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KARAKTERISAS]I BAKTERT ASAM LAKTAT NWD 015 HASIL 1ISOLASI DARI FESES
PEDET DAN PENGARUH BAKTERIOSIN TERUADAP BAKTERI PATOGEN

Nafiatul Umami, Zacnal Bachroddin dan Lies Mirs Yusiat!
INTISARI

Penelitian 1m bertujuan uniuk mendapatkan bakien asam laktar (BAL) yang mempunyal
aktivitas laktuse tinggi dan menghasilkan bakteriosin. Feses pedet digunskan sebagai sumber
mikrobiz untuk mendapatkan isalat BAL, Isolasi puda medium MRS secars anaerobik, suby 39°C
sefama 24 jam, Scleksi berdasarkan pada produksi asam lakist, tipe katalase, tipe fermentasi,
pewamazn gran dan morfologl sel, Data hasil dianalisis dengan andlisis variansi pola searah
(Completely Randomized Design) dan dilanjutkan wjii  Dunean’s New Multiple Range Ten
(OMRT). Pada penelitian pertama telah didapatkan isolar BAL NWD 015 vang mempunyal
aktivitas laktase tertinggi dan telah diketahui kadar susu 50% terbaik untuk pertumbuhan BAL
NWE 05, Kadar susu terbaik untok pertumbuhan BAL divji bakteriesinnyy dengan melode
Turbidimetric wssay, Datn gpical density pada uji bakieriosin divji densan regresi non-linear, Darj
isolasi diperoleh 18 fsolat BAL yang mempunyai spesifikasi menghasilkan laktat, katalase negatif,
homofermentatif, gram positif dan kokus. Hasil pengyfian bakteriosin menunjukkan bahwa BAL
NWD 015 dalam mediuom MRS don susy 50% menghasilkan  bakteriosin  yang. dapat
memperpinjieng fase lag sertd menekan pertumbuhan bakterd patogen vaitu Staphylococcus
aurens.

{Kata kunei: Bakten asam laktat, Laktase, Bakteriosin)
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SELECTION OF LACTIC ACID BACTERIA NWD (15 AND EFFECT OF
BACTERIOCIN ON PATOGENIC BACTERIA

ABSTRACT

The objective of this study was to isolate lactic acid bacteria (LAB), which has high
luclase activity and produces bacterocin. Feces of young calves as microbe source was used 1o
obtain LAR usmg MES medivm :|n;|,r:|'nbfi:;1E]:,' and incubated at 35°C for 24 hours, The selection
Include lactic acid produetion, catalase type, fermentation lype, gram staining and cull
marphelogy. The dath were analyzed by the analysis of varance pattern Completely Randomizad
Design, and Duncan’s New Multiple Range Test. The first study found (that LAB WD 015 had
the lupghest lactase activity 1solate and 50% milk was the best concentration for fermentation, Thie
milk eoncenttation with milk content in medium for the best growth of LAB was used 1o evaluaie
bretesiocin production with Turbidimetric aysay methad. The daa on bacteriosin test were
analvzed uding non-linesr regresion test The 1B isolaes were ldentified as LABR havine
sp eeiftcition producing lectic acid, negative catalase, homofermentation, positive srm and coeol
in nature. The bagierioem extract from MRS aod 50% millk mediam prolonged log phise and
nhitited of pathogenie bactera, that was Staphyvlococcus amrens growth.

(Key words: Lactie adid baelerds, Lactase, Bacteriocin )

Pendahluan lnktosa mampu memproduks] atau

menghasilkan  komponen  yang  merupakan
senyawa inhibitor bakter lain seperli £ owli.
Di dalam uﬂumm pencemaan d:pmn]'a;.an
terdapal 10 sel bakteri, wvang texdivi dari 400
spectes bakterl yang  bersimbiosis dengan
ternak inangnya. Tidak semua bakter dapat
hidup  dii dalam  salurwn  pencernsan,
Mikroorganisme vang mampu bertahay adalsh
mikroorganismne ving werseleksi ook tumbuh
dan berkolomi. Adanva agen inhibitar seperi
virlarile fuity ecid E‘H.-"-.}. H:5, asam empedo,
fyxozvme dan Msedechitine  menycbabkan
bakteri tertenm tidak dapar bertahan {(Fuller,

Bakteri Asam Laktal (BAL) mernopakan
hekied  wang mampuy  menghasilkan  asam
laktat; Banyak penclitian vang menunjukian
nilyy lebih BAL, sepertl mampy menjadi anti
stres dan menghasilkan  bakteniosin vang
hurporan meniaga Keseimbangm mikroflora
saluran pencemnaai dan bethubungan dengan
kesehatan termak.

