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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan mikroorganisrgang
tergolong GRAS Generally Recognized as Spaf&ebagian besar
BAL memiliki potensi sebagai penghasil bakteriosBakteriosin
merupakan senyawa protein yang disintesis olelsoimodan mampu
menghambat pertumbuhan bakteri lainnya. Penelitiafbertujuan
untuk memperoleh BAL penghasil bakteriosin dan melajpri daya
hambat bakteriosin terhadap bakteri uji. Penelitiimenggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan tiga kali ghkm
Tahapan dilakukan dengan isolasi BAL asal susu kagrPeranakan
Etawa (PE) pada media MRS ditambah dengan Gad®,
karakterisasi isolat BAL, deteksi penghambatan aeay
antimikroba oleh kultur BAL terhadap bakteri ujiji wktivitas
penghambatan bakteriosin (CFS) terhadap bakterijujsensitivitas
bakteriosin terhadap enzim proteolitik, serta idiatsi BAL dengan
menggunakan APl 50 CHtest kit Dua belas isolat diperoleh dari
isolasi, namun hanya 6 isolat (SKE5, SKE7, SKESESKSKE10,
dan SKE11) diduga mampu memproduksi bakteriosirkteBisin
yang diproduksi oleh keenam isolat tersebut mangdegradasi
oleh enzim Proteinase K (1 mg/ml). Isolat SKE9 dentifikasi
sebagai Lactobacillus curvatusmerupakan kandidat isolat BAL
terbaik karena mampu menghasilkan bakteriosin rdanghambat
pertumbuhan kedua bakteri uji dengan diameter cukopgi
masing-masing sebesar 13,55 dan 13, 27 mm.

Kata kunci : bakteri asam laktat, bakteriosin, sksambing PE,
SKE9



Screening of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Baatria
Isolated from Crossbreed Etawa (PE) Goat's Milk
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ABSTRACT
Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms im&un group of
generally recognized as safe (GRAS). Most of LABéhpotency as
bacteriocin producers. Bacteriocin is ribosomajigteesized protein
able to inhibit the growth of other bacteria. Tha &f this research
were to obtain lactic acid bacteria isolated frorossbreed Etawa
(PE) goat’s milk able to produce bacteriocin andtiedy the effect
of bacteriocins from LAB againsStaphylococcus aureuand
Salmonella thypimuriumThe methods used in this research were
isolation of LAB using MRS medium containing 1% GaCQ,
characterization of LAB, detection of antimicrobiactivity
cultureagainst pathogenic bacteriassay of bacteriocin (CFS)
againstStaphylococcus aureahdSalmonella thypimuriunassay of
bacteriocin sensitivity to proteolytic enzyme armténtification of
isolate using APl 50 CHL test kit. Total of twelieolates were
obtained, however only 6 isolates (SKE5, SKE7, SKE&ESY,
SKE10, SKE11) were able to produce bacteriocin.oflbacteriocin
produced were degraded by proteolytic enzymes,ejpprage K
(Img/ml). Isolate SKE9 identified dsactobacillus curvatuss the
best candicate of bacteriocin producer ag&staphylococcus aureus
and Salmonella thypimuriumwith inhibition zone diameter of 13.55
and 13.27 mm, respectively.

Keyword: bacteriocin, crossbreed Etawa (PE) gaatlk, lactic acid
bacteria, SKE9
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Susu kambing Peranakan Etawa (PE) merupakan jesis s
yang banyak diproduksi selain susu sapi. Peningkataduksi susu
kambing PE dikarenakan tidak menyebabkan alergdamuwdicerna,
dan memiliki kandungan nutrisi yang lengkap (Haanl 2004).
Kandungan nutrisi susu kambing PE yang lengkap efeatykan
susu tersebut menjadi media pertumbuhan yang idealk
mikroorganisme. Salah satu kelompok bakteri utaagymampu
tumbuh pada susu adalah bakteri asam laktat (BBakteri asam
laktat merupakan mikroorganisme yang tergolonggaitsenerally
Recognized as Saf&RAS) yang memiliki potensi sebagai probiotik
serta mampu menghasilkan senyawa antimikroba BAhkranain
asam organik (asam laktaisetatpropionat dan format)diasetil dan
bakteriosin.Senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh BAL mampu
menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk makanarbaleri
patogen. Oleh karena itu, bakteri asam laktat tetatyak digunakan
untuk memperpanjang umur simpashé€lf life¢ suatu produk atau
dijadikan sebagai alternatif pengawetan makananvgida dkk.,
2000).

Beberapa kelompok bakteri asam laktat mampu memfsbd
bakteriosin dengan spektrum yang luas sehinggat diypanfaatkan
sebagai pengobatan alternatif beberapa penyakg wsakibatkan
oleh infeksi mikroorganisme. Penggunaan BAL untukngatasi
beberapa penyakit infeksi lebih aman dibandingka@ngen
penggunaan antibiotik. Hal ini dikarenakan pengaumnantibiotik
yang kurang cermat dapat menyebabkan berbagai #angumatif,
antara lain membunuh mikroflora usus yang umumnya
menguntungkan karena dapat membantu proses peacesgdita
pembentukan vitamin B dan K, serta mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen yang merugikan bagiusianChen
dan Hoover, 2003).

Berdasarkan penelitan yang telah dilakukan, diteanu
sebanyak lebih dari 50 jenis bakteriosin yang dikeas oleh BAL.
Beberapa jenis bakeriosin memiliki spektrum pendbatan yang
luas terhadap bakteri pembusuk ataupun baktergpatg¢Gonzales

1



dkk., 1996). Berdasarkan hal tersebut, dapat alket bahwa
bakteriosin yang dihasilkan oleh BAL dapat dimatiaa sebagai
tambahan bahan pangan untuk meningkatklelf life produk

pangan tersebut. Oleh karena itu balteriosin cukepmguntungkan
bagi industri pangan. Bakteri asam laktat secamialerdapat pada
beberapa bahan pangan mentah seperti susu segadadam

(Rodriguez dkk., 2000).

Dapat diketahui bahwa bakteriosin memiliki potehsisar
untuk dapat dimanfaatkan dalam bidang industri pangtaupun
farmasi. Oleh karena itu, eksplorasi bakteri asaktat yang mampu
menghasilkan bakteriosin penting untuk dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah

Masalah yang akan dikaji dalam penelitian ini aldala

1. Isolat BAL manakah dari susu kambing PE yang
berpotensi menghasilkan bakteriosin?

2. Bagaimanakah penghambatan bakteriosin (CFS) yang
dihasilkan oleh BAL yang berasal dari susu kamiitgy
terhadap Stahpylococcus aureusdan Salmonella
thypimuriun?

1.3 Tujuan
Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah untuk:
1. Memperoleh isolat BAL asal susu kambing PE yang
berpotensi menghasilkan bakteriosin.
2. Mempelajari penghambatan bakteriosin yang dihasilka
oleh bakteri asam laktat asal susu kambing PE dafha
Salmonella thypimuriurdanStaphylococcus aureus.

1.4 Manfaat

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian inialad
diperoleh isolat BAL yang berpotensi sebagai pesijjtakteriosin
Bakteriosin yang dihasilkan mampu dimanfaatkan gabagen
biopreservatif baik dalam sektor industri makanasupun industri
farmasi karena kemampuannya dalam menghambat perhan
bakteri pembusuk makanan.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nutrisi Susu Kambing Etawa

Menurut USDA (1976) susu kambing etawa memiliki
kandungan gizi yang mendekati komposisi sempurmniasdau ASI.
Setiap 100 g susu kambing etawa mengandung 3-dtéipr4-7 %
lemak, 4,5 % karbohidrat, 134 g kalsium dan 11dgjdr. Komposisi
kimiawi susu kambing etawa mengandung protein, kema
karbohidrat, kalori, kalsium, fosfor, magnesium,sibenatrium,
kalium, vitamin A,B1 (IU), B2 (mg), B6, B12, C, [k, niacin, V,
asam pantotenant, kolin dan inositol. Beberapa lagahn protein
pada susu kambing etawa antara talaktabumin,p-laktoglobulin,
k-kasein,a-S1 kasein dan-S2 kasein. Selain itu terdapat kandungan
oligosakarida pada susu kambing yang sangat timggmpu
bertindak sebagai prebiotik setelah mencapai ussarldan mampu
menyeimbangkan mikroflora saluran pencernaan. Kagau yang
dominan pada susu kambing dibandingkan dengan sapsuadalah
senyawa flourin susu kambing lebih banyak 10-100li ka
dibandingkan dengan susu sapi. Sifat antiseptikiatkari senyawa
flourin dapat membantu menekan perkembangan bag#dtingga
akan meningkatkan daya tahan tubuh (Moeljanto damddius,
2002). Susu kambing juga memiliki kandungan Zn & lebih
tinggi dibandingkan susu sapi. Kedua mineral tersdierperan
penting sebagai antioksidan dan  pencegahan  penyakit
neurodegeneratif (Zurriyati dkk., 2011).

Susu kambing memiliki beberapa keunggulan dibark@ing
dengan susu sapi, antara lain lebih mudah dicemid,alergi dan
kandungan gizinya yang lebih lengkap. Menurut Saaw¢2007)
kandungan vitamin B1 susu kambing lebih tinggi ddiagkan
dengan susu sapi. Struktur lemaknya mudah diceragenk
teksturnya yang lembut, halus dan lebih kecil (3,49n)
dibandingkan butiran lemak susu sapi (4,55 pm).uSkesmbing
mengandung laktosa yang lebih rendah 1 % daripasia sapi. Hal
tersebut menyebabkan efek laksatif ringan dan adikonsumsi
karena tidak menyebabkan diare. Susu kambing t@kgandung
aglutinin. Hal ini dikarenakan ukuran globula lemssu kambing
lebih kecil dan memilikiglobule clustering agentang lebih sedikit,
sehingga lebih mudah dicerna. Asam amino yang patdaada susu
kambing etawa mengandung unsur belerang metiomtin dan
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sistein yang dapat meningkatkan kesehatan otaksidé®m saraf,
serta berperan dalam pembentukan sel darah pengaacam
(detoksifikasi) bahan bahan kimia berbahaya yanguin&e dalam
tubuh (Murtidjo, 1993).

Kandungan nutrisi susu kambing PE yang kompleks
menyebabkan kelompok BAL mampu tumbuh dengan bailaloi
fermentasi karbohidrat berupa glukosa yang terkagdeada susu
segar. Beberapa genus BAL yang pada umumnya térdagda susu
segar antara lainLactococcus Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcuglan LeuconostodWouters dkk., 2002; Franciosi dkk.,
2009)

2.2 Bakteri Penghasil Bakteriosin

Sebagian besar mikroorganisme yang diklasifikasgetmagai
bakteri asam laktat (BAL) memiliki aktivitas antknbba yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Suronac})2@akteri
asam laktat dapat dimanfaatkan sebagai probiotikobiétik
berasosiasi dengan mikroflora saluran pencernaamsisadan dapat
meningkatkan system imun. Hal tersebut dikarendt@mampuan
bakteri menghambat pertumbuhan bakteri lainnya ybeggsifat
patogen (Salvadogo, 2006).

