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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Produk susu fermentasi telah dikenal khasiatnya secara luas, khususnya
dalam memelihara kesehatan tubuh. Beberapa produk susu fermentasi di antaranya
adalah yoghurt dan kefir. Yoghurt merupakan produk fermentasi dengan
menggunakan bahan utama berupa susu hewani serta starter bakteri penghasil asam
laktat yang diinkubasikan dalam rentang waktu tertentu (Raras et al., 2019).
Sebagaimana yoghurt, kefir juga merupakan produk fermentasi dari menggunakan
kultur bakteri penghasil asam laktat. Yang membedakan kefir dari yoghurt adalah
selain bakteri, dalam starter kefir juga terdapat ragi/khamir (Setyowati and Setyani,
2009). Aktivitas mikroorganisme yang terkandung dalam produk susu fermentasi
menghasilkan metabolit yang berguna bagi tubuh, salah satunya adalah untuk
melawan bakteri-bakteri patogen yang masuk untuk menginfeksi tubuh manusia.
Senyawa-senyawa metabolit dalam susu fermentasi yang berperan sebagai
antibakteri patogen di antaranya seperti: bakteriosin, asam laktat, karbon dioksida,
asam asetat, hidrogen peroksida dan senyawa diasetil (Shokri et al., 2018).

Terdapat berbagai macam bakteri asam laktat (BAL) yang terkandung
dalam produk fermentasi susu. Beberapa spesies di antaranya adalah Streptococcus
thermophillus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus
fermentum dan bakteri-bakteri lainnya yang didominasi oleh genus Lactobacillus
(Liu et al., 2014). Jenis maupun komposisi BAL yang terkandung dalam produk
fermentasi susu sangat bervariasi tergantung dari sejumlah faktor, seperti asal grain
(bibit) bakteri dan kondisi pembuatan produk fermentasi iitu sendiri (Plessas et al.,
2017). Oleh karena itu, produk fermentasi susu di setiap daerah memiliki

karakteristik serta kandungan BAL yang berbeda-beda.



Daerah Malang meliputi Kota Malang, Kabupaten Malang dan Kota Batu
menjadi salah satu daerah penghasil susu sapi terbaik di Indonesia. Sejalan dengan
itu, banyak pula produk hasil olahan susu sapi yang diproduksi di daerah Malang,
termasuk yoghurt dan kefir. Penelitian yang telah dilakukan oleh Raras et al. (2019)
berhasil mengidentifikasi Lactobacillus helveticus sebagai salah satu BAL yang
dominan terdapat pada produk kefir susu kambing yang diperoleh dari daerah
Malang. Dalam publikasi tersebut dibuktikan pula bahwa L. helveticus memiliki
kemampuan penghambatan pembentukan biofilm Extended Spectrum g-Lactamase
(ESBL) Klebsiella pneumoniae sekaligus aktivitas antimikroba terhadap bakteri
tersebut. Diduga sejumlah senyawa bioaktif berperan penting dalam aktivitas
antimikroba tersebut.

Dalam rangka mengidentifikasi senyawa-senyawa bioaktif yang
dihasilkan oleh BAL, perlu dilakukan suatu kajian metabolomik yang
komprehensif. Pendekatan metabolomik mencakup penentuan secara simultan dan
menyeluruh terhadap metabolit pada waktu dan kondisi tertentu (Irwan and Junaidi,
2020). Salah satu metode dengan pendekatan metabolomik yang banyak digunakan
untuk menganalisis metabolome bakteri salah satunya adalah metabolite profiling
(Wolfender et al., 2015). Metabolite profiling memberikan informasi fungsional
secara langsung pada fenotipe metabolik dan informasi tidak langsung pada
berbagai fenotipe yang ditentukan oleh molekul kecil (Lisec et al., 2006). Selain itu
metode metabolite profiling dapat digunakan untuk menghimpun informasi tentang
metabolic pathway dari suatu mekanisme fisiologis bakteri, termasuk mekanisme
antimikroba yang dimiliki oleh BAL dalam menghambat pertumbuhan dan
membunuh mikroorganisme patogen (Fuochi et al., 2019).

Penelitian ini dilakukan untuk mengkarakterisasi BAL yang terkandung
dalam produk susu fermentasi di Malang secara fenotipik melalui kajian sifat
morfologi, fisiologi dan biokimia bakteri. BAL yang berhasil diisolasi dari produk
susu fermentasi tersebut kemudian akan diuji kemampuannya dalam menghambat
pertumbuhan bakteri patogen baik Gram positif (Staphylococcus aureus) maupun

Gram negatif (Escherichia coli). Isolat BAL dengan kemampuan hambat terbaik



akan diekstraksi CFS-nya untuk dilakukan metabolite profiling menggunakan

instrumen gas chromatography-mass spectrophotometry (GC-MS).

B.

Rumusan Masalah

Bagaimanakah karakteristik bakteri asam laktat (BAL) yang terkandung dalam
produk susu fermentasi di Malang?

Bagaimanakan aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam
produk susu fermentasi di Malang terhadap Escherichia coli?

Bagaimanakan aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam

produk susu fermentasi di Malang terhadap Staphylococcus aureus?

Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui karakteristik bakteri asam laktat (BAL) yang terkandung
dalam produk susu fermentasi di Malang.

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam
produk susu fermentasi di Malang terhadap Escherichia coli.

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam

produk susu fermentasi di Malang terhadap Staphylococcus aureus.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

A. Produk Susu Fermentasi
1. Yoghurt

Yoghurt adalah produk fermentasi susu dengan bantuan bakteri asam laktat
(BAL) seperti Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophillus dengan
dan atau tanpa tambahan bahan pangan lain. Asam laktat yang dihasilkan oleh BAL
dalam susu fermentasi inilah yang menciptakan citarasa asam dalam produk
yoghurt. BAL yang terkandung dalam yoghurt memproduksi asam laktat dari
proses metabolisme laktosa susu sehingga produk yang dihasilkan yakni berupa
susu yang terkoagulasi dengan cita rasa yang khas akibat peningkatan keasamaan
media (Harjiyanti, Pramono and Mulyani, 2013).

