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RINGKASAN

URNEML. Isolasi, Penentuan Antimikrobial dan Karakterisasi Molekuler Bakteri
Asam Laktat dari Fermentasi Biji Kakao (Theobrama cacao Lin) asal Sumatera
Barat dan Aplikasinya Untuk Menunjang Kesehatan Masyarakat. Dibimbing oleh
SUMARYATI SYUKUR, ENDANG PURWATI RN, SANUSI IBRAHIM
dan JAMSARI.

Dua rangkaian penelitian telah dilakukan, Pertama “Isolasi, Penentuan
Aktivitas Antimikrobial dan Karakterisasi Molekuler Bakteri Asam Laktat (BAL)
dari Fermentasi Kakao (Theobroma cacao Lin) Sumatera Barat dan Aplikasinya
untuk Menunjang Kesehatan Masyarakat.  Penelitian ini bertujuan untuk
melakukan isolasi dan aktivitas antimikrobial dari BAL untuk menemukan BAL
yang berpotensi sebagai probiotik yang potensial untuk digunakan scbagai
makanan suplemen. Kedua, penelitian ini bertujuan untuk mempelajari aplikasi
BAL potensial pada uji biologis terhadap hewan percobaan dan mendapatkan
dosis optimum dari probiotik dalam menurunkan kolesterol daging dan trigliserida
telur itik Pitalah.

Hasil penelitian tahap I, diperoleh 66 isolat dari fermentasi biji kakao di
Sumatra Barat. Selanjutnya hasil uji karakteristik BAL dengan menggunakan
medium spesifik de Man Ragosa Sharpe (MRS) dan uji mikrohiologi, ditemukan
koloni BAL putih mengkilat, permukan koloni cembung, pinggiran koloni halus,
warna koloni mengkilat seperti susu. Uji pewarnaan Gram ditemukan bakteri
(Gram positif, berbentuk batang atau kokus.

Uji skrining dari 66 isolat BAL terhadap aktifitas antimikrobial lima
bakteri patogen indikator yaitu (Escherichia coli NBRC 14237, Staphylococcus
aureus NBRC 13276, Bacillus subtilis BTCCB, Salmonela thypii dan Listeria
monocytogenesis), ditemukan 5 isolat BAL potensial memiliki zona hambat yang
tinggi dari kakao varietas (Criollo, Forestero dan Trinitario). Kelima isolat
tersebut diberi kode sesual asal varietas dan hari fermentasi, yaitu Gr2.3, Gr3.7.
R2.4, Hb2.11 dan Hb3.3. Isolat yang berasal dari varietas Trinitario fermentasi 3
hari (Hb3.3), memperlihatkan aktivitas tertinggi dalam menghambat pertumbuhan
bakteri patogen, dengan diameter zona hambatnya mencapai 32.5 mm terhadap
Listeria monocytogenesis, Salmonella typhosa dan Staphylococcus aureus NBRC
13276, dan 30.0 mm terhadap Eschericia coli NBRC 14237 dan Bacillus subtilis
NBRC 3134. Diameter zona hambat tertinggi kedua terhadap pertumbuhan
bakteri patogen indikator adalah Isolat R2.4 dari varietas Forestero, dengan
diameter zona hambat 30 mm terhadap Bacilius subtilis NBRC 3134, Eschericia
coli NBRC 14237 dan Listeria monocytogenesis,

Isolat (Hb3.3) dipilih sebagai BAL potensial tertinggi sebagai probiotik,
untuk dilanjutkan kepada uji karakterisasi biokimia, parsial purifikasi bakteriosin
dan juga diaplikasikan kepada uji biologis terhadap perivrusian kadar kolesterol
daging dan trigliserida telur itik Pitalah. Karakterisasi stabilitas pH, stabilitas
suhu, isolat Hb3.3 stabil mulai pH 4 sampai pH 6.5 dengan aktivitas antimikrobial
terhadap zona hambat pertumbuhan bakteri patogen yaitu 17.5 mm sampai 32,5
mm. Uji stabilitas suhu, memperlihatkan kestabilan yang kuat terhadap suhu
tinggi pada 121°C selama 60 menit. Kurva pertumbuhan (optikal densiti) isolat




Hb3.3 mulai 6 jam sampai 16 jam menunjukan fase eksponensial (exponential
phase)/fase produksi (production phase), kemudian mulai 16 jam sampai 18 jam
adalah fase stasioner, pada fase ini tidak adanya pertumbuhan BAL (jumlah BAL
yang tumbuh sama dengan jumlah BAL yang mati) dan mengalami kematian
sampai 28 jam.

Purifikasi parsial bakteriosin dan aktivitas antimikrobial dilakukan dengan
presipitasi 80 % ammonium sulfat. Determinasi bobot molekul bacteriosin
dilakukan dengan metoda Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacril Amide Gel
Electroforesis (SDS-PAGE), hasilnya diperkirakan sekitar 10 kDa protein, dan
dikelompokan kepada bakteriosin golongan II. Ekstrak (supernatant) dari
bakteriosin juga telah diuji terhadap Listeria, memperlihatkan zona hambat yang
sangat kuat dan stabil terhadap temperatur tinggi pada 121°C.

Lima isolat BAL yang potensial (Gr2.3, Gr3.7, R2.4, Hb2.11 dan Hb3,3)
diidentifikasi dengan menggunakan 16S rRNA. Hasil identifikasi spesies BAL
menunjukan isolat Gr2.3 memiliki kesamaan 99% dengan Lactobacillus
plantarum subsp, isolat Gr3.7 memiliki kesamaan 90% dengan Pediococcus
pentosaceus, Hb2.11 memiliki kesamaan 99% dengan Pediococcus pentosaceus,
Hb3.3 memiliki kesaman 98% dengan Pediococcus pentosaceus ATCC 25745,
sedangkan isolat R2.4 memiliki kesamaan 97% dengan Pediococcus acidilactici
7 4 cont 1.26. Sebagai kandidat probiotik potensial adalah Pediococcus
pentosaceus ATCC 25745 dengan kode isolat Hb3.3.

Hasil penelitian tahap kedua, dilakukan studi aplikasi probiotik Hb3.3
(Pediococcus pentosaceus) ATCC 25745 untuk menurunkan kadar kolesterol
daging dan trigliserida telur itik Pitalah. Hasil penelitian menunjukan bahwa
pemberian 2 ml (25.4 x 10® CFU/g) Pediococcus pentosaceus ATCC melalui oral
dapat penurunan kadar kolesterol daging itik Pitalah dari 39.2266, mg/dl (tanpa
pemberian probiotik sebagai kontrol), menjadi 32,6566 mg/dl turun sekitar 17 %
dibanding kontrol. Pada pemberian dosis 3 ml (38.1x10° CFU/g) dapat
menurunkan kadar trigliserida (kuning + putih) telur itik Pitalah dari 258.01 mg/dl
menjadi 73.32 mg/dl, turun 71.58 % trigliserida dari kontrol. Dosis 2 ml dosis
dari probiotik efektif untuk menurunkan kolesterol daging itik Pitalah dan dosis 3
ml adalah merupakan dosis yang efektif untuk menurunkan trigliserida telur itik
Pitalah.



SUMMARY

URNEML Isolation, Determination of Antimicrobial Activity and Molecular
Characterization of Lactic Acid Bacteria From Cacao (Theobroma cacao Lin)
Fermentation In West Sumatra and Application To Support Public Health, under
supervisors of SUMARYATI SYUKUR, ENDANG PURWATI RN, SANUSI
IBRAHIM and JAMSARI

Two series of research have been conducted, First “Isolation,
Determination of Antimicrobial Activity and Molecular Characterization of
Lactic Acid Bacteria (LAB) from Cacao (Theobroma cacao Lin) fermentation in
West Sumatra and application to support Public Health. This research aimed to
study Isolation and Antimicrobial activity of LAB and to obtain potential lactic
acid bacteria as potential probiotic to be used as food supplement. Secondly, this
research aimed studied the application of potential LAB by using animal
biological experiment and to figure out the optimum doses of probiotic in order to
decrease the Cholesterol and Triglyceride level of egg from Pitalah duck .

The result of the first investigation were found, 66 of selected isolates
derive from Cacao beans fermentation in West Sumatra. The characteristic of
LAB were studied by using specivic de Man Ragosa Sharpe MRS medium and
microbiclogical test. The colonies of LAB which is form of turning white brass,
convex surface, smooth boundary, and its color were gleam milkly. The Gram
test, were found positive Gram bacteria, in form bacillus and circle or coccus.

The antimicrobial activity study were used for screening 66 LAB isolates
to inhibited growth of five indicator pathogenic bacteria such as (Escherichia coli
NBRC 14237, Staphylococcus aureus NBRC 13276, Bacillus subtilis BTCCB,
Salmonela thypii dan Listeria monocytogenesis). There were found five potential
LAB isolates that were high inhibition zone derive from three varieties of Cacad
(Red Criollo, Green Forestero and Hybride Trinitario). Five isolates were given
by code according fermented days and varieties. The Isolates were Gr2.3, Gr3.7.
R2.4, Hb2.11 and of Hb3.3. The Hb3.3 isolate was coming from Trinitario variety
and 3 days fermentation, showed the highest activities to inhibited growth of
pathogenic bacteria, with the diameter zone average of 32,5 mm agains Listeria
monocytogenesis, Salmonela thypii and Staphylococcus aureus NBRC 13276, and
30 mm to Escherichia coli NBRC 14237 and Bacillus subtilis BTCCB. The
second higher to inhibited growth of pathogens indicators, it was R2.4 Isolate of
Forestero variety, with diameter zone of inhibition about 30 mm to Bacillus
subtilis BTCCB, Escherichia coli NBRC 14237 and Listeria manacytogenesis.

The Isolate (Hb3.3) was chosen as high potential LAB as probiotic and it
was continued for further biochemical characterization, partially purification of
bacteriocin and also was studied to apply to lower the cholesterol meat and
trygliceride of eégg came from Pitalah duck. The characterization of pH stability
and temperature stability were studied, it was start from pH 4 until pH 6.5, where
antimicrobial activity studied agains pathogenic bacteria showed inhibition zones
was 17,5 mm until 32,5 mm, the temperature stability studied showed that the
Hb3.3 isolate were strongly stabled at 121°C during 60 minute. The optical
density start 6 hours until 16 hours (exponential phase) or (production phase).




Next start 16 hours until 18 hours were stationer phase (stop growth phase) and
down hill until 28 hour.

Partially purification of Antimicrobial bacteriocin done by precipitation
using 80 % of ammonium sulfate. Determination of molecular weight of
bacteriocin was done by Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacrii Amide Gel
Electroforesis (SDS-PAGE) method. The results was estimated 10 kDa protein,
and probably It was classified belong to class II of bacteriocin. The extract of
bacteriocin was also studied agains Listeria and performed strongly inhibition
zone and showed high temperature stability at 121°C.

Molecular identification of five LAB potential (Gr2.3, Gr3.7, R2.4,
Hb2.11 and Hb3.3) by using 16S rRNA were done. The result showed that Gr2.3
isolate had similarity 99% with Lactobacillus plantarum subsp, Gr3.7 isolate had
similarity 90%, Hb2.11 had similarity 99%, Hb3.3 had similarity 98% with
Pediococcus pentosaceus of ATCC 25745, while R2.4 isolat had similarity 97%
with Pediococcus acidilactici 7_4 cont 1.26 and the highest candidate of probiotic
potential explained above was Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 with isolat
code was Hb3.3.

The second research, was conducted to study application of probiotic
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 to lower meat cholesterol and triglyceride
content of egg came from Pitalah duck, while the result showed that giving 2 m!
Pediococcus pentosaceus ATCC by oral can degradation of meat cholesterol rate
of Pitalah duck from 39.2266, mg /dl (without giving probiotic as control),
becoming 32.6566 mg /dl lower around 17 % compared to control. At giving 3
ml doses can degraded rate of trigliserida ( yellow + white) egg Pitalah duck from
258.01 mg /dl become 73.32 mg dl, go down 71.58 % triglyceride of control.
Doses 2 ml probiotic effective to degradation of cholesterol meat and 3 ml doses
was effective to egg trigliserida of Pitalah duck.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Bakteri Asam Laktat (BAL) akhir-akhir ini menjadi pokok bahasan di
bidang sains, kesehatan dan industri karena banyak manfaatnya untuk menjaga
kesehatan. Marteau (2002) menjelaskan, BAL merupakan jenis mikroorganisme
yang aman (food grade microorganism) yang dikategorikan isebagai mikroba yang
baik atau aman untuk kesehatan (Gererally Recognized As Safe) atau (GRAS).
Menurut FAO/WHO (2002), BAL dalam usus akan memberikan keuntungan bagi
inangnya, minimum dalam jumlah 10 CFU/g. Fuller (2002) dan Widodo (2003)
menjelaskan, BAL dapat berfungsi sebagai anti diare, meningkatkan metabolisme
tubuh, menurunkan kolesterol dan meningkatkan daya tahan tubuh dan mencegah
terjadinya kanker usus. Sebelumnya O'sullivan et al. (2002) menyatakan, BAL
dapat menghasilkan senyawa antimikroba seperti bakteriosin, yaitu senyawa
protein sederhana yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram positif
dan bakteri gram negatif penyebab penyakit seperti £, coli, Listeria, Salmonela
dll. Stanton e al. (2001) menyatakan, BAL menghasilkan senyawa metabolit
sekunc_ler seperti asam laktat, H20,, CO;, disamping itu juga mampu menguraikan
senyawa karbohidrat, protein dan lemak komplek menjadi senyawa sederhana
seperti, glukosa, fruktosa, asam amino dan asam lemak rantai pendek.

Penggunaan BAL sebagai probiotik dan bakteriosin sebagai antibiotik
alami, adalah suatu upaya untuk mengurangi penggunaan antibiotik sintesis dan
efek negatif dari konsumsi antibiotik terus menerus. Penggunaan antibiotik terus
menerus akan mengakibatkan resistensi mikroba terhadap antibiotik, dan mikroba

resistan antibiotik sangat berbahaya untuk lingkungan. Selain itu pada hewan




ternak seperti pada unggas akan meningggalkan residu pada daging/karkas.
Surono (2004) menyatakan, bakteriosin yang potensial adalah bakteriosin yang
memiliki kemampuan yang tinggi menghambat pertumbuhan bakteri patogen
seperti Listeria monocytogen, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella thypii dan Bakteri subtilis, selain itu bakteriosin yang dihasilkan stabil
pada suhu tinggi (tahan terhadap pemanasan diatas 100° C selama 30 menit dan
121" C selama 15 menit). Bakteriosin yang stabil pada suhu tinggi dan sensitif
tethiddap salah satu bakteri patogen yaitu Listeria digolongkan kepada bakteriosin
tipe II (Lanthionin), yang memiliki bobot peptida sekitar < 10 kDa. Ditarpbahkan
oleh Syukur, Urnemi, Purwati, Jamsari dan Fajrul (2011) bahwa bakteriosin
bersifat antimikroba potent yang struktur kimianya merupakan senyawa protein
sederhana (peptida) yang bersifat sebagai antimikroba terhadap bakteri patogen
dan tidak berbahaya untuk manusia dan hewan. Penelitian tentang pemurnian
bakteriosin dan penentuan berat molekul dan struktur kimianya, telah membuka
potensi penggunaan antibiotik alami sebagai pengganti antibiotik sintesis.

Pada saluran pencernaan, BAL dapat menurunkan kadar kolesterol, karena
BAL menghasilkan enzim Bile Salt Hydrolase (BSH). Enzim BSH adalah enzim
yang mampu mendekonjugasi asam empedu sehingga menghasilkan garam
empedu bebas atan terdekonjugasi, kemudian akan disekresi melalui feses;
sehingga dapat menurunkan kadar kolesterol pada darah atau pada daging. Brady,
Gallaher dan Busta (2000), Pereira, McCartney dan Gibson (2003), Pato (2003),
Purwati (2006), Liong (2008), Astuti dan Ana (2010) dan Lee, Kim, Yun dan Oh
(2010) menyatakan bahwa, BAL berfungsi pada pencegahan kanker kolon dan

usus. Sebelumnya Salminen, Wright dan Ouwehand (2007), Betsi, Papadavid dan




Falagas (2008), Torii, Itoh, Urisu dan Terada (2010) menambahkan, BAL
berfungsi juga dalam penanggulangan dermatitis atopik pada anak-anak. BAL
dapat membantu untuk absorpsi nutrisi, mengurangi tekanan darah tinggi,
membantu pencernaan laktosa bagi penderita lactose intolerance. Sebelumnya
Salazar, Quintanilla, Caciano dan Valiente (2007), Pant, Marcotte, Briissow,
Svensson dan Hammarstrom (2007), Tabbers dan Benninga (2007), Collado,
Isolauri dan Salminen (2008) menjelaskan, BAL juga berfungsi dalam
penanggulangan diare, menstimulasi sistem kekebalan (immune) tubuh.

Pemanfaatan BAL sebagai probiotik pada hewan ternak khususnya pada
unggas telah dilakukan oleh peneliti terdahulu, diantaranya Mayahi (2002) telah
berhasil meneliti pengaruh BAL dari Enterococcus faecium dan Bifidobacterium
dapat menurunkan kolesterol dan trigliserida pada ayam broiler. Setelah itu
Mansoub (2010) berhasil meneliti, yaitu pemberian BAL spesies Lactobacillus
acidophilus dan Lactobacillus casei sebanyak 0.5% berpengaruh terhadap
penurunan kadar kolesterol dan trigliserida darah ayam broiler. Selanjutnya
Purwati (2011) meneliti pemberian 3 ml (3.9 x 10® CFU/g) Lactococcus
plantarum asal blondo yang disertakan dalam ransum, dapat menurunan kolesterol
daging dan telur ayam rendah kolesterol.

