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rINGKASAN

Disfungsi endotel dan aterosklerosis akibat tingginya stress oksidatif dan
inflamasi merupakan proses patologis yang mendasari penyakit jantung coroner
(PJK) sebagai peringkat pertama penyebab kematian di seluruh dunia akibat Penyakit
Tidak Menular (PTM) (1,2). Kepatuhan masyarakat resiko tinggi untuk konsumsi
agen farmakologis aspirin dan statin serta komitmen untuk melakukan gaya hidup
sehat masih rendah menjadikan upaya pencegahan penyakit kardiovaskuler masih
menyisakan masalah. Fakta lainnya bahwa penggunaan jangka panjang obat-obatan
golongan statin terbukti memiliki beberapa efek samping serius diantaranya adalah
rhabdomiolisis, miopati, dan ulkus peptikum. Oleh karena itu diperlukan inovasi
pengembangan terapi suportif patologi dari PJK yang aman dikonsumsi untuk jangka
panjang berupa terapi berbasis pangan fungsional.

Lalapan (kubis, timun, kemangi) dan sambal dengan komposisi bawang merah,
bawang putih, tomat, cabe rawit merupakan salah satu menu khas Indonesia yang
merupakan bagian budaya lokal dan terbukti dapat memperbaiki profil lipid,
menurunkan inflamasi dan stress oksidatif karena kandungan antioksidannya.
Namun sayangnya, teknik pengolahan sambal seperti penggorengan suhu tinggi
dalam waktu lama menyebabkan manfaat senyawa fitokimia dari bahan alam hilang
ditambah dengan peningkatan kadar lemak jenuh akibat proses penggorengan. Maka
dari itu, perlu adanya modifikasi pengolahan sambal lalapan yaitu fermentasi. Proses
fermentasi secara umum dapat meningkatkan kandungan gizi dan meningkatkan
masa simpan yang disebabkan metabolit sekunder hasil sekresi bakteri asam laktat.
Isu halal menjadi penting dalam pengembangan produk baru. Namun kajian Kkritis
mengenai titik kritis halal pada produk fermentasi masih sangat terbatas. Berkaitan
dengan penelitian hilirisasi produk, aspek keamanan makanan dan pencegahan
munculnya pathogen makanan perlu dilakukan yang juga menjadi landasan penting
dari studi kali ini.

Penelitian ini berorientasi kepada penemuan suatu model atau postulat baru
yang mendukung suatu proses teknologi, kesehatan, pertanian, dalam rangka
mendukung penelitian terapan untuk penemuan terapi suportif berupa pangan
fungsional halal dalam tatalaksana pencegahan maupun bagian pengobatan suportif
penyakit kardiovaskuler. Tujan penelitian ini adalah untuk Mengetahui profil
mikroba, karakteristik fisikokimia, penerimaan produk makanan, kandungan
senyawa aktif, dari Fermentasi Sambal Lalapan (FSL); penetapan titik kritis halal
proses Fermentasi Sambal Lalapan; aktivitas antioksidan, prediksi target kerja EFSL
melalui studi insilico, mekanisme kerja EFSL dengan uji in vitro dan in vivo yang
berhubungan dengan inhibisi aterosklerosis sebagai etiologi PJK.

Peneitian ini merupakan kombinasi penelitian deksriptif untuk melihat profil
metabolit sekunder dan bakteri asam laktat fermentasi sambal lalapan, in silico dan
penelitian eksperimen murni dengan desain in vitro dan in vivo. Penelitian in silico
terdiri dari penelitian deskriptif dan docking molekuler menggunakan kelompok
control. Penelitian deksriptif in silico bertujuan untuk mengetahui karakteristik
fisikokimia, ADME, druglikeness, prediksi aktivitas biologis dari senyawa aktif pada



fermentasi sambal lalapan. Penelitian in silico docking molekuler menggunakan
model spesifik docking menggunakan kontrol statin. Penelitian eksperimen dalam
rangka optimasi metode fermentasi sambal lalapan menggunakan 4 perlakuan (K, P1,
P2, P3, P4).

Penelitian untuk menentukan gambaran profil mikroba, metabolit sekunder
dari fermentasi sambal lalapan, uji in silico merupakan penelitian deskriptif dimana
data disajikan secara kualitatif (gambar) dan kuantitatif. Rangkaian proses tersebut
dilakukan di UM. Profil mikroba terbanyak kemudian dilakukan sistematik review
untuk melihat potensinya dalam menghambat PJK. Masih di UM, penelitian terkait
aspek halal produk fermentasi akan dilakukan review sistematik terkait penetapan
titik kritis halal dan juga uji observasional mengenai pengetahuan pelaku usaha
industry kecil yang bergerak di bidang fermentasi terkait alur penetapan produk halal.

Penelitian eksperimen uji antioksidan dan in vitro yang direncanakan
dikerjakan di Unair, menggunakan desain post-test only dengan kontrol. Kontrol
adalah sel dengan pemberian medium lengkap, sementara 8 Perlakuan dibedakan
berdasarkan pemberian EFSL dosis 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560 pg/ml
inkubasi selama 24 jam. Penelitian eksperimen in vitro sampel dibagi menjadi 6
kelompok, yaitu kelompok sel normal tanpa perlakuan apapun, kelompok kontrol
negatif (K-) adalah kelompok sampel makrofag Raw264.7 yang dipapar oxLDL.
Kelompok ketiga adalah kelompok kontrol positif (K+) adalah kelompok sampel
yang tidak hanya diperlakukan sesuai model aterosklerosis namun juga dipapar
dengan statin. Kelompok 4, 5, 6 adalah kelompok sampel yang dipapar dengan
oXLDL/LPS pada in vitro ditambah dengan pemberian ekstrak ferementasi sambal
lalapan (EFSL) dosis 1, 2, 3.

Penelitian eksperimen in vivo merupakan bagian dari UB, dimana sampel
dibagi dalam 6 kelompok, yaitu kelompok kelinci normal tanpa perlakuan apapun,
kelompok kontrol negatif (K-) adalah kelompok sampel dengan perlakuan pemberian
model aterosklerosis kelinci dengan diet tinggi lemak. Kelompok ketiga adalah
kelompok kontrol positif (K+) adalah kelompok sampel yang tidak hanya
diperlakukan sesuai model aterosklerosis namun juga dipapar dengan statin.
Kelompok 4, 5, 6 adalah kelompok sampel yang dipapar dengan diet tinggi lemak
pada kelinci ditambah dengan pemberian EFSL dosisl, 2, 3.

pH merupakan indikator derajat maturasi dari fermentasi sayur. Semakin
asam produk fermentasi makanan mudah disterilkan. Disebutkan dalam suatu
penelitian, bahwa keberhasilan fermantasi ditentukan jika mendapat nilai pH 3,6.
Penelitian lainnya menyebutkan bahwa pH terbaik untuk pematangan fermentasi
sayur adalah 4,2-4,4. Pada penelitian ini kisaran pH 3,6-4 didapat pada kelompok
fermentasi sambal lalapan 14 dan 21 hari.

Nilai rata — rata kesukaan panelis pada atribut rasa berkisar 4.30 — 2.67 yang
artinya panelis cenderung biasa sampai agak suka. Tingkat kesukaan rasa produk
kontrol berbeda nyata dengan semua perlakuan produk fermentasi. Tingkat
kesukaan rasa produk dengan fermentasi 7 hari lebih tinggi secara nyata
dibandingkan dengan tingkat kesukaan produk fermentasi 12 hari. Profil
Mikrobiologi Fermentasi Sambal Lalapan Menggunakan Next Generation
Sequencing (NGS) menunjukkan perbandingan jumlah bakteri yang cukup nyata
berdasarkan data secara deskripsi. Sampel perlakukan fermentasi terlihat terdapat
berbagai bakteri mulai dari filum sampai dengan spesies.



Produk ferementasi sambal lalapan mengandung bakteri asam laktat
berdasarkan hasil morfologi dan biokimia Bakteri Asam Laktat yang dilakukan.
Hasil pewarmaam gram didapatkan warna ungu yang menandakan bakteri gram
positif. Uji endospore didapatkan warna merah muda yang menandakan
kemampuan dalam membentuk spora sebagai ciri BAL. Uji hemolisis untuk
deteksi kuman pathogen menggunakan blood agar tidak ditemukan zona bening
sehingga dapat disimpulkan FSL tidak mengandung bakteri patogen. lIsolat
tunggal BAL kemudian dilakukan isolasi DNA dan PCR menggunakan primer
16sRNA, band muncul dengan densitas tebal menandakan terdapat bakteri di
isolate tersebut. Hasil ini rencananya akan disekuensing untuk mengetahui urutan
nukleotida dan dibandingkan dengan urutan primer dari spesies Lactobacillus
plantarum, acidophilus, rhamnosus.

Hasil NGS menekankan bahwa terdapat perbedaan yang nyata dari
taksonomi mulai dari filum sampai dengan spesies antara kelompok Kontrol dan
kelompok fermentasi sambal lalapan 14 hari. Jumlah spesies mikroba pada
kelompok kontrol adalah 1110 sementara di kelompok fermentasi 92 spesies.
Biodiversitas daru uji alfa diversitas baik richness maupun evenness
menunjukkan bahwa di kelompok control lebih beragam dibandingkan kelompok
fermentasi. Pada kelompok control dijumpai beberapa bakteri pathogen seperti
klebsiella pnemumoniae namun tidak ditemukan dikelompok fermentasi. Tiga
spesies Bakteri asam laktat dominan pada kelompok fermentasi adalah
Lactiplantibacillus  plantarum (48%), diikuti dengan Weissella, dan
Leuconostococus.

Progres penelitian selanjutnya yaitu penelitian In Vivo (UB) dan In Vitro
(UM) akan dilaksanakan bulan Agustus sampai akhir tahun.

Kata kunci: Fermentasi Sambal Lalapan, Penyakit Jantung Koroner, Halal
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Perubahan pada pengelolaan kalsium jantung, disfungsi endotel dan
aterosklerosis akibat tingginya stress oksidatif dan inflamasi merupakan proses
patologis yang mendasari penyakit kardiovaskuler sebagai peringkat pertama
penyebab kematian di seluruh dunia akibat Penyakit Tidak Menular (PTM) (1,2).
Agen farmakologis aspirin dan statin belum memberikan hasil yang maksimal, serta
pada (3) penggunaan jangka panjang terbukti memiliki beberapa efek samping serius
diantaranya adalah rhabdomiolisis, miopati, dan ulkus peptikum (4,5). Karenanya,
dibutuhkan inovasi untuk dapat menekan proses patologis dari Penyakit Jantung
Koroner (PJK) berupa pengembangan terapi suportif berbasis pangan fungsional
yang terbukti aman untuk dikonsumsi jangka panjang.

Lalapan (kubis, timun kemangi) dan sambal dengan komposisi bawang
merah, bawang putih, tomat, cabe rawit merupakan salah satu menu khas Indonesia
yang merupakan bagian budaya lokal dan terbukti dapat memperbaiki profil lipid,
menurunkan inflamasi dan stress oksidatif karena kandungan antioksidannya (6-9).
Namun sayangnya, teknik pengolahan sambal seperti penggorengan suhu tinggi
dalam waktu lama menyebabkan manfaat senyawa fitokimia dari bahan alam hilang
ditambah dengan peningkatan kadar lemak jenuh akibat proses penggorengan (10).