Umumnya yoghurt memiliki tekstur yang sedikit kental hingga kental akibat
dari koagulasi protein susu oleh senyawa-senyawa asam organik yang dihasilkan
BAL. Bahan yang digunakan dalam produksi yoghurt di antaranya adalah: susu,
yoghurt grain (L. bulgaricus, S. thermophillus, L. acidophillus, dan lainnya) serta
perasa apabila suka. Yoghurt yang baik memiliki kadar keasaman antara 0,5%
sampai dengan 2% serta mengandung kultur BAL minimum 107 CFU/ml (Badan
Standardisasi Nasional, 2019).

2. Kefir

Kefir merupakan produk fermentasi susu yang terbuat dari starter culture
spesifik berupa grain kefir. Grain kefir itu sendiri mengandung beberapa macam
bakteri asam laktat seperti Lactobacillus kefiri, Leuconostoc sp., Lactococcus dan
Acetobacter. Selain itu grain kefir juga mengandung khamir baik yang dapat
memfermentasi laktosa, seperti Kluyveromyces marxianus maupun yang tidak
dapat memfermentasi laktosa, seperti Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
cerevisiae dan Saccharomyces exiguous (Pothuraju et al., 2017). Grain kefir yang

mengandung kultur sejumlah bakteri tersebut selanjutnya dicampurkan ke dalam



berbagai macam produk susu seperti; susu sapi, kambing, domba, santan kelapa,
sari beras, kedelai, dan lain-lain, namun yang paling umum digunakan adalah
produk susu sapi dan susu kambing (Ot’es and Cagindi, 2003). Produk utama
fermentasi susu oleh bakteri-bakteri yang terkandung dalam grain kefir adalah
senyawa-senyawa seperti asam laktat, asam asetat, CO>, alkohol, dan beberapa
senyawa aromatik (Machado et al., 2013).

Grain kefir bersifat tidak larut dalam air dan biasanya terletak mengendap
di dasar produk kefir. Besarnya Grain kefir bervariasi dengan diameter antara 0,3-
3,5 cm yang komposisinya terdiri dari: air (89-90%b/b), lipid (0,2%b/b), protein
(3,0%b/b), gula (6,0%b/b), dan abu (0,7%b/b) (Plessas et al., 2017). Produk
fermentasi dari susu dengan grain kefir diketahui kaya akan khasiat bagi kesehatan,
baik untuk pencegahan maupun pengobatan suatu penyakit. Setyowati dan Setyani
(2009) menyebutkan bahwa dengan mengonsumsi kefir dapat membantu
meningkatkan imunitas saluran cerna, berkhasiat sebagai antimikroorganisme,
antikanker, membantu menurunkan kadar kolesterol, antidiabetes, membantu
menurunkan tekanan darah pada kasus hipertensi, bersifat antioksidan, membantu
penyembuhan luka, serta membantu mengatasi permasalahan kesehatan pada
penderita intoleran laktosa. Manfaat-manfaat tersebut tidak terlepas dari nutrisi
yang terkandung dalam kefir itu sendiri yakni antara lain: karbohidrat, asam amino,
protein, mineral, fosfor, kalsium, dan vitamin. Kefir merupakan sumber probiotik
yang sangat baik untuk memelihara kesehatan tubuh. Probiotik itu sendiri adalah
mikroorganisme hidup yang apabila dikonsumsi dapat bermanfaat meningkatkan

kesehatan tubuh host/inangnya (Lopitz-Otsoa et al., 2006).

B. Bakteri Asam Laktat (BAL)

BAL adalah bakteri utama yang bertanggungjawab dalam konversi laktosa
dalam susu menjadi asam laktat. Konversi tersebut ditandai dengan adanya
penurunan pH media (susu) dan peningkatan keasaman produk susu fermentasi
(Machado et al., 2013).

Berdasarkan taksonominya BAL termasuk ke dalam golongan bakteri Gram

positif penghasil asam laktat sebagai hasil dari fermentasi karbohidrat, tidak



menghasilkan enzim katalase, mikroaerotoleran, serta asidotoleran. Selain itu
karakteristik BAL lainnya adalah bersifat non-motil, tidak memproduksi
endospora, berbantak batang atau terkadang juga berbentuk coccus, serta bersifat
anaerob fakultatif (Ekundayo, 2014). Terdapat sekitar 20 genus bakteri yang
termasuk dalam BAL, di antaranya sering dimanfaatkan dalam industri pengolahan
pangan yakni: Aerococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus,  Lactococcus, Leuconostoc,  Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, dan Weissella (Liu et al., 2014).

1. Identifikasi BAL

Bakteri asam laktat (BAL) dapat diidentifikasi secara genotip maupun
fenotip. Identifikasi BAL secara genotip didasarkan pada pengamatan karakteristik
molekuler khususnya urutan kode genetik bakteri tersebut. Sedangkan identifikasi
secara fenotip dilakukan melalui pengamatan morfologi, fisiologi dan biokimia
bakteri (Bagder Elmaci et al., 2015).

Pengamatan morfologi BAL dilakukan secara mikroskopis dengan metode
pengecatan Gram. BAL tergolong dalam bakteri Gram positif sehingga akan
berwarna ungu di bawah mikroskop. Selain itu, melalui studi morfologi juga dapat
digunakan untuk mengetahui bentuk dari bakteri. Dalam hal ini BAL sebagian besar
berbentuk batang (bacil) dan sebagian kecil berbentuk coccus. Identifikasi
fisiologis dan biokimia BAL berguna dalam mengetahui respon bakteri terhadap
perubahan kondisi lingkungan yang ada di sekitarnya. ldentifikasi fisiologi dan
biokimia BAL meliputi uji motilitas, uji pembentukan endospora, uji katalase, uji
fermentasi karbohidrat, dan uji oksidase (Detha et al., 2020). Karakteristik BAL
berdasarkan identifikasi fisiologis dan biokimia adalah bakteri non-motil, tidak
membentuk endospora, oksidase negatif dan katalase negatif (Ekundayo, 2014).

