH pada media tumbuh alami juga disebabkan oleh
terbebasnya ion hidogen (H+) akibat perombakan laktosa menjadi glukosa
sehingga menghasilkan asam laktat yang meningkatkan keasaman. Febriningrum
(2013), nilai pH dalam suatu larutan menunjukkan jumlah konsentrasi H+.

Semakin tingginya nilai pH pada suatu larutan tertentu, maka semakin sedikit juga
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ion H+ yang terkandung dalam larutan tersebut, sebaliknya jika semakin rendah
nilai pH maka jumlah ion H+ akan semakin tinggi.

Menurut Winarno (2000), asam laktat yang diproduksi selama proses
fermentasi bisa meningkatkan citarasa dan menurunkan pHnya atau meningkatkan
keasaman. Sugiharto (1991), perubahan pH dalam fermentasi disebabkan karena
dalam aktivitasnya sel Saccharomyces cerevicea yang menghasilkan etanol
sebagai metabolit primer dan juga menghasilkan asam-asam seperti asam laktat,
asam malat, asam.sitrat, asamitartarat, asam butirat, asam.asetat sebagai hasil
sampingan dimana asam-asam tersebut akan menurunkan pH medium. Umumnya
mikroba patogen dan pembusuk dapat tumbuh antara pH 6,0-8,0 (Buckle et al.,
2007). Lactobacillus plantarum N16 memproduksi senyawa-senyawa diantaranya
seperti asam organik, suatu peptida yang bersifat antimikroba, berbagai jenis
vitamin, asam folat serta senyawa flavor. Nahariah et al. (2013), penurunan pH
disebabkan oleh adanya aktivitas fermentasi yang mengubah karbohidrat atau gula

dalam bahan makanan menjadi asam dan air serta produk — produk akhir lainnya.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa rasio campuran
Lactobacillus plantarum N216 dan Saccharomyces cerevicea 2:1 dan
menggunakan medium limbah air kelapa, tepung onggok dan tepung limbah
udang, yang diinkubasi pada inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C memiliki
viabilitas :2,37; biomassasel :+42;33-mg/mbdan‘penurunan pH sebesar: 2,37.
5.2. Saran
Diperlukan penelitian lebih lanjut berkaitan dengan:
1. Enkapsulasi dari probiotik cair ke padat, agar terhindar dari kemungkinan

kontaminasi dan manfaat lainnya.

2. Pengaplikasian kepada ternak untuk mempelajari pengaruh pemberian

probiotik campuran sebagai pengganti antibiotik pada ternak unggas.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Uji keragaman dan statistik nilai Viabilitas terhadap campuran
probiotik Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevicea pada jenis media alami berbeda

1.1 Data nilai viabilitas

Rasio Jenis Media Tumbuh
Campuran Ulangan B1 B2 B3 Total
Probiotik e
Al (1:1) ) 1,32 223 LAS 751
2 1,32 1,90 2,17
3 1,32 1,68 2,06
Jumlah 3,95 5,81 6,73 16,48
Rataan 1,32 1,94 2,24 1,83
A2 (1:2) 1 0,75 1,58 2,16
2 0,75 1,76 2,01
3 0,75 1,59 2,63
Jumlah 2,25 4,92 6,80 13,97
Rataan 0,75 1,64 2,27 1,55
A3 (2:1) 1 0,75 1,57 2,35
2 0,75 1,59 2,25
3 0,75 1,68 2,52
Jumlah 2,25 4,83 7,12 14,20
Rataan 0,75 1,61 2,37 1,58
Jumlah
Keseluruhan 8,45 15,56 , 20,65 44,65
Rataan 0,94 173 2,29 4,96

Keseluruhan

A. Analisis sidik ragam dengan SPPSS 26
a. Interaksi Faktor AxB

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VIABILITAS

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 9,215% 8 1,152 38,596 ,000
Intercept 74,003 1 74,003 2479,635 ,000
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PERLAKUAN_INTERAKSI 9,215 8 1,152 38,596 ,000

Error ,537 18 ,030
Total 83,756 27
Corrected Total 9,752 26

b. Faktor A dan Faktor B

Dependent Variable: VIABILITAS

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 11,571° 8 1,446 51,411 ,000
Intercept 55,069 1 55,069 1957,443 ,000
A 4,169 2 2,084 74,093 ,000
B 3,279 2 1,640 58,282 ,000
A*B 4,123 4 1,031 36,635 ,000
Error ,506 18 ,028
Total 67,147 27
Corrected Total 12,077 26

Uji Lanjut DMRT (Duncan New Multiple Range Test) nilai pH pada taraf 5%

a. Faktor A

VIABILITAS
Duncan®”

Subset
A N 1 2 3
3,00 9 ,8967
2,00 9 1,5533
1,00 9 1,8344
Sig. 1,000 1,000 1,000
b. Faktor B
VIABILITAS
Duncan®”
Subset

