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ABSTRAK

penelitian bertujuan untuk menguji potensi probiotik dari Bakteri Asam Laktat (BAL) sefiulolitik asal usus itik petelur
secara in vitro. Pengujian meliputi ketahanan terhadap suhu (5°C, suhu ruang dan 37°C), pH asam (pH 2, 3, dan 4),
garam bile 0,3%(b/v), penghambatan terhadap bakteri patogen (Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan
Salmonella typhi) dan asosiatif terhadap bakteri non patogen (Lactobacillus plantarum). Penelitian menggunakan
metode diskriptif, dengan obyek penelitian berupa BAL yang telah diketahui memiliki peran sellulolitik. Isolasi
dilakukan dari epitel usus dan digesta pada masing-masing sekmen duodenum, jejenum dan ileum itik petelur. Hasil
uji kemampuan sebagai probiotik terhadap 6 BAL sellulolitik (Ud1, Uj1, Ui2, DjZ, Dj3, Dif) terbukti bahwa semua
isolat mampu hidup pada berbagai suhu perlakuan kecuali Ud1 tidak mampu tumbuh pada suhu 37°C, mampu hidup
pada pH asam dan media yang mengandung garam bile 0,3%(b/v}, mampu menghambat pertumbuhan bakteri patcgen
Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi dan dapat berasosiatif dengan bakteri non patogen

yang diujikan yaitu Lactobacillus plantarum.

Kata Kunci : Bakteri asam laktat, sellulolitik, itik petelur, uji probiotik

PENDAHULUAN

Kebutuhan masyarakat terhadap protein
hewani mengalami peningkatan seiring dengan
bertambahnya jumlah penduduk dari tahun ke
tahun. Rata-rata laju konsumsi protein antara tahun
1999 - 2004 sebesar 3,34% pertahun dan laju
kebutuhan protein sebesar 0,20% pertahun
(Setiawan, 2006). Berkenaan dengan hal tersebut,
maka produktivitas ternak khususnya unggas perlu
ditingkatkan untuk memenuhi kebutuhan
masyarakat akan protein hewani.

Probiotik telah banyak diperlukan untuk
meningkatkan efisiensi produksi tesnak itik petelur,
antara lain untuk mempertinggi kekebalan tubuh,
pengganti peran antibiotik dalam pakan dan
peningkatan kecernaan pakan. Selama ini sumber
pakan itik petelur yang murah dan mudah di
dapatkan sebagian besar memiliki kandungan
seratkasar tinggi. Pada hal itik petelur hanya dapat
mencerna pakan dengan baik apabila kandungan
serat kasar pada pakan tidak lebih 6% dari total
ransum (Parakkasi, 1999).

Pada dasarnya di dalam usus itik petelur
terdapat bakteri asam laktat yang bersifat
sellulolitik, tetapi jenis bakteri asam laktat
selllulolitik yang ada masih dalam jumlah terbatas.
Apabila populasi bakteri asam laktat sellulolitik
dalam usus ditingkatkan, kondisi ini dapat
meningkatkan kemampuan itik petelur dalam
mencerna serat kasar, sehingga hal ini berarti itik
bertelur akan mampu mengkonsumsi pakan murah

lebih banyak. Diantara jenis bakteri asam laktat
sellulolitik asal usus itik petelur, belum diketahui
mana yang unggul untuk diperankan sebagai
probiotik. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi
jenis bakteri asam laktat asal wsus itik petelur
berdasarkan kemampuannya dalam mengadaptasi
cekaman maupun kemampuannya berasosiatif
dengan bakteri lain disepanjang saluran
pencernakan itik petelur, khususnya pada saluran
pencernakan sebelum usus.

MATERI DAN METODE

Bahan-bahan yang digunakan antara lain
biakan murni bakteri asam laktat yang diisolasi dari
usus hatus itik Mojosari (Anas plathyrinchos), MRS
agar {deMan-Rogosa-Sharpe Agar) dan MRS broth
(deMan-Rogosa- Sharpe Broth) (Merck), NA (Nutri-
ent Agar) dan NB (Nutrient Broth)(Merck), Oxgall
(Merck), Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Lactobacillus plantarum, alkohol
70%, HCL.