2. Senyawa Bioaktif BAL

Berdasarkan produk hasil fermentasinya, BAL dapat dikelompokkan
menjadi 2 kelompok besar yakni BAL homofermentatif dan heterofermentatif. (1)
BAL homofermentatif melakukan proses fermentasi glukosa pada media
terfermentasi menghasilkan asam laktat sebagai satu-satunya produk. BAL
homofermentatif dapat memproduksi enzim fruktosa difosfat aldolase, salah satu



enzim yang berperan dalam jalur metabolism glikolisis. Metabolisme BAL
homofermentatif melibatkan enzim aldolase dan heksosa aldolase namun tidak
mempunyai enzim fosfoketolase sehingga sangat sedikit atau bahkan sama sekali
tidak dapat menghasilkan CO.. Beberapa contoh BAL yang termasuk ke dalam
jenis homofermentatif adalah Streptococcus, Pediococcus, dan beberapa spesies
Lactobacillus. (2) BAL heterofermentatif dapat menghasilkan produk fermentasi
berupa asam laktat sekaligus senyawa-senyawa lainnya seperti etanol, asam asetat,
dan COz. Tidak seperti BAL homofermentatif, BAL heterofermentatif tidak mampu
memproduksi enzim fruktosa difosfat aldolase melainkan dapat menghasilkan
enzim glukosa-6-fosfat dehydrogenase dan 6-fosfat-glukonat dehydrogenase
sehingga mempunyai jalur pembentukan asam laktat yang berbeda dengan BAL
homofermentatif. Selain itu, pada BAL heterofermentatif terdapat enzim
fosfoketolase yang dapat menghasilkan CO». Metabolisme BAL heterofermentatif
menggunakan heksosa (karbohidrat 6 atom C) melalui jalur heksosa monofosfat.
BAL yang termasuk ke dalam heterofermentatif adalah Leuconostoc dan beberapa

spesies Lactobacillus (Keles and Demirci, 2011).

C. Aktivitas Antibakteri BAL

BAL telah terbukti memiliki manfaat yang sangat besar bagi kesehatan,
salah satunya adalah aktivitas antibakteri patogen. Kemampuan antibakteri yang
dimiliki oleh BAL banyak dimanfaatkan manusia tidak hanya untuk dikonsumsi
melainkan juga sebagai preservatif alami. Kemampuan BAL tersebut disebabkan
oleh kemampuannya dalam memproduksi senyawa-senyawa Yyang bersifat
antimikroba seperti: asam-asam organik, etanol, diacetyl, hydrogen peroksida dan
bakteriosin (Tabel 2.1).

Sejumlah isolat BAL yang berasal dari berbagai macam lingkungan terbukti
mampu menghambat pertumbuhan bakteri-bakteri patogen, di antaranya seperti:
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli-ESBL, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescence, dan Acinetobacter baumanii (Wimmerstedt and Kahlmeter,
2008). BAL menghambat pertumbuhan bakteri patogen melalui sejumlah
mekanisme yakni: (1) Produksi asam laktat dan penurunan pH lingkungan, (2)



produksi bakteriosin dan senyawa-senyawa antimikrobial lainnya, (3) membentuk
lapisan biofilm yang menghambat kolonisasi bakteri patogen (Kasra-Kermanshahi
and Mobarak-Qamsari, 2015).

Tabel 2.1. Senyawa bioaktif BAL yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri
(Kasra-Kermanshahi and Mobarak-Qamsari, 2015)

No. Senyawa Mekanisme aksi

1.  Asam laktat Menghambat metabolism seluler bakteri patogen

2. Hidrogen Inaktivasi sejumlah biomolekul bakteri melalui reaksi
peroksida berantai anion superoksida

Aktivasi sistem laktoperoksidase

3. Karbon dioksida  Menciptakan lingkungan yang bersifat anaerobic
Penghambatan enzim dekaboksilase
Merusak membrane sel bakteri patogen

4, Diacetyl Gangguan pada penggunaan arginin
5. Bakteriosin Perusakan struktur membrane sitoplasmik bakteri
patogenik

D. Metabolit Profiling Gas Chromatography-Mass Spectrophotometry
1. Konsep Metabolite Profiling

Metabolit adalah senyawa biologis yang dihasilkan dari proses metabolisme
yang dilakukan oleh mahluk hidup. Pada dasarnya setiap mahluk hidup melakukan
metabolisme sebagai salah satu upaya dalama menjalankan setiap fungsi
kehidupannya. Metabolit berperan penting dalam menghubungkan berbagai
pathway yang terjadi dalam sel. Beragam pathway seperti regulasi transkripsi dan
translasi, regulasi interaksi antar protein serta berbagai reaksi yang melibatkan
enzim semuanya dapat berjalan dengan adanya metabolit.

Studi yang mempelajari tentang sintesis metabolit secara komprehensif oleh
suatu sistem biologis disebut dengan metabolome. Analisis metabolomik mencakup
indetifikasi dan kuantifikasi metabolit, baik metabolit intraseluler maupun
metabolit ekstraseluler, dengan berat molekul di bawah 1000 Da menggunakan
berbagai macam teknik (Villas-B6as et al., 2005). Beberapa teknik metabolomik
diantaranya adalah: (1) Metabolite targeted analysis, yakni suatu studi yang
dilakukan untuk mendeteksi dan kuantifikasi sebuah senyawa target berukuran
kecil, (2) metabolite fingerprinting, yakni studi perbandingan dua atau lebih macam

sampel berdasarkan tingkat kemiripan dari metabolit yang terkandung, dan (3)



metabolite profiling, yakni suatu teknik yang digunakan untuk mengidentifikasi dan
mengkuantifikasi sejumlah kelompok metabolit yang berhubungan dengan suatu
metabolic pathway (Krastanov, 2010).