B N 1 2
1,00 9 ,9400
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3,00 9 1,6133
2,00 9 1,7311
Sig. 1,000 154

c. Interaksi Faktor AxB

VIABILITAS

Duncan®”

PERLAKUAN Subset

_INTERAKSI N 1 2 3 4

A2B1 , 7500

A3B1 ,7500

AlB1 1,3200

A3B2 1,6133 1,6133

A2B2 1,6433 1,6433

Al1B2 1,9367

A1B3

2,2467

A2B3

2,2667

W W W W W W |w |w |w

A3B3

2,3733

Sig. 1,000 ,052 ,834 ,052

,407

B. Perhitungan Statistik

FK = (Y.)> = (44,65)°> =73,84

a.b.r 27
JKA =Ti(ai)> FK = (16,48)*+(13.,97)*+(14,20)> - 73,84 = 0,43
Rb : ‘ G ’
JKB  =3jB)?-FK  =(8,45)*+(15,56)°+(20,65)° — 73,84 = 8,35
Ra 9
JKAB = ({3,95Y%+{5,81Y>+.. +{2.12}%) - FK - JKA - JKB = 0,43
3
KT = ZizZj=kY?ijk — FK= (1,32 %+ 2,23 % +...+ 2,52 %) - 73,84 =9,73
JKS =JKT-JKP =973 - 920 =0,53

JKP  =ZiZjYlijk - FK
r
= ({3,95¥°+{5,81}*+...+{7.12}") - 73,84=9,20
3
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JKA

KTA= —— =021
(a-1)
KB

KTB = —— =417
(b-1)

JKAE
KTAB=——— = 011
(a—1)b-1)

JK5
KTS = = 0,03
ab (r-1)
F(A) =22 =733
KTS
KTE

F(B) = = 142,76 1)

KTAE

F(AB) = KTS

= 3,68

Tabel Analisis Sidik Ragam

. F tabel

SK DB JK KT F hit 005 001 Ket
A 2 0 0 7,33 3,55 6,01 x*
B 2 8 4 142,76 3,55 6,01 x*
AB 4 0 0 368 293 458 *
Sisa 18 1 0
Total 26 10
Keterangan : ** =Derbeda sangat nyata (P<0,01)

* = berbeda nyata (P>0,05
NS = berbeda tidak nyata (P>0,05)

UJI LANJUT DUNCAN-MULTIPLE RANGE TEST (DMRT)
Faktor AB atau Interaksi AXB
SE =/ (KTS/r)=+4 (0,03/3) =0,10
Pengujian Ducan's Multiple Range Test (DMRT

Jarak
Perbandingan 2 3 4 5 6 7 8 9
SSR 0.05 297 312 321 327 332 336 338 340
SSR 0.01 4,07 4,25 436 4,45 451 456 4,60 4,64
LSR 0.05 029 031 1032 032 033 033 033 034
LSR 0.01 040 042 043 044 045 045 045 0,46
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Rataan Nilai Seluruh Perlakuan

AlB1=1,32 A2B1=0,75 A3B1=0,75
AlB2 =194 A2B2 =1,64 A3B2=1,61
AlB3 =224 A2B3 = 2,27 A3B3 =2,37

Urutan Rataan Nilai Tertinggi ke Terendah

A3B3  A2B3 AIB3 A1B2 A2B2 A3B2 AlB1 A2B1 A3B1
2,37 2,27 224 194 164 161 132 0,75 0,75
Perbandingan Nilai Beda nyata
SSR SELISI LSR

