
 

LAPORAN AKHIR  

PENELITIAN  TERAPAN UNGGULAN UNIVERSITAS ANDALAS  

 KLASTER  RISET-PUBLIKASI  GURU BESAR  

(KRP 1GB-PTU-UNAND) 

 

 

 

 

 

 

 

APLIKASI BIOTEKNOLOGI BAKTERI ASAM LAKTAT DAN BAKTERIOSIN  

ISOLASI   DARI  DADIH  DAN BOYOM UNTUK PENGAWET BAHAN 

MAKANAN DAN  KOSMETIK   

 

TIM PENELITI  : 

Prof. Drh. Hj. Endang Purwati, MS., Ph.D; NIDN. 0017035106 (Ketua) 

Dr. Drh . Yulia Yellita, MP; NIDN. 0012076102 (Anggota) 

Indri Juliyarsi, S.P., M.P; NIDN. 0015077606 (Anggota) (Mahasiswa S3) 

Fika Lindryani; NIM. 1721652010 (Anggota) (Mahasiswa S2) 

Rifka Yenti; NIM.  1821652008 (Anggota) (Mahasiswa S2) 

 

 

Dibiayai dari Skim Klaster Riset Guru Besar Universitas Andalas dengan Nomor 

Kontrak : 41/UN.16.17/PP.PRG/LPPM/2018 Tanggal 23 April 2018 

 

 

FAKULTAS PETERNAKAN  

UNIVERSITAS ANDALAS  

2018 



HALAMAN PENGESAHAN  

PENELITIAN TERAPAN UNGGULAN UNIVERSITAS ANDALAS  

KLASTER RISET -PUBLIKASI GURU BESAR (KRP1GB -PTU-Unand) 

 

Judul Penelitian : Aplikasi Bioteknologi Bakteri Asam Laktat dan 

Bakteriosin  Isolasi  dari  Dadih dan Boyom untuk 

Pengawet Bahan Makanan dan Kosmetik  

Ketua Peneliti :  

a. Nama Lengkap : Prof. Drh. Hj. Endang Purwati, MS., Ph.D 

b. NIDN : 0017035106 

c. Jabatan Fungsional : Guru Besar 

d. Program Studi : Ilmu Peternakan 

e. Nomor HP : 081267529701 

f. Alamat surel (e-mail) : purwati17@yahoo.co.id/purwati17@ansci.unand.ac.id 

Anggota Peneliti (1) :  

a. Nama Lengkap : Dr. drh. Yulia Yellita, MP  

b. NIDN : 0012076102 

c. Perguruan Tinggi : Universitas Andalas 

Anggota Peneliti (2) :  

a. Nama Lengkap : Indri Juliyarsi, S.P., M.P  

b. NIDN : 0015077606 

c. Perguruan Tinggi : Universitas Andalas 

d. Mahasiswa  : Pascasarjana S3 

Anggota Peneliti (3) :  

a. Nama Lengkap : Fika Lindryani 

b. No. BP : 1721652010 

c. Mahasiswa : Pascasarjana S2 

Anggota Peneliti (4) :  

a. Nama Lengkap : Rifka Yenti 

b. No. BP : 1821652008 

c. Mahasiswa : Pascasarjana S2 

Penelitian Tahun ke : 3 

Total Biaya Tahun 

Berjalan 

: Rp. 110.000.000 

  

 

Mengetahui,  

Ketua LPPM Universitas Andalas  

 

 

 

(Dr. Ing. Uyung Gatot S. Dinata) 

NIP. 19660709 199203 1 003 

 Padang, 29 November 2018 

 

Ketua Peneliti, 

 

 

 

(Prof. Drh. Hj. Endang Purwati, MS., Ph.D) 

NIP. 19510317 197803 2 001 

 

 

 

 

mailto:purwati17@ansci.unand.ac.id


2 

 

Daftar Isi  

Halaman 

Halaman Pengesahan éééééééééééééééééé... 1 

Daftar Isi ééééééééééééééééééééééé... 2 

Ringkasan ééééééééééééééééééééééé.. 3 

Bab 1. Pendahuluan ééééééééééééééééééé. 4 

Bab 2. Metode Penelitian ééééééééééééééééé. 9 

Bab 3. Hasil Penelitian éééééééééééééééééé. 14 

Daftar Pustaka ééééééééééééééééééééé.. 44 

Lampiran ééééééééééééééééééééééé... 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

RINGKASAN  

 

Masyarakat memanfaatkan susu kerbau untuk diolah menjadi makanan 

tradisional khas Sumatera Barat yang dikenal dengan "dadih". Dadih dibuat 

dengan menuangkan susu segar ke dalam batang bambu yang kemuadian ditutup 

dengan daun pisang dan dibiarkan terfermentasi pada suhu ruang selama 2 hari. 

Dadih termasuk salah satu pangan fungsional karena mengandung Bakteri Asam 

Laktat (BAL) yang bersifat probiotik. Probiotik adalah mikroba hidup yamg 

berpengaruh positif bagi kesehatan ketika dikonsumsi dalam jumlah tertentu. BAL 

adalah kelompok bakteri yang mampu mengubah karbohidrat (laktosa) menjadi 

asam laktat. Keamanan pangan saat ini menjadi perhatian khusus dari dunia 

internasional, yang salah satunya adalah penggunaan senyawa antimikroba dari 

bakteri asam laktat (BAL)  untuk mencegah tumbuhnya mikroba pathogen dalan 

bahan pangan tanpa menimbulkan efek samping.  Menurut Cintas et al. (2001), 

BAL juga menghasilkan senyawa antimikroba seperti hidrogen peroksida, CO2, 

diacetyl, acetaldehid, reutrin dan bakteriosin. Bakteriosin yang dihasilkan oleh 

bakteri asam laktat semakin mendapat perhatian sebagai bahan tambahan 

makanan (food additives) yang berpotensi untuk menghambat pertumbuhan 

bakteri pathogen sebagai pengkontaminasi makanan. Bakteriosin yang dihasilkan 

bermacam-macam jenisnya tergantung pada strain penghasilnya. Ekstraksi 

bakteriosin penting untuk memperbaiki pengawetan makanan pada makanan 

olahan yang tidak melibatkan proses fermentasi dan bagi makanan yang tidak 

cocok untuk diinokulasikan dengan bakteri asam laktat. Alhamdulilah Sumbar 

dihasilkan oleh peneliti di laboratorium Teknologi Hasil Ternak Fakultas 

Peternakan Uniersitas Andalas sudah mempunyai bahan baku BAL yang halal 

berasal dari isolat dadih (susu kerbau yang difermentasi dengan bambu) secara 

molekuler menggunakan 16S rRNA yaitu Pediococcus pentosaceus, Whisella 

paramesentroides, Lactococcus plantarum,  Lactobacillus plantarum dan 

Lactobacillus fermentum. Lima jenis BAL halal ini  hanya ada dilaboratorium 

THT/ Bioteknologi peneliti dan program isolasi ini tetap harus dijalankan agar 

dunia tahu bahwa Indonesia mempunyai bahan baku BAL yang halal , karena 

yang beredar didunia adalah BAL yang diisolasi dari tinja bayi yaitu Bifido dan 

Lactococcus dari tinja unggas yang tidak halal (Syukur dan Purwati, 2013). Untuk 

itu kita ingin selalu meneliti jenis BAL yang potential sebagai sumber probiotik 

halal menunjang kesehatan ternak dan manusia. Lanjut dari itu Sumber isolasi 

BAL juga ditemukan dari produk olahan ikan di antaranya adalah boyom. Boyom 

merupakan salah satu olahan makanan tradisional berbahan dasar ikan dengan 

ukuran kecil yang diolah dengan cara dibungkus menggunakan daun pisang dan 

dipanggang di atas bara api dalam waktu beberapa menit. Boyom ini biasanya 

diketahui dan banyak diminati masyarakat yang ada di daerah Pasaman. Namun 

demikian, boyom belum begitu dikenal luas oleh masyarakat Sumatera Barat dan 

boyom biasanya hanya diketahui oleh masyarakat yang bersuku Mandailing. 

Masyarakat yang mengetahui boyom di antaranya adalah masyarakat di 

Kecamatan Rao yang terdiri dari Kenagarian Tarung-tarung, Padang Mentinggi 

dan Rao Utara. Hal ini dikarenakan ketiga daerah tersebut merupakan  daerah 

bersuku Mandailing sehingga olahan makanan boyom menjadi salah satu makanan 

familiar di daerahnya. 

Kata Kunci : Bakteri Asam Laktat , dadih , Boyom,  16S rRNA, PCR 
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BAB 1. PENDAHULUAN  

Pada penelitian klaster guru besar pada tahun satu dan dua telah dihasilkan 

berbagai luaran yakni : Sudah membuat Buku teks dengan judul: Manfaat 

Prpbiotik Bakteri Asam Laktak Dadiah Menunjang Kesehatan Masyarakat, 

Penerbit Lembaga Literasi Dayak, Tangerang dengan nomor ISBN 

9786026381095 dengan HKI yang berupa  Hak Cipta yang dikeluarkan oleh 

Direktur Jenderal HKI Melalui Direktur Hak Cipta, Desain Industri, Desain Tata 

Letak, Sirkit Terpadu dan Rahasia Dagang Jakarta dengan Nomor Hak Cipta: 

C00201605519. Untuk kosmetik sudah terbit pada Jurnal Tahun 2016 Research 

Journal of Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences (ISSN: 0975-8585) 

number RJPBCS / 2010-9178 Judul : ñThe Effect of Additing Probiotic Weissella 

paramesenteroides on Physical Properties and Microbiology in Liquid Soap from 

Abdominal Fat Cattleò(Sri Melia, Afriani Sandra, Arif Trisman, Hendri Purwanto, 

and Endang Purwati). Terbit karya ilmiah pada Pakistan Journal ISSN 1680-

5194 DOI: 10.3923/pjn.2017.645.650 dengan Judul Characterization of the 

Antimicrobial Activity of Lactic Acid Bacteria Isolated from Buffalo Milk in 

West Sumatera (Indonesia) Against Listeria monocytogenes (Sri Melia, Endang 

Purwati , Yuherman, Jaswandi, Salam N. Aritonang and Mangatas Silaen). Untuk 

pembuatan yoghut dengan Bakteri Asam Laktat asal dadih sudah ada Merek 

Dagang ñYOLIPò (Yogurt Limau Manis Padang) dengan nomor daftar paten 

merek dagang : D002016062186. Ini semua sudah dilakukan sesuai yang 

dikehendaki oleh RIP Universitas Andalas 2017 ï 2020. 

Lanjut dari hasil publikasi dari penelitian klaster guru besar maka akan 

dilanjutkan pada tahun berikutnya dengan  identifikasi Bakteri Asam Laktat Asal 

Dadih dan Boyom yang berguna bakteriosinnya sebagai pengawet bahan pangan 

dan pembuatan kosmetik baik lotion maupun sabun kecantikan. Dimana Dadih 

merupakan makanan tradisional masyarakat Sumatera Barat yang berasal dari 

fermentasi alami susu kerbau di dalam tabung bambu oleh mikroorganisme 

penghasil asam laktat yang terdapat secara alami pada air susu kerbau tersebut. 

Pemasaran susu kerbau berupa dadih cukup baik, tidak ada yang dibawa ke pasar 

yang tidak terjual. Adapun daerah di Sumatera Barat yang berpotensi untuk 
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memproduksi dadih yang ditambahkan starter yaitu daerah Alahan Panjang (Aia 

Dingin) Kabupaten Solok, (Sitingkai) Kabupaten Agam, (Tanjung Bonai) 

Kabupaten Tanah Datar, (Kelurahan Batu Payung Gadut) Kabupaten Limapuluh 

Kota, (Batang Panjang) Kabupaten Sijunjung. 