Sayuran yang dijadikan bahan lalapan seperti kubis, timun dan kemangi kerap
tidak bisa disimpan dalam waktu lama. Karenanya, upaya untuk memaksimalkan
khasiat penggunaaan lalapan dan sambal dengan teknik fermentasi merupakan
terobosan baru yang perlu dikaji(3). Secara garis besar fermentasi asam laktat dari
sayur dan buah lazim digunakan untuk peningkatan kandungan nutrisi bahan
bakunya (11). Mekanisme kerja fermentasi diperantarai oleh peptide bioaktif yang
disintesis pada saat proses degradasi microbial bakteri yang terlibat dalam proses
fermentasi yaitu VPP, IPP, dan Exopolisakarida (12).

Selain optimasi metode fermentasi dan ekstraksi sambal lalapan yang menjadi
keterbaruan penelitian ini, mekanisme kerja ekstrak fermentasi sambal lalapan dalam
menekan proses molekuler dari inflamasi dan stresoksidatif di jantung dan pembuluh

darah yang menyebabkan dysregulation pengelolaan kalsium jantung, disfungsi



endotel, dan aterosklerosis sebagai etiologi dari penyakit kardiovaskuler juga akan
diinvestigasi. Pengelolaan kalsium jantung ditandai dengan overload kalsium
intrakardiak akibat downregulasi dari SERCAZ2A, peningkatan ekspresi dan aktivitas
LTCC, RyR, dan disfungsi pompa NaCA ATPase(13). Disfungsi endotel dan
pembentukan sel busa adalah tanda dari fase awal aterosklerosis di pembuluh darah.

Longgarnya ikatan antara sel endotel yang berdekatan, aktivasi sel endotel
ditandai dengan ekspresi dari selektin dan integrin (VCAM), penurunan produksi
NO, peningkatan factor koagulasi, peningkatan aktivitas trombogenik dan penurunan
aktivitas fibrinolisis (14,15). Sel busa sebagai penanda awal sekaligus sel yang
menentukan progresivitas aterosklerosis terbentuk akibat peningkatan ambilan
oxLDL oleh CD36, SRA, penurunan pengeluaran kolesterol makrofag akibat
downregulasi ABCALl, ABCG1, dan penurunan fungsi enzim NCEH, ACAT
makrofag(16)(17)(18,19).

Sebagai bagian dari penelitian komprehensif dan holistic untuk hilirisasi
produk, lebel label halal menjadi isu yang juga diangkat sebagai bagian dari proses
penelitian ini dikarenakan mayoritas konsumen dari inovasi produk fermentasi
sambal lalapan adalah masyarakat Indonesia dengan komposisi penganut agama
Islam, selain minat terhadap produk halal yang juga semakin meningkat di negara
nonmuslim. Produksi dan konsumsi Halal adalah wajib bagi semua Muslim.
Penelitian ini merumuskan model dengan cara menentukan titik titik kritis proses
fermentasi sambal lalapan sesuai kriteria halal yaitu: (1)Bahan aman dan bebas dari
etanol, darah, babi, karnivora, hewan omnivora dan bagian tubuh manusia; (2)
Kebersihan maksimum dan kontaminasi minimum dengan potensi racun, Najis
(ritual najis) dan Khabith (najis); (3) Proses penanaman, pembuatan, penyiapan,
pengemasan, penyimpanan, dan distribusi, harus dipastikan bersih, murni dan sesuai
dengan syariat; (4) Seluruh produksi halal harus dipisahkan secara fisik dari produksi
non halal; (5) Potensi kontaminasi silang antara bahan Halal dan non-Halal
dihindari(20,21).

Penelitian ini berorientasi kepada penemuan suatu model atau postulat baru
yang mendukung suatu proses teknologi, kesehatan, pertanian, dalam rangka
mendukung penelitian terapan untuk penemuan terapi suportif dalam tatalaksana

pencegahan maupun bagian pengobatan suportif penyakit kardiovaskuler.



1.2 Tujuan Penelitian

1.
2.

10.
11.

12.

13.

14.

Mengetahui karakteristik fisikokimia dari Fermentasi Sambal Lalapan (FSL)
Mengetahui penerimaan produk makanan Fermentasi Sambal Lalapan di
masyarakat.

Mengidentifikasi profil mikroba dari Fermentasi Sambal Lalapan
Mengidentifikasi keberadaan bakteri asam laktat dari Fermentasi Sambal
Lalapan.

Mengetahui kadar flavonoid, fenol dari ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan.
Mengidentifikasi senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak Fermentasi
Sambal Lalapan.

Menetapkan titik kritis halal pada proses Fermentasi Sambal Lalapan
Mengetahui tingkat pengetahuan pelaku usaha yang bergerak di bidang
fermentasi tentang alur penetapan halal suatu produk fermentasi.
Mengidentifikasi gambaran profil fisikokimia, kemiripan obat, aktivitas
biologis, afinitas ikatan antara senyawa aktif utama timun, kemangi, cabai,
tomat, bawang merah dengan Selektin, vCAM, CD36, SRA, Angiotensin
Reseptor.

Mengetahui kadar antioksidan dari ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan.
Membuktikan adanya pengaruh ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan terhadap
profil metabolic (BB, GDA/P, Kolesterol total, TG, LDL, HDL) kelinci
dengan diet tinggi lemak.

Membuktikan adanya pengaruh ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan terhadap
gambaran histopatologi ventrikel jantung dan pembuluh darah kelinci model
atherosclerosis.

Membuktikan adanya pengaruh ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan terhadap
inhibisi inflamasi sistemik TNF, IL6 dan stress oksidatif .

Membuktikan adanya pengaruh ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan terhadap
profil ekspresi gen aterosklerosis (CD36, ABCAl, NCEH, ACAT),
pengelolaan kalsium jantung (RyR2, SERCAa2), disfungsi endotel (vCAM,
ICAM) pada kelinci yang dipapar dengan diet tinggi lemak



BAB 2. METODOLOGI PENELITIAN

2.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan kombinasi penelitian deksriptif untuk melihat profil
metabolit sekunder dan bakteri asam laktat fermentasi sambal lalapan, in silico dan
penelitian eksperimen murni dengan desain in vitro dan in vivo. Penelitian in silico
terdiri dari penelitian deskriptif dan docking molekuler menggunakan kelompok
control. Penelitian deksriptif in silico bertujuan untuk mengetahui karakteristik
fisikokimia, ADME, druglikeness, prediksi aktivitas biologis dari senyawa aktif pada
fermentasi sambal lalapan. Penelitian in silico docking molekuler menggunakan
model spesifik docking menggunakan kontrol statin. Penelitian eksperimen dalam
rangka optimasi metode fermentasi sambal lalapan menggunakan 4 perlakuan (K, P1,
P2, P3, P4).

Penelitian untuk menentukan gambaran profil metabolit sekunder dari
fermentasi sambal lalapan merupakan penelitian deskriptif dimana data disajikan
secara kualitatif (gambar) dan kuantitatif. Penelitian eksperimen uji antioksidan dan
in vitro menggunakan desain post-test only dengan kontrol. Kontrol adalah sel
dengan pemberian medium lengkap, sementara 8 Perlakuan dibedakan berdasarkan
pemberian EFSL dosis 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560 pg/ml inkubasi
selama 24 jam. Penelitian eksperimen in vitro sampel dibagi menjadi 6 kelompok,
yaitu kelompok sel normal tanpa perlakuan apapun, kelompok kontrol negatif (K-)
adalah kelompok sampel makrofag Raw264.7 yang dipapar oxLDL. Kelompok
ketiga adalah kelompok kontrol positif (K+) adalah kelompok sampel yang tidak
hanya diperlakukan sesuai model aterosklerosis namun juga dipapar dengan statin.
Kelompok 4, 5, 6 adalah kelompok sampel yang dipapar dengan oxLDL/LPS pada
in vitro ditambah dengan pemberian ekstrak ferementasi sambal lalapan (EFSL)
dosis 1, 2, 3.

Penelitian eksperimen in vivo dibagi dalam 6 kelompok, yaitu kelompok sel
normal tanpa perlakuan apapun, kelompok kontrol negatif (K-) adalah kelompok
sampel dengan perlakuan pemberian model aterosklerosis kelinci dengan diet tinggi
lemak. Kelompok ketiga adalah kelompok kontrol positif (K+) adalah kelompok

sampel yang tidak hanya diperlakukan sesuai model aterosklerosis namun juga
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dipapar dengan statin. Kelompok 4, 5, 6 adalah kelompok sampel yang dipapar

dengan diet tinggi lemak pada kelinci ditambah dengan pemberian EFSL dosis1, 2,

3.

2.2 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan sejak Mei-Desember 2022. Terdapat beberapa lokasi

pengerjaan penelitian diantaranya :
1. Laboratorium Halal UM

IS

Laboratorium ISDB UM
Biosains UB
Laboratorium Riset FKIK UIN
Laboratorium Farmakologi Unair
TDC Unair

2.3 Variabel dan definisi operasional penelitian

Tabel 2.1 Variabel dan definisi operasional penelitian

Variabel | Nama variabel | Definisi operasional | Satuan/skala ukur

TAHAP optimasi fermentasi sambal lalapan

Independen | Fermentasi Fermentasi sambal lalapan | Kadar pH

alami menggunakan garam dan Kadar prebiotik

pengaturan suhu serta
durasi waktu

Dependen | Kadar flavonoid | Jumlah total flavonoid GAE/g
hasil ekstraksi fermentasi | Spektrofotometri

sambal lalapan

UV VIS dan KLT
numerik

Kadar polifenol

Jumlah total fenol hasil
ekstraksi fermentasi
sambal lalapan

Spektrofotometri
UV Visdan KLT
numerik

dengan Vcam,
selektin, SRA,
CD36,

Kadar Kadar antioksidan hasil DPPH
antioksidan ekstraksi fermentasi ELISA
sambal lalapan numerik
TAHAP PENELITIAN in silico
Independen | Senyawa aktif | Data Pubchem dari urutan
fermentasi asam amino senyawa aktif
sambal lalapan | komposisi sambal lalapan
Dependen | Afinitas ikatan | Kekuatan ikatan antara Kkal/mol

senyawa aktif dengan
Selektin dan integrin,
Angiotensin reseptor yang
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Angiotensin
reseptor

diekspresikan oleh sel
endotel sebagai tanda
disfungsi endotel;
Scavenger receptor CD36,
SRA yang berperan pada
pengambilan oxLDL fase
awal aterosklerosis