Menurut Okade (2003) dalam Husmaini (2012), BAL dapat diisolasi dari
tanaman dan saluran pencernaan hewan atau produk yang berasal dari hewan,
seperti susu fermentasi, akan tetapi karakteristik BAL yang berasal dari tanaman
berbeda dengan BAL yang berasal dari susu, hal ini disebabkan pada tanaman
banyak terdapat senyawa metabolit sekunder bioflavonoid yang dapat bersifat

antioksidan.




Kemampuan dari masing-masing BAL dalam memfermentasi berbagai
jenis karbohidrat juga berbeda, meskipun memiliki strain yang sama, seperti
Lactobacillus delburuckii ssp. bulgaris asal susu tidak bisa tumbuh pada tanaman
karena tidak dapat memanfaatkan maltose, sedangkan Lactobacillus delburuckii
ssp. bulgaris yang berasal dari sari buah tidak bisa ditumbuhkan pada susu karena
tidak bisa memfermentasi laktosa. Sebelumnya Sahlin (1999), Pato (2003} dan
setelah itu Nur (2005) menyatakan, pada tahun 1980-an penelitian BAL masih
difokuskan kepada pangan fermentasi. Selanjutmya Qoi, Lay-Gaik dan Min-Tze
.Liong (2010), Syukur, Umemi, Purwati, Jamsari dan Fajrul (2011) dan Purwati
(2011) menyatakan bahwa, pada tahun 2000-an penelitian BAL lebih fokus
kepada peranan BAL sebagai probiotik dan pengawet makanan, sedangkan akhir-
akhir ini BAL yang potensial dengan karakterisasi mikrobiologi, biokimia dan
DNA molekular adalah sangat bermanfaat untuk menjaga kesehatan total,
meningkatkan daya tahan tubuh, menurunkan kolesterol dan meningkatkan
metabolisme tubuh,

Untuk mendapatkan BAL yang potensial perlu dilakukan isolasi dan
skrining BAL, identifikasi morfologi, karakterisasi biokimia, identifikasi DNA
molekular, purifikasi dan uji bakteriosin, hingga dapat digunakan sebagai kandidat
probiotik untuk menjaga kesehatan total. BAL potensial, yang telah
terkarakterisasi dan teridentifikasi baik konvensional maupun molekular yang
dipatenkan memiliki nilai yang tinggi untuk diaplikasikan yaitu di bidang
kesehatan, keamanan pangan food safety dan di bidang peternakan sebagai
probiotik/supplement (Yunenshi, Syukur, dan Purwati, 2011). Sebelumnya

Axelson (2004) menyatakan, BAL terdiri dari 4 genus yaitu Lactobacillus,



Leuconostoc, Pediococcus dan Sterptococcus. Seiring berkembangnya kemajuan
ilmu DNA molekular, BAL berkembang menjadi 20 genus yang berbeda,
Fermentasi biji kakao menggunakan pulpa (selaput lendir yang
menyelimuti biji kakao) yang mempunyai kadar karbohidrat glukosa, fruktosa dan
sukrosa yang cukup tinggi, sehingga pada proses fermentasi akan terurai menjadi
asam laktat dan dapat menurunkan pH. Biji kakao yang difermentasi pada hari
pertama memiliki pH 5, pada hari ke-2 dan ke-3 pH turun menjadi 2 dan 3.
Ardhana dan Fleet (2003) menjelaskan spesies BAL yang dapat tumbuh pada
setiap varietas kakao, tergantung pada kadar asam laktat yang terbéntuk yang
berasal dari fermentasi glukosa, fruktosa dan sukrosa. Selanjutnya Mahdavi,
Rahmani dan Pourreza (2005) menambahkan, senyawa protein pada biji kakao
akan diuraikan menjadi senyawa aroma (ester, aldehid dan keton), sedangkan
lemak diuraikan dari lemak rantai panjang (long chain fatty acid) menjadi lemak
dengan rantai sederhana (short chain fatty acid) seperti laurat, kaprat dan kaprilat.
Sumatera Barat berpotensi sebagai sentra produksi kakao di wilayah barat
Indonesia. Tiap tahun produksi biji kakao mentah selalu bertambah dan pada
tahun 2011 produksi kakao Sumatera Barat mencapai 34.806 ton. Ada tiga
varietas kakao yang dibudidayakan yaitu varietas Criollo, Forestero dan
Trinitario (Statistik Perkebunan Indonesia dan Departemen Pertanian, 2011).
Ketiga varietas kakao tersebut memiliki kandungan glukosa, fruktosa dan sukrosa
pada pulpa yang berbeda. Sebelumnya hasil penelitian Ardhana dan Fleet (2003),
kakao varietas Trinitario memiliki kandungan glukosa, fruktosa dan sukrosa yaitu,
24 mg/g, 42 mg/g dan 21 mg/g, sedangkan varietas Forestero yaitu 41 mg/g, 62

mg/g, dan 32 mg/g. Hal inilah yang menjadi menarik untuk diteliti, untuk




mendapatkan BAL baru sebagai probiotik jika dilakukan isolasi, penentuan
antimikrobial bakteriosin, karakterisasi berat molekul bakteriosin dan
karakterisasi moIekuIér bakteri asam laktat dari fermentasi biji kakao (Theobroma
cacao Lin) asal Sumatera Barat tersebut.

Pada ungkapan diatas, bahwa BAL dari fermentasi kakao sebagai
probiotik yang dapat menurunkan kolesterol dapat diaplikasikan pada peternakan
unggas, seperti halnya produk unggas yang banyak dikonsumsi manusia baik dari
daging dan telur. Dalam peternakan unggas Sumatera Barat mempunyai ternak
lokal seperti ternak itik pitalah. Keputusan Menteri Pertanian (2011) menetapkan
di bidang peternakan Sumatera Barat memiliki satu spesies itik lokal yang telah
dikenal oleh masyarakat secara turun temurun. Itik tersebut dinamakan “Itik
Pitalah”, yang merupakan komoditas unggulan di peternakan unggas.

Berdasarkan uraian diatas, penulis melakukan penelitian tentang isolasi,
penentuan aktivitas antimikrobial, karakterisasi molekular, berat moleknl
bakteriosin, identifikasi bakteri asam laktat dengan menggunakan 168
rRNA dari fermentasi biji kakao asal Sumatera Barat dan aplikasinya untuk

menunjang kesehatan masyarakat.

1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah :

1. Apakah BAL yang berpotensi probiotik, tahan pH asam dapat diisolasi dari
proses fermentasi biji kakao yang berasal dari Sumatera Barat ?

2. Bagaimana potensi isolat-isolat BAL tersebut sebagai antimikroba patogen.

3. Apakah spesies BAL tersebut dapat diidentifikasi secara DNA molekular

dengan menggunakan 16S rRNA ?




4. Dapatkah BAL tersebut diaplikasikan untuk menurunkan kadar kolesterol

daging dan trigliserida telur itik Pitalah.

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Melakukan isolasi BAL, skrining dan penentuan aktifitas antimikroba pada
fermentasi biji kakao Sumatera Barat,

2. Mempelajari karakterisasi BAL yang potensial sebagai antimikroba dari 3
varietas kakao Sumatera Barat

3. Melakukan identifikasi molekuler dengan 16S rRNA terhadap beberapa isolat
BAL yang potensial.

4. Meneliti pengaruh pemberian BAL temuan baru sebagai kandidat probiotik

terhadap penurunan kadar kolesterol daging dan trigliserida telur itik Pitalah.

1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan bermanfaat :

1. Dapat memberikan informasi kepada petani kakao, tentang pentingnya
melakukan fermentasi biji kakao, karena adanya mikroba BAL dapat
membunuh mikroba patogen dan dapat meningkatkan kualitas (aroma, citarasa
dan warna) biji kakao, dan dapat disimpan lama sehingga dapat meningkatkan
pendapatan petani dan industri produk coklat.

2. Sebagai sumber informasi ilmiah ditemukan spesies BAL yang berpotensi
sebagai kandidat probiotik untuk menjaga kesehatan dan mempunyai
karakterisasi pH, suhu , Optikal Densiti (OD), penentuan berat molekul dan

identifikasi molekular dengan menggunakan 16S rRNA.




3. Dapat memberikan informasi bahwa, probiotik BAL terpilih  dapat

diaplikasikan untuk menurunkan kolesterol daging dan trigliserida telur itik

Pitalah.

1.5. Hipotesis

1.

Pada penelitian ini ada beberapa hipotesa sebagai berikut :

Ditemukan spesies BAL tahan pH asam, mempunyai aktifitas antimikroba
yang tinggi dan dapat ditentukan berat molekul bakteriosin serta dapat
diidentifikasi secara DNA molekular dengan menggunakan 16S rRNA. pada
fermentasi biji kakao Sumatera Barat.

BAL potensial tersebut dapat dijadikan sebagai kandidat probiotik, mampu
menurunkan kolesterol daging dan trigliserida telur itik Pitalah dengan dosis

yang efektif.




II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri Asam Laktat

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri anaerob fakultatif, gram
positif, berbentuk batang atau bulat (Gambar 1), tidak membentuk spora dan
menghasilkan asam laktat sebagai produk utama dari fermentasi karbohidrat
(glukosa, fruktosa dan sukrosa) (Salminen, 2007). Efek antimikrobial dari asam
laktat berkaitan dengan penurunan pH lingkungan menjadi 3 sampai 4,5 sehingga
pertumbuhan bakteri lain termasuk bakteri pembusuk akan terhambat. Pada
umumnya mikroorganisme dapat tumbuh pada kisaran pH 6 - 8 (Taylor, 2004).

BAL merupakan jenis mikroorganisme yang aman food grade
microorganisme dalam kategori Generally Recognized As Safe (GRAS) (Surono,
2004). Menurut FAO/WHO (2002) BAL dalam usus akan memberikan
keuntungan bagi inangnya, yaitu sedikitnya 10° CFU/g. Menurut Axelson (2004)
BAL terdiri dari 4 genus yaitu Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus dan
Sterptococcus. Seiring berkembangnya kemajuan molekular, BAL berkembang

menjadi 20 genus.

Gambar 1. Bakteri asam laktat berbentuk batang (A) atau kokus (B) (Sumber :
Salminen, Wright dan Ouwehand (2007)

Madigan dan Martinko (2006) menyatakan BAL dapat dibagi menjadi dua

kategori berdasarkan jalur metabolisme karbohidratnya, yaitu homofermenter dan




heterofermenter. Jalur produksi asam laktat untuk kedua kelompok probiotik
tersebut berbeda. Homofermenter menghasilkan asam laktat umumnya melalui
glikolisis oleh bakteri Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus dan Betabacteri
yang merupakan bakteri gram positif. Selanjutnya Priscilla dan Sanchez (2009)
menjelaskan bahwa, yang termasuk heterofermenter adalah bakteri Lactobacillus
brevis dan Leuconostoc mesenteroides. Sebelumnya Surono (2004) menyatakan
bahwa pada BAL heterofermenter, penguraian glukosa dilakukan melalui jalur
pentosa fosfat. Pada fermentasi ini yang bekerja adalah fosfokerolase dan dapat
menghasilkan asam laktat 40%-50%, etanol, asam asetat dan CO2.

Saarela, Monogensen, Fonden, Matto dan Sandholm (2000) menyatakan
BAL dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti asam laktat, HO,,
CO;. Selanjutnya Stanton et al. (2001) menyatakan, BAL yang potensial mampu
menguraikan senyawa rantai panjang karbohidrat, protein dan lemak. Fleet
(2003) menyatakan pada proses fermentasi BAL dapat menguraikan sukrosa,
fruktosa dan glukosa yang terdapat pada media tumbuhnya menjadi asam laktat.
Jenis asam laktat yang dihasilkan tergantung pada spesies BAL, lingkungan (pH
dan suhu), komposisi kultur (kadar glukosa, fruktosa dan sukrosa). Asam laktat
dapat menurunkan pH saluran pencernaan, membunuh bakteri patogen,
menstimulir sekresi asam lambung, meningkatkan pristaltik lambung dan
berfungsi sebagai energi pada proses respirasi, kemudian protein pada media akan
diuraikan menjadi senyawa aroma (ester, aldehid dan keton). Nur (2005)
menyatakan, lemak yang terdapat pada usus/sistim pencernaan diuraikan dari
lemak rantai panjang (Jomg chain fatty acid) menjadi lemak dengan rantai

sederhana (short chain fatty acid).

10



Di bidang industri pangan saat ini BAL digunakan untuk pengawetan,

memperbaiki tekstur dan cita rasa bahan pangan (Surono, 2004). BAY mampu
memproduksi asam laktat sebagai produk akhir perombakan karbohidrat, hidrogen
peroksida dan bakteriosin, dengan terbentuknya zat antibakteri dan asam, pada
proses fermentasi asam laktat maka pertumbuhan bakteri patogen seperti Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Listeria, Salmonella dan lainnya akan dihambat.
Efektifitas BAL dalam menghambat bakteri pembusuk dipengaruhi oleh
kepadatan BAL, strain BAL, dan komposisi media asal fermentasi (Afrianto,
Liviawaty dan Rostini, 2006). Selain itu Rostini (2007) menyatakan produksi
substansi penghambat dari BAL dipengaruhi oleh media pertumbuban, pH dan
temperatur lingkungan,

Isolasi dan uji identifikasi BAL pada produk fermentasi telah banyak
dipublikasi, seperti ditemukan BAL dengan spesies Pediococcus pentasoceus
yang memiliki antimikrobial yang kuat terhadap bakteri patogen yang yang
berasal dari ASI manusia (Osmanagaoglu, Kiran dan Ingolf, 2001). Pediococcus
pentosaceus ditemukan dari bekasam ikan (Yin dan Jiang, 2001). Lactobacillus
sp. ditemukan dari fermentasi sayuran wortel, memiliki aktivitas antimikrobial
terhadap Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereas (Joshi, Sharma
dan Rana, 2006). Selanjutnya Nengah, Ramona, Widarini, Suarini, Dwipayanti,
Nocianitri dan Nursini (2008) menemukan Lactobacillus dan Weisella dari
fermentasi susu kuda. Emawati (2010) menemukan Lactobacillus plantarum
pada susu kambing segar. Setelah itu ditemukan Lactobacillus plantarum pada
blondo asal dari ampas Virgin Coconut Oil (VCO) oleh (Purwati, 2011). Syukur

dkk. (2011) menemukan Lactobacillus plantarum dari fermentasi kakao green
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asal Sumatra Barat. Sebelumnya Nur (2005) menyatakan, dari hasil isolasi dan
identifikasi beberapa spesies BAL dari produk fermentasi yang berbeda
ditemukan BAL berbeda yang mendominasinya, walaupun ditemukan spesies
yang sama pada produk fermentasi yang berbeda akan tetapi aktifitas terhadap

antimikrobialnya akan berbeda.

2.2, Probiotik

Probiotik merupakan salah satu alternatif antibiotik yang dapaf berperan
sebagai pemacu pertumbuhan. Probiotik secara umum didefinisikan sebagai
kultur tunggal atau campuran yang menguntungkan bagi kesehatan manusia dan
hewan. Bakteri secara sederhana dapat dikelompokan menjadi bakteri "baik dan
bakteri jahat". Bakteri asam laktat termasuk bakteri baik karena hanya membunuh
/menghambat pertumbuhan bakteri jahat tidak untuk bakteri baik, oleh karena itu
bakteri asam laktat disebut dengan probiotik. Bakteri patogen adalah bakteri yang
menyebabkan banyak penyakit seperti diare, tifus, tetanus, TBC, bahkan antraks,
apabila di lingkungan tersebut bakteri patogen lebih dominan, maka terjadilah
penyakit (Haryanto, 2005).

Probiotik adalah bakteri hidup yang diberikan sebagai suplementasi
makanan. Pemberian probiotik dapat berpengaruh menguntungkan bagi kesehatan
dimana probiotik menghasilkan senyawa-senyawa inhibitor seperti asam laktat
dan asetat yang menyebabkan suasana usus menjadi asam serta H,Q, dan
bakteriosin yang memberikan efek antagonis terhadap pertumbuhan bakteri
patogen sehingga menurunkan pertumbuhan dan patogenitas bakteri tersebut serta

memperbaiki keseimbangan mikroflora usus. Mikroflora yang digolongkan

12



sebagai probiotik terutama dari golongan Lactobacillus dan Bifidobacterium
(Haryanto, 2004); Purwati dan Syukur, 2005).

BAL pada saluran pencernaan dapat menurunkan kadar kolesterol, karena
BAL menghasilkan enzim Bile Salt Hydrolase (BSH). Enzim BSH adalah enzim
yang mampu mendekonjugasi asam empedu sehingga menghasilkan garam
empedu bebas atau terdekonjugasi, kemudian akan disekresi melalui feses,
sehingga dapat menurunkan kadar kolesterol pada darah atau pada daging (
Purwati (2011), Astuti dan Ana (2010) dan Lee, Kim, Yun, Kim (2010),
sebelumnya Brady, Gallaher dan Busta (2000), Pato (2003) dan Liong (2008)
menjelaskan BAL dapat pencegahan kanker kolon dan usus. Betsi, Papadavid dan
Falagas, (2008), Torii, Itoh, Urisu, Terada, dan Fujisawa (2010) menyatakan,
BAL dapat membantu penanggulangan dermatitis atopik pada anak-anak.
Sebelumnya Salminen et al. (2007) menyatakan, BAL membantu untuk absorpsi
nutrisi, mengurangi tekanan darah tinggi, membantu pencernaan laktosa bagi
penderita lactose intolerance. Selanjutnya Salazar et al. (2007), Pant et al.
(2007), Tabbers dan Benninga (2007) menyatakan, BAL juga scbagai
penanggulangan diare. Selanjutnya Isolauri dan Salminen (2008) menambahkan,
BAL dapat menstimulasi sistem kekebalan (immune) tubuh.

