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RINGKASAN

Masyaakat 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 terfermentagasuhu ruang selama 2 hari.
Dadih termasuk salah satu pangan fungsional karena mengaBdkiggi Asam
Laktat (BAL) yang bersifat probiotik.Probiotik adalah mikroba hidup yamg
berpengaruh positif bagi kesehatan ketika dikonsumsi dalam jumlah teB&ntu.
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 laktafBAL) untuk mencegah tumbuhnya mikroba pathogen dalan
bahan pangan tanpa menimbulkan efek sampiegnurut Cintaset al. (2001),

BAL juga menghasilkan senyawa antimikroba seperti hidrogen peroksida, CO
diacetyl, acetaldehid, reutrin dan bakteriod#akteriosinyang dihasilkanoleh
bakteri asam laktat semakin mendapat perhatian sebagai bahan tambahan
makanan food additivey yang berpotensi untuk menghambat pertumbuhan
bakteri pathogesebagapengkontaminasi makanaBakteriosin yang dihasilkan
bermacarmacam e¢nisnya tergantung pada strain penghasilnigistraksi
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 lal&étamdulilah Sumbar
dihasilkan oleh peneliti di laboratorium Teknologi Hasil Ternak Fakultas
Peternakan Uniersitas Andalasdah mempunyai bahan baku BAL yang halal
berasal dari isolat dadih (susu kerbau yang difermentasi dengan bambu) secara
molekuler mengunakan 16S rRNA vyaitlPediococcus pentosaceus, Whisella
paramesentroides, Lactococcus plantarum Lactobacillus plantarum dan
Lactobacillus fermentum.Lima jenis BAL halal ini hanya ada dilaboratorium
THT/ Bioteknologi peneliti dan program isolasi inigp harus dijalankan agar
dunia tahu bahwa Indonesia mempunyai bahan baku BAL yang halal , karena
yang beredar didunia adalah BAL yang diisolasi dari tinja bayi Bifido dan
Lactococcudaritinja unggas yang tidak halal (Syukur dan Purwzdii, 3) Untuk

itu kita ingin selalu meneliti jenis BAL yang potential sebagai sumber probiotik
halal menunjag kesehatan ternak dan manuianjut dari itu Sumber isolasi

BAL juga ditemukan dari produk olahan ikan di antaranya adadglbom Boyom
merupakan salah satlahan 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 nBmyjiomini biasanya
diketahui dan banyak diminati masyarakat yang diddaerah Pasaman. Namun
demikian,boyombelum begitu dikenal luas oleh masyarakat Sumatera Barat dan
boyom biasanya hanya diketahui oleh masyarakat yang bersuku Mandailing.
Masyarakat yang mengetahlboyom di antaranya adalah masyarakat di
Kecamatan Raoang terdiri dari Kenagariamarungtarung, Padang Mentinggi

dan Rao Utara. Hal ini dikarenakan ketiga daerah tersebut merupakan daerah
bersuku Mandailing sehingga olahan makamayommenjadi salah satu makanan
familiar di daerahnya.

Kata Kunci: BakteriAsamLaktat, dadih ,Boyom 16S rRNAPCR
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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 Menunjangedehatan Masyarakat,
Penerbit Lembaga Literasi Dayak, Tangerang dengan nor&BN
9786026381095engan HKI yang berupa Hak Cipta yang dikeluarkan oleh
Direktur Jenderal HKI Melalui Direktur Hak Cipta, Desain Industri, Desain Tata
Letak, Sirkit Terpadu daRahasia Dagang Jakarta dendgdmmor Hak Cipta:
C00201605519Untuk kosmetik sudah terbit pada Jurifahun 2016Research
Journal of Pharmaceutical, Biological and Chemical Scie(i&3N: 09758585)
numberRIPBCS / 201®178Judul :i Th e Ef f e g ProbmficWwelsdetlai t i n
paramesenteroidesn Physical Properties and Microbiology in Liquid Soap from
Abdominal FatCatte ( Sri  Mel i a, Afriani Sandra, Ari
and Endang Purwati). Terbit karya ilmiah pada Pakistan Journal ISSN 1680
519 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) Agaihssteria monocytogenegsri Melia, Endang
Purwati, Yuherman, Jaswandi, Saldw Aritonang and Mangatas Silaek)ntuk
pembuatan yoghutlengan Bakteri Asam Laktat asal dadihdah ada Merek
Dagangh YOLI P00 ( Yogurt L i ma unonidradaftarspatéha d a n g )
merek dagang : D002016062186 Ini semua sudah dilakukan sesuai yang
dikehendaki olehRIP Universitas Andalas 20174 2020.

Lanjut dari hasil publikasi dari penelitian klaster guru besar maka akan
dilanjutkan pada tahun berikutnya dengalentifikasi Bakteri Asam Laktat Asal
Dadih danBoyomyang berguna bakteriosinnya sebagaigasvet bahan pangan
dan pembuatan kosmetik baik lotion maupun sabun kecantikan. DiDeuih
merupakan makanan tradisional masyarakat Sumatera Barat yang berasal dari
fermentasi alami susu kerbau di dalam tabung bambu oleh mikroorganisme
penghasil asam lakt 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



memproduksi dadih yang ditambahkan staytatu 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 iyg berbeda di tiapiap 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 laimg, y
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) menyatakarbebeapa jenis bakteriosin dari BAL mempunyai
spektrum yang luas dan mempunyai aktivitas menghambat terhadap pertumbuhan
beberapa bakteri patogen pada makanan sepmsteria monocytogenesan
Staphylococcus aureudAfrianto, Liviawaty dan Rostini (2006) bezpdapat
bahwa BAL mampu memproduksi asam laktat sebagai produk akhir perombakan
karbohidrat, hidrogen peroksida dan bakterio3umlah bakteri asam laktat yang
dihasilkan berpengaruh terhadap kualitas dan daya simpan dadih tersebut. Ini
semua saling berkan 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 makayemy dingin dan makanan dalam
kantung vakum yang diharapkan agar mempunyai daya simpan yang lama.

Bakteriosin yang dihasilkanleh bakteriasam laktat semakin mendapat
perhatian sebagai bahan tambahan makaf@od (additivey yang berpotensi
untuk menghaimat pertumbuhanbakteri pathogensebagai pengkontaminasi
makanan. Bakteriosin dapat dihasilkan dari bakteri gram positif, seperti
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus,
Lactococcus lactis, Streptococcus cremoris, Pemlioas halophilus dan
Pediococcus cerevisiagang diisolasi dari yoghurt, keju dan susu fermentasi
(Mohammed dan ljah, 2013).



Baketriosin merupakan peptidasenyawa metabolit sekundeyang
dihasilkan oleh bakteri asam laktatang memiliki potensi sebaggiengawet
alami (biopreservasi) untuk menggantikan pengawet &ibahan makanan.
Konsumen mulai memperhatikan formulasi produk pangan yang menggunakan
pengawet kimia, sehingga adanya permintaan dari konsumen dalam mengkosumsi
makanan sehat, salah satungilah penggunaan bahan alami dalam formulasi
makanan.

Bakteriosin dapat diekstraksi dari bakteri melalui proses propagasi dalam
media dalam kondisi lingkungayang dapat menginduksinyatuk menghasilkan
senyawa peptide tersebut. Bakteriosin yang dikesi bermacanmacam
jenisnya tergantung pada strain penghasilByatraksi bakteriosin penting untuk
memperbaiki pengawetan makanan pada makanan olahan yang tidak melibatkan
proses fermentasi dan bagi makanan yang tidak cocok untuk diinokulasikan
dengan bkteri asam laktat. Bakteriosin yang dihasilkan dlelstobacilli dan
Bifidobacteriamendapat perhatian yang lebih banyak mengingat peranan positif
bakteri ini dalam usus manusia (Surono, 2004)

Sumber bahan pangan yang menghasilkan Bakteri Asam Laktdt) (BA
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 Boyommerupakan salah satlahan 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.

Boyomini biasanya diketahui dan banyak diminati masyarakat yangiada d
daerah Pasaman. Namun demikidogyom belum begitu dikenal luas oleh
masyarakat Sumatera Barat dan boyom biasanya hanya diketahui oleh masyarakat
yang bersuku Mandailing. Masyarakat yang mengetdimyiom di antaranya
adalah masyarakat di Kecamatan Raagyeerdiri dari Kenagariamarungtarung,
Padang Mentinggi dan Rao Utara. Hal ini dikarenakan ketiga daerah tersebut
merupakan daerah bersuku Mandailing sehingga olahan maay@ammenjadi

salah satu makanan familiar di daerahnya.



