e /g":;k Prosiding Seminar Nasional Teknologi dan Agribisnis Peternakan X:
gl | ﬁLQ(‘Qa,; “Peningkatan Kapasitas Sumberdaya Peternakan dan Kearifan Lokal untuk Menghadapi Era Society 5.0”

o) Fakultas Peternakan Universitas Jenderal Soedirman, 20 — 21 Juni 2023

=

PENGARUH KOMBINASI STARTER Bifidobacterium longum DAN
Lactobacillus acidophilus TERHADAP KUALITAS SUSU FERMENTASI

Rati Riwayati Br Pasaribu*, Elmy Mariana, dan Yurliasni

Fakultas Pertanian, Universitas Syiah Kuala, Banda Aceh, Indonesia
*Email korespondensi: ratipasaribu@gmail.com

Abstrak. Gangguan pencernaan merupakan salah satu masalah kesehatan yang masih banyak ditemui di
kalangan masyarakat. Pemanfaatan susu kambing fermentasi yang mengandung probiotik merupakan salah satu
alternatif untuk mengatasi masalah pencernaan. Tujuan penelitian ini untuk melihat kualitas susu kambing
fermentasi dengan kombinasi starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus serta potensinya
dalam menghambat pertumbuhan Salmonella sp dan Escherichia coli. Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 (lima) perlakuan yaitu P1 = 1% : 4%, P2 = 2% :
3%, P3=2,5%:2,5%, P4=3%:2%, P5=4% : 1%. Setiap perlakuan terdiri dari 4 ulangan, sehingga diperoleh 20
unit percobaan. Parameter penelitian yaitu kadar asam laktat, total plate count (TPC) dan kemampuan
antibakteri untuk menghambat Salmonella sp dan Escherichia coli. Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh
kombinasi starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus sebagai starter pada susu kambing
fermentasi menghasilkan kadar asam laktat dan total plate count yang sesuai dengan SNI. Kadar asam laktat
yang diperoleh pada penelitian ini berkisar antara 1,17 sampai dengan 1,22%. Total plate count yang dihasilkan
berada dalam kisaran 8,52 sampai dengan 8,89 log CFU/ml. Daya hambat yang dihasilkan dari kombinasi starter
Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tergolong lemah dalam menghambat pertumbuhan
Salmonella sp dan Escherichia coli. Kesimpulan yang diperoleh tidak mempengaruhi kadar asam laktat, total
plate count, dan kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen Salmonella sp dan Escherichia
coli.

Kata kunci: kadar asam laktat, total plate count, antibakteri, susu fermentasi

Abstract. Digestive disorders are one of the most common health problems in society. Utilization of dried goat's
milk containing probiotics is an alternative to overcome digestive problems. The purpose of this study was to
see the quality of goat's milk with a combination of starter Bifidobacterium longum and Lactobacillus acidophilus
and its potential to inhibit the growth of Salmonella sp and Escherichia coli. This study was conducted using a
completely randomized design (CRD) consisting of 5 (five) treatments, namely P1 = 1% : 4%, P2 = 2% : 3%, P3 =
2.5% : 2.5%, P4 = 3% : 2%, P5 = 4% : 1%. Each treatment consisted of 4 replications, so that 20 experimental
units were obtained. The research parameters were lactic acid levels, total plate count (TPC) and antibacterial
ability to inhibit Salmonella sp and Escherichia coli. The results showed that all starter combinations of
Bifidobacterium longum and Lactobacillus acidophilus as starters in goat's milk produced lactic acid levels and
the number of total plates in accordance with SNI. The lactic acid levels obtained in this study ranged from 1.17
to 1.22%. The resulting total plate count was in the range of 8.52 to 8.89 log CFU/ml. The inhibitory power
produced from the starter combination Bifidobacterium longum and Lactobacillus acidophilus was relatively
weak in inhibiting the growth of Salmonella sp and Escherichia coli. The conclusions obtained did not affect lactic
acid levels, total plate count, and ability to inhibit the growth of pathogenic bacteria Salmonella sp and
Escherichia coli.