Menurut Purwati dan Syukur (2005), tidak semua bakteri baik dapat
dimanfaatkan sebagai agen probiotik. Kriteria probiotik harus mempunyai
minimal satu dari karakteristik berikut:

1. Memiliki aktivitas antimikroba, dalam hal ini probiotik dapat berperan
sebagai antibiotik alami. Beberapa jenis bakteri asam laktat mampu

memproduksi asam-asam organik, hidrogen peroksida dan bakteriosin.
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Senyawa-senyawa ini terutama bakteriosin dapat menyebabkan kematian

pada bakteri lain {Gambar 2).
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Gambar 2. Mekanisme pertumbuhan bakteri asam laktat yang menghasilkan
berbagai macam produk metabolit untuk menghambat pertumbuhan
bakteri patogen (Lucy, Deegan, Paul, Cotter, Colin dan Paul, 2005)

2. Resisten terhadap seleksi sistem saluran pencernaan, seperti asam
lambung, cairan empedu, dan getah pankreas. Apabila bakteri tidak
memiliki karakteristik ini, maka bakteri tersebut akan mati sebelum
mencapai usus.

3. Memiliki aktivitas antikarsinogenik. Adanya senyawa karsinogenik
seperti nitrosamin yang masuk ke saluran pencernaan, akan dapat dicegah
penyerapannya oleh BAL tersebut dengan membentuk selaput protein dan
vitamin.

4. Mampu bérkoloni dalam saluran pencernaan. Bakteri probiotik harus
memiliki kemampuan untuk bersimbiosis dengan flora usus, sehingga
dapat melakukan potensinya sebagai probiotik dan tidak cepat terbuang

bersama tinja.

14




5. Mampu meningkatkan kemampuan penyerapan usus. Beberapa
penyakit seperti diare pada anak-anak dapat terjadi karena kurangnya
enzim laktase dalam tubuh, sehingga saluran pencernaan tidak dapat
mencerna susu. Bakteri asam laktat dapat menguraikan laktosa dalam susu
yang dikomsumsi menjadi monosakarida glukosa dan galaktosa yang
mudah dicerna.

Menurut Suskovic, Kos, Goreta dan Matosic (2011), mekanisme kerja
probiotik dapat diekspresikan menjadi 3 cara yaitu;

1. Menekan mikroorganisme patogen pada saluran pencernaan melalui
produksi substansi antimikroba (asam laktat, asam asetat, asetaldehida,
hidrogen peroksida dan bakteriosin), persaingan reseptor pada epitelium
usus.

2. Merubah metabolisme mikrobial dengan meningkatkan aktifitas enzim
yang bermanfaat seperti galaktosidase atau menekan enzim yang tak
bermanfaat seperti glurukonidase, glukosidase, nitroreduktase.

3. Merangsang pembentukan kekebalan tubuh.

2.3. Peran Probiotik Bakteri Asam Laktat terhadap Penurunan Kolesterol
dan Trigliserida

Kolesterol merupakan bagian lemak yang cenderung menempel di dinding
pembuluh darah sehingga lama kelamaan menimbulkan penyempitan pembuluh
darah, berlanjut dengan gangguan jantung bahkan stroke (Ma, 2006). Kadar
kolesterol dapat diturunkan salah satunya adalah dengan mengkonsumsi probiotik
(Ooi, Gaik dan Liong, 2010). Sebelumnya Kusumawati (2003) menyatakan

probiotik merupakan organisme hidup yang bila dikosumsi dapat meningkatkan
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keschatan manusia ataupun ternak dengan cara menyeimbangkan mikroflora
dalam saluran pencemnaan.

Pengaruh bakteri probiotik terhadap penurunan kadar kolesterol diduga
karena kemampuannya dalam mengasimilasi kolesterol (Pereira et al., 2002).
Probiotik dapat juga mengkonjugasi asam empedu (Lamber, Riger, Willem dan
Michiel, 2008). Sebelumnya Surono (2004) menyatakan bakteri asam laktat yang
mempunyai kemampuan spesifik akan bekerja efektif apabila dapat bertahan pada
kondisi yang ada dalam saluran pencernaan, oleh karena itu strain dari bakteri
asam laktat tersebut harus tahan terhadap garam empedu dan kondisi asam
lambung apabila dikosumsi.

Proses dekonjugasi terjadi karena bakteri asam laktat memproduksi enzim
BSH yang dapat menghidrolisis atau memutuskan ikatan C-24 N-Acyl Amida
yang terbentuk diantara asam empedu dan asam amino pada garam empedu
terkonjugasi. Proses dari dekonjugasi menghasilkan garam empedn
terdekonjugasi ~ Unconjugated  Bile  Salt yang memiliki tingkat
solubilitas/kelarutannya di dalam pH fisiologis lebih ;'endah, sehingga param
empedu terdekonjugasi lebih hidrifobik, kurang jonik dan secara pasif dapat
langsung diabsorpsi oleh mukosa usus kembali ke hati melalui peredaran darah.
Garam empedu terdekonjugasi memiliki kemampuan antimikroba yang rendah,
schingga tidak terlalu membahayakan kehidupan bakteri (Astuti dan Ana, 2010).

Secara invitro apakah BAL positif mengandung Enzim BSH atau tidak,
yaitn dengan menambahkan media MRS agar dengan senyawa taurin, dengan
perlakuan kontrol (tanpa taurin) setelah inokulasi diinkubasi 37° C, selama 24 jam,

akan terlihat positif mengandung enzim BSH, jika koloni memperlihatkan seperti
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kabur, mengindikasikan terjadinya proses dekunjogasi dapat dilihat reaksinya
pada Gambar 3 (Astuti dan Ana, 2010).

Pereira et al. (2003), telah melakukan uji in vitro, dengan menambahkan
senyawa taurin kepada media MRS agar, ternyata strain BAL Lactobacillus
Jfermentum pada suhu 37° C selama 24 jam positif mengandung enzim BSH,
dengan hasil kabur pada koloni strain BAL Lactobacillus fermentum yang

diinokulasi pada media MRS agar + taurin tersebut.

(1]
ah .t . O, emn
Ol > 7~ T S coorxe BSH ,(E"C"" 2
I} l_ n PN
X y Glistn —_— isi

;.\E_H e at;u ‘I'i , . e GllSl-ll/

[ 1 O - Taurin
HO™ "~ ~* " oH HO’%\/\M, HO” ~"oH
Garam empedu kunjugasi Garam empedu dekonjugasi (endapan)

Gambar 3. Peranan BAL membentuk asam empedu dekonjugasi (Sumber: Astuti
dan Ana, 2010).

Garam empedu yang bergabung dengan taurin dan glisin merupakan
garam empedu terkonjugasi. Garam empedu terkonjugasi adalah suatu senyawa
amphipatik, yang salah satu sisinya dapat larut dalam air (polar/hydrophilic) dan
sisi lainnya tidak larut dalam air (nonpolar/hydrophobic). -Struktur amphipatik ini
mampu mengakumulasi atau menggabungkan antara air dan minyak/ lemak dan
menstabilkannya (Astuti dan Ana, 2010).

Lipid atau lemak di dalam makanan dicerna dalam jaringan usus dalam
bentuk trigliserida (TG). Ada dua jenis TG yang ada dalam makanan, yaitu TG
rantai sedang atau Medium Chain Triglyceride (MCT) dan Long Chain
Trigliceride (LCT). Dalam usus LCT akan terurai menjadi asam lemak rantai

panjang Long Chain Fatty Acid (LCFA) sedangkan MCT akan terurai menjadi
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menjadi asam lemak rantai sedang Medium Chain Fatty Acid (MCFA). MCT
lebih bersifat polar dibandingkan dengan LCT sehingga lebih mudah larut dalam
air. MCT diserap usus secara langsung sehingga tidak memerlukan enzim
pankreas lipase atau asam bile (asam empedu). LCT di dalam usus terlebih
dahulu dirubah menjadi asam lemak dengan rantai yang lebih sederhana dengan
menggunakan enzim pankreas lipase (Nur, 2005).

BAL selain menghasilkan asam laktat, BAL juga menghasilkan enzim
lipase (Saarela ef al,, 2000). Sudha, Prashant, Kalpana, Sekhar, dan Kaiser (2009)
menyatakan, penurunan kadar TG oleh produksi enzim lipase yang dihasilkan
bakteri probiotik, enzim ini mampu memecah lemak bermolekul besar menjadi
substrat yang lebih kecil dan mudah dicerna. Sebelumnya Mahdavi et al. (2005)
menjelaskan, BAL mampu mensintesis enzim esterase bersamaan dengan enzim
lipase yang merubah asam lemak bebas menjadi bentuk ester yang berbeda dari
trigliserida pada intestine. Ljungh dan Watsrom (2005) bahwa BAL mampu
menfermentasikan dari asan lemak berantai panjang LCFA menghasilkan asam
lemak rantai pendek short chain fatty acid (SCFA) di dalam usus.

Trigliserida dan kolesterol merupakan lipoprotein larut dalam air, yang
keduanya diangkut dalam darah. Lipoprotein adalah partikel dengan bagian pusat
non polar yang terdiri dari trigliserida dan kolesterol ester, dan sisi luar bersifat
polar yang terdiri dari pospolipid, kolesterol bebas dan protein. Lipoprotein dibagi
kedalam lima kelas yaitu chylomicrons (CM), very low density lipoprotein
(VLDL), intermediate density lipoprotein (IDL), low density lipoprotein (LDL)

dan high density lipoprotein (HDL) (Smelt, 2010).
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Mayahi (2009) telah berhasil meneliti pengaruh BAL dari spesies
Enterococcus faecium dan Bifidobacterium dapat menurunkan kolesterol dan
trigliserida pada ayam broiler. Musikasang, Tani dan Kittikun (2009) menemukan
Enterococcus durans KT3L20 yang diisolasi dari usus halus pada ayam sebagai
kandidat probiotik paling potensial hasil skrining dari beberapa bakteri asam
laktat lainnya, karena sangat respon melawan pertumbuhan bakteri Escherichia
coli, Salmonella sp dan Staphilococcus aureus.

Penelitian Pato (2003), menemukan Lactobacillus lactis sebagai probiotik
antikanker yang diisolasi dari dadih (susu kerbau fermentasi). Surono (2004)
menyatakan bahwa, BAL Lactebacillus acidopillus mempunyai kemampuan
menurunkan kolesterol dalam usus halus sebelum kolesterol diserap oleh tubuh
dengan cara pengikatan kolesterol oleh BAL sehingga menyebabkan turunnya
kadar kolesterol. Ignatova, Sredkova dan Marasheva (2009), memberikan
probiotik Lactobacillu dan Bifidobacterium kepada ayam broiler, dan memberikan
efek yang positif terhadap penurunan kadar kolesterol darah dan trigliserida.
Lee ef al. (2010) menemukan hasil skrining beberapa bakteri asam laktat, dan
menemukan kandidat probiotik Bifidobacterium longum SPM1207 asal pangan
probiotik Korea yang mampu menurunkan total kolesterol serum dan LDL yang
sangat signifikan pada selang kepercayaan 5%, serta meningkatkan HDL serum
dan mean berat berat badan dari tikus pada hewan percobaan. Setelah itu
Mansoub (2010) berhasil meneliti, yaitu pemberian BAL spesies Lactobacillus
acidophilus dan Lactobacillus casei sebanyak 0.5% berpengaruh terhadap
penurunan kadar kolesterol dan frigliserida darah ayam broiler. Selanjutnya

Purwati (2011) meneliti pemberian 3 m! (3.9 x 10® CFU/g) Lactococcus
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plantarum asal blondo yang disertakan dalam ransum, dapat menurunan kolesterol
péda kuning telur ayam.

Banyaknya obat yang sudah ditemukan untuk mengatasi ancaman
kolesterol, akan tetapi cara yang lebih aman dan alami untuk menurunkan
kolesterol adalah lewat modifikasi pola makan dengan makanan fungsional yang
mampu menurunkan kadar kolesterol. Salah satu strain BAL yang terdapat dalam
dadih mampu menurunkan kadar kolesterol buruk (Low Density Lipoprotein),
trigliserida, dan serum fosfolipid dalam darah tikus percobaan serta menurunkan
serum asam empedu total. Strain bakteri asam laktat itu diduga mampu menempel
di dinding usus tikus, berkembang biak, dan melakukan peran yang
menguntungkan kesehatan lewat dekonjugasi garam empedu (Astuti dan Ana,
2010).

BAL dapat menurunkan kadar kolesterol darah sebesar 34 %. Asam laktat
yang dihasilkan cleh BAL mampu melakukan metabolisme kolesterol yang
berasal dari makanan menjadi bentuk sterol yang tidak diserap oleh usus. Oleh
karena sterol tidak dapat diserap oleh tubuh maka sterol akan dikeluarkan melalui
feses sehingga terjadi penurunan jumlah kolesterol yang diserap tubuh (Surono,
2004).

Beberapa contoh probiotik yang telah dipasarkan adalah Lactobacillus
casei strain Shirota, diproduksi perusahaan dari Jepang. Bakteri ini mampu
mengkolonisast usus, Lactobacillus rhamnosus VTT E-97800 yang merupakan
hasil penelitian VIT di Finlandia yang memiliki kemampuan antimikroba
terhadap Candida dan patogen lain dalam saluran pencemaan. Lactobacillus

reuteri dihasilkan perusahaan Biogaia, Swedia. Jenis bakteri ini efektif melawan

20




penyebab diare pada anak-anak dengan menghasilkan antibakteri reuterin
(Haryanto, 2004). Sebelumnya Coeuret, Gueguen dan Vernoux (2004)
menginformasikan ada beberapa probiotik komersil disertai anjuran
pemakaiannya, yaitu Lactobacillus casei dengan anjuran pemberian pada
makanan tambahan (food additif) yaitu 1,2 x 10%, Enterococcus JSaecium yaitu 1,2
x 105 Lactobacillus casei defensis digunakan untuk susu fermentasi dan starter
pada yoghurt dengan anjuran 10°, Lactobacillus casei shirota yaitun 2 x 107
téfhadap fermentasi susu, sedangkan untuk suplement nutrisi yaitu Lactobacillus
rhamnosus GG dengan anjuran 10°, Lactobacillus acidophilus yaitu 2,5 x 108,
Mahdavi (2005) menyatakan konsumsi probiotik secara teratur dapat mengurangi
kadar kolesterol dan trigliserida secara signifikan. Sebelumnya Taranto, Medici,
Perdigon, Holgado dan Valdez (2000) menyatakan, pemberian susu fermentasi
yang mengandung bakteri Lactobacillus casei pada Syirian hamster selama 14
hari mampu menurunkan kadar trigliserida dalam darah mengamati adanya
penurunan total kolesterol (22%) dan trigliserida (33%) dan menaikkan ratio HDL

terhadap LDL sebesar 17 %.

2.4. Bakteriosin

Bakteriosin merupakan peptida antimikrobial (menghambat pertumbuhan
bakteri patogen), mekanisme kerja bakteriosin dalam melawan bakteri lain secara
umum dengan menyerang membran sitoplasma (Sablon, Contreras dan
Vandamme, 2000), dan penembusan membran sel sehingga meningkatkan
permiabelitas membran sitoplasma atau penghambatan pembentukan septum
(Martinez, Redriquez dan Suarez, 2000). Bakteriosin diproduksi untuk melawan

bakteri Gram positif yang memiliki kekerabatan terhadap bakteri asam laktat yang
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merupakan penghasil bakteriosin. Selain memiliki kemampuan dalam
menginhibisi bakteri, bakteriosin juga telah terbukti memiliki kemampuan dalam
menginhibisi virus (Serkedjieva, Danova dan Ivanova, 2000),

Penamaan bakteriosin umumnya disesuaikan dengan bakteri penghasilnya,
seperti Lactococcin A, Lactococcin G, Lactococcin 972, dihasilkan oleh bakteri
Lactococcus lactis, Enterococcin (Enterococcus faecalis), Carnobactericin
(Carnobacterium piscicola), Acidolin, acidophilin, Lactacin (Lactobacillus
acidophilus), Planticin (L. plantarum) dan lain sebagainya (Heng, Wescombe,
Burton dan Tagg, 2007).