Bakteri asam laktat mempunyai karakteristik morgpldan
fisiologi tertentu. Bakteri asam laktat memiliki rkampuan untuk
memfermentasi karbohidrat berupa glukosa menjadmataktat.
Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positigk berspora,
berbentukcoccus maupun batang. Bakteri asam laktat ini dapat
tumbuh optimum pada suhu + 37 °C, bersifat anadashltatif,
katalase negatif dan oksidase positif, menghasilaaam laktat
sebagai hasil fermentasi karbohidrat, dan pada umantidak
bersifat motil. Bakteri asam laktat tidak memilikiorfirin dan
sitokrom. Bakteri tersebut juga tidak tidak melag&akfosforilasi
transpor elektron dan hanya memperoleh energi gaoses
metabolisme gula melalui proses fermentasi sehinggaitat
pertumbuhannya hanya terbatas pada lingkungan ryemyediakan
cukup gula. Bakteri asam laktat termasuk bakteaeawb aerotoleran
(mampu mentoleransi adanya oksigen). Sebagian BSartahan
terhadap kondisi asam serta toleran terhadap gangmedu (Yousef
dan Clastrom, 2003). Ciri khusus dari bakteri adaktat adalah

4



mampu tumbuh pada kadar gula, alkohol, dan garang taggi, dan
mampu memfermentasi gula. Beberapa kelompok baksarn laktat
antara lainLactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Pediocgsc
Enterococcus, Leuconostoc, Bifidobacteriudan Corinobacterium
(Budde dkk., 2003). Bakteri asam laktat mampu masidjkan
beberapa jenis metabolit, antara lain asam la&&stm asetat, asam
propionat, diasetil, dan bakteriosin. Bakteriosierapakan senyawa
protein yang bersifat antimikroba sehingga mampughambat
pertumbuhan mikroorganisme lain (Salvadago dkk)620

Bakteriosin secara alamiah dihasilkan oleh BAL oekuatu
bahan pangan dan tidak menghambat pertumbuhannya.
Kemampuannya untuk mengasilkan senyawa (biosiftgsiga
terbatas karena kebutuhan nutrisi kompleks BAL pogli asam
amino, vitamin, purin, dan pirimidin. Proses melame
karbohidrat, transpor sitrat, produksi eksopolisialea produksi
bakteriosin, dan resistensi terhadap bakteriofatp g@eberapa sifat
BAL disandikan oleh gen-gen yang terdapat di dgtéasmid (DNA
ekstrakromosomal). DNA plasmid dapat ditransfer agbakteri
dengan beberapa mekanisme, seperti konjugasi yangnuterjadi
pada Lactococcus sehingga sifat-sifat tersebut dapat menyebar
(Leroy dan de Vuyst, 2004).

Kemampuan BAL untuk memproduksi bakteriosin dapat
dilihat dari aktivitas BAL terhadap bakteri patogddakteri asam
laktat yang mampu memproduksi bakteriosin belunetditui secara
pasti ciri khususnya. Secara umum bakteriosin daipabduksi oleh
bakteri Gram negatif dan Gram positif seperti bakésam laktat
(Nes dan Johnsborg, 2004). Beberapa kelompok BAdetahui
mampu menghasilkan bakteriosin dengan spektrum yalag.
Bakteriosin dari jenid.actobacillus brevislanLeuconostoenampu
menghambat pertumbuhan baktdgscherichia coli Salmonella
typhimurium dan Listeria monocytogeneqBudde dkk., 2003;
Ogunbanwo dkk., 2003). Kelompok bakteactobacillus sakedan
Lactobacillus plantarunmampu menghambat pertumbuhan bakteri
Listeria  monocytogenes(Vermeiren dkk., 2004). Selain itu,
berdasarkan Todorov dan Dicks (2005) kelomgaictobacillus
plantarum dapat menghasilkan bakteriosin yang juga mampu
menghambat pertumbuhak&. coli. Beberapa bakteriosin yang
diperoleh dari susu murni antara laiactobacillus paracasesubsp.



paracasei (Rodriguez dkk 2000) danLactobacillus plantarum
(Rekhif dkk, 1995).

Tabel 1. Jenis bakteriosin damain bakteri penghasilnya

Jenis Bakteriosin StrainPenghasil

Lactacin F Lactobacillus johnsonii
Lactocin 705 L. casei

Lactoccin G L. lactis

Lactococcin MN Lactococcus lactisar cremoris
Nisin Lactococcus lactis

Leucocin H Leuconostospp.

Plantaricin EF, Plantaracin, L. plantarum

Plantaricin JK, Plantaracin S

Pediocin PA-1 Pediococcus pentosaceus
Leucocyclicin Q Leuconostoc mesenteroides

Weissellicin Y, Weisselllicin M Weisella hellanica
Cleeveland dkk., 2001; Paul dkk., 2002

2.3 Bakteriosin dan Klasifikasinya

Bakteriosin merupakan senyawa protein yang dibasildleh
beberapa jenis bakteri Gram positif dan Gram neg&gnyawa
peptida ekstraselular bioaktif atau peptida komple&kterisida atau
bakteriostatik dapat menekan pertumbuhan baktakiteBiosin dapat
bersifat kationik, anionik dan netral. Bakteriosiimsanya memiliki
berat molekul yang rendah, jarang yang lebih dadi KDa.
Bakteriosin mengalami modifikasi setelah prosessiasi dan
mudah terdegradasi oleh enzim proteolitik terutamam proteolitik
pada saluran pencernaan mamalia, sehingga bakteti@sebut
aman untuk dikonsumsi oleh manusia dan tidak meayzdan
mikroflora usus (Beasley dan Saris 2004). Bebejepia bakteriosin
pada umumnya bersifat tahan terhadap suhu tinggau beat
resistantsampai dengan 100 °C selama 30 menit (Oakey 2@R0).

Bakteriosin merupakan protein yang bersifat badtidlial,
yang memiliki sifat pengikatan spesifikspecific binding sife
terhadap bakteri target, serta aktif terhadap biakéeg dekat secara
filogenik. Gen pengkode bakteriosin yang mengatgulasi sintesis
bakteriosin terdapat di dalam plasmid (Engelke ,d€I82). Sintesis
bakteriosin terjadi selama fase pertumbuhan prifhegaritmik)
hingga awal fase stasioner. Kelompok bakteri yaaling banyak
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menghasilkan bakteriosin adalah bakteri asam laB&thagian besar
bakteriosin yang disekresikan oleh BAL merupakamsjesenyawa
peptida kationik kecil dengan panjang 30-60 residam amino.
Produksi bakteriosin dipengaruhi oleh beberapaofakintara lain
pH, suhu, sumber karbon, serta fase pertumbuhadvaf®ao, 2006).
Penggunaan jenis sumber karbon serta sumber entraplam
medium produksi akan memengaruhi laju pertumbuheinB#L
yang selanjutnya akan berpengaruh pada metabolmoguksi
bakteriosin. Sintesis protein ini diatur oleh plasnDNA ekstra
kromosomal yang sintesisnya dipengaruhi oleh fakehior
lingkungan terutama pH. Aktivitas bakteriosin dédmthanya pada
beberapa strain pada spesies yang berkerabat ditagan spesies
penghasil bakteriosin tersebut, terutama strainjelais spesies yang
sama (Husebye dkk., 2001).

Bakteriosin dapat digunakan sebagai tambahan baduagan,
karena bakteriosin dapat secara langsung diprochl&hi aktivitas
starter atau bakteri dalam bentuto-culture yang digunakan pada
makanan tersebut. Beberapa penelitian mengindidwasikahwa
penggunaanstarter BAL dengan kultur tunggal atago-culture
mampu memproduksi senyawa bakteriosin dan menghasil
aktivitas penghambatan terhadap bakteri patogen akteri
penyebab pembusukan pada makanan (Leroy dan dé Z200g}).

Bakteriosin yang dihasilkan oleh kelompok bakteara laktat
sangat menguntungkan bagi industri makanan terupaoguk hasil
fermentasi, karena aktivitasnya mampu menghambdtimpbuhan
beberapa bakteri kontaminan penyebab pembusukapustdakteri
penyebab penyakit yang ditularkan melalui makarfaod( borne
illnesg. Penambahan bakteriosin dalam makanan juga beergutok
memperpanjang waktu penyimpanan makanan dan membgham
pertumbuhan atau membunuh bakteri patogen (Nesdle8arefoot,
1993).

Jumlah spesies bakteri asam laktat yang telah daatkan
dalam industri makanan cukup banyak, tetapi tideksa spesies
berpotensi menghasilkan bakteriosin. Beberapa be&ie dari
bakteri asam laktat dalam industri makanan antaia hisin,
diplococcin, acidochilin, bulgarican, helventicidactacin, dan
plantaricin.

Beberapa keuntungan penggunaan bakteriosin yarasdier
dari bakteri asam laktat sebagai biopreservatifaddsebagai berikut
(Neetles dan Barefoot, 1993):
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1. Bakteriosin bersifat nontoksik dan dapat didegriaddsh
enzim proteolitik karena merupakan senyawa protein.

2. Tidak membahayakan mikroflora usus karena mudaérmkc
oleh enzim-enzim dalam saluran pencernaan.

3. Mengurangi penggunaan bahan kimia yang biasa dkguna
sebagai pengawet makanan.

4. Sangat fleksibel untuk ditambahkan pada bahan naakan
dapat berupa strain kultur bakteri penghasil b&ddar atau
senyawa bakteriosin yang telah dipurifikasi atau
semipurifikasi.

Chen dan Hoover (2003) melaporkan bahwa berdasarkan
karakteristik biokimia dan sifat genetiknya, baldsin dapat
diklasifikasikan menjadi tiga golongan antara lain:

Bakteriosin kelas |

Bakteriosin kelas ini disebut juga sebagai Lantikio
Lantibiotik memiliki berat molekul kecil (<5 kDa)ang terjadi
modifikasi pada fase setelah transkrippbgt-transcription atau
setelah disintesis secara ribosomal dan menganskioigatau lebih
asam amino sepertanthionine E-Methyllanthionineserta residu
dehydroalaninedan dehydrobutyrineyang didehidrasi. Lantibiotik
dibagi menjadi dua tipe berdasarkan gugus fungkitera struktural
lantibiotik yaitu tipe A dan B.

a. Lantibiotik tipe A merupakan peptida kationik yang
diperpanjang dengan jembatan lanthionine. Mekanisiaue
peptida ini adalah dengan mengganggu membran sel
organisme target. Beberapa contoh lantibiotik ddalesin,
subtilin dan epidermin.

b. Lantibiotik tipe B merupakan peptida berbentuk budan
tersusun lebih kecil yaitu sampai 19 residu asanin@am
Beberapa contoh lantibiotik B adalah mersasidirranhisin
dan aktagardin. Peptida ini bekerja dengan menggafmgsi
enzim organisme target, seperti menghambat bicsinte
dinding sel bakteri.

Bakteriosin kelas Il

Tipe kelas Il merupakan senyawa peptida yang mienhiérat
molekul (<10 kDa) dan tidak mengalami modifikasgrta tahan
terhadap panas. Peptida ini stabil dalam pemand8an 121 °C.
Bakteriosin kelas ini membentuk struktur helik (grafik) dengan
adanya variabel hidrofobisitas dan strukkssheet Lebih dari 50
bakteriosin kelas Il dari bakteri asam laktat yéslgh diisolasi dan
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dikarakterisasi. Bakteriosin kelas 1l dikelompokkamenjadi
beberapa kelompok meliputi (Paul dkk002)

a.