Metabolite profiling sebagai salah satu teknik dalam studi metabolomik
dinilai memiliki akurasi dan sensitifitas yang tinggi. Teknik tersebut memberikan
informasi fungsional secara langsung terhadap fenotip dari metabolit dan informasi
tidak langsung pada berbagai fenotip yang ditentukan oleh molekul tersebut (Lisec
et al., 2006). Menurut Krastanov (2010), metabolite profiling merupakan metode
yang paling efektif dalam mengidentifikasi dan mempelajari produksi metabolit
intraseluler maupun ekstraseluler dari sampel mikroorganisme. Beberapa metode
dan instrumen yang digunakan dalam metabolite profiling diantaranya adalah:
Supercritical Fluid Chromatography Mass Spectrometry (SFCMS), High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), Nuclear Magnetic Resonance
(NMR), Capilarry Elecrophoresis Mass Spectrometry (CEMS), Liquid
Chromatography Mass Spectrometry (LCMS), dan Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GCMS) (Irwan and Junaidi, 2020).

2. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Studi  metabolite profiling dengan menggunakan metode gas
chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) adalah termasuk yang paling banyak
digunakan dan telah terbukti sebagai salah satu metode dengan sensitivitas dan
spesifisitas yang tinggi. Selain itu, keunggulan GC-MS dibandingkan dengan
teknik lainnya adalah reprodusibilitas, resolusi, sensitivitas yang tinggi dan dapat
digunakan untuk menganalisis sejumlah produk metabolit seperti: karbohidrat,
asam lemak, asam-asam organik dan asam amino (Chaudhary, Verma and Saharan,
2020).

GC-MS merupakan kombinasi dari dua buah instrumen yakni gas
ckromatography (GC) dan mass spectroscopy (MS). GC berfungsi untuk
memisahkan campuran metabolit menjadi senyawa-senyawa tunggal untuk
kemudian dideteksi oleh MS berdasarkan pada pola fragmentasinya. Prinsip kerja
GC-MS pada dasarnya adalah ketika sebuah sampel diinjeksikan ke dalam
kromatogram, maka akan diubah menjadi fase uap dan dialirkan bersama gas
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pembawa untuk melewati sebuah kolom kapiler. Dalam kolom tersebut terjadi
proses pemisahan campuran senyawa menjadi fragmen-fragmen kecil yang
kemudian akan dideteksi oleh MS. Mekanisme pembacaan fragmen oleh MS
dilakukan dengan cara menembak fragmen-fragmen tersebut menggunakan
elektron sehingga fragmen molekul akan terionisasi. Pola ionisasi yang dihasilkan
oleh fragmen sampel akan dibandingkan dengan pola fragmentasi senyawa standard

sehingga diperoleh prosentase similarity index (SI) (Fiehn, 2016).



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Penelitian ini tergolong dalam desain penelitian dasar bersifat eksploratif,
yakni dengan melakukan isolasi bakteri asam laktat (BAL) yang ada pada produk
susu fermentasi di daerah Malang serta melakukan profiling terhadap metabolit
yang dihasilkan oleh bakteri tersebut. Selain itu, juga digunakan metode penelitian
eksperimental laboratorium, yakni pada uji aktivitas antimikroba cell free
supernatant (CFS) isolat BAL terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.

B. Waktu dan Tempat
Penelitian ini akan dilaksanakan mulai dari Oktober 2021 sampai dengan
Desember 2021 dengan skema penelitian sebagaimana tabel 3.1.

Tabel 3.1. Timetable penelitian

Tahapan Penelitian Waktu
Isolasi BAL dari produk fermentasi 2 — 30 Oktober 2021
30 Oktober —13
Identfikasi isolat BAL
November 2021
o ) ) 13 — 20 November
Uji antimikroba CFS isolat BAL terhadap E. coli
2021
L ) 20 November — 4
Uji antimikroba CFS isolat BAL terhadap S. aureus
Desember 2021
o ) 4 — 5 Desember
Analisis data dan penulisan laporan 2021

11
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Penelitian ini akan dilangsungkan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan (FKIK) UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

C. Alatdan Bahan
1. Isolasi BAL

Tabung reaksi, cawan petri, spreader segitiga, inkubator CO2, neraca
analitik digital, kertas timbang, allumunium foil, spatel logam, magnetic stirrer,
kapas penyumbat, laboratory autoclave, Laminar Airflow Biological Safety
Cabinet (BSC), Mikropipet beserta tip, mikrofilter, syringe injector, microtube
Eppendorf®, Cryo tube, lemari pendingin.

Bahan utama dalam tahapan proses isolasi BAL adalah produk yoghurt dan
kefir dari daerah Malang, de Mann Rogosa Sharpe (MRS) (Merck Millipore, No.
katalog: 1106600500) + agar bakteriologis (Himedia, No. katalog: GRM026-500G)
sebagai media selektif BAL dan Yeast Milk Extract (YME) sebagai media stock
culture. Komposisi yang digunakan untuk membuat media stock culture adalah:
Yeast Extract Powder (Himedia, No. katalog: RM027), susu skim (Tropicana Slim),
D-Glucose powder (Merck, No. katalog: 1.08337.1000), Gliserol (Merck, No.
katalog: 1.04091), aquadest.

2. ldentifikasi BAL berdasarkan Morfologi, Fisiologi dan Biokimia

Alat: tabung reaksi, cawan petri, object glass, pinset, Bunsen, cawan
porselen, spatel logam, ose gores, rak tabung, dan mikroskop cahaya. Bahan: cat
crystal violet, cat lugol, iodin, alkohol 96%, safranin, malachite green, H202 3%,
media trypticase soy agar, media semi padat sulfide indole motility.

3. Uji Aktivitas Antimikroba terhadap S. aureus dan E. coli

Peralatan yang digunakan antara lain cawan petri, ose, lampu spritus, tabung
duram, gelas ukur, aluminium foil, mikroskop, cover gelas, objek gelas, timbangan
digital, gelas beaker, batang L, mikropipet, pipet, kertas label, masker, dan sarung
tangan, autoclav, rak tabung,kapas, kulkas, inkubator, sentrifuge, kertas saring
(membran milipore), corong, perfolator steril, jangka sorong, batang pengaduk.

