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ABSTRAK

Analisis Asam Laktat, Hidrogen Peroksida, dan Aktivitas Antibakteri Bakteri
Asam Laktat Transmisi Air Susu Ibu
Khoirun Nisa’, Oky Bagas Prasetyo, Nur Kusmiyati

Antibakteri telah berperan penting dalam mengurangi tingkat kematian manusia akibat
infeksi bakteri. Antibakteri banyak bersumber dari makhluk hidup berupa metabolit primer
maupun sekunder termasuk dari mikroorganisme. Bakteri asam laktat (BAL) dapat menjadi
salah satu sumber antibakteri untuk melawan pertumbuhan bakteri patogen karena
keberadaannya yang secara alami berkompetisi dengan bakteri patogen pada saluran
pencernaan, saluran kemih, dan saluran vagina manusia. Air susu ibu (ASI) mengandung
nutrisi kompleks yang dibutuhkan untuk pertumbuhan BAL, sehingga ASI dijadikan media
transmisi untuk isolasi BAL. BAL memiliki aktivitas antibakteri karena dapat memproduksi
agen antibakteri yang salah satunya adalah asam laktat dan hidrogen peroksida. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui adanya perbedaan kadar asam laktat dan hidrogen peroksida
isolat BAL dari ASI serta aktivitas antibakterinya. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Uji kadar senyawa asam laktat dan hidrogen peroksida menggunakan
metode titrasi, sedangkan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi sumur agar.
Pengujian kadar senyawa asam laktat dan hidrogen peroksida dilakukan pada isolat BAL
berkode B1A10“mid, B5C10°mid, C4A10™up, C1B10°mid, E3A10°mid, E3B10™mid,
F4A10°mid, dan F4B10°up dengan waktu inkubasi 48 jam. Sedangkan uji aktivitas
antibakteri dilakukan pada BAL dengan kadar asam laktat dan hidrogen peroksida tertinggi
terhadap bakteri indikator Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan uji lanjut Duncan Multiple
Range Test (DMRT) dengan taraf 0=5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar asam
laktat berbeda pada tiap isolat bakteri asam laktat dengan kadar tertinggi adalah isolat F4B10
3up yaitu sebesar 19,517 g/l. Kadar hidrogen peroksida berbeda tiap isolat BAL dengan kadar
tertinggi adalah isolat E3A10°mid dan F4B10up yaitu sebesar 0,078 g/l. Kultur bebas sel
isolat F4B10°up memiliki aktivitas antibakteri kategori kuat terhadap bakteri Escherichia
coli dan memiliki aktivitas antibakteri kategori baik terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Kata kunci: bakteri asam laktat, asam laktat, hidrogen peroksida, aktivitas
antibakteri.
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ABSTRACT

Analysis of Lactic Acid, Hydrogen Peroxide, and Antibacterial Activity of Lactic Acid
Bacteria Transmission of Human Breast Milk

Khoirun Nisa’, Oky Bagas Prasetyo, Nur Kusmiyati

Antibacterials play an important role in reducing human mortality due to bacterial infections.
Antibacterial come from many living things in the form of primary and secondary
metabolites, including from microorganisms. Lactic acid bacteria (LAB) can be a source of
antibacterials to fight the growth of pathogenic bacteria because their presence naturally
competes with pathogenic bacteria in the digestive tract, urinary tract, and human vaginal
tract. Breast milk (ASI) contains complex nutrients needed for LAB growth so that breast
milk is used as a transmission medium for LAB isolation. LAB has antibacterial activity
because it can produce antibacterial agents, one of which is lactic acid and hydrogen
peroxide. This study aims to determine the differences in levels of lactic acid and hydrogen
peroxide, the isolation of LAB from breast milk, and its antibacterial activity. This study used
a completely randomized design (CRD). Test the levels of lactic acid and hydrogen peroxide
compounds using the titration method, while the antibacterial activity test uses the agar well
diffusion method. Testing the levels of lactic acid and hydrogen peroxide compounds were
carried out on LAB isolates coded B1A10-4mid, B5C10-3mid, C4A10-4up, C1B10-3mid,
E3A10-3mid, E3B10-4mid, F4A10-3mid, and F4B10-3up with an incubation time of 48
hours. While the antibacterial activity test was carried out on LAB with the highest levels of
lactic acid and hydrogen peroxide against the indicator bacteria Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. The data obtained were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) and
advanced Duncan Multiple Range Test (DMRT) with a level of a = 5%. The results showed
that different levels of lactic acid in each isolate of lactic acid bacteria with the highest levels
were isolated F4B10-3, which was 19,517 g / L. 0.078 g / L. The cell-free culture of isolate
F4B10-3up has strong antibacterial activity against Escherichia coli and has good
antibacterial activity against Staphylococcus aureus bacteria.