Perlakuan P SE 005 0,01 H 0.05 0.01 KET
A3B3-A2B3 2 0,10 297 4,07 0,11 0,29 0,40 NS
A3B3-Al1B3 3 0,10 3,12 4,25 0,13 0,31 0,42 NS
A3B3-AlB2 4 0,10 321 4,36 0,44 0,32 0,43 **
A3B3-A2B2 5 0,10 3,27 4,45 0,73 0,32 0,44 **
A3B3-A3B2 6 0,10 ) 3,32 451 0,76 0,33 0,45 **
A3B3-AlBl1 7 0,10 4, 3,36 4,56 1,06 0,33 0,45 **
A3B3-A2B1 8 0,10 © 3,38 4,60 1,62 0,33 0,45 **
A3B3-A3B1 9 0,10 340 4,64 1,62 0,34 0,46 *x
A2B3-Al1B3 2 0,10 297 4,07 0,02 0,29 0,40 NS
A2B3-Al1B2 3 0,10 312 4,25 0,33 0,31 0,42 *
A2B3-A2B2 4 0,10 321 4,36 0,63 0,32 0,43 **
A2B3-A3B2 5 0,10 3,27 4,45 0,66 0,32 0,44 il
A2B3-AlB1 6 0,10 3,32 451 0,95 0,33 0,45 **
A2B3-A2B1 7 0,20 3,36 4,56 1,52 0,33 0,45 **
A2B3-A3B1 8 0,10 3,38 4,60 1,62 0,33 0,45 **
Al1B3-AlB2 2 0,10 2,97 4,07 0,31 0,29 0,40 *
A1B3-A2B2 3 0,10 3,12 4,25 0,60 0,31 0,42 **
Al1B3-A3B2 4 0,10 3,21 4,36 0,63 0,32 0,43 **
Al1B3-AlB1 5 0,10 3,27 4,45 0,93 0,32 0,44 **
Al1B3-A2B1 6 0,10 3,32 451 1,49 0,33 0,45 **
A1B3-A3B1 7 0,10 3,36 4,56 1,50 0,33 0,45 *x
Al1B2-A2B2 2 0,10 2,97 4,07 0,29 0,29 0,40 *
Al1B2-A3B2 3 0,10 3,12 4,25 0,32 0,31 0,42 *
Al1B2-AlB1 4 0,10 3,21 4,36 0,62 0,32 0,43 **
AlB2-A2B1 5 0,10 3,27 4,45 1,18 0,32 0,44 **
Al1B2-A3B1 6 0,10 3,32 451 1,19 0,33 0,45 *x
A2B2-A3B2 2 0,10 2,97 4,07 0,03 0,29 0,40 NS
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A2B2-Al1B1 3 0,10 3,12 4,25 0,33 0,31 0,42 *
A2B2-A2B1 4 0,10 3,21 4,36 0,89 0,32 0,43 **
A2B2-A3B1 5 0,10 3,27 4,45 0,89 0,32 0,44 **
A3B2-AlB1 2 0,10 2,97 4,07 0,30 0,29 0,40 *
A3B2-A2B1 3 0,10 3,12 4,25 0,86 0,31 0,42 **
A3B2-A3B1 4 0,10 3,21 4,36 0,86 0,32 0,43 **
AlB1-A2B1 2 0,10 2,97 4,07 0,56 0,29 0,40 **
Al1B1-A3B1 3 0,10 3,12 4,25 0,57 0,31 0,42 **
A2B1-A3B1 2 0,10 2,97 4,07 0,00 0,29 0,40 NS
Keterangan : ** = berbeda sangat nyata (P<0,01)

* = berbeda nyata (P>0,05

NS = berbeda tidak nyata (P>0,05)
Superskrip
A3B3* A2B3* AI1B3* A1B2° A2B2° A3B2° A1B1° A2B1° A3B1°

54



Lampiran 2. Uji keragaman dan statistik nilai Biomassa Sel terhadap
campuran probiotik  Lactobacillus plantarum N16 dan
Saccharomyces cerevicea pada jenis media alami berbeda

2.1 Data nilai biomassa sel

Rasio Jenis Media Tumbuh
Campuran B1 B2 B3 Total
Probiotik ~ 'angan
Al (1:1) 1 20,00 24,00 14,00
2 20,00 23,00 16,00
3 20,00 27,00 22,00
Jumlah v ERGOIO0AS A N4PO 52,00 186,00
Rataan 20,00 24,67 17,33 20,67
A2 (1:2) 1 22,00 21,00 9,00
2 22,00 20,00 17,00
3 22,00 28,00 22,00
Jumlah 66,00 69,00 48,00 183,00
Rataan 22,00 23,00 16,00 20,33
A3 (2:1) 1 23,00 21,00 30,00
2 23,00 14,00 51,00
3 23,00 23,00 46,00
Jumlah 69,00 58,00 127,00 254,00
Rataan 23,00 19,33 42,33 28,22
Jumlah 19500 201,00 227.00 623,00
Keseluruhan
Rataan 21.67 2233 25 22 69,22
Keseluruhan
A. Analisis sidik ragam dengan SPPSS 26
a. Interaksi Faktor AxB
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Biomassa Sel
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1443,185% 8 180,398 7,173 ,000
Intercept 14375,148 1 14375,148 571,619 ,000
PERLAKUAN INTERAKSI 1443,185 8 180,398 7,173 ,000
Error 452,667 18 25,148
Total 16271,000 27
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Corrected Total 1895,852 26

b. Faktor A dan Faktor B

Dependent Variable: Biomassa Sel

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 12,667% 8 1,583 393,302 ,000
Intercept 663,549 1 663,549 164818,974 ,000
A ,178 2 ,089 22,146 ,000
B 12,144 2 6,072 1508,286 ,000
A*B ,344 4 ,086 21,389 ,000
Error ,072 18 ,004
Total 676,289 27
Corrected Total 12,740 26

2.2 Uji Lanjut DMRT (Duncan New Multiple Range Test) nilai pH pada taraf 5%

a. Faktor A
Biomassa Sel
Duncan®”
Subset
A N 1 2
3,00 9 4,8444
2,00 9 4,9956
1,00 9 5,0322
Sig. 1,000 236
b. Faktor B
Biomassa Sel
Duncan®”
Subset
B N 1 2 3
2,00 9 4,3056
1,00 9 4,6867
3,00 9 5,8800
Sig. 1,000 1,000 1,000
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c. Interaksi Faktor AxB