Keywords: lactic acid levels, total plate count, antibacterial, fermented milk

Pendahuluan

Gangguan pencernaan merupakan salah satu masalah kesehatan yang masih banyak ditemui di
kalangan masyarakat. Penyakit ini dapat berasal dari makanan atau minuman yang telah
terkontaminasi oleh bakteri patogen sehingga jika dikonsumsi dapat meningkatkan populasi bakteri
patogen di dalam saluran pencernaan (Sanjaya dan Apriliana, 2013). Pemanfaatan susu kambing
fermentasi yang mengandung probiotik merupakan salah satu alternatif untuk mengatasi masalah
pencernaan. Susu fermentasi adalah produk olahan susu yang diperoleh melalui proses fermentasi
dengan atau tanpa modifikasi komposisi yang melibatkan mikroorganisme yang menyebabkan
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penurunan pH (FAO, 2007). Fermentasi mengakibatkan aktivitas mikroba meningkat, penurunan pH,
dan peningkatan kadar asam laktat dalam produk fermentasi. Proses fermentasi akan mengubah
laktosa dalam susu menjadi glukosa dan galaktosa oleh aktivitas kultur starter sehingga akan
mengurangi gangguan pencernaan bila dikonsumsi (Afriani, 2010).

Manfaat mengkonsumsi susu fermentasi secara rutin mampu meningkatkan jumlah bakteri baik
dalam saluran pencernaan, melindungi kesehatan lambung, mengurangi racun di dalam tubuh serta
menghindari kanker saluran cerna (Ginting dan Pasaribu, 2005). Probiotik merupakan mikroorganisme
yang apabila dikonsumsi dalam jumlah cukup akan mempengaruhi kesehatan manusia dan
memperbaiki keseimbangan mikroorganisme pada saluran pencernaan (FAO, 2002). Bifidobacterium
dan Lactobacillus merupakan dua contoh bakteri probiotik yang banyak digunakan dalam proses
fermentasi. Secara umum bakteri probiotik digunakan sebagai single starter pada proses fermentasi.
Hal ini disebabkan karena bakteri probiotik menghasilkan senyawa antibakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri lainnya. Penggunaan probiotik starter campuran harus
mempertimbangkan kompatibilitas antara bakteri yang digunakan.

Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus merupakan dua bakteri probiotik yang dapat
digunakan sebagai starter campuran pada proses fermentasi. Menurut Galdeano et al. (2007),
simbiosis Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus bersifat mutualisme, bersinergi
menghasilkan metabolit, menyeimbangkan mikroflora usus, dan ketika dikombinasikan akan
memproduksi asam laktat dan asam asetat yang optimal sehingga dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen di dalam usus. Berdasarkan uraian diatas maka perlu dilakukan penelitian tentang
pengaruh kombinasi Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus terhadap kualitas susu
fermentasi dan kemampuannya sebagai penghambat pertumbuhan bakteri patogen Escherichia coli
dan Salmonella sp.

Materi dan Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 perlakuan dengan 4
ulangan sehingga diperoleh 20 unit percobaan. Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 (lima) perlakuan yaitu P1 = 1% B. longum : 4% L.
acidophilus, P2 = 2% B. longum : 3% L. acidophilus, P3 = 2,5% B. longum : 2,5% L. acidophilus, P4 = 3%
B. longum : 2% L. acidophilus, P5 = 4% B. longum : 1% L. acidophilus, setiap perlakuan diulang sebanyak
4 kali. Parameter penelitian yaitu kadar asam laktat, total plate count (TPC) dan kemampuan
antibakteri untuk menghambat Salmonella sp dan Escherichia coli.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah susu kambing, starter Bifidobacterium
longum FNCC 0210 dan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, bakteri Salmonella sp, Escherichia coli
FNCC 0091, media nutrient agar (NA), media deMan Rogosa Sharpe Agar (MRSA), aquadest,
phenolphthalein, NaOH 0,1 N, alkohol 70%, kapas, aluminium foil, chloramphenicol disk, tetracycline
disk, dan kertas cakram.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi laminar, inkubator, autoklaf, colony counter,
oven, hotplate, waterbath, timbangan digital, vortex, bunsen, biuret, lemari pendingin (refrigerator),
erlenmeyer 500 ml, erlenmeyer 200 ml, botol sampel 250 ml, gelas ukur 500 ml, beaker glass 500 ml,
cawan petri, tabung reaksi, botol ulir, mikropipet, mikrotip, pinset, pipet serologi, dan sendok.
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Pembuatan Starter Bakteri