Dadih memiliki bakteri asam laktat yang berbeda di tiap-tiap daerah dan 

dapat diidentifikasi dengan menggunakan 16S rRNA. Bakteri asam laktat (BAL) 

adalah kelompok bakteri yang mampu mengubah karbohidrat (glukosa) menjadi 

asam laktat. Pemanfaatan BAL oleh manusia telah dilakukan sejak lama, yaitu 

untuk proses fermentasi makanan. BAL merupakan kelompok besar bakteri 

menguntungkan yang memiliki sifat relatif sama. Saat ini BAL digunakan untuk 

pengawetan dan memperbaiki tekstur dan cita rasa bahan pangan. Kusmiati dan 

Malik (2002) menyatakan beberapa jenis bakteriosin dari BAL mempunyai 

spektrum yang luas dan mempunyai aktivitas menghambat terhadap pertumbuhan 

beberapa bakteri patogen pada makanan seperti Listeria monocytogenes dan 

Staphylococcus aureus. Afrianto, Liviawaty dan Rostini (2006) berpendapat 

bahwa BAL mampu memproduksi asam laktat sebagai produk akhir perombakan 

karbohidrat, hidrogen peroksida dan bakteriosin. Jumlah bakteri asam laktat yang 

dihasilkan berpengaruh terhadap kualitas dan daya simpan dadih tersebut. Ini 

semua saling berkaitan antara jenis bambu yang digunakan, total koloni dan jenis 

dari bakteri asam laktat yang terdapat baik di bambu maupun pada dadih. BAL 

menghasilkan bakteriosin yang sangat efektif dipakai untuk mengontrol bakteri 

patogen dan perusak pada produk makanan yang dingin dan makanan dalam 

kantung vakum yang diharapkan agar mempunyai daya simpan yang lama. 

Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat semakin mendapat 

perhatian sebagai bahan tambahan makanan (food additives) yang berpotensi 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri pathogen sebagai pengkontaminasi 

makanan.  Bakteriosin dapat dihasilkan dari bakteri gram positif, seperti 

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus, 

Lactococcus lactis, Streptococcus cremoris, Pediococcus halophilus dan 

Pediococcus cerevisiae yang diisolasi dari yoghurt, keju dan susu fermentasi 

(Mohammed dan Ijah, 2013).  
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Baketriosin merupakan peptida, senyawa metabolit sekunder yang 

dihasilkan oleh bakteri asam laktat, yang memiliki potensi sebagai pengawet 

alami (biopreservasi) untuk menggantikan pengawet kimia bahan makanan.  

Konsumen mulai memperhatikan formulasi produk pangan yang menggunakan 

pengawet kimia, sehingga adanya permintaan dari konsumen dalam mengkosumsi 

makanan sehat, salah satunya adalah penggunaan bahan alami dalam formulasi 

makanan.   

Bakteriosin dapat diekstraksi dari bakteri melalui proses propagasi dalam 

media dalam kondisi lingkungan yang dapat menginduksinya untuk menghasilkan 

senyawa peptide tersebut.  Bakteriosin yang dihasilkan bermacam-macam 

jenisnya tergantung pada strain penghasilnya. Ekstraksi bakteriosin penting untuk 

memperbaiki pengawetan makanan pada makanan olahan yang tidak melibatkan 

proses fermentasi dan bagi makanan yang tidak cocok untuk diinokulasikan 

dengan bakteri asam laktat.  Bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacilli dan 

Bifidobacteria mendapat perhatian yang lebih banyak mengingat peranan positif 

bakteri ini dalam usus manusia (Surono, 2004) 

Sumber bahan pangan yang menghasilkan Bakteri Asam Laktat (BAL) 

atau sumber isolasi BAL selama ini didapatkan dari olahan ternak yang 

merupakan plasma nutfah Sumatera Barat seperti dadiah. Namun demikian, 

sumber isolasi BAL juga ditemukan dari produk olahan ikan di antaranya adalah 

boyom. Boyom merupakan salah satu olahan makanan tradisional berbahan dasar 

ikan dengan ukuran kecil yang diolah dengan cara dibungkus menggunakan daun 

pisang dan dipanggang di atas bara api dalam waktu beberapa menit.  

Boyom ini biasanya diketahui dan banyak diminati masyarakat yang ada di 

daerah Pasaman. Namun demikian, boyom belum begitu dikenal luas oleh 

masyarakat Sumatera Barat dan boyom biasanya hanya diketahui oleh masyarakat 

yang bersuku Mandailing. Masyarakat yang mengetahui boyom di antaranya 

adalah masyarakat di Kecamatan Rao yang terdiri dari Kenagarian Tarung-tarung, 

Padang Mentinggi dan Rao Utara. Hal ini dikarenakan ketiga daerah tersebut 

merupakan  daerah bersuku Mandailing sehingga olahan makanan boyom menjadi 

salah satu makanan familiar di daerahnya. 
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Boyom dapat diolah dari berbagai jenis ikan, yaitu ikan dengan ukuran 

kecil dan biasanya berasal dari sungai. Ikan berukuran kecil yang sering 

digunakan pernah ditemukan di Danau Maninjau oleh Bleeker pada tahun 1853 

dengan nama ilmiah (Nemacheilus pfeifferae) dari famili Nemachellae. Ikan lain 

yang sering digunakan adalah Ikan Kepala Timah (Aplocheilidae), Ikan Pantau 

(Poecilia reticulata), Udang dan Ikan Batu. Sehingga dalam penelitian ini 

digunakan boyom dari berbagai jenis ikan. 

Ikan yang sering digunakan dalam pembuatan boyom biasanya ditemukan 

di sisi bagian dasar sungai. Ukuran tubuh ikan yang digunakan tersebut bervariasi 

dalam setiap jenisnya. Ikan tersebut hidup dengan memanfaatkan bahan pakan 

yang tersedia secara alami pada lingkungannya seperti fitoplankton, zooplankton 

dan benthos (Herawati dan Agus 2013). 

Boyom diprediksikan mempunyai bakteri asam laktat (BAL) yang 

berpotensi sebagai probiotik. Hal ini dapat didukung dengan pernyataan yang 

disampaikan oleh Buntin et al. (2008) bahwa usus udang dan binatang lain dalam 

air merupakan tempat penyimpanan (reservoir) alami bagi BAL karena air tawar 

dan air laut merupakan sumber dari BAL. Dengan demikian, prediksi boyom 

sebagai penghasil BAL perlu dibuktikan untuk dapat digunakan lebih lanjut 

sebagai probiotik alami. 

BAL merupakan salah satu mikroorganisme yang memfermentasi bahan 

pangan melalui fermentasi karbohidrat dan umumnya menghasilkan sejumlah 

besar asam laktat. Hal ini sesuai dengan yang disampaikan Sumaryati et al. (2011) 

bahwa BAL adalah kelompok bakteri yang mampu menghasilkan asam laktat 

melalui perubahan karbohidrat (glukosa) menjadi asam laktat. Bakteri ini  

memberikan kontribusi yang cukup besar  terhadap perbaikan flavour, tekstur dan  

masa simpan produk fermentasi.  

Isolasi dan identifikasi BAL dari boyom penting untuk dilakukan demi 

mendapatkan spesies BAL yang terdapat pada Boyom. Karena boyom bukan 

merupakan produk olahan fermentasi tetapi berbahan dasar ikan, maka 

diprediksikan bahwa boyom mempunyai BAL yang akan sangat berguna sebagai 

pangan probiotik bagi manusia. Semua identifikasi Bakteri Asam Laktat 

mengguanakan PCR 16S rRNA. BAL memiliki kemampuan untuk memproduksi 
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pengawet biologi yang telah lama dikenal mampu memperpanjang masa simpan 

bahan pangan. Bakteriosin merupakan peptide, senyawa metabolit sekunder yang 

memiliki potensi sebagai pengawet alami (biopreservasi) untuk menggantikan 

penggunaan pengawet kimia pada bahan makanan. Bakteriosin merupakan 

senyawa yang bersifat antibakteri, yang mampu menghambat pertumbuhan atau 

membunuh bakteri pathogen dan pembusuk yang bersifat sensitif, terutama dari 

golongan bakteri gram positif dan ditularkan melalui bahan pangan, Adanya BAL 

dan bakteriosin sebagai probiotik halal dapat dimanfaatkan untuk biopreservasi 

pangan yang dapat meningkatkan nilai produk hasil ternak seperti olahan susu 

(susu fermentasi, yoghurt, mentega, keju), telur (mayonese, tepung telur) dan 

daging (sosis, nugget) yang merupakan pangan fungsional dan rendah kolesterol. 
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BAB 2. METODE PENELITIAN  

 

Tahap 1: Pengujian Kualitas Dadih dan Boyom 

a. Sifat fisik dan kimia Dadih dari beberapa kabupaten di Sumbar 

(Kadar air, protein, lemak, kadar abu, berat jenis dan pH) 

b. Total BAL Dadih 

              
Tahap 2 : Isolasi BAL dari Dadih dan Boyom, Penghasil Antimikroba yang 

memilki daya hambat tertinggi terhadap bakteri patogen  

Isolasi Bakteri Asam laktat dari Dadih dan Boyom 

 Langkah-langkah yang dilakukan dalam isolasi bakteri asam laktat (BAL) 

menurut Syukur dan Hidayat (2005) adalah : 

1. Dipersiapkan media enrichment yaitu   dengan melarutkan 23.0202 g de 

Mann Rogosa Sharpe (MRS) Broth (Merck) dalam 441 ml aquades 

(Pembuatan secara umumnya adalah 52.2 g MRS Broth dalam 1 000 ml 

aquades), kemudian dipanaskan sambil  dihomogenisasi dengan hot plate ï 

stirrer pada suhu 100 ºC, setelah agak dingin (± 55 ºC) lalu dituang ke dalam 

Erlenmeyer kemudian di autoclave (15 menit, 121 ºC dan tekanan 15 lbs). 

2. Dipersiapkan  media  de  Mann  Rogosa  Sharpe  (MRS)  Agar  (Merck) 

dengan   melarutkan   13.902   g   MRS   Agar   dalam   210   ml   aquades 

(Pembuatan secara umumnya adalah 66.2 g MRS Agar dalam 1 000 ml 

aquades), kemudian dipanaskan sambil  dihomogenisasi dengan hot plate ï 

stirrer pada suhu 100 ºC, lalu di autoclave, setelah agak dingin (± 55 ºC) 

dituang ke dalam masing-masing cawan petri sebanyak  ± 15 ml. 

3. Menggunakan sendok steril dan aluminium foil dadih ditimbang sebanyak 1 

g, kemudian dilarutkan dengan 9 ml larutan MRS Broth dalam tabung 

reaksi,   lalu divortex sampai  enomic . Hasil ini disebut pengenceran 10
-1
, 

dimasukkan ke dalam anaerob jar, kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam 

anaerobic jar dengan suhu 37
o
C. 

4. Hasil 10
-1

 tersebut diambil 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang 

berisi 9 ml larutan MRS Broth, lalu di vortex sampai  enomic . Hasil 

pengenceran ini disebut dengan pengenceran 10
-2

, begitu seterusnya sampai 
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pada pengenceran 10
-7

. 

5. Dari pengenceran 10
-7

 diambil 100 µl sampel dan ditanam dengan metode 

spread pada petridish yang telah berisi media MRS Agar, kemudian diratakan 

dengan hockey stick yang sebelumnya disterilkan dengan  nyala bunsen dan 

dibakar lalu diangin-anginkan. 