Karakteristik
fisikokimia

Hukum Lipinski, profil
ADME dari senyawa aktif
komposisi sambal lalapan

TAHAP 3 PENELITIAN in vivo

Variable Dosis ekstrak Konsentrasi ekstrak
independen fermentasi sambal lalapan
3 dosis
Variable Profil lipid Kolesterol total, LDL, mg/dL
dependen HDL, TG spektrofotometri
numerik
NO Vasodilator pembuluh mg/dL
darah dimana ketidak ELISA
seimbangannya numerik
menandakan terjadinya
disfungsi endotel yang
merupakan penanda awal
aterosklerosis
PAI Plasminogen activating ELISA
inhibitor, adalah inhibitor
fibrinolysis yang kerjanya
mendukung proses
koagulasi
lesi Warna merah pada aorta Gambar
aterosklerosis mulai dari arkus sampai ImageJ
aorta abdominalis yang
menandakan deposit
lipid/terbentuknya plak
Preparate histo PA
Sel busa Sel makrofag dengan %
droplet lipid di SEM
sitoplasmanya ditandai Numerik
dengan sel putih dengan
banyak vakuola pada
sitoplasmanya
ACAT1 Asil-koenzim A:kolesterol | pg/ml
asiltransferase adalah ELISA
enzim yang mengkatalisis | numerik

esterifikasi kelebihan
kolesterol seluler dengan
asam lemak
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NCEH

enzim kunci yang
menekan pembentukan
droplet lipid dengan
menghilangkan kolesterol
dalam sel busa makrofag

Ekspresi relative
gPCR
numerik

RyR2

Reseptor ryanodine
jantung adalah reseptor
yang berada di
sarkoplasma berfungsi
dengan mengatur
pelepasan kalsium dari
retikulum sarkoplasma di
kardiomiosit, sehingga
memainkan peran integral
dalam kopling eksitasi-
kontraksi. Pada gagal
jantung, miokardium tetap
dalam keadaan
hiperadrenergik kronis.
Hal ini menyebabkan
protein kinase A
hiperfosforilasi reseptor
ryanodine dalam
kardiomiosit, akhirnya
menyebabkan kebocoran
kalsium dari retikulum
sarkoplasma ke dalam
sitosol dan dengan
demikian merusak kopling
eksitasi-kontraksi.

Jumlah densitas
PCR
konvensional
ImagelJ
numerik

SERCA

SERCA adalah Ca2+
ATPase yang mentransfer
Ca2+ dari sitosol sel ke
lumen SR untuk relaksasi
otot jantung

Jumlah densitas
PCR
konvensional
ImageJ
numerik

NOX1, NOX4

Enzim yang menentukan
kadar stress oksidatif di
jantung dan
pembuluhdarah

TAHAP penetapan Kritis halal

Kadar pH, kadar
lactobasilus,
konsentrasi
alkohol

Perbandingan dengan
standar halal MUI dari
kadar pH, kadar
laktobasilus dan kadar
alkohol

Kadar
numerik

Kadar
ekstraksi

etanol

Perbandingan dengan
standar halal MUI dari
kadar etanol hasil ekstraksi

Kadar mg/ml
numerik
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2.4 Sampel penelitian

Sampel penelitian uji in vivo adalah kelinci New Zealand jantan usia 2-3 bulan
dengan berat 250-300 g. Kelinci ini diperoleh dari BPOM Jakarta. Adapun kriteria
eksklusi dalam penelitian yaitu kelinci sakit dan mati sebelum penelitian berakhir.
Estimasi besarnya sampel sesuai dengan rumus Federer: (p-1) (r-1) > 15, dengan
faktor koreksi 20%, didapatkan total 5 ekor kelinci/perlakuan. Sehingga total
diperlukan sebanyak 30 kelinci.

2.5 Prosedur Penelitian
2.5.1 Penetapan Formula Racikan Sambal Lalapan
Penetapan formula bahan bahan alam dalam pembuatan sambal lalapan
adalah didasarkan pada resep tradisional dan kajian literatur fermentasi sayuran
dengan menggunakan bahan utama berupa kubis putih dan timun. Resep lalapan

dan sambal Tabel 1

Tabel 2. Resep Produk Fermentasi Sambal Lalapan

No Bahan Jumlah (g) dan persentase
1. | Kubis 100 (34%)
2. | Timun 95 (32%)
3. | Kemangi 10 (3,42%)
4. | Bawang merah 10 (3,42%)
5. | Bawang putih 10 (3,42%)
6. | Tomat 50 (17%)
7. | Cabe rawit 10 (3,42%)
8. | Gula 2,5 (1%)
9. | Garam 5 (2%)
Total 292
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Gambar 2.1 Tahapan proses pembuatan fermentasi sambal lalapan dan hasil
fermentasi natural 7, 14, 21 hari

2.5.2 Prosedur Fermentasi Sambal Lalapan
Fermentasi adalah salah satu metode pemrosesan makanan yang paling
kuno dan ekonomis di dunia dan didefinisikan sebagai sebuah teknologi di mana
pertumbuhan dan aktivitas metabolism mikroorganisme digunakan untuk
mengawetkan makanan (Nuraida 2015; Terefe 2016; Wilburn dan Ryan 2017). .
Fermentasi makanan dapat dibagi menjadi dua kategori: fermentasi aerobik,
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seperti: fermentasi jamur dan basa, dan anaerobik, seperti:alkohol dan asam laktat
(Nout 2014). Pembagian lain dari metode fermentasi makanan yaitu fermentasi
alami dan fermentasi penambahan kultur starter. fermentasi spontan”, dimana
mikroorganisme hadir secara alami dalam makanan mentah atau lingkungan
pengolahan, misalnya asinan kubis, kimchi, dan produk kedelai fermentasi
tertentu. Kedua, makanan dapat difermentasi melalui penambahan kultur starter,
misalnya kefir, kombucha dan natto [2]. fermentasi kubis lazimnya disebut
saurkreaut dan timun pickle umumnya menggunakan metode fermentasi alami,
karenanya penelitian ini menggunakan teknik fermentasi spontan.

Penggaraman menggunakan Teknik dry salting dilakukan menambahkan
garam 2%-3%. Waktu fermentasi yang dipilih adalah 7, 14, 21 hari. Thakur 2020
menyebutkan bahwa fermentasi kubis terbaik berada di suhu 15-20°C. Hal ini juga
sama dengan pada metode fermentasi timun yang menghasilkan profil
organoleptic terbaik pada suhu 20°C.

2.5.3 Prosedur Uji Organoleptik
Ada 4 jenis sampel produk yang akan diuji. Dengan jumlah panelis 27 orang
dewasa panelis tidak terlatih (W@, Ketentuan panelis (kriteria inklusi untuk panelis)
berdasarkan SNI 01-2346-2006. Waktu uji yaitu antara pukul 08.00 — 10.00 WIB.
Pelaksanaan penilaian uji mutu organoleptik menggunakan sistem single blind, tidak
mengetahui taraf-taraf perlakuan pada sampel yang diujikan. Inklusi panelis yaitu
dapat mengkonsumsi makanan asam dan pedas.
Langkah uji organoleptik yaitu panelis memasuki ruangan dan menempati tempat
yang telah disediakan (karena keterbatasan fasilitas laboratorium untuk uji
organoleptik maka setiap panelis didampingi oleh seorang pengawas dan diberikan
jarak antar panelis)
1. Peneliti mengintruksikan panelis untuk mengisi inform consent
mengikuti uji organoleptic
2. Peneliti menjelaskan pengisian form organoleptic. Penilaian tingkat
hedonic dan mutu hedonic pada suatu produk dan tidak membandingkan

produk satu dengan produk lainnya
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3. Panelis mulai menilai sampel pengujian sesuai dengan petunjuk pengisian
form. Panelis dapat meninggalkan ruangan jika telah selesai melakukan
pengujian

Gambar 2.2 Proses Uji Organoleptik Fermentasi Sambal Lalapan

2.5.4 Prosedur Isolasi Bakteri Asam Laktat ( BAL)

Isolasi Bakteri asam laktat dimulai dari pembuatan medium MRSA dan
MRSB, autoklaf medium. Medium disimpan di kulkas 4C sampai dengan akan
digunakan. Ketika akan digunakan MRSA dipanaskan sampai gel kembali mencair.
Sampel fermentasi diambil sebanyak 5 gram, kemudian dilakukan homogenisasi
menggunakan mortal dan dilarutkan ke dalam 50 ml NaCl steril. Dilakukan serial
dilusi sampel. Siapkan 6 tabung reaksi dan diisi masing-masing dengan 9 ml NacCl.
Ke dalam tabung 1 ditambahkan 1 ml sampel yang telah dilarutkan. Lakukan
pencampuran dengan cara pipetting kemudian dipindahkan ke tabung selanjutnya,
pipetting lagi, pindahkan ke tabung ke 3 sampai tabung ke 6. Akan dihasilkan
konsentrasi sampel 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6.

Setelah selesai melakukan serial dilusi, ambil 1 ml sampel dilusi dari
pengencerah 10-4, -5, -6 dan pindahkan ke dalam petri dish steril (duplo). Setelah itu
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tuang medium MRSA %2 petridish, lakukan gently mixing dengan membentuk angka
8. Tutup petridish dan biarkan medium mengeras membentuk gel. Wrap petridish,
letakkan terbalik, masukkan ke dalam kotak yang telah diisi absorbent CO2.
Masukkan petridish ke dalam inkubator suhu 37°C, inkubasi 24 jam.

Gambar 2.3 Proses kultur bakteri di LAF

Bakteri asam laktat biasanya akan memberikanbentuk bulat dengan area sekitar
membentuk clear zone. Setelah dipastikan terdapat clear zone, maka dilakukan

tahapan berikutnya yaitu pemurnian bakteri.

2.5.5 Pemurnian Bakteri

Pengamatan hasil isolasi bakteri di medium MRSA. Siapkan medium MRSA
yang sudah dicairkan ke dalam BSC, kemudian tuan medium ke petridish. Tunggu
sampai mengeras. Bakteri yang ada di petri dish Langkah 1. Metode pemurnian ini
menggunakan Teknik spread. Tipe goresan T diguankan untuk mendapatkan koloni
tunggal dengan membagi wilayah goresan menjadi 3. Cara kerja: Tandai bagian luar-
bawah cawan petri dengan membagi cawan menjadi 3 bagian menggunakan spidol
marker, inokulasi daerah 1 dengan streak zig-zag. Panaskan jarum ose dan tunggu
dingin, kemudian lanjutkan streak zig-zag pada daerah 2. Cawan diputar untuk
memperoleh goresan yang sempurna. Goresan ose di buat irisan zigzag 4 kuadran.

Wrap petridish, kemudian masukkan ke dalam incubator 37C.
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Gambar 2.4 Teknik Spread

2.5.6 Prosedur pewarnaan gram

1.

10.

11.

Bersinkan objek gelas menggunakan alkohol 70% dan tissue untuk
menghilangkan noda dan lemak yang menempel. Beri label gelas benda yang
kering dan bersih

ambillah dengan jarum ose satu bagian kecil kultur dan letakkan di tengah
gelas benda yang sebelumnya telah diberi aquadest steril/NaCl dan ratakan
Biarkan kering dengan mengangin-anginkan gelas benda

Fiksasi pulasan bakteri dengan melewatkan di atas nyala bunsen (hati-hati,
jangan sampai terlalu kering/gosong), tergantung jenis pengecatannya.
Teteskan cat crystal violet (Gram A) dan diamkan 60 detik. Buanglah sisa cat
dan cuci sisanya dengan air mengalir.