Boyomdapat diolah darberbagai jenis ikan, yaitu ikan dengan ukuran
kecil dan biasanya berasal dari sungai. lkan berukuran kecil yang sering
digunakan pernah ditemukan di Danau Maninjau oleh Bleeker pada tahun 1853
dengan nama ilmialNgmacheilus pfeifferaealari famili Nemadellae. Ikan lain
yang sering digunakan adalah lkan Kepala Tir(@plocheilidae) lkan Pantau
(Poecilia reticulata) Udang dan lkan Batu. Sehingga dalam penelitian ini
digunakarboyomdari berbagai jenis ikan.

Ikan yang sering digunakan dalam pembudtayom biasanya ditemukan
di sisi bagian dasar sungai. Ukuran tubuh ikan yang digunakan tersebut bervariasi
dalam setiap jenisnya. lkan tersebut hidup dengan memanfaatkan bahan pakan
yang tersedia secara alami pada lingkungannya seperti fitoplankton, zooplankt
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 oleBuntin 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 laktatal ini sesuai dengan yang disampaikan Sumaeyati. (2011)
bahwa BAL adalah kelompok bakteri yang mampenghasilkan asam laktat
melalui perubahan karbohidrat (glukosa) menjadi asam laBakteri ini
memberikan kontribusi yang cukup besar terhadap perbaikan flavour, tekstur dan
masa simpan produk fermentasi.

Isolasi dan identifikasi BAL darboyomperting untuk dilakukan demi
mendapatkan spesies BAL yang terdapat pBdgom Karenaboyom bukan
merupakan produk olahan fermentasi tetapi berbahan dasar ikan, maka
diprediksikan bahwa boyom mempunyai BAL yang akan sangat berguna sebagai
pangan probiotik bag manusia. Semua identifikasi Bakteri Asam Laktat

mengguanakan PCR 16S rRNBAL memiliki kemampuan untuk memproduksi



pengawet biologi yang telalarha dikenal mampu memperpanjangsa simpan
bahan pangarBakteriosin merupakan peptide, senyawa metabdtiirsder 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 pathogemrd pembusuk yang bersifat sensitif, terutama dari
golongan bakteri gram positif dan ditularkan melalui bahan padgtmya BAL

dan bakteriosin sebagai probiotik halal dapat dimanfaatkan untuk biopreservasi
pangan yang dapat meningkatkan nilai produk hasiak seperti olahan susu
(susu fermentasi, yoghurt, mentega, keju), telur (mayonese, tepung telur) dan

daging (sosis, nugget) yang merupakan pangan fungsional dan rendah kolesterol.



BAB 2. METODE PENELITIAN

Tahap 1. Pengujian Kualitas Dadih dan Boyom
a. Sifat fisik dan kimiaDadihdari 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 laktatdari Dadih dan Boyom

Langkah-langkah yang dilakukan dalam isolasi bakteri asam laktat (BAL)
menurut Syukur dan Hidayat2005)adalah :

1. Dipersiapkan media enrichment yaitu dengan melarutkan 23.0202 g de
Mann Rogcsa Shape (MRS) Broth (Merck) dalam 441 ml aquades
(Pembuatan secaa umumnya adalah 52.2 g MRS Broth dalam 1 000 ml
aquades), kemudian dipanaskan sambil dihomogenisasi dengan hot plate 1
stirrer padasuhu 100°C, setelah agak dingin (£ 55°C) lalu dituang ke dalam
Erlenmeyer kemudian di autoclave (15 menit, 121 °C dan tekanan 151bs).

2. Dipersiapkan media de Mann Rogosa Shape (MRS) Agar (Merck)
dengan melarutkan 13902 g MRS Agar dalam 210 ml aguades
(Pembuatan secaa umumnya adalah 662 g MRS Agar dalam 1 000 ml
aquades), kemudian dipanaskan sambil dihomogenisasi dengan hot plate 1
stirrer pada suhu 100 °C, lalu di autoclave, setelah agak dingin (x 55 °C)
dituang ke dalam masing-masing cavan petri sebanyak + 15ml.

3. Menggunakan sendok steril dan aluminium foil dadih ditimbang sebanyak 1
g, kemudian dilarutkan dengan 9 ml larutan MRS Broth dalam tabung
reksi, laludivortex sampai enomic . Hasil ini disebut pengenceran 10
dimasukkan ke dam anaerob jar, kemudiaiinkubasi selama 24 jam dalam
anaerobic jadengan suhu 3T.

4. Hasil 10" tersebut diambil 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
berisi 9 ml larutan MRSBroth, lalu di vortex sampai enomic . Hasil

pengenceran ini disebut dgm pengenceran f0begitu seterusnya sampai



8.

pada pengenceran10

Dari pengenceran 10diambil 100 pl sampel dan ditanam dengan metode
spreadpadapetridishyang telah berisi media MRS Agar, kemudian diratakan
denganhockey stickyang sebelumnya digikkan dengan nyala bunseman
dibakar lalu diangiranginkan.

Inokulum disimpan dalam anaerob jar kemudian diinkubasi dalam
anaerobic jarselama 48 jam pada suhu®°B7dan dilakukan pengkodean
petridishdengan menandai mastngasingpetridish

Setelah 48am, single colonyyang 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 sufl@.37

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.

2.

3.

Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel (Kontrol)

Satu ml kultw 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,@R

Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel Tanpa Asam Organik

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

menghilangkan efek hambatan karena adanya asam organik. Supernatan

disaring dengan membran filter 0,@2R

Aktivitas Antimikroba Supernatan Bebas Sel Tanpa Asam Organik gan H

(disebut jugaacteriocintLike SubtanceBLS)

- Supernatan yang telah dinetralkamgan NaOH 1 N (3.1.2), ditambah
dengan 1 mg/ml katalase untuk menghilangkan pengaruh hambatan dari
H,0,. Supernatan disaring dengan membran filter J22

- Media MHA 15 ml steril dituangkan ke dalam cawan petri. [8bte
membeku, dibuat 3 buah sumur dengan ukuran 5 mm. Kapas&igoh(

budg dicelupkan ke dalam bakteri indikator dan diputar beberap Kkali.

10



Selanjutnya diinokulasikan pada permukaan media MHA dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu’G7

Selanjutnya supernatan pada masintpsing perlakuan 3.1.1 sampai
dengan 3.1.2, diambil sebanyak |85dan dimasukan pada masingsing
sumur dan didiamkan selama-26 menit. Selanjutnya diinkubasi selama

24 jam pada suhu 3Z dalam kondisi anaerob. Kemudian diukana
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 BAL dengan 16 rRNA dengan menggunakan PCR
1. Isolas Genamik DNA Bakteri Asam L aktat
2. Reaks 16S rRNAPCR

a.

Gen 16S rRNA dai  enomic DNA yang diisolasi dari koloni
bakteri murni diamplifikasi dengan PCR.

. Reksi amplifikasi DNA dilakukan dalam Thermocyder Mupid- Exu

dengan menggunakan primer 8F (5SAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) dan
1541R(56AAGGAGGTGATCCAGCCQ).

DNA template yang digunakan adalah 3 pl dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf. Bahan-bahan untuk satu sampel dalam resksi PCR adalah 38,5
pl ddH,O, primer F dan R masing-masing 0,5 pl dan 2 ul 2,5 mM dNTP,
tag-polymease 0,5 pl dan 10 x buffer 5 ul dibuat dalam eppendaf 0,5
ml. Sebanyak 47 ul bahan di atas ditambahkan ke ddlam tabungeppendarf
DNA template.

. Protokol PCR adalah sebanyak 35 siklus PCR (predenatuas 96 °C

selama 5 menit), (denaturasi96 °C selama 1 menit, annealing 55 °C
selama 1 menit), (exXernsion 72 °C selama 3 menit dan final exension

72 °C selama 7 menit.