Keberndnan  bakieriosin ménsuntaigs:
kan deium saluren mecstnume karena akan
menurinkan juinlah mikroorganisme patogen,
h"!‘|‘-|r'1%.'l i'LlllE.ni SRLUEER pemcoTnaan  (usus)

witik:  sflenverap  nutrlen dapal herjalim 1982 vamg isiust Swark  dan Wilkinses,
aptimal. 1988
Klaenhmmmert dan Sanders (2001) Brikterl vang tunbuli dan berkoloni i

melaparkan buhwa Leetobacillus acadophiliss
yang litambabkan padz skim omilk outok
meémnrunkan  Esclesicfr  eoli i
pencernaan tikus,
penurunan. A ooff

salurnn
menunjukkan hasil
proporsiorsal  dengan
venmgkatan Laciobacilus acidophifus, Leblh
lamur disehutkan Lactofeilns
acidaphifis yang dabim - medinm

biabioa
frerada

saluran pencernsan gkan lerikot dengan laju
aliran  pakan sehubunpan  dengan  merak
permstaltik yang membaws  pakan ke opkhir
saluran pencemman. Secarn alumi ada dug

mekanisme wang menjaga agal
mikroorganisme  tetap . ada di o saluran
pencernasn, vaitu denpan menempel eral pada
epitel dinding saluran dun dengan cara tumbuh
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dan  berkelont  secars  cepat,  sehingga
mengimbangi jumlah mikroorganisme yang
ada dit sana sehubungan dengan laju aliten
pakan (Stark dan Willkinson, [988),

Ruhardja (1978) menjelaskan hahwa
heberapa antiblotik bekerfa terbadap dinding
sel (penisilin dan scfalosporin) stau membran
sel (kelompok palimiksind, Mekanisme kema
amtibiotik vang  ladn, waite kloramfenikal,
teteasikli, aminoglikeside din  makeolida,
adalan  penghatnbatan selekiif metabolisme
protein  bakien  schingga  sintesis  protein
terhambat  dan matl. Efek  penghambatan
witibiotik pada sebagian besar jenis viros tidak
herjalan akif, hal inf dapat dimimgkinkan
karemi pada (wbuh virs tidek ads proses
metabolising yang sesungguhnyva,  karepu
hanys bergantung pads mang,

Antibiotik banyak dipunakan di bidang
peternakan  sebapai zal-st twmbahin  guna
mempereepat. pertimbuban, Rahardja (1978)
ményilukan bahwa {ernak dan ungeas yang
dibert penisitin, fetrasiklin, erittomisin dan
basittusin  tumbub  lebih pesat, D sernua
negarn - Borat peoggunaan antibaotik  unuk
fsksud o sudab dilarang  karens  dapat
menyebabkan resistensi bakteri dan produk
peternakan dapat mengandung sisa antibiotik
tersebur

Menurut  Musehler  (1991)  isulab
antibiotik  pada mulanya adatab zal yenp
dibéntuk olel mikronrganisme yang  dapat
membunub dan  menghambal  pertumbuhan
mikroorganisme lain, Definisi inl menjadi
meluns Karena dapal  pula dibentuk  aleh
beberapa hewun, tanaman unger dan sekarang
studah bamyak antibiotik sintetik

Strain lerteniy  darl Streprococens
cremorss  menghasilkan bakieriosin vang
dischul diplapocein,  Diplococein  efekiif
menghambat  parumbulon Staplydococeiy
atveny tetapt tidak ofckdf wechadop Eschericia
oofl. Streptococcns factiv. menghasilkan
bakteriosin nisin vang stubil terhadap panas
dant pH rendeh {asam), Nisin meropakan
peptida kecll yang mempunyai  spektrum

aktivitas kecil dan aktif pada bakterl pram
pasiif

(Gilliland,  1985),  laciobacillusy
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acidopliley  menghasilkan bakteriosin  yang
discbut faceocidin, acidephilin dan acidolin,
Acidolm  dihasilkan  oleh  Luerobacillie
acidaphilus  selamo  penambuhanmya  dalam
susi dan alaif pada baklen zram positif don
gram nhegalif, Leesolin dihasilkan hanys pisda
media padat ‘dan tidak dapat diisolas] dasi
media  cair.  Aeidelin dihasitkan  sefama
portumbulan . Lecibacilivs - aordophilus
dalam sisu ddn akail pada-bakteri gram negatif
{(Grillitund, 1985 ) Publikasi ini melanjutkan
publikasi.  penelitian  sebelummya,  telah
dilakukan usaha isclasi bakter ssam laktat
dan  feses pedat dan  tclah  diketshu
kemmmpuan tuinbubnya pada media aw susu
sapt denpan berbagai level  Komsentrasi
prmicneeran dan yang terbaik adalal 50% ab
sust (Umiimi e al, 2004} dimdéna pada
penclitian ini  akan dismatl pengaruhb
bakteriosin yang dibasiikan oleh BAL hasi
isalasi dard feses pedet terhadap  bakien
patogen vaitu Siaphloceccns atres.