Teteskan larutan iodine (Gram B) dan diamkan selama 60 detik. 6. Buang sisa
cat dan cuci sisanya dengan air mengalir

Teteskan larutan peluntur yaitu alkohol (Gram C) diamkan kira-kira 30
detik.(hati-hati jangan sampai berlebihan yang mengakibatkan kesalahan
hasil).

Buang sisa cat dan cuci sisanya dengan air mengalir

Teteskan safranin (Gram D) dan diamkan selama 60 detik.

Cuci kembali dengan air mengalir, keringkan dengan cara mengangin-
anginkan di udara dan keringkan sisa airmenggunkana kertas tisu.

Amati menggunakan mikroskop perbesaran lemah sampai perbesaran kuat
(1000x) dan diteteskan minyak immersi. Catat bentuk sel (Gambar 13) dan

sifat Gramnya
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2.5.7 Prosedur pewarnaan endospore

Langkah-langkah:

1.
2.

o x® N o

11.

Buat preparat apusan/pulasan bakteri

Siapkan beaker glass berisi air dan didihkan air dengan hot plate. Letakkan
kawat ram diatas beaker glass

Letakkan preparat bakteri di atas kawat ram dan tutup dengan kertas
saring/kertas tisu

4. Teteskan larutan malachite green diatas kertas tisu hingga basah.

Biarkan selama 5-6 menit, tambahkan tetesan pewarna malachite green jika
kertas tisu terlihat kering (jangan biarkan preparat kering)

Pindahkan gelas preparat dan ambil kertas tisu yang menutup preparat.
Biarkan hingga agak dingin.

Cuci preparat dengan air selama 30 detik, keringanginkan.

teteskan pewarna safranin dan diamkan selama 90 detik.

. Cuci dan bilas pewarna menggunakan air selama 30 detik.

Keringanginkan dan amati menggunakan mikroskop pada perbesaran lemah
hingga perbesaran kuat (tidak perlu ditutup cover glass). Amati spora dan
letak spora. Spora bebas dan endospora akan berwarna hijau sedangkan sel

vegetatif berwarna merah.
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Gambar 2.5 Pewarnaan gram dan

PR B PP

2.5.8 Prosedur Uji Biokimia
Uji katalase
Sampel bakteri diambil dan diletakkan pada object glass. Selanjutnya ditetesi
H>02 3%. Diamati apabila terdapat gelembung, maka bakteri dikatakan positif
katalase, dan apabila tidak terdapat gelembung maka bakteri dikatakan negatif
katalase.

Uji produksi gas

Diambil satu ose bakteri dan dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah
diisi dengan tabung durham dan media MRS broth. Kemudian tabung diinkubasi
selama 48 jam dengan suhu 37°C. Pengamatan dilakukan dengan melihat

terbentuknya gelembung udara pada tabung durham.
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2.5.9 Prosedur NGS

Setelah melakukan metode manual untuk mengidentifikasi mikroorganisme
yang ditumbuhkan pada agar, penelitian ini juga mengamati profil mikrobioma di
dalam fermentasi menggunakan NGS. Ekstraksi DNA genom dari sampel mentah
dilakukan menggunakan Zymo BIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research,
D4300)(24) Konsentrasi DNA ditentukan menggunakan spektrofotometer
NanoDrop dan fluorometer Qubit. Persiapan perpustakaan dilakukan dengan
menggunakan Kit dari Oxford Nanopore Technology(25). Sekuensing nanopore
dioperasikan oleh perangkat lunak MinKNOW versi 22.05.7. Basecalling dilakukan
menggunakan Guppy versi 6.1.5 dengan model akurasi tinggi (25).

Kualitas file FASTQ divisualisasikan menggunakan NanoPlot, dan
penyaringan kualitas dilakukan menggunakan NanoFilt (26,27). Bacaan yang difilter
diklasifikasikan menggunakan pengklasifikasi Centrifuge. Indeks Bakteri dan
Archaea  dibangun menggunakan  database NCBI 16S RefSeq
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/). Analisis dan visualisasi hilir
dilakukan menggunakan Pavian (https://github.com/fbreitwieser/pavian), Krona

Tools (https://github.com/marbl/Krona), dan R Studio menggunakan R versi 4.2.0
(https: //www.R-project.org/)(28).

| Raw Sample | [ gDNA ‘ }
DNA Extraction | {
‘ > DNAQC
.« ~
Library Preparation

-
- Amplification with 18S primers using rapid
attachment chemistry
- Attachment of sequencing adapters

-

Nanopore
Sequencing

—
\ NanoPlot 1.40.0, NancFilt 2.8.0 Centrifuge 1.04 Pavian 1.0, KronaTools 2.8.1, R4.2.0 |

Nanopore Sequencing Basecalling Sequenc\ng QC & Quality Filtering Reads Classification Downstream Analysis
—

‘ MinkNOW 22.05.7 | [Guppyﬁ H|gh-accura:ymade\)J

Gambar 2.6 Alur NGS uji eksperimental dan uji bioinformatika
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2.5.10 Prosedur Pembuatan Simplisia Fermentasi Sambal Lalapan
Hasil fermentasi sambal lalapan dimasukkan ke dalam flask, kemudian
dilakukan freeze dried selama 48 jam untuk menghasilkan FSL beku kering yang

selanjutnya dibuat menjadi bubuk dan disimpan di -80°C.

Gambar 2.7 Proses pengeringan dengan metode freeze dried dan hasil pengeringan

2.5.11 Prosedur sistematik review

Untuk mendapatkan gambaran yang komprehensif tentang manfaat spesies
utama yang ditemukan dalam fermentasi sambal lalapan Indonesia, kami melakukan
pencarian literatur sistematis di PubMed, dan database google sarjana yang mengacu
pada pedoman PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic review and Meta-
Analyses)dari 1 Juli sampai 1 Agustus 2022. Aterosklerosis adalah penyebab PJK
yang ditandai dengan peradangan kronis, akumulasi lipid dan elemen berserat di
arteri. Progresivitas aterosklerosis dapat ditentukan dengan gambaran lesi histologis
dari stadium awal yang terdiri dari sel busa, fatty streak; tahap menengah (pra-
ateroma, ateroma), dan lesi lanjutan (plak berserat dan rentan). Oleh karena itu,
pendekatan untuk mengembangkan produk pencegahan IHD dengan menghambat
perkembangan aterosklerosis tahap awal telah menjadi isu yang muncul saat ini.
Beberapa tahapan penting dalam pembentukan sel busa: (1) dislipidemia; (2)
disfungsi endotel. Meskipun beberapa penelitian telah meneliti manfaat fermentasi
makanan terhadap gangguan metabolisme, namun masih belum ada laporan yang
mengidentifikasi target potensial fermentasi ini dalam penghambatan sel busa.
metabolit sekunder probiotik fermentasi kemudian digunakan untuk membuat

prediksi sifat potensi anti-aterosklerosis. Berdasarkan konsep teoritis, kami
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menggunakan beberapa kriteria sebagai kriteria inklusi dan eksklusi. Kriteria inklusi
harus mencakup fermentasi probiotik DAN dislipidemia disfungsi endotel ATAU
aterosklerosis sel busa. Kriteria eksklusi termasuk studi proses dipertimbangkan
untuk dimasukkan dalam tinjauan sistematis ini jika memenuhi kriteria berikut: (1)
penulis melaporkan data dari studi peer-review asli. (2) catatan; (2) desain in vitro
atau in vivo; (3) perlakuan probiotik dalam fermentasi pangan; (4) hasil yang jelas
sebagai berikut dislipidemia atau disfungsi endotel atau sel busa yang berhubungan
dengan aterosklerosis; (4) model jelas baik model tikus aterosklerosis atau kultur
bersama endotel dan makrofag yang terpapar oxLDL. Kriteria eksklusi adalah
review, konferensi, dan surat; makanan fermentasi yang tidak termasuk peran

probiotik.

2.5.12 Prosedur Ekstraksi Fermentasi Sambal Lalapan
Bubuk beku kering fermentasi sambal lalapan ditimbang, kemudian
dilarutkan dengan pelarut etanol 70% perbandingan 1:10. Setelah itu dilakukan
ekstraksi UAE selama 30 menit suhu 25C, serial 3x berhenti setiap 10 menit untuk
dilakukan pengadukan. Hasil ekstraksi penyaringan menggunakan whatman paper
no.4. rendemen tersebut kemudian dilakukan rotary evaporator. Rendemen
dimasukkan ke dalam oven suhu. Lama oven menyesuaikan sampai berat rendemen

stabil. Dllakukan penimbangan setiap 6 jam. Total rerata waktu yang dibutuhkan
adalah 3 hari.
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Gambar 2.8 Proses dan Hasil Ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan

2.5.13 Pengukuran kadar flavonoid dan fenol
Kadar total flavonoid/fenol dianalisa dengan metode kalorimetri menggunakan
reagen alumunium Klorida/Folin Ciocalteau. Senyawa aktif diukur konsentrasinya

menggunakan spektrofotometri UV-VIS dan Kromatografi Lapis Tipis.

2.5.14 Pengukuran kadar antioksidan Uji DPPH
Berbagai serial konsentrasi dari ekstrak fermentasi sambal (10-1000 pg / mL)
ditambahkan ke dalam 96 well plate kemudian ditambahkan reagen DPPH 60mM.
radikal DPPH ditentukan pada ELISA di panjang gelombang 540 nm. Aktivitas
scavenging dihitung dengan menggunakan rumus berikut: Kegiatan scavenging (%)
= [1 - (Asample - A sample blank) / Acontrol] x 100.

2.5.15 Prosedur Uji organoleptik
Terdapat 4 perlakuan (K, P1, P2, P3, P4) pada ekstrak fermentasi lalapan
sambal. Ketentuan panelis (kriteria inklusi untuk panelis) berdasarkan SNI 01-2346-
2006. Pelaksanaan penilaian uji mutu organoleptik menggunakan sistem single blind,
tidak mengetahui taraf-taraf perlakuan pada sampel yang diujikan.

2.5.16 Prosedur uji in silico

Profil karakteristik fisikokimia dan kemiripan obat Lipinski Rule of five (Ro5)

dievaluasi menggunakan software swissAdme. Format file canocical smiles dari
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Pubchem dimasukkan pada situs http://www.swissAdme.res.in/
software/drugdesign/lipinski.jsp. Profil bioavaibilitas dikatakan baik jika skornya
>0.5. Prediksi kekuatan afinitas senyawa aktif fermentasi sambal lalapan
terhadap CD36 menggunakan docking molekuler. Uji analisis yang digunakan
untuk membandingkan prediksi kekuatan senyawa yang ada pada Fermentasi Sambal
Lapapan sebagai ligand CD36 terdiri dari beberapa rangkaian kegiatan awal yaitu:

1. Preparasi Ligan, dimana Senyawa aktif Fermentasi Sambal Lalapan yang
berperan sebagai ligan di unduh dalam bentuk 3D melalui PubChem
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dan kemudian disimpan dalam format
SDF (*sdf).