Key words: lactic acid bacteria, lactic acid, hydrogen peroxide, antibacterial

activity
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Antibakteri adalah suatu zat yang dapat membunuh atau menghambat
pertumbuhan bakteri patogen (Talaro, 2008). Antibakteri dibagi menjadi dua tipe
berdasarkan cara kerjanya, yaitu bakteriostatis dan bakterisidal. Bakteriostatis adalah
tipe antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen, sedangkan
bakterisidal adalah tipe antibakteri yang dapat membunuh bakteri patogen dalam
waktu dan konsentrasi tertentu (Rigos & Troisi, 2005). Menurut Talaro (2008),
mekanisme antibakteri dalam menghambat atau membunuh bakteri patogen dibagi
menjadi empat macam. Mekanisme tersebut antara lain dengan menghambat sintesis
dinding sel, menghambat fungsi membran sel, menghambat sintesis protein, dan
menghambat sintesis asam nukleat.

Allah SWT berfirman dalam QS. Ali Imran ayat 190;

J o A ) - _ 7 1 - ~= > z
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Terjemah (Kemenag, 2002); Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan
bumi, dan pergantian malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi
orang yang berakal.

Kata al-baab adalah jamak dari luub yaitu saripati sesuatu. Terdapat lafadz
“la aayaatil li uulil albaab” yang artinya “benar-benar terdapat tanda kekuasaan
Allah bagi orang-orang yang berakal”. Menurut Tafsir Fi Zhilalil Quran oleh Sayyid
Quthb, ulul albab adalah orang yang melakukan dua hal, yaitu tadzakkur dan
tafakkur. Tadzakkur artinya mengingat Allah dengan ucapan atau hati dalam kondisi
saat bekerja maupun istirahat, sambil berdiri, duduk, atau dalam keadaan berbaring.
Sedangkan tafakkur artinya memikirkan ciptaan Allah, yakni kejadian di alam
semesta dengan mengetahui, memahami, dan menghayati bahwa fenomena alam dan

segala sesuatu menunjukkan adanya sang Pencipta. Tafsir Al-Mishbah menyatakan



bahwa dalam surat ini ditegaskan kepemilikan Allah SWT atas alam raya, maka disini
Allah menguraikan sekelumit dari penciptaan-Nya itu serta memerintahkan agar
memikirkannya. Tujuannya adalah untuk membuktikan keesaan dan kekuasaan Allah
SWT (Shihab, 2002).

Rasullah SAW bersabda dalam sebuah hadits riwayat Ibnu Mas’ud,

e jadales Ao a e 21554 I35 326 e Jan

Terjemah: Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali Dia
turunkan pula obatnya bersamanya. (Hanya saja) tidak mengetahui orang yang tidak
mengetahuinya dan mengetahui orang yang mengetahuinya. (HR. Ahmad 1/377, 413
dan 453. Hadits ini dishahihkan dalam Ash-Shahihah no. 451)

Hadits diatas menjelaskan bahwa seluruh penyakit terdapat obat yang dapat
menyembuhkan, mencegah, atau mengurangi dampaknya. Berdasarkan ayat al-quran
dan hadits di atas dapat diambil hikmahmya bahwa kita sebagai manusia hendaknya
berusaha untuk mencari solusi dari permasalahan dengan mempelajari ciptaan-Nya.
Termasuk usaha untuk mencari sumber antibakteri baru terutama yang bersumber
dari makhluk hidup.

Sebagian besar obat yang banyak digunakan secara klinis termasuk agen
antibakteri bersumber dari molekul alami terutama metabolit sekunder (Taylor,
2013). Agen antibakteri yang digunakan secara klinis tidak terkecuali bersumber dari
mikroorganisme (Hopwood, 2007). Bakteri asam laktat dapat memproduksi agen
antibakteri (Noordiana et al., 2013). Menurut Agriopoulou et al. (2020), senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat diantaranya adalah asam organik
(laktat, sitrat, asetat, fumarat, dan malat), hidrogen peroksida, CO,, diasetil, etanol,
reuterin, asetaldehid, asetoin, amonia, bakteriosin, dan substansi penghambat seperti
bakteriosin / bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS).