6. Inokulum disimpan dalam anaerob jar kemudian diinkubasi dalam   

anaerobic jar selama 48 jam pada suhu 37
o
C dan dilakukan pengkodean 

petridish dengan menandai masing-masing petridish. 

7. Setelah 48 jam, single colony yang mencirikan bakteri asam laktat yaitu bulat 

licin berwarna putih kekuningan dipindahkan ke media MRS Agar untuk 

pemurnian koloni dengan metode streak yaitu dengan menggunakan jarum 

ose kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37
O
C. 

8. Koloni yang menciri BAL dilakukan pewarnaan gram  

Tahap 3 : Persiapan Supernatan Bebas Sel untuk Pengujian Aktivitas 

Antimikroba dari Bakteriosin yang Dihasilkan BAL  (Yang et al., 2012). 

1. Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel (Kontrol) 

Satu ml kultur diinkubasi selama 24 jam di dalam 20 ml MRS broth.  

Kemudian disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 5 menit.  Supernatan 

disaring dengan membran filter 0,22 µl. 

2. Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel Tanpa Asam Organik 

Supernatan bebas sel (3.1.1.) diatur pH 6 dengan NaOH 1 N, untuk 

menghilangkan efek hambatan karena adanya asam organik.  Supernatan 

disaring dengan membran filter 0,22 µl. 

3. Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel Tanpa Asam Organik dan H2O2 

(disebut juga Bacteriocin-Like Subtances /BLS) 

- Supernatan yang telah dinetralkan dengan NaOH 1 N (3.1.2), ditambah 

dengan 1 mg/ml katalase untuk menghilangkan pengaruh hambatan dari 

H2O2. Supernatan disaring dengan membran filter 0,22 µl. 

- Media MHA 15 ml steril dituangkan ke dalam cawan petri.  Setelah 

membeku, dibuat 3 buah sumur dengan ukuran 5 mm.  Kapas steril (cotton 

buds) dicelupkan ke dalam bakteri indikator dan diputar beberap kali.  
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Selanjutnya diinokulasikan pada permukaan media MHA dan diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37
o
C.   

- Selanjutnya supernatan pada masing-masing perlakuan 3.1.1 sampai 

dengan 3.1.2, diambil sebanyak 35 µl dan dimasukan pada masing-masing 

sumur dan didiamkan selama 15-20 menit.  Selanjutnya diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37
o
C dalam kondisi anaerob.  Kemudian diukur zona 

hambat dengan menggunakan jangka sorong. Jika pada sumur 3.1.3, 

ditemukan zona hambat maka dapat dikatakan isolat BAL mengandung 

senyawa BLS. 

 

Tahap 4 : Identifikasi B AL  dengan 16S rRNA  dengan menggunakan PCR 

1. Isolasi Genomik DNA Bakteri Asam Laktat 

2. Reaksi 16S rRNA PCR 

a. Gen  16S  rRNA  dari   enomic  DNA  yang  diisolasi  dari  koloni  

bakteri murni diamplifikasi dengan PCR. 

b. Reaksi amplifikasi DNA dilakukan dalam Thermocycler Mupid- Exu 

dengan menggunakan primer 8F (5ôAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) dan 

1541R (5ôAAGGAGGTGATCCAGCC). 

c. DNA template yang digunakan adalah 3 µl dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf. Bahan-bahan untuk satu sampel dalam reaksi PCR adalah 38,5 

µl ddH2O, primer F dan R masing-masing 0,5 µl dan 2 µl 2,5 mM dNTP, 

taq-polymerase 0,5 µl dan 10 x buffer 5 µl dibuat dalam eppendorf  0,5 

ml. Sebanyak 47 µl bahan di atas ditambahkan ke dalam tabung eppendorf 

DNA template. 

d. Protokol PCR adalah sebanyak 35 siklus PCR (predenaturasi 96 °C 

selama 5 menit), (denaturasi 96 °C selama 1 menit, annealing 55 °C 

selama 1 menit), (extension 72 °C selama 3 menit dan final extension 

72 °C selama 7 menit. 

e. Produk PCR dianalisa pada 1 %  gel agarose   dan divisualisasi 

dengan ultraviolet illumination setelah ditambah ethidium bromide 5  µl, 

Band  DNA  yang  diperoleh  pada  agar  dipotong  dan dipurifikasi   

dengan   Promega   Kit   Protocol   (Mustopa,   2009). 
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3. Gel Electrophoresis 

Setelah di PCR 3  ɛl DNA ditambah dengan 5  ɛl loading dying buffer 

dielektroforesis pada 1 000 voltase selama 40 menit  pada 1 % gel agarose 

dalam 0.5 x TBE. Sebagai marker digunakan 1 kb DNA ladder (Takara). Gel 

kemudian diletakkan di dalam wadah ditambah lagi dengan TBE. Gel 

kemudian dilihat di bawah lampu UV. 

4. Analisis Data Sekuensing 

Analisis data sekuensing (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

 

Tahap 5  : Produksi dan Karakteristik Bakteriosin isolat BAL (Yang et al., 

2012) 

1. Produksi Ekstrak  Bakteriosin dan Uji Aktivitas Mikroba  (Usmiati dan 

Rahayu, 2011) 

2. Pemurnian dan Karakteristik Bakteriosin  (Karthikeyan dan Santhosh, 

2009) Pengendapan dengan Amonium Sulfat (konsentrasi 10, 20,30,40,50 

dan 60%) 

3. Pengukuran Kadar Protein dan Berat Molekul Bakteriosin Isolat BAL 

dengan SDS-PAGE 

4. Pengaruh antibakteri Terhadap Isolat BAL Secara In Vitro (Yang et al., 

2012) Pengujian pengaruh antibakteri dari isolat BAL (kontrol, supernatan 

bebas sel tanpa asam organik dan BSL) terhadap bakteri patogen pada suhu 5 

dan 20
o
C selama 7 hari dan 24 jam masing-masingnya, dilakukan dengan 

metode difusi agar.  Bakteri indikator E.Coli (NB) dan L.monocytogenes 

(NB).  Kultur diinkubasi pada suhu 37
o
C.  Kemudian disiapkan supernatan 

dari isolat BAL yang akan diuji.  Selanjutnya diinkubasi pada suhu 5 dan 

20
o
C selama 7 hari dan 24 jam, masing-masingnya.   

5. Pengujian Stabilitas Panas Bakteriosin Isolat BAL (Yang et al., 2012) 

Berdasarkan identifikasi spesies BAL, dan ukuran hambatan, dipilih isolat 

untuk diuji kestabilannya terhadap panas.  BLS diperlakukan pada suhu 80,  

100
o
 dan suhu 121

o
C selama 15 menit.  Dibandingkan dengan kontrol (tanpa 
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perlakuan panas).  Kemudian diuji dengan metode difusi agar menggunakan  

indikator bakteri. 

6. Pengaruh Enzim (Protenase K) terhadap Aktivitas Hambatan bakteri 

Patogen (Todorov dan Dicks, 2004).  Supernatan 200 µl dari isolat BAL 

dilarutkan dalam 20 µl larutan enzim protenase K (Larutan enzim dalam 

NaOH atau buffer fosfat pH 7) dan diinkubasi selama 2 jam pada suhu 37
o
C.  

Pengujian dilakukan dengan metode difusi agar.  Supernatan yang sensitif 

terhadap enzim adalah yang tidak menghasilkan zona bening. 

7. Produksi Serbuk Bakteriosin dengan Menggunakan Spray Dryer 

 

Tahap 6 : Aplikasi Bakteriosin Isolat BAL  sebagai Biopreservatif pada 

Produk Hasil Ternak  

1. Susu Fermentasi dari Perlakuan : Persentase penambahan dosis 

baketriosin terhadap lama penyimpanan Selanjutnya diuji kualitas susu 

fermentasi yaitu : Total Bakteri Asam Laktat dan Analisa Proksimat (Air, 

Protein, Lemak, pH, Total Titrasi Asam, viskositas dan kadar laktosa) serta 

aktivitas antioksidan. 

2. Sosis Fermentasi dari Perlakuan : Persentase penambahan dosis 

bakteriosin terhadap lama penyimpanan  

Pembuatan sosis dengan penambahan bakteriosin BAL modifikasi Anggraini, 

Tejasari dan Praptiningsih (2016) sebagai berikut: Daging sapi digiling 

dicampur  dengan  bumbu-bumbu (tepung tapioka 15%, susu skim 10%, 

bawang putih 0,4%, bawang merah 0,6%, lada 0,15%, gula 1,5%, pala 

0,1%dan garam 2%), kemudian adonan  ditambah bakteriosin sampai 12 % 

lalu dimasukkan  ke dalam  casing  (selongsong)  kolagen, kemudian 

direndam dalam air suhu 60
o
C, Sosis dimasak dengan cara  dikukus  pada  

suhu  80
o
C  selama  30 menit. Setelah  matang,  sosis  didinginkan pada suhu 

kamar selama ± 2 jam, sosis lalum disimpan dalam refrigator. 

Selanjutnya dilakukan uji kualitas sosis fermtasi yaitu : Total BAL dan 

analisa prooksimat. 

3. Pembuatan Sabun Cair / Lotion Probiotik (ModifikasiMetode Harvei, 

2000) 
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BAB 3. HASIL PENELITIAN  

A. Bakteri Asam Laktat Dadih 

1. Total Koloni Bakteri Aerob  Dadih 

 Total koloni bakteri aerob dihitung dengan rumus CFU/g .Setelah 

ditumbuhkan bakteri aerob pada PCA, dilakukan pengitungan total koloni, 

sehingga didapatkan total koloni aerob dadih daerah Nagari Batu Bajanjang  

Kecamatan Lembang Jaya Kabupaten Solok  dengan 3 peternak AN mempunyai 

total koloni sebanyak 14.8x10
4
 CFU/g , sampel dadih dari peternak AS 

mempunyai total koloni aerob sebanyak 46.4x10
4
 CFU/g dan sampel dadih dari 

peternak KI mempunyai total koloni aerob sebanyak 50x10
4
 CFU/g. Hasil dari 

total koloni bakteri aerob dadih bisa dilihat lebih jelas pada Tabel 1.  

Tabel 1.  Hasil total koloni aerob dadih Kabupaten Solok, Lembang Jaya Nagari 

Batu Bajanjang 

No Kode Sampel Total Koloni Bakteri Aerob 

1 AN 14.8x10
4
 CFU/g 

2 AS 46.4x10
4
 CFU/g 

3 KI  50x10
4
 CFU/g 

Keterangan : Kode AN (Andi), AS (Asbur), dan KI (Kiki) 

   

Sebelumnya Soeparno (1996) menyatakan bahwa standar susu bersertifikat 

mempunyai syarat bahwa jumlah bakteri tidak lebih dari 10 000 koloni per ml, 

tetapi di Indonesia umumnya jumlah bakteri yang dapat dibiakkan tiap ml 

setinggi-tingginya adalah 3 juta . 