2. Preparasi protein reseptor, Protein Data Bank CD36 memiliki struktur 3D
yang diunduh dari situs http://www.rcsb.org. Selanjutnya dihilangkan
molekul-molekul yang tidak dibutuhkan seperti air dan ligan, dengan
aplikasi Discovery studio dan disimpan dalam format file (*pdbqt).

Uji Docking , Docking dilakukan dengan beberapa tahap dengan beberapa
software. Tahap pertama memasukkan reseptor ke dalam software Discovery studio
dan kemudian formatnya diubah menjadi (*pdbqt). Tahap kedua memsukkan ligan
untuk diminimalisasi dan diubah formatnya menjadi (*sdf) dengan menggunakan
software open babel. Metode docking yang digunakan adalah site specific docking,
dimana kontrol untuk CD36 menggunakan molekul FFA, sementara kontrol
menggunakan Statin. Tahap ketiga memulai proses docking dengan software
Autodock Vina dengan cara mengatur grid pada sisi aktif reseptor dan selanjutnya di
running. Pada tahap terakhir, hasil dari docking disimpan dalam format PDB serta
data nilai binding affinity disimpan dalam format Microsoft Excel.

Visualisasi hasil docking. Hasil docking divisualisasikan dalam bentuk 3D dan
2D. Software Discovery studio dapat menggambarkan interaksi dalam bentuk 3D dan
kemudian dianalisis ikatan yang terbentuk antara senyawa ligan dengan
reseptor.untuk melihat interaksi asam amino yang terjadi serta jenis ikatannya dalam

visualisasi 2D.
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2.5.17 Prosedur uji viabilitas

Tumbuhkan sel dalam lempeng mikro (tingkat kultur jaringan, 96 sumur, dasar
rata) dalam volume akhir 100 I/kultur sumur medium dalam atmosfer yang
dilembabkan, seperti +37°C, 5 hingga 6,5% CO2). Tambahkan 10 I/well Cell
Proliferation Reagent WST-1. Inkubasi sel selama 0,5 hingga 4 jam dalam atmosfer
yang dilembabkan, seperti +37°C, 5 hingga 6,5% CO2.Kocok secara menyeluruh
selama 1 menit di atas shaker. Ukur absorbansi sampel terhadap kontrol latar
belakang sebagai blanko menggunakan microplate (ELISA) ppada 420 hingga 480

nm

2.5.18 Pembuatan Kelinci Model Aterosklerosis
Aklimatisasi 1 minggu. Selama penelitian berlangsung hewan coba akan
mendapatkan pakan dan air minum secara ad libitum yang diganti setiap hari.
Sedangkan kandang dibersihkan setiap hari. Pelet diet tinggi lemak adalah pellet
normal + 2% kolesterol. Kelinci dengan kriteria aterosklerosis yaitu adanya sel busa

didapatkan setelah induksi diet tinggi lemak selama 12 minggu.

2.5.19 Prosedur Pemeriksaan Parameter uji in vivo
Pengukuran parameter dengan metode Spektrofotometri, qPCR, PCR

konvensional, Spektrofotometri, ELISA, Imunositokimia dan Flowsiotmetri,

2.6 Analisis data
Data disajikan menggunakan statistic deskriptif seperti table frekuensi dan
grafik, sementara hipotesis dibuktikan menggunakan uji one-way Anova dengan
bantuan SPSS 24.0

2.7 Alur Penelitian
Pelaksanaan penelitian di PT-host
Penelitian di UM memiliki tujuan dalam menentukan optimasi metode
fermentasi sambal lalapan, validasi penetapan titik kritis halal pada proses
pembuatan EFSL, dan proses ekstraksi, serta perhitungan kadar antioksidan dan uji
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sitotoksisitas pada sel normal Penelitian ini direncanakan akan dilakukan di lab Riset

Halal UM dan akan dilaksanakan selama 2 bulan.

| optimasi metode fermentasi

h 4

A4 Y
kemangi,cabe rawit bawang putih, timun dan kubis di
pelaietioy bawang merah, tomat ek
IKeringkan diblenaer dihaluskan Cuci dipotong
Y

ditambah garam
ditambah air
dimasukkan toples .

I 10°Ci14 hr, |

| 10°C/7 hr, |

| 20°C/7 hr, I |20°C/14 hr, |

Sy 4| FERMENTASI
titik kritis halal 1 >| SAMBAL LALAPAN
[ pH ] PCR
Rotary evaporator R

Coamias hrumatopy o | apis
Tigh
1 ekstrak etanol fermentasi sambal
- titik kritis halal 2 lalapan i

v

[ Flavonoid, fenol, quercetin, eugenol J
uji
isitotoksisitas

uji viabilitas

Gambar 2.9 Alur penelitian di UM
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Pelaksanaan penelitian di Unair

Penelitian di Unair bertujuan untuk melihat senyawa aktif dari fermentasi

sambal lalapan, uji prediksi senyawa aktif fermentasi sambal lalapan terhadap

disfungsi endotel, pembentukan sel busa aterosklerosis dan pengelolaan kalsium

jantung, serta kemampuannya dalam inhibisi inflamasi pada makrofag yang dipapar

oxLDL. Penelitian ini akan dilaksanakan di Tropical Disease Center (TDC) dan akan

selesai pada kurun waktu 2 bulan. Alur penelitian disajikan pada diagram di bawah

Uji pengaruh antiinflamasi

Uji ELISA

ini.
Studi insilico
Flavonoid, fenol hasil optimasi
fermentasi sambal lalapan
Profil fisiko kimia, Prediksi Prediksi kekuatan afinitas
bioavaibilitas dan aktivitas ikatan dengan reseptor
Lipinski Rule of 5 biologis
] 4 C Y
SWISSAdme PASS server Pencarian Pencarian
(cutoff 0.5) ligand dengan reseptor di
Pubchem rscb.org

Preparasi reseptor dengan

Discovery Studio

—H

Docking spesifik dengan
Autodock Vina PyRx 9.0

L

Visualisasi 3D dan 2D dengan Biovia
Discovery Studio

Gambar 2.10 Alur penelitian di Unair
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Pelaksanaan penelitian di UB

Penelitian di UB bertujuan untuk melihat mekanisame molekuler secara in

vivo dengan model hewan coba kelinci yang diberikan diet tinggi lemak.

Dilaksanakan di laboratorium Biosains dilaksanakan dalam kurun waktu kurang

lebih 3 bulan. Alur penelitian disajikan pada diagram di bawabh ini.

kelinci jantan New Zealand usia 2 bulan BB 200-300 g i
L]
A~
v
aklimatisasi 7 hari makan minum adlibitum, siklus cahaya 12112
¥ v v v hJ
N (n=5) Ki-) (n=5) K+g P1 P2
(n=5)
k4
Pengamatan Profil Metabolik Pratreatment (BB, Profil Lipid)
L4 h 4 v h 4 ¥ ¥
Ao N {n=5) Ki-) Ki+) P1 P2 P3
; . | pakan pelet pakan _pn_elet Hova pakan _pglet Nova pakan pelet Nova adiibitum+
] Mova adlibitum+ adlibitum= kolesterel 2% EFSL K1 K2 K3
el ft adlibitum kolesterol 2% kolesteral 2%+ statin & ® Bt

k 4

uji parameter: NCEH, ACAT, sel busa, profi
lipid, NO, NOX1, NOX4, RyR, SERCA. FAl

Gambar 2.11 Alur penelitian di UB
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BAB 3. HASIL PENELITIAN

3.1 Karakterisasi pH fermentasi sambal lalapan

pH merupakan indikator derajat maturasi dari fermentasi sayur. Semakin
asam produk fermentasi makanan mudah disterilkan. Disebutkan dalam suatu
penelitian, bahwa keberhasilan fermantasi ditentukan jika mendapat nilai pH 3,6.
Penelitian lainnya menyebutkan bahwa pH terbaik untuk pematangan fermentasi
sayur adalah 4,2-4,4. Perubahan pH merupakan indikator signikan dari tingkat
kematangan kimchi (Cho et al., 2016), kematangan optimal kimchi pada pH 4,2
— 4. Makanan dengan pH di bawah 4,7 sangat tahan bakteri. Dengan demikian,
makanan dengan pH rendah mudah disterilkan. Fermentasi menurunkan pH
makanan dengan meningkatkan kadar asam laktat yang ada di dalamnya, yang
membuatnya aman untuk dikonsumsi. Cuka atau asam lemabh lainnya (seperti jus
lemon) terkadang ditambahkan selama proses fermentasi untuk memastikan pH

makanan tetap pada tingkat yang aman. Proses ini dikenal sebagai pengawetan.

Tabel 3.1 pH hasil fermentasi sambal lalapan

Kelompok Perlakuan Nilai pH

K 4726 = 0.26#"

P1 4.358 + 0.7453*"
P2 3,678+ 0.06127*#
P3 3,3780% 0,0406 7*#"

3.2 Uji Organoleptik Fermentasi Sambal Lalapan
Uji organoleptik adalah uji sensori merupakan cara pengujian dengan
menggunakan indra manusia sebagai alat utama untuk pengukuran daya penerimaan
terhadap produk. Uji ini juga menggambarkan karakteristik dari sampel. Terdapat 7
indikator dari uji sensoris ini diantaranya rasa secara keseluruhan, rasa pedas, asam,
aroma, tekstur, warna dan kesukaan secara keseluruhan. Hasil uji organoleptik pada

4 kelompok disajikan dalam table 3.2
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Tabel 3.2 Hasil uji organoleptik

Rasa Rasa Pedas Rasa Asam Aroma Tekstur Warna Kesukaan
K 430+1,27 4,44+1,15 4,11+1,05 3,59+1,42 5.19+1.08 4,89+1.05 4.52+1.25
P1 3,22 +1,58* 4,25+1,16 3.52+0.98* 3,30+1,38 4.74+1.26 3,67+1.14* 3.48+1.39*
P2 2,11 +1,09*# 3,22+1,48*# 2.63+1.67*# 3,37+1,67 4.11+1.60* 3,85+1.51* 2.41+1.08*#
P3 2,67 +1,74* 3,25+1,65*# 2.85+1.88*# 3,15+1,72 3.59+1.37*# 3,93+1.63* 2.48+1.72*#