Penelitian menggunakan metode diskriptif,
dengan obyek penelitian berupa BAL yang telah
diketahui memiliki peran sellulolitik. Isolasi
dilakukan dari epitel usus dan digesta pada masing-
masing sekmen duodenum, jejenum dan ileum itik
petelur. Uji kemampuan isotat BAL sebagai
probiotik dilakukan melalui (1) uji ketahanan suhu,
dengan memperlakukan suhu penyimpanan 5°C, suhu
kamar 25°C, dan suhu pertumbuhan optimal 37°C.
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.-n:. '."z)ii’j-i'lkﬂaﬂanan pH asam, dengan mengujikan

Kisaran sesyaj dengan kondisi- pH pada salur:j':
Pencemaan unggas yaitu pH 2, 3 dan 4. B) (i
ketahanan garam empedu, dilakukan mela i
Penambahan garam bile 0,3% (b/v). (4) uj]
kemampuan penghambatan terhadap bakter
Patogen dilakukan menggunakan bakteri uji be"’p,a
Escherichia coli, Staphytococcus aureus dan Sa;
Mmonella typhi dan (5) uji kemampuan asosiati
dengan bakteri non patogen dilakukan menggunakan
bakteri uji Lactobacillus plantarum

Prosedur Penelitian
Uji ketahanan BAL terhadap suhu

Kultur cair masing-masing isolat BAL yang
berumur 18 jam diambil 1 ml dan diinokulamkar]
Pada 9 ml media MRS broth kemudian diinkubafl
pada suhu 5°C, suhu ruang dan 37°C selama 3 hari.
Jumlah kolonj yang tumbuh diamati dengan
melakukan teknik penanaman secara pour plate
pada media MRS agar dan diinkubasi pada 30°C
selama 48 jam,

Uji ketahanan BAL terhadap pH asam

Kultur cair masing-masing isolat BAL yang
berumur 18 jam diambil 1 ml dan diinokulasikan
Pada 9 ml media MRS broth yang pH sudah diatur
menjadi 2, 3, dan 4 dengan HCl 1N kemudian
diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam (Zavaglia
et al., 1998). Jumlah koloni yang tumbuh diamati
dengan melakukan teknik pPenanaman secara pour
plate pada media MRS agar dan diinkubasi pada 30°C
selama 48 jam.

Uji ketahanan BAL terhadap garam Bile

Kultur cair masing-masing isolat BAL yang
berumur 18 jam diambil 1 ml dan diinokulasikan
pada 9 ml MRS broth yang mengandung Oxgall 0, 3%
(b/v) (Rashid, at.al, 2007). KemuZian diinkubasi
pada 30°C selama 24 jam. Jumlah koloni yang
tumbuh diamati dengan melakukan teknik
Penanaman secara pour plate pada MRS agar dan
diinkubasi pada 30°C selama 48 jam.

Uji kemampuan penghambatan BAL terhadap
bakteri patogen dan asosiatif dengan bakteri non
patogen

Bakteri patogen yang digunakan dalam
penelitian ini adalah E.coli, S.aureus, dan S.typhi.
Prosedur pengujiannya dilakukan dengan metode
difusi agar. Masing-masing bakteri patogen yang
berumur 18 jam diinokulasikan sebanyak 25 pl
kedalam media Nutrient Agar secara pour plate dan
dibiarkan mengeras kemudian dibuat sumuran
dengan diameter sekitar 6 mm di bagian tengah
cawan petri. Sumuran diisi dengan kultur masing-
masing isolat BAL yang berumur 18 jam sebanyak

| dan diinkubasi pada 30°C selamg 24 ¢
oy

rdan ] '
(Schillinge k disekitar sumuran diukye ¢o"
yang terbe";:nbataﬂ jsotat BAL terhadap ba

bakteri n

bakteri patogen dengan L.plantarum

Analisa Data data
lahan da L
mengpg;TJ%Zka" metode deskriptif, Data hia“

dalam tabel-¢

titian ~ disusun ey

5&?;ifikasikan sehingga m_?rL-'pakan suaty Susun.

rutan data kemudian diinterpretasikap Sesiyg
zengan hasil pengamatan yang ada.