. Produk PCR dianadlisa pada 1 % ge agaose dan divisualisasi

dengan ultraviolet illumination setelah ditambah ethidium bromide5 pl,
Band DNA vyang diperoleh pada agar dipotong dan dipurifikasi
dengan Promega Kit Protocol (Mustopa, 2009)
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3. Gel Electrophoresis
Setelah di PCR 3 ¢l DNA ditambah dengan 5 ¢l loading dying bufer
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) neggunakan
BLAST (Basic Local Alignment Search Tdol

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 (konsentrasi2@(30,40,50
dan 60%)

3. Pengukuran Kadar Protein dan Berat Molekul Bakteriosin Isolat BAL
dengan SDSPAGE

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 20C selama 7 hari dan 24 jam masimgsingnya, dilakukan dengan
metode difusi agar. Bakteri indikka E.Coli (NB) dan L.monocytogenes

(NB). Kultur diinkubasi pada suhu %7. Kemudian disiapkan supernatan

dari isolat BAL yang akan diuji. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 5 dan
20°C selama 7 hari dan 24 jam, masingsingnya.

5. Pengujian Stabilitas Paras 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,
10C@ dan suhu 12C selama 15 menit. Dibandingkan dengantiar{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 20@u dari isolat BAL
dilarutkan dalam20 pl larutan enzim protenase K (Larutan enzim dalam
NaOH atau buffer fosfat pH 7) dan diinkubasi selama 2 jam pada st@u 37
Pengujian dilakukan dengan metode difusi agar. Supernatan yang sensitif
terhadap enzim adalah yang tidak menghasilkan zonadeni

7. Produksi Serbuk Bakteriosin dengan MenggunakarSpray Dryer

Tahap 6 : Aplikasi Bakteriosin Isolat BAL sebagai Biopresevatif pada
Produk Hasil Ternak

1. Susu Fermentasi dari Perlakuan : Persentase penambahan dosis
baketriosin terhadap lama penyimparan Sdanjutnya 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 penambaha dosis
bakteriosin terhadap lama penyimpanan
Pembuatan sosis dengan penambahan bakteriosin BAL mod#ikggraini,
Tejasari dan Praptiningsili2016) sebagai berikutDaging sapi digiling
dicampur dengan bumiawmbu (tepung tapiokal5% susu skim 10%,
bawang putih 0,4%, bawang merah 0,6%, lada 0,15%, gula Ipata,
0,1%dan garam 2%), kemudiaonan ditambah bakteriosin sampai 12 %
lalu dimasukkan ke dalam casing (selongsong) kolagemudian
direndam dalam air suhu %D, Sosis dimasak denganraa dikukus pada
suhu 86C selama 30 menit. Setelah matang, sosis didinginkan pada suhu
kamar selama * 2 jansosis 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, dik&n 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 14.8x10CFU/g , sampel dadih dari peternak AS
mempunyaitotal koloni aerob sebanyak 46.4%10FU/g dan sampel dadih dari
peternak KI mempunyai total koloni aerob sebanyak 5HxU/g. Hasil dari
total koloni bakteri aerodadih bisa dilihat lebih jelasada Tabel 1

Tabel 1. Hasil total koloni aeroldadih Kdbupaten Solok, Lembang Jaya Naga
BatuBajanjang

No Kode Sampel Total Koloni Bakteri Aerob
1 AN 14.8x1d CFU/g

2 AS 46.4x10 CFU/g

3 KI 50x10' CFU/g

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

Sebelumnya Soeparno (1996) menyatakan battemadar 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
setinggitingginya adalah 3 juta .

Penelitian Sugithaet al., (1997) diperoleh ataan koloni bakteri adalah
3.33x10 -121x10 koloni/ml. Bakteri dadih yang dibuat dalam tabung plastik
dengan penambahan start®treptococcus lactisAdapun penelitian Ibrahim
(2002) diperoleh rataan jumlah bakteri dalam dadih yang dibuat di dalam kemasa
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 tang bambu yang dapat larut dalam susu dan
senyawa tersebut bersifat menghambat pertumbuhan beberapa spesies

mikroorganismeHasil uji total koloni aerob dadih asal Kabupaten Solok, didapat
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hasil bakteri aerob yang ditanam di media PCA seperti terlihat @aanbar 1
dibawabh 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.8 X 1d
CFU/g, AS adalah 15.3 X 10CFU/g, KI adalah3.8 X 10 CFU/g. Hasil
penelitian sesuai dengan pendapat Suryono (2003) yang menyatakan bahwa dadih
berkualitas baik mengandung BAL sebanyal-10° CFU/g. Hasil dari total
koloni BAL dadih bisalilihat lebih jelas pada Tabel 2

Tabel 2. Hasil total kolom BAL dadih dan Bambu Kabupaten Solok, Lembang
Jaya Nagari BatBajanjang

No Kode Sampel Total Koloni BAL
1 AN 20.8 X 10 CFU/g
2 AS 15.3 X 10 CFU/g
3 KI 3.8 X 10 CFU/g
4 BN 87 X 10' 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° i 10° CFU/g. Dari hasil penelitian total koloni dadih yang berasal dari
Kabupaten Tanah Datar sesuai dengaretatFAO/WHO (2001) karena total
koloni BAL yang dihasilkan berada pada jumlatf.1Dari hasil isolasi BAL,
didapatkan koloni BAL yang bewarna putih kekuningan, baik pada pengenceran
10". Hasil ini sesuai dengan penelitian yaetph dilakukan oleh Purwadit al.,
(2005) yang menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS
Agar.
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Hasil dari total koloni BAL dri sampel bambu BN adalah 8718 CFU/g
hal ini sesuai dengan pendapat Ibrahim (2002) yang menyatakan di dalam bambu
terdapat bakteri asaraltat 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 dalmambu inilah yang

mengandung BAL. Menurut hasil penelitian Sisriyenni dan Zurriyati (2004)
diperoléh total koloni pada bambu 168LCFU/g. Hasil total koloni BAL dapat
dilihat pada Gambar 2 dibawah.ini

Gambar 2 Total Koloni Bakteri Asam Lalat Dadih dan BambAsal 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 nutrsiutrisi dan pHoptimum pertumbuhan BAL . BAL
yang telah dilakukan pengayaan dengan MRS Broth selama 24 jam dilanjutkan
dengan pengenceran bertingkat sampai dengarHa8il 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 padaa@bar dibawah ini.

Gambar 3lsolasi Bakteri Asam Laktat Asal Dadih dan Bambu Asal Kabupaten
Solok
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Koloni BAL pada media MRS Agar yang ditemukan pada penelitian ini
sesuai dengan penelitan yang dilakukan oleh Komen@l., (2005) yang
menyatakan bahwa karakterisasi morfologi isolat BAL berdasarkan warna
menunjukkan bahwa koloni BAL berwarna putih susu dengamuk bundar.
Hasil ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Petadtj (2005)
yang menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS Agar.

4. ldentifikasi Morfologi BAL Dadih
a. ldentifikasi Makroskopis

Kegiatan identifikasi makrosipis 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 burmewarna
putih susu dengan tepian licin dan elevasi cembyemy dapat dilihat pada

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

Gambar 4.ldentifikasi Bakteri Asam laktat Asal Dadih Asal KabwgaSolok
Secara Makroskopis

Koloni BAL pada media MRS Agar yang ditemukan pada penelitian ini
sesuai dengan penelitan yang dilakukan oleh Korerad (2005) menyatakan
bahwa karakterisasi morfologi isolat BAL berdasarkan warna menunjukkan
bahwa lloni BAL berwarna putih susu dengan bentuk bundar. Hasil ini sesuai
dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Purwettal (2005) yang
menghasilkan koloni BAL bewarna putih kekuningan pada MRS Agar.
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b. ldentifikasi Mikroskopis

Kegiatan ientifikasi mikrdsopis yaitu dengan melakukan pewarnaan Gram
pada koloni tunggalsingle 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 mémmdinding 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 B@lihter

dapatdilihat pada Gambar &ibawah ini.

Gambar 5Pewarnaan Gram isolat BAAsal Dadih Kabupaten Solok

Pada hasil pengamatan perwarnaan gram isolate asal téadiat bahwa
isolat yang didapat adalah gram positihgan menunjukahasil warna ung dan
berbentuk batang (basil). Hasil ini menandakan bahwa isolat tersebut merupakan
kelompok dari BALdikarena mempunyai ctdiri perwarnaan yang sama yaitu
gram positif dengan bentuk batang (badial 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 pevarnaan gam diatas didaplkén bakteri gam 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 meagevarna 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

18



sudah dicuci dengan alkohol dan ketika diberi safranin yang berwagrghm
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 memilikdidg8iu sel
cukup tebal (280nm) dan érdiri 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 tersebutktibésa 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. ldentifikasi 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 diéihdengan munculnya fragmen produk PCR
dengan ukuran 1500 bp yang merupakan ukuran yang diharapkan jika
menggunakan primer forward F 2657 F ( 56 AGA GTT TGA TCC T
AG-3) dan primer reverse Primer R 26492 R (56 GTT TAC CTT G’
ACTT-3). Hasil elekroforesis isolat BAL yang diapatkan adalah seperti Gambar

6 dibawabh ini.