Penelitian Sugitha et al., (1997) diperoleh rataan koloni bakteri adalah 

3.33x10
5
 -121x10

5
 koloni/ml. Bakteri dadih yang dibuat dalam tabung plastik 

dengan penambahan starter Streptococcus lactis. Adapun penelitian Ibrahim 

(2002) diperoleh rataan jumlah bakteri dalam dadih yang dibuat di dalam kemasan 

tabung bambu adalah 31.407.500/g lebih sedikit dibandingkan dengan jumlah 

bakteri dadih yang dibuat dalam kemasan gelas plastik dan kantong plastik, yakni 

40.350.000/g dan 43.825.000/g. Hal ini disebabkan karena adanya senyawa-

senyawa di dalam dinding tabung bambu yang dapat larut dalam susu dan 

senyawa tersebut bersifat menghambat pertumbuhan beberapa spesies 

mikroorganisme. Hasil uji total koloni aerob dadih asal Kabupaten Solok, didapat 
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hasil bakteri aerob yang ditanam di media PCA seperti terlihat pada Gambar 1 

dibawah ini. 

 

 

 

 

   

Gambar 1.  Total Koloni Bakteri Aerob Dadih  Asal Kabupaten Solok 

 

2. Total Koloni Bakteri Asam Laktat  Dadih 

Hasil penelitian untuk total koloni BAL sampel AN adalah 20.8 X 10
7
 

CFU/g, AS adalah 15.3 X 10
7
 CFU/g, KI adalah 3.8 X 10

7
 CFU/g. Hasil 

penelitian sesuai dengan pendapat Suryono (2003) yang menyatakan bahwa dadih 

berkualitas baik mengandung BAL sebanyak 10
6
-10

8
 CFU/g. Hasil dari total 

koloni BAL dadih bisa dilihat lebih jelas pada Tabel 2. 

Tabel 2.  Hasil total koloni BAL dadih dan Bambu Kabupaten Solok, Lembang 

Jaya Nagari Batu Bajanjang 

No Kode Sampel Total Koloni BAL 

1 AN 20.8 X 10
7 
CFU/g 

2 AS 15.3 X 10
7
 CFU/g 

3 KI  3.8 X 10
7
 CFU/g 

4 BN 87 X 10
4
 CFU/g 

Keterangan : Kode AN (Andi), AS (Asbur), dan KI (Kiki),  

Menurut FAO/WHO (2001) dalam Dara (2009) tentang total koloni BAL  

dalam dadih sebagai pangan probiotik BAL yang dihasilkan berada pada jumlah 

10
6
 ï 10

8
 CFU/g. Dari hasil penelitian total koloni dadih yang berasal dari 

Kabupaten Tanah Datar sesuai dengan kriteria FAO/WHO (2001) karena total 

koloni BAL yang dihasilkan berada pada jumlah 10
8
. Dari hasil isolasi BAL, 

didapatkan koloni BAL yang bewarna putih kekuningan, baik pada pengenceran 

10
7
. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Purwati et al., 

(2005) yang menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS 

Agar. 

AS AN KIKI 
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Hasil dari total koloni BAL dari sampel bambu BN adalah 87 x 10
4
 CFU/g 

hal ini sesuai dengan pendapat Ibrahim (2002) yang menyatakan di dalam bambu 

terdapat bakteri asam laktat yang ikut menyumbangkan BAL nya ke dalam dadiah 

itu sendiri. Hal ini sesuai dengan pernyataan Direktorat Jenderal Peternakan 

(1984) bahwa, bambu yang digunakan harus masih segar atau belum kering, 

karena dari hasil penelitian buluh pada bagian dalam bambu inilah yang 

mengandung BAL. Menurut hasil penelitian Sisriyenni dan Zurriyati (2004) 

diperoleh total koloni pada bambu 16x10
5
 CFU/g. Hasil total koloni BAL dapat 

dilihat pada Gambar 2 dibawah ini. 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Total Koloni Bakteri Asam Laktat Dadih dan Bambu Asal Kabupaten 

Solok 

 

3. Isolasi Bakteri Asam Laktat Dadih 

Isolasi BAL dari sampel dimulai dengan menumbuhkan BAL pada medium 

selekif MRS broth. MRS broth disebut sebagai medium pertumbuhan selektif 

karena mengandung nutrisi-nutrisi dan pH optimum pertumbuhan BAL . BAL 

yang telah dilakukan pengayaan dengan MRS Broth selama 24 jam dilanjutkan 

dengan pengenceran bertingkat sampai dengan 10
8
. Hasil pengenceran ditanam ke 

dalam MRS agar dan diinkubasi selama 48 jam. Setelah inkubasi akan muncul 

koloni-koloni BAL pada medium MRS agar yang berwarna putih kekuningan. 

Hasil isolasi BAL dapat dilihat pada Gambar 3 dibawah ini. 

                            

   

 

 

Gambar 3. Isolasi Bakteri Asam Laktat Asal Dadih dan Bambu Asal Kabupaten 

Solok 

KI AS BN AN 
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Koloni BAL pada media MRS Agar yang ditemukan pada penelitian ini 

sesuai dengan penelitan yang dilakukan oleh Komang et al., (2005) yang 

menyatakan bahwa karakterisasi morfologi isolat BAL berdasarkan warna 

menunjukkan bahwa koloni BAL berwarna putih susu dengan bentuk bundar. 

Hasil ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Purwati et al., (2005) 

yang menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS Agar. 

4. Identifikasi Morfologi BAL  Dadih 

a. Identifikasi Makroskopis  

Kegiatan identifikasi makroskopis yaitu dengan melakukan pengamatan 

terhadap ukuran dan bentuk koloni bakteri, permukaan/elevasi, warna dan bentuk 

pinggir dari bakteri secara visual. Berdasarkan identifikasi bentuk koloni BAL, 

penampakan koloni BAL pada media MRS Agar berbentuk bundar, berwarna 

putih susu dengan tepian licin dan elevasi cembung yang dapat dilihat pada 

Gambar 4 dan ukuran koloni bakteri ada yang sedang, kecil dan besar. 

                     

Gambar 4. Identifikasi Bakteri Asam laktat Asal Dadih Asal Kabupaten Solok 

Secara Makroskopis 

                 

Koloni BAL pada media MRS Agar yang ditemukan pada penelitian ini 

sesuai dengan penelitan yang dilakukan oleh Komang et.al (2005) menyatakan 

bahwa karakterisasi morfologi isolat BAL berdasarkan warna menunjukkan 

bahwa koloni BAL berwarna putih susu dengan bentuk bundar. Hasil ini sesuai 

dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Purwati et.al (2005) yang 

menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS Agar. 

 

AN AS KI 
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b. Identifikasi Mikroskopis  

Kegiatan ientifikasi mikroskopis yaitu dengan melakukan pewarnaan Gram 

pada koloni tunggal (single colony) terpilih yang didasarkan pada tebal atau 

tipisnya lapisan peptidoglikan di dinding sel dan banyak sedikitnya lapisan lemak 

pada membran sel bakteri. Bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang tebal 

dan membran sel selapis serta tidak memiliki membran luar (outer membrane). 

Sedangkan bakteri Gram negatif mempunyai dinding sel tipis yang berada 

diantara dua lapis membran sel. Hasil pewarnaan Gram dari isolat BAL terpilih 

dapat dilihat pada Gambar 5 dibawah ini. 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Pewarnaan Gram isolat BAL Asal Dadih Kabupaten Solok 

 

Pada hasil pengamatan perwarnaan gram isolate asal dadih terlihat bahwa  

isolat yang didapat adalah gram positif dengan menunjukan hasil warna ungu dan 

berbentuk batang (basil). Hasil ini menandakan bahwa isolat tersebut merupakan 

kelompok dari BAL dikarena mempunyai ciri-ciri perwarnaan yang sama yaitu 

gram positif dengan bentuk batang (basil). Hal ini sesuai dengan Salminen et 

al.,(2007) menyatakan bahwa BAL merupakan bakteri anaerob fakultatif, gram 

positif, berbentuk batang atau bulat, tidak membentuk spora dan menghasilkan 

asam laktat sebagai produk utama dari fermentasi karbohidrat (glukosa, fruktosa 

dan sukrosa). 

Dari hasil pewarnaan gram diatas didapatkan bakteri gram positif berbentuk 

bacil. Bakteri diklasifikasikan sebagai Gram positif apabila jika diliat dengan 

mikroskop dengan pembesaran 1000x akan menampilkan warna ungu. Warna 

ungu yang muncul akibat bakteri tersebut menyerap warna ungu dari kristal violet. 

Hal ini sesuai dengan pernyataan Unus (2005) yang menyatakan bahwa bakteri 

Gram posif akan mengambil warna kristal violet yang berwarna ungu walaupun 

AS AN KI 
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sudah dicuci dengan alkohol dan ketika diberi safranin yang berwarna merah, 

bakteri tersebut tetap akan berwarna ungu sedangkan warna merah menunjukkan 

Gram negatif. Hal ini disebabkan juga karena perbedaan peptidoglikan dan 

permeabilitas membran organisme Gram positif yang memiliki dinding8iu sel 

cukup tebal (20-80nm) dan terdiri atas 60 sampai 100 persen peptidoglikan, 

bersifat kompak dan kurang permiabel sehingga pada saat pemberian krista violet 

maka zat warna tersebut memasuki dinding sel dan pada saat pencucian dengan 

alkohol, warna ungu yang telah terikat tersebut tidak bisa keluar lagi karena 

dinding sel yang kompak dan permiabel, yang menyebabkan safranin yang merah 

tidak bisa lagi mewarnai bakteri Gram positif, sebaliknya dinding sel Gram 

negatif memiliki sedikit peptidoglikan (10 sampai 20 persen), kurang kompak dan 

lebih permiabel. Pada saat pemberian krista violet yang berwarna ungu, maka zat 

warna tersebut akan larut pada saat pencucian dengan alkohol, dan pada saat 

pemberian safranin maka zat warna safranin lah yang mewarnai bakteri Gram 

negatif.  

5. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan 16S rRNA 

a. Hasil Amplifikasi gen 16S rRNA dengan PCR 

Hasil elektroforesis ini menunjukkan bahwa kegiatan PCR yang telah 

dilakukan berhasil mengamplifikasikan daerah gen 16S rRNA isolat dadih asal 

Kabupaten Solok. Hal ini dapat dilihat dengan munculnya fragmen produk PCR 

dengan ukuran 1500 bp yang merupakan ukuran yang diharapkan jika 

menggunakan  primer forward F 16S- 27F (5ôAGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3) dan primer reverse Primer R 16S-1492R (5ôGTT TAC CTT GTT ACG 

ACTT-3). Hasil elektroforesis isolat BAL yang didapatkan adalah seperti Gambar 

6 dibawah ini. 

                                                                                

       

 

 

 

 

 

 
                                        

Gambar 6. Hasil elektroforesis PCR isolate BAL dari dadih 
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b. Analisis Sekuensing Gen 16S rRNA Isolat dari  Dadih 

Hasil sekuensing dibandingkan dengan data GeneBank menggunakan program 

BLAST yang dilakukan online pada website NCBI. Data sekuensing, hasil analisis 

BLAST dan Pohon filogenetik yang berhasil didapat dari isolat dadih dapat dilihat pada 

Gambar 7,8,9,10,11,12 dibawah ini. 

 

Gambar 7. Hasil sekuensing nukleotida isolat BAL dari dadih (AN) 

 

Gambar 8. Hasil analisis BLAST isolate dadih (AN) 
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        Gambar 9. Pohon filogenetik isolat dadih (AN) 

 

 

 

    Gambar 10. Hasil sekuensing nukleotida isolat BAL dari dadih (KI) 
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                         Gambar 11. Hasil analisis BLAST isolate dadih (KI) 

 

                                Gambar 12. Pohon filogenetik isolat dadih (KI) 

Berdasarkan hasil PCR (Polymerase Chain Reaction) yang telah dilakukan dan 

setelah dianalisis menggunakan BLAST seperti pada gambar 10, 11dan 12 diatas 

diperoleh jenis bakteri isolat dadih AN memiliki kemiripan 100% dengan Lactobacillus 

fermentum strain NCC2970, complete genom. Hal ini menandakan bahwa jenis bakteri 

isolat BAL pada dadih yang ditemukan adalah  Lactobacillus fermentum strain 

NCC2970, complete genom. 