Biomassa Sel

Duncan®”
Subset
PERLAKUAN INTERAKSI N 1 2
A2B3 3 16,0000
A1B3 3 17,3333
A3B2 3 19,3333
Al1B1 3 20,0000
A2B1 3 22,0000
A2B2 3 23,0000
A3B1 3 23,0000
Al1B2 3 24,6667
A3B3 3 42,3333
Sig. ,080 1,000

B. Perhitungan Statistik

FK = (Y.)% = (623> =14375,15

a.b.r 27
JKA =3Zi(ai)>-FK = (186)*+(183)*+(254)° — 14375,15 = 358,30

Rb 9
JKB  =Zi(Bj)?-FK = (195)*+(201)*+(227)* — 14375,15 = 64,30

Ra , 9 L)
JKAB = ({60Y*+{74Y?+.. +{127¥) - FK - JKA - JKB = 1020,59

3

JKT = ZiZj=kYZijk — FK= (20 >+ 24% +.. .+ 46 %) — 14375,15 = 1895,85
JKS =JKT-JKP =189585—1443,18 = 452,67

JKP = ZiZjY%ijk - FK
r
= ({60V2+{74Y*+.. +{127}%) - 14375,15 = 1443,18
3

JKA

(a-1)

KTA =

=179,15
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JKB
KTB=——=232,15
(b-1)

JEAB

KTAB = ———— = 255,15
fa—1)(b-1)

JKS
ab (r-1)

KTS = = 25,15

F(A) =2 =710
KETS

F(B) = % =1,28

KTAB
me:KE

=.10,15 ..+

Tabel Analisis Sidik Ragam

: F tabel
SK DB JK KT F hit 005 001 Ket
A 2 358 179 7,12 3,55 6,01 xx
B 2 64 32 1,28 3,55 6,01 NS
AB 4 1021 255 10,15 2,93 4,58 x*
Sisa 18 453 25
Total 26 1896

Keterangan : ** = berbeda sangat nyata (P<0,01)
* = Dberbeda nyata (P>0,05
NS = berbeda tidak nyata (P>0,05)
UJI LANJUT DUNCAN MULTIPLE RANGE TEST (DMRT)
Faktor AB atau Interaksi AXB
SE = V(KTS/r)=(25,15/3) = 0,10

Pengujian Ducan's Multiple Range Test (DMRT

Jarak
Perbandingan 2 3 4 5 6 7 8 9
SSR 0.05 297 312 321 327 332 336 338 340
SSR 0.01 407 425 436 445 451 456 4,60 4,64

LSR 0.05 0860 902 929 948 961 972 979 9,89
LSR 0.01 11,79 12,29 12,63 12,87 13,05 13,20 13,32 13,42
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Rataan Nilai Seluruh Perlakuan