Kelas lla merupakan kelompok pediosin yang merupgéais
peptida yang memiliki aktivitas antilisterial yardgiat dan
identitas paling besar dalam sekuensing (40-70 %).

. Kelas llb termasuk kelompok bakteriosin dua-peptida

Bakteriosin ini membutuhkan kombinasi dua peptidgra
aktivitas antimikroba dapat dijalankan. Aktivitasgebut tetap
ada walaupun digunakan peptida secara terpisapi ngat
dipengaruhi oleh keberadaan peptida kedua.

. Kelas llc merupakan kelompok bakteriosin yarsgc-

dependentMekanisme dari kerja bakteriosin ini adalah denga
menyeberangi membran sitoplasma melalui jalur selsec-
dependentBeberapa kelompok kelas lic antara lain asidosin
B, divergisin A, bakteriosin 31, enterosin P, dasteliosin
743A.

. Kelas lld merupakan bakteriosin tanpa sekuensiramat

Bakteriosin ini disintesis tanpa terminal N utantauasinyal
sekuensing. Kelompok ini terdiri dari dua komponen
bakteriosin enterosin L50 dan peptida tunggal ester Q,
yang diproduksi oletienterococcus faecium50, dan Aurosin
A70 olehStaphylococcus aureds/0.

. Kelas lle merupakan bakteriosin yang terdiri danyawa

peptida siklik. Bakteriosin ini menjadi siklik kara formasi
pengikat peptida kepala-ekor. Contoh dari bakteriosi
adalah AS-48, gasserisin A, sirkularin A.

Kelas IIf merupakan subkelas bakteriosin yang tidak
mengalami modifikasi. Kelompok ini terdiri dari kakiosin
kelas Il lain yang tidak menyerupai struktur dantifndari
subkelas manapun.

Bakteriosin kelas IlI

Bakteriosin kelas ini memiliki berat molekul besaitu >30

kDa dan tidak tahan panas. Contoh dari bakterikslas ini yang
telah diidentifikasi adalah helvetisin J, helvetis{ acidophilusin A,
laktasin A dan B.

24

Biosintesis Bakteriosin
Biosintesis bakteriosin memerlukan gen pengkodéebialsin.

Sekresi prepeptida dilakukan pada fase eksponeatemiamaksimum
diproduksi pada saat fase stasioner (Engelke di892). Proses
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biosintesis bakteriosin diregulasi oleh tiga komponen sistem sinyal
tranduksi yang terdiri dari faktor induksi (induction factor / IF),
histidine protein kinase (HPK) dan regulator respon sitoplasmik (RR)
(Cintas dkk., 2001).

= Mature bacteriocin
= Mature inducer peptide S———
== = Leader peptide “
S = Pre-bacteriocin
mmmmm = Pre-inducer peptide / y “ \‘
Histidine kinase : ABC-transporter
/ L] H) [

/—E\ =

ADP ADP \ ATP \

P LI

'

Response regulator
Gene activation
Extra cellular Cytoplasmic Activation of genes encoding bacteriocin,
side side immunity protein, secretory apparatus and
regulatory proteins

lmmunm P

N =

(Drider dkk., 2006)
Gambar 1. Mekanisme biosintesis bakteriosin yang dihasilkan
selama metabolisme sel bakteri asam laktat

Biosintesis bakteriosin dipengaruhi oleh beberapa faktor antara
lain pH, suhu, konsentrasi etanol pada lingkungan spesifik, dan
kondisi pertumbuhan (Cotter dkk., 2005; Rojo-Bezares dkk., 2007).
Secara umum, gen pengkode bakteriosin diatur oleh satu atau dua
operon. Gen pertama mengkode sandi prekursor peptida (prepeptida),
adanya gen kedua dapat mengetahui imunitas organisme target. Gen
ketiga berfungsi untuk mengkode ABC transporter (sebuah
transporter membran), sehingga prepeptida akan menyeberangi
membran secara bersamaan. Gen keempat akan mengkode protein
aksesori yang akan diperlukan saat mensekresikan bakteriosin
(Nettles dan Barefoot, 1993). Biosintesis bakteriosin terjadi dengan
diproduksinya prebakteriosin dan faktor induksi (prepeptida). Faktor
induksi disintesis sebagai prepeptida dengan sekuens double-glycine
yang selanjutnya mengalami kematangan setelah melewati 4BC
transporter. Bakteriosin dan faktor induksi akan melewati ABC
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transporter dan akan mengaktifkan protein histidin kinaseatir]
respon autofosforilasi. Proses respon autofosrd&aan mengubah
residu histidin pada pada domain ekstraselular &and regulator
respon yaitu menjadi asam aspartat yang bersifaserve Interaksi

ini akan memacu regulator respon untuk mengaktiflanses

transkripsi dari gen yang bertanggung jawab untw@mproduksi

bakteriosin. Bakteri asam laktat yang mampu memyksid
bakteriosin mampu melindungi dirinya dari sifat sk yang

dihasilkan oleh bakteriosin itu sendiri dengan neksgresikan
protein spesifik gpecific immunity protejn yang secara umum
dikode oleh operon bakteriosin (Ennahar, 1996).

Beberapa kelompok penghasil bakteriosin kelas dlais
mampu memproduksi bakteriosin, bakteri ini juga mpam
memproduksi faktor induksiinduction facto} yaitu peptida yang
mirip dengan bakteriosin yang tidak memiliki aktag antimikroba.
Faktor induksi ini mampu mengaktifkan proses traipsk gen yang
diregulasi. Faktor induksi merupakan bagian dastesn sinyal
tranduksi yang bertanggung jawab untuk proses s
bakteriosin kelas 1l (Nes dkk., 1996). Sel baktenampu
memproduksi dan menyekresi molelalitoinduceratau quormon
dalam jumlah sedikit. Konsentrasi ekstraselulautoinducer
berkaitan erat dengan densitas populasi dari @gani yang
memproduksi bakteriosin. Menurut Nilsson dkk. (2088am asetat
dapat digunakan sebagai faktor induksi pada koresgr®,3 hingga
12 mM. Pemberian asetat selama fase eksponenhialtialak dapat
digunakan sebagaiducer.

Produksi bakteriosin dipengaruhi oleh beberapaofa&htara
lain pH, suhu, konsentrasi NaCl, konsentrasi etaanl keberadaan
dari bakteri yang lainnya (Leroy dan de Vuyst, 199Baktor
lingkungan ini dapat berdampak negatif terhadaptupgyuhan
bakteri penghasil bakteriosin ataupun dapat mers@uresi faktor
induksi (Uguen, 1998). Beberapa faktor lingkungarsdbut juga
mampu mengurangi ikatan dari faktor induksi dengeseptornya
(Nilsen dkk., 1998).

2.5 Mekanisme Kerja Bakteriosin

Secara umum bakteriosin melakukan aktivitas antiolik
melalui kontak dengan dinding sel atau membraraglorganisme
target dengan cara berikatan dengan reseptor pamhaukaan sel
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(Bharathi dkk., 2011). Bakteriosin dari bakteri asam laktat akan
menghambat bakteri target pada membran sitoplasma sel bakteri
yang sensitif. Target utama bakteriosin adalah membran sitoplasma
sel bakteri karena mekanisme bakteriosin adalah dengan merusak
permeabilitas membran dan menghilangkan profon motive force
(PMF) sechingga dapat menyebabkan penghambatan terhadap
produksi energi dan biosintesis protein atau asam nukleat bakteri
target. Proton motive force (PMF) merupakan suatu gradien
elektrokimia di atas membran sitoplasma yang terdiri atas potensial
membran () dan gradien pH (pH). Proton motive force (PMF) ini
yang akan menginduksi sintesis ATP dan mengakumulasikan ion dan
metabolit lainnya. Oleh karena itu, dengan kehilangaan PMF pada sel
bakteri target yang diinduksi oleh aktivitas bakteriosin, maka akan
menyebabkan kematian sel melalui penghentian reaksi pembentukan
energi. Ketidaktersediaan ATP di dalam intraselular sel akan
membuat sel tidak mampu mengangkut nutrisi dan tidak mampu
mempertahankan konsentrasi molekul kofaktor, seperti K™ dan Mg **,
sehingga terjadi kematian sel (Neetles dkk., 1993).

Bactenosm

¢ Interaksi dengan srolpasma

;) Pembentukan pori
e

(Drider dkk., 2006)
Gambar 2. Mekanisme aksi bakteriosin merusak membran sel
bakteri patogen

Aktivitas penghambatan bakteriosin membutuhkan suatu
reseptor spesifik permukaan sel atau dapat juga melalui mekanisme
melisiskan sel bakteri target. Beberapa mekanisme tersebut
merupakan efek sekunder dari aktivitas pediocin AcH melalui
depolimerisasi lapis peptidoglikan, sehingga secara tidak langung
dapat mengaktifkan sistem autolisis sel (Gonzales dkk., 1996).
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Dinding sel bakteri merupakan kerangka yang kerdmgdian
luar membran sel bakteri. Membran sel bakteri dapambungkus
suatu massa bertekanan tinggi mencapai 20 atm &abbeRteri
mengandung metabolit yang memiliki tekanan lebimgdi
dibandingkan dengan tekanan sekitar sel bakterkaNika tidak ada
dinding sel maka membran sel tidak mampu menahkanam
osmotik di dalam sel bakteri dan menyebabkan sstébeit menjadi
lisis (Bintang, 1995).

Beberapa cara antimikroba dalam melawan mikroosgaei
adalah dengan efek bakterisidal, bakteriostatikpata bakteriolisis.
Mekanisme aktivitas bakterisidal dari bakteriosidalah melalui
kontak langsung molekul bakteriosin dengan membehnProses ini
akan mengganggu potensial membran yaitu destabifitambran
sitoplasma sehingga permeabilitas sel menjadi Ilo@nku
Ketidakstabilan membran ini menyebabkan pembentukiang
atau pori pada membran sel melalui proses ganggubhadap PMF
(Proton Motive Forcg (Todorov, 2008). Kebocoran yang terjadi
akibat pembentukan lubang pada membran sitoplasmajukkan
oleh adanya aktivitas keluar masuknya molekul aeli{ebocoran
ini akan berdampak pada penurunan gradien pH sebdamua sel
hidup memiliki membran sitoplasma yang sifatnya elsi
permeabel, melakukan pengangkutan aktif, sehinggaeban dalam
mengendalikan komponen di dalam sel. Oleh karenoa jika
integritas fungsi sel sitoplasma terganggu makastamsi intrasel
akan keluar dari sel sehingga mengakibatkan kemath (Drider
dkk., 2006). Bakteriosin akan berpengaruh pada petmkan lubang
sitoplasma yang selanjutnya akan menyebabkan ieygmd
perubahan gradien potensial membran dan pelepasalekuh
intraselular maupun masuknya substansi ekstrasedala luar sel.
Hal ini akan berdampak pada penghambatan pertumbséladan
proses kematian sel yang sensitif terhadap baktericGelain itu,
beberapa mekanisme bakteriosin yang lainnya adatealui
degradasi materi DNA sel, mengganggu proses petrdoelgang
spesifik pada 16S rDNA, serta sintesis peptidoglikgang
selanjutnya menyebabkan kematian sel bakteri (Baiitk., 2010).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan DesembeB 201uli
2014 di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologkakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitaawidaya,
Malang.