Berdasarkan hasil PCR (Polymerase Chain Reaction) yang telah dilakukan dan 

setelah dianalisis menggunakan BLAST seperti pada Gambar 13, 14 dan 15 diatas 

diperoleh jenis bakteri isolat dadih KI memiliki kemiripan 100% dengan Lactobacillus 
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fermentum strain NCC2970, complete genom. Hal ini menandakan bahwa jenis bakteri 

isolat BAL pada dadih yang ditemukan adalah  Lactobacillus fermentum strain 

NCC2970, complete genom. 

Penelitian ini sesuai menurut  Arriani et.al (2009) bahwa pengolahan dadih 

umumnya menggunakan susu kerbau melalui fermentasi alami dengan memanfaatkan 

bakteri asam laktat. Hasil isolasi bakteri asam laktat pada dadih  salah satunya 

Lactobacillus fermentum,   Lactobacillus fermentum merupakan  bakteri asam laktat yang 

bersifat heterofermentatif yaitu bakteri yang menghasilkan asam laktat sekitar 50% dari 

fermentasi glukosa. Selain itu,  L. fermentum  juga menghasilkan etanol, CO2, senyawa 

citarasa dan manitol (Surono, 2004). Goktepe  et al.  (2006)  menyatakan bahwa bakteri  

Lactobacillus merupakan bakteri anaerobik fakultatif yang mampu bertahan hidup dalam 

kondisi lingkungan yang mengandung oksigen. Bakteri ini tidak mempunyai enzim 

katalase atau katalase negatif tetapi bakteri ini mempunyai  enzim peroksidase yang 

mampu menginaktifkan H2O2. Lactobacillus fermentum mampu tumbuh baik pada 

kisaran pH 2-3 dan garam empedu 0,3%-1%. Selain itu, bakteri L. fermentum mempunyai 

aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen diantaranya bakteri  E. coli, S. 

typhimurium  dan S. aureus (Permanasari, 2008). 

 

B. Bakteri Asam Laktat Boyom 

1. Total Koloni Bakteri Aerob  

 Total koloni bakteri aerob dihitung dengan rumus CFU/g. Setelah 

ditumbuhkan bakteri aerob pada media PCA dengan pengenceran 10
-4

, kemudian 

dilakukan pengitungan total koloni sehingga didapatkan total koloni bakteri aerob 

boyom asal Kabupaten Pasaman. Hasil dari total koloni bakteri aerob boyom bisa 

dilihat lebih jelas pada Tabel 3. 

Tabel 3. Hasil total koloni bakteri aerob boyom asal Kabupaten Pasaman 

Kode Sampel Total Koloni Bakteri Aerob ( x10
4
CFU/g) 

A 10 

B 10 

C - 

D - 

E 250 

F 170 

G 30 

Keterangan :   

A = Ikan Tali-Tali asal Desa Pacuan 

B = Ikan Tali-Tali dan penambahan daun Rosella asal Desa Pacuan 

C = Ikan Kepala Timah dan penambahan daun Rosella asal Desa Pacuan 
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D = Ikan Kepala Batu asal Desa Pacuan 

E = Ikan Pantau dan penambahan daun Rosella asal Desa Pacuan 

F = Udang asal Desa Pacuan 

G = Ikan Tali-Tali asal Desa Tampang 
 

Pada penelitian ini diidapatkan bahwa boyom A mempunyai total koloni 

bakteri aerob sebanyak 10x10
4 

CFU/g, boyom B mempunyai total koloni bakteri 

aerob sebanyak 10x10
4 

CFU/g,  boyom C tidak ditemukan total koloni bakteri 

aerob pada pengenceran tersebut, boyom D tidak ditemukan total koloni bakteri 

aerob pada pengenceran tersebut, boyom E mempunyai total koloni bakteri aerob 

sebanyak 250x10
4
CFU/g, boyom F mempunyai total koloni bakteri aerob 

sebanyak 170x10
4
CFU/g dan boyom G mempunyai total koloni bakteri aerob 

sebanyak 30x10
4
CFU/g.  

Hasil total koloni yang paling rendah ditemukan pada boyom C dan D, 

sedangkan total koloni tertinggi ditemukan padaboyom E. Tingginya hasil yang 

didapakan pada boyom E adalah karena pengaruh sanitasi dan higiene yang buruk 

saat proses pembuatan. Sebelum proses pembuatan boyom E, ikan pantau yang 

digunakan tidak dibersihkan dari kotorannya terlebih dahulu. Sementara dari segi 

fisik ataupun bentuk luar ikan pantau, ikan ini terlihat mempunyai kotoran yang 

lebih banyak dari ikan yang lainnya. Hal ini sesuai dengan yang disampaikan 

Nuryanti, Junianto, dan Lili (2017) bahwa sumber kontaminan dapat berasal dari 

pegawai itu sendiri maupun dari bahan baku serta peralatan yang digunakan. 

Hasil rentang jumlah total koloni bakteri aerob dalam peneliian ini yaitu 0-

250 x 10
4
CFU/g. Hasil yang didapatkan sesuai dengan Standar Nasional 

Indonesia (2009) tentang cemaran mikroba pada ikan yaitu maksimal sebanyak 5 

x 10
5
CFU/g. Namun, secara umum hasil ini lebih rendah dari penelitian Antoni 

(2016) yang meneliti tentang fermentasi spontan bekasam ikan nila dengan 

penambahan kerak nasi kering dengan jumlah koloni berkisar antara7,27 x 

10
8
CFU/g - 8,42 x 10

8
CFU/g.  

Hal ini secara umum dipengaruhi oleh penambahan perasan asam jeruk nipis 

yang menjadi sumber asam sitrat yang dapat mengekang pertumbuhan beberapa 

bakteri, sehingga secara umum total koloni bakteri aerob boyom rendah. Hal ini 

sesuai dengan yang disampaikan Hariana (2008) bahwa buah jeruk nipis 

mengandung bahan kimia diantaranya asam sitrat sebanyak 7-7,6%, lemak, 
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mineral, vitamin B1, minyak terbang (minyak atsiri atau essensial oil). Hal ini 

juga didukung oleh pendapat Aibinu, Adenipekun, Adelowotan, Ogunsanya dan 

Odugbemi (2007)bahwa minyak atsiri mempunyai fungsi sebagai antibakteri 

terhadap beberapa bakteri yaituStaphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Salmonella typhi dan golongan Candida albicans. 

Hasil uji total koloni aerob boyom asal Kabupaten Pasaman dapat dilihat pada 

Gambar 13 di bawah: 

 

 

 
Gambar 13.  Total Koloni Bakteri Aerob Boyom Asal Kabupaten Pasaman 

 

2. Total Koloni Bakteri Anaerob (BAL)  

Penghitungan total koloni BAL dilakukan dengan tujuan untuk 

mengetahui banyaknya jumlah koloni BAL yang terdapat dalam sampel yang 

digunakan. Hasil dari total koloni BAL boyom bisa dilihat lebih jelas pada Tabel 

4. 
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Tabel 4. Hasil total koloni bakteri anaerobboyom asal Kabupaten Pasaman 

Kode Sampel Total Koloni BAL (x10
6 
CFU/g) 

A 24 

B 16 

C 13,6 

D 16,7  

E 15,6  

F 23,5  

G 20,8  

 

Hasil penelitian untuk total koloni BAL boyom A adalah 24 x 10
6 

CFU/g,  

boyom B adalah 16 x 10
6
CFU/g, boyom C adalah 13,6 x 10

6
CFU/g, boyom D 

adalah 16,7 x 10
6
CFU/g, boyom E adalah 15,6 x 10

6
CFU/g, boyom F adalah 23,5 

x 10
6
CFU/g dan boyom G adalah 20,8 x 10

6 
CFU/g.  

Jumlah rentang total koloni BAL pada penelitin ini yaitu 13,6 x 10
6
CFU/g - 

24 x 10
6 

CFU/g. Hal ini sesuai dengan kriteria FAO/WHO (2002) karena sebagai 

pangan probiotik BAL yang dihasilkan harus berada pada jumlah 10
6
 ï 

10
8
CFU/gram. Namun hasil yang didapatkan lebih rendah dari penelitian Antoni 

(2016) yang meneliti tentang fermentasi spontan bekasam ikan nila dengan jumlah 

koloni berkisar antara 55 x 10
7
CFU/g - 86,7 x 10

7
CFU/g. Hal ini terjadi karena 

boyom bukan merupakan olahan ikan fermentasi melainkan total BAL yang 

didapatkan hanya bersumber dari bahan yang digunakan secara langsung. Bahan 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah Ikan dan bumbu-bumbu (bawang 

merah, bawang putih, perasan asam) dan dibungkus dengan daun pisang. 

Sementara banyaknya total koloni BAL dalam suatu produk dapat dipengaruhi 

oleh proses fermentasi. 

Hal ini sesuai dengan yang disampaikan Nuraini, Ibrahim dan Rianingsih 

(2014) yang menyatakan bahwa selama proses fermentasi bakteri asam laktat akan 

mengubah karbohidrat menjadi asam laktat. Sementara dalam penelitian ini tidak 

ada penambahan sumber karbohidrat di dalamnya, sehingga gula yang dapat 

bermanfaat bagi bakteri asam laktat di dalam boyom tidak begitu tersedia. Hal ini 

menyebabkan jumlah bakteri asam laktat dalam boyom lebih rendah. 

Hal ini juga sesuai dengan yang disampaikan Jannah, Legowo, Promono, Al -

Baarri dan Abduh(2014) bahwa semakin besar gula yang dimanfaatkan untuk 

menghasilkan asam laktat maka semakin besar pula aktivitas bakteri asam 
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laktatnya. Semakin banyak gula yang dapat dimetabolisir maka semakin banyak 

pula asam-asam organik yang dihasilkan sehingga secara otomatis pH juga akan 

semakin rendah. Rendahnya nilai pH inilah yang menyebabkan bakteri asam 

laktat semakin meningkat.  

Hasil total koloni bakteri anaerob dapat dilihat pada Gambar 14 dibawah. 

 

 

 

Gambar 14.  Total Koloni BALBoyom Asal Pasaman 

3. Isolasi dan Identifikasi BAL 

a. Metode Konvensional Secara Makroskopis 

Isolasi dan Idenifikasi BAL secara makroskopis dimulai dengan 

menumbuhkan BAL pada medium selekif MRS broth yang mengandung nutrisi-

nutrisi dan pH optimum untuk pertumbuhan BAL. BAL yang telah dilakukan 

pengayaan dengan MRS Broth selama 24 jam dilanjutkan dengan pengenceran 

bertingkat sampai dengan 10
-6

. Hasil pengenceran ditanam ke dalam MRS agar 

dan diinkubasi selama 48 jam. Setelah inkubasi akan muncul koloni-koloni BAL 

dengan warna putih kekuningan pada media yang digunakan.  
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Hasil isolasi dan identifikasi BAL dapat dilihat pada Gambar 11 di bawah ini. 

 

 

Gambar 15.  Hasil Isolasi dan Identifikasi Boyom Asal Pasaman 

  

b. Metode Konvensional Secara Mikroskopis (Pewarnaan Gram) 

Identifikasi mikroskopis pada penelitian ini yaitu dengan melakukan 

pengamatan sifat fisiologis isolat BAL. Pengamatan dapat dilakukan dengan uji 

Gram. Uji Gram dilakukan untuk menentukan jenis bakteri Gram positif atau 

Gram negatif yang ditandai dengan penyerapan warna reagen oleh bakteri. 