Hedonic Test
w—CONTOI  w—P1 P2 P33

Taste

7.00
6.00

Overal preference 5,00 Spidiness

Soumess

Texture Flaved/Odor

Gambar 3.1 Hasil Uji Henodik

Nilai rata — rata kesukaan panelis pada atribut rasa berkisar 4.30 — 2.67
yang artinya panelis cenderung biasa sampai agak suka. Tingkat kesukaan rasa
produk kontrol berbeda nyata dengan semua perlakuan produk fermentasi.
Tingkat kesukaan rasa produk dengan fermentasi 7 hari lebih tinggi secara nyata
dibandingkan dengan tingkat kesukaan produk fermentasi 12 hari. Adanya
perlakuan fermentasi menciptakan rasa asam untuk produk Nilai rata — rata
kesukaaan panelis pada atribut rasa pedas berkisar 4.44 — 3.25 yang artinya
panelis cenderung biasa sampai agak suka. Tingkat kesukaan rasa pedas formula
kontrol tidak berbeda nyata dengan formula P1 Tidak berbeda nyata pada tingkat

kesukaan rasa pedas pada P2 dan P3 . Hal ini menujukkan adanya rasa pedas
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yang sama pada formula kontrol dan P1; P2 dan P3. Tingkat kesukaan tertinggi
yaitu pada kontrol dan dilanjutkan dengan formula p1. Nilai rata — rata kesukaan
pada atribut rasa asam berkisar 4,11 — 2,85 yang artinya panelis cenderung biasa
sampai agak suka Tingkat kesukaan rasa asam pada formula kontrol berbeda
nyata dengan semua perlakuan produk fermentasi. Tingkat kesukaan rasa pedas
formula P1 lebih tinggi secara nyata dibandingkan tingkat kesukaan formula P2.
Nilai rata — rata kesukaan pada atribut aroma berkisar 3,59 -3,15 yang artinya
panelis cenderung biasa sampai agak tidak suka Tidak terdapat perbedaan tingkat
kesukaan secara signifikan pada ke empat produk. Hal ini menunjukkan semua
produk memiliki aroma yang sama. Nilai rata — rata kesukaan pada atribut tekstur
berkisar 5.19 — 3,59 yang artinya panelis cenderung agak suka sampai biasa.
Tingkat kesukaan tekstur kontrol dengan formula P1 tidak berbeda signifikan
p=0.185. Terdapat perbedaan signifikan tingkat kesukaan pada produk kontrol
dengan P2 dan P3. Tingkat kesukaan tertinggi pada formula perlakuan adalah P1
(4,74 di bulatkan 5 yaitu agak suka). Keempat formula memiliki tekstur yang
crunchy. Nilai rata — rata kesukaan pada atribut warna berkisar 4,89 — 3,93 yang
artinya panelis agak suka sampai biasa. Tingkat kesukaan warna kontrol berbeda
nyata dengan semua perlakuan.

Tingkat kesukaan semua perlakuan tidak berbeda nyata antar produk
perlakuan (formula P1, P2, dan P3). Warna produk fermentasi memiliki tingkat
kesukaan yang sama yaitu biasa, namun berdasarkan rata- rata nilai kesukaan
tertinggi pada produk formula P3. Tingkat kesukaan memiliki nilai tinggi 4,89
(agak suka) pada produk kontrol .

3.3 Karakterisasi morfologi dan biokimia Bakteri Asam laktat

Bakteri asam laktat (BAL) adalah kelompok heterogen mikroorganisme
filogenetik terkait erat yang menghasilkan laktat asam sebagai produk utama atau
satu-satunya dari fermentasi karbohidrat. BAL adalah Gram positif,
nonsporulating, katalase-negatif, asam toleran, tidak bernafas tetapi aerotoleran,
biasanya kokus nonmotile atau batang dengan kandungan Guanidine Citosine (G
C) rendah. Kecuali untuk beberapa spesies milik Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, dan Carnobacterium genera, LAB bersifat nonpatogenik dengan
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status yang umumnya diakui sebagai aman (GRAS) atau food grade.
Mikroorganisme ini ditemukan di sejumlah besar lingkungan seperti bahan
tanaman dan makanan berbasis susu, daging, dan sereal (fermentasi), saluran
pencernaan hewan dan vagina, dan di tanah dan air. Mlkroorganisme ini
diklasifikasikan berdasarkan morfologi mereka, mode glukosa,fermentasi,
kemampuan untuk tumbuh pada suhu yang berbeda, dan penggunaan gula sebagai
substrat karbon. Fitur lain, seperti konfigurasi asam laktat yang dihasilkan dan
toleransi terhadap garam, asam, dan alkali, juga dipertimbangkan. Menurut
taksonomi saat ini Klasifikasi BAL termasuk ke dalam filum Firmicutes, kelas
Bacillus, ordo Lactobacillales. Keluarga termasuk Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, dan
Streptococcaceae. Empat genera utama BAL, yaitu Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, dan Streptococcus. Namun, revisi taksonomi baru-baru ini telah
mengusulkan genera baru berikut: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, dan Weisella. Dari semua genera yang
disebutkan, lactobacilli dan carnobacteria adalah batang; genera yang tersisa
adalah kokus, kecuali spesies Weisella, yang dapat berupa batang atau kokus.

Gambar 3.2 Hasil Kultur BAL
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Bakteri asam laktat adalah gram positif. Hasil isolasi tunggal dalam
penelitian ini yang dilakukan pengecatan gram, menunjukkan bakteri terwarnai
ungu. Hal ini menunjukkan bakteri hasil isolasi merupakan bakteri gram positif.
Selanjutnya dilakukan pewarnaan endospore yang merupakan ciri lain dari bakteri
asam laktat. Pada pengamatan mikroskop ditunjukkan warna merah pada bakteri.

Karenanya, dapat disimpulkan bahwa bakteri ini merupakan bakteri asam laktat.

0 '.[‘l&‘a A

Gambar 3.3 Pengamatan mikroskop hasil pewarnaan gram
dan endospora

Bukti lain yang mendukung bahwa isolate hasil pemurnian merupakan
bakteri asam laktat adalah hasil dari uji biokimia katalase. Bakteri asam laktat
memiliki hasil katalase negative. Preparat menunjukkan tidak terbentuk

gelembung pada preparat.
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Gambar 3.4 Uji Katalase dan Pembentukan Gas

3.4 Produk amplifikasi hasil isolate tunggal Bakteria menggunakan primer
16sRNA

untuk validasi kualitatif maka dilakukan PCR menggunakan sampel FSL tentang

keberadaan mikroba menggunakan primer 16sRNA.
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Gambar 3.5 Hasil PCR

3.5 Uji pathogen fermentasi asam laktat
Untuk membuktikan secara manual, apakah terdapat bakteri pathogen pada
FSL maka dilakukan uji pathogen menggunakan blood agar. Setelah bakteri
ditanam 14 hari, tidak ditemukan zona bening pada agar. Hal ini

menunjukkan bahwa FSL tidak mengandung bakteri pathogen.

”/—gq\
Ty -

-

Gambar 3.6 Hasil Uji Patogen

3.6 Profil Mikrobiologi Fermentasi Sambal Lalapan Menggunakan Next

Generation Sequencing (NGS)

Keamanan pangan dan kualitas pangan merupakan dua hal yang penting

bagi konsumen dan juga industry pangan. Tantantangan penting terkait dengan
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keamanan pangan adalah jaminan keamanan mikrobiologis bahan pangan . Pada
tahun 2010, 600 juta insiden infeksi bawaan makanan dilaporkan olehn WHO
yang menyebabkan 420.000 kematian. Next Generation Sequencing, telah
banyak digunakan dalam berbagai bidang seperti mikrobiologi, diagnostik,
forsenik dll. Dengan metode Next Generation Sequencing, mikrobioma total dari
sampel biologis dapat diidentifikasi dan diurutkan. Di bidang foodomics, analisis
genomik sampel makanan oleh NGS dianggap akurat, cepat, dan jauh lebih
informatif dibandingkan dengan Teknik kultur. Berdasar hasil pH, pl4
menghasilkan pH berkisar dari 3,5. Maka untuk kepentingan profiling mikroba
FSL menggunakan NGS dilakukan komparasi antara K dan P2 (FSL 14 hr).
Berikut hasil dari NGS :
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Control

1666,53 +73,19

1705,01 + 23,12

3,68

0,895

9,57

208,03

fermentation

148,1+ 26,84

135,86+ 5,77

2,07

0,79

4,66

13,75

Gambar 3.7 Komparasi dari keberagaman taksonomi, biodiversitas dari hasil NGS antara
kelompok nonfermentasi dengan fermentasi dari sambal lalapan

3.7 Diagram Prisma Eksplorasi L Plantarum sebagai kandidat agen pencegahan PJK

Hasil dari NGS didapatkan bahwa Lactiplantibacillus plantarum menempati 48%

spesies yang ditemukan di Fermentasi Sambal Lalapan. Diagram PRISMA terdiri dari 3

tahap yaitu identifikasi, skrining, yang terpilih dengan rangkaian proses di dalamnya sesuai

dengan table dibawah ini. Dari hasil seleksi artikel didapatkan 6 jurnal yang eligible untuk

dilakukan proses review sistematik.

ident fication

SCreamning

Ireciunched

records identified (n= 341)
1. database Pubmed 73
2. google scholar 263

v

records remaved befare
SCreening
duplicate: 5

racord scraenad
n=331

racords excluded: (n=93)

1. review Pubmead 2

2. review google
scholar, 86

Y

report sought for retneval
1. Pubmed databaze; T
2. google scholar: 162

repors not refneved based
o title and abstract *
(n=222)

w

1. Pubmed database : 66

2. Google scholar: 156

Y

report assessed for eligibility
(n=11)
1. Pubmed: &

2. google scholar: 6

¥

report assessed for eligibility
1. Pubmed: 5
2. google schalar 1

pilactobacilus plantarum 3

starter 2

reports excluded for reason (n=5)
1. the study use fermented foods not isolate of

2. the research use lactobacillus plantarum as the
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Gambar 3.8 Diagram PRISMA alur seleksi artikel review sistematik terkait

peran Lactiplantibacillus plantarum dalam inhibisi aterosklerosis
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induced by signaling

IP injection SOCS1, A20
of LPSin
PBS. Insome
experiments,
mice were
injected with
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s of LPS (10
to 40 mg/kg)

3.8 Penetapan titik kritis halal produk fermentasi sambal lalapan
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is there processing ?
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| maintain hygiene for the process
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BAB 4. KESIMPULAN DAN SARAN

4.1 Kesimpulan

1.

karakteristik fisikokimia dari Fermentasi Sambal Lalapan (FSL) yaitu pH
berkisar antara 3-4

Penerimaan produk makanan Fermentasi Sambal Lalapan di masyarakat
berdasar hasil uji organoleptik rerata agak tidak suka.

Profil mikroba dari Fermentasi Sambal Lalapan Sebagian besar adalah pada
filum Firmicutes, kelas Lactobacilaceae, dengan 3 spesies utama
Lactiplantibacillus plantarum, Weissela dan Leuconostococus.

Berdasar hasil pewarnaan gram didapatkan warna ungu, biokimi uji katalse
negative mengindikasikan adanya bakteri asam laktat

Terdapat beberapa titik kritis halal pada proses Penetapan Produk Fermentasi
mulai dari identifikasi Pemilik Usaha, Proses pemilihan bahan, Proses

fermentasi, Penamaan Produk dan Pengemasan Produk.

4.2 Saran

1.
2.

Perlu adanya optimasi resep produk fermentasi sambal lalapan
Pengembangan produk dan ekstrak untuk penelitian selanjutnya
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ABSTRACT

Keywords: sambal lalapan, fermentation, cardiovascular,
1. Introduction

Coronary heart disease (CHD) remains as the first cause of deaths worldwide(1). In addition, the
prevalence of CHD as the most prevalent type of cardiovascular illness is rising globally(1,2). This
disease produces immense health and economic burdens worldwide(3,4). Epidemiological data showed
the relation between dietary food and lower risk of CHD. One prospective study demonstrated that diet
rich of plant foods have an inverse relationship with CHD risk(5,6).