Materi dan Metode

.

Pepelittan it adalah whap kedua yaita
pengeunagh  isolat BAL NWD 015 wang
diperoleh dari isolasi tahap portama dan
dilakukan karktericasi yang meliputi tipe
l[ermentast. pengecilon grom, tipe latalase,
derajat keasaman (Nalu, 1992} isolut il diufi
aktivitas bakleriosinnya pada bakien patogen
wiita  Stupdofocucens  mirens. Isolm
ditwmbuhkan pada berbagai mediom yaita
MRS dan air susu 50%, Kadar bakledocin
diamati ‘pada iselat pilihan BAL WWD 015
sera pads medium susu yang telah diinokulasi
BAL WWD 015 Penama-mma ditakukan
praduksi bakeerlogin yung dapal ditermukan
dalam  metabollt  sckunder.  Ehkstraks
bakteriosin dilakukan denpan cara medinm
fermentasi (susu 50% dan MRS) dengan BAL
MWD 01F dismbil supematannya  dengan
sentrifugasi | 5.000 rpm selema 20 menit
Supematan yang diperoleh disterilisas dengan

card menyaring  ¢engan filter haklen
{(diameter porous 02 pm Whatman),
Penguluran produksi bakteriosin
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mengpunskan melode  Terbidinetrie dssay
(Davidson dan Parish, 1989 yang disitasi oleh
Djafar. 1994), Metabolil chkstrascluler steril
dicampur dengan medivm, pH 6,3 (VIV= L:1)
kemudion  diben  biskan  Srapliyiococeys
aureny FNCC 158 wang wlab divisbulikan
pada medium Notrien broth, sebanyak 1%,
Setelaly jlu diinkubuasi  pada sulw I G
Pengambilan sampel dilakukan setiap  jam
pengamatan  schingga didapat grafik
pertumbohan dengan mengukur  absorbansi-
nyi. Absarbansi  dickur  pada panjang
selombang 600 hm.  Péngukumin pH jugy
dilakukan  pada  qefiap tidk  pengamatan.
Kontol bemupa nediumy vange  diimokolas)
dengan & awreny FONN 158 sebanyak 1%
banp petamibalian omelabollt  e2straseluler
[diganti dengan aouedes steril), Penghambatan
pertumbulian 5 gerear FNCC 53R diskur
dengan imelihat adanva perpanjangan fase lag
dar el yanop diberr metabolil ekstraseluler
atan mebandingkan  tngkat  pefiumbuoban
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akhir sel vang diberi metabolit ckstrazeluler
dengzan kontrol,

Analisis datn

Diate penpamatin 0D akbivits
bacteriosin pada kontrel, pada bakteriosin dari
sisy odan dar] MRS dengan  menpgonskan
regresi non linear.

Hasil don Pembahasan

Karakterizsisi bakteri asam laktiot

Faraklerisast BAL husil isobasi terliho
pads: Tabel 1 terdapat 1R isolal wang
merupakan BAL Morfologi sel vang terhibat
dari hasil gram staming désgan menpronakan
mikroskop  elektron, menunjukkan bentuk
BAL dari lima dsolst hasil isolasi adalah
kokus. Lindguist (1998) menyvatakan bahwa
BAL dapat berbentuk batang, kekus, kokus
vang berpasangan, ranmtae aau kokus dalam
tetrac.