Apabila bakteri menyerap warna reagen crystal violet yaitu bewarna violet, 

bakteri tersebut merupakan Gram positif (+). Sedangkan dikatakan bakteri Gram 

negatif (-) jika bakteri tersebut menyerap warna reagen safranin yaitu bewarna 

merah (Asmaq, 2016).  
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Hasil pewarnaan Gram dapat dilihat pada Gambar 16 di bawah.  

 

Gambar 16. Pewarnaan Gram isolat BAL Boyom asal Kabupaten Pasaman 

 

Hasil pewarnaan gram BAL yang diisolasi dari boyom asal Kabupaten 

Pasaman merupakan bakteri Gram Positif yang ditandai dengan warna ungu. 

Bentuk bakteri yang dihasilkan yaitu berbentuk batang (bacil) dan bulat (coccus). 

Bentuk batang ditemukan pada Aboyom E dan F sedangkan bentuk bulat 

ditemukan pada boyom A, B, C, D dan G. Hal ini sesuai dengan Salminen et al. 

(2007) menyatakan bahwa BAL merupakan bakteri anaerob fakultatif, gram 

positif, berbentuk batang atau bulat, tidak membentuk spora dan menghasilkan 

asam laktat sebagai produk utama dari fermentasi karbohidrat (glukosa, fruktosa 

dan sukrosa).  
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c. Uji Tipe Fermentatif  

Uji tipe fermentatif merupakan salah satu uji sifat biokimia. Tujuan pengujian 

ini adalah untuk menggolongkan BAL termasuk ke dalam kelompok 

homofermentatif atau kelompok heterofermentatif.  

Hasil uji tipe fermentatif BAL boyom dapat dilihat pada Gambar 17 di bawah. 

 

Gambar 17. Uji Tipe Fermentatif 

 

Hasil pengujian uji tipe fermentatif dari masing-masing boyom asal 

Kabupaten Pasaman dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Uji tipe fermentasi isolat BAL boyom asal Kabupaten Pasaman 

Isolat Homofermentatif Heterofermentatif 

A  ꜡ - 

B  ꜡ - 

C  ꜡ - 

D  ꜡ - 

E  ꜡ - 

F  ꜡ - 

G  ꜡ - 

Hasil penelitian yang didapatkan yaitu semua isolat BAL asalboyom 

Kabupaten Pasaman merupakan bakteri tipe homofermentatif yaitu bakteri yang 

produk utamanya adalah asam laktat.Hal ini ditandai dengan tidak munculnya 

gelembung gas pada tabung durham yang diletakkan di dalam media MRS Broth 

MERCK. 

Hasil ini juga sejalan dengan pendapat Syukur dan Purwati (2013) yang 

menyatakan bahwa BAL homofermentatif melibatkan jalur Embden Meyernof-

Parnas yaitu glikolisis yang menghasilkan asam laktat, 2 mol ATP dari 1 molekul 

glukosa/heksosa dalam kondisi normal, tidak menghasilkan CO2 dan 
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menghasilkan biomassa sel dua kali kebih banyak daripada BAL 

heterofermentatif. Ross, Morgan dan Hill (2002) menambahkan bahwa anggota 

kelompok homofermentatif meliputi Leuconostoc, Weissella danbeberapa 

Lactobacillus. 

Bakteri asam laktat heterofermentatif, penguraian glukosa oleh BAL terjadi 

melalui jalur pentose fosfat. Pada fermentasi ini yang bekerja adalah enzim 

fosfoketolase dan dapat menghasilkan asam laktat 40-50 %, etanol, asam asetat 

dan CO2.Kondisi pertumbuhan yang berbeda bisa menghasilkan produk akhir 

fermentasi yang berbeda, sebagai akibat dari berubahnya metabolisme piruvat dan 

penggunaan elektron akseptor eksternal seperti oksigen atau senyawa organik. 

Genus Lactobacillus terdiri dari 70 spesies dan dikelompokkan menjadi 3 sub 

grup, kebanyakan homofermentatif, namun ada juga yang heterofermentatif. 

Lactobacillus secara umum lebih tahan terhadap asam dibandingkan dengan genus 

bakteri asam laktat lainnya (Syukur dan Purwati, 2013) 

Suryani, Santoso dan Juffrie (2010) menyatakan terdapat dua tipe fermentasi 

bakteri asam laktat yaitu homofermentatif dan heterofermentatif. Bakteri asam 

laktat homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat sebagai produk utama 

fermentasinya, sedangkan bakteri asam laktat heterofermentatif selain asam laktat 

juga menghasilkan etanol, asam lain seperti asam asetat serta gas CO2, sehingga 

apabila bakteri asam laktat yang diuji menghasilkan gas yang tertampung dalam 

tabung Durham, bakteri asam laktat tersebut dinyatakan sebagai heterofermentatif, 

sedangkan isolat yang tidak menghasilkan atau memproduksi gas disebut 

homofermentatif. 

d. Uji Katalase 

Gambar dari hasil uji katalase BAL dapat dilihat pada Gambar 18 di 

bawah. 

 

Gambar 18. Uji Katalase BAL Boyom asal Kabupaten Pasaman 

A C D F F G 

 

 

 

B 
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Hasil uji katalase kultur BAL asal boyom dapat dilihat pada Tabel 6 di 

bawah. 

Tabel 6. Uji Katalase isolat BAL boyom asal Kabupaten Pasaman 

Isolat Katalase 

A Negatif 

B Negatif 

C Negatif 

D Negatif 

E Negatif 

F Negatif 

G Negatif 

 

Hasil yang didapatkan tersebut sesuai dengan yang disampaikan Syukur, 

Fachrial dan Jamsari (2014) bahwa dengan meneteskan 2 tetes H2O2 3% pada 

kultur yang berumur 24 jam. Reaksi positif katalase ditunjukkan dengan 

membentuk gelembung yang artinya ada pembentukan gas oksigen sebagai hasil 

pemecahan H2O2 oleh enzim katalase yang diproduksi bakteri tersebut.  

Bakteri Asam Laktat termasuk bakteri katalase negatif, sehingga tidak 

menghasilkan gelembung gas. Hal ini sejalan dengan penelitian Desniar et al. 

(2009) yang menemukan uji katalase negatif dari BAL asal produk ikan 

fermentasi bekasam.  

e. Aktivitas Antimikroba dan  Uji Antibiotik  

Aktivitas antimikroba dilakukan untuk mengetahui daya hambat BAL 

terhadap bakteri patogen. Pengujian antimikroba dan antibiotik dilakukan pada 

satu sampel dengan kode A.Tabel 7 di bawah merupakan hasil yang didapatkan 

dari pengujian aktivitas antimikroba dan uji antibiotik.  

Tabel 7. Aktivitas antimikroba BAL dan uji antibotik 

Sumber hambat Bakteri Uji (mm) 

E.coli 

O157 

Staphylococcus 

aureus  

Listeria monocytogenes 

BAL ( Boyom A) 18 18 14 

Penisilin - - - 

Ampisilin 15 17 24 

Kanamisin 25 14 15 

 

Gambar Uji aktivitas antimikroba BAL dengan kontrol antibiotik dapat dilihat 

pada Gambar 19. 
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Gambar 19. Uji aktivitas antimikroba BAL dan uji antibiotik 

Keterangan.  a : uji Listeria monocytogenes 

  b : uji Staphylococcus aureus 

  c : uji E. coli O157 

  P : penisilin 

  A : ampisilin 

  K : kanamisin 

BAL : isolat asal boyom A 
 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan didapatkan bahwa isolat BAL 

asal boyom mampu menghambat pertumbuhan ketiga bakteri patogen yang 

digunakan. Daya hambat BAL termasuk ke dalam kategori dengan daya hambat 

kuat terhadap bakteri patogen. Hal ini sesuai dengan Morales, Sierra, Mancilla, 

Paredes, Loyola, Gallardo dan Borquez (2003) aktivitas zona hambat 

dikelompokkan menjadi empat kategori yaitu: aktivitas lemah (<5mm), sedang 

(5ï10mm), kuat (>10ï20mm), sangat kuat (>20ï30mm). 

Hasil penelitian zona bening yang didapatkan pada BAL terhadap 

Staphylococcus aureus dalam penelitian ini lebih tinggi dibandingkan hasil 

penelitian Aritonang, Roza, Rossi, Purwati dan Husmaini (2017) tentang aktivitas 
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antimikroba isolat BAL Okara terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus, hasil 

yang didapatkan terhadap BAL yaitu 5,06 mm ï 9,10 mm. Pengujian untuk 

antibiotik penisilin, ampisilin dan kanamisin untuk bakteri uji Staphylococcus 

aureus resisten terhadap antibiotik karena didapatkan hasilberturut-turut 0 mm, 

17mm dan 14 mm. Isolat BAL boyom A memiliki aktivitas kuat dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri uji, sehingga dapat dikatakan bahwa isolat 

BAL boyom A memiliki potensi lebih baik untuk melawan pertumbuhan bakteri 

patogen Staphylococcus aureus dibandingkan menggunakan antibiotik penisilin, 

ampisilin maupun kanamisin. 

Pengujian aktivitas antimikroba Listeria monocytogenes hasil isolat 

BALboyom A didapatkan pengukuran zona bening 14 mm. Hasil ini lebih tinggi 

dibandingkan hasil penelitian Purwati et al. (2016) mengenai aktivitas 

antimikroba BAL asal dadih yang juga menggunakan bakteri uji Listeria 

monocytogenes dimana didapatkan hasil pengukuran zona bening 0 mm sampai 9 

mm. Hasil pengujian menggunakan antibiotik penisilin, ampisilin, dan kanamisin 

didapatkan hasil berturut-turut 0 mm, 24 mm dan 15 mm, sehingga dapat 

dikatakan antibiotik penisilin resisten, antibiotik ampisilin susceptible dan 

antibiotik kanamisin intermediate terhadap bakteri uji Listeria monocytogenes. 

Pengukuran aktivitas antimikroba BAL dengan diameter zona bening 14 mm 

dikategorikan mempunyai daya hambat kuat.Hasil zona hambat yang didapatkan 

dapat disimpulkan bahwa isolat boyom A mampu menggantikan antibiotik 

penisilin dan kanamisin. Ampisilin tidak bisa digantikan oleh BAL karena 

ampisilin merupakan antibiotik yang tergolong ke dalam broth spektrum yaitu 

efektif menghambat bakteri Gram positif. 

Pengujian aktivitas anti mikroba bakteri Eschericia coli O157 hasil isolat 

BAL asal boyom Ajuga lebih tinggi dibandingkan penelitian Saputri, Rossi dan 

Pato (2017) tentang aktivitas antimikroba BAL asal kulit ari kacang kedelai 

dengan bakteri uji Eschericia coli O157, dimana didapatkan zona hambat BAL 

terhadap Eschericia coli O157 yaitu 7,42 mm sampai 8,31 mm. Untuk aktivitas 

antibiotik bakteri Eschericia coli O157 dengan antibiotik penisilin, ampisilin dan 

kanamisin didapatkan pengukuran zona bening berturut-turut 0 mm, 15mm dan 25 

mm. Hal ini sesuai dengan penelitian Mustika, Pinatih dan Suardana (2015) 
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dimana bakteri uji penisilin juga tidak dapat menghambat pertumbuhan dari 

Eschericia coli O157, sehingga dapat dikatakan antibiotik penisilin resisten 

terhdap ketiga bakteri uji yang digunakan (Eschericia coli O157,Listeria 

monocytogenesdanStaphylococcus aureus). Berdasarkan hasil daya hambat BAL 

terhadapEschericia coli O157 yang didapatkan, dapat disimpulkan bahwa BAL 

berpotensi menggantikan antibiotik penisilin dan ampilsilin. Kanamisin tidak 

dapat digantikan oleh BAL karena kanamisin merupakan antibiotik broth 

spektrum yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif. 