3.2 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Asam Laktat dari Susu
Kambing PE (Peranakan Etawa)

Sebanyak 25 ml dari sampel susu kambing PE dimasuké&
dalam 225 ml NaCl 0,85 % sebanyak 225 ml untuk nezolph seri
pengenceran 10 Setelah suspensi tersebut homogen, dilakukan
kembali pengenceran bertingkat hingga®16ebanyak 0,1 ml dari
masing-masing pengenceran diinokulasikan pada anediektif
yaitu De Man, Rogosa and Sharpagar (MRS agar) yang
mengandung 1 % CaGQlengan metod@our plate Kemudian
cawan petri tersebut diinkubasi pada suhu 37 °@ns®l48 jam.
Koloni BAL yang tumbuh dicirikan oleh adanya zonenlmg pada
MRS agar yang mengandung 1 % CaC8ujaya dkk 2000).

Isolat bakteri asam laktat tersebut kemudian dkaku
pengamatan morfologi koloni untuk mendapatkan tsstzlat yang
berbeda. Kemudian isolat dimurnikan dengan menukdutpada
MRS agar dengan metod&reak plate Biakan diinkubasi pada suhu
37 °C selama 48 jam. Selanjutnya isolat koloniggai digores
dengan jarum ose dan ditumbuhkan pada media agegmsebagai
stok isolat dan disimpan pada suhu 4°C.

3.3 Karakterisasi Isolat BAL

Masing-masing isolat yang diperoleh dilakukan kergkasi
morfologi koloni bakteri. Karakterisasi morfologilakukan dengan
mengamati morfologi isolat yang tumbuh pada medi@SvVagar.
Menurut Cappuccino dan Sherman (1996) pengamatamolow
meliputi bentuk keseluruan koloni, konfigurasi, giar elevasi,
tekstur, konsistensi, ciri optik, pigmentasi darandeter koloni.
Pengamatan morfologi sel meliputi bentuk sel, peaan Gram dan
uji katalase.
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3.3.1 Pengamatan Morfologi Sel dan Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara gelas objek
dibersinkan terlebih dahulu dengan menggunakanok@#nh %
dan dikeringanginkan. Aquades steril sebanyak sase
diteteskan pada gelas objek dan ditambahkan sa&ibiagan
bakteri yang telah berumur 48 jam dari media MR& .a8etelah
keduanya diratakan, preparat difiksasi dengan nalem gelas
objek di atas api bunsen. Hasil fiksasi kemudialakdkan
pewarnaan dengan menggunakan cat Gram A, B, C,Ddan
Preparat digenangi dengan menggunakan cat Grarugker's
crystal viole} selama 1 menit. Sisa cat Gram A pada preparat
dibuang dengan mengaliri air di gelas objek daanglitkan oleh
cat Gram B l(ugol's iodin) selama 1 menit. Setelah dibersihkan
sisa cat Gram B, warna cat dilunturkan dengan mamejgn
Gram C (alkohol-aseton) sampai warna cat luntuB@detik).
Preparat kembali dibersihkan dari sisa pewarnadidanjutkan
dengan pewarnaan Gram D (safranin) selama 1 ni&isa. dari
cat Gram D dialiri air dan dikeringanginkan. Preparang telah
terwarnai kemudian ditutup dengan gelas objek. &et¢ppada
objek gelas kemudian diamati dengan menggunakanosk&p
binokular perbesaran 1000x (Cappucino dan Sherrmh886
Benson, 2002)
3.3.2 Uji Katalase

Katalase merupakan enzim yang diproduksi oleh laglaer
mikroorganisme yang dapat memecah hidrogen perksid
menjadi air dan oksigen yang kemudian pada pengukan
menghasilkan gelembung . Pengujian katalase disakalengan
menggunakan 3 % M, (v/v). Pengujian enzim katalase
dilakukan dengan cara mengambil satu ose isolag yalah
berumur 24 jam masing-masing pada gelas objek. emu
ditetesi dengan larutan 3 % hidrogen peroksida dan
dihomogenasi dengan jarum ose. Bakteri yang beisitalase
positif akan terlihat gelembung udara pada gelagekob
sedangkan katalase negatif tidak akan terlihatngaleg udara
(Lei dan Jacobson, 2004). Pembentukan gelembung
mengindikasikan keberadaan enzim katalase. Baksarn laktat
akan menguraikan hidrogen peroksida menjadi ai®jHlengan
menggunakan enzim peroxidase yang dibantu olelyielerupa
NADH, (Gambar 3) (Buchanan, 2000). Reaksi kimiawi yang
dikatalisasikan oleh enzim katalase terlihat beriku
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Gambar 3. Mekanisme degradasi hidrogen peroxid@,Hli dalam
sel bakteri

3.4 Deteksi Penghambatan oleh Kultur BAL terhadap

Staphylococcus aureus dan Salmonella thypimurium

Deteksi penghambatan bakteri uji oleh BAL dilakuldangan
menggunakan metooegar well diffusion Isolat BAL yang telah
berumur 24 jam digunakan untuk pengujian. Kulturktea
diinokulasikan sebanyak 1 ose pada 10 ml MRSB yditegnbah
Yeast Extrack,5 % dan dilakukan inkubasi selama 24 jam. Cawan
petri diisi dengan media NANutrient Agaj kurang lebih sebanyak
20 ml. Bakteri uji yang digunakan adal8taphylococcus aurewsn
Salmonella thypimuriunKedua bakteri uji dikulturkan pada 20 ml
media NB [utrient Broth hingga densitas sel mencapai® 10
CFU/ml. Masing-masing kultur bakteri uji tersebuindkulasikan
sebanyak 100 pL dengan metapeead platekedalam cawan petri
yang telah berisi media NA. Sumuran kemudian dibdehgan
menggunakarmork borer Kultur isolat BAL yang telah berumur 24
jam selanjutnya diinokulasikan ke dalam masing-n@sumuran
sebanyak 40 pL. Selanjutnya, cawan petri diinkulpasia suhu 37
°C selama 24 jam dalam posisi tidak terbalik.

3.5 Pengujian Penghambatan Bakteriosin (CFS) terhadap
Staphylococcus aureus dan Salmonella thypimurium

Uji daya hambat bakteriosin dilakukan dengan menggunakan
Cell Free Supernatant (CFS) dari isolat BAL. Isolat BAL yang
memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan Salmonella
thypimurium dan Staphylococcus aureus. Pengujian dilakukan
dengan metode sumuran (agar well diffusion assay). Pembuatan
supernatan bebas sel dilakukan dengan cara menumbuhkan isolat
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BAL terpilih pada 10 ml MR®roth dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Sebanyak 5 ml kultur BAL dari hasib-kultur
tersebut diambil dan diinokulasikan ke dalam 48RS broth yang
telah ditambalYeast Extrac,5%. Inkubasi dilakukan kembali pada
suhu 37 °C selama 48 jam. Kultur bakteri kemudiaiakdkan
sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm, selammeibt pada
suhu 4 °C %orvall RC6 PLUS, Thermo-electron Corporation,
Asheville, NC, USA Selanjutnya diambil supernatannya dan diatur
pHnya dengan menggunakan NaOH (1,0 M) menjadi Gfku
menghilangkan pengaruh asam yang dihasilkan olehL. BA
Supernatan kemudian difiltrasi dengan menggunaksmbrane
filter steril yang berukuran 0,22 p(@hroma-tographic Specialties
Inc., ON, Canadp Menurut Ross dkk. (2002) filtrasi bertujuan agar
aktivitas penghambatan yang terjadi bukan meruppkagaruh dari
keberadaan sel bakteri. Hal ini dikarenakan setdoaksam laktat
mampu menghasilkan metabolit yang bersifat antiotifirterhadap
bakteri lainnya.

Selanjutnya sebanyak 100 pL bakteri uji dengan dwinasi
akhir 16 CFU/ml diinokulasikan dengan metoderead plateke
dalam cawan petri yang telah berisi sekitar 20 nadia NA.
Selanjutnya dibuat sumurawéll) pada cawan petri tersebut dengan
menggunakawcork borerno 3 Sebanyak 50 pl supernatan bebas sel
diinokulasikan ke dalam masing-masing sumuran \tetad dibuat.
Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 37 1@nse 24 jam.
Zona bening yang terbentuk di sekitar sumur merkkajo adanya
aktivitas penghambatan supernatan bebas sel tgrHzadderi uiji
(Yang dkk., 2012).

3.6 Sensitivitas Bakteriosin terhadap Enzim Proteolitik
Pengujian bakteriosin terhadap enzim proteolitiikdikan untuk
memastikan bahwa senyawa antimikroba yang mampulganavat
bakteri uji tersebut merupakan bakteriosin. Jenzine proteolitik
yang digunakan adalah Proteinase K. Larutan enzimeiase K
dicampur dengan 20 mM Tris HCI pH 7 hingga konsasitt mg/ml.
Supernatan bebas sel yang telah dinetralkan datmagif kemudian
dicampur dengan enzim Proteinase K dengan perbgemligang
sama (v/v). Campuran tersebut direaksikan dengangimicubasi
pada 37 °C selama 1 jam. Selanjutnya dilakukan passn pada
17



suhu 100 °C selama 5 menit. Sensitivitas senyawani&roba
terhadap enzim proteolitik selanjutnya dilakukamgian pengujian
aktivitas antimikroba menggunakan metodgar-well diffusion
Sampel yang tidak dilakukan pemberian enzim Prassin K
digunakan sebagai kontrol (EI-Shouny, 2006).