Fabel 1. Karaklerisasi bakter| asam laktat hasil isalasl, pLl akhic mediom MRS dan kadar asam
Lokt pada jmyn ke- 24 (Chardaterisation ufloctic acld bacteria, pl! MRS mediun and Teetic acid

pradicetion ar 24 " finme}

L3

Mo Manm Isolal Tipe Fermentasi Pewarnaan plt Tipe Katalase
_  {Tselare (Fermentation ype) ﬂrﬂm N {Caralase rype)

1 NWD O . 4,06 -

i NWD 02T - 5 4,00 -

] NWOOTE - ¥ 4.07 -

4 NWID 002 - o 338 -

5 NWD 009 - + 4,13 -

f MWD 018 - + 4.07 s

7 NWT 032 " " 4,18 -

& NWD 00 - ¥ 4,04 -

9 NWD 004 4 ' 4,17 9

10 NWDOI3 - + 4,07 -

11 MWD 03] - + 4,08 -

2 NWID 013 1 1 4004 -

13 NWED 031 - it 4,10 .

14 NWD M9 - - 4,04 -

15 NWD 029 + + 4,09 -

18] MWD 026 4 + 4,16 -

17 MWD 08 4 + 4,09 -

1§ NWD 033 + 4.01 -

13
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Pada  hosil pewarnzan Gram semug:
isolal menunjukkan gram o posinf, Olesan
bakler! yang terfiksasl dikenad laratan Ungu
kristal, lprutan vodivm, alkohol dan safranin
atgn  beberapa pewarna lam yang sesuii.
Menurul Pelezar (1986) bakier vang diwernai
engan metode gram i dibag menjadi dug
kelompok, salal saw diantaranya bakter gram
positll yang  mempertdhaskin sl pewormd
ungu kriseal  gehingga terlihar wama ungu
dgibawoh mikroskop clekiron: Kelompok yang
bun mdulab bakter gram negauf kehilangan
ungy kriste] ketika dieel dengan alkohol dan
sewakin ddiben pewarma tandingan dengan
warna inerah  sulranin,  terlihat  berwarma
merah. Perubahan  wama  ml disehabkan
kavong  perhedaan  dalam strukur kimiaws
pormukaantiya.

Hasil  pengujion tipe  katalase
mecnurjukkan baliwd  semud o isolal katalasc
negatifl Tipe kamlase diufi dengan meneteskan
1.0 pada suspensi bakterl. Katzlase positif
aitands dengan adanys pelembung udara pada
stspenst baklen, sedangkan katalase negatif
Hdak  adapye  gelembung  udera. Katalase
megmif beroni ndsk  adanye kmalase dard
bakier vang dapst bereaksi dengan HaOy vang
dingsilkan selinges tidak  diproduksi  gas.

fenurur Lindquist (1998) enzim  katalase

1.6 =

| 1.4:5
| M JE
‘I 3
0.8 -

00 medium
=
o

0.4+

ﬂ T T T
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adalah enmim yang dibusilkan oleh orgamisme
imtuk mendetoksifikast H.0, vang dibasilkan
gelama proses respirasi acrobik,

BAL dengan tpe Feomeniasi positil
ditunjukkan dengan -adanya gelembung udara
pada tabung Durham, tpe fermentasi posicif
menunjukkan BAL heterofermeptatit yang
artittya BAL menghasilkan produk akhir tidak
hisrys Berupas asant lakial wapi 05, alkohol
dan asam asetat. BAL yvang menunjuklan 1ipe
fermentasi negatif menunjukkan BAL yang
bersifar homofermenanil dimana produk akdha
fermentasi berupa asam  lzktm (Lindoguist,
(908),  Paude  hadil  perpsmaten denpan
menggunakan whung Durham lima 1solit yvang
mempunyai - laklat teminge tidak  dijumpai
adanya gelembung pas €O, CO, adalal pas
yang sangat mmudah amur dalam i, tabung
Durham  akan mendeteksi  produksinys
ditandal dengan adanva gelembung berbentuk
cincin® pada  bagian atas tabung  Durham
{Lingquist, 1998). Ustdk pedgejion sklivitas
baktenosin digunakan isolat BALNWDOT15

Balteriosin .

Aktivitas ponghombatan  Stapliviocoesi
arreyy  FNCC 158 oleh  ekstrok  prodik
fermentasi BAL NWID 015 terlibat  pada
Gambar 1.