AlB1=20 A2B1 =22 A3B1 =23
AlB2 = 24,67 A2B2 =23 A3B2 =19,33
AlB3 =23 A2B3=19,33 A3B3 =42,33

Urutan Rataan Nilai Tertinggi ke Terendah

A3B3 AlB2 A2B2 A3B1 A2B1 AlBl1 A3B2 AlB3 A2B3
42,33 24,67 23 23 22 20 19,33 17,33 16

Perbandingan Nilai Beda nyata

SSR LSR
Perlakuan P SE SELISIH KET
0,05 10,01 , 0,05 0,01
A3B3-A1B2 2 290 297 4,07 17,66 8,60 11,79 **
A3B3-A2B2 3 290 3,12 425 19,33 9,02 12,29 faie
A3B3-A3B1 4 290 321 4,36 19,33 9,29 12,63 **
A3B3-A2B1 5 290 3,27 445 20,33 948 « 12,87 **
A3B3-A1B1 6 290 3,32 451 22,33 9,61 « 13,05 **
A3B3-A3B2 7 290 3,36 4,56 23,00 9,72 « 13,20 **
A3B3-A1B3 8 290 3,38 4,60 25,00 9,79 13,32 **
A3B3-A2B3 9 290 13,40 4,64 26,33 9,86 « 13,42 **
Al1B2-A2B2 2 290 2,97 4,07 1,67 8,60 11,79 NS
A1B2-A3B1 3 290 18,12 425 1,67 9,02 1229 NS
AlB2-A2B1 4 290 321 4,36 2,67 929 1263 NS
Al1B2-A1B1 5 290 3,27 445 4,67 948 @ 12,87 NS
Al1B2-A3B2 6 290 3,32 451 5,34 9,61 13,05 NS
A1B2-A1B3 7 290 3,36 4,56 7,34 9,72 1320 NS
Al1B2-A2B3 8 290 3,38 4,60 8,67 9,79 1332 NS
A2B2-A3B1 2 290 2,97 4,07 0,00 860 11,79 NS
A2B2-A2B1 3 290 3,12 4,25 1,00 » 19,02 12,29 NS
A2B2-A1B1 4 290 3,21 4,36 3,00 929 1263 NS
A2B2-A3B2 5 290 3,27 445 3,67 948 12,87 NS
A2B2-A1B3 6 290 3,32 451 5,67 9,61 13,05 NS
A2B2-A2B3 7 290 3,36 4,56 7,00 9,72 1320 NS
A3B1-A2B1 2 290 297 4,07 1,00 860 11,79 NS
A3B1-Al1B1 3 290 3,12 425 3,00 9,02 1229 NS
A3B1-A3B2 4 290 3,21 4,36 3,67 929 1263 NS
A3B1-A1B3 5 2,90 3,27 4,45 5,67 9,48 12,87 NS
A3B1-A2B3 6 290 3,32 451 7,00 9,61 13,05 NS
A2B1-A1B1 2 290 2,97 4,07 2,00 860 11,79 NS
A2B1-A3B2 3 290 3,12 425 2,67 9,02 1229 NS
A2B1-A1B3 4 290 3,21 4,36 4,67 929 1263 NS
A2B1-A2B3 5 290 3,27 445 6,00 948 12,87 NS
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AlB1-A3B2 2 290 297 4,07 0,67 8,60 11,79 NS
Al1B1-A1B3 3 290 312 425 2,67 9,02 1229 NS
AlB1-A2B3 4 290 321 4,36 4,00 9,29 12,63 NS
A3B2-A1B3 2 290 297 4,07 2,00 8,60 11,79 NS
A3B2-A2B3 3 290 312 4,25 3,33 9,02 1229 NS
Al1B3-A2B3 2 290 297 4,07 1,33 8,60 11,79 NS

Keterangan : ** = berbeda sangat nyata (P<0,01)
* = berbeda nyata (P>0,05
NS = berbeda tidak nyata (P>0,05)
Superskrip

A3B3* A1B2 .. A2B2" . A3B1°S A2B1° A A1B1% A3B2”..A1B3" A2B3°
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Lampiran 3. Uji keragaman dan statistik nilai pH Akhir Medium terhadap
campuran probiotik Lactobacillus plantarum N16 dan
Saccharomyces cerevicea pada jenis media alami berbeda

1.1 Data nilai pH Akhir Medium

Rasio Jenis Media Tumbuh
Campuran Bl B2 B3 Total
Probiotik ~ ©1angan
Al (1:1) 1 0,95 0,85 2,47
2 0,95 0,88 2,46
3 0,95 0,93 2,20
Jumlah 2.85 2,66 7.13 12,64
Rataan 0,95 ‘ 0,89 2,38 1,40
A2 (1:2) ONLY =2o4 0,90' 15 219
2 1,21 0,88 2,29
3 1,21 0,92 2.16
Jumlah 3,63 2.70 6,64 12,97
Rataan 1,21 0,90 2,21 1,44
A3 (2:1) 1 1,51 0,87 2.45
2 1,51 0,89 2,31
3 1,51 0,93 2.35
Jumlah 453 2,69 711 14,33
Rataan 1,51 0,90 2.37 1,59
Jumlah 11,01 8,05 20,88 39,94
Keseluruhan
Rataan 1,22 0,89 2.32 4,44

Keseluruhan

A. Analisis sidik-ragam dengan SPPSS .26
a. Interaksi Faktor AxB

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: pH

Source Type lll Sum df Mean Square F Sig.
of Squares
Corrected Model 10,552% 8 1,319 327,624 ,000
Intercept 59,082 1 59,082 14675,286 ,000
PERLAKUAN INTERAKSI 10,552 8 1,319 327,624 ,000
Error ,072 18 ,004
Total 69,706 27
Corrected Total 10,624 26
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b. Faktor A dan Faktor B

Dependent Variable: pH

Type lll Sum

Source df Mean Square F Sig.
of Squares
Corrected Model 10,552% 8 1,319 327,624 ,000
Intercept 59,082 1 59,082 14675,286 ,000
A ,178 2 ,089 22,146 ,000
B 10,029 2 5,015 1245,572 ,000
A*B ,344 4 ,086 21,389 ,000
Error ,072 18 ,004
Total 69,706 27
Corrected Total 10,624 26

a. R Squared =,993 (Adjusted R Squared =,990)