Proses persiapan starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus diawali dengan
memasukkan susu kambing pasteurisasi ke dalam botol sampel, selanjutnya diinokulasi dengan starter
sebanyak 5% dan diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Hasil inokulasi ini akan digunakan untuk
pembuatan susu fermentasi.

Pembuatan Susu Fermentasi

Susu kambing dipasteurisasi pada suhu 85°C selama 15 detik, lalu didinginkan sampai suhu 40°C
(Hutasuhut et al., 2021). Kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing botol sampel steril,
selanjutnya pada masing-masing botol sampel ditambahkan starter Bifidobacterium longum dan
Lactobacillus acidophilus sesuai perlakuan (1:4, 2:3, 2,5:2,5, 3:2, dan 4:1), kemudian dihomogenkan
secara merata. Selanjutnya susu diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Setelah selesai masa
inkubasi sampel diuji untuk mengetahui kadar asam laktat, total plate count, dan kemampuan untuk
menghambat Salmonella dan Escherichia coli.

Uji Kadar Asam Laktat

Pengujian kadar asam laktat menggunakan metode titrasi (Hadiwiyoto, 2009). Uji titrasi ini
dilakukan dengan menimbang sampel sebanyak 18g dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian
ditambahkan larutan indikator phenolphatalein sebanyak 3-4 tetes. Lalu dititrasi dengan NaOH 0,1 N
sambil dihomogenkan sampai terbentuk warna merah muda yang stabil. Kemudian dicatat ml NaOH
yang habis terpakai untuk titrasi kadar asam laktat. Kadar asam laktat dihitung dengan menggunakan

rumus:

ml NaOH X N X 90
Kadar asam laktat = x 100%
Berat sampel X 1000

Uji Total Plate Count

Pengujian TPC dilakukan dengan menggunakan metode tuang (pour plate) (Wahyu et al., 2012).
Sampel diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam 9 ml aquadest (10). Kemudian dilakukan
pengenceran secara aseptis. Pengenceran dilakukan dari 10" sampai 107, kemudian diinokulasi 1 ml
suspensi dari pengenceran 107 ke dalam cawan petri dan ditambahkan media MRSA. Selanjutnya
cawan petri diputar searah jarum jam untuk menghomogenkan suspensi bakteri dan media agar.
Setelah agar memadat, cawan petri diinkubasi di dalam inkubator dengan posisi terbalik pada suhu
37°C selama 48 jam. Jumlah koloni BAL yang tumbuh dihitung menggunakan colony counter.
Kemudian dihitung jumlah koloni pada masing-masing cawan dengan rumus:

TPC (CFU/ml) = Jumlah bakteri yang tumbuh x W
Uji Antibakteri

Pengujian antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram. Diambil masing-
masing 1 ose bakteri Escherichia coli dan Salmonella sp menggunakan jarum ose. Kemudian 1 ose
bakteri Escherichia coli dimasukkan ke dalam pengencer 10! sampai 102dan Salmonella sp ke dalam
pengencer 10! sampai 103 (Pelczar dan Chan, 2008). Selanjutnya masing-masing bakteri diinokulasi 1
ml suspense ke dalam NA (nutrient agar) dan dihomogenkan dengan cara memutar cawan dengan
perlahan kemudian didiamkan sampai media mengeras. Kertas cakram direndam selama 30 menit di
dalam sampel. Kertas cakram yang telah direndam diletakkan di atas permukaan agar dengan
menggunakan pinset steril. Tekan perlahan dengan pinset supaya kertas cakram menempel pada agar.
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Diletakkan juga antibiotik berupa chloramphenicol disk dan tetracycline disk sebagai kontrol positif.
Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya luas zona hambat yang terbentuk

diukur dengan menggunakan penggaris dan dihitung dengan menggunakan rumus:
DV4DH _