Sambal lalapan is a combination between vegetable and Indonesian home-made sauce that widely
found in Indonesia(7,8). The vegetables consist of cucumber, cabbage, and basil leave. Whereas, The
Indonesian sauce ingredients are onion, garlic, chilli, and tomato that are mixed together with hands
and traditional equipment called cobek. Experimental studies indicate the antioxidant and anti-
inflammatory properties of secondary metabolite of the ingredients.

Although the ingredients are healthy, but not with the processing step that are mainly fried with
high temperature. Moreover, the raw vegetable exposed to air would be easily oxidized and get
contamination. Thus, the innovation of sambal and vegetable processing in making the sambal lalapan
is highly recommended. Fermentation is a valuable biotechnological process that can maintain and
improve the safety, nutritional, sensory, and shelf-life properties of vegetables(9). Numerous studies
suggest that the potential benefitfollowing the consumption of fermented dairy productscontaining
viable lactic acid bacteria. Most probiotics fall into the group of organisms' known as lactic acid-
producing bacteria and are normally consumed in the form of yogurt, fermented milks or other
fermented foods. Some of the beneficial effect of lactic acid bacteria consumption include: (i) improving
intestinal tract health; (ii) enhancing the immune system, synthesizing and enhancing the bioavailability
of nutrients. The mechanisms by which probiotics exert their effects are largely unknown, but may
involve modifying gut pH, antagonizing pathogens through production of antimicrobial compounds,
competing for pathogen binding and receptor sites as well as for available nutrients and growth factors,



stimulating immunomodulatory cells, and producing lactase. Several reports show that lactic acid
bacteria also have benefit in the prevention of coronary heart disease.

There are still lack of study identify the microbe and investigate the benefit of vegetable and in
sambal lalapan fermentation to prevent CHD. Detection of foodborne pathogens to provide safe food
supply and to prevent foodborne diseases is an emerge issues in food industry and public health field
nowadays(10). Therefore, the recent study aimed to compare microbial profiling inside the sambal
lalapan and its fermentation. Additionally, the literature review of the use of probiotic in atherosclerosis
inhibition as the etiology of coronary heart disease also explored.

2. Material and method
2.1 Sambal Lalapan fermentation process

Sambal ingredients consist of onion, garlic, chilli, and tomato; Lalapan vegetables were white
cabbage, basil leaves, and cucumber were collected from traditional market. The morphological
characteristics and agronomic traits of ‘all plant material Cucumber were determined and described
from Materia Medica-Indonesian Government. The weight of sambal, lalapan ingredients, and The
recipe of sambal was adjusted with Indonesian local formula as follow: (1) 5 g onion; (2) 5 g garlic; (3)
10 g chilli; (4) 50 g tomatoes; (5) 100 g white cabbage; (6) 95 g cucumber(11-15).

Fresh cabbage was cleaned, dried, weighted, shredded, and mixed with 3% salt overnight in
4°C. Fresh cucumber was peeled, cut into small pieces and weighted. Selection of basil leaves, followed
by clean in fresh water, dried, weighted, and cut into smaller size. After onion, garlic, chili and tomato
were sorted and washed with fresh water and dried, the ingredients were mixed together using mortar.
Thus, the sugar, salt, vegetables were added into sambal and mixed together and mixed. The time for
natural fermentation were 7, 14, 21 days(16). The fermentation jar was kept in 20°C(17).

2.2. Physicochemical Measurements and sensory analysis
2.2.1. pH Measurements

The fermentation process was monitored 0, 7, 14", 21 day by measuring the brine pH. The
pH results were obtained using a Seven2Go S2-Basic portable pH meter (Mettler Toledo, Columbus,
OH, USA) according to 1S010523:2008, and EC was measured with a FiveGo F3 portable conductivity
meter (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) according to 1ISO7888:1985.

2.2.2 Organoleptic study

27 untrained panelist who studied in Medical Science Department evaluated the sensory quality
of the Sambal Lalapan Fermentation samples (Sample Control, P1, P2 dan P3). The samples were
evaluated for flavor, spiciness, sourness, texture, color, overall preference using 7-poin hedonic
scale(1)(2) with 1) for dislike very much ; 2) for dislike moderatley; 3) for dislike slightly dislike; 4)
neither like nor dislike; 5) like slightly; 6) like moderately; 7) like very much(18-20).

2.3 BAL identification genotype and phenotype
2.3.1 BAL morphological and biochemical test

Fermented Samples (10 g) were homogenized in 90 mL sterile 0.9% (m/V) NacCl, diluted and
plated at 37 °C for 48 h on MRSA agar with glacial acetic acid; Oxoid, Basingstoke, UK selective for
lactobacilli using pour plate technique. After 48 hours, Colonies were observed and selected by their
different morphology and texture and transferred to another plated using streak plate method to obtained
single isolated colony(21).
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Gram-positive, catalase-negative were selected for phenotype characterization. Colonies of
lactobacilli formed on MRS were examined for Gram staining using Gram staining kit (SKU-Pack Size,
SIGMA ALDRICH, USA). The color and morphology were observed under light microscopy
(LABOMED, USA) using oil immersion. The catalase activity test was performed by drop 3% H202
into the isolated colony in coverslip(21). The absence of oxygen effervescence indicated the negative
response.

The endospore formation was determined by protocol as follow: (1) aseptically smear of
lactobacilli on a slide using heat fixed; (2) applied Malachite green (the principal stain) into the slides
that were placed on a boiling water bath; (3) rinsed with water; (4) add The counter stain (safranin) was
applied on slide for 20 s and rinsed with water again and the slides were blot dried then observed under
the light microscope (LABOMED, USA). Red coloured (non-spore forming) isolates were kept and
subjected to further test(22)s.

2.3.2 Identification of BAL genotype

Genomic DNA extraction from raw samples were carried out using ZymoBIOMICS DNA
Miniprep Kit (Zymo Research, D4300)(24) DNA concentration was determined using both NanoDrop
spectrophotometers DNA was extracted from single isolated colony from 7, 14, 21 days of fermentation
followed by amplification of the bacterial 16S rRNA using a two-step PCR procedure using primers
515F(5'-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGCC AGCMGCCGCGGTAA-3")
and 806 R(5'-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"), whereas eight forward and two reverse primers
were used in the second step. PCR amplification was performed in a final volume of 50 pL, containing
10 mM TrisHCI (pH 8.3), 50 mM KClI, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM of each dNTP, 100 nM forward primer,
100 nM reverse primer, 25 ng template DNA, and 0.5 U TaKaRa Taq DNA polymerase (TaKaRa Bio,
Japan). Amplification was performed using the GeneAmp PCR System 9700 Thermal Cycler (Life
Technologies, USA). The following parameters were used for amplification: 94 °C for 5 min, followed
by 25 cycles of 95 °C for 30 s, 50 °C for 30 s, 72 °C for 1 min, and finally 72 °C for 4 min. The method
by Lee et al (23)was ued for run electrophorese of The PCR product in agarose gel.

2.4 Determination of pathogenicity

Detection of food borne pathogen was a critical step in ensuring the food safety. Thus, this
study also determined the possible pathogen in fermentation food which was carried out through
hemolytic test. Hemolytic tests are carried out by inoculating bacterial cultures in blood agar media
supplemented with human whole blood (5%) and incubated at 37°C for 48 hours. The presence of
hemolytic activity was characterized by the presence of a hemolytic zone in the blood agar medium.
Hemolytic test results are grouped into 3 groups, namely hemolytic-a (formed green zone around
bacterial colonies), hemolytic-f (formed clear zones around bacterial colonies), or hemolytic-y (no clear
zones around bacterial colonies) in the blood agar. Pathogenic bacteria are characterized by a reaction
that occurs between bacteria that grow with blood agar media. Formation of clear zones around the
growing bacterial colonies indicate the pathogenic bacteria, whereas no clear zones around the bacterial
colonies are formed in the results of non-pathogenic bacteria test.

2.5 Microbial profiling of Sambal Lalapan Fermentation by NGS

After performing manual method to identify the microorganism which was grown in agar, this
study also observed the microbiome profile inside the fermentation using NGS. Genomic DNA
extraction from raw samples were carried out using Zymo BIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo
Research, D4300)(24) DNA concentration was determined using both NanoDrop spectrophotometers
and Qubit fluorometer. Library preparations were conducted using Kits from Oxford Nanopore
Technology(25). Nanopore sequencing was operated by MinKNOW software version 22.05.7.
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Basecalling was performed using Guppy version 6.1.5 with high-accuracy model(25). The quality of
FASTQ files were visualized using NanoPlot, and quality filtering was performed using NanoFilt
(26,27). Filtered reads were classified using Centrifuge classifier. Bacteria and Archaea index was built
using NCBI 16S RefSeq database (https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/). Downstream
analysis and visualizations were performed using Pavian (https://github.com/fbreitwieser/pavian),
Krona Tools (https://github.com/marbl/Krona), and R Studio using R version 4.2.0 (https://www.R-

project.org/)(28).

[ Raw Sample ] [ gDNA ] |

DNA Extraction l

= - ]
1
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- Attachment of sequencing adapters

.
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{ Centrifuge 1.0.4 ] [ Pavian 1.0, KrenaToals 2.8.1, R 4.2.0

Figure 1. Experimental and bioinformatic workflow

2.6 Systematic review of probiotics function in prevention of CHD

To get comprehensive overview about the benefit of main species found in Indonesian
fermentation sambal lalapan, we performed a systematic literature search in PubMed, and google
scholar databases ccording to PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-
Analyses) guidelines(29) from 1% July up to 1% August 2022. Atherosclerosis is the cause of IHD which
characterized by chronic inflammation, the accumulation of lipids and fibrous elements in the
arteries(30). The progression of atherosclerosis can be determined by histological lesion view from
early stage which is consist of foam cell, fatty streak; the intermediate stage (pre-atheroma, atheroma),
and the advance lesion (fibrous and vulnerable plaque)(31-34). Therefore, an approach to develop
product for IHD prevention by inhibiting the progression of early-stage atherosclerosis has become an
emerging issue nowadays. Several stages important in foam cell establishment: (1) dyslipidemia; (2)
endothelial dysfunction. Although there are several studies have been investigating the benefit the food
fermentation on metabolic disorder, but there is still no report identify the potential target of this
fermentation in foam cell inhibition. the secondary metabolite of probiotic the fermentation was then
used to make prediction of its anti-atherosclerosis potential properties. Based on theoretical concept,
we used several criterias as the inclusion and exclusion criteria. The inclusion criteria must include
fermentation probiotic AND dyslipidemia endothelial dysfunction OR foam cell atherosclerosis. The
exclusion criteria included the process Studies were considered for inclusion in the present systematic
review if they met the following criteria: (1) the authors reported data from an original, peer-reviewed
study. (2)not; (2) the in vitro or in vivo design; (3) the treatment is probiotic in food fermentation; (4)
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outcome is clear as follows dyslipidemia or endothelial dysfunction or foam cell related to
atherosclerosis; (4) the model was clear either the mice model of atherosclerosis or co culture of
endothel and macrophage exposed to oxLDL. Exclusion criteria were reviews, conferences, and letters;
the food fermentation which is not include the role of probiotic.