Gambar 6 Hasil elektroforesis PCR isolate BAlaid dadih
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b.

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

Analisis Sekuersing Gen 16S rRNA Isolat dari Dadih
Hasil sekuensing dibandingkan dengan data GeneBank menggunakan program

BLAST dan Pohon filogenetik yangerhasil dilapat dari isolat dadilapat dilihat pada
Gambar7,8,910,11,12dibawah ini.
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Gambar 8Hsasil analisis BLAST isolate dadih (AN)
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Gambar 9Pohon filogenetik isolat dadih (AN)

CITGCACCIG
ACCTGCCCAG
GITCGCATGA
TGCATTAGCT
AGACTGATCG
GGGAATCTTC
TTCGGCTCGT
TGACGGTATT
GGTGECAAGC
TGATGTGAAD
AGALGAGEET
CAGTGGCGAR
GAACAGGATT
GTTTCCGCCC
CAAGGTTGAR
ATTCGRAGCT
GGGCGITTCC
GAGATGTITGE
TTGGGECACTC
CATCATGCCC
GAACTCGCGA
CTCGCCTGCA
TTCCCGGGEEC
TGGEGGET

ATTGATITIG
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ARAGCTCTGT
TARCCAGALD
GTTATCCGGA
GCCTITCGGEET
AGTGGAACTC
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AGATACCCIG
TTCAGTGCCE
ACTCARAGGR
ACGCGAAGRD
TTCGGGAACT
GTTAAGTCCC
TAGTGAGACT
CTTATGACCT
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GICGCCAACGE
CRACATTTGGE
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GAGCTAACGC
ATTGACGGGGE
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GCAACGAGCG
GCCGGTGACA
GGGCTACACA
ATCTICTTALZRD
ATCGCTAGTA
CGCCCGTICAC

AGTGGCGGAC
ARACAGATGC
TCTCGCTATC
ACCRAAGGCGA
CGGCCCATAC
TGGAGCAACA
GAACACGTAT
ACTACGTIGCC
GTAAAGAGAG
AGTGCATCGE
GGTGGAATGC
CTGACGCIGA
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TGGTGCATGE
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CGIGCTACAR
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GGGTGAGTAR
TAATACCGCA
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TGATGCATAG
TCCTACGGGA
CCGCGTGAGT
GAGAGTAACT
AGCAGCCGCG
TGCAGGCGGET
ARACTGGATA
GTAGATATAT
GACTCGAJAG
TGAGTGCTAG
CCGCCTGGGE
GCGGTIGGAGC
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AGGETGEGEEAC
TGGACGGETAC
GITCGGACTG
AGCATGCCGC
TTTGTAACAC

Gambar 10Hasil sekuensing nubtida isolat BAL dari dadih (K1

21



v 0 16 0

v 618 18 0

’ 15 2618 0 19 |

v N 13 12541 « 0 19

v 1 12514 0 19 f

v 1 2613 2M 0 19

¢ L N ir DO Lene. 13 26 0 a8

v 2 2613 2613 0.0 19 P30T 1
v 513 25 0g 99

Latohardi Sperans sy £ g
Lok dim Soveontos ryae 177 165 phoscessl T3 zo9e pars’ e
Lactohacdin S syuin 175 165 rhoscmal 23 eowe. pasis e
Letohacin Srvarmy syae U1 4G4 1 rhosenss) PNS 2o patl megmmvs
Laciohaedim Somarton yyse NOCITT), compltte em

otoha T Spemien s UATTIIST il %4 noe gt semmer
Lethaclin jrvaram gt 1] 28 o a0

Lackbaciin Seweram sran 117 15 chosomal X4 2200 parl segumce

S
Gambar 12Pdon filogenetik isolat dadih (KI)

Berdasarkan hasil PCR dmerase Chain Reaction) yang telah dilakukan dan
setelah dianalisis menggaitan BLAST seperti pada gambar 10, lldan di&as
diperoleh jenis bakteri isolat dadA&N memiliki kemiripan 100% dengalactobacillus
fermentum strain NCC2970, complete genétal ini menandakan bahwarjis bakteri
isolat BAL pada dadihyang ditemukan adalah Lactobacillus fermentum strain
NCC2970, complete genom

Berdasarkan hasil PCR (Polymerase Chain Reaction) yang telah dilakukan dan
setelah dianalisis menggakan BLAST sepér pada Gambar 13, 14 dan Ibatas
diperokh jenis bakteri isolat dadih Khemiliki kemiripan 100% dengabactobacillus
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fermentumstrain NCC2970 complete genom. Hal ini menandakan bahwa jenis bakteri
isolat BAL pada dadih yang ditemukan adalalactobacilus fermentum strain
NCC2970, complete genom.

Penelitian ini sesuai menurut Arriani et.al (2009) bahvemgphhan dadih
umumnya menggunakasusu kerbau elalui fermentasi alami dengamemanfaatkan
bakeri asam laktat. Hasil isoladbakteri asamlaktat pala dadih salah satunya
Lactobacillus fermentum Lactobacillus fermenturmerupakan bakri asam laktat yang
bersifatheterofermentatif yaitu bakteri yang menghasillesam laktat sekitar 50% dari
fermentasi glukosa. Selain itu,. fermentumjuga menghsilkan etanol, Cg senyawa
citarasa dan manitol (Surono, 2004). Gpktect al. (2006) menyatakahahwa bakteri
Lactobacillusmerupakan bakteriraerobik fakultatif yang mampoertahan hidup dalam
kondisi lingkungan yang emgandung oksigen. Bakteriiitidak mempunyai enzim
katalase atau katalase nefdétapi bakteri ini mempunyaienzim peroksidase yang
mampu menginaktifkan H202.actobacillus fermentunmampu tumbuh baik pada
kisaran pH 23 dan garam empedu 0,3%%6. Selain itu, bakteli. fermentummempunyai
aktivitas antimikrobaterhadap bakteri patogen diantaranya baktei. coli, S.

typhimurium danS. aureugPermanasari, 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 pengencétakettudian
dilakukan pengitungan total koloni sehingga didapatkan total koloni bakteri aerob
boyomasal Kabupaten Pasaman. Hasil dari total koloni bakteri derpdimbisa
dilihat lebih jelagpada Tabel 3

Tabel 3. Hasil total koloni bakteri aerbbyomasal Kabupaten Pasaman

Kode Sampel Total Koloni Bakteri Aerol{ x10°CFU/g)
A 10
B 10
C -
D -
E 250
F 170
G 30
Keterangan :
A = |kan TaliTali asal Desa Pacuan
B = |kan TaltTali dan gnambahan daun Rosella asal Desa Pacuan
C = Ikan Kepala Timah dan penambahan daun Rosella asal Desa Pacuan
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= |kan Kepala Batu asal Desa Pacuan

= lkan Pantau dan penambahan daun Rosella asal Desa Pacuan
= Udang asal Desa Pacuan

= |kan TaliTali asalDesa Tampang

GO T mo

Pada penelitian ini diidapatkan bahwayom A mempunyai total koloni
bakteri aerob sebanyak 10XXDFU/g, boyomB mempunyai total koloni bakteri
aerob sebanyak 10x1CFU/g, boyomC tidak ditemukan total koloni bakteri
aerob pada pengencargersebutpoyomD tidak ditemukan total koloni bakteri
aerob pada pengenceran tersebay,omE mempunyai total koloni bakteri aerob
sebanyak 250xf@FU/g, boyom F mempunyai total koloni bakteri aerob
sebanyak 170xfCFU/g danboyom G mempunyai total koni bakteri aerob
sebanyak 30xTCFU/g.