Uji Lanjut DMRT (Duncan New Multiple Range Test) nilai pH pada taraf 5%

a. Faktor A
pH
Duncan®”
Subset
A N 1 2
1,00 9 1,4044
2,00 9 1,4411
3,00 9 1,5922
Sig. ,236 1,000
b. Faktor B
pH
Duncan®”
Subset
B N 1 2 3
2,00 9 ,8944
1,00 9 1,2233
3,00 9 2,3200
Sig. 1,000 1,000 1,000
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c. Interaksi Faktor AxB

pH
Duncan®”
PERLAKUAN_| Subset
NTERAKSI N 2 3 4 5
Al1B2 3 ,8867
A3B2 3 ,8967
A2B2 3 ,9000
AlB1 3 ,9500
A2B1 3 1,2100
A3B1 3 1,5100
A2B3 3 2,2133
A3B3 3 2,3700
Al1B3 3 2,3767
Sig. ,276 1,000 1,000 1,000 ,8995
B. Perhitungan Statistik
FK = (Y.)% = (39.94)° =59,08
a.b.r 27
JKA =3Zia)> FK = (12,64)*+(12,97)*+(14,33)>~ 59,08 = 0,18
Rb 9

JKB  =Zi(Bi)’- FK = (11,01)*+(8,05)°+(20,88)> — 59,08 = 10,03

Ra

9

JKAB = ({2,85}*+{2.66}*+...+{7.11}") FK < JKA - JKB = 0,34

3

JKT = Zizj=kY?ijk — FK= (0,95 %+ 0,85 * +...+ 2,35 %) — 59,08 = 10,62

JKS =JKT-JKP =10,62-10,55 = 0,07

JKP = ZiZjY%jk - FK

r
= ({2,85Y°+{2,66Y*+.. +{7,11}") - 59,08 = 10,55

JEA
KTA = =0,09
(a-1)
JKB
KTB=-——=5,01
(b-1)

3
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JKAB
KTAB=——"—"= 0,09
(a—1)b-1)

JKS
ab (r-1)

KTS = = 0,004

FA) = 22 = 95 15
KTS

F(B) = —= = 1245,57
KTs

KTAE
KTs

F(AB) = = 21,39

Tabel Analisis Sidik Ragam " "

4 F tabel

SK DB JK KT F hit 005 0,01 Ket
A 2 0 0 22,15 355 6,01 x*
B 2 10 5 124557 355 6,01 **
AB 4 0 0 21,39 293 458 **
Sisa 18 0 0
Total 26 11
Keterangan : ** =berbeda sangat nyata (P<0,01)

* = berbeda nyata (P>0,05
NS = berbeda tidak nyata (P>0,05)

UJI LANJUT DUNCAN MULTIPLE RANGE TEST (DMRT)
Faktor AB atau Interaksi AXB
SE =/ (KTS/r)=7(0,004/3) = 0,04
Pengujian Ducan's Multiple Range Test (DMRT

Jarak
Perbandingan 2 3 4 5 6 7 8 9
SSR 0.05 297 312 321 327 332 336 338 340
SSR 0.01 4,07 4,25 436 445 451 456 460 4,64
LSR 0.05 011 o011 012 0,212 022 0,12 0,12 012
LSR 0.01 0,5 016 016 016 017 0,17 0,17 0,17