Sutoyo (1998) telah mengisolasi bakteri asam laktat yang berasal dari
rumen, feses ruminansia, dari buah-buahan, dan produk susu fermentasi, dari hasil
uji skrining bakteriosin secara in vitro dari 206 isolat bakteri asam laktat tersebut
didapatkan Lactobacillus sp DSS 2.1 yang signifikan melawan bakteri patogen
Listeria monocytogenesis, akan tetapi tidak signifikan melawan pertumbuhan
Escherichia coli pada pH 7. Osmanagaogeu, Beyatu dan Gunduz (2001) telah
menemukan Pediocin yang potensial terhadap antimikrobial Listeria, Bacillus
cereus dan Staphilococcus aureus. Jamuna dan Jeevaratnam (2004) meneliti uji
bakteriosin pada beberapa isolat bakteri asam laktat, ditemukan ada 3 spesies
Pediococcus, yaitu Pediococcus acidilactici NCIM 2292, Pediococcus
pentosaceus NCIM 2296 dan Pediococcus cervisiae NCIM 2171 yang memiliki
daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Pseudomonas

pada suhu 37° C selama 48 jam.
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2.4.1. Kinerja Bakteriosin dalam Aktivitas Antimikroba
Target kerja bakteriosin dari BAL adalah membran sitoplasma sel bakteri
yang sensitif, karena reaksi awal bakteriosin adalah merusak permeabilitas
membran dan menghilangkan Proton Motive Force (PMF) sehingga menghambat
produksi energi dan produksi protein atau asam nukleat (De Vuyst dan Vandam
dalam Usmiati, 2007). Sebelumnya Drider, Fimland, Hechard, McMullen dan
Prevost (2006) menyatakan, aktivitas menghambat bakteri menbﬁtuhkan reseptor
spesifik permukaan sel, contohnya pada Pediocin AcH. Selain itu mengakibatkan
terjadinya lisis pada sel, hal ini adalah effek sekunder dari aktivitas Pediocin AcH
melalui depolimerisasi dari lapis peptidoglikan sehingga secara tidak langsung
mengaktifkan sistem autolysis sel.
Nurhasanah (2004) menjelaskan, mekanismel aktivitas bakterisidal
bakteriosin adalah sebagai berikut:

1. Molekul bakteriosin kontak langsung dengan membran sel.

2. Proses kontak mengganggu potensial membrane berupa destabilitas
membrane sitoplasma sehingga sel manjadi tidak kuat.

3. Kestabilan membram mampu memberi dampak pembentukan lubang atau
pori pada membran sel melalui proses gangguan terhadap PMF.
Kebocoran yang terjadi akibat pembentukan lubang ditunjukan adanya
aktivitas keluar masuknya molekul seluler, kebocoran ini berdampak pada
penurunan gradient pH scluler sehingga terjadi pelepasan molekul
intraseluler dan masuknya substansi ekstraseluler. Efek ini menyebabkan

terhambatnya pertumbuhan sel dan terjadi proses kematian pada sel yang
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sensitif terhadap bakteriosin. Mekanisme biosintesis bakteriosin dapat

dilihat pada Gambar 4.

Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat dapat mengalami
degradasi oleh enzim proteolitik dalam pencernaan manusia dan tidak membahayakan
bagi kesehatan manusia. Selain itu, bakteriosin juga memiliki kestabilan terhadap
pengaruh pH dan suhu. Bakteriosin tetap menunjukkan aktivitas yang stabil pada
kondisi asam maupun basa, sehingga sangat potensial dimanfaatkan oleh industri
yang dalam prosesnya melibatkan kondisi asam maupun basa. Pengaruh suhu,
bakteriosin tetap menunjukkan aktivitas yang stabil setelah diberikan perlakuan pada
suhu -20°C sampai 100°C sehingga sangat baik jika digunakan pada industri yang
melibatkan kondisi panas maupun dingin pada proses produksinya schingga dapat
digunakan dalam proses di industri pangan yang biasanya melibatkan pengaturan

suhu dan pH (Nurhasanah, 2004).

A Class I1a bacteriocin B
L.

% 1. Interaction with the docking
L

, 2. Membrane permeabifization
.

Figure 4. Models of pore formanon (A) Wedge-like pore, (B):
Barrel-stave pate.

Gambar 4. Mekanisme aksi bakteriosin merusak membran sel bakteri patogen,
A= penempelan bakteriosin, B= pembentukan pori pada dinding sel
(Drider et al., 2006).

Cobos, Coss, Ramirez, Gonzalez, dan Cerrato (2011) menemukan

Pediococcus acidilactici yang berasal dari fermentasi daging sosis, memiliki zona
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hambat yang tinggi terhadap bakteri patogen Listeria dengan luas 115 mm?.

Sebéluminya peneélitian Ivanova, Kabadjova, Paritev, Danova dari Dousset (2000),

menemukan Lactococcus lactis B14 fermentasi dari biji-bijian asal Bulgaria yang

memiliki zona hambat yang tinggi terhadap bakteri vji (Listeria innocua) yaitu

10 mm. Savadogo, Ouattaral, Ouat, dan Traore (2004), sebelumnya juga

melakukan uji aktifitas antimikroba terhadap Lactobacillus fermentum dan

Pediococcus asal susu fermentasi dihasilkan diameter zona hambat 8 mm-12 mm |
tethadap Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus.

Esayas, Fekadu dan Amutha (2008), meneliti daya hambat Jactococus,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconosto, dan Pediococcus yang
berasal dari susu fermentasi, memiliki daya hambat terhadap Salmonella typhosa,
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, dengan diameter sekitar 7 mm
sampai 12 mm. Nurhajati, Indrawati dan Syaftika (2008), meneliti Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus asal fermentasi susu kedelai terhadap
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, dan Salmonella typhosa, memiliki
diameter zona hambat 12 mm. Musikasang at al. (2009) meneliti aktifitas
antimikroba bakteri asam laktat dari saluran pencernaan ayam, dihasilkan
diameter zona hambat 8.7 mm pada isolat dengan kode KT10CE33. Urnemi,
Syukur, Purwati, Ibrahim, Jamsari, Mustopa dan Kim (2011) melakukan uji
aktifitas antimikrobial pada bakteri asam laktat asal kakao fermentasi 3 hari

varietas Trinitario ditemukan diameter zona hambat 13 mm.

2.4.2. Klasifikasi dan Pemurnian Bakteriosin.
Bakteriosin diklasifikasikan menjadi tiga grup yaitu bakteriosin kelas satu,

bakteriosin kelas 2, serta bakteriosin kelas 3. Masing-masing kelas memiliki ciri-
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ciri yang berbeda. Bakteriosin kelas satu merupakan bakteriosin yang terdiri atas
satu atau dua peptida kecil dan merupakan peptida yang termodifikasi pada post-
translasi, ukuran peptida ini sekitar 3 kDa. Bakteriosin ini juga disebut lantibiotik
karena memiliki modifikasi struktur yang mengandung lanthionin,
B-metillanthionin, dan asam amino terdehidrasi. Lantibiotik juga terbagi menjadi
2 subkelas yaitu tipe A dan tipe B. Lantibiotik tipe A yang telah banyak adalah
nisin. Lantibiotik tipe A merupakan molekul yang fleksibel terelongasi dengan
muatan postif serta memiliki aktivitas depolarisasi membran. Lantibiotik tipe B
memiliki bentuk globular dan mengganggu sintesis dinding sel (Surono, 2004).
Grup ke dua dalam bakteriosin adalah bakteriosin kelas 2. Bakteriosin
kelas 2 memiliki ukuran yang kecil yaitu kurang dari 5 kDa dan terbagi menjadi 2
subkelas yaitu kelas Ila dan kelas ITb. Bakteriosin kelas Ila merupakan
bakteriosin yang banyak ditemukan pada bermacam-macam bakteri asam laktat
(Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, dan Leuconostoc).
Bakteriosin tersebut memiliki kesamaan 40% - 60% sekuens asam amino dengan
karakteristik sekuens terkonservasi, serta residu sistein membentuk ikatan
disulfida pada daerah N-terminal. Bakteriosin tipe ini dikenal sebagai pengawet
makanan karena dapat menghambat aktivitas bakteri patogen bawaan pangan.
Bakteriosin kelas IIb mengandung 2 peptida fang terpisah. Bakteriosin kelas I
dan II memiliki target membran sitoplasma bakteri gram positif. Bakteriosin
kelas I dan II bersifat stabil terhadap suhu panas. Bakteriosin tipe III yang telah
dikenal adalah helveticin. Bakteriosin ini merupakan bakteriosin yang terakhir

dikarakterisasi. Bakteriosin tipe Il bersifat tidak stabil terhadap suhu panas.
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Bakteriosin ini juga memiliki ukuran yang lebih besar dari 30 kDa (Yoneyama et
al., 2009),

Penggolongan bakteriosin didapatkan setelah dilakukan karakterisasi dan
purifikasi/pemurnian bakteriosin. Karakterisasi yang umum dilakukan adalah uji
kestabilan pH, suhu, optikal densiti, uji optimasi determinasi bobot molekul
bakteriosin dengan menggunakan SDS-PAGE. Pemurnian bakteriosin dilakukan
dengan beberapa tahapan, tahapan pertama bertujuan memisahkan antara debris
sel dan komponen intraseluler (supernatan). Supernatan yang dihasilkan masih
mengandung banyak komponen intraseluler sehingga diperlukan purifikasi
(Serkedjieva et al., 2000).

Guyonnet, Fremaux, Cenatiempo dan Berjeaud (2000) menyatakan bahwa,
bakteriosin dapat dipisabkan dengan komponen intraseluler lainnya dengan
menggunakan teknik presipitasi ammonium sulfat. Teknik presipitasi ammonium
sulfat memiliki prinsip salting out. Penambahan ammonium sulfat sebagai garam
daiam tingkat kejenuhan tertentu dapat mengendapkan protein tertentu. Beberapa
protein dapat bakteriosin dapat diendapkan dengan ammonium sulfat pada tingkat
kejenuhan yang rendah. Gautam dan Sharma (2009) menyatakan bahwa, ada
bakteriosin tertentu dapat yang diendapkan dengan ammonium sulfat pada' tingkat
kejenuhan yang tinggi, yaitu diperlukan presipitasi amonium sulfat 60%, 70%, 80%
dan 90%. Peptida yang terendapkan melalui proses salting out tersebut di
presipitasi melalui sentrifugasi. Pemurnian selanjutnya menggunakan
kromatografi gel filtrasi yang menggunakan sphadek atau sepharose, biasa
menggunakan sephadek G-50 dapat memisahkan protein dari ukuran 1.5 kDa — 30

kDa. Eluen yang digunakan merupakan pelarut polar. Beberapa bakteriosin
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memiliki kemampuan untuk larut dengan beberapa pelarut seperti akuades, buffer
fosfat, metanol dan Tris-HCl.

Chien, Yin dan Tzong (2004) melakukan karakterisasi dan purifikasi
terhadap bakteriosin Pediosin Pediococcus pentosaceus ACCEL, ditemukan bobot
molekul proteinnya 17.5 kDa, stabil pada suhu 121° C 15 menit, dan pada pH 2.0-
4.0. Sahar, Deraz, Martin, Eva, Sara, Ashraf dan Mattiasson (2005), melakukan
purifikasi dan determinasi bobot molekul protein dengan menggunakan SDS-
PAGE terhadap Lactobacillus acidophilus DSM 20079 asal pangan fermentasi,
ditemukan bobot molekul 6.6 kDa. Daniel, Barbosa, Albano, Silva, Gibbs dan
Teixeira (2007), melakukan purifikasi dan karakterisasi determinasi bobot
molekul protein Pediococcus pentosaceus K34 asal fermentasi daging, dengan
menggunakan SDS-PAGE, didapatkan bobot molekul protein berkisar 6.2 kDa,
dan sensitif terhadap Listeria. Karthikeyan dan Santosh (2009) melakukan
purifikasi terhadap Lactobacillus acidophilus asal usus udang laut ditemukan,
bobot molekul terhadap protein 2.5 kDa, stabil pada suhu 50°C, pH 4 dan 0.9
NaCl. Halami dan Prakash (2010) melakukan hal yang sama terhadap
Pediococcus pentosaceus CFR B19 asal fermentasi kacang-kacangan ditemukan

bobot molekul protein 4.8 kDa.

2.5. Pediococcus sp.

Pediococcus sp adalah bakteri berbentuk coccus, Gram-positif, anaerob,
non-motile/tidak bergerak, digolongkan sebagai “bakteri asam laktat™ (Caldwell,
Hutkins, McMahon, Oberg, dan Broadbent, 1998.). Pediococcus sp. umumnya
ditemukan di fermentasi susu, daging, bekasam ikan. BAL ini banyak digunakan

pada industri pangan sebagai starter pada keju, sosis, olahan daging, bakso, juga
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pada olahan sayur-sayuran. Sekarang ini banyak penelitian mencari Pediococcus
sp strain lain yang lebih potensial untuk menemukan agen anti-mikroba
(bakteriosin) terhadap pemeliharaan makanan food safety. Telah ditemukan
beberapa hasil penelitian tentang potensial dan karakterisasi Pediococcus sp,
walaupun  spesies yang ditemukan sama, akan tetapi potensial
antimikroba/bakteriosin dan bobot meolekul protein yang dimilkinya berbeda
(Syukur dkk., 2011).

Pediococcus pentosaceus umumnya digunakan pada pangan industri.
Bakteriosin yang diproduksi oleh Pediococcus pentosaceus digunakan secbagai
bahan pengawet makanan alami food preservative. Bakteriosinnya lebih sensitif
terhadap patogen Listeria monocytogenes, yang menyebabkan Listeriosis
(Osmanagaoglu ef al., 2001). Di Negara Cina, para ilmuwan sedang berusaha
untuk mengembangkan satu kultur starter yang menggunakan Pediococcus
pentosaceus kedalam air bersih cagar alam sebagai pengganti garam beryodium
untuk masyarakat, dan digunakan juga pada produk daging. Para peneliti saat 1n1
menggunakan kultur Pediococcus pentosaceus untuk pengawet ikan air tawar,

sebagai pengganti atan mengurangi konsumsi garam (Hu, 2006).

2.6. Review Penelitian Probiotik BAL dan Pediococcus sp.
Review penelitian tentang isolasi bakteri asam laktat asal berbagai produk
fermentasi dan potensial antimikrobial, serta karakterisasi bakteriosin spesies

Pediococcus pentosaceus dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Isolasi spesies Pediococcus pentosaceus karakterisasi dan purifikasi
bakteriosin dari berbagai produk fermentasi

No  Bakteriosin Sumber Sifat/Karakter Referensi

1.  Pediococcus Sosis produk  Stabil suhu tinggi vaitu 121 Osmanatiaoiilin
pentosaceus olahan daging °C selama 15 menit dan el al. (2001)

sensitif terhadap enzim
proteolitik.
2. Pediocin Fermentasi daging Bobot molekul proteinnya Li-Jung et al.
babi 25 kDa. (2003)

3. Pediococcus - Pemurnian baktetiosin dengan  Chien-Wei et al.
pentosaceus kolom kromatografi dengan 2004.

ACCEL fase diam sepharose,
menghasilkan bakteriosin
berkisar 17.5 kDa. Stabil pada
suhu 121°C 15 menit, stabil
ppada pH2,04.0
4.  Pediococcus Sensitif terhadap Savadogo et al.
Enterococcus faecalis, (2004)
Bacillus cereus,
Staphylococcus, diameter
zona hambat 8 mm -12 mm

5. Pediococcus Fermentasi Bakteriosin sensitif terhadap =~ Déniél e al.
pentosaceus sausage/daging listeria, Bobot molekul {2007)

K34 protein bakteriosi berkisar 6.2
kDa.

6. Pediococcus Susu fermentasi Diameter zona hambat 7 mm-  Esayas ef al

pentosaceus 12 mm (2008)
Terhadap Salmonela
typhi

7. Pediococcus Fermentasi daging  Bakteriosin sensitif terhadap ~ Mandal ef al.

acidilaciici babi Entérococeus foecalis, parsial — (2011)
purifikasi bobot protein
bakteriosin disekitar 10.3
kba;

8.  Pediococcus Garlic Bakteriosin sensitif terhadap Ham et al
pentosaceus Jermentation Staphylococcusaureus, (2010)
KACC91419  (fermentasi Escherichia coli, Salmonella

bawang putih) typhirium

9. Pedipsin dari Saluran Antilisteria, bobot molekul Karen et al
Pediococcus pencernaan/usus protein sekitar 4,625 Da. {2010)
acidilactici kerbau
strain K2a2-3

10. Pediococcus Dari kacang- Antilisteria, stabil suhu 121°C  Halami dan
pentosaceus kacangan 15 menit, hasil purifikasi, Prakash, 2010
CFR B19 bobot protein bakteriosin

berkisar 4.8 kDa.
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Osmanaiaoulu, Beyatli dan Gunduz (2001), telah melakukan
karakterisasi terhadap isolat Pediococcus pentosaceus asal olahan daging (sosis),
dihasilkan pediosin yang sensitif terhadap antilisteria, kemudian dihasilkan
bakteriosinnya stabil pada suhu diatas 100° C. Penelitian Li-Jung dan Watsrom
(2003), Pediococcus peniosaceus dengan bobot bakteriosin yaitu 25 kDa yang
diisolasi dari fermentasi daging babi.

Selanjutnya Chien-wei, Li-Jung, dan Shann-Tzong (2004) melakukan
purifikasi dan karakterisasi pediocin dari Pediococcus pentosaceus ACCEL,
didapatkan bobot molekul pediosin berkisar antara 17.5 kDa, stabil pada suhu
121° C selama 15 menit. Savadogo, Chien, Yin dan Shann-Tzong (2004)
melakukan karakterisasi terhadap Pediosin dari Pediococcus sp., ditemukan
pediosin dengan karakter sensitif terhadap Enterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Staphylococcus dan 1{1enﬁ1ﬂd aktivitas antimikrobial dengan diameter zona
hambat 8 mm - 12 mm.

Daniel et al. (2007) melakukan isolasi, identifikasi dan karakterisasi
molekuler terhadap Pediococcus pentosaceus, ditemukan antibakterial sensitif
tethadap Listeria dan Enterococcus, bobot molekul berkisar 6.2 kDa Crude
pediocin adalah 2.5 kDa hasil pemurnian, stabil pada suhu 60° C sampai 100° C.
Banyak peneliti probiotik menskrining BAL antilisteria dari produk ferméfitasi
lainnya (tanaman dan hewan), stabil pada suhu diatas 100° C, yang akan
digunakan sebagai bahan pengawet alami food preservative. Asumsinya akan
ditemukan antilisteria yang lebih potensial dengan strain yang berbeda dari
berbagai produk fermentasi. Esayas et al. (2008) meneliti uji aktivitas

antimikrobial dari Pediococcus pentosaceus dengan hasil diameter zona hambat
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yaitu 7 mm - 12 mm terhadap. Mandal er al. (2008) dengan hasil penelitian
fermentasi daging babi, menemukan Pediococcus acidilactici dengan bobot
molekul protein berkisar antara 10,3 kDa.