Hasil total koloni yang paling rendah ditemukan pdmgyom C dan D,
sedangkan total koloni tertinggi ditemukan paaiomE. Tingginya hasil yang
didapakan padaoyomE adalah karena pengaruh sanitasi dan higieng aruk
saat proses pembuatan. Sebelum proses pemboeyamE, ikan pantau yang
digunakan tidak dibersihkan dari kotorannya terlebih dahulu. Sementara dari seqgi
fisik ataupun bentuk luar ikan pantau, ikan ini terlihat mempunyai kotoran yang
lebih banyakdari 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 bakieaerobdalam peneliian inyaitu G
250 x 10CFU/g. Hasil yang didapatkan sesuai dengan Standar Nasional
Indonesia (2009) tentang cemaran mikroba pada ikan yaitu maksimal sebanyak 5
x 10°CFU/g Namun, secara umum hasii lebih rendahdari penelitianAntoni
(2016) yang meneliti tentang fermentasi spontan bekasam ikandargan
penambahan kerak nasi kerirfgngan jumlah koloni berkisar ant&a7 x
16°CFU/g- 8,42 x10°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 aboglomrendah. Hal ini
sesuai dengan yang disampaikan Hariana (2008) babwed jeruk nipis

mengandung bahan kimia diantaranya assitrat sebanyak -7,6%, lemak,
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mineral, vitamin B1, minyak terbang (minyak atsiri agssensial o)l Hal ini
juga didukung oleh pendapAibinu, Adenipekun, Adelowotan, Ogunsangan
Odugbemi (2007bahwa nmyak atsiri mempunyai fungsi sebagai antibakter
terhadap beberapa bakteri y&taphylococcus aureus, Bacillus cereus
Salmonella typhdan golongar€andida albicans

Hasil uji total koloni aeroboyomasal Kabupaten Pasaman dapat dilihat pada
Gambarl3di bawah:

Gambar 13 Total Koloni Bakteri AerolBoyomAsal 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 BAhoyom bisadilihat lebih jelas pada Tabel
4.
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Tabel 4. Hasil total koloni bakteri anaebmlyomasal Kabupaten Pasaman

Kode Sampel Total Koloni BAL (x10° 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 BAboyomA adalah 24 x 1DCFU/qg,
boyomB adalah 16 x 1%CFU/g, boyomC adalah 13,6 x fCFU/g, boyomD
adalah 16,7 x RCFU/g, boyomE adalah 15,6 x PCFU/g,boyomF adalah 23,5
x 10PCFU/g darboyomG adalah 20,8 x f@FU/g.

Jumlah rentang total koloAL pada penelitin ini yaitu 13,6 x $GFU/g -

24 x 10 CFU/g. Hal ini sesuailengan kriteria FAO/WHO (2002) karena sebagai
pangan probiotik BAL yang dihasilkan harus berada pada jumldh i10
16°CFU/gram.Namun hasil yang didapatkan lebih rendah dari fitrelAntoni

(2016) yang meneliti tentang fermentasi spontan bekasam ikan nila dengan jumlah
koloni berkisar antar&5 x 10'CFU/g - 86,7 x 10'CFU/g. Hal ini terjadi karena
boyom bukan merupakan olahan ikan fermentasi melainkan total BAL yang
didapatkan haya bersumber dari bahan yang digunakan secara langsung. Bahan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah lkan dan btmiioobu (bawang
merah, bawang putih, perasan asam) dan dibungkus dengan daun pisang.
Sementara banyaknya total koloni BAL dalam suatu ydodiapat dipengaruhi

oleh proses fermentasi.

Hal ini sesuai dengan yang disampaikan Nuraini, lbrahim dan Rianingsih
(2014) yang menyatakan bahwa selama proses fermentasi bakteri asam laktat akan
mengubah karbohidrat menjadi asam laktat. Sementara dalatitiparini tidak
ada penambahan sumber karbohidrat di dalamnya, sehingga gula yang dapat
bermanfaat bagi bakteri asam laktat di datzyomtidak begitu tersedia. Hal ini
menyebabkan jumlah bakteri asam laktat dabayomlebih rendah.

Hal ini juga sesuailengan yang disampaikan Janniaégowo, PromoncAl-

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 dimetabolisiamakakin banyak

pula asarasam 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 anaeb dapat dilihat pada Gambar dibawah.

Gambar 14.Total Koloni BALBoyomAsal Pasaman
3. Isolasi dan Identifikasi BAL

a. Metode Konvensional Secara Makroskopis

Isolasi dan Idenifikasi BAL secara makroskopis dimulai dengan
menumbuhkan BAL pada medium selekKRS brothyang nengandung nutrisi
nutrisi dan pH optimum untuk pertumbuhan BAL. BAL yang telah dilakukan
pengayaan dengaMRS Brothselama 24 jam dilanjutkan dengan pengenceran
bertingkat sampai dengan 40Hasil pengenceran ditanam ke dalMRS agar
dan diinkubasi selam48 jam. Setelah inkubasi akan muncul kekwibni 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 Identifikag8oyom 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 mertekan jenis bakteri Gram positif atau
Gram negatif yang ditandai dengan penyerapan warna reagen oleh bakteri.
Apabila bakteri menyerap warna reagerystal violet yaitu bewarna violet,
bakteri tersebut merupakan Gram positif (+). Sedangkan dikatakaniliaider
negatif €) jika bakteri tersebut menyerap warna reagen safranin yaitu bewarna
merah (Asmagq, 2016).
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Hasil pewarnaan @m dapat dilihat pada Gambar dibbawah.
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Gambar 16Pewarnaan Gram isolat BARoyomasal Kabupaten Pasaman

Hasil pewarnaan gram BAL yang diisolasi déoyom asal Kabupaten
Pasaman merupakan bakteri Gram Positif yang ditandai dengan warna ungu.
Bentuk bakteri yang dihasilkan yaitu berbentuk batdagi{) dan bulat §occus.

Bentuk batang ditemukan padabdyom E dan F sedangkan bentuk bulat
ditemukan padéoyomA, B, C, D dan G. Hal ini sesuai dengan Salmieéeml

(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. Uiji Tipe Fermentatif
Uji tipe fermentatif merupakan salah satu uji sifat biokimia. Tujuan pengujian
ini adalah untuk menggolongkan BAL termasuk ke dalam ketkm

homofermentatif atau kelompok heterofermentatif.

Hasil uji tipe fermentatif BALboyomdapat dilihat pada Gambar di bawah.

Y P

C D E

Gambar ¥. Uji Tipe Fermentatif

Hasil pengujian uji tipe fermentatif dari masingasing boyom asal
Kabupaten Pasnan dapadilihat pada Tabéb.

Tabel5. Uji tipe fermentasi isolat BAboyomasal Kabupaten Pasaman
Isolat Homofermentatif Heterofermentatif

OTMMmMUOUOm@>
F

Hasil penelitian yang udidapatkan yaitu semua isolat BAL bagaim
Kabupate Pasamammerupakan bakteri tipe homofermentatif yaitu bakteri yang
produk utamanyadalahasam laktat.Hal ini ditandai dengan tidak munculnya
gelembung gas pada tabung durham yang diletakkan di dalam medi&8MRS
MERCK.

Hasil ini juga sejalan dengan rmpapat Syukur dan Purwati (2013) yang
menyatakan bahwa BAL homofermentatif melibatkan j&unbden Meyernef
Parnasyaitu glikolisis yang menghasilkan asam laktat, 2 mol ATP dari 1 molekul

glukosa/heksosa dalam kondisi normal, tidak menghasilkan CO2 dan
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merghasilkan biomassa sel dua kali kebih banyak daripada BAL
heterofermentatifRoss, Morgan dan Hill (2002) menambahkan bahwa anggota
kelompok homofermentatif meliputiLeuconostoc, Weisselladanbeberapa
Lactobacillus.

Bakteri asam laktat heterofermentatiEnguraian glukosa oleh BAterjadi
melalui jalur pentose fosfat. Pada fermentasi ini yang bekerja adalah enzim
fosfoketolase dan dapat menghasilkan asam lakt&®04%, etanol, asam asetat
dan CQ.Kondisi pertumbuhan yang berbeda bisa menghasilkan prokhik a
fermentasi yang berbeda, sebagai akibat dari berubahnya metabolisme piruvat dan
penggunaan elektron akseptor eksternal seperti oksigen atau senyawa organik.
GenusLactobacillusterdiri dari 70 spesies dan dikelompokkan menjadi 3 sub
grup, kebanyakan dmofermentatif, namun ada juga yang heterofermentatif.
Lactobacillussecara umum lebih tahan terhadap asam dibandingkan dengan genus
bakteri asam laktat lainny&yukur dan PurwatR013)

Suryani, Santoso dan Juffrie (2010) menyatakan terdapat dua tipentesi
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 menghadiian 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 emghasilkan atau memproduksi gas disebut
homofermentatif.
d. Uji Katalase

Gambar dari hasil uji katalase BAL dapat dilihat padamBar 18di

bawah.

Gambar 18Uji Katalase BALBoyomasal Kabupaten Pasaman
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Hasil uji katalase kultur BAL asddoyomdapa dilihat pada Tabel @li
bawah.