4. 16S rRNA boyom 

Hasil penelitian pada pengamatan elektroforesis menunjukkan bahwa 

kegiatan PCR yang telah dilakukan berhasil mengamplifikasikan daerah gen 16S 

rRNA isolat BAL boyom asal Kabupaten Pasaman. Hal ini dapat dilihat dengan 

munculnya fragmen produk PCR dengan kisaran ukuran dari semua sampel 

adalah 1400 bp yang merupakan ukuran yang diharapkan jika menggunakan 

primer forward F 16S-27F (5ôAGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3) dan primer 

reverse Primer R 16S-1492R (5ôGTT TAC CTT GTT ACG ACTT-3). Hasil dari 

PCR sampel A dapat dilihat pada Gambar 20 di bawah. 

 
Gambar 20. PCR sampel boyom 

 

5. Analisis Sekuen Gen 16S rRNA  

Hasil sekuensing dapat digunakan untuk identifikasi molekular bakteri 

asam laktat yang terdapat dalam isolatboyom dengan cara membandingkan tingkat 

homologinya dengan urutan gen 16S rRNA yang terdapat di GeneBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan program BLAST yang dilakukan online 

pada website tersebut.  
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Data hasil sekuensing dapat dilihat pada Tabel 8 di bawah.  

Tabel 8. Data hasil sekuensing 

 
GCTCGCTCCT AAAGGGTTAC GCCACCGGCT TCGGGTGTTA CAAACTCTCA TGGTGTGACG 

GGCGGTGTGT ACAAGGCCCG GGAACGTATT CACCGCGGCG TGCTGATCCG CGATTACTAG 

CGATTCCGAC TTCGTGTAGG CGAGTTGCAG CCTACAGTCC GAACTGAGAA TGGCTTTAAG 
AGATTAGCTT GACCTCGCGG TCTCGCAACT CGTTGTACCA TCCATTGTAG CACGTGTGTA 

GCCCAGGTCA TAAGGGGCAT ATGATTTGAG CGTCATCCCC CCTTCCTCCA GGTTTGTCAC 

CGGCAGTCTT ACTAGAGTGC CCAACTAAAT GCTGGCAACT AGTCATAAGG GTTGCGCTCG 
TTGCGGGACT TAACCCAACA TCTCACGACA CGAGCTGACG ACAACCATGC ACCACCTGTC 

ATTTTGCCCC CGAAGGGGAA ACCTGATCTC TCAGGTGATC AAAAGATGTC AAGACCTGGT 
AAGGTTCTTC GCGTTGCTTC GAATTAAACC ACATGCTCCA CCGCTTGTGC GGGCCCCCGT 

CAATTCCTTT GAGTTTCAAC CTTGCGGTCG TACTCCCCAG GCGGAATGCT TAATGCGTTA 

GCTGCGGCAC TGAAGGGCGG AAACCCTCCA ACACCTAGCA TTCATCGTTT ACGGCATGGA 

GCTGCGGCAC TGAAGGGCGG AAACCCTCCA ACACCTAGCA TTCATCGTTT ACGGCATGGA 

ACCAGACAGC CGCCTTCGCC ACTGGTGTTC TTCCATATAT CTACGCATTT CACCGCTACA 

CATGGAGTTC CACTGTCCTC TTCTGCACTC AAGTTTCCCA GTTTCCGATG CGCTTCCTCG 
GTTAAGCCGA GGGCTTTCAC ATCAGACTTA AAAAACCGCC TGCGCTCGCT TTACGCCCAA 

TAAATCCGGA TAACGCTTGC CACCTACGTA TTACCGCGGC TGCTGGCACG TAGTTAGCCG 

TGGCTTTCTG GTTGGATACC GTCACGCCGA CAACAGTTAC TCTGCCGACC ATTCTTCTCC 
AACAACAGAG TTTTACGACC CGAAAGCCTT CTTCACTCAC GCGGCGTTGC TCCATCAGAC 

TTGCGTCCAT TGTGGAAGAT TCCCTACTGC TGCCTCCCGT AGGAGTTTGG GCCGTGTCTC 

AGTCCCAATG TGGCCGATCA ACCTCTCAGT TCGGCTACGT ATCATCGCCT TGGTGAGCCA 
TTACCTCACC AACTAGCTAA TACGCCGCGG GTCCATCCAA AAGCGATAGC TTACGCCATC 

TTTCAGCCAA GAACCATGCG GTTCTTGGAT CTATGCGGTA TTAGCATCTG TTTCCAAATG 

TTATCCCCCA CTTAAGGGCA GGTTACCCAC GTGTTACTCA CCCGTCCGCC ACTCGTTCCA 
TGTTGAATCT CGGTGCAAGC ACCGATCATC AA   

 

Data hasil analisis BLASTdapat dilihat pada Tabel 9 

Tabel 9. analisis BLAST 

No Mikroorganisme 
% 

Similarity 

Accession 

Number 

1 Lactobacillus casei strain CAU1971 100 % MF424634.1 

2 Lactobacillus paracasei strain IMAU11224 (YM13-2) 100 % KP764183.1 

3 Lactobacillus casei strain SWU31019  100 % KF673500.1 

4 Lactobacillus paracaseisubsp paracasei strain FQ005  100 % KF418817.1 

5 Lactobacillus paracaseisubsp paracasei strainTCP004 100 % KF312678.1 

6 Lactobacillus casei strain 01 16S 100 % JN560891.1 

7 Lactobacillus casei strain 062 16S 100 % JN085662.1 

8 Lactobacillus casei strain CAU7520  100 % MF108641.1 

9 Lactobacilluscasei strain CAU4988  100 % MF357530.1 

10 Lactobacillus casei strain CAU4370 100 % MF357195.1 
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Hasil Pohon filogenik dapat dilihat pada Gambar 21 di bawah. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 21. Pohon filogenetik 

 

Berdasarkan hasil analisis menggunakan BLAST seperti pada Tabel tersebut 

diperoleh jenis bakteri asal boyom A memiliki kemiripan 100% dengan 

Lactobacillus casei strain CAU1971.Pada hasil pengamatan pohon filogenetik 

terlihat dengan jarak Distances terdekat Lactobacillus casei strain CAU1971. Hal 

ini menandakan bahwa jenis bakteri isolat BAL pada boyom A asal Kabupaten 

Pasaman yang ditemukan adalahLactobacillus casei strain CAU1971. Sesuai 

dengan Hogström, Pinhassi dan Zweifel (2000) menyatakan bahwa isolat yang 

memiliki kemiripan sekuen 16S rRNA lebih dari 97% dapat mewakili spesies 

yang sama. Sedangkan persamaan sekuen antara 93%-97% dapat mewakili 

identitas bakteri pada tingkat genus namun berbeda spesies. 

Berdasarkan analisis perwarnaan Gram, PCR dan BLAST didapatkan hasil 

seragam dari isolat boyom A asal Kabupaten Pasaman. Pada pewarnaan Gram 

isolat boyom A berbentuk batang dan merupakan Gram positif. Hasil katalase dan 

tipe fermentasi juga menunjukan hasil yang seragam, yaitu katalase negatif dan 

tipe homofermentatif. Hasil analisis isolat dengan PCR dan BLAST yang 

dilakukan menunjukan kemiripan pada jenis BAL Lactobacillus casei. 

Jenie (2003) menyatakan bahwa bakteri Lactobacillus casei merupakan 

bakteri asam laktat yang dapat mencapai saluran pencernaan manusia dalam 

keadaan hidup dan menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap bakteri 
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patogen. penyebab diare pada anak-anak dengan menghasilkan antibakteri 

reuterin.Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat dikatakan bahwa Lactobacillus 

caseiyang dihasilkan merupakan bakteri probiotik. Hal ini sesuai dengan yang 

disampaikan oleh Syukur dan Purwati (2013) bahwa Bakteri yang paling banyak 

digunakan sebagai agen probiotik adalah golongan Lactobacillus.  Jenis ini 

memiliki hampir semua karakteristik yang diperlukan. Lactobacillus juga dapat 

menurunkan pH lingkungan dengan mengubah gula menjadi asam laktat.  Kondisi 

ini akan menghambat pertumbuhan beberapa jenis bakteri patogen.  Keistimewaan 

inilah yang membuat bakteri Lactobacillus menjadi agen untuk bermacam produk 

probiotik di seluruh dunia. 

Keberadaan Lactobacillus caseidalam boyom dapat diperkuat dengan 

pernyataan yang disampaikan oleh Buntin et al. (2008) bahwa usus udang dan 

binatang lain dalam air merupakan tempat penyimpanan (reservoir) alami bagi 

BAL karena air tawar dan air laut merupakan sumber dari BAL. Dalam hal ini 

jenis ikan yang digunakan dalam pembuatan boyom adalah jenis ikan sungai. 

Sehingga penemuan BAL pada boyom merupakan suatu hal yang telah terbukti. 

Penemuan Lactobacillus casei strain CAU1971 dari isolat boyom ini merupakan 

suatu penemuan yang baru. Golongan Lactobacillus casei strain CAU1971 ini 

mempunyai golongan yang sama dengan Lactobacillus casei strain Shirota yang 

digunakan sebagai kultur tunggal dalam minuman fermentasi susu yaitu Yakult 

yang diproduksi perusahaan dari Jepang.  Menurut Syukur dan Purwati (2015) 

bakteri ini mampu mengkolonisasi didalam usus, selain itu jenis bakteri golongan 

Lactobacillus yang juga telah teruji adalah Lactobacillus rhamnosus VTT E-

97800 yang merupakan hasil penelitian VTT di Finlandia yang memiliki 

kemampuan antimikroba terhadap Candida dan patogen lain dalam saluran 

pencernaan. Lactobacillus reuteri dihasilkan perusahaan Belgia, Swedia di Eropa, 

Jenis bakteri ini efektif melawan bakteri patogen. 

C. Karakteristik Physic Edible Film Whey untuk Biopreservasi Pangan 

Memeriksa Kadar air, pH, ketebalan, kelarutan, dan total film bakteri koloni 

bakteri asam laktat dengan penambahan bakteri asam laktat dapat dilihat pada 

Tabel 10. 
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Tabel  10. Karakteristik Fisika dan Total BAL Edible Film Whey 

Perlakuan Kadar 

Air (%)  

pH Ketebalan 

(mm) 

Kelarutan 

(seconds) 

Total Colony LAB  

(x 10
6
CFU/ml) 

A 19,5
a
 7,07

a
 0,21 32,89

a
 0

a
 

B 15,1
b
 7,23

b
 0,23 33,48

a
 7

b
 

C 15,9
b
 7,31

b
 0,24 34,68

b
 15

c
 

 

Dari perlakuan yang dilakukan bahwa nilai rata-rata kadar air, pH aktual 

berbeda menunjukkan, dengan penambahan bakteri asam laktat daripada tanpa 

perlakuan, yaitu A (0%). Kadar air telah menurun dengan penambahan bakteri 

asam laktat ini karena mengisolasi LAB mengikat air bebas untuk edible film 

selain penggunaan bahan lain seperti gliserin yang hidrofilik (Juliyarsi, et.al, 

2011). Sementara meningkatkan pH, yang disebabkan oleh alkali dari gliserol 

yang tidak dapat diturunkan dengan menambahkan bakteri asam laktat. 