Rataan Nilai Seluruh Perlakuan

Al1B1=0,95 A2B1=1,21 A3B1=1,51
AlB2=0,89 A2B2=0,90 A3B2=0,90
AlB3=2,38 A2B3 =221 A3B3 =2,37

64



Urutan Rataan Nilai Tertinggi ke Terendah

AlB3 A3B3 A2B3 A3B1 A2B1 AlB1 A2B2 A3B2 AlB2

2,38 237 221 1,51 1,21 0,95 0,9 0,90 0,89
Perbandingan Nilai Beda nyata

lak SSR LSR

Perlakuan P SE 0.05 0.01 SELISIH 005 001 KET
A1B3-A3B3 2 0,04 2,97 4,07 0,01 0,11 0,15 NS
A1B3-A2B3 3 0,04 3,12 4,25 0,16 0,11 0,16 **
Al1B3-A3B1 4 0,04 321 4,36 0,87 0,12 0,16 *x
Al1B3-A2B1 5 0,04 3,27 4,45 1,17 0,12 0,16 **
Al1B3-AlB1 6 0,04, 13,32 451 N ) 443 022 0,17 wx
Al1B3-A2B2 7 0,04 3,36 4,56 1,48 0,22 0,17 **
Al1B3-A3B2 8 0,04 3,38 4,60 1,48 0,12 0,17 wx
Al1B3-AlB2 9 0,04 3,40 4,64 1,49 0,12 0,17 *x
A3B3-A2B3 2 0,04 2,97 4,07 0,16 0,11 0,15 **
A3B3-A3B1 3 0,04 3,12 4,25 0,86 0,11 0,16 *x
A3B3-A2B1 4 0,04 321 4,36 1,16 0,12 0,16 **
A3B3-AlB1 5 0,04 3,27 4,45 1,42 0,12 0,16 *x
A3B3-A2B2 6 0,04 | 3,32 4,51 1,47 0,12 0,17 **
A3B3-A3B2 7 0,04 | 3,36 4,56 1,47 0,12 0,17 *x
A3B3-Al1B2 8 0,04 | 3,38 4,60 1,48 0,12 0,17 **
A2B3-A3B1 2 0,04 2,97 4,07 0,70 0,11 0,15 wx
A2B3-A2B1 3 0,04 3,12 4,25 1,00 0,11 0,16 kol
A2B3-AlB1 4 0,04 321 4,36 1,26 0,42 0,16 wx
A2B3-A2B2 5 0,04 3,27 4,45 1,31 0,12 0,16 kol
A2B3-A3B2 6 0,04 3,32 4,51 1,32 0,12 0,17 wx
A2B3-AlB2 s 0,04 3,36 4,56 1,33 0,12 0,17 ol
A3B1-A2B1 2 0,04 2,97 4,07 0,30 0,21 0,15 kol
A3B1-AlB1 3 0,04 3,12 4,25 0,56 0,11 0,16 wx
A3B1-A2B2 4 0,04 321 4,36 0,61 0,12 0,16 kol
A3B1-A3B2 5 0,04 3,27 4,45 0,61 0,12 0,16 wx
A3B1-A1B2 6 0,04 3,32 451 0,62 0,12 0,17 il
A2B1-AlB1 2 0,04 2,97 4,07 0,26 0,11 0,15 wx
A2B1-A2B2 3 0,04 3,12 4,25 0,31 0,11 0,16 kol
A2B1-A3B2 4 0,04 321 4,36 0,31 0,12 0,16 wx
A2B1-AlB2 5 0,04 3,27 4,45 0,32 0,12 0,16 el
Al1B1-A2B2 2 0,04 2,97 4,07 0,05 0,11 0,15 NS
Al1B1-A3B2 3 0,04 3,12 4,25 0,05 0,11 0,16 NS
Al1B1-AlB2 4 0,04 321 4,36 0,06 0,12 0,16 NS
A2B2-A3B2 2 0,04 2,97 4,07 0,00 0,11 0,15 NS
A2B2-AlB2 3 0,04 3,12 4,25 0,01 0,11 0,16 NS
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A3B2-A1B2 2 0,04 2,97 4,07 0,01 0,11 0,15 NS

Keterangan : * = Berpengaruh nyata (P<0,05)
** = Berpengaruh sangat nyata (P<0,01)
Ns = Berpengaruh tidak nyata (P>0,05)
Superskrip

A1B3® A3B3* A2B3® A3BI1° A2B1° A1B1® A2B2° A3B2° AIlB2°

KED

66



KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
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LABORATORIUM UJI MUTU DAN ANALISIS

Jalan Raya Negara KM.7 Tanjung Pati Kode Pos 26271
Kecamatan Harau Kabupaten Lima puluh kota Sumbar
Telepon: ( 0752 )77 54192- Faksimile: ( 0752) 7750220

Surel :sekretariat@politanipyk.ac.id Laman : http//politanipyk.ac.id

Hasil Analisa
Tempat : Laboratorium Uji Mutu dan Analisis [1
Sampel : Probiotik Campuran ( Lb Plantarum NI6 dan Saccaromyses
cerevisea )
Waktu . 10 Agustus 2020 - 18 September 2020
Pemilik . Azizah ( Mahasiswa Unand, Fak Peternakan Kampus I1)

A. Uji Viabilitas Probiotik Campuran

Hasil pengukuran absorbansi sampel menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 600 nm.
Tabel 1. Uji Viabilitas (Campuran Probiotik (Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces

cerevisea) pada Media Alami)

Perlakuan Ulangan Absorbansi (0) (a)
AlIBI.1 | 1,32
AlB1.2 2 132
AlB1.3 3 1,32
AlB2.1 1 223
AlB22 2 1,90
AlB23 3 1,68
AlB3.| | 2,51
AlB32 2 2,17
AlB33 3 2,06
A2B1.1 1 0,75
A2B1.2 2 0,75
A2B1.3 3 0,75
A2B2.1 | 1,58
A2B22 2 1,76
A2B23 3 1,59
A2B3.1 1 2,16
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*
A2B3.2 2 2,01
A2B3.3 3 263
A3BI1.1 1 0,75
A3B1.2 2 0,75
A3B1.3 3 0,75
A3B2 1 1 1,57
A3B22 2 | 1.59
A3B23 3 1,68
A3B3. | [ 235
A3B32 2 225
A3B33 3 2,52

B. Uji Biomassa Sel Probiotik Campuran

Hasil centrifuge 4000 rpm selama 10 menit.
Tabel 2. Uji Biomassa Sel (Campuran Probiotik (Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces

cerevisea) pada Media Alami)