Tabel6. Uji Katalaseasolat BAL boyomasal Kabupaten Pasaman
Isolat Katalase
A Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif

OmMmMmOO @

Hasil yang didapatkan tersebut sesuai dengan yang disampaikaor,Syuk
Fachrial dan Jamsari (2014) bahwa dengan meneteskan 2 tetes H202 3% pada
kultur yang berumur 24 jam. Reaksi positif katalase ditunjukkan dengan
membentuk gelembung yang artinya ada pembentukan gas oksigen sebagai hasil
pemecahan H202 oleh enzim katalgang diproduksi bakteri tersebut.

Bakteri Asam Laktat termasuk bakteri katalase negatif, sehingga tidak
menghasilkan gelembung gas. Hal ini sejalan dengan penelitian Desrahr
(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
sdu sampel dengan kode A.Tabebdirbawah merupakahasil yang didapatkan
dari pengujian aktivitas antimikroba dan uji antibiotik.

Tabel7. Aktivitas antimikroba BAL dan uji antibotik

Sumber hambat Bakteri Uji (mm)
E.coli  Staphylococcus Listeria monocytogenes
0157 aureus

BAL ( BoyomA) 18 18 14

Penisiin - - -

Ampisilin 15 17 24

Kanamisin 25 14 15

Gambar Uji aktivitas antimikroba BAL dengan kontrol antibiatdpat dilihat
pada Gambard
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Gambar 9. Uji aktivitas antimikroba BAL dan uji antibiotik

Keterangan. a . Uji Listeria nonocytogenes
b . Uji Staphylococcus aureus
c : uji E. coli 0157
P > penisilin
A : ampisilin

K : kanamisin
BAL :isolat asaboyomA

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan didapatkan bahwa isolat BAL
asal boyom mampu menghambat pertumbuhaetiga bakteri patogeryang
digunakan.Daya hambat BAL termasuk ke dalam kategori dengan daya hambat
kuat terhadap bakteri patogen. Hal ini sesuai demdarales Sierra, Mancilla,
Paredes, Loyola, Gallardo dan Borqud2003) aktivitas zona hambat
dikelompkkan menjadi empat kategori yaitu: aktivitas lemah (<5mm), sedang
(51 10mm), kuat (>1020mm), sangat kuat (8230mm).

Hasil penelitian zona bening yang didapatkan pada BAL terhadap
Staphylococcus aureudalam penelitianini lebih tinggi dibandingkan hasil

penelitianAritonang, Roza, Rossi, Purwati dan Husmaini (2017) tentang aktivitas
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antimikroba isolat BAL Okara terhadap bakteri 8faphylococcus aureubasil
yang didapatkanterhadap BALyaitu 5,06 mmi 9,10 mm. Rngujian untuk
antibiotik penisilin, ampiéin dan kanamisin untuk bakteri uftaphylococcus
aureusresisten terhadap antibiotik karedalapatkan hasilberturdtirut 0 mm,
17mm dan 14 mm Isolat BAL boyom A memiliki aktivitas kuat dalam
menghambat pertumbuhan bakteri, i§ehingga dapat dikatakasbahwa isolat
BAL boyomA memiliki potensilebih baik untuk melawan pertumbuhan bakteri
patogenStaphylococcus aurewibandingkan menggunakan antibiotik penisilin,
ampisilin maupun kanamisin

Pengujian aktivitas antimikrobalisteria monocytogeneshasil solat
BALboyomA didaptkan pengukuran zona bening ri¥in. Hasil inilebih tinggi
dibandingkan hasil penelitian Purwagt al. (2016) mengenai aktivitas
antimikroba BAL asal dadihyang juga menggunakan bakteri ujListeria
monocytogenedimana didapatkan B& pengukuran zona bening O mm sampai 9
mm. Hasil pengujianmenggunakan antibiotik penisilin, ampisilin, dan kanamisin
didapatkan hasil berturtiirut 0 mm, 24 mm dan 15 mmnsehingga dapat
dikatakan antibiotik penisilin resisten, antibiotik ampisilsuseptible dan
antibiotik kanamisinintermediateterhadap bakteri ujListeria monocytogenes
Pengukuran aktivitas antimikrabBAL dengan diameter zona bening fnm
dikategorikan mempunyai daya hamhkattHasil zona hambat yang didapatkan
dapat disimpulkan dhwa isolatboyom A mampu menggantikan antibiotik
penisilin dan kanamisin. Ampisilin tidak bisa digantikan oleh BAL karena
ampisilin merupakan antibiotik yang tergolong ke dallarath spektrum yaitu
efektif menghambat bakteri Gram positif.

Pengujian aktitas anti mikroba bakterftschericia coli O157hasil isolat
BAL asal boyomAjuga lebih tinggi dibandingkan penelitian Saputri, Rossi dan
Pato (2017) tentang aktivitas antimikroba BAL asal kulit ari kacang kedelai
dengan bakteri ujeschericia coli O157dimana didapatkan zona hambat BAL
terhadapEschericia coli O15%aitu 7,42 mm sampai 8,31 mm. Untuk akas
antibiotik bakteriEschericia coli O15®tengan antibiotik penisilin, ampisilin dan
kanamisin didapatkan pengukuran zona bening berturut 0 mm, 5mm 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
terndap ketiga bakté uji yang digunakan Hschericia coli O15[Listeria
monocytogenemrStaphylococcus aureusBerdasarkan hasil daya hambat BAL
terhadagschericia coli O15%4ang didapatkan, dapat disimpulkan bahwa BAL
berpotensi menggantikan antibiotik penisilin dan aniils Kanamisin tidak
dapat digantikan oleh BAL karena kanamisin merupakan antibiotik broth
spektrum yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif.
4. 16S rRNAboyom

Hasil penelitian pada pengamatan elektroforesis menunjukkan bahwa
kegiatan PCR yantelah dilakukan berhasil mengamplifikasikan daerah gen 16S
rRNA isolat BAL boyomasal Kabupaten Pasaman. Hal ini dapat dilihat dengan
munculnya fragmen produk PCR dengan kisaran ukuran dari semua sampel
adalah 1400 bp yang merupakan ukuran yang dihamapka menggunakan
primerforwardF 16S2 7F (56 AGA GTT TGA -3ydan@rimerGG CTC
reverse PrimerR 166492 R (506 GTT TAC CTIHa&Mari ACG AC
PCR sampel A dapatldiat pada Gambar 26 bawabh.

—————

3000 bp
2000 bp

1000 bp

Gambar 20. PCR samgabyom

5. Analisis Sekuen Gen 16S rRNA

Hasil sekuensing dapat digunakan untuk identifikasi molekular bakteri
asam laktat yang terdapat dalesolaboyomdengan cara membandingkan tingkat
homologinya dengan urutan gen 16S rRNA yang terdapat di GeneBank

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

pada websitéersebut
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Data hasil sekuesing dapat dilihat pada Tal#ti 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
Datahasilanalisis BLAS™apat dilihat pad@abel9
Tabel 9 analisis BLAST
: : % Accession
No Mikroorganisme o
Similarity Number

1 Lactobacilluscaseistrain CAUD71 100 % MF4246341
2 LactobacillusparacasestrainlMAU11224 (YM13-2) 100 % KP7641831
3 Lactobadlus caseistrainSWU31019 100 % KF6735001
4 Lactobacillusparacasesubsp paracassirainFQ005 100 % KF4188171
5 Lactobacillusparacasesubsp paracassirainf CP004 100 % KF3126781
6 LactobacilluscaseistrainO1 16S 100 % JN5608911
7 Lactobadllus caseistrain062 16S 100 % JNO0856621
8 Lactobacilluscaseistrain CAU7520 100 % MF1086411
9 Lactobacilluscasestrain CAU4988 100 % MF3575301
10 Lactobacilluscaseistrain CAU370 100 % MF3571951
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Hasil Pohon filogaik dapat dilihat pad&ambar 2 di bawabh.