Berdasarkan standar internasional (Jepang JIS Z 1707: 1997) kadar air maksimum 

adalah 13%, kadar air rata-rata dari film yang dapat dimakan whey ini melebihi 

standar, hal ini disebabkan oleh fakta bahwa pengeringan yang lama di oven 

selama 18 jam, dengan suhu 50 
0
C ternyata tidak mampu menurunkan kadar air. 

Perlakuan dengan penambahan bakteri asam laktat tidak berpengaruh pada 

ketebalan karena volume setiap edible film yang dituangkan ke dalam cawan petri 

yang sama 50 ml, berdasarkan JIS Z 1707: 1997, ketebalan standar adalah 0,25 

mm. Dengan demikian, dalam penelitian ini, ketebalan whey edible film sudah 

memenuhi standar. Bakteri asam laktat, termasuk mikroorganisme yang aman, 

bila ditambahkan ke makanan: karena alam tidak beracun dan tidak menghasilkan 

toksin, maka disebut juga food grade microorganism atau dikenal sebagai 

mikroorganisme yang secara umum dikenal sebagai aman (GRAS) yang tidak 

berisiko dalam kesehatan. , bahkan berbagai jenis basil kesehatan yang bergizi 

(Kusmiati dan Malik, 2002). 

Waktu adalah efek yang sebenarnya dari pengobatan kelarutan C (8%) dari A 

dan B, hal ini disebabkan oleh peningkatan jumlah bakteri asam laktat yang dapat 

meningkatkan kekuatan ikat asam laktat Anda dengan air yang terhubung yang 

dapat dimakan waktu whey, sehingga menambah kelarutan. Hal ini juga sejalan 

dengan penelitian Juliyarsi sebelumnya, et.al. (2009), bahwa bahan-bahan tertentu 

seperti gliserin tidak larut dalam air karena mereka non-polar. 
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Mengenai parameter semua koloni bakteri asam laktat, efek pengobatan 

benar-benar bertentangan dengan pengobatan, di mana jumlah bakteri asam laktat 

juga meningkat, suhu rata-rata dalam pengeringan tidak menyebabkan bakteri 

mati. Suhu pertumbuhan optimum adalah ± 37-45 oC, pada umumnya Distract, 

bersifat anaerobik, katalase negatif dan oksidase positif, fermentasi menghasilkan 

asam laktat. Bakteri asam laktat dapat tumbuh dalam gula, alkohol, dan kadar 

garam yang tinggi, mampu memfermentasi monosakarida dan monosakarida. 

Sebagian besar paket dapat dikembangkan dengan baik di lingkungan yang 

memiliki atau tidak memiliki O2 (Unconscious in O2), termasuk aerotolerant 

Anaerobic. 

 

D. Yoghurt Probiotik  

Hasil Pembuatan yoghurt susu kambing dengan inokulasi Lactobacillus 

fermentum (Isolat dari Dadih) dan Streptococcus thermophilus dengan 

penambahan ekstrak kayu manis 

No. Perlakuan 

Hasil Parameter 

Aktivitas 

Antioksidan 

(%) 

Rataan 

Kadar 

Kolesterol 

(mg/ml) 

Total Koloni 

aerob (x 10
3 

CFU/ ml) 

Total Koloni 

BAL (x 10
10 

CFU/ ml) 

1.  A (0 %) 10.98 17.5 7.20 1.06
 

2.  B (3 %) 25.99 14.3 5.60
 

5.75 

3.  C (4 %) 26.88 14.0 4.40
 

8.67
 

 

Meningkatnya aktivitas antioksidan yoghurt susu kambing disebabkan karena 

penambahan ekstrak kulit kayu manis, karena pada kulit kayu manis mengandung 

senyawa sinamaldehid yang merupakan komponen terbesar dalam kulit kayu 

manis berfungsi sebagai antioksidan. Sehingga semakin meningkatnya 

pertambahan ekstrak kulit kayu manis, semakin tinggi sinamaldehid dalam 

yoghurt susu kambing akibatnya aktivitas antioksidan juga akan meningkat. Hal 

ini sesuai dengan pendapat Ravindran dkk. (2004) kayu manis merupakan 

tanaman sumber antioksidan. Kayu manis mengandung minyak atsiri, 

sinamaldehid, eugenol, asam sinamat, katekin, epikatekin. Senyawa fitokimia ini 

menjadikan kayu manis potensial sebagai antioksidan. Komponen utama pada 

kayu manis merupakan sinamaldehid merupakan  komponen yang terbesar 
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berkisar 60-70% sebagai senyawa utama antioksidan. Kandungan antioksidan 

yang terkandung pada kulit kayu manis dapat bersumber dari kandungan Ca, K, 

Mg, Fe, Vitamin A dan Vitamin C yang terkandung didalamnya. Hal ini sejalan 

dengan dengan pendapat Padayatty (2010) bahwa vitamin berfungsi sebagai zat 

anti radikal bebas, yang mana vitamin C termasuk golongan vitamin antioksidan 

yang mampu menangkal radikal bebas. Fungsi dari antioksidan adalah 

menghambat oksidasi sehingga dapat menekan kadar kolesterol, kolesterol LDL 

dan trigliserida. Kayu manis dikemas dengan antioksidan sinamaldehid yang kuat, 

sehingga semakin banyak konsentrasi ekstrak kulit kayu manis yang diberikan 

maka akan menurunkan kolesterol yoghurt susu kambing. Kandungan 

sinamaldehid merupakan antioksidan yang digunakan untuk menjaga kesehatan, 

pengobatan tradisional, bisa mencegah dan menekan pertumbuhan sel kanker serta 

melindungi asam lemak tidak jenuh ganda dari proses oksidasi. 

 

E. Sabun Probiotik 

Hasil Pembuatan Sabun Cair Susu Kambing dengan Penambahan Probiotik 

Pediococcus pentosaceus (Isolat dari Dadih) : 

No. Perlakuan 

Hasil Parameter 

Kadar 

Air (%) 

pH Total 

Koloni 

aerob (x 

10
3 
CFU/ 

ml) 

Total 

Koloni 

BAL (x 

10
9 
CFU/ 

ml) 

Daya 

Busa 

Iritasi 

pada 

Kulit  

1.  A (0 ml 

Probiotik) 

78.11
 

8.31
 

47.20 1.36
 

1.88 0.18 

2.  B (1 ml 

Probiotik) 

76.87
 

7.63
 

37.60
 

3.70 2.21 0.10 

3.  C (2 ml 

Probiotik) 

76.45
 

6.72
 

24.40
 

6.64
 

2.25 0.05 

4.  D (3 ml 

Probiotik) 

75.56 6.11 16.40 8.52 2.36 0.02 

 

Semakin tingginya konsentrasi penambahan Pediococcus pentosaceus dalam 

pembuatan sabun cair susu kambing akan semakin meningkat pula untuk 

menghasilkan bakteri asam laktat yang mampu menekan perkembangbiakan 

bakteri pathogen, sehingga pada saat penambahan 3 ml pada perlakuan D akan 

mampu untuk menurunkan kadar air sampai 75.56% seiring dengan semakin 
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tingginya penambahan Pediococcus pentosaceus. Hal ini sesuai dengan pendapat 

Daldiyono (1990) dalam Kusharto (2006) Meningkatnya asam laktat akan 

meningkatkan koagulasi protein sehingga akan terbentuk padatan yang akan 

diikuti oleh menurunnya kadar air. Sesuai pendapat Deeth dan Tamime (1980) 

dalam Taufiq (2008) adalah semakin tinggi kandungan zat padat bukan lemak 

dalam susu yang digunakan akan menaikkan jumlah asam yang dihasilkan.  

Hasil penelitian ini kadar air sabun susu kambing lebih tinggi daripada sabun 

mandi cair yang ditetapkan Badan Standarisasi Nasional dengan syarat mutu 

sabun mandi cair menurut SNI 06 - 3532 - 1994 menyatakan bahwa kadar air 

sabun mandi yaitu maksimal 15%, hal ini disebabkan karna bahan dasar dari 

sabun cair yang digunakan pada penelitian ini berasal dari susu kambing, sehingga 

jumlah kadar air lebih tinggi daripada syarat mutu yang telah ditentukan. Hal ini 

tidak memberikan pengaruh buruk bagi kulit manusia karna sabun cair ini masih 

dapat digunakan dengan aman dan tidak membahayakan bagi konsumen karna 

bahan dasar susu kambing yang digunakan tidak membahayakan kulit dan 

kesehatan masyarakat. Penambahan Pediococcus pentosaceus kedalam pembuatan 

sabun cair susu kambing dapat menurunkan pH yang dapat menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme sehingga bakteri yang terdapat dalam sabun cair 

akan dihambat dan pertumbuhan mikroorganisme akan mati. Hal ini sesuai 

dengan pendapat Ilyas (1983) keadaan asam akibat penurunan pH akan 

menghambat pertumbuhan bakteri yang tidak diinginkan, seperti bakteri yang 

menyebabkan kulit menjadi rusak. Ditambahkan oleh Rahman dkk. (1992), bahwa 

terjadinya koagulasi susu selama inkubasi disebabkan oleh menurunnya pH akibat 

aktivitas kultur,pemberian bakteri asam laktat dapat menurunkan pH. Pada proses 

pertumbuhan bakteri asam laktat Pediococcus pentosaceus pada pembuatan sabun 

cair susu kambing mengalami fermentasi atau proses pengasaman yang dapat 

memproduksi asam laktat sehingga pada saat penambahan Pediococcus 

pentosaceus akan terjadi proses fermentasi didalamnya. Hal ini sesuai dengan 

pendapat Widodo (2002) adalah bakteri asam laktat merupakan istilah umum 

untuk menyebutkan bakteri yang memfermentasi laktosa dan menghasilkan asam 

laktat serta mempunyai efek menguntungkan bagi manusia. Ditambahkan oleh 

Surono (2004), bahwa bakteri asam laktat berkontribusi positif bagi kesehatan, 
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melalui aktifitas metabolismenya yang dikenal sebagai pemberi efek probiotik dan 

asam laktat yang dihasilkan dengan cara tersebut akan menurunkan nilai pH dari 

lingkungan pertumbuhannya menimbulkan pH asam, ini juga akan menghambat 

poliferasi bakteri patogen. Afrianto, Liviawaty dan Rostini (2006) menjelaskan 

bahwa BAL (Bakteri Asam Laktat) mampu memproduksi asam laktat sebagai 

produk akhir perombakan karbohidrat, hidrogen peroksida, dan bakteriosin.  

Daya busa dipengaruhi oleh kandungan kadar air dalam suatu produk. 

Menurunnya kadar air sabun cair berbahan dasar susu kambing karena 

penambahan Pediococcus pentosaceus. Hal ini disebabkan karena Pediococcus 

pentosaceus yang ditambahkan merupakan bakteri asam laktat yang mampu 

menurunkan kadar air. Dimana bakteri ini akan berkembang dan akan 

membutuhkan air dalam mempertahankan bakterinya sehingga jumlah air yang 

ada dalam proses pembuatan sabun cair akan diserap oleh bakteri asam laktat, 

sehingga kadar air menurun sesuai dengan banyaknya jumlah penambahan 

Pediococcus pentosaceus.karena, semakin banyak penambahan Pediococcus 

pentosaceus maka kadar air akan semakin menurun. 
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