dilakukan

HASIL DAN PEMBAHASAN

BAL Terhadap Berbagai Suhu
Ketahanggkteri asam laktat umumnya tumbyp Pada
kisaran temperatur 10 °C - 45 °C. Pada subu sediki
di bawah suhu minimum a.tau sedikit di atag Suhy
maksimum sel bakteri masih mampu Mmenyesuaikap
diri dan bahkan pada suhu yang agak _Jauh di bawap,
suhu minimum dan diatas suhu maksimum, bakterj
tidak segera mati tetapi mengalami dorman. Borck,
et al., (1994) menyatakan bahwa pada suhy di
bawah suhu pertumbuhan minimum maka membran
sitoplasma tidak berfungsi untuk transportas;
maupun perpindahan proton (Mc.Donald, 1981).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat
BAL sellulolitik yang diuji dapat tumbuh pada suhy
3°C, sthu kamar dan 37 °C, dengan kemampuan
tumbuh yang berbeda dengan jumlah awal BAL 10°
menjadi 10° sampai dengan 10" setelah inkubasi 3
hari, sedangkan untuk isolat Ud1 tidak tumbuh pada
suhu 37°C. Kenyataan ini dapat disimpulkan bahwa
BAL sellulolitik terpilih hasil penelitian ini
memungkinkan digunakan sebagai probiotik, dan
memungkinkan untuk disimpan pada suhu kurang
dari 5 ° C selama Pproses pembuatan, perdagangan
atau penggunaannya di lapangan. Toleransi BAL
serhadap berbagai macam suhu tersaji pada Tabel
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Tabel 1. Ketahanan BAL Terhadap Suhu Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat BAL

sellulolitik yang diuji memiliki kemampuan tumbuh

berbeda pada berbagai kisaran perlakukan pH
" KOCII: U () | umich BI‘ 1ZRE‘rt'igl'daen 4, KI;tahanan BAL sellulolitik terhadap
Bt (i) pH asam tersaji pada Tabel 2.
1 ud1 5 = 4’4.1015—
Ruang 1:7 1@3—— Tabel 2. Ketahanan BAL Terhadap pH Asam
k7 . No Kode pH Jumlah BAL
Isolat (CFU/ml)
2 Ut 5 1,407
1 ud1 2 7,8.10°
Ruang 14107
3 4,7.10"
37 2,8.10° i}
4 1,8.10
3 Uiz 5 14107
¥
Ruarg 571" 2 Uj1 2 1,3.10
= 3 5,4.10°
37 9,1.10
n
4 Dj2 5 5107 4 3,2.10
Ruarg 1 1 10'.I 3 UQ 2 8,3.105
37 31T 3 3,8.10°
5 Dj3 5 2,700 | 4 2,7.10"
Ruang 1,5.10" 4 Dj2 2 1,9.10°
7 18107 | 3 4,3.10"
6 Di1 5 1,8.10" 4 1,3.10"
Ruang 2,710 | 5 Dj3 2 1,3.10°
37 1.10‘ 3 4’9_1010
4 2,6.10"
Keterangan : - tidak tumbuh
6 Di 2 2,5.10°
Ketahanan BAL Terhadap pH asam ) T
Ketahanan terhadap asam merupakan salah ’
satu syarat penting suatu bakteri probiotik, karena 3 TR
apabila BAL probiotik tersebut masuk ke dalam )
saluran pencernaan, maka harus mampu bertahan

pada kondisi pH asam lambung sekitar 3-5 dan pH
rendahnya dapat mencapai 2. paparan pada kondisi
yang sangat asam dapat mengakibatkan kerusakan
membran dan lepasnya komponen intraseluler
hilangnya komponen-komponen intraseluler seperti
Mg, K dan lemak dari sel, yang mampu menyebabkan
kernatian bakteri yang tidak tahan asam. Sedangkan
bakteri tahan asam memiliki ketahanan yang lgbih
besar terhadap kerusakan membran akibat
terjadinya penurunan pH ekstraseluler dibandingkan
dengan bakteri yang tidak tahan terhadap asam
(Kimoto et.al, 1999).

Tabel 2 menunjukkan bahwa semakin besar
nilai pH media maka jumlah bakteri asam laktat
yang hidup semakin meningkat. Adapun jumlah awal
masing-masing BAL yang digunakan adalah 10°CFU/
ml. Pada penelitian ini secara umum BAL sellulolitik
mampu hidup pada pH 2-4, bahkan isolat Dj2 dan
Dj3 mampu hidup pada pH 2 yaitu jumlah sel
mencapai 10* CFU/ml. Standar komersial bakteri
probiotik adalah mampu hidup dengan baik pada
pH 2. Kondisi ini sangat memungkinkan BAL
sellulolitik yang ditemukan dapat digunakan sebagai
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N mpa 10°CFU/ml-adapun jumlah awa(
29 7 probioyik i