3.7 Identifikasi isolat BAL dengan API 50 CHLtest kit

Isolat yang akan diidentifikasi dimurnikan dan diko pada MRS
agar. Dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selamad8 solat yang
telah tumbuh diinokulasikan dalam tabung reaksiafgyberisi 2 ml
aquades steril dengan menggunakatton budsteril hingga sangat
keruh. Suspensi tersebut kemudian diinokulasikatalien tabung
reaksi yang berisi 5 ml aquades steril hingga kékean mencapai 2
McFarland Volume yang diinokulasikan dicatat sebagai nitai
Selanjutnya dilakukan inokulasi dari suspensi padi@ang reaksi A
sebanyak dua kali dari volume n (2n) kedalam 10n@dia APl 50
CHL. Suspensi dalam media APl 50 CHL tersebut dduaada
masing-masing sumuran yang terdapat psiti@ secara perlahan
agar tidak terbentuk gelembung udara. Agar mediandaumuran
tidak terkontaminasi atau tumpah maka dilapisi deng
menggunakammineral oil sebanyak 2 tetes pada masing-masing
sumuran. Selanjutnya dilakukan inkubasi strip me&d 50 CHL
pada suhu 37°C selama 48 jam. Hasil yang positindai dengan
adanya perubahan warna mendekati kuning, kecualiuisun nomor
25 yang akan berubah warna menjadi hitam. Hasijyjean dicatat
pada lembar hasil. Profil biokimia isolat BAL dimdikasi dengan
menggunakan sofwate identifikasi apiWéb

3.8 Rancangan Percobaan dan Analisis Data

Rancangan percobaan yang digunakan untuk pengujian
akivitas antimikroba BAL terhadaf@almonella thypimuriundan
Staphylococcus aurelserta pengujian aktivitas bakteriosin terhadap
bakteri uji adalah rancangan acak kelompok (RAKN faktorial.
Variabel yang digunakan adalah isolat bakteri adaktat yang
diperoleh dan bakteri uji S@lmonella thypimurium dan
Staphylococcus aureus Analisis data dilakukan dengan
menggunakan uji ANOVAAnNalysis of Variance Jika hasil analisis
yang dilakukan pada program SPSS adalah homogena mak
dilanjutkan dengan menggunakan Tukey, sedangkanyaaig tidak
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik BAL Hasil Isolasi dari Susu Kambing PE

Isolasi bakteri yang telah dilakukan dari susu kiagpbPE
diperoleh sebanyak 12 isolat BAL, yaitu isolat SKEKE2, SKES,
SKE4, SKE5, SKE6, SKE7, SKE8, SKE9, SKE10, SKEland
SKE12. Isolat tersebut diperoleh melalui skriningity dengan
melihat adanya zona bening di sekitar koloni bakpeda media
MRS agar yang mengandung CaClO%. Media tersebut merupakan
media diferensial sehingga dapat membedakan aB#&kadengan
bakteri yang lainnya. Bakteri asam laktat dapat preatuksi asam,
sehingga asam akan bereaksi dengan kalsium karfea@Q) yang
bersifat basa yang terlarut dalam media MRS agarsgtanjutnya
akan membentuk zona bening di sekitar koloni (Rargld dkk.,
2007). Hal tersebut didukung oleh Onda dkk. (20B2jwa kalsium
karbonat digunakan sebagai indikator untuk straaktdyi yang
mampu memproduksi asam. Skrining berikutnya, gestik dari
BAL adalah memiliki karakteristik Gram positif d&atalase negatif,
tidak membentuk endospora, serta bersifat tidakil nfetichaela
dkk., 2009). Karakter tersebut dipenuhi oleh sdiusolat BAL yang
diperoleh. Semua isolat BAL yang diperoleh merupakaram
positif dan katalase negatif. Sebagian besar bakieam laktat
merupakan jenis bakteri aerotoleran, yaitu baktgang tidak
membutuhkan oksigen, namun masih dapat bertahaop hat
lingkungan yang tersedia oksigen. Oleh karena bakteri asam
laktat tidak memiliki enzim katalase untuk memedaildrogen
peroksida menjadi oksigen dan air (Buchanan, 2000).

Bentuk sel isolat SKE7, SKE8, SKE10, dan SKE11 aual
coccus(d = 1 pum). Isolat SKE2 berbentwdoccus(d = 0,7 pm),
SKE3 berbentukcoccus(d = 0,8 um), SKE4 berbentukoccus
coccus(d = 0,9 um) SKE6 berbentuwoccus(d = 0,9 um), SKE12
berbentukcoccus(d = 1,1 um). Isolat SKE9 memiliki bentuk sel
basil (p = 1,7 pm). Bentuk sel dari isolat SKE1 (BIGE5 adalah
coccusyang tersusun dalam formasi tetrad dengan diamedsing-
masing adalah 1 dan 0,7 pm.
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Sel bakteri berbentukoccusdengan susunan sel berpasangan dan
membentuk formasi tetradefracoccuy merupakan ciri khas dari
Genus Pediococcus, Aerococcus dan Tetragenocod@elsson,
2004). Isolat SKE5 memiliki kemiripan dengan GeResliococcus
karena memiliki warna koloni putih. Hal tersebutpesi yang
dilaporkan oleh Axelsson (2004) bahwa koloni darienGs
Pediococcusbewarna putih. Ukuran sel secara individu Genus
Pediococcusdalah sekitar 0,5-1,0 um (Buchanan, 2000). Lebih d
50 % spesie®ediococcus pentosacedssolasi dari susu kambing
(Breed,1957).

Berdasarkan karakter morfologi sel dan koloni baksemua
isolat merupakan isolat yang berbeda satu sama lktat SKE2,
SKE3, SKE4 tidak berbeda berdasarkan karakter rogjifdoloni,
namun ukuran sel individu saling berbeda. Sebabesar isolat
yang ditemukan memiliki bentuk sel berumaccus Menurut
Axelsson (2004) beberapa jenis bakteri asam lalgag memiiliki
bentuk coccus antara lain GenusStreptococcus, Lactococcus,
Enterococcus  Pediococcus  Tetragenococcus, Weissella,
AerococcusdanLeuconostoc.

4.2 Penghambatan oleh Kultur BAL terhadap Staphyl ococcus

aureus dan Salmonella thypimurium

Penghambatan antimikroba terhadSfmphylococcus aureus
dan Salmonella thypimuriunmenunjukkan bahwa terdapat tujuh
isolat yang mampu menghambat pertumbul@iaphylococcus
aureusyaitu SKE2, SKE5, SKE7, SKE8, SKE9, SKE10, dan SKE1
(Gambar 5). Penghambatan senyawa antimikroba ofht&tinggi
terhadap Staphylococcus aureusleh isolat SKE9 yaitu mampu
menghasilkan zona bening dengan diameter hinggat824001 mm
(luas zona bening = 56,05 MmBerdasarkan analisis statistik yang
telah dilakukan dapat diinterpretasikan bahwa riiaimeter zona
bening isolat SKE9 tidak berbeda secara signifikémandingkan
dengan isolat BAL lainnya. Aktivitas penghambataerehdah
terdapat pada isolat SKE10 dengan diameter zonadeebesar
4,66 + 0,16 mm (luas zona bening = 17,04%0m
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Gambar 5. Aktivitas penghambatan oleh kultur BAlalasusu
kambing PE terhadapStaphylococcus aureusian
Salmonella thypimurium

Kemampuan penghambatan oleh kultur BAL terhadapebiak
Salmonella thypimuriunmenunjukkan bahwa dari 12 isolat BAL,
terdapat 8 isolat yang memiliki kemampuan untuk ghambat
pertumbuharbakteri uji Isolat BAL tersebut meliputi SKE1, SKES5,
SKE7, SKE8, SKE9, SKE10, SKE1ll1l, dan SKE12. Aktwita
penghambatan isolat BAL terhada@almonella thypimurium
tertinggi adalah isolat SKE8, dengan diameter sebe®38 + 1,53
mm (luas zona bening = 55,13 Mmakan tetapi hasil analisis
statistic menunjukkan diameter zona bening iSGKES tidak
berbeda secara signifikan dengan isolat BAL lainfdgalat SKE1
memiliki nilai diameter terendah yaitu sebesar14:3,98 mm (luas
zona bening = 14, 58 nfin

Berdasarkan analisis dua faktor dengan menggun&idrs
diketahui bahwap-value antara jenis bakteri asam laktat dengan
bakteri uji sebesar 0,178 (> 0,05) (Lampiran LT®al ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat interaksi antmés jisolat BAL
dengarStaphylococcus aureuknSalmonella thypimurium.
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Gambar 5 menunjukkan bahwa penghambatan oleh kultur
isolat BAL terhadap kedua bakteri uftaphylococcus aureusan
Salmonella thypimuriunditunjukkan oleh enam isolat BAL yaitu
SKE5, SKE7, SKE8, SKE9, SKE10, SKE11, dan SKE12n(ar
5). Keenam isolat tersebut merupakan isolat térg#ing digunakan
untuk skrining selanjutnya karena kemampuan dalangmambat
kedua jenis bakteri uji.

Kemampuan antimikroba isolat BAL dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji berbeda-beda, hal ini dikakan masing-
masing isolat BAL menghasilkan metabolit yang bdebbeda.
Perbedaan metabolit yang dihasilkan dipengaruhih okipe
metabolisme BAL, yaitu homofermentatif dan hetenokentatif.
Menurut Charlier dkk. (2009) BAL homofermentatif mghasilkan
metabolit utama berupa asam laktat, sedangkan BAL
heterofermentatif selain menghasilkan asam laki@g@a j mampu
memproduksi senyawa-senyawa lain seperti etan@m aasetat
asam propionat, CQdan asam organik lain. Masing-masing asam
organik memiliki pKa yang berbeda. Oleh karenanilgi pKa dapat
mempengaruhi kemampuan penghambatan BAL terhadderbaiji.
pKa merupakan konstanta disasosiasi asam suatavgangsam.
Nilai pKa yang semakin tinggi mampu menghambat drakarget
semakin baik dibandingkan dengan nilai pKa yangas@mrendah.
Menurut Ross dkk. (2002) asam organik memiliki kerpaan untuk
merusak potensial membran sel bakteri, menghamktvitas
transpor aktif, menurunkan nilai pH intraselulemdamenghambat
berbagai fungsi metabolisme sel bakteri. Beberagis j BAL
homofermentatif dan heterofermentatif juga mampunpr@duksi
senyawa bakteriosin atadpactericidal protein selama proses
fermentasi (Oyetayo dkk., 2003).

4.3 Aktivitas Penghambatan Bakteriosin (CFp terhadap
Staphylococcus aureus dan Salmonella thypimurium
Supernatan bebas sel (CFS) yang dinetralkan danpmam

menghambat pertumbuhan strain indikator membuktikamwa

aktivitas antimikroba yang terjadi adalah dikarearakproduksi
bakteriosin oleh bakteri asam laktat dan bukan wietabolit lainnya

(Tatsadjieu dkk., 2009). Semua isolat yang tiérpihitu SKES5,
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SKE7, SKE8, SKE9, SKE10, dan SKE11l mampu menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureusHal ini dapat diketahui
berdasarkan zona bening yang terbentuk disekitausan (Gambar

6).

Gambar 6. Penghambatan bakteriosin (CFS) isolat B#xhadap
Staphylococcus aureuga dan b) danSalmonella
thypimurium(c dan d)

Aktivitas penghambatan bakteriosin tertinggi tedmd
Staphylococcus aureusrdapat pada isolat SKE5S dengan diameter
sebesar 14, 34 + 2,18 mm (luas zona bening = 1261nm|"). Jika
dibandingkan dengan isolat BAL lainnya, angka tensetidak
berbeda secara signifikan berdasarkan analisistétat Hal tersebut
ditunjukkan dengan notasi yang sama (Gambar 7)ghHenbatan
bakteriosin tertinggi selanjutnya diikuti oleh iablSKE9 dengan
diameter sebesar 13,55 + 4,09 (luas zona bening4s12 mm).
Berdasarkan hasil indeks penghambatan, semua tstd&tberbeda
secara signifikan (Lampiran LT21.)