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis for pH, organoleptic comparation among groups was performed in SPSS version
24.0 by using ANOVA or Kruskal-Wallis test, where appropriate. A p value less than 0.05 was
considered statistically significant.

3. RESULTSs
3.1 Indonesian sambal lalapan appearance after spontaneous fermentation

Sambal Lalapan is a traditional Indonesian dish that served regularly. In order to increase its
health benefits, this research made a breakthrough by changing the processing using fermentation
technique. benefit of this cuisine. Indonesian sambal lalapan was prepared from main ingredient
cabbage and cucumber. After salting the cabbage overnight, additional ingredients were added the next
day and mixed with seasonings such as onion, garlic, basil leaves, tomato, chilli, salt and sugar. The
fermentation was set at constant temperature 20°C in 3 different time 7, 14, 21 days. The step of
spontaneous fermentation and general look after natural fermentation was depicted in Fig. 2.

Figure 2. The steps and appearance of sambal lalapan fermentation. Overall, the color of ingredients
after fermentation was more brown compare with the control group (0 days).
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3.2 pH of Sambal Lalapan Fermentation

There was gradual reduction of pH after the food fermented 7,14, 21 days respectively. Stated
in the research that the best pH for adequate fermentation range between 3 and 4. According to this,
we concluded that 14" and 21% days fermentation showed the optimum fermentation time (Tablel).

Table 1. pH of naturally fermented sambal lalapan.

Group pH
C 4726 = 0.26#"
P1 4.358 £ 0.7453*"
P2 3,678+ 0.06127*#
P3 3,3780+ 0,04067*#"

Data are presented as mean + SE.

C=mixed vegetable; P1, P2, P3= fermented
mixed vegetable 7,14, 21 days, respectively

* Significant difference with control group
(P<0.05)

#Significant difference with P1 group (P<0.05)
A Significant difference with P2 group(P<0.05)

3.2 Organoleptic study

Organoleptic tests are widely used to assess the quality of the food industry and other
agricultural products based on customer preference. Organoleptic results are shown in Table 2.

Table 2. Organoleptic properties of fermented-mixed vegetables sambal lalapan product at different
test days.

Flavor Spicy Sour Aroma Texture Color overall
c 430+1,27 4,44+1,15 4,11+1,05 3,59+1,42 5.19+1.08 4,89+1.05 4.52+1.25
P1 3,22 +1,58* 4,25+1,16 3.52+0.98* 3,30+1,38 4.74+1.26 3,67+1.14* 3.48+1.39*
P2 2,11 +1,09%# 3,22+1,48*# 2.63+1.67*# 3,37%1,67 4.11+1.60* 3,85+1.51* 2.41+1.08*#
P3 2,67 £1,74* 3,25+1,65*# 2.85+1.88*# 3,15+1,72 3.59+1.37*# 3,93+1.63* 2.48+1.72%#

Data are presented as mean = SE. =mixed vegetable; P1, P2, P3= fermented mixed vegetable 7,14, 21 days,
respectively.
*# different superscript symbols showed significant difference (p < 0.05) between days 0, 7, 14 and 21,
respectively.

Hedonic Test

— CONTO e P P2 ——

Taste

Flavoe/Odor

The overall acceptance of product by customer showed highest score in non-fermented mixed
vegetables. In addition, the score of 7 aspects of hedonic test also showed highest in control group
compare to other groups. It can be concluded that the customer slightly like the non-fermented product.
The 7" days fermentation got the highest score of acceptance compare to another group. Sambal lalapan
fermentation 7 days gave high score for its texture, sourness, spiciness, and flavor.

14



3.3 Lactic acid bacteria identification

The rdecrease of pH in food fermentation can be explained by the presence of lactic acid
bacteria. for the identification and classification of LAB, which include conventional morphology
description by staining and biochemical tests such catalase activity test. Figure showed the steps of
BAL isolation and the morphological biochemical test.

Figure 3. steps of Single colony isolation, its morphology, the result of biochemistry and pathogenicity
test. A light microscope was used to observe the isolated microorganisms.

It is evident that the bacteria was a rod-shaped, gram-positive coccobacillus that could exist
single or in chains. The findings of the gram staining revealed that lactobacilli could be recognized in
the isolated bacteria. The isolated bacteria were observed by light microscope. It is clear that the bacteria
was gram positive, rod shaped coccobacilli, occurring singly or in chains. The gram staining results
indicated that the isolated bacteria could be identified as lactobacilli.

Due to its simplicity, the catalase test is one of the most effective diagnostic procedures for
identifying bacteria. No bubble was seen during the catalase test, showing that the isolated bacteria is
catalase negative and cannot mediate the breakdown of H202 to create O2. The fact that Lactobacillus
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acidophilus is catalase negative is widely recognized. Foodborne pathogens are responsible for a wide
range of illnesses with serious consequences for both human health and the economy(35)

3.4 Microbial profiling of Sambal Lalapan Fermentation by NGS

Nowadays, to food safety, early detection of food pathogen is an important program in the food
industry(36). Hence, the fast detection method for microbe identification is urgently required. NGS
techniques enable researchers to identify and categorize complex microbial communities without the
need of cultures. These techniques can help speed up the identification of new species in microbiome
samples and make it easier to find genes associated with virulence and antibiotic resistance(37).

Krona visualization allows us to intuitively explore the relative abundances within the complex
hierarchies of metagenomic classifications. Sankey diagrams are used to visualize microbial species of
samples. In this diagram, the arrow width is proportional to the quantity to depict changes over time
hierarchy between nodes.
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Figure 4. Comparative relative abundance (%) of taxa, species and also biodiversity in Indonesian
sambal lalapan and 14" day sambal lalapan fermentation.
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There are several phylum bacteria identified in control group, where the main was
cyanobacteria. On the other hand, only small portion of phylum bacterial was found in fermentation
group. The dominant phylum was firmicutes. The same pattern was observed in family, genus of
bacteria inside the vegetables and seasoning in control group compared with the fermentation group.
The number of species shown in control group was 1101 species, whereas in fermentation group was
92 species. Interestingly there were 10 bacteria found either in control or fermentation group. In
addition, lactoplantibacillus plantarum (3.47k/48%) was the main species found in fermentation group,
followed by leuconostococcus pseudomesenteroides (969), and weissella cibaria (958).

Biodiversity represents the variety and heterogeneity of organisms or traits at all levels of the
hierarchy of life, from molecules to ecosystems(38). Alpha diversity describes the mean species
diversity in a local scale either richness and evenness. Species richness is the number of species per
unit area. Species evenness is the measure of number of individuals of a species(38,39). Control group
has a higher Chao, ACE, Shannon,Simpson, Inv Simpson index, and fisher compared to fermentation
group. It means that samples from fermentation group were shown to have similar
microorganisms(38,40).

3.5 Prisma diagram for reviewing the potential advantages of Lactiplantibacillus Plantarum in the
prevention of CHD
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Figure 5. PRISMA flowchart
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RISET KOLABORASI INDONESIA UM, UB, UNAIR
UNTUK INDONESIA LEBIH SEHAT, INDONESIA LEBIH MAJU

Era yang semakin terbuka, disrupsi yang disebabkan Revolusi Industri 4.0 telah dan akan terus
mengubah secara drastis kehidupan manusia. Pandemi Covid-19 mempercepat perubahan di era
Revolusi Industri 4.0 di semua sector menyebabkan banyaknya permasalahan baru di semua lini bidang
kehidupan masyarakat yang membutuhkan solusi pemecahan cepat. Keterlibatan Perguruan Tinggi
melalui penelitian-penelitian yang dilakukan menjadi factor kunci dalam melahirkan inovasi-inovasi
yang tepat dalam menjawab permasalahan saat ini. Penelitian kolaboratif multidisipliner, antar institusi
menjadi penopang utama lahirnya terobosan-terobosan baru yang tepat guna untuk menjawab
kebutuhan masyarakat saat ini. Riset Kolaboratif Indonesia (RKI) merupakan salah satu program yang
diusung oleh Kemendikbud dalam melahirkan penelitian-penelitian yang berkualitas dan mendorong
ke hilirisasi produk untuk membantu mensukseskan program-program Pemerintah Indonesia. Skema
RKI diantaranya adalah penelitian kolaboratif yang melibatkan Kerjasama antar 16 PTNBH se
Indonesia, Universitas Luar Negeri, dan BRIN.

Tahun ini, UM, UB, Unair lolos seleksi untuk pendanaan RKI dengan mengusung judul .
Inovasi Pengembangan Produk Halal Berbasis Budaya Lokal Ekstrak Fermentasi Sambal Lalapan
Sebagai Terapi Suportif dalam Pencegahan dan Pengendalian Penyakit Kardiovaskuler DR. Suharti,
SpD, M.Si, DR. Ahmad Munjin Nasih, M.Ag dari UM, berkolaborasi dengan Prof Djanggan Sargowo
UB, dan Prof Yudi Her Octaviano, SpJP(K) Unair adalah koordinator utama RKI dari masing-masing
universitas. Selain itu tim yang terlibat diantaranya adalah DR. dr. Ermin Rachmawati,M.Biomed; dr.
Makhyan Jibril, Larasati Sekar Kinasih, M.Gz, dan juga mahasiswa S1 dari Kedokteran, Biologi serta
PPDS Kardiologi. Penelitian ini dilaksanakan di Surabaya dan Malang menggunakan beberapa
laboratorium di UB, Unair, dan UM.

Latar belakang yang mendasari dilakukannya penelitian ini adalah penyakit kardiovaskuler
utamanya Penyakit Jantung Koroner masih menempati peringkat pertama penyebab kematian dari
kelompok Penyakit Tidak Menular di dunia dan juga di Indonesia. Di sisi lain, mayoritas penduduk
dunia masih belum disiplin dalam menerapkan pola hidup sehat. Kondisi tambahan lainnya, adalah
kemajuan teknologi meningkatkan gaya hidup sedentary. Semua kondisi tersebut merupakan factor
resiko utama dari penyakit kardiovaskuler. Tujuan Penelitian ini adalah pengembangan produk berupa
pangan fungsional maupun Obat Herbal terstandar untuk Pencegahan maupun Penyakit Kardiovaskuler
menggunakan bahan alam dan tradisi budaya local Indonesia. Selain itu, penelitian ini diharapkan dapat
membangun, memperluas jejaring kerjasama riset antar universitas. Adanya RKI mampu memperkuat
dan transfer keilmuan serta teknologi antara 3 Universitas PTNBH. Untuk menjadikan Perguruan
Tinggi di Indonesia berdaya saing internasional, RKI muncul sebagai wadah dalam melahirkan
penelitian yang berkualitas dan menghasilkan publikasi-publikasi berupa jurnal internasional terindeks

minimal scopus.
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