Ham et al. (2010) menemukan Pediococcﬁs pentosaceus KACC 91419
hasil fermentasi bawang putih, dan bakteriosinnya sensitif  terhadap
Staphylococcusaureus, Escherichia coli, Salmonella typhirium. Karen, Villarante,
Francisco, Elegado, Iwatani, Zendo dan Sonomoto (2010), menemukan
Pediococcus acidilactici strain K2a2-3 dari usus kerbau, kemudian melakukan uji
bobot molekul protein, dengan hasil berkisar 4,625 Da.dan sensitif terhadap
Listeria, sectelah itu Halami dan Prakash (2010) menemukan Pediococcus
Dpeniosaceus CFR B19 dari kacang-kacangan, memiliki karakter antiListeria, stabil
suhu 121° C selama 15 menit, hasil purifikasi memiliki bobot protein bakteriosin

berkisar 4.8 kDa.
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HI. MATERI DAN METODA PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Laboratorium Teknologi Hasil Ternak
Fakultas Peternakan Universitas Andalas Padang, Laboratorium Bioteknologi
Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang, Laboratorium Bioteknologi
Virologi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Cibinong Bogor. Untuk uji
biologis dilaksanakan di Kecamatan Damasraya, Kabupaten Sijunjung Sumatera
Barat. Penelitian dilakukan mulai bulan Januari 2010 sampai dengan bulan
Oktober  2011. Diagram Alir penelitian secara detil dapat dilihat pada
Lampiran 1.
Penelitian ini terdiri dari 2 tahap percobaan yaitu :
3.2. Penelitian Tahap Pertama :

3.2.1. Isolasi, Pemurnian, Karakteristik Koloni BAL Konvensional

3.2.1.1. Isolasi dan pemurnian koloni BAL
3.2.1.2. Karakteristik Koloni dan Sel BAL konvensional

3.2.2. Seleksi Bakteri Asam Laktat Potensial Aktivitas Antimikroba
(Skrining BAL)

3.2.3. Karakterisasi (Stabilitas pH, Stabilitas Suhu, Optikal Densiti)
Bakteriosin BAL Potensial Sebagai Kandidat Probiotik

3.2.3.1. Stabilitas pH kultifasi BAL potensial probiotik pada aktivitas
bakteriosin

3.2.3.2. Stabilitas suhu kultifasi BAL probiotik pada aktivitas bakteriosin
3.2.3.3. Tingkat kekeruhan (optikal densiti) BAL pribiotik (HB 3.3)



3.2.4. Purifikasi Parsial Bakteriosin Isolat BAL Probiotik Dan Pengukuran

3.2.5.

3i3o

33.1.

Aktivitas Inhibisi Bakteriosin
3.2.4.1. Purifikasi parsial bakteriosin BAL probiotik (¥1b3.3)

3.2.4.2. Uji determinasi bobot molekul protein bakteriosin BAL probiotik
dengan metoda Elektroforesis Gel Poliakrilamid Sodium Dedosil
Sulfanat ( SDS-PAGE )

Identifikasi Lima Isolat Bakteri Asam Laktat
3.2.5.1. Isolasi DNA

3.2.5.2. Amplifikasi gen 16S rRNA dengan Polymerase Chain Reaction
(PCR)

3.2.5.3. Gel elekiroforesis
3.2.5.4. Purifikasi DNA dengan Promega Kit Protokol
3.2.5.5. Analisis data sekuensing

Penelitian Tahap Dua :

Uji Biologis Pemberian Probiotik Pediococcus pentosaceus ATCC
25745 terhadap Kadar Kolesterol pada Daging Itik Pitalah,

3.3.1.1. Penghitungan koloni bakteri Pediococcus pentosaceus digunakan
sebagai probiotik pada itik Pitalah

3.3.1.2. Pengaruh probiotik Pediococcus pentosaceus terhadap kadar
kolesterol (mg/dl) daging itik Pitalah

3.2.1.3 Pengaruh probiotik Pediococcus pentosaceus ATCC 25745
terhadap kadar trigliserida pada telur Itik Pitalah

3.2.1.4. Pengaruh probiotik Pediococcus pentosaceus terhadap bobot
badan itik Pitalah (kg/ekor)
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Percobaan Tahap 1:
3.2.1. Isolasi, Seleksi Potensi Aktifitas Antimikroba, Karakterisasi, Purifikasi
Parsial dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dari Fermentasi
Biji Kakao asal Sumatera Barat
Percobaan tahap pertama bertujuan mendapatkan isolat BAL dari
fermentasi 3 varietas kakao asal Sumatera Barat yang mempunyai potensi untuk
dijadikan probiotik pada itik Pitalah. Metoda isolasi dapat dilihat pada lampiran
2. Isolat murni dliperoleh setelah dilakukan pemurnian sebanyak tiga kali,
kemudian diidentifikasi secara konvensional morfologi BAL dengan pewarnaan
Gram positif.

Identifikasi isolat BAL secara konvensional yaitu dengan melakukan
pengamatan secara mikroskopis terhadap koloni BAL meliputi: warna, bentuk,
permukaan, bau dan pinggiran koloni. Sebelum uji morfologi BAL dilakukan
penghitungan koloni. Setelah didapatkah beberapa isolat BAL dilakukan seleksi
potensi BAL terhadap aktivitas antimikroba (skrining BAL), kemudian dipilih
BAL paling potensial yang akan dijadikan kandidat probiotik, probiotik tersebut
dikarakterisasi (stabilitas pH, suhu, optikal densiti). Probiotik tersebut dipurifikasi
parsial dengan presipitasi ammonium sulfat yang diuji bakteriosinnya, yang paling
tinggi zona hambatnya dideterminasi bobot bakteriosinnya dengan SDS-PAGE.

BAL yang berpotensi diidentifikasi molekular dengan 16S rRNA.

¢ Bahan dan Alat
Bahan yang dibutuhkan yaitu biji kakao varitas hijau (Criollo), merah
(Forestero) dan hibrid (Trinitario) yang berasal dari Desa Pedusunan Kabupaten

Padang Pariaman yang difermentasi untuk mendapatkan isolat BAL.
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Isolasi BAL dibutuhkam media de Mann Rogosa Sharpe Broth (MRSB)
dan de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck) yang terdiri dari ( 15 g
pepton, 5 g ekstrak ragi/yeast, 10 g dekstrosa, 5 g jus tomat, 2 g monopotasium
fosfat dan 1 g polisorbat 80), bakto agar, natrium azida. Untuk pewarnaan Gram
dibutuhkan larutan iodin kompleks, safranin dan zat warna Kristal violet, alkohol
dan akuades. Untuk daya simpan BAL adalah alkohol, eter dan HCI, gliserol
steril 50% dan media MRSB.

Untuk seleksi BAL terhadap aktivitas antimikroba, karakterisasi, purifikasi
parsial, identifikasi molekular dibutuhkan media Nutrient untuk bakteri patogen
(Beef Ekstrak, pepton, NaCl, bakto agar), akuades steril, natrium azida, penicillin,
ammonium sulfat 20%, 20%, 60%, 80% dan 90%, 500 pl, Tris-EDTA (TE), (10
mM Tris HC1 pH 7,4, 1 mM EDTA, pH 7,6), lysozim 40 pl, 200 pl 10 % SDS,
NaCl 5 M, 80 pl CTAB 10%, kloroform pa (100%) (1 : 1 perbandingan dengan
vilume sampel), etanol 70 %, 27ul ddH20, 3 ul RNAase, bahan gel SDS-
poliakrilamid (SDS-PAGE) 18-20%, Coomassie brilliant blue, marker protein
10.000-40.000 Da, Tris-HCl pH 8, akuabides (ddHO,), buffer 1 x TE (Tris
EDTA), SDS 10%, proteinase K (10 mg/ul), fenol: kloroform : isoamilalkohol
(25 :24: 1), NaCOOH 3 M, isopropanol, etanol 70%, agarose, buffer 0,5 x TBE
(Tris-Boric-EDTA), etidium bromida, 10 x Bromo Phenol Blue (BPB), primer.

Alat yang diperlukan adalah kotak fermentasi untuk fermentasi biji
kakao, termometer, pH meter. Untuk pembuatan media dan Isolasi BAL
diperlukan autoklaf, inkubator, vortek, laminar air flow cabinet (LAFC),
timbangan analitik, gelas ukur, kot plate, hockey stick, tip pipet mikro, pipet

mikro 100 pl, 200 pl, 1000 pl, mikroskop, bunsen, cawan petri, epperdorf 1 ml,
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jarum ose, kaca benda (preparat), diperlukan kertas steril (paper sterile tesf) untuk
difusi bakteri patogen, sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm dan 15.000 rpm.
Alat SDS-PAGE, eppendorf mini, pipet mikro 20 pl, PCR, UV, peralatan

elektroforesis,

¢ Metoda Penelitian

Sterilisasi Alat dan Pembuatan Media yang Digunakan

Alat gelas dibungkus dengan aluminium foil, pipet mikro, hockey stick
diletakan dalam wadahnya, ditutup rapat dan diberi selotip, tabung eppendorf
dimasukan kedalam baker galas, lalu ditutup rapat dengan aluminium foil,
kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15 Ib selama 15
menit. Jarum ose dan batang pengaduk disterilkan dengan dibakar di atas api
bunsen hingga membara, dibiarkan sebentar sebelum digunakan. Sebelum
menggunakan Laminar Air Flow Cabinet (LAFC), disterilkan dengan
menggunakan UV selama 30 menit sebelumnya telah disemprot dengan alkohol

70%.

Pembuatan Media

e Pembuatan Media de Mann Rogosa Sharpe Broth (MRSB)
(Merck)

de Mann Rogosa Sharpe Broth (MRSB) (Merck) (ditimbang 52,2 g dalam
erlenmeyer 2000 ml, lalu dilarutkan dalam 1000 ml aquades, ditambahkan sodium
azaid 1 ml, kemudian dipanaskan sampai homogen dan disterilkan pada suhu

121°C, tekanan 15 1b selama 15 menit.
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¢ Pembuatan Media de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck)

de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (ditimbang 68,2 g dalam
erlenmeyer 2000 ml lalu dilarutkan dalam 1000 m! aquades, ditambahkan sodium
azaid 1 ml, dipanaskan sampai homogen, kemudian disterilkan pada suhu 121°C,
tekdnan 15 1b selama 15 menit, selanjuinya dituang dalam cawan petri steril
sebanyak 15 ml lalu dibiarkan beberapa menit sampai medium membeku,

kemudian disimpan dalam keadaan terbalik pada lemari pendingin.

e Pembuatan Media Nutrient Broth (NB) (Merck)

Ditimbang beef ekstrak 0.3 g, 1 g Pepton, 0.5 g NaCl ditambalikai
akuades sebanyak 100 ml, kemudian dimasukan kedalam erlenmeyer 250 ml,
kemudian disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 15 Ib selama 15 menit pada
autoklaf.

e Pembuatan Media Nutrient Agar (NA) (Merck)

Ditimbang Beef Ekstrak 0.3 g, 1 g Pepton, 0.5 g NaCl ditambahkan bakto
Agar sebanyak 1.8 g dan akuades sebanyak 100 ml kedalam erlenmeyer 250 ml,
disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 15 1b selama 15 menit pada autoklaf.
Dibiarkan beberapa menit sampai medium membeku, kemudian disimpan dalam

keadaan terbalik pada lemari pendingin.

3.2.1. Isolasi, Pemurnian dan karakterisasi Konvensional Bakteri Asam
Laktat asal Fermentasi Biji Kakao

3.2.1.1. Isolasi dan pemurnian koloni BAL
Metoda isolasi bakteri asam laktat (BAL) ini adalah menurut Purwati,

Syukur dan Hidayat (2005) (Lampiran 2), dimulai dengan proses pengkayaan

(enrichment), yaitu 1 g sampel masing-masing varietas 2 dan 3 hari fermentasi biji
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kakao dicampurkan kedalam 9 ml MRSB (Merck), dihomogenkan sehingga
didapatkan pengenceran 1 : 9 atau 10”'. Sampel yang telah diinokulasi pada
media diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam. Sampe!
diencerkan menggunakan 0.9 ml MRSB pada tabung eppendof melalui proses
pengenceran (serial delution) sampai 107 dengan cara diambil 0.1 ml dari
pengkayaan (enrichment/ 107" lalu ditambahkan kedalam tabung eppendof yang
berisi 0.9 ml MRSB, schingga didapatkan pengenceran 102, diambil 0.1 ml dari
péngenceran 107 ditambahkan kedalam tabung eppendof yang berisi 0.9 m! MRS
broth sehingga didapatkan pengenceran 10° dan seterusnya hingga didapatkan
pengenceran 107. Dilanjutkan dengan proses penanaman (planting) dimana
diambil 0.1 ml dari tabung eppendof pada pengenceran 107 kemudian ditanam
pada medium MRSA, diratakan dengan menggunakan hockey stick, diinkubasi
dalam inkubator pada suhu 37° C selama 48 jam. Difoto dan dihitung dengan
menggunakan alat penghitung koloni Quebec Colony Counter teknik
penghitungan koloni terdapat pada (Lampiran 3). Hasil isolasi ini digunakan
untuk pemurnian dan identifikasi morfologi BAL dengan pewarnaan Gram positif
.Pada hasil isolasi BAL, ditemukan koloni tunggal yang mencirikan bakteri asam
laktat yaitu putih mengkilat seperti susu, ada juga yang putih kekunigan,
permukaan cembung, dipindahkan ke media MRSA untuk dilakukan pemurnian,
yaitu dengan melakukan strik pada 4 bagian permukaan pada media MRSA,
dimulai pada bagian pertama, dilanjutkan kebagian kedua, ketiga dan keempat
secara tidak terputus. Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C, diulang
sebanyak 3 kali. Isolat BAL yang telah mumi ini akan digunakan pada uji

selanjutnya (Purwati, 2003).
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3.2.1.2. Karakterisasi sel BAL konvensional

Identifikasi morfologi BAL (pewarnaan Gram positif) dilakukan dengan
dua cara, yaitu identifikasi makroskopis dan mikroskopis. Makroskopis yang
diamati adalah bentuk, warna, tepian koloni BAL yang tumbuh pada medium
MRSA. Identifikasi mikroskopis yaitu bentuk sel, dan identifikasi fisiologis
dengan Gram (Unus, 2005). Pewarnaan diawali dengan pengambilan biakan
bakteri tunggal dari medium dengan menggunakan jarum ose, bakteri diratakan di
atas kaca preparat yang telah dibersihkan dengan alkohol, lalu dikeringkan di atas
bunsen atau alat pengering, ditetesi dengan zat warna kristal violet, kemudian
ditunggu selama 1 menit agar zat warna meresap oleh békteri, lalu dibilas dengan
air mengalir dan ditetesi dengan larutan iodin komplek, kemudian ditunggu
selama 1 menit, lalu dibilas dengan air mengalir, dicuci dengan alkohol dengan
cara dicelupkan ke dalam alkohol encer, ditetesi dengan zat warna safranin, lalu
ditunggu 30 detik, setelah itu dikeringkan dan diperiksa di bawah mikroskop 10
kali lipat dapat dilihat hasil uji Gram baﬁeﬁ (Purwati, 2003 dan Unus, 2005)

(Lampiran 4).

3.2.2. Seleksi Bakteri Asam Lakat Potensial Aktivitas Antimikroba (Skrining
BAL)

Uji aktivitas antimikrobijal 66 isolat BAL terhadap lima bakteri uji
(Escherichia coli NBRC 14237, Staphylococcus aureus NBRC 13276, Bacillus
subtilis BTCCB, Salmonela thypii dan Listeria monocytogenesis). Metoda yang
digunakan adalah metoda diffusi pada kertas test steril (diffusion method steril
paper test), sebanyak 50 pl kultur BAL disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm
selama 10 menit, kemudian supernatannya digunakan untuk uji aktivitas

antimikroba. Dimasukkan 200 pul bakteri uji masing-masingnya ke dalam 20 ml
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media NA yang masih cair subu berkisar antara 40° C. Dituang ke dalam cawan

petri steril. Dibiarkan selama 30 menit agar mengeras, kemudian pada NA

(Nutrient Agar) diletakan kertas test steril. Didifusikan 20 pl supernatan BAL,

diinkubasi pada suhu 37° C secara anaerob. Dilakukan pengamatan terhadap zona

bening yang terbentuk pada jam ke-3, 5, 8, 24 dan 48 jam (Mustopa, 2010).

3.2.3. Karakterisasi (Stabilitas pH, Stabilitas Suhu, Optikal Densiti)
Bakteriosin BAL Potensial sebagai Kandidat Probiotik

3.2.3.1. Stabilitas pH knltifasi BAL potensial probiotik pada aktivitas
bakteriosin

Isolat BAL terpilih (hasil skrining uji aktifitas antimikrobial 66 isolat
BAL, dipilih 1 isolat yang paling potensial daya antimikrobialnya) dikultur pada
berbagai pH seperti 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5. Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam, masing-masing kultur pada berbagai pH disentrifugasi 6000 rpm
selama 15 menit pada subu 4°C, supernatan berbagai pH tersebut diuji
bakteriosinnya terhadap 5 bakteri patogen (bakteri indikator). Dilakukan
pengamatan terhadap zona bening yang terbentuk pada jam ke-3, 5, 8, 24 dan 48
jam (Mustopa, 2010).