Penghambatan bakteriosin (CFS) terhad&almonella
thypimurium menunjukkan bahwa hanya terdapat 4 isolat yaitu
SKE7, SKE8, SKE9, dan SKE10 yang mampu menghamndddei
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uji tersebut (Gambar 7). Aktivitas bakteriosin iteggi adalah oleh
isolat SKE8 dengan diameter zona bening sebeséd #51,85 mm
(luas zona bening = 187,84 MmAktivitas bakteriosin isolat SKE8
berbeda secara signifikan terhadap isolat SKE1Gnuna tidak
berbeda secara signifikan terhadap isolat SKE7 $16E9. Isolat
SKE10 memiliki aktivitas bakteriosin terendah demgéai diameter
sebesar 8,91 + 2,65 mm (luas zona bening = 62,32).nxktivitas
bakteriosin isolat SKE10 tidak berbeda secara fiigm terhadap
isolat SKE7 dan SKE9 (Gambar 7). Nilai indeks pemgbatan
terhadaBalmonella thypimuriurtertinggi adalah oleh SKE8 sebesar
3,21 £+ 0,26 dan tidak berbeda secara signifikamatéap SKE7 dan
SKES9.
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Gambar 7. Penghambatan bakteriosin (CFS) isolat Bsdl susu
Kambing PE terhadapStaphylococcus aureusian
Salmonella thypimurium

Isolat SKE5 dan SKE11 termasuk isolat terpilih, narkedua
isolat BAL tersebut hanya memiliki aktivitas pengi@atan
bakteriosin (CFS) terhadap Staphylococcus aureus
Ketidakmampuan bakteriosin (CFS) dalam mengharSbinhonella
thypimurium dikarenakan adanya perbedaan karakter bakteriosin
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yang diproduksi oleh masing-masing isolat, yaitwrak, struktur,
serta mekanisme bakteriosin (Cotter dkk., 2005).

Kemampuan daya hambat bakteriosin (CFS) lebih tingg
dibandingkan daya hambat kultur isolat BAL terhadbgiteri uji.
Hal tersebut ditunjukkan dari nilai diameter zonaning yang
terbentuk. Penghambatan antimikroba isolat BAL nlikhdiameter
tertinggi oleh SKE9 yaitu sebesar 8,45 mm, sedamgktai daya
hambat bakteriosin (CFS) tertinggi adalah sebedd,435 mm.
Perbedaan daya hambat yang terjadi dikarenakanrapebdaktor
yaitu perbedaan volume media kultur yang diguna#tan waktu
inkubasi. Pengujian daya hambat oleh kultur isBlat digunakan
media kultur sebanyak 10 ml MR&oth dengan waktu inkubasi
selama 24 jam, sedangkan pengujian penghambatateribakn
(CFS) digunakan media kultur sebanyak 50 ml MR&h dengan
waktu inkubasi selama 48 jam. Perbedaan volumeariediur akan
berpengaruh terhadap kandungan nutrisi di dalamamadtur dan
densitas sel BAL, sehingga secara langsung akapeibgaruh
terhadap metabolit yang dihasilkan oleh isolat BAltersebut.
Perbedaan waktu inkubasi juga akan mempengarubitdsrsel dan
metabolit yang dihasilkan oleh BAL. Hal tersebupex#i yang
dilaporkan  El Ouardy (2013) bahwa komposisi suatedia
pertumbuhan meliputi sumber dan konsentrasi karbtaupun
nitrogen sangat berpengaruh terhadap metabolit ggamgduksi oleh
BAL.

Analisis dua faktor Wnivariate Analysis of Variangetelah
dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya interaktara isolat BAL
terhadap bakteri uji yang digunakaStgphylococcus aureudan
Salmonella thypimuriujn Berdasarkan pengujian tersebut diperoleh
nilai p-value sebesar 0,143 (> 0,05). Hal ini menunjukkan bahwa
tidak terdapat interaksi antara isolat BAL terhadagkteri uiji.
Sehingga aktivitas penghambatan bakteriosin (CB8y ylihasilkan
oleh isolat BAL terhadafalmonella thypimuriuridak ada interaksi
(hubungan) dengan aktivitasnya terhadsiaphylococcus aureus.
Dapat diinterpretasikan bahwa aktivitas penghanmbatang
dihasilkan oleh CFS dari isolat BAL merupakan didiv
penghambatan bakteriosin.

Sebagian besar bakteriosin tidak mampu menghanatdérb
Gram negatif. Hal ini dikarenakan membran sel badiar dari
bakteri Gram negatif bertindak sebagai penghalabgrrier)
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mekanisme aksi bakteriosin yang terjadi pada bagre@mbran
sitoplasma. Membran sitoplasma bakteri Gram negdiliihdungi

dengan membrane luaroyter membrane yang tersusun dari
fosfolipid bilayer, yang dikelilingi oleh jaringanlipid dan

polisakarida yang disebut lipopolisakarida. Lapifpopolisakasida
membentuk pelindung dan berperan sebagai penghdlarizagai
senyawa seperti antibiotik, senyawa hidrofonik, edggn, dan
pewarna (Raetz dan Whitfield, 2002).

Menurut Garcia dkk. (1993) mekanisme aksi bakterios
terjadi pada bagian membran sitoplasma sel batieeyet. Sebagian
besar bakteriosin mampu menghambat sel target umelal
pembentukan pori dan keluarnya senyawa substamsisatuler
melalui membran sitoplasmik, ATP sitoplasma sel téxakakan
menurun, kehilangan gaya gerak proton (MPF), milalu
penghambatan biosintesis dinding sel, atau kombikeduanya.
Mekanisme kompleks ini akan mengakibatkan kemag&nHal ini
akan menyebabkan bakteri patogen sulit untuk mebgegkan
resistensi sel bakteri untuk melawan bakteriosisetaut (Cotter
dkk., 2005; Gillor dkk., 2008). Menurut Abee dkk. (1995)
penghambatan bakteriosin secara umum terjadi melafpolarisasi
dari membran sel target atau melalui penghambaséesis dinding
sel. Menurut Luders dkk. (2002) beberapa macam niefhe
bakteriosin membunuh sel bakteri target antaradeaimgan merusak
dinding sel mikroba target, destabilisasi membrasit®plasma,
mengubah struktur asam nukleat, menghambat kerjaimen
penghambatan sintesis asam nukleat.

4.4 Sensitivitas Bakteriosin terhadap Enzim Protediik

Salah satu metode untuk mengkonfirmasi bahwa &dsivi
penghambatan terhadap bakteri uji adalah pengaauhattivitas
bakteriosin yang terkandung pada supernatan bebhsmaka
dilakukan pengujian sensitivitas bakteriosin dengaegnggunakan
enzim proteolitik. Hal ini dikarenakan bakteriosnerupakan protein
yang mampu terdegradasi oleh keberadaan enzim optikte
(Tatsadjieu, 2009). Supernatan bebas sel yangiltdra®leh semua
isolat BAL terpilih yaitu SKE5, SKE7, SKE8, SKE9KE10, dan
SKE11 dipengaruhi oleh pemberian enzim Proteinasepadia
konsentrasi akhir 1 mg/ml.
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Gambar 8. Sensitivitas bakteriosin (CFS) isolat Bathadap enzim
Proteinase K dalam menghamb&taphylococcus(a)
aureusdanSalmonella thypimuriurtb)

Enzim Proteinase K merupakan salah satu jenis enzim
proteolitik. Pemberian Proteinase K pada CFS yalahtdinetralkan
mengakibatkan tidak terbentuknnya zona bening déekumuran
(Gambar 10). Hal ini dapat dikarenakan bahwa CF§ yihasilkan
oleh isolat BAL mengandung bakteriosin dan mampdegradasi
oleh enzim proteolitik. Bakteriosin merupakan sevgapeptida
(protein) yang mampu terdegradasi oleh enzim plititedtripsin,
alfa-chymotrypsin pepsin, papain, proteolitik, Proteinase K)
(Thomas dkk., 2001). Berdasarkan pengujian ini,armdkpat diduga
bahwa semua isolat terpilih yaitu SKE5, SKE7, SKEXKEY,
SKE10, dan SKE11 mampu menghasilkan bakteriosinnamiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri uji dan dapaardfiaatkan
sebagai bahan tambahan pangan untuk memperpangsagsimpan
suatu produk pangan.

4.5 |dentifikasi Isolat BAL

Berdasarkan APl 50 CHitest kit,isolat telah teridentifikasi
sebagailLactobacillus curvatusspp cuvatusdengan % ID sebesar
99,8 %. Nilai % ID menunjukkan presentase kemureykifsolat
tersebut sama jika dibandingkan dengan isolat terdiactobacillus
curvatusadalah salah satu spesies bakteri asam laktat ryangpu
menghasilkan bakteriosin yang disebut curvaticinurv&ticin
merupakan jenis bakteriosin yang memiliki karakyaitu stabil
terhadap panas, dan memiliki spektrum antimikroleahadap
beberapa strain bakteri antara laibisteria monocytogenes,
Staphylococcus aureusdan Enterococcus faecaligBouttefroy,
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2000). Berdasarkan penelitian ini, dapat diketddakiwa curvaticin
yang dihasilkan oleh.actobacillus curvatusmampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen yaitstaphylococcus aureuslan
Salmonella thypimurium.

Isolat SKE5 diprediksi sebagai Genu$ediococcus
berdasarkan karakteristik morfologiny&lasil pengujian aktivitas
bakteriosin menunjukkan bahwa isolat SKE5 memik#dtivitas
penghambatan terhadap bakteri $faphylococcus aureudlenurut
Rodrguez dkk. (2005) bakteri Pediococcus spp. mampu
memproduksi  bakteriosin yang disebut pediocin. &wdi
merupakan bakteriosin kelas Il a. Bakteriosin jeimis mampu
menghambat pertumbuhdiisteria monocytogenes, Staphylococcus
aureus,danEscherichia colpada proses pembuatan keju. Hasil yang
sama diperoleh pada penelitian ini bahwa pada piengektivitas
bakteriosin, isolat SKE5 mampu menghambat pertum@abuh
Staphylococcus aureutengan diameter zona bening sebesar 12.44 +
4.153 mm (luas zona bening = 121,48 nm
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Isolat BAL dari susu kambing PE didapatkan seblani2
isolat, namun hanya 6 isolat yaitu SKE5, SKE7, SKB&ESY,
SKE10, SKE11l yang diduga mampu memproduksi balgierio
Isolat-isolat tersebut memproduksi bakteriosin yamgampu
menghambat pertumbuh&a®taphylococcus aureudan Salmonella
thypimurium, tetapi isolat SKE5 dan SKE11l tidak mampu
menghambat pertumbuh&almonella thypimuriumKandidat isolat
terbaik berdasarkan indeks penghambatan baktemgsiradalah
SKE9 dan SKES8. Isolat SKE9 telah teridentifikasibagai
Lactobacillus curvatus Bakteri tersebut mampu menghasilkan
bakteriosin yang menghambat pertumbulstaphylococcus aureus
dan Salmonella thypimuriundengan indeks penghambatan cukup
tinggi masing-masing sebesar 2,94 dan 2,90 mm.

5.2 Saran

Saran yang direkomendasikan dari penelitian iniukint
penelitian lebih lanjut adalah perlu dilakukan peiMgan densitas
sel isolat BAL agar hasil yang diperoleh lebih esgmtatif dan agar
diperoleh informasi untuk menentukan dosis pembebiakteriosin
sebagai bahan tambahan pangan. Selain itu, pethkuldan
karakterisasi bakteriosin agar dapat diketahuisjdugikteriosin yang
diperoleh pada penelitian ini.
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LAMPIRAN

1. Pembuatan Tris (hydroxymethyl) aminomethane
hydrochloride 20 mM pH 7

Berat molekul = 121,14 g/mol

Konsentrasi 20 mM = 0,020 mol/L (x 121,14 gram/mol
=2,4228 gram Tris/ L
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LT 2. Uji normalitas diameter zona bening penghambatan
antimikroba oleh kultur BAL terhadap bakteri uji
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter

N 24
MNormal Parameters® Mean 5.1482
Std. Deviation 2.54926

Most Extreme Differences  Absolute 170
Positive 123

Negative -170

Kolmogorov-Smirnov Z 834
Asymp. Sig. (2-tailed) 490

a. Test distribution is Normal.