Bahan penelitian yang digunakan antara lain yogurt, media MRS (deMan-
Rogosa-Sharpe) agar, media MRS (De Man-Rogasa-Sharpe) broth, larutan PBS
(phosphate buffer saline), media Nutrient Agar (NA), Media Muller Hinton Agar
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(MHA), larutan buffer, larutan kristal violet, NaCl fisiologis, alkohol 96%),
Agquades, standar 0,5 Mc Farland, Larutan lodin, Safranin, minyak emersi, H20>

3% (Hidrogen peroksida), cakram antibiotik metisilin.

D. Prosedur Penelitian
1. Isolasi BAL (Duhan et al., 2013)

Sebanyak 10 ml kefir dan yoghurt dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
dibuat seri pengencerannya mulai dari 10 sampai dengan 10“ dengan H:O.
Keempat larutan kefir susu kambing ditanam di media agar MRS (de Mann Rogosa
Sharpe) steril dengan metode cawan sebar. Cawan diinkubasi dalam kondisi
mikroaerofilik (5% CO>) dengan suhu 37°C selama 48 jam. Koloni yang berhasil
tumbuh diinokulasi ke cawan petri berisi media agar MRS yang baru dengan
metode goresan. Cawan diinkubasi dalam kondisi mikroaerofilik dengan suhu 37°C
selama 48 jam.
2. ldentifikasi BAL berdasarkan Morfologi, Fisiologi dan Biokimia

Karakterisasi morfologi BAL dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis. Karakterisasi morfologi BAL secara makroskopis dilakukan dengan
melihat secara langsung morfologi koloni isolat BAL yang berhasil tumbuh pada
media agar MRS. Karakteristik BAL yang dapat diamati secara makroskopis
meliputi: Bentuk koloni, warna, ukuran, tepi koloni, elevansi, dan konsistensi
koloni. Karakterisasi morfologi BAL secara mikroskopis dilakukan dengan uji
pewarnaan Gram dan uji sporulasi. Karakterisasi fisiologi isolat BAL produk susu
fermentasi yang dilakukan dalam penelitian ini adalah uji maotilitas, sedangkan
karakterisasi biokimia meliputi uji oksidase dan katalase (Muzaifa, 2014).
3. Uji Aktivitas Antimikroba terhadap S. aureus dan E. coli

Media MHA (Muller Hinton Agar) sebanyak 7,2 gram dan ditambahkan
dengan 250 mL aquades, kemudian dihomogenkan dengan dipanaskan hingga
jernih. Media MHA dituang ke dalam 12 cawan petri yang akan digunakan dan
media dibiarkan hingga padat. Cakram antibiotik (kontrol positif) metisilin dan
cakram blank disiapkan untuk uji aktivitas antibakteri. Diambil sebanyak 10 pL
biakan S. aureus dan E. coli kemudian disebar di permukaan media MHA. Cakram

antibiotik kloramfenikol 30ug diambil menggunakan pinset steril dan diletakkan
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pada permukaan tengah media MHA sebagai kontrol positif. Semua sampel yang
telah siap lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah masa inkubasi,

akan muncul zona hambat. Dilakukan pengukuran zona hambat menggunakan

jangka sorong.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah kefir dan yoghurt yang
berasal dari daerah Malang (Gambar 4.1). Kefir berasal dari Kecamatan Sukun,
Kota Malang sedangkan yoghurt berasal dari Kecamatan Pujon Kabupaten Malang.
Setelah dibuat seri pengenceran 1 hingga 4 kali, kemudian ditumbuhkan dalam
media deMann Rogose Sharpe Agar (MRSA) menggunakan metode spread,
diperoleh sejumlah koloni BAL yang berasal dari kefir dan yoghurt. Dipilih satu
koloni secara acak untuk kemudian diinokulasikan ke dalam media MRSA yang

baru, agar diperoleh biakan murni BAL (Gambar 4.2).

Gambar 4.1. Sampel produk susu fermentasi yang berasal dari daerah
Malang. (A) Produk Kefir produksi ThalitaFata Farm CV. Tiga
Nada Wisa Perkasa asal Sukun, dan (B) Produk yoghurt produksi
CV. As-Syauqi asal Pujon.

Biakan BAL yang berhasil tumbuh diamati morfologinya baik secara
makroskopis dan mikroskopis sebelum dilakukan uji fisiologis dan biokimia. Hasil
pengamatan koloni isolat BAL disajikan dalam Tabel 4.1. Uji fisiologis sel meliputi
pewarnaan Gram, uji motilitas, dan uji pembentukan endospora; sedangkan uji

biokimia meliputi uji katalase, oksidase dan fermentasi karbohidrat.

15
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Gambar 4.2. Koloni Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL). (K) Isolat BAL dari
sampel produk kefir, dan (Y) Isolat BAL dari sampel produk
yoghurt.

Tabel 4.1. Morfologi Koloni Isolat BAL dari Sampel Kefir dan Yoghurt di
Daerah Malang

Sampel Bentuk Diameter Tepi Elevansi | Konsistensi
K Bulat 2,03 Rata Datar Kering
Y Bulat 2,32 Rata Datar Kering

Keterangan: (K) Isolat BAL dari produk kefir; (YY) Isolat BAL dari produk yoghurt

1. Pengamatan Morfologi Sel

Isolat bakteri yang berhasil tumbuh dari sampel K dan Y diamati
morfologinya secara mikroskopis melalui metode pewarnaan Gram. Hasil
pengamatan isolat BAL di bawah mikroskop dengan metode pewarnaan Gram
menunjukkan morfologi sel bakteri berwarna ungu-magenta berbentuk basil yang
tersusun secara berrantai (Gambar 4.3).
2. Uji Fisiologi Bakteri

Karakteristik fisiologis isolat bakteri diamati melalui uji motilitas dengan cara
menusukkan overnight culture isolat bakteri ke dalam tabung reaksi berisi media
nutrient agar (NA) menggunakan jarum ose steril, kemudian diinkubasi 37°C
selama 24 jam. Hasil positif tercatat dengan adanya jejak pertumbuhan yang
melebar dari alur tusukan jarum, namun dalam uji motilitas isolat bakteri dari

sampel K dan Y tidak ditemui adanya perubahan (Gambar 4.4.1).
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Gambar 4.3. Gambaran Mikroskopik Isolat BAL dari sampel kefir dan
yoghurt (1000x%). (K) Isolat BAL dari sampel produk kefir, dan (Y)
Isolat BAL dari sampel produk yoghurt.