Perlakuan Ulangan Bic(»:;/s:nSel
Al1BI1.1 1 20,00
AlB12 2 20,00
AlBI3 3 20.00
AlB2.| 1 24.00
AlB22 2 23,00
AlB23 3 27.00
AlB3.1 | 14.00
AlB3.2 2 16,00
AlB3.3 3 22.00
A2BI1. 1 | 22.00
A2B1.2 2 22,00
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A2B1.3 3 22,00
A2B2.1 1 21,00
A2B2.2 2 20,00
A2B2.3 3 28,00
A2B3.1 1 9,00
A2B3.2 2 17,00
A2B3.3 3 22,00
A3B1.1 1 23,00
A3B1.2 2 23,00
A3B13 3 23,00
A3B2.1 1 21,00
A3B2.2 2 14,00
A3B23 3 23,00
A3B3.1 | 30,00
A3B3.2 2 51,00
A3B3.3 3 46,00

C. Uji pH Akhir Probiotik Campuran

Menggunakan pH meter.
Tabel 3. Uji Biomassa Sel (Campuran Probiotik (Lactobacillus plantarum N16 dan Saccharomyces
cerevisea) pada Media Alami)
pH Media
Perlakuan Ulangan promoe AKhir

AlBI1.1 1 591 4,96
AlB12 2 591 496
AlB13 3 5,91 4,96
AlB2.1 1 5,20 435
AlB22 2 520 432
AlB23 3 5,20 427
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A1B3.1 1 820 5.73
A1B32 2 820 5.74
AIB33 3 820 6,00
A2B1.1 1 591 4,70
A2B1.2 2 591 4.70
A2B1.3 3 591 4.70
A2B2.1 ] 5.20 430
A2B22 2 520 432
A2B23 3 520 428
A2B3.1 1 8.20 6.01
A2B32 2 820 591
A2B33 3 820 6,04
A3B1.1 1 591 4.40
A3B12 2 591 4.40
A3B1.3 3 591 4,40
A3B2.1 1 520 433
A3B22 2 5.20 431
A3B23 3 5.20 427
A3B3.1 1 8.20 575
A3B3.2 2 8.20 5.89
A3B3.3 3 820 5.85
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

Isolat Bakteri Asam Laktat
(Lactobachus N16)y 145 I'T/

=
fermipap
:

:

A BN~
-

Ragi Roti Merk “Fermipan”

\S A ‘(Saccharomyeces sereviceaee)

Peremajaan Lactobacillus plantarum
- N16
Pada MRS-Broth
(Selama 24 jam pada suhu 37°C)

Peremajaan Saccharomyces serevisiae
Pada PD-Broth
(Selama 24 jam pada suhu 37°C)

" ™

Inkubasi Peremajaan Lactobacillus
plantarum N16 dan Saccharomyces
serevisiae

Penanaman Lb N16 pada MRS-A
dan Sc pada PDA
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Verifikasi Pertumbuhan Lb N16
Pada Media MRS-Agar
(Setelah 24 jam pada suhu 37°C)

Verifikasi Pertumbuhan Sc
q Pada Media PD-Agar
- (Setelah 48 jam pada suhu 37°C)

Proses Penimbangan Media
Yang Digunakan

Hasil Penggabungan Lactobacilus

N16 dan Ragi (LACTOBACILUS

PLANTARUM N16 DAN RAGI)
rasio 1:1, 1:2 dan 2:1

L

f’

Inkubasi Penggabungan
LACTOBACILUS PLANTARUM
N16 DAN RAGI Pada Media MRS-

Broth

(Selama 24 jam pada suhu 37°C)
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Proses Penanaman
LACTOBACILUS PLANTARUM
N16 DAN RAGI
pada media MRS-B

Proses Inkubasi Penggabungan

1 S1T 45 LACTOBACILUS PLANTARUM
TV \ '—\A\ggﬁ

N16 ‘RAGI dalam Inkubator

Proses Perhitungan Jumlah Koloni
menggunakan Colony Counter

Atas

: (Limbah air tahu, molases,
tpg.limbah ikan)

Bawah : (limbah air kelapa, tpg. onggok, tpg.

limbah udang)

Proses Penimbangan Media Alami
Alternatif Yang Digunakan
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Media Alami Alternatif

NV ERSIT

Proses Pembiakan Penggabungan
LACTOBACILUS PLANTARUM
N16 DAN RAGI pada Media Alami

A5 AND A, Alternatif

Proses Pengukuran pH
Menggunakan pH meter

Inkubator

Proses Pengukuran Absorbansi

Proses Sentrifiugasi

74




Proses Pemisahan

Pelet (endapan) terbentuk seteleh
proses Sentrifugasi
\S AN 1')_.\ LAS

A

antara supernatan dan-pelet > I'T

PLANTARUM N16 DAN RAGI yang
tumbuh di Media Alami pada Media
MRS-A

Proses Inkubasi Penggabungan
LACTOBACILUS PLANTARUM
N16 DAN RAGI dalam Inkubator

Proses Penimbangan Berat Awal
Eppendorf

MRS-Agar, MRS-Broth,
PDA, dan PDB
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