LT 3. Uji homogenesitas diameter zona bening penghambatan
antimikroba oleh kultur BAL terhadap Staphylococcus

aureus
Test of Homogeneity of Variances
Diameter
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.259 6 14 .098
ANOVA
Diameter
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between
Groups 30.955 6 5.159 2.613 .065)
Within Groups 27.645 14 1.975
Total 58.600 20
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Hasil Uji Tukey diameter zona bening penghatah
antimikroba oleh kultur BAL terhadagstaphylococcus
aureus

Diameter

Subset for alpha = 0.05

Jenis_BAL N 1
Tukey HSD®*  SKE10 3 4.6589
SKE5 3 4.7044
SKE7 3 5.1533
SKES8 3 5.8178
SKE1 3 5.9944
SKE11 3 6.4022
SKE9 3 8.4544
Sig. .060

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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LT 5. Rata — rata diameter zona bening penghamizatimikroba

oleh kultur BAL terhadajStaphylococcus aureus

Report

Diameter

Jenis_BAL Mean N Std. Deviation
SKE1 5.9944 3 1.4031
SKE5 4.7044 3 .57644
SKE7 5.1534 3 1.3650
SKE8 5.8174 3 2.3433Q
SKE9 8.4544 3 2.0019¢
SKE10 4.6589 3 .1652(
SKE11 6.4OZi 3 .36304
Total 5.1483 24 2.54924

LT 6. Uji homogenesitas diameter zona bening pemiiasan
antimikroba oleh kultur BAL terhadapSalmonella
thypimurium

Test of Homogeneity of Variances

Diameter

Levene Statistic dfl df2 Sig.

3.221 7 16 .025
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LT 7. Uji Brown-Forsythe diameter zona bening penghambatan
antimikroba BAL terhada@almonella thypimurium

Robust Tests of Equality of Means

Diameter

Statistic® dfl df2 Sig.

Brown-Forsythe 1991 7 3.905 .538

a. Asymptotically F distributed.
Multiple Comparisons

Dependent Variable:Diameter

95% Confidence
Mean Interval
0} ) Difference| Std. Lower Upper
Jenis_BAL Jenis_BAL (1-3) Error Sig. | Bound | Bound
Games- SKE1 SKES5 -2.70222| .75213| .159]| -6.6408| 1.2364
Howell SKE7 -2.31111| .92456| .389| -7.2952| 2.6730
SKES8 -4.06444| 1.04801| .150|-10.0783] 1.9494
SKE9 -2.67778| .58636| .155| -7.2374| 1.8818]
SKE10 -2.79111| .63678| .125| -6.7406| 1.1584
SKE11 -3.90000| 3.05952| .859|-29.9891| 22.1891
SKE12 -1.83333[ 1.51198( .884(-12.3744 8.7078]
SKE5 SKE1 2.70222| .75213| .159| -1.2364 6.6408I
SKE7 .39111| .88696| .999| -4.5754| 5.3576
SKE8 -1.36222| 1.01500| .843| -7.4832| 4.7587
SKE9 .02444| .52508| 1.000| -3.9105| 3.9594
SKE10 -.08889| .58084| 1.000| -3.5103] 3.3326
SKE11 -1.19778| 3.04837| .999]-27.6017| 25.2062
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SKE12 .86889| 1.48929| .996| -9.9985| 11.7363
SKE7 SKE1 2.31111| .92456| .389| -2.6730| 7.2952
SKES -.39111| .88696| .999| -5.3576 4.5754
SKES8 -1.75333| 1.14862| .771] -7.8338] 4.3271
SKE9 -.36667| .75154| .998| -6.5876| 5.8542
SKE10 -.48000( .79151| .995| -5.9730( 5.0130
SKE11 -1.58889| 3.09542| .998|-26.7588] 23.5811
SKE12 AT7778| 1.58337| 1.000| -9.3921| 10.3477
SKES8 SKE1 4.06444] 1.04801| .150| -1.9494| 10.0783
SKE5 1.36222| 1.01500| .843| -4.7587| 7.4832
SKE7 1.75333| 1.14862| .771] -4.3271| 7.8338
SKE9 1.38667| .89907| .765| -6.2894| 9.0628
SKE10 1.27333| .93274| .830| -5.6622| 8.2089
SKE11 .16444| 3.13451| 1.000|-24.1497| 24.4786
SKE12 2.23111| 1.65849| .843| -7.3264( 11.7886
SKE9 SKE1 2.67778| .58636| .155| -1.8818| 7.2374
SKES -.02444( .52508| 1.000| -3.9594( 3.9105
SKE7 .36667| .75154| .998| -5.8542| 6.5876
SKES8 -1.38667| .89907| .765| -9.0628| 6.2894
SKE10 -.11333| .33983| 1.000| -2.1834| 1.9568
SKE11 -1.22222| 3.01175| .999]-28.7717| 26.3272
SKE12 .84444| 1.41283| .994|-11.7668| 13.4557
SKE10 SKE1 2.79111| .63678| .125| -1.1584( 6.7406
SKES .08889| .58084| 1.000| -3.3326 3.5103
SKE7 .48000| .79151| .995| -5.0130| 5.9730
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SKES8 -1.27333| .93274| .830| -8.2089| 5.6622
SKE9 .11333| .33983| 1.000| -1.9568| 2.1834
SKE11 -1.10889| 3.02197| 1.000]-28.3203| 26.1026
SKE12 .95778| 1.43449( .990]-11.0331| 12.9487
SKE11 SKE1 3.90000| 3.05952| .859|-22.1891| 29.9891
SKES 1.19778| 3.04837| .999]-25.2062| 27.6017
SKE7 1.58889| 3.09542| .998|-23.5811| 26.7588
SKE8 -.16444| 3.13451| 1.000|-24.4786( 24.1497
SKE9 1.22222| 3.01175| .999]-26.3272| 28.7717
SKE10 1.10889| 3.02197| 1.000|-26.1026]| 28.3203
SKE12 2.06667| 3.31857| .994|-19.6634| 23.7967
SKE12 SKE1 1.83333| 1.51198| .884| -8.7078| 12.3744
SKE5 -.86889( 1.48929( .996|-11.7363| 9.9985
SKE7 -47778| 1.58337| 1.000|-10.3477| 9.3921
SKE8 -2.23111| 1.65849| .843|-11.7886| 7.3264
SKE9 -.84444( 1.41283| .994|-13.4557| 11.7668
SKE10 -.95778( 1.43449| .990|-12.9487( 11.0331
SKE11 -2.06667| 3.31857| .994]-23.7967| 19.6634
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LT 8. Rata — rata diameter zona benpeaghambatan antimikroba
oleh kultur BAL terhadap Salmonella thypimurium

Report

Diameter

Jenis_BAL Mean N Std. Deviation
SKE1 4.3133 3 .97504
SKES5 7.0156 3 .86395
SKE7 6.6244 3 1.27032
SKE8 8.3778 3 1.53110
SKE9 6.9911 3 .28412
SKE10 7.1044 3 .51550]
SKE11 8.2133 3 5.20876
SKE12 6.1467 3 2.43054
Total 6.0874 27 3.01918

LT 9. Hasil uji interaksi antara jenis isolat BAL terhadap jenis
patogen dengan Univariate Analysis of Variance
Tests of Between-Subjects Effects

_Dependent Variable:Diameter
Type lll Sum

Soyrce of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 271.009° 16 16.938 | 5261 000
Intercept 1501.608 1 1501608 | 466.369 000
Jenis_Patogen 3.908 1 3908 | 1.214 278
Jenis_BAL 230.808 8 20851 | 8961 000
jgg:gzgifgen ) 35,345 7 5049 |  1.568 178
Error 109.473 34 3.220
Total 1909.512 51
Corrected Total 380.482 50

a. R Squared = .712 (Adjusted R Squared = 577)

48



LT 10. Uji

normalitas diameter
bakteriosin (CFS) terhadap bakteri uji

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter
N 21
Normal Parameters® Mean 9.6910
Std. Deviation 5.61756
Most Extreme Differences  Absolute .159
Positive .107
Negative -.159
Kolmogorov-Smirnov Z 727
Asymp. Sig. (2-tailed) .667

a. Test distribution is Normal.

zona bening penghataub

LT 11. Uji homogenesitas diameter zona bening pamifatan
bakteriosin (CFpterhadagstaphylococcus aureus

Test of Homogeneity of Variances

Diameter
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.828 5 12 .554
ANOVA

Diameter

Sum of

Squares df |Mean Square| F Sig.
Between Groups 116.209 5 23.242] 1.498 .262
Within Groups 186.230f 12 15.519
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Test of Homogeneity of Variances

Diameter
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Total 302.439] 17

LT 12. Hasil uji Tukey data diameter zona beninggieambatan
bakteriosin (CFS) terhad&iaphylococcus aureus

Multiple Comparisons

Dependent Variable:Diameter

50

95% Confidence
Mean Interval

0] ) Difference Std. Lower | Upper

Jenis_BAL Jenis_BAL (1-J) Error Sig. | Bound | Bound
Tukey HSD SKE5 SKE7 1.17889| 3.21653| .999| -9.6252| 11.9830
SKE8 5.39778| 3.21653| .569| -5.4063| 16.2019]

SKE9 .78444| 3.21653| 1.000(-10.0196] 11.5885

SKE10 3.98111] 3.21653| .811] -6.8230| 14.7852
SKE11 6.84778| 3.21653| .335| -3.9563| 17.6519)
SKE7 SKE5 -1.17889| 3.21653| .999(-11.9830| 9.6252
SKES8 4.21889| 3.21653| .774| -6.5852| 15.0230
SKE9 -.39444| 3.21653| 1.000(-11.1985| 10.4096
SKE10 2.80222| 3.21653| .947| -8.0019| 13.6063)
SKE11l 5.66889| 3.21653| .521| -5.1352| 16.4730
SKES8 SKES5 -5.39778| 3.21653| .569(-16.2019| 5.4063]
SKE7 -4.21889| 3.21653| .774]|-15.0230| 6.5852