3.2.3.2. Stabilitas suhu kultifasi BAL probiotik pada aktivitas
bakteriosin

Efek uji stabilitas suhu dilakukan dengan pemanasan supernatan mulai
suhu 45°C, 60°C, 75°C, 90°C, 100°C, 121°C, selama 15, 30, 45 dan 60 menit,
kemudian diuji bakteriosin terhadap 5 bakteri patogen (bakteri indikator).
Dilakukan pengamatan terhadap zona bening yang terbentuk pada jam ke-3, 5, 8,

24 dan 48 jam (Mustopa, 2010).
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3.2.3.3. Tingkat kekeruhan (optikal densiti) BAL probiotik (Hb3.3)

Satu isolat BAL terpilih ditumbuhkan dalam media MRS broth sebanyak
200 ml, pada suhu 37°C selama 24 jam. Setiap satu jam BAL yang telah dikultur
diambil sebanyak 1 ml ke tabung reaksi, kemudian dipindahkan ke tabung
Eppendof, kemudian dibaca absorbannya dengan menggunakan serapan panjang

gelombang 595 nm (Usmiati dan Marwati 2007).

3.2.4. Purifikasi Parsial Bakteriosin Isolat BAL Probiotik dan Determinasi
Bobot Molekul Bakteriosinnya

3.2.4.1. Purifikasi parsial bakteriosin isolat BAL probiotik dan
pengukuran aktivitas inhibisi bakteriosin

Purifikasi bakteriosin dari bakteri asam laktat dilakukan berdasarkan
modifikasi metode Serkedjieva ef al. (2000). Supernatan isolat BAL dipresipitasi
dengan 20%, 40%, 60%, 80% dan 90% ammonium sulfat, yaitu dengan cara
ammonium sulfat digerus hingga menjadi bubuk. Setelah itu setiap 5 menit
dimasukan ammonium sulfat 0,5 g ke dalam supernatan pada suhu 4° C.
Kemudian diendapkan selama 12 jam, hasil semua presipitasi amonium sulfat
tersebut diendapkan selama 12 jam. Hasil pengendapan disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 30 menit pada suhu 4° C. pellet yang didapatkan
diresuspensi menggunakan Tris-HICl 10mM pH 7,4. Setelah itu ekstrak kasar
tersebut diuji aktifitas inhibisinya terhadap pertumbuhan lima bakteri patogen (uji
aktivitas antimikroba). Dipilih hasil presipitasi yang memiliki diameter zona

hambat tertinggi, dilakukan determinasi bobot molekul protein SDS-PAGE.
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32.4.2. Uji determinasi bobot molekul protein bakteriosin BAL
probiotik  dengan metoda Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrilamide Gel Elektroforesis ( SDS-PAGE )

Supernatan dari isolat diuji bobot molekul protein bakteriosin dengan
menggunakan Elektroforesis Gel Poliakrilamid Sodium Dedosil Sulfanat (SDS
PAGE). Gel poliakrilamid 18-20% dibuat dengan cara, sukrosa dicampurkan
dengan poliakrilamid, aquades, TEMED, dan ammonium persulfat, kemudian gel
dibiarkan memadat (T%e Royal Society of Chemistry, 2010).

Sampel dicampurkan dengan loading dye dan didenaturasi pada suhn
95°C selama 10 menit. Perangkat gel elektroforesis dipasang dengan gel
poliakrilamid yang telah memadat. Buffer running SDS-PAGE dimasukkan
kedalam perangkat SDS-PAGE. Sampel dimasukkan sebanyak 20 pl ke dalam
sumur agar elektroforesis dan marker sebagai pembanding. Setelah selesai
elektroforesis SDS poliakrilamid, gel diwarnai dengan pewarnaan perak (silver
stainning) hingga muncul pita-pita setelah bakteriosin dianalisis dengan

menggunakan SDS-PAGE (The Royal Society of Chemistry, 2010).
3.2.5. Identifikasi Bakteri Asam Laktat (BAL) Potensial

3.2.5.1. Isolasi DNA

Diinokulasikan kultur BAL ke dalam 3 ml MRS broth, kemudian
diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam, diambil 1 ml kemudian dipindahkan
ke eppendof steril dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu
4° C selama 15 menit. Pellet digunakan untuk isolasi genomik DNA dan
supernatan digunakan untuk uji bakteriosin. Untuk isolasi genomik DNA pellet
ditambah 500 pl Trs-EDTA (TE) (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.6).

Ditambahkan Lysozyme 40 pl dan diinkubasi selama 1 jam pada subu 37° C,
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setalaﬁ itu ditambahkan 200 ul 10 % SDS, 100 cc NaCl 5M dan 80 pl CTAB
10 % (sebelum digunakan CTAB dipindahkan ke eppendorf 1 ml dan ditambah
20 pl mercapetanol), kemudian dipanaskan pada subu 68° C selama 30 menit
(dibolak-balik setiap 10 menit), lalu didinginkan sebentar kemudian ditambahkan
kloroform PA (100 %) (1 : 1 perbandingan dengan volume sampel), setelah itu
disentrifugasi 10 000 rpm (4° C) selama 15 menit, lalu supernatan yang bagian
paling atas (bening) diambil dan dipindahkan ke eppendorf, kemudian tambahkan
etanol 100% (dingin) sebanyak 1 kali volume sampel. Campuran tersebut
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4° C selama 10 menit.
Supemnatan dibuang lalu eppendorf dicuci dengan etanol 70% sebanyak 0,5 ml,
disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4° C,
selanjutnya eppendorf dimiringkan selama 1 jam di atas tissue sampai cairan
kering, kemudian ditambahkan 27 pnl ddH,0 dan 3 pl RNAse, diinkobasi 30 menit
pada suhu 37° C, lalu disimpan di -20° C (Purwati, 2003; Jamsari, 2007; Kim

dan Cho et al., 2010).

3.2,5.2, Amplifikasi gen 16S rRNA dengan Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Gen 16S rRNA dari genomik DNA yang diisolasi dari koloni BAL murni
diamplifikasi dengan PCR. Reaksi amplifikasi DNA dilakukan dalam
Thermocycler Mupid-Exu dengan menggunakan primer 8F
(S’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) dan 1541(5’AAGGAGGTGATCCAGCC).
DNA template 3 pl dimasukkan ke dalam tube. Untuk reaksi PCR, 38,5 pl

ddH,0, primer F dan R masing-masing 0,5 pl dan 2 pl 2,5 mM dNTP, saq

44




polymerase 0,5 pl dan 10 x buffer 5 pl dibuat dalam tube 1,5 ml. Sebanyak 47 pl
bahan di atas ditambahkan ke dalam eppendof DNA template. Protokol PCR
terdiri dari 35 siklus PCR (denaturasi 96°C selama 5 menit), (annealing 96°C
selama 1 menit, annealing 55°C selama 1 menit), (ekstension 72°C selama 3 menit
dan final exiension 72°C selama 7 menit). Produk PCR dianalisa pada gel agaros
1% dan divisualisasi dengan wltraviolet illumination setelah ditambah etidium
bromida 5 pl . Band DNA yang diperoleh pada agar dipotong dan dipurifikasi

dengan Promega Kit Protokol (Jamsari, 2007).

3.23.3. Gel elektroforesis.

3 pl DNA setelah di PCR ditambah dengan 5 pl loading dying buffer
dielektroforesis pada 100 Voltase selama 40 menit pada 1% agarose gel dalam
0.5 x TBE. Sebagai marker digunakan 1 kb DNA ladder (Takara). Gel kemudian
diletakkan di dalam wadah ditambah lagi dengan TBE sampai terendam serta zat
warna etidium bromida (5 pl) direndam sambil digoyang dengan alat
penggoyangnya (Rocker, NB-104) selama 30 menit. Gel kemudian dilihat di

bawah lampu UV (Kim dan Cho, 2010 ).
3.2.5.4. Purifikasi DNA dengan Promega Kit Protocol

Band DNA dipotong dari agarose gel, kemudian dimasukkan gel ke dalam
eppendorf dan ditambah 300 pl nucleuse free water terhadap volume gel,
kemudian dicampur di waterbath pada 60°C selama 10 menit. Kemudian
dimasukkan sampel pada kolom QIAquick dan disentrifugasi 10.000 rpm selama
45 detik pada suhu ruang, Ditambahkan 700 pl membrane wash solution dan

disentrifugasi 10.000 rpm selam 1 menit pada suhu ruang. Setelah itu
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ditambahkan lagi 700 ul membrane wash solution dan disentrifugasi 10,000 rpm
selama 1 menit pada suhu ruang, kemudian dipindahkan ke kolom QIAgquick pada
1,5 ml eppendorf, dan ditambahkan elusi (30 pl nuclease free water) pada bagian
tengah kolom Qldquick, kemudian ditunggu 1 menit dan dipindahkan ke dalam
eppendorf baru dan disentrifugasi 10.000 rpm selama 2 menit, disimpan pada

suhu —20 °C (Kim dan Cho., 2010).
3.2.5.5. Analisis data sekuensing

Analisis data sekuensing dilakukan dengan menggunakan program soffware
DNA star. Untuk analisa sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan
sekuens yang diperoleh (guery) dengan yang telah ada pada Gene Bank dengan
database searches NCBI internet site (http.www.ncbi.nlm.nih.gov), dengan
menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Kim dan Cho.,

2010).

Percobaan Tahap 2 :

3.3. Uji Biologis Pemberian Probiotik Pediococcus pentosaceus ATCC 25745
terhadap Kadar Kolesterol pada Daging Itik Pitalah.

Percobaan tahap 2 ini dilakukan untuk mengevaluasi efek pemberian BAL
dengan beberapa dosis penberian sebagai probiotik pada itik Pitalah pedaging dan
itik Pitalah petelur.

3.3.1. Bahan dan Alat

Ternak yang digunakan dalam penelitian ini adalah itik Pitalah jantan dan
betina yang berumur 5 bulan diambil dari Pitalah Kecamatan _Batipuh Baruh
Kabupaten Tanah Datar. Bahan yang diperlukan pada vji biologis ini adalah, isolat

BAL probiotik, , ransum (jagung tumbuk, dedak, buntil, kepala ikan (konsentrat),
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turbo, top mix, mineral itik, d;un keladi, pepaya dan singkong, ubi jalar (Tabel 2).
Untuk menghitung dosis BAL sebagai probiotik dibutuhkan media MRS agar
(Merck), MRS broth (Merck), akuabides (ddHO,), Pepton Water (Bacto). Bahan
untuk uji kolesterol adalah alkohol p.a., Aseton p.a. dan kit kolesterol.

Tabel 2. Komposisi ransum ternak

No. Ransum %

1. Jagung tumbuk 50 % dari total ransum
2. Dedak 20 % dari total ransum
3. Buntil 25 % dari total ransum
4. Kepala ikan 5-10 % dari total ransum
5. Konsentrat Sesuai anjuran

6. Turbo Sesuai anjuran

7. Top mix Sesuai anjuran

8. Mineral itik Sesuai anjuran

9. Daun keladi, Singkong, Dicampur dalam makanan

pepaya, ubi jalar
Sumber : Lababoratorium Nutrisi Ternak Fakultas Peternakan Univ. Andalas
(2005)

Alat yang diperlukan kandang (Lampiran 5) ternak, yaitu bambu yang
berukuran 1 x 0,5 m per unitnya, timbangan untuk menimbang ransum, tempat
pakan itik dan tempat minum. Alat untuk menentukan kadar kolesterol telur itik:
tabung reaksi, hot plate, inkubator dan Spektrofotometer clinicol chemistry
analyzer, timbangan untuk menimbang ransum tempat pakan itik dan tempat
minum. Alat yang digunakan unuk menghitung koloni bakteri: Quebec Colony

Counter, autoklaf, laminar air flow cabinet.

3.3.2. Metoda Penelitian
Metoda penelitian ini merupakan metoda penelitian eksperimen. Rancangan
Acak Lengkap dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan yang diberikan

adalah dosis pemberian probiotik yaitu :
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Perlakuan A : Sebagai Kontrol (tanpa pemberian probiotik)

Perlakuan B : Pemberian 1 ml probiotik (12.7 x 10® CFU/g)
Perlakuan C: Pemberian 2 ml Probiotik (25.4 x 108 CFU/g)
Perlakuan D :  Pemberian 3 ml Probiotik (38.1 x 10% CFU/g)

Model matematis dari Rancangan ini adalah :
Yij=u + ait &j
Keterangan:

Yij = Nilai pengamatan dari perlakuan ke-i ulangan ke-j
B = Nilai rata-rata sesungguhnya

ai = Pengaruh perlakuan ke-i

&ij = Galat

i =A,B,C,D,E (perlakuan)

j =1,2,3 (ulangan)

Data yang diperoleh dianalisis secara statistik dengan menggunakan sidik
ragam sesual rancangan yang digunakan. Uji lanjut DMRT untuk semua
perbedaan diantara perlakuan diuji pada tingkat 5%. Semua analisis yang

dilakukan menggunakan prosedur Steel dan Torrie (1991).
Peubah yang diamati :
1. Kadar kolesterol pada daging itik Pitalah jantan
2. Kadar triliserida pada telur itik Pitalah

3. Bobot badan itik Pitalah
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3.3.3. Penghitungan Koloni BAL Digunakan untuk Probiotik Pada Itik

Pitalah '

Stok kultur (glicerol stock) BAL sebagai probiotik, ditumbuhkan dalam
media MRSA dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam dengan metoda
pengenceran (Purwati, 2003) (Lampiran 2). Setelah 24 jam koloni BAL probiotik
yang tumbuh dihitung dengan menggunakan alat Quebec Colony Counter

(ColonyForming Unit). Perhitungan total koloni bakteri adalah sebagai berikut :

CFU/g = jumlah koloni x h 1
‘ Jaltorpengenceran  fakiorberatsampel
CFU/g =127 x — x 2
10° g
=12.7x 10°CPU/g

Selanjotnya diberikan kepada itik Pitalah jantan dan betina, pemberian
probiotik dilakukan secara oral pada itik satu persatu sesuai demgan dosis
perlakuan. Pemberian dilakukan 3 kali selang waktu sepuluh hari (selama 1
bulan). Pada hari ke-31 dilakukan pengamatan kolesterol daging yaitu pada itik

jantan dan trigliserida pada telur itik Pitalah petelur (Gambar 5).

10 hari hari ke-11  hari hari ke-31
ke-21 . k
1 hari 10 hari 20 hari 30 hari Hari ke-31
Adaptasi Perlakuan Istirahat . Perlakuan ;Z';f;:::tla" daging

dan trigliserida
telur itik Pitalah

Gambar 5. Bagan penelitian uji biologis probiotik Pediococcus pentosaceus
terhadap kadar kolesterol daging dan kadar trigliserida telur itik
Pitalah
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3.3.4. Cara Ekstraksi Bahan Daging/Telur untuk Analisis Kadar Kolesterol
dan Trigliserida (Protokol Analisis Xolesterol Laboratorium.
Teknologi Hasil Ternak Fakultas Peternakan Universitas Andalas,
2011)

Cara ekstraksi bahan daging dan telur untuk dianalisis kadar kolesterol dan
trigliserida yaitu sampel (daging dan telur) diambil sebanyak 1 g, dimasukkan ke
dalam tabung reaksi kemudian tambahkan 10 ml aceton etanol. Pelarut aceton
etanol dengan sampel divapkan di dalam waterbath pada suhu 60° C sehingga
volume pelarut separuh dari volume awal atau divapkan selama 15 menit. Pelarut
yang tinggal disaring dengan menggunakan kertas Whatman 41. Residu sampel
dilarutkan kembali dengan aceton etanol sebanyak 5 ml, kemudian diuapkan
kembali pada subu 60° C selama 10 menit. Pelarut yang tersisa disaring dan
diulang sekali lagi. Hasil ekstraksi dipanaskan di dalam waterbath pada suhu
60° C sehingga volume pelarut yang tertinggal 1 ml. Larutan ekstraksi ini

kemudian dianalisis kadar kolesterol dan trigliserida dengan spektrofotometer..

3.3.4.1. Analisis kolesterol dengan metode warna
enzimatik (Plummer, 1978)

Sebanyak 1 ml working reagent (kit) kolesterol dipipetkan ke dalam
cuvet reaksi kemudian ditambahkan hasil ekstraksj sebanyak 0,01 ml (a). Larutan
dibiarkan selama 10 menit pada suhu kamar sehingga wama larutan berubah
menjadi warna lembayung (b). Pembuatan blanko: 1 mi kit kolesterol dipipet ke
dalam tabung reaksi. Blanko dibuat sebagai pembanding. Setiap satu analisa
dibuatkan satu seri blanko (¢). Blanko dimasukkan ke dalam sel spektrofotometer

dilakukan pada panjang gelombang 550 nm, setelah angka dimonitor
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menunjukkan angka 0 dimasukkan sampel yang akan dibaca. Kadar kolesterol

merupakan angka yang terbaca di monitor spektrofotometer.

3.3.4.2. Analisis trigliserida dengan metode warna enzimatik (SHM,
2000)

Sebanyak 1 ml working reagent (kit) trigliserida dipipetkan ke dalam
cuveti kemudian ditambahkan hasil ekstraksi sebanyak 0,01 ml, kemudian
diinkubasi selama 20 menit di dalam waterbath pada suhu 37 °C sehingga warna
larutan berubah menjadi warna lembayung. Pembuatan blanko: 1 ml working
reagent kit trigliserida dipipetkan ke dalam tabung reaksi. Blanko dibuat sebagai
pembanding, setiap satu analisa dibuatkan satu seri blanko. Blanko dimasukkan
ke dalam sel spektrofotometer setelah diarahkan pada panjang gelofnbang 520 nm,

setelah angka dimonitor menunjukkan angka 0.

3.3.5. Berat Badan (kg/ekor)
Pengamatan berat badan ditimbang sebelum dan sesudah perlakuan yaitu
sebelum perlakuan 10, 20, 30 hari perlakuan, dan diukur lagi pada hari ke-31.