Ketahanan BAL Terhadap Garam Bile .
Usus halys dan kolon mengandung konsentrasi
asam empedy yang relatif tinggi dan dapat
Menghambat pertumbuhan atau bahkan membunuh
sebagian besar bakteri. Bakteri asam laktat yang
akan diuji potens; probiotik harus mampu t”’“b”_h
Pada agar pjle 0,3% - 0,5% (Wahyudi dan Samsundari,
008). Ketahanan BAL terhadap garam empedu
Mmerupakan syarat Penting untuk probiotik seperti
halnya ketahanan terhadap asam. Konsentrasi garam
eémpedu 0,3, Merupakan konsentrasi yang kritikal
nilai yang cukup tinggi untuk menyeleksi galur yamg
resisten terhadap garam empedu (Gilliland et al.,
1984). Penelitian fni menggunakan konsentrasi
garam bile 0,3% (b/v) dan lama wakty inkubasinya
24 jam.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat

BAL sellulotitik yang diuji memiliki kemampuan
tumbuh yang berbeda Pada media yang mengandung
garam empedu 0, 3%, Ketahanan BAL sellulolitik
terhadap garam empedu 0,3% tersaji pada tabel 3.

Tabel 3. Ketahanan BALTerhadap

Garam Blle

No Nama Isolat Jumiah BAL
(CFU/ml)

1 Ud1 4,6.10°°

2 Uj1 1,7.900 ]

3 U 1,2.10°

4 D2 2,1.10

5 Dj3 9,1.10 |

3 Dii 9,5.10°

——ﬁ_-___ '

Hasil penelitian ini secara umuym BAL
sellulolitik mampu hidup pada media yang
mengandung garam empedu 0,3% dengan jumlap, sel

” digunakan adalah 10~‘CFU/m.
masing E?ILIY;:?_ sillulolitik yang telap diDiuah[
ini ber a dapat berperan sebagai BAL se”“lolltik
semqaﬂ{ Ketahanan BAL terhadap garam o
probrotlke;n syarat penting untuk probigtig Sepery
mempaketahanan terhadap asam. Menuryt Dy e;
halny;lgg’ ketahanan bakteri asam lakeat toa-rhada
al. (1 en-'szPd” berkaitan dengan enzim bite salg
%?;g}ase (BSH) yang membantu orenghidroljg,
aram empedu terkonjugasi, sehingga MeNgurang;
Br k racun bagi sel. Adanya toleyansr terhad,
e eam empedu tersebut diduga disebabkan oleh
Sa:anan polisakarida sebagai salah saty kompop
ggnyusun dinding sel bakteri gram positif (Astutj
dan Rahmawati, 2010)

Kemampuan Penghambatan BAL Terhadap Bakteri
n

Pawggeeberapﬂ senyawa yang dihasilkan oleh BAL
yang bersifat antimikroba dnan;aranya adalah asam.
asam organik, hidrogen peroksida dan senyawa pro.
tein atau komplek protein spesifik yang disebyt
bakteriosin. Kemampuan mikroba probiotik bakterj
asam laktat untuk menekan pertumbuhan bakter;
patogen disebabkan karena Kemampuannya untuk
memproduksi senyawa antimikroba seperti asam
laktat dan asam asetat, hidrogen peroksida yang
cukup besar dan bakteriosin, Akumulasj senyawa
tersebut di dalam sel terjadi karena bakteri asam
laktat tidak menghasilkan enzim katalase. (Salminen
dan Wright, 1993).

Salah satu kriteria yang harus dimiliki oleh BAL
yang berpotensi sebagai probiogrik adalah
kemampuannya untuk menghambat bakteri patogen

. Hasil Penelitian inj m
Isolat BAL sellulalitik yang telah dipilih, secara
umum menghambat Pertumbuhan bakteri patogen
yang diujikan (. coli, S. aureus dan . thypi).
Jumlah bakreri Patogen dan BaL yang digunakan
dal?m Pengujian inj adalah 107. ki

ulolitik terhadap bakteri patogen
dalam Tabe| 4,

enunjukkan bahwa 6
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. Tabel 4. Zona Hambat BAL Terhadap Bakteri Patogen

AT
‘| No | : Kode Bakteri Diameter
' Isolat t
i patogen Zona Hambat
No Kode Bakteri DRRLer
A A e
mm)
— [ ua Sbundus | 13,3
Sahips (XF3
=1 U7 o 76
T Uj1 E caoli 11 64
S.aureus 11,6
S.aureus 11,6
S. thypi 6,3
S.thypi 6,3
Y4 el TR
SR 133
S thypi _ 93
] BiZ E.e8lf 14
Saureus 1
S.thypi 9.6
S. thypi 9,6
5 Dj3 E.coli 15,6
Dj3 E.coli 156
) S.atf?elus 11,3
—Ssreus iy
b Di1 SELOED P
6 Di1 S Bugodiss m33
S atiYéds ™3