@ Lactobacillus paracase1 strain IMAU11224 (YM13-2) 16S ribos
*Lactobacillus case1 strain SWU31019 16S nibosomal RNA gene
#Lactobacillus paracasei subsp. paracasei stramn FQO05 16S ribos
“Lactobacillus paracase1 subsp. paracasei stratn TCP004 16S nib
?Lactobacillus casei strain 01 16S nibosomal RNA gene. partial s
@ »Lactobacillus case stramn 062 16S ribosomal RNA gene, partial
#Lactobacillus casei stram CAU7520 16S nibosomal RNA gene.
*Lactobacillus cases stramn CAU4988 16S nibosomal RNA gene.
@ Lactobacillus caset stram CAU4370 16S nibosomal RNA gene.
®Isolat 6
U Lactobacillus caset stramn CAU1971 16S nbosomal RNA gene,

Gambar 21Pohon filogenetik

Berdasarkan hasil analisis menggunakan BLAST seperti pada Tabel tersebut
diperoleh jenis bakteri asaboyom A memiliki kemiripan 100% dengan
Lactobacillus casestrain CAU1971Pada hasil pengamatgpohon filogenetik
terlihat dengan jaraR®istanceserdekatLactobacillus casestrain CAU1971. Hal
ini menandakan bahwanis bakteri isolat BAL pada boyom A asal Kabupaten
Pasaman yang ditemukan ada&lattobacillus caseistrain CAU1971. Sesuai
denganHogstrom, Pinhassi dan Zweifel (2000) menyatakan bahwa isolat yang
memiliki kemiripan sekuen 16S rRNA lebih dari 97% dapat mewakili spesies
yang sama. Sedangkan persamaan sekuen antareD7@8%dapat mewakili
identitas bakteri pada tingkat genus namun berbpdsies.

Berdasarkan analisperwarnaan Gram, PCR dan BLAST didapatkan hasil
seragam dari isolaboyomA asal Kabupaten Pasaman. Pada pewarnaan Gram
isolatboyomA berbentuk batang dan merupakan Gram positif. Hasil katalase dan
tipe fermentasi juga menukan hasil yang seragam, yaitu katalase negatif dan
tipe homofermentatif. Hasil analisis isolat dengan PCR dan BLAST yang
dilakukan menunjukan kemiripan pada jenis Blédctobacillus casei.

Jenie (2003) menyatakan bahwa bakteactobacillus caseimerupaka
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 amrakak dengan menghasilkan antibakteri
reuterinBerdasarkan hasil yang diperolelapat dikatakan bahweaactobacillus
caseyang dihasilkan merupakan bakteri probiotik. Hal ini sesuai dengan yang
disampaikan oleh Syukur dan Purwati (2013) baBakteri yang paling banyak
digunakan sebagai agen probiotik adalah golongactobacillus Jenis ini
memiliki hampir semua karakteristik yang diperluk&dactobacillusjuga dapat
menurunkan pH lingkungan dengan mengubah gula menjadi asam laktat. Kondisi
ini akan menghambat pertumbuhan beberapa jenis bakteri patogen. Keistimewaan
inilah yang menbuat bakterLactobacillusmenjadi agen untuk bermacam produk
probiotik di seluruh dunia.

KeberadaanLactobacillus caseialam boyom dapat diperkuat dengan
pernyataan yang disampaikan olBhantin et al. (2008) bahwa usus udang dan
binatang lain dalam air emnupakan 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 pabdayommerupakan suatu hal ygutelah terbukti.
PenemuanLactobacillus casestrain CAU1971 dari isolat boyom ini merupakan
suatu penemuan yang baru. Golongactobacillus casestrain CAU1971 ini
mempunyai golongan yang sama denbantobacillus casestrain Shirotayang
digunakan deagai kultur tunggal dalam minuman fermentasi susu yaitu Yakult
yang diproduksi perusahaan dari Jepanilenurut Syukur dan Purwati (2015)
bakteri ini mampu mengkolonisasi didalam ussedain itu jenis bakteri golongan
Lactobacillusyang juga telah terujadalahLactobacillus rhamnosu¥TT E-
97800 yang merupakan hasil penelitian VTT di Finlandia yang memiliki
kemampuan antimikroba terhaddpandida dan patogen lain dalam saluran
pencernaariactobacillus reuterdihasilkan perusahadelgia, 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 lake&dt dikigat pada
Tabel 10
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Tabel 10 Karakteristik Fisika dan Total BAL Edible Film Whey
Perlakuan Kadar pH  Ketebalan Kelarutan Total Colony LAB

Air (%) (mm) (seconds) (x 1PCFU/mI)
A 19,8 7,07 0,21 32,89 0
B 15, 7,23 0,23 33,48 7°
C 15,9 7,31 0,24 34,68 15°

Dari perlakuan yang dilakukan bahwa nilai redéa 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 inkarena 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 nmambahkan bakteri asam laktat.
Berdasarkan standar internasional (Jepang JIS Z 1707: 1997) kadar air maksimum
adalah 13%, kadar air ratata dari film yang dapat dimakan whey ini melebihi
standar, hal ini disebabkan oleh fakta bahwa pengeringan yangdiamsen
selama 18 jam, dengan suhu®8Dternyata 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, beadarkan 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 tidakduer 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
dapa dimakan waktu whey, sehingga menambah kelarutan. Hal ini juga sejalan
dengan penelitian Juliyarsi sebelumnya, et.al. (2009), bahwa-bahan tertentu

seperti gliserin tidak larut dalam air karena merekapuar.
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Mengenai parameter semua koloni baktesam laktat, efek pengobatan
benarbenar bertentangan dengan pengobatan, di mana jumlah bakteri asam laktat
juga meningkat, suhu ratata dalam pengeringan tidak menyebabkan bakteri
mati. Suhu pertumbuhan optimum adalah *4370C, 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 @apdikembangkan dengan baik di lingkungan yang
memiliki atau tidak memiliki O2 (Unconscious in O2), termasuk aerotolerant

Anaerobic.

D. Yoghurt Probiotik
Hasil Pembuatan oghurt susu kambing denganokulasi Lactobacillus
fermentum (Isolat dari

Dadih) dan Steptococcus thermophilusdengan

penambahan ekstrak kayu manis

Hasil Parameter

Rataan Total Koloni | Total Koloni

No. | Perlakuan| Aktivitas Kadar aerob(x 10° | BAL (x 10%
Antioksidan| Kolesterol CFU/ ml) CFU/ ml)
(%) (mg/ml)

1. | A0 %) 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

Meningkatnyaaktivitas antioksidan yoghurt susu kambing disebabkan karena
penambahan ekstrak kulit kayu manis, karena pada kulit kayu manis mengandung
senyawa sinamaldehid yang merupakan kompaeepesar 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 @éngan 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 antioksif@mponen utama pada

kayu manis merupakan sinamaldehid merupakan komponen yang terbesar
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berkisar 60670% sebagai senyawa utama antioksiddandungan antioksidan

yang terkandung pada kulit kayu manis dapat bersumber dari kandungan Ca, K,
Mg, Fe, Vitamin A @&n 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. Fungsii dmtioksidan 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
meka 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 ganida proses oksidasi.

E. Sabun Probiotik
Hasil Pembuatarsabun Cair Susu Kambing deng@enambahai®robiotik

Pediococcus pentosaceflsolat dari Dadih)

Hasil Parameter
Kadar | pH Total Total Daya | lIritasi
Air (%) Koloni Koloni Busa pada
No. | Perlakuan aerob(x | BAL (x Kulit
10°CFU/ | 10°CFU/
ml) ml)
1. |AOmI 78.11 | 8.31 47.20 1.36 1.88 0.18
Probiotik)
2. |B(@Aml 76.87 | 7.63 37.60 3.70 2.21 0.10
Probiotik)
3. |C@2ml 76.45 | 6.72 24.40 6.64 2.25 0.05
Probiotik)
4. |D @ ml 75.56 | 6.11 16.40 8.52 2.36 0.02
Probiotik)

Semakin tingginya konsentrasi penambaRadiococcus pentosacedalam
pembuatan sabun cair susu kambing akan semakin meningkat pula untuk
menghasilkan bakteri asam laktat yang mampu menekan perkembangbiakan
bakteri pathogen, sehingga pada saat penambahal pada perlakuan D akan

mampu untuk menurunkan kadar air sampai 75.56% seiring dengan semakin

41



tingginya penambahaRediococcus pentosaceudal ini sesuai dengan pendapat
Daldiyono (1990) dalam Kusharto (2008feningkatnya asam laktat akan
meningkatka koagulasi protein sehingga akan terbentuk padatan yang akan
diikuti oleh menurunnya kadar air. Sesuai pendapat Dagth Tamime(1980)
dalam Taufig (2008) adalah semakin tinggi kandungan zat padat bukan lemak
dalam susu yang digunakan akan menaikkanghrakam yang dihasilkan.