Luas zona hambat =

Hasil dan Pembahasan
Kadar Asam Laktat

Rataan nilai asam laktat fermentasi susu kambing dengan kombinasi Bifidobacterium longum dan
Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Gambar 1. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
pada susu kambing fermentasi dengan kombinasi starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus
acidophilus tidak berpengaruh nyata terhadap kadar asam laktat.
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Gambar 1. Kadar asam laktat susu kambing fermentasi

Standar asam laktat untuk susu fermentasi menurut SNI 01-2891-1992 yaitu 0,5-2 persen, pada
penelitian ini kadar asam laktat yang diperoleh berkisar 1,17-1,22 persen sehingga masih dalam
kisaran SNI 01-2891-1992. Kombinasi Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tidak
berpengaruh terhadap kadar asam laktat karena total persentase kombinasi starter pada setiap
perlakuan sama, yaitu 5%. Menurut Yurliasni et al. (2020) jumlah starter akan mempengaruhi derajat
keasaman karena laktosa akan diubah menjadi asam laktat selama proses fermentasi. Asam laktat
yang dihasilkan diduga dipengaruhi oleh perbedaan jalur pembentukan asam laktat dari kedua bakteri
probiotik.

Pada penelitian ini menggunakan starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus
yang mempunyai jalur pembentukan asam laktat yang berbeda. Menurut Salminen et al. (2004)
Lactobacillus acidophilus termasuk genus Lactobacillus yang merupakan bakteri asam laktat dengan
jalur fermentasi homofermentatif sehingga produk yang dihasilkan didominasi oleh asam laktat.
Sedangkan Bifidobacterium longum termasuk genus Bifidobacterium yang mempunyai jalur
fermentasi heterofermentatif dalam pembentukan asam laktat. Bifidobacterium longum aktif
memfermentasi karbohidrat dengan produk utama asam laktat dan asam asetat.
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Total Plate Count
Berdasarkan hasil analisis sidik ragam, rataan nilai TPC fermentasi susu kambing dengan kombinasi

Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Gambar 2. Berdasarkan sidik
ragam menunjukkan bahwa kombinasi Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tidak
berpengaruh nyata terhadap total plate count susu kambing fermentasi.
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Gambar 2. Total plate count (TPC) susu kambing fermentasi

Jumlah populasi BAL yang diperoleh dalam penelitian ini lebih tinggi dari standar minimal TPC susu
fermentasi. Syarat minimum nilai total BAL yang baik dalam susu fermentasi adalah sebanyak 1,0 x
10°% CFU/ml (SNI 7552:2018). Menurut Fuller (1992), jumlah bakteri asam laktat yang baik untuk
kesehatan dan untuk dikonsumsi adalah 108-10° CFU/ml. Berdasarkan hasil penelitian fermentasi susu
kambing dengan kombinasi Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus menunjukkan
bahwa total BAL yang diperoleh telah memenuhi standar minimum SNI 7552:2018. Total BAL yang
tumbuh berada dalam kisaran 8,52-8,89 log CFU/ml dan dapat dikatakan bahwa BAL tumbuh dengan
optimal selama proses fermentasi.

Interaksi yang positif terjadi pada beberapa strain bakteri probiotik seperti pada Lactobacillus
acidophilus dan Bifidobacterium longum (Tamime, 2005). Hal ini menunjukkan bahwa Lactobacillus
acidophilus dan Bifidobacterium longum tidak saling menghambat satu sama lain. Kombinasi
Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tidak berpengaruh terhadap TPC diduga kerena
terbatasnya kandungan nutrisi pada masing-masing perlakuan. Menurut Azizah et al. (2013)
pertumbuhan bakteri asam laktat yang baik dalam susu fermentasi tergantung pada ketersediaan
kandungan nutrisi dalam media pertumbuhan. Mahdian dan Tehrani (2007) juga menjelaskan bahwa
pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti komposisi susu, suhu, jumlah
inokulum, waktu inkubasi dan waktu pendinginan susu. Untuk menghasilkan susu fermentasi yang
baik perlu diperhatikan kultur starter yang tepat, ketersediaan nutrisi media fermentasi dan kualitas
susu yang bermutu (Af'idah dan Trimulyono, 2019).