Tabel 4. Menunjukkan bahwa aktivitas
penghambatan kultur BAL sellulolitik lebih kuat
terhadap bakteri E.coli dan 5. aureus daripada S.
thypi. Hal ini berbeda dengan laporan Jin, et al.,
(1996) bahwa Lactobacillus menunjukkan sifat
antibakterial yang lebih kuat terhadap bakteri-
bakteri gram positif (S. aureus dan L. monocytogens)
daripada bakteri-bakteri gram negatif (S. thypidan
E. coli). Kemampuan penghambatan BAL terhadap
pertumbuhan bakteri patogen menunjukkan bahwa
kompetisi tidak hanya dalam perebutan daerah
penempelan dan kolonisasi pada epitel usus dan
digesta usus tetapi juga karena produksi senyawa-
senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen.

(c)

Gambar 1. Penghambatan BAL Sellulolitik terhadap (a) E. coli
(b) S. aureus dan (c) 5. Typhi

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 6 isolat
BAL sellulolitik yang diuji coba menunjukkan
kemampuan pcngambatan terhadap pertumbuhan
bakteri patogen, sehingga ke 6 BAL selulollolitik
terpilih pada penelitian ini tidak hanya berperan
untuk meningkatkan kecernaan serat pada pakan
itik di dalam usus, tetapi juga berperan untuk
menyeimbangkan peran bakteri di dalam usus
bahkan dapat menekan populasi bakteri patogen
yang dapat merugikan ternak inangnya, pada
penggunaan terapannya nanti.

Kemampuan interaksi BAL Sellulolitik terhadap
bakteri non patogen

Uji interaksi BAL Sellulolitik terhadap bakteri
non patogen dimaksudkan untuk mengatahui apakah
isolat BAL sellulolitik mampu berasosiasi dengan
bakteri non patogen yang lain, sehingga
memungkinkan untuk hidup bersama dengan tidak
saling menghambat. Informasi ini penting untuk
mendapatkan kepastian apakan isolat BAL
sellulolitik terpilih dari hasil penelitian ini dapat
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berperan sebagai ioti tidax
probiotik unggul yang tidar
terlhambat oleh aktifitas bakterj lgagin pada saat di
alam usu§ itik pada aplikasinya nanti.
" Uji interaksi terhadap bakteri patogen
ilakukan dengan menggunakan Lactobacillus
pfan_tarum. Uji positif (adanya asosiasi) antara isolat
terpilih dengan bakteri non patogen ditandai dengan
tidak adanya zona penghambatan pada sekitar
SUmuran yang berisj isolat terpilih. Zona hambat
dari BAL sellulolitik terhadap bakteri patogen yang
diuji tertera dalam Tabel 5.

Tabel 5, Interaksi BAL terhadap bakteri non patogen

W Kode Zona T
Isolat Penghambatan
T [ udi -
2 | Uy -
3 Uiz :
4 Dj2 .
5 D33 -
6 Di1 -
Keterangan: - tidak adazona hambat

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 6 isolet
BAL sellulolitik yang diuii menunjukkan kemampuan
berasosiasi terhadap bakteri patogen pada
lingkungannya, sehingga ke 6 BAL selulollolitik
terpilih pada penelitian ini dapat dinyatakan cocok
digunakan sebagai probiotik yang mampu
meningkatkan kecernaan serat pada pakan itik d
dalam usus, pada penggunaan terapannya nanti,
dengan tanpa di hambat oleh bakteri lainnya.

KESIMPULAN

1. Isolat BAL terpilih yang ditemukan mampu
hidup pada suhu 5°C, ruang dan 37 °C, kecuali Ud1
tidak mampu hidup pada suhu 37 °C. Semua BAL
juga mampu hidup pada pH 2, 3 dan 4 serta mampu
hidup pada media yang mengandung 0,3% garam
bile.

2. Isolat BAL sellulolitik yang ditemukan
mampu menghambat pertumbuhan bakteri £.colj,
S.aureus, dan S.typhi dan dapat berasosiatif dengan
bakteri non patogen L.plantarum.

3. Bakteri asam laktat sellulolitik yang
memiliki kemampuan adaptasi terhadap suhu, pH,

am empedy, memiliki kemampuan p,
gar

kteri patogen
tt):rhadap bakteri non

dan Dj3

RAN _
SA isolat Dj2 dan Dj3 merupakan bakteri =

iti ilih yang dapat g; m
tat sellulolitik terpi . BUnaj
i-:ll;aagai prabiotik unguk meningkatkan kecema:n
serat kasar pada itik petelur. Perlu gjjay,
penelitian lebih lanjut secara In vivo pada itik

petelur.
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