—#—ELEU
—db—mrs
—— kewlrod

o 4

B 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
fam inkubasi

a6 &0

Gambar 1, Optical density medinm pertumbuhan Seaphylococens anrens FNCC 158 pada u)
bakteriosin (Optical density growth medinm of Sraphlacoccuy avwrens FNCE (38 on
hacteriocin fest)
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Pade  Cambar | terlihar  adanya
perpanjanpan fase lag darf Staplfococens
arrens FMOC 158 vang ditumbulikan dengan
mediumn MRS yang ditambal dengan ekstrak
produk fermentasi BAL pada medium susu
dibanding: dengen ekstrok produk fermentasi
BAL yang diwmbubikan pada medium MRS,
Aktivitas penghambitan terlidagp
Sraphylocuees U FMCC 158
ditunjukbkan deppsn  perpanjangan fase lag
pacle perlakyan dengan  penumbuhan
Staphilococcus wwrgny pada medium - vang
titambaly ekstrak produk  fermentasi BAl
dibianding dengsn vang kontrol, ditunjukian
dengan perpanjangan fase lag pada perakuan
dengan ekstrak produk fermentasi BAL NW [
015 dibanding dengan yang keontrol, Lewus
din Memtville (1991)  menvatakan  bhabhwa
bakteriosin  adulal  salah  matg produk
metabalit yanpg dihasilkan olgh BAL yang
akan menghambat pertumbuhlan bakterl lain,
salah smunya odalaby Swpdidococomy ourens.
Adanya perpanjangon fase lag pada perlakuan
dibamding  kentrol  pada Gambar |
menumjukkan  adannva aktivites bakleriosin
ving  dilkasilkan Bal. NWD 015 vanp
menghambat  pertumibuhan - Sraplivlocoeras
aurens FNCC 158,

Produk fermentasi yong dicksiraks dan
BAL WWD 015 dempon  mediume MRS
ingnunjukkan penghambatin sampai pada jam
ke-27 sedanghan untuk produk fermentasi
vang dickstraksi dad BAL dengan medium
sy - penghambiton  sampai pada jam ke-4.
Perbedaan ini disebabkon dalam medium yang
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mengandung substrat berbeda df mma MES

mengandung  substrat  glukosz  dan susu
mengandung  substrat laklosa, schingea
Kemampuan  BAL  untuk  merprodiksi

metebalit juga berbeda. Hal 1w sependapat
dengan yang dikemukekan oleh Lewus dan
Montwille (1921} bahwa  ddalam sualy
pengujian aktiviies  bakiediosin tidak
selamanyn menunjukkan hasil vang sung, hal
imi’ dapat’ dikarenakan tidak sesensitifipn
bakweri kontrol yang digunskan aten dapas
juga karema metode  dlan omedivm yang
digunakan tidak tepat,

Masil penelitian Lewus dan Montville
(1991} menjelaskan kahwa dadd 227 [solat
termyata 19 isolat yang didigs  bersifs
bakteriosinogenik psofat  yang
aktivitas antimikrobianya dapar dideteksi poda
supernatay,  Oleh karena  itw mendka
mengemukakanr  baliwa keberhasilan  uji
aktivitas antimikrobid sclain ditentulkan  oleh
isplat  hakteri produsemnys, juga sangot
ditentukan oleh metade, medium dan bakier
inidikator vang digunakan,

Pada Caunbar | lerlihal pula Bahwa
bakicriosin  mampu  mesekan  pertumbuban
Stapifecocens aurers INCC 158, pads saat
mengalami lase ckaponensial yang berarti saal
bakter] wmbull akif, pada medium  vang

hi!]'l}':-t 2

menganduig  baktedosin lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol,
Data  pengamatan QD akiivitas

bacteriosin pada kontrol, pada bakteriosin dard
susiy ean dar MRS dengan menggunakan
regresi Mon Linear terlihat pada Tabel, 2,

Tahel 2. Persamaan kekemhan (OD) terhadap wakiu (jam) pertumbulian Staphylococcus aurens
FNOC 158 padameedivie diengan sumber bakieriosin BAL NWD 015 yang ditumbuhkan pada
mudium yang berheda (CGpfica! donsitp vs, fime of growth of Staphylococcis
aurcis FNCC 158 on the diferent hacteriocin

Ferfakuan sumber bakteriosin { Treetment
hacterinein satirce)

Persamaan ¢ Equilifrium)

Wadiuim susa (il medinm)
Medium MRS (MES miedinm)
Kontrol perlabuan (Contrall

Y=1,1083-1,1796 &0
Y=0,12R0-0.3061] of D
Y=14074:] 4855 gl
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Pada Tabel 2 teriibat v sehapgai fungsi
optical density (OD) akan dicapal maksimal
pada  wukty inkubasi (%) yang berbeda.
Sumber Bakteringin yang berbeda memberikan
nilai slope yang berbeda. Hasil dengan slope
vang berbeda-beds, i menunjukkan bahwa
kevepatan turnhinh hakteri kontrol
Staphivlucecens aurens FNCC |58 berbeda.

Kestmpulan

BAL NWD M5 menghasikan
bakieriosi  sebugai metabolll  ekstrascluler
ying  mampl menghambal don menekan
perminian bakterl patopen Stuplndoceecis
areus  FNOC 58 wyait denzan
memperpanjang fase lap periembuhan baktert.
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