Gambar 4.4. Hasil Uji Motilitas (1) dan Uji Fermentasi Karbohidrat (2) Isolat
BAL. (K) Isolat BAL dari sampel produk kefir, dan () Isolat BAL
dari sampel produk yoghurt.

3. Uji Biokimia Bakteri

Aktivitas biokimiawi isolat bakteri dari sampel kefir dan yoghurt dari Daerah
Malang dikarakterisasi dengan uji fermentasi karbohidrat, uji oksidase, dan
katalase. Uji fermentasi karbohidrat dilakukan dengan cara inokulasi overnight
culture isolat bakteri yang diuji ke dalam tabung reaksi berisi media miring triple

sugar iron agar (TSIA) menggunakan jarum ose, kemudian biakan diinkubasi pada
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suhu 37°C selama 24 jam. Aktivitas fermentasi karbohidrat isolat bakteri
ditunjukkan dengan perubahan warna substrat karbohidrat dalam media dari merah
menjadi kuning (Kosasi, Lolo and Sudewi, 2019) Dalam penelitian ini, terjadi
perubahan warna media dari merah ke kuning dengan adanya inokulum berupa
isolat bakteri dari kefir (K) dan yoghurt (Y) (Gambar 4.4.2).

Uji oksidase isolat bakteri dilakukan dengan cara meneteskan overnight
culture bakteri uji pada oxidase disc yang telah berisi N, N-dimetil-p-
paraphenylenediamine oksalat, asam askorbat dan a-naftol. Hasil uji positif apabila
terdapat perubahan warna disc dari putih ke biru-ungu dalam rentang waktu 10 —
30 detik setelah perlakuan. Hasil pengamatan pada sampel isolat bakteri dari kefir
(K) dan yoghurt (Y) tidak terjadi perubahan warna (Gambar 4.5.1). Hal ini
menandakan bahwa tidak terdapat aktivitas enzim oksidase pada kedua isolat
bakteri.

Gambar 4.5. Hasil Uji Oksidase (1) dan Uji Katalase (2) Isolat BAL. (K) Isolat
BAL dari sampel produk kefir, dan (Y) Isolat BAL dari sampel
produk yoghurt.

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui karakteristik bakteri uji dalam
memproduksi enzim katalase yang berfungsi untuk mengurai hidrogen peroksida
(H202) menjadi oksigen (O2) dan air (H20). Uji katalase dilakukan dengan cara
meneteskan reagen H>O; pada object glass yang telah dioles suspensi bakteri uji.
Aktivitas katalase positif ditunjukkan dengan munculnya gelembung oksigen yang
dapat diamati. Hasil uji katalase terhadap isolat bakteri sampel kefir dan yoghurt
dari Daerah Malang menunjukkan hasil negatif (Gambar 4.5.2). Adapun hasil
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keseluruhan uji morfologi, fisiologi dan biokimia isolat BAL ditampilkan pada
Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Karakteristik Morfologi, Fisiologi dan Biokimia Isolat BAL dari
Sampel Kefir dan Yoghurt di Daerah Malang

.. . Sampel

Uji Karakteristik K | Y
Morfologi

Gram Positif Positif

Bentuk Sel Basil Basil
Fisiologi

Motilitas \ Negatif \ Negatif
Biokimia

Fermentasi karbohidrat Positif Positif

Oksidase Negatif Negatif

Katalase Negatif Negatif

Keterangan: (K) Isolat BAL dari produk kefir; (YY) Isolat BAL dari produk yoghurt

BAL adalah bakteri Gram positif berbentuk basil maupun kokus bersifat
anaerob fakultatif penghasil asam laktat melalui proses fermentasi karbohidrat.
BAL bersifat non-motil, asidotoleran, mikroaerotoleran, tidak menghasilkan spora,
serta bersifat katalase dan oksidase negatif (Ekundayo, 2014). Hasil uji morfologi,
fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa isolat bakteri yang diperoleh dari kefir

dan yoghurt dalam penelitian ini memenuhi karakteristik sebagai BAL.

B. Aktivitas Antibakteri Isolat BAL terhadap E. coli dan S. aureus

Untuk menguji aktivitas antibakteri isolat BAL sampel kefir dan yoghurt dari
Daerah Malang, dilakukan uji dengan metode disc diffusion terhadap cell free
supernatant (CFS) masing-masing sampel. CFS dipanen dengan menumbuhkan
biakan murni isolat BAL dalam media deMan Rogose Sharpe broth (MRSB) pada
kondisi suhu 37°C hingga mencapai kekeruhan standar McFarland 0,5 — 1. Koloni
homogen yang tumbuh kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000x g
selama 10 menit. Sebanyak 1pL supernatan dipindahkan ke gelas arloji, kemudian
paper disc diletakkan di atasnya hingga terbasahi seluruhnya.

Paper disc sampel, yakni yang telah mengandung CFS serta kontrol positif
(30ug kloramfenikol) dan negatif (aquades) diletakkan di atas media MHA (Muller

Hinton Agar) yang sebelumnya telah ditanam dengan bakteri uji. Bakteri yang
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digunakan dalam penelitian ini adalah Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
Cawan petri yang telah mengandung biakan E. coli maupun S. aureus serta paper
disc dalam media MHA diinkubasi pada kondisi suhu 37°C selama 24 jam untuk
kemudian diamati pembentukan zona hambatnya. Diameter zona hambat yang
dihasilkan dari uji aktivitas antibakteri CFS isolat BAL terhadap E. coli dan S.
aureus disajikan pada Gambar 4.6 dan Tabel 4.3.