Data berat badan dianalisis secara statistik.
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- IV.  HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Penelitian Tahap I

Penelitian tahap I merupakan percobaan di Laboratorium Hasil Ternak
Fakultas Peternakan, Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian,
Laboratorium Bickimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Andalas Padang dan Laboratorium Bioteknologi
Virulogi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia di Bogor, dengan tujuan
mendapatkan Bakteri Asam Laktat (BAL) potensial yang berasal dari fermentasi
biji kakao Sumatera Barat yang akan dijadikan kandidat probiotik untuk diuji pada
penelitian Tahap II. Beberapa hasil penelitian dari tahap I dapat diuraikan sebagai

berikut:
4.1.1. Isolasi, Pemurnian, Karakterisasi Koloni BAL Konvensional

4.1.1.1. Isolasi dan pemurnian keloni BAL

Bakteri Asam Laktat (BAL) pada penelitian ini adalah dari hasil isolasi
biji kakao varietas Criollo, Forestero dan Trinitario yang difermentasi pada 2 dan
3 hari, sampel diambil di Pariaman, Sumatera Barat. Penelitian ini mengoleksi
sebanyak 66 isolat bakteri (Tabel 3) yang diduga adalah sebagai BAL yang

diisolasi pada media selektif yaitu MRSA (Merck).

Untuk mendapatkan isolat murni, 66 isolat BAL tersebut dilakukan
penanaman ulang pada cawan petri berisi MRSA dengan streak method (Purwati
2006). Bakteri yang tumbuh dengan koloni tunggal, ditanam lagi pada media
MRSA penanaman ulang dilakukan sebanyak tiga kali. Sekali dalam 1 minggu

dilakukan peremajaan yang diisolasi pada media MRSB (Merck). Sebagai stok




isolat yaitu dengan menambahkan 50% gliserol steril pada media MRSB yang

berisi kultur BAL kemudian disimpan pada -70° C.

Sebanyak 66 isolat BAL dinamakan menurut asal varietas biji kakao yang
difermentasi, yaitu Criollo/Green (kakao varietas hijau), Forestro/Red (kakao
varietas merah) dan Trinitario/Hibrida (kakao varietas hibrid), kemudian
ditambah kode fermentasi hari ke-2 dan ke-3. Setelah isolasi dan pemurnian 66
koloni BAL dilanjutkan dengan uji karakterisasi koloni dan sel BAL secara
konvensional. Pemurnian koloni dapat dilihat pada Gambar 6, Kode 66 isolat

BAL dapat dilihat pada Tabel 3.

(A) (B) ©)
Gambar 6. Foto koloni BAL (A dan B) dan pemurnian BAL (C)

Tabel 3. Kode 66 isolat BAL asal biji kakao varietas Criollo, Forestero dan
Trinitario pada 2 dan 3 hari fermentasi

No Kode Isolat Sumber

1 Gr2(1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Varietas Criollo (Green) Fermentasi

dan 11) 2 Hari

2 Gr3 (1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Varietas Criollo (Green) Fermentasi
dan 11) 3 Hari

3 R2(1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Varietas Forestero (Red)
dan 11) Fermentasi 2 Hari

4 R3(1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Varietas Forestero (Red)
dan 11) Fermentasi 3 Hari

3 Hb2 (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 Varietas  Trinitario  (Hibrida)
dan 11) Fermentasi 2 Hari

6 Hb3(1,2,3,4,56,7,8 9,10 Varietas Trinitario  (Hibrida)
dan 11) Fermentasi 3 Hari
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4.1.1.2. Karakterisasi koloni dan sel BAL konvensional

Pengamatan Karakteristik koloni BAL dilakukan setelah isolat
ditumbuhkan pada media MRSA yang diinkubasi pada suhu 37° C selama 48 jam,
sebelumnya untuk pengamatan karakteristik sel BAL, dilakukan setelah kultur
diinkubasi selama 14 jam - 17 jam. Hasil pengamatan karakteristik koloni dan
pewarnaan Gram BAL dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Karakteristik morfologi koloni, sel dan pengujiam gram

Isolat Bakteri Asam Laktat

Kode Koloni Pewamnaan Gram

Isolat Wamma  Bentuk Ukuran  Pinggir Permukaan  Bentuk Gram

Gr2.3 Putih- Bulat Besar  Ratahalus  Cembung Batang +
krem

Gr3.7 Putih- Bulat Kecil  Ratahalus  Cembung Kokus +
krem :

R2.4 Putih- Bulat Besar  Ratahalus  Cembung Kokus +
krem -

Hb2.11  Putih- Bulat Besar  Rata,halus Cembung ‘Kokus -
krem

Hb3.3 Putih- Bulat Besar  Rata,halus Cembung Kokus +
krem

Tabel 4 menunjukan bahwa, kelima isolat bakteri tersebut menunjukan
karakteristik sebagai BAL. Isolat Gr3.2 memiliki sel berbentuk batang (Gambar
7), sedangkan 4 lahﬁya semua berbentuk kokus (Gambar 7B), tetapi karakteristik
koloni dan pengujian gram semuanya sama yaitu menunjukan bakteri gram positif,
karena selnya memperlihatkan warna ungu tua. Pernyataan ini ditunjang oleh
pendapat Bergey dan David (1994), Purwati (2003) dan Unus (2005), pewarnaan
gram atau metode gram adalah salah satu teknik pewarnaan yang paling penting
yang digunakan untuk mengidentifikasi bakteri. Dalam proses ini, olesan bakteri
yang sudah terfiksasi dikenai larutan-larutan berikut : zat pewarna kristal violet,

larutan yodium, larutan alkohol, dan zat pewarna tandingannya berupa zat warna
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safranin. Metode ini diberi nama berdasarkan penemunya, ilmuwan Denmark

Hans Christian Gram (1853-1938) yaitu bakteri yang terwarnai dengan metode ini
dibagi menjadi dua kelompok, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif.
Bakteri gram positif akan mempertahankan zat pewarna kristal violet dan
karenanya akan tampak berwarna ungu tua di bawah mikroskop, adapun bakteri
gram negatif akan kehilangan zat pewarna kristal violet setelah dicuci dengan
alkohol, dan sewaktu diberi zat pewarna tandingannya yaitu dengan zat pewarna
safranin akan tampak berwarna merah. Perbedaan warna ini disebabkan oleh

perbedaan dalam struktur kimiawi dinding selnya.

(A) B)
Gambar 7. Pewarnaan gram positif dari BAL, BAL berbentuk batang (A), BAL
bentuk kokus (B)

Karakteristik BAL yang ditemukan pada penelitian ini sama halnya
dengan yang dideskripsikan oleh Purwati (2003) dan Unus (2005). Koloni BAL
dengan ciri berbentuk bulat atau batang, permukaannya cembung, mengkilat,
warna putih-krem seperti susu dengan pinggiran halus. Penelitian uji pewarnaan
gram ini sama dengan yang ditemukan oleh Daniel ef al. (2007), yaitu hasil isolasi
dan identifikasi mikrobiologi BAL dari fermentasi daging, ditemukan BAL

dengan bentuk kokus, kemudian hal yang sama dilakukan oleh Ham er al. (2010),
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menemukan BAL berbentuk kokus dari fermentasi bawang putih. Selanjutnya
Halami dan Prakash (2010), menemukan BAL berbentuk kokus pada produk
fermentasi kacang-kacangan. Skotia (2010) menemukan BAL potensial asal
bekasam ikan berbentuk batang. Beberapa penelitian diatas setelah uji
pewarnaan Gram, ditemukan morfologi BAL berbentuk kokus dan batang dari
berbagai sumber produk fermentasi, namun walaupun bentuk morfologi selnya
sama akan tetapi jika dilakukan uji karakteristik dan potensi aktivitas
antimikrobial akan ditemukan perbedaan. Jadi dari hasil uji karakterisasi koloni
dan sel BAL konvensional, ditemukan koloni BAL dengan warna putih
kekuningan, permukaan cembung, mengkilat, dengan pinggiran koloni rata dan
halus. Sel BAL yang ditemukan berbentuk batang dan kokus.

4.1.2. Seleksi Bakteri Asam Laktat Potensial Aktivitas Antimikrobial
(Skrining BAL)

Hasil seleksi 66 isolat BAL dengan kriteria memiliki diameter zona
hambat yang paling tinggi terhadap pertumbuhan bakteri patogen (Eschericia coli
NBRC 14237, Staphylococcus aureus NBRC 13276, Listeria monocytogenesis,
Bacillus subtilis NBRC 3134 dan Salmonélla typhii), ditemukan 5 isolat yamg
memiliki aktivitas antimikrobial dengan zona hambat yang tinggi, isolat BAL
pada uji skrining aktivitas antimikrobial ditumbuhkan pada media MRSB pada pH
standar yaitu 6.8. Aktifitas antimikrobial 5 Isolat BAL terhadap bakteri patogen
dapat dilihat pada Tabel 5.

Tujuan seleksi BAL terhadap aktivitas antimikrobial adalah untuk
menyeleksi dan wntuk mendapatkan BAL paling potensial yang akan dijadikan

kandidat probiotik pada uji berikutnya. Pada Tabel 5 memperlihatkan bahwa,
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hasil uji zona hambat 5 isolat BAL (Gr2.3, Gr3.7. R2.4, Hb2.11 dan Hb3.3)

terhadap bakteri patogen (Eschericia coli NBRC 14237, Staphylococcus aureus
NBRC 13276, Listeria monocytogenesis,Bacillus subtilis NBRC 3134 dan
Salmonella typhii), memperlihatkan diameter zona hambat yang sangat tinggi
berkisar antara 25.00 mm sampai 32.50 mm melebihi kontrol yaitu antibiotik
(Penicillin) yang hanya memiliki diameter zona hambat 22.50 mm.

Tabel 5. Aktifitas antimikrobial 5 isolat BAL terhadap bakteri patogen

No. Bakteri patogen Diameter Zona Hambat Isolat BAL (mm)

Gr23  Gr3.7 R24 Hb2.11 Hb3.3

1.  Bacillus subtilis 25,0 25,0 30,0 DS 30,0
2.  Escherichia coli 27,5 25,0 30,0 25,0 27,5

Listeria 2 25,0 30,0 25,0 32,5
monocytogenesis

4.  Staphylococcus 25,0 25,0 27,5 27,5 32,5
aureus

5. Salmonella typhii 27,5 27,5 27,5 27,5 32,5
6.  Penicillin (Kontrol 22,5 22,5 22,5 22,5 22,5
+)

Diantara 5 isolat BAL tersebut ditemukan isolat BAL Hb3.3 (asal kakao
fermentasi 3 hari varietas Trinitario/hibrida) yang memiliki diameter zona hambat
tertinggi terhadap pertumbuhan bakteri patogen yaitu 27,5 mm terhadap
Escherichia coli dan 32,5 mm terhadap 3 bakteri patogen lainnya yaitu
(Staphylococcus aureus NBRC 13276, Listeria monocytogenesis dan Salmonella
typhii) dan 30,0 mm terhadap Bacillus subtilis NBRC 3134.

Diameter zona hambat tertinggi kedua adalah isolat R2.4 (asal kakao
fermentasi 2 hari varietas Forestero/Red). Diameter zona hambat yang

dimilikinya yaitu 27.5 mm terhadap Salmonella typhii dan Staphylococcus aureus
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NBRC 13276 dan 30 mm terhadap Bacillus subtilis NBRC 3134, Escherichia coli
dan Listeria monocytogenesis.

Isolat Gr2.3 dan Hb2.11 hampir memiliki potensi zona hambat yang sama.
Isolat Gr2.3 (asal variatas Criollo/hijau fermentasi 2 hari) memiliki diameter zona
hambat 25.0 mm terhadap Bacillus subtilis NBRC 3134 dan Staphylococcus
aureus NBRC 13276, 27.50 mm terhadap Escherichia coli, Listeria
monocytogenesis dan Salmonella typhii. Isolat Hb2.11 (asal varietas
Trinitario/hibrida fermentasi 2 hari) memiliki zona hambat 25 mm terhadap
Escherichia coli dan Listeria monocytogenesis, 27.5 mm terhadap Bacillus
subtilis NBRC 3134, Salmonella typhii dan Staphylococcus aureus NBRC 13276.
Aktivitas antimikrobial 5 isolat BAL terhadap bakteri patogen dapat dilihat pada
Gambar 8.

Besar atau kecilnya diameter zona hambat BAL terhadap bakteri patogen,
dipengaruhi oleh produksi bakteriosin dan asam laktat yang dibasilkan BAL
tersebut, dan masing-masing BAL memiliki zona hambat yang berbeda-beda
tergantung karakteristik BAL itu sendiri. Sebagaimana yang dinyatakan oleh Lee,
Hong, dan Chang (2002), salah satu indikator yang menunjukan kemampuan BAL
dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen dapat dilihat dari Juasnya zona
bening yang dihasilkan ketika uji antimikroba. Luasnya zona bening/zona hambat
berhubungan dengan kemampuan BAL dalam memproduksi metabolit sekunder
yaitu asam laktat dan bakteriosin. Masing-masing BAL memiliki kemampuan
yang berbeda dalam memproduksi bakteriosin dan asam laktat, tergantung

karakteristik yang dimilikinya.
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Hasil uji diameter zona hambat isolat Hb3.3 terhadap Listeria
monocytogenesis yaitu  32.50 mm, hal yang sama telah dilakukan oleh
Osmanagaoglu et al. (2001), BAL Pediococcus pentosaceus asal fermentasi
daging memiliki diameter zona hambat 28.00 mm Listeria monocytogenesis.

Hasil diameter zona hambat Hb3.3 terhadap Staphylococcus dan
Escherichia yaitu 32.50 mm dan 27.50 mm, zona hambat yang dimilikinya lebih
besar dari penelitian Savadogo er al. (2004), hasil penelitiannya yaitu uji zona
hambat isolat BAL terhadap Staphylococcus dan Escherichia coli, memiliki zona
hambat 8.00 mm dan 12.00 mm

Diametear zona hambat isolat Hb3.3 terhadap Salmonella typhii memiliki
zona hambat 32.50 mm, yaitu lebih besar zona yang dimilikinya dari penelitian
Esayas af al. (2008), yang dengan hasil uji antimikrobial BAL asal susu
fermentasi terhadap Salmonella typhii, memiliki diameter zona hambat yaitu

7.00 mm - 12 mm.

Gambar 8. Zona hambat 5 isolat BAL potensial terhadap bakteri patogen.
Keterangan: (A) : isolat Hb2.11 (a ), isolat Gr3.7 (b), isolat R2.4 (c), isolat
Gr2.3 (d), isolat Hb3.3 (e), kontrol positif (Penicillin), (B) : isolat
Hb3.3
Jika dibandingkan dengan beberapa penelitian aktivitas zona hambat diatas,

isolat BAL Hb3.3 asal fermentasi kakao Sumatera Barat dapat dijadikan sebagai
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kandidat probiotik karena memiliki diameter zona hambat mencapai 32.50 mm

terhadap 3 bakteri patogen yaitu Staphylococcus aureus NBRC 13276, Listeria
monocytogenesis dan Salmonella typhii, 30.00 mm terhadap Bacillus subtilis
NBRC 3134. Sesuai dengan pernyataan Purwati dan Sjmkur (2006), yaitu salah
satu kriteria probiotik adalah memiliki aktivitas antimikroba yang tinggi yang
akan digunakan sebagai probiotik untuk manusia dan hewan, antibiotik alami di

bidang kesehatan dan sebagai food preservative di bidang pangan.

Jadi dari vji aktivitas antimikrobial dapat disimpulkan, isolat BAL Hb3.3
kandidat probiotik ini memiliki potensi aktivitas antimikrobial terhadap
Escherichia coli, Salmonella typhii dan Listeria monocytogenesis, oleh karena itu
dapat digunakan sebagai probiotik pada hewan dan manusia. Pada bidang
kesehatan hewan misalnya, pada unggas BAL potensial dapat'me.mbunuh bakteri
patogen yang terdapat di saluran pencernaan sehingga dapat menjaga
keseimbangan mikroflora usus, menurunkan kolesterol yang akan menghasilkan
produk peternakan yang berkualitas. BAL berpotensi terhadap kesehatan total
manusia sebagai antibiotik alami seperti antidiare dan penyakit tifus, karena
potensial menghambat Eschericia coli NBRC 14237 dan Salmonella typhii. Di
bidang pangan juga dapat direkomendasikan sebagai bahan pengawet alami food
preservative, karena sangat sensitif terhadap Listeria monocytogenesis
(antilisteria). Sesuai dengan pernyataan Osmanagaogtu et al. (2001) dan Purwati

(2003), Listeria adalah bakteri patogen yang sering merusak makanan food born.
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4.1.3. Karakterisasi (Stabilitas pH, Stabilitas Suhu, Opfical Density)
Bakteriosin BAL Potensial sebagai Kandidat Probiotik

4.1.3.1. Stabilitas pH kultivasi BAL potensial Probiotik pada akivitas
bakteriosin

Hasil seleksi BAL paling potensial pada uji antimikrobial terpilih isolat
Hb3:3 sebagai kandidat probiotik karena memiliki zona hambat yang tertinggi.
Setelah melalui 2 kali seleksi, isolat BAL sebagai kandidat probiotik ini akan
diuji selanjutnya yaitu uji karakterisasi terhadap stabilitas pH. Tujuan uji
karakterisasi stabilitas pH isolat BAL kandidat probiotik (Hb3.3) ini, adalah untuk
mempelajari kemampuan aktivitas antimikrobial BAL probiotik (Hb3.3) pada
berbagai pH (3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 dan 6.5), yang akan diaplikasikan
sebagai probiotik pada hewan percobaan pada penelitian tahap II. Hasil kultivasi
probiotik Hb3.3 pada berbagai pH dapat dilihat pada Tabel 6.