Daya Hambat terhadap Salmonella sp

Hasil analisis ragam terhadap kemampuan daya hambat menunjukkan bahwa kombinasi
Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tidak berpengaruh nyata terhadap luas zona
hambat yang terbentuk pada bakteri Salmonella sp. Daya hambat antibakteri Salmonella sp disajikan
pada Gambar 3.
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Kemampuan daya hambat susu kambing fermentasi dengan kombinasi starter Bifidobacterium
longum dan Lactobacillus acidophilus termasuk kategori lemah. Luas zona hambat yang terbentuk
berkisar antara 0,707-1,061 mm. Bakteriosin yang dihasilkan oleh Bifidobacterium longum dan
Lactobacillus acidophilus memiliki kemampuan yang tergolong lemah dalam merusak dinding sel
Salmonella sp, sehingga tidak optimal dalam membunuh bakteri patogen tersebut.

Gambar 3. Zona hambat terhadap Salmonella sp

Lemahnya daya hambat ini didukung oleh komposisi dinding sel Salmonella yang sangat kuat
sehingga resisten terhadap senyawa-senyawa bioaktif yang dihasilkan. Perbedaan sensitivitas bakteri
gram negatif terhadap antibakteri dapat dipengaruhi oleh struktur dinding sel bakteri. Dinding sel
bakteri gram negatif seperti Salmonella sp lebih kompleks dan berlapis serta tidak mengandung asam
teikoat sebagai salah satu reseptor bakteriosin, sehingga lebih resisten. Selain itu terdapat
perlindungan membran sel luar yang berfungsi sebagai barrier yang efisien melawan bakteriosin
tertentu (Syarifah et al., 2018).

Daya Hambat terhadap Escherichia coli

Susu kambing fermentasi dengan kombinasi starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus
acidophilus memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan Escherichia coli. Daya hambat
antibakteri terhadap Escherichia coli dengan metode kertas cakram disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Zona hambat terhadap Escherichia coli
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Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi Bifidobacterium longum dan
Lactobacillus acidophilus tidak berpengaruh nyata terhadap luas zona hambat yang terbentuk pada
bakteri Escherichia coli yang ditunjukkan oleh luas zona hambat berkisar antara 0,99-1,36 mm. Hal ini
menunjukkan bahwa daya hambat antibakteri susu kambing fermentasi termasuk kategori daya
hambat lemah.

Menurut Alakomi et al. (2006) daya hambat yang lemah ini diduga karena Escherichia coli adalah
bakteri gram negatif yang memiliki dinding sel polisakarida yang bertindak sebagai pelindung,
sehingga aktivitas senyawa metabolit tidak optimal dalam mendegradasi dinding sel bakteri patogen
tersebut. Rahmiati dan Mumpuni (2017) menyatakan bahwa terdapat beberapa hal yang
mempengaruhi besar kecilnya zona hambat yang dibentuk bakteri asam laktat terhadap bakteri
patogen diantaranya adalah interaksi antara kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan enzim
hidrolitik, umur biakan bakteri, jumlah enzim yang dihasilkan, komposisi medium, dan waktu inkubasi.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa susu kambing fermentasi dengan kombinasi
starter Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus tidak berpengaruh terhadap kadar asam
laktat, total plate count, dan kemampuan dalam menghambat pertumbuhan Salmonella sp dan
Escherichia coli. Daya hambat yang dihasilkan dari kombinasi starter pada susu kambing fermentasi
ini tergolong daya hambat lemah. Kombinasi Bifidobacterium longum dan Lactobacillus acidophilus
menghasilkan kadar asam laktat yang masih memenuhi SNI 01-2891-1992. Total BAL yang dihasilkan
telah memenuhi standar minimum SNI 7552:2018.
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