E.coli S. aureus

Grafik Zona Hambat terhadap 20,0 Grafik Zona Hambat terhadap
Eschericia coli E Staphylococcus aureus

+ |1 2 3 4 5 6 7 8|1 2 3 4 5 6 7 4 (9|1 2 3 4 5 6 7 8|1 2 3 4 5 6 7
Kontrol Kefir Yoghurt Kontrol K Y
Sampel Sampel

Gambar 4.6. Hasil Uji Zona Hambat Pertumbuhan E. coli dan S. aureus.
Gambar atas: Visualisasi pembentukan zona hambat oleh 8 isolat
BAL dari kefir (K); 7 isolat BAL dari yoghurt (Y); kontrol positif
(kloramfenikol 30ug) dan kontrol negatif (akuades). Gambar bawah:
Grafik rerata zona hambat sampel terhadap E. coli dan S. aureus.
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Tabel 4.3. Data Hasil Pengukuran Zona Hambat Sampel Kefir dan Yoghurt
terhadap Pertumbuhan E. coli dan S. aureus

Zona hambat per replikasi (mm) Rerata (mm)
Sampel | [ I [ I +SD
Escherichia coli
Kontrol (+) 37,4 37,4 37,0 37,3 £0,2
Kontrol (-) 0 0 0 0 +0
1 7,2 7,1 7,4 7,2 £0,2
2 7,4 6,9 7,4 72 £0,3
3 6,9 7,0 6,9 6,9 +0,1
K 4 7,4 7,0 6,9 71 +0,3
5 6,8 7,4 7,1 7,1 £0,3
6 7,3 7,4 7,5 74 £0,1
7 10,1 10,6 10,1 10,3 +0,3
8 7,4 6,9 7,2 7,2 £0,3
1 7,4 7,4 8,1 76 £04
2 0 0 0 0 +£0
3 0 0 0 0 +£0
Y 4 0 0 0 0 £0
5 0 0 0 0 +£0
6 0 0 0 0 +£0
7 0 0 0 0 +£0
Staphylococcus aureus
Kontrol (+) 34,6 38,6 38,0 37,1 £2,.2
Kontrol (-) 0 0 0 0 £0
K 1 7,1 7,1 7,1 71 0
2 7,1 7,2 7,2 72 £0,1
3 6,8 7,0 7,3 70 +£0,3
4 7,1 6,8 6,8 6,9 +0,2
5 6,9 7,1 6,8 6,9 +0,2
6 7,1 7,3 7,2 72 £0,1
7 7,1 7,0 6,9 70 +01
8 6,9 6,8 71 6,9 +0,2
Y 1 7,0 7,2 7,0 71 +£0,1
2 7,7 8,1 7,6 78 +0,3
3 8,1 8,1 8,0 8,1 +01
4 0 0 0 00
5 7,1 7,0 6,9 70 +01
6 0 0 0 00
7 6,7 6,8 7,1 6,9 +0,2

Keterangan: (K) Isolat BAL dari produk kefir; (Y) Isolat BAL dari produk yoghurt

Penelitian ini menggunakan cakram/disc berisi antibiotik kloramfenikol 30ug
sebagai kontrol positif. Kloramfenikol dipilih karena bersifat spektrum luas sehingga
sensitif terhadap bakteri Gram negatif, seperti E. coli maupun bakteri Gram positif,
seperti S. aureus. Selain itu, kloramfenikol dilaporkan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen melalui mekanisme hambatan sintesis protein (Mastra,

2018). Berdasarkan hasil uji, diperoleh rerata diameter zona hambat kloramfenikol
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terhadap E. coli (37,3 £ 0,2 mm) dan S. aureus (37,1 £ 2,2 mm) berada pada kategori
susceptible (=18 mm) (Hudzicki, 2012). Sedangkan akuades steril, yang digunakan
sebagai kontrol negatif pada penelitian ini tidak menimbulkan zona hambat (0 mm)
baik pada biakan E. coli maupun S. aureus. Hasil uji dari kontrol sampel
menunjukkan bahwa bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini sensitif terhadap
agen antimikroba, sekaligus terkonfirmasi juga bahwa pelarut dan metode sterilisasi
yang digunakan dalam preparasi media selama dilakukannya uji adalah steril dan
tidak mengandung senyawa yang bersifat antimikroba. Penggunaan kontrol positif
dan kontrol negatif dalam studi mikrobiologi adalah penting, kaitannya untuk
menghindari bias dan menjamin validitas suatu uji dengan menghilangkan variabel-
variabel lain yang dapat berpengaruh pada hasil uji (Hornung, Zwittink and Kuijper,
2019).

Hasil uji 8 isolat BAL yang berasal dari sampel kefir menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri terhadap E. coli, sedangkan dari 7 isolat BAL yang berasal dari
yoghurt hanya Y1 yang memiliki aktivitas penghambatan. Isolat BAL dari kefir yang
memiliki aktivitas antimikroba paling baik terhadap E. coli adalah sampel K7 dengan
daya hambat sebesar 10,3 + 0,3 mm. Sedangkan isolat BAL yang berasal dari yoghurt
dengan daya hambat paling baik adalah Y1, yakni sebesar 7,6 = 0,4 mm. Meskipun
demikian, rerata zona hambat isolat BAL baik dari kefir maupun yoghurt tercatat
masih jauh lebih kecil (0 — 10,3 + 0,3 mm) dibandingkan dengan kontrol positif (37,3
+ 0,2 mm).

Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif yang menghuni mikroekosistem
usus manusia. Meskipun termasuk dalam bakteri flora normal yang ada pada
manusia, sejumlah galur E. coli dapat menyebabkan penyakit seperti diare, infeksi
saluran kemih, infeksi saluran nafas hingga pneumonia (CDC, 2014). Aktivitas
antimikroba isolat BAL terhadap E. coli dalam penelitian ini sejalan dengan hasil
penelitian sebelumnya oleh Adeniyi et.al. (2015) yang melaporkan bahwa sejumlah
spesies BAL, seperti Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Enterococcus
durans, Enterococcus faecium dan Weissella confusa yang diisolasi dari feses sapi
memiliki aktivitas antimikroba terhadap E. coli yang berasal dari lingkungan sama.
Karimi et al. (2018) juga melaporkan bahwa hasil uji BAL probiotik, yakni
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Lactobacillus plantarum dan Weisella paramesenteroides memiliki efek antibakteri
yang baik terhadap E. coli strain O157:H7 yang menyebabkan diare. BAL memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen melalui sejumlah
mekanisme aksi, di antaranya adalah: produksi senyawa-senyawa seperti bakteriosin
dan biosurfaktan, serta produksi biofilm. Struktur biofilm yang dibentuk oleh BAL
terbukti efektif dalam menjerap bakteri patogen yang berada pada mikroenvironment
yang sama sehingga mampu menghalangi pertumbuhan bakteri-bakteri entero-
hemoragic lainnya seperti: E. coli 0157: H7, S. enteritidis, S. typhimurium KKCCM
11806, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa KCCM 11321, Listeria
monocytogenes Scott A, and B. cereus (Gomez et al., 2016).

Uji aktivitas antibakteri isolat BAL dari sampel kefir dan yoghurt di Daerah
Malang terhadap bakteri S. aureus menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan
terhadap E. coli. Hal ini berdasarkan data uji bahwa dari 8 isolat BAL dari kefir dan
7 isolat BAL dari yoghurt, hanya terdapat 2 isolat (Y4 dan Y6) yang tidak
menunjukkan adanya zona hambat. Di antara ke-15 isolat BAL yang diuji, sampel
Y3 menunjukkan hambatan pertumbuhan S. aureus terbesar, dengan zona hambat
sebesar 8,1 = 0,3 mm. Meskipun demikian zona hambat yang dihasilkan jauh lebih
kecil dibandingkan dengan kontrol positif (kloramfenikol pg) yakni sebesar 37,1+
2,2 mm.

S. aureus adalah bakteri Gram positif yang banyak ditemui pada lapisan
epidermis manusia yang sehat. Pada kondisi patologis tertentu, S. aureus dapat
bertranslokasi menuju jaringan serta organ lainnya sehingga memicu timbulnya
penyakit infeksi seperti bakteremia, pneumonia, endokarditis dan osteomyelitis
(CDC, 2011). Kolonisasi S. aureus yang tidak terkontrol merupakan faktor utama
penyebab terjadinya infeksi. BAL yang terkandung dalam kefir dan yoghurt terbukti
mampu menghambat kolonisasi S. aureus. Hal ini disebabkan oleh senyawa-senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh BAL. Menurut Christensen et al. (2021) produksi
asam laktat yang mengakibatkan turunnya pH lingkungan menjadi mekanisme utama
BAL dalam menghambat pertumbuhan S. aureus. Penurunan pH pada lingkungan
tumbuh S. aureus memicu down-regulasi gen-gen pengkode protein ribosom serta

gen-gen penting terkait sintesis nukelotida, metabolisme asam lemak dan lipoprotein
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sehingga mengakibatkan penurunan laju pertumbuhan S. aureus (Bore et al., 2007).
Selain melalui mekanisme penurunan pH, hambatan pertumbuhan S. aureus oleh
BAL juga dapat melalui produksi bakteriosin. Bakteriosin adalah senyawa peptida
yang diproduksi oleh bakteri untuk melawan bakteri lainnya sebagai respon
pertahanan diri. Bakteriosin yang diekstraksi dari isolat BAL pada bekasam, produk
makanan fermentasi dari bahan dasar ikan, dilaporkan mampu menghambat
pertumbuhan S. aureus. Bakteriosin yang dihasilkan oleh BAL menyerang membran
sitoplasma S. aureus dengan menghasilkan cytoplasmic membrane pores, menyisip
pada membran sel untuk meningkatkan permeabilitasnya serta menghambat
pembentukan septa (Sari, Suryanto and Yurnaliza, 2018). Lubang yang terbentuk
pada membran sitoplasma menstimulasi permeabilitas membran dan mengganggu
keseimbangan ADP/ATP akibat kebocoran fosfat anorganik. Fosfat yang lepas
menurunkan jumlah proton serta beberapa kation bivalen seperti Mg2+ dan Ca2+,
penurunan kation menyebabkan netralisasi pada muatan negatif fosfolipid,
peningkatan permeasi ion K+ dan Mg+, asam amino, dan ATP. Kegagalan dalam
mempertahankan jumlah proton dalam sel mengakibatkan kematian sel akibat tidak

dapat menjalankan fungsi sel yang membutuhkan energi (Gajic, 2003).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1.

Karakteristik bakteri asam laktat (BAL) yang terkandung dalam produk
susu fermentasi di Malang adalah berbetuk basil, Gram positif, bersifat
non-motil, katalase negatif, oksidase negatif dan mampu menghasilkan
asam laktat melalui proses fermentasi karbohidrat.

Isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam produk susu fermentasi di Malang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan
diameter zona hambat sampel kefir isolat K7 sebesar 10,3 £ 0,3 mm dan
sampel yoghurt isolat Y1 sebesar 7,6 £ 0,4 mm.

Isolat bakteri asam laktat (BAL) dalam produk susu fermentasi di Malang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan
diameter zona hambat sampel kefir isolat K2 dan K6 sebesar 7,2 £ 0,1 mm

dan sampel yoghurt isolat Y3 sebesar 8,1 = 0,1 mm.

B. Saran

1.

Perlu dilakukan identifikasi spesies BAL yang terkandung dalam produk
susu fermentasi secara genomik menggunakan metode gene sequencing
16S rRNA.

Untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh senyawa antibakteri yang
diproduksi oleh BAL diluar pengaruh penurunan pH lingkungan akibat
produksi asam laktat, hendaknya perlu dilakukan ekstraksi cell free
supernatant (CFS) dengan menambahkan NaOH untuk menetralisir pH.
Perlu dilakukan studi lanjut untuk mengidentifikasi senyawa bioaktif apa
saja yang terkandung dalam cell free supernatant (CFS) BAL, khususnya

yang berperan dalam aktivitas antibakteri.
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