SKE9 -4.61333| 3.21653| .708|-15.4174| 6.1907
SKE10 -1.41667| 3.21653| .997|-12.2207| 9.3874
SKE11 1.45000| 3.21653| .997| -9.3541| 12.2541
SKE9 SKES5 -.78444| 3.21653| 1.000|-11.5885| 10.0196
SKE7 .39444| 3.21653| 1.000(-10.4096| 11.1985
SKES8 4.61333| 3.21653| .708| -6.1907| 15.4174
SKE10 3.19667| 3.21653| .911| -7.6074| 14.0007
SKE11 6.06333| 3.21653| .454| -4.7407| 16.8674
SKE10 SKE5 -3.98111| 3.21653| .811|-14.7852| 6.8230
SKE7 -2.80222| 3.21653| .947|-13.6063| 8.0019
SKES8 1.41667| 3.21653| .997| -9.3874| 12.2207
SKE9 -3.19667| 3.21653| .911|-14.0007| 7.6074
SKE11 2.86667| 3.21653| .942| -7.9374| 13.6707
SKE11 SKES5 -6.84778| 3.21653| .335|-17.6519] 3.9563
SKE7 -5.66889| 3.21653| .521|-16.4730| 5.1352
SKES8 -1.45000| 3.21653| .997|-12.2541] 9.3541
SKE9 -6.06333| 3.21653| .454|-16.8674| 4.7407
SKE10 -2.86667| 3.21653| .942|-13.6707| 7.9374
Diameter
Subset for alpha = 0.05
Jenis_BAL 1
Tukey HSD? SKE11 3 7.4900
SKES8 3 8.9400
SKE10 3 10.3567|
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SKE7 3 13.1589

SKE9 3 13.5533
SKE5 3 14.3378
Sig. 335

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

LT 13. Rata — rata diameter zona bening penghambztkteriosin
(CFS) terhadaftaphylococcus aureus

Report

Diameter

Jenis_BAL Mean N Std. Deviation
SKE5 14.3378 3 2.18335
SKE7 13.1589 3 2.95587
SKE8 8.9400 3 5.40732
SKE9 13.5533 3 4.09704
SKE10 10.3567 3 4.85407
SKE11 7.4900 3 3.16602
Total 9.6910 21 5.61756

LT 14. Uji homogenesitas diameter zona bening pamifatan
bakteriosin (CFS) terhad&almonella thypimurium

Test of Homogeneity of Variances

DiameterZona

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.864 3 8 .214
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ANOVA

Diameter
Zona
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.

Between

67.903| 3 22.634 6.111] .018]
Groups
Within

29.630| 8 3.704
Groups
Total 97.533| 11

LT 15. Hasil uji tukey diameter zona bening pengbatan
bakteriosin (CFSderhadagsalmonella thypimurium

Multiple Comparisons

Dependent Variable:DiameterZona

95% Confidence

Mean Interval
() J) Difference| Std. Lower | Upper
Jenis_BAL Jenis_BAL (1-9) Error | Sig. | Bound | Bound
Tukey HSD SKE7 SKE8 -3.72333| 1.57135| .161| -8.7553| 1.3087
SKE9 -1.55667| 1.57135| .759| -6.5887| 3.4753
SKE10 2.80667| 1.57135| .345| -2.2253| 7.8387
SKE8 SKE7 3.72333| 1.57135| .161| -1.3087| 8.7553
SKE9 2.16667| 1.57135| .544| -2.8653| 7.1987
SKE10 N 11.562

6.53000 | 1.57135| .014| 1.4980

0
SKE9 SKE7 1.55667| 1.57135| .759| -3.4753| 6.5887
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SKES8 -2.16667| 1.57135| .544| -7.1987| 2.8653
SKE10 4.36333| 1.57135| .091| -.6687| 9.3953
SKE10 SKE7 -2.80667| 1.57135| .345| -7.8387| 2.2253]
SKE8 -6.53000°| 1.57135| .014[-11.5620|-1.4980
SKE9 -4.36333| 1.57135| .091| -9.3953| .6687

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

LT 16. Rata — rata diameter zona bening penghamilietiteriosin

54

(CFS) terhadafalmonella thypimurium

Report

DiameterZona

Jenis_BAL Mean N Std. Deviation
SKE7 11.7122 3 1.99984
SKES8 15.4356 3 1.84904
SKE9 13.2689 3 .62846
SKE10 8.9056 3 2.64605
Total 9.8644 15 5.74727




LT 17. Hasil notasi diameter zona bening penghambatan bakteriosin
(CFS) terhadap Salmonella thypimurium berdasarkan uji

Tukey

DiameterZona

Subset for alpha = 0.05

Jenis_BAL 1 2
Tukey HSD® SKE10 3 8.9056

SKE7 3 11.7122 11.7122

SKE9 3 13.2689 13.2689

SKE8 3 15.4356

Sig. .091 161

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

LT 18. Hasil uji interaksi antara jenis isolat BAL terhadap jenis
patogen dengan Univariate Analysis of Variance
Tests of Between-Subjects Effects

_Dependent Variable:Diameter
Type Il Sum

Souyrce of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 191.669° 9 21.297 1.973 .099
Intercept 3867.771 1 3867.771 | 358.360 .000
Jenis_BAL 118.522 5 23.704 2.196 095
Jenis_Patogen 4117 1 4117 381 544
jiﬂ:i:??b;en £5.591 3 21864 | 2026 143
Error 215.859 20 10.793
Total 4525.390 30
Corrected Total 407 528 29

a. R Squared = .470 (Adjusted R Squared = .232)
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LT 19. Hasil Uji Homogenesitas Indeks Penghambatan oleh
Bakteriosin (CFS) terhadap Staphylococcus aureus

Test of Homogeneity of Variances

Indeks

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

2.949

12

058

LT 20. Hasil Uji Tukey Indeks Penghambatan oleh Bakteriosin (CFS)

terhadap Staphylococcus aureus

95% Confidence Interval
Mean

0] ) Difference (i-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD SKE7  SKE8 602698 | 597221 906 -1.40332 2.60872
SKES -056349 | 597221 1.000 -2,06237 1.94967
SKE10 781587 | 597221 775 -1.22443 2.78760
SKES -168413 | 597221 1.000 -2.17443 1.83760
SKE11 809841 597221 751 -1.19618 2.81586
SKES  SKE7 -602698 | 597221 906 -2.60872 1.40332
SKE9 -659048 | 597221 871 -2,66507 1.34697
SKE10 178889 | 597221 1.000 -1.82713 218491
SKES ~771111 597221 784 -2.77713 1.23491
SKE11 207143 | 597221 999 -1.79887 2.21316
SKE9  SKE7 056349 | 597221 1.000 -1.94967 2.06237
SKES 659048 | 597221 871 -1.34697 2.66507
SKE10 837937 | 597221 725 -1.16808 2.84395
SKES -112063 | 597221 1.000 -2.11808 1.89395
SKE11 866190 | 597221 699 -1.13983 2.87221
SKE10  SKE7 -781587 | 597221 775 -2.78760 1.22443
SKES -178889 | 597221 1.000 -2.18491 1.82713
SKE9 -837937 | 597221 725 -2.84395 1.16808
SKES -.950000 | 597221 619 -2.95602 1.05602
SKE11 028254 | 597221 1.000 -1.97776 2.03427
SKES  SKE7 168413 | 597221 1.000 -1.83760 217443
SKES T71111 | 597221 784 -1.23491 277713
SKE9 112063 | 597221 1.000 -1.89395 211808
SKE10 1950000 | .597221 619 -1.05602 2.95602
SKE11 978254 | 597221 592 -1.02776 2.98427
SKE11  SKE7 -809841 | 597221 751 -2.81586 1.19618
SKES -207143 | 597221 999 -2.21316 1.79887
SKE9 -866190 | 597221 699 -2.87221 1.13983
SKE10 -028254 | 597221 1.000 -2,03427 1.97776
SKES -978254 | 597221 592 -2.98427 1.02776
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LT 21. Hasil Notasi Indeks Penghambatan oleh Baidgir (CFS)
terhadafBtaphylococcus aureus

Indeks

Isolat

Subset for alpha = 0.05

1

Tukey HSD*  SKE11
SKE10
SKE8
SKE7
SKE9
SKE5

Sig.

2.07000

2.09825

2.27714

2.87984

2.93619

3.04825

.592

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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LT 22. Rata-rata Indeks Penghambatan oleh Bakirri¢SFS)
terhadagBtaphylococcus aureus

Report

Indeks

Isolat Mean N Std. Deviation
SKE7 2.87984 3 422267
SKE8 2.27714 3 172475
SKE9 2.93619 3 .585292
SKE10 2.09825 3 1.338137
SKE5 3.04825 3 .311907
SKE11 2.07000 3 452289
Total 2.55161 18 .746183

LT 23. Hasil Uji Homogenesitas Indeks Penghambatdeh
Bakteriosin (CFS) terhad&almonella thypimurium

Test of Homogeneity of Variances

Indeks

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.864 3 8 .214
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LT 24. Hasil Uji Tukey Indeks Penghambatan oleh Bakteriosin (CFS)
terhadap Salmonella thypimurium

95% Confidence Interval
[0] W) Mean
Isolat_ Isolat_ | Difference (-
0 J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD SKE7 ~ SKES -531905 | .224479 161 -1.25076 18695
SKES 222381 | .224479 759 -94124 49648
SKE10 400952 | 224479 345 -31791 1.11981
SKE8  SKE7 531905 | .224479 161 -18695 1.25076
SKES .309524 | 224479 544 -.40934 1.02838
SKE10 932857° | 224479 014 .21400 1.65172
SKE9  SKE7 1222381 | 224479 759 -.49648 94124
SKES -309524 | 224479 544 -1.02838 40934
SKE10 623333 | 224479 091 -.09553 1.34219
SKE10  SKE7 -400952 | 224479 345 -1.11981 31791
SKES -932857° | 224479 014 -1.65172 -.21400
SKE9 -623333 | 224479 091 -1.34219 09553

LT 25. Hasil Notasi Indeks Penghambatan oleh Bakteriosin (CFS)
terhadap Salmonella thypimurium

Indeks
Subset for alpha = 0.05
Isolat N 1 2
Tukey HSD*  SKE10 3 2.27222
SKE7 3 2.67317 2.67317
SKE9 3 2.89556 2.89556
SKES8 3 3.20508
Sig. .091 161

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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LT 26. Rata-rata Indeks Penghambatan oleh Bakteriosin (CFS)
terhadap Salmonella thypimurium

Report

Indeks

Isolat Mean N Std. Deviation
SKE7 2.67317 3 .285691
SKE8 3.20508 3 .264148
SKE9 2.89556 3 .089780]
SKE10 2.27222 3 .378008
Total 2.76151 12 425384

LG 1. Hasil identifikasi SKE9 dengan menggunakan API 50 CHL

Strip API50 CHL V5.1

Profile ™ 000 | ettt et dnaaaaa..
Note

Significant taxa %D | T Tests against

Lactobacillus curvatus ssp curvatus 9.8 | 054 |GLY 0%‘TRE 25’«‘TUR 12‘:5[
Next taxon %D | T Tests against

Lactococcus lactis ssp cremoris 1 04 023 | GLY 0°n‘.|GEH 99%|TUR 0’.‘6[
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LG 2. Kerangka operasional

Susu Kambing Peranakan
Etawa (PE)

[ Isolasi dan Pemurnian Bakteri Asam Laktat]

S~

[ Karakterisasi Bakteri Asam Laktat J

¢

-
Deteksi Penghambatan oleh Kultur BAL terha@atmonella

thypimuriumdanStaphylococcus aureus
/

&

Staphylococcus aureunSalmonella thypimurium
/

<

Sensitivitas Bakteriosin terhadap Enzim Proteolitik ]

(-

9
[ Pengujian Penghambatan Bakteriosin (CFS) terhadap
[ Identifikasi isolat BAL dengan API 50 CHiest kit

—
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