Hasil penelitian ini kadar air sabun susu kambing lebih tinggi daripada sabun
mandi cair yang ditetapkaBadan Standarisasi Nasiondéngan syarat mutu
sabun mandi cair menurut SO6 - 3532 - 1994 menyatakan bahwa kadar air
sabunmandi 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 pengahn 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 masyarak&enambahaRediococcus pentosaceksddam pembuatan
sabun cair susu kambing dapat menurunkan pH yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme sehingga bakteri yandapat dalam sabun cair
akan dihambat dan pertumbuhan mikroorganisme akan mati. Hal ini sesuai
dengan pendapat llyas (1983kalaan 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 diselrableh menurunnypH akibat
aktivitas kultur,pemberian bakteri asam laktat dapat menurunkan pH. Pada proses
pertumbuhan bakteri asam lakRgdiococcus pentosacepada pembuatan sabun
cair susu kambing mengalami fermentasi atau proses pengasaman yang dapat
memproduksi asa laktat sehingga pada saat penambalRediococcus
pentosaceuskan terjadi proses fermentasi didalamnya. Hal ini sesuai dengan
pendapat Widodo (2002) adalah bakteri asam laktat merupakan istilah umum
untuk menyebutkan bakteri yang memfermentasi laktosantenghasilkan 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
asan laktat yang dihasilkan dengan cara tersebut akan menurunkan nilai pH dari
lingkungan pertumbuhannya menimbulkan pH asam, ini juga akan menghambat
poliferasi bakteri patogen. Afriantdjviawaty dan Rostini(2006) menjelaskan
bahwa BAL (Bakteri Asam Laktp 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
penamlhan Pediococcus pentosaceudal ini disebabkan karen@ediococcus
pentosaceusyang ditambahkan merupakan bakteri asam laktat yang mampu
menurunkan kadar air. Dimana bakteri ini akan berkembang dan akan
membutuhkan air dalam mempertahankan bakterinyanggdijumlah air yang
ada dalam proses pembuatan sabun cair akan diserap oleh bakteri asam laktat,
sehingga kadar air menurun sesuai dengan banyaknya jumlah penambahan
Pediococcus pentosacekarena, semakin banyak penambahR@ediococcus

pentosaceumaka kaar air akan semakin menurun.
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published in the Q2/Q3/Q4 Scopus Indexed Journal and/or Conference proceeding”,

Best regard,
On behalf of the Organizing Committee

2N 1c-sErRN2018
Conference Ghair

=

Dr. Eng. Muhammad Makky
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Seminar Internasional a.n Indri Juliyarsi (1% International
Conference on Animal Production for Food Sustainability)

Lampiran 3.
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" CERTIFICATE

Faculty of Animal Science, Universitas Andalas

This is to certify that:

Indri Juliyarsi

for Scientific Contribution as ORAL PRESENTATION during the
1st International Conference on Animal Production
for Food Sustainability

Padang, West Sumatra - INDONESIA
October 10-12, 2018
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Dr. Ir. Rusmana W.S Ningrat, M.Rur.Sc. Prof. Dr. Ir. James Hellyward, MS.IPU
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PROCEEDING
2018

THE 1ST INTERNATIONAL CONFERENCE
ON ANIMAL PRODUCTION FOR FOOD SUSTAINABILITY
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@ IOP Publishing

10-12 October 2018

Kyriad Bumiminang Hotel, Padang
Indonesia

Organized by:

Faculty of Animal Scence, Universitas Andalas
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Characteristics of Edible Film Made from Whey with Laktat Acid
Bacteria from Tempoyak as Probiotics Packaging
Indri Julivarsi, Endang Purwati, Akmal Djamaan, and Arief

Manufacture and Quality Improvement of Concentrated Yogurt from
Cow’s Milk
Juni Sumarmono and Triana Setyawardani

The Effect of Whippy Cream Adding on The Quality of Frozen
Soyghurtas Synbiotic Ice Cream
Salam N. Aritonang, Elly Roza, and Evy Rossi

Study of Chemical Properties and Microbiology of River Buffalo Milk
in District of Deli Serdang, North Sumatra
Eilly Roza, Salam N, Aritonang, Afriani Sandra, and Hilda Susanty

Influence of Starter with Red Dragon Fruit Juice (Hylocereus polyrhisuz)
to Thin Layer Cromatography (TLC) and Fourier Transform Infrared

Spectroscopy (FTIR) of Yogurt
Puji Hartini, Hendri Purwanto, Yuherman, and Endang Purwati

The Chemical Characteristics of Yoghurt (Lactobacillus fermentum
MGA40-6 and Streptococcus thermophilus) with addition of Senduduk
Fruit Puree (Melastoma malabathricum L.)

Afriani Sandra, Yulianti Fitri Kurnia, Ade Sukma, and Endang
Purwati

Foodedutourism “from Farm to Table™ Review of New Alternative on
Agriculture, Animal and Food Sciences based Tourisms
Aronal Arief Putra, Fitrini, Riesi Sriagtula, and Afriani Sandra

Variation in Fermentation Lenght of Soyghurt Microbiological Quality
using Lactobacillus Plantarum IDY L-20

Evy Rossi, Yurnalis Sofyan, Salam N. Aritonang, and Endang
Purwati

Bacteriocyn from Lactobacillus plantarum as Biopreservative for

Chicken Sousage
Evy Rossi, Akhyar Ali, Raswen Efendi, and Fajar Restuhadia

Characterization of Lactic Acid Bacteria Isolated From Arenga pinnata
Meir. as a Probiotic in Limapuluh Kota District West Sumatra Indonesia.
Ferawati, H. Purwanto, E. Purwati, and Reswati
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The Future, Challengges, and Strategy for Animal Production
10-12 October 2018, Universitay Andalas, Padang, Indonesia

Characteristics of Edible Film Made From Whey with Laktat Acid Bacter
from Tempoyak as Probiotics Packaging

Indri Julivarsi'”, Endang Purwati', Akmal Djamaan’, and Arief '
! Lecturer at the Faculty of Animal Science, University Andalas

? Lecturer at the Faculty of Pharmacy, University Andalas
*Corresponding email: indrijuliyarsi@ansci.unand.ac.id

ABSTRACT

Edible film made from whey, a waste obtained from milk and used as primary p
This research aimed at isolated and identification of lactic acid bacteria derived from t
subsequently applied in the manufacture of edible film and have the propertics of p
Physical propertics measured from edible film is water content, pH, solubility and thi
the time. This research uses material from waste milk whey and tempoyak. The method: :
experiment using random design group that consists of four isolates tempoyak addition tres
A (0%), B (4%), C (8%), into a solution of whey and six replicates. Treatment results show
thickness ranging from 0.20-0.25 mm and already meet the standards JIS 1975.

Key Words: Edible Film, Tempoyak, Whey, Lactic Acid Bacteria, Probiotics

112 Technology of

58



Lampiran 4. Seminar Internasional London

Cosmetalogy & Dermatology 2018

loS(n4C cosmetology & Dermatology 2018

Juoe 21-22, 2018 | London UK

Invitation Letter Date: 06/06/2018

To,

Dr. Endang Purwati Rahayuningsih

University of Andalas, Padang, West Sumatera, Indonesia
Passport no: A7983284

Passport Expiry Date: 0808 2019

DOB: 17031951

Greetings of the day!!

We are pleased to mvite you to present your topic entitled (How to convert faeigl nevus<from
operative to non-operative methods) accepted for Oral presentation at the ‘Cosmetology &
Dermaiology 2018 conference which will take place from June 21-22. 2018 London: United Kingdom
with theme “Cosmerology & Dermarology — Global Panorama’

You may obtain more information about the conference ar: hitp://cosmetofogy éutoscicon.com/

The purpose of 2-days conference is to bring together researchers from atotnd the world who are
mterested in exploring the links berween Cosmetology & Demmartology and 11s related diseases,

We appreciate your participation in the conference prograny™We'are confident that you will benefit
with both professionally & personally by your contributionte thisimportant international meeting and
event.

If 1t is necessary for you to obtain a travel visa 1o gttend the conference. you may use this letter as an
mvitation and please notice that the Orgamzing Semuuftee does not provide any financial support for
visa and travel

Looking forward to have your presence irthie day of the event

Yours's sincerely

' Jdessien Jones | Program Manager

40 Bloomsbury Way. London.
United Kingdom 'WC1A 2SE
W, SUI0SSICON GO

009,

Disclaimer: This inwitation is to ottend Cosmetology & Dermatology 2018 only
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