Hasil kultivasi isolat Hb3.3 pada berbagai pH pada media MRSB,
memperlihatkan bahwa isolat Hb3.3 bisa tumbuh pada pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0
dan pH 6.5 dengan ditandai kultur agak berwarna keruh pada pengamatan 24 jam.
Pada pH 3.0 dan 3.5 media terlihat bersih (terang), artinya isolat BAL probiotik
(Hb3.3) tidak bisa tumbuh atau tidak bertahan hidup pada suasana yang terlalu
asam pada pengamatan sampai 24 jam. Kultivasi isolat Hb3.3 pada berbagai pH
pada Media MRSB dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9, kultur probiotik Hb3.3 memperlihatkan warna keruh pada
media MRSB pH 4 sampai 6.5 pada pengamatan 24 jam. Artinya isolat BAL
Hb3.3 mampu tumbuh pada pH 4 sampai 6.5 sampai pengamatan 24 jam. Pada
pH 3.0 dan 3.5 kultur berwarna coklat terang yaitu tidak menunjukan adanya BAL

yang tumbuh, artinya pada pH 3.0 dan 3.5 isolat Hb3.3 tidak mampu tumbuh.
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Sesuai dengan penelitian Sahlin (1999), pada fermentasi kakao 24 sampai 36 jam

memiliki pH sekitar 3 dan 3.5, dan pada pH ini yang tumbuh adalah Acetobacteria

(Bakteri Asam Asetat).

Tabel 6. Kultivasi isolat Hb3.3 berbagai pH pada media MRS Broth (Merck)

No pH Hasil
1 . - (bening)
3 B - (bening)
3 4 + (keruh)
4 4.5 + (keruh)
5 5 + (keruh)
6 8.9 + (keruh)
7 6 + (keruh)
8 6.5 + (keruh)

terang

Gambar 9. Kultivasi isolat Hb3.3 pada berbagai pH pada media MRS Broth

Hasil kultivasi isolat BAL probiotik (Hb3.3) pada pll 4, 4.5, 5, 5.5, 6

kemudian diujikan terhadap aktifitas antimikrobial pada lima bakteri uji, hasil

stabilitas berbagai pH BAL probiotik terhadap aktivitas antimikrobial dapat

dilihat pada Tabel 7.
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Tabel 7. Aktifitas antimikrobial isolat BAL probiotik (Hb3.3) yang dikultivasi

pada berbagai pH
Diameter Zona BAL terhadap Bakteri Patogen (mm)

No pH

Escherichia Salmonella  Staphylo- Bacillus  Listeria

coli typhii coccus subtillis  monocy-

aereus togenesis

1 4.0 20.0 28.0 27.5 20.0 22.5
2 4.5 20.0 17.5 25.0 20.0 22.5
3 5.0 20.0 225 20.0 20.0 22.5
4 5.8 20.0 225 20.0 20.0 085
5 6.0 20.0 32.5 27.5 20.0 22.5
6 6.5 20.0 325 27.5 20.0 28 5

Tabel 7 menunjukan isolat BAL potensial (Hb3.3), pada aktivitas
antimikrobial pada pH 4 sampai 6.5 tetap stabil dan menghambat pertumbuhan
bakteri patogen dengan diameter berkisar dari 17.5 mm sampai 32.5 mm. Pada
uji stabilitas pH isolat Hb3.3 selalu menunjukan sensitif terhadap Listeria
monocytogenesis dengan diameter hambat 22.5 mm, terhadap Bacillus subtillis
dan Escherichia coli stabil dengan diameter zona hambat 20.0 mm, sedangkan
terhadap Salmonella typhii pada pH 4 diameternya yaitu 28.0 mm, pada pH 6
dan 6,5 diameternya mencapai 32.5 mm, terhadap Staphylococcus aereus pada
pH 4 yaitu 27.5 mm, pada pH 4.5, 5. dan 5.5 diameter zona hambatnya 25.0 mm,
20.0 mm.

Ketika pH ditingkatkan menjadi 6.0 6.5 aktivitas antimikrobialnya
meningkat dengan diameter zona hambat 27.5 mm. Jadi hasil uji stabilitas pH
terhadap aktivitas antimikrobia dapat disimpulkan isolat -Hb3.3 stabil pada pH 4.0

sampai 6.5, namun aktivitas antimikrobialnya sangat respons pada pH 6.5. Jika
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dibandingkan uji stabilitas pH Hb3.3 yaitu pH 4 sampai dengan 6.5, tidak jauh
berbeda dengan yang telah dilakukan oleh penelitian Rajaram et al. (2010), yaitu
Lactobacillus lacﬁ.;' hanya stabil pada pH 6.0.

Beberapa penelitian terdahulu tentang uji stabilitas pH térhadap isolat
BAL seperti Jamuna dan Jeevaratnam (2004), BAL dengan spesies Pediococcus
sp memiliki aktivitas antimikrobial stabil pada pH 4.0 dan 5.0, sedangkan Esayas
et al. (2008) menemukan, BAL Pediococcus pentosaceus asal susu fermentasi
pada uji aktivitas antimjkrobial stabil pada pH 2.0 sampai 12.0, dengan diameter
zona hambat 2 mm sampai 10 mm. Selanjutnya Karthikeyan dan Santhosh (2009)
menemukan Lactobacillus acidophilus asal usus udang laut stabil pada pH 5.0.

Jadi hasil uji stabilitas pH dan aktivitas antimikrobial isolat Hb3.3 dapat
disimpulkan, isolat Hb3.3 memiliki toleransi pada pH 4.0 sampai 6.5, akan tetapi
aktivitas antimikrobanya tinggi pada pH 6.5. Perbedaan atau persamaan
karakteristik stabilitas pH BAL dipengaruhi oleh sumber BAL, lingkungan pH,
suhu dan kadar karbohidrat yang terdapat pada media BAL. Sesuvai dengan
penjelasan Purwati et al. (2005), lingkungan pH, suhu, nutrisi, kadar karbohidrat
(glukqsa, fruktosa dan sukrosa) asal produk fermentasi (hewan atau tanaman),

letak geografis menentukan karakter dan potensial dari BAL.

4.1.3.2. Stabilitas suhu kultivasi BAL probiotik pada akivitas bakteriosin

Tujuan uji karakterisasi stabilitas suhu isolat BAL probiotik (Hb3.3) dan
aktivitas antimikrobialnya adalah, untuk melihat potensi BAL probiotik (Hb3.3)
pada berbagai suhu, sehingga dengan mengetahui kestabilan suhu dan aktivitas
antimikrobialnya akan dapat diaplikasikan baik sebagai probiotik dan antibiotik

alami pada hewan dan manusia maupun sebagai food preservariﬁe pada pangan.
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Hasil uji karakterisasi stabilitas suhu isolat BAL probiotik (Hb3.3) yang
dikulturkan pada media MRSB pH 6.8, kemudian diinkubasi pada 45° C, 60° C,
759C, 90° C, 100°C, 121° C, selama 30 menit, 45 menit dan 60 menit, kemudian
diuji aktifitas antimikrobialnya terhadap 5 bakteri patogen, maka didapatkan hasil
pada Tabel 8. Tabel 8 menunjukan BAL potensial probiotik (Hb3.3) tetap stabil
pada berbagai suhu (mulai 45° C, 60° C, 75 C, 90° C, 100° C sampai 121° C,
selama 15 menit, 30 menit, 45 menit dan 60 menit) dan menunjukan zona hambat
yang tinggi terhadap 5 bakteri patogen. Diameter zona hambat yang dimilikinya
berkisar 20.0 mm sampai 35.0 mm. Pemanasan supernatant isolat Hb3.3 pada
suhu 1219 C, selama 30 menit, 45 menit dan 60 menit khususnya pada Listeria
monocytogenesis dan Bacillus subtillis memperlihatkan zona hambat yang sangat
tinggi mencapai 35.0 mm (Gambar 10, 11, 12 dan 13). Suhu standar untuk
kehidupan bakteri adalah suhu 37° C, akan tetapi pada probiotik isolat Hb3.3 ini
ketika supernatant dipanasi mulai 45° C, 60° C, sampai 121° C menunjukan
aktivitas antimikrobialnya meningkat, dengan mengukur diameter zona hambat

terhadap patogen.

Gambar 10. Aktifitas antimikrobial (produksi bakteriosin) isolat Hb3.3, berbagai
suhu pemanasan dan lamanya waktu pemanasan terhadap
Escherichia coli 48 jam pengamatan
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Tabel 8. Aktifitas antimikrobial isolat Hb3.3 pada berbagai suhu pemanasan dan
lamanya waktu pemanasan pada pengamatan ke-48 jam

Suhu Bakteri Patogen (mm)
No Escherichia Salmonella Staphilo  Bacillus  Listeria

OC/menit coli typhii -coccus  subtillis  monocyto-

aureus genesis

| Kontrol 27.50 32.50 32.50 30.00 32.50

(37“(‘)
2 45/15 20.00 25.00 22.50 25.00 27.50
3 45/30 20.00 25.00 22.50 22.50 22.50
4 45/45 20.00 25.00 22.50 20.00 22.50
5 45/60 20.00 25.00 20.00 20.00 20.00
6 60/15 20.00 27.50 22.50 22.50 22.50
7 60/30 20.00 22.50 22.50 30.00 20.00
8 60/45 20.00 22.50 22.50 27.50 22.50
9 60/60 22.50 22.50 20.00 27.50 22.50
10 75/15 22.50 20.00 20.00 27.50 25.00
11 75/30 22.50 17.50 20.00 25.00 25.00
12 75/45 22.50 20.00 20.00 2750 25.00
13 75/60 20.00 20.00 22.50 32.50 25.00
14 90/15 20.00 30.00 20.00 25.00 25.00
15 90/30 20.00 30.00 20.00 35.00 25.00
16 90/45 20.00 25.00 22.50 25.00 27.50
/&) 90/60 20.00 27.50 22.50 25.00 30.00
18 121/15 20.00 27.50 22.50 30.00 30.00
19 121/30 22.50 17.50 22.50 30.00 32.50
20 121/45 22.50 17.50 22.50 30.00 32.50
21 121/60 22.50 17.50 22.50 35.00 35.00

Gambar 11. Aktifitas antimikrobial (produksi bakteriosin) isolat Hb3.3, berbagai
suhu pemanasan dan lamanya waktu pemanasan terhadap Salmonella
typhii 48 jam pengamatan
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d = 35.00 mm

Gambar 12. Aktifitas antimikrobial isolat hb3.3, berbagai suhu pemanasan dan
lamanya waktu pemanasan terhadap Bacillus subtillis 48 jam
pengamatan

3 (A) (B)

Gambar 13.  Aktifitas antimikrobial isolat Hb3.3, berbagai suhu dan lamanya
waktu pemanasan terhadap Listeria monocytogenesis 48 jam
pengamatan. (A) diameter zona hambat pada suhu 121° C selama
60 menit, (B) diameter zona hambat pada Suhu 90 C selama 45
menit

Pada Tabel 8. Uji stabilitas suhu dan aktivitas antimikrobial probiotik
isolat Hb3.3 terhadap Escherichia coli pada suhu 45° C sampai 121° C, tetap
stabil dengan diameter zona hambat 20.00 mm sampai 22.50 mm. Uji stabilitas
suhu terhadap Salmonella typhii menunjukan aktivitas antimikrobial stabil dari

suhu 45° C, 60° C sampai 75° C yaitu zona hambat berkisar 20.00 mm, 22.00 mm

dan 25.00 mm, ketika suhu ditingkatkan menjadi 90° C diameter zona hambat

meningkat yaitu 30.00 mm. Selanjutnya ketika suhu dinaikan 121° C selama

zona hambat turun menjadi 17.50 mm.
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Uji stabilitas suhu isolat Hb3.3 ini terhadap Staphilococcus aureus mulai
dari suhu 45° C sampai 121° C menunjukan zona hambat berkisar antara
20.00 mm dan 22.50 mm. Uji stabilitas suhu ini berbeda terhadap Bacillus
subtillis dan Listeriamonocytogenesis, semakin ditingkatkan subu inkubasi,
semakin tinngi zona hambatnya yaitu, pada Bacillus subtillis diameter' zona
hambat menjadi 35.00 mm pada suhu 121° C selama 60 menit, begitu juga
terhadap Listeria monocytogenesis zona hambat meningkat seiring meningkatnya
suhu inkubasi pada suhu 121° C mencapai zona hambat 35,00 mm.

Uji stabilitas suhu pada penelitian ini sama hasilnya yang ditemukan oleh
Halami dan Prakash (2010), Pediococcus pentosaceus CFR B19 dari kacang-
kacangan, memiliki karakter antilisteria, stabil pada suhu 121°C selama 15 menit,
akan tetapi pada isolat Hb3.3 inkubasi tetap stabil selama 60 menit. Selanjutnya
Mandal et al. (2011), Pediococcus acidilactici asal daging fermentasi stabil pada
suhu 121° C selama 20 menit. Probiotik ini direkomendasikan sebagai bahan

pengawet pada produk olahan daging.

Penelitian tentang wuji stabilitas subu dan aktivitas antimikrobial pada
probiotik Hb3.3 ini berbeda dengan hasil penelitian Reenen, Dicks dan Chikindas
(1998), Lactobacillus plantarum asal fermentasi biji gandum, hanya stabil sampai
suhu 80° C. Setelah itu Osmanagaogly, Beyatu dan Gunduz (2001) melakukan
uji stabilitas suhu terhadap Pediococcus pentosaceus asal daging fermentasi, BAL
bisa tumbuh pada suhu 121° C selama 15 menit, akan tetapi diameter zona hambat
hanya 12 mm terhadap Listeria, sedangkan pada penelitian ini terhadap Listeria
mencapai 35 mm pada suhu 121° C selama 60 menit. Setelah itu Joshi ef al.

(2006), Lactobacillus sp asal fermentasi buah-buahan, hanya stabil pada suhu
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68° C dan direkomendasikan sebagai probiotik dan bahan pengawet buah-buahan

(Biopreservative Fruit Produck).

Jika dibandingkan dengan 5 hasil penelitian tersebut dengan hasil uji
stabilitas suhu pada BAL potensial probiotik (Hb3.3), ternyata isolat Hb3.3
memiliki potensi yang lebih tinggi, yang pertama ditinjau dari segi diameter zona
hambat terhadap bakteri patogen. Isolat Hb3.3 memiliki keunggulan, diameter
zona hambat mencapai 35.00 mm. Review dari hasil peneltian BAL, terhadap
stabilitas suhu, ternyata BAIL Hb3.3 tetap potensial pada subu tinggi, yaitu
pemanasan mencapai 121° C selama 60 menit, masih memperlihatkan
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen yaitu 35.00 mm, oleh
karena itu isolat BAL potensial Hb3.3 dapat direckomendasikan sebagai kandidat
probiotik. Sesuai dengan penjelasan Daniel et al. (2007), BAL yang sensitif
terhadap Listeria (bakteri patogen perusak makanan), dan stabil pada suhu tinggi
diatas 100° C adalah prbiotik yang dapat dijadikan bahan pengawet alami/food
biopreservative pada industri makanan dan memiliki nilai jual yang tinggi, seperti
pada olahan dgging, ikan, sosis, bakso, susu dan edible film (bahan pelapis yang

dapat dimakan) pada buah-buahan. .
4.1.3.3. Tingkat Kekeruhan (Optikal Densiti) BAL Probiotik (Hb3.3)

Hasil uji tingkat kekeruhan/OD (Optikal Densiti) isolat Hb3.3 selama
pengamatan 28 jam dengan Spektrofotometer (A = 600 nm) bertujuan untuk
melihat laju pertumbuhan isolat Hb3.3 probiotik potensial. Pengukuran dilakukan
dengan tiga ulangan. Untuk melihat kekeruhan kultivasi isolat Hb3.3 dapat dilibat

pada Tabel 9 dan Gambar 14.
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Tabel 9 dan Gambar 14 menunjukan bahwa, Fase pertumbuhan bakteri
asam laktat (BAL) Hb3.3 terdiri dari fase lag, fase eksponensial, fase stasioner
dan fase kematian. Pada fase lag bakteri melakukan proses aklimatisasi terhadap
kondisi lingkungannya (seperti pH, suhu, nutrisi dan lain sebagainya), pada fase
ini peningkatan jumlah sel bakteri berlangsung lambat. Pada fase lag pada BAL
potensial Hb3.3 terjadi selama jam ke-0 sampai jam ke-3. Fase kedua adalah fase
eksponensial yang merupakan fase dimana pertumbuhan bakteri berlangsung
sangat cepat. Pada pertumbuhan isolat BAL Hb3.3 pada fase eksponensial terjadi
pada jam ke-4 sampai jam ke-14. Fase berikutnya adalah fase stasioner, pada fase
ini tidak terjadi penambahan jumlah bakteri karena jumlah sel yang tumbuh sama
dengan jumlah sel yang mati. Pada pertumbuhan BAL isolat Hb3.3 fase stasioner
ini terjadi mulai jam ke-16 hingga jam ke-18. Fase terakhir adalah fase kematian,
fase kematian pada pertumbuhan BAL Hb3.3 terjadi mulai jam ke-20 pada fase ini
jumlah sel bakteri mulai menurun karena nutrien dalam media dan cadangan
energi dalam sel mulai menipis.

Bakteriosin merupakan substansi antibakteri yang disintesis langsung di
ribosom selama pertumbuhan bakteri asam laktat, produksi maksimum terjadi
pada fase eksponensial sampai awal fase stasioner. Tujuan uji OD Menurut
Jimenez Diaz (1993) produksi bakteriosin terbaik pada saat mencapai akhir fase
eksponensial atau awal fase stasioner. Husmaini (2012), menyatakan Jika
dibandingkan saluran pencernaan manusia dengan hewan yang telah didomestika
seperti babi dan ternak peliharaan lainnya, maka ayam mempunyai saluran
pencernaan yang yang lebih pendek, sehingga waktu yang diperluka