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri Gram positif, tidak membentuk
spora, dan merupakan bakteri katalase negatif yang tidak memiliki sitokrom. BAL



merupakan bakteri non-aerob, tetapi masih toleran terhadap kondisi aerob. BAL
memiliki toleransi terhadap asam, dan bersifat fermentatif ketat (Suskovi¢ et al.,
2010). Kelompok BAL yang masuk dalam filum Firmicutes terdiri dari enam famili
yang kesemuanya masuk dalam ordo Lactobacillales, kelas Bacilli (Agriopoulou et
al., 2020). Sedangkan kelompok BAL yang masuk dalam filum Actinobacterium
merupakan anggota dari ordo Bifidobacteriales, kelas Actinobacteria, dan famili
Bifidobacteriaceae (Holzapfel & Wood, 2014).

Bakteri asam laktat dalam tubuh manusia ditemukan pada saluran
gastrointestinal, saluran kemih, dan saluran vagina. Keberadaan BAL berfungsi untuk
berkompetisi dengan bakteri patogen yang terdapat pada organ tersebut (Pasolli et al.,
2020; Silvester & Dicks, 2003). Bakteri patogen yang terdapat pada saluran
gastrointestinal adalah Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
thypimurium, Listeria monocytogenes, dan Aeromonas caviae (Chen et al., 2020).
Bakteri patogen yang terdapat pada saluran kemih diantaranya adalah E. coli, P.
mirabilis, E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, dan E. faecium (Farrell et al., 2003).
Bakteri patogen yang terdapat pada saluran vagina adalah Escherichia coli,
Gardnerella vaginalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus agalactiae (Zarate & Nader-Macias,
2006).

Menurut Wakil & Osamwonyi (2011), bakteri asam laktat dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen baik Gram positif maupun Gram negatif. Perbedaan
antara bakteri Gram positif dan Gram negatif terdapat pada komponen dinding
selnya. Komponen dinding sel pada bakteri Gram positif terdiri atas peptidoglikan
berlapis tebal (PG, disebut juga dengan murein), asam teichoat, asam lipoteichoat, S-
layer, dan polisakarida. Bakteri Gram positif hanya memiliki satu membran plasma
Sedangkan bakteri Gram negatif memiliki dua amplop membran dan peptidoglikan
(PG) berlapis tipis (Sintubin et al., 2009). Contoh bakteri patogen dari kelompok
bakteri Gram positif adalah bakteri Bifidobacterium adolescentis, Clostridium



perfingens, Corynebacterium minutissimun, Enterococcus faecalis, Lactobacillus
plantarum, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, dan Streptococcus
mitis (Hessle et al., 2000). Sedangkan contoh bakteri patogen kelompok bakteri Gram
negatif adalah Acinetobacter baumanii, Bacteriodes fragilis, Enterobacter aergenes,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis
dan Pseudomonas aeruginosa (Feezor et al., 2003).

Bakteri asam laktat menghasilkan senyawa utama yaitu asam laktat sebagai
metabolit sekunder. Asam laktat adalah senyawa kimia yang memiliki dua
enansioner, memiliki gugus fungsi hidroksil dan karboksil, yaitu D- asam laktat dan
L- asam laktat. Asam laktat (2-hidroxypropanoic acid, (CH3-CH(OH)-COOH))
merupakan senyawa asam organik penting yang telah lama dimanfaatkan dalam
industri makanan, kosmetik, kesehatan, farmasi, dan agrikultur (Zhang et al., 2018).
Terdapat dua mekanisme penghambatan oleh asam laktat sehingga bakteri patogen
mengalami bakteriostatis. Mekanisme pertama asam laktat berdifusi ke dalam
membran sel dan berdisosiasi menurunkan kondisi pH dalam sitoplasma. Mekanisme
kedua adalah perusakan gradien proton elektrokimia (Schnirer & Magnusson, 2005).

Bakteri asam laktat juga menghasilkan hidrogen peroksida. Hidrogen
peroksida adalah cairan tidak berwarna, tidak berbau, memiliki sifat kelarutan
miscible dalam air (Niedzwecki et al., 2017). Hidrogen peroksida memiliki aktivitas
antibakteri tipe bakterisidal dengan merusak lipid, protein, dan asam nukleat (Murphy
& Friedman, 2019). Aktivitas antibakteri senyawa ini terjadi karena reaksi netralisasi
yang menghasilkan radikal bebas (Kwakman & Zaat, 2012). Hidrogen peroksida akan
membentuk radikal hidroksil (OHe) yang sangat reaktif dan memiliki aktivas
antibakteri secara cepat dengan konsentrasi rendah. Radikal hidroksil akan
menyerang beberapa target seluler (Alkawareek et al., 2019).

Asam laktat digolongkan sebagai asam organik bersama dengan asam asetat,
propionat, sorbat, dan benzoate berdasarkan pengelompokan agen antibakteri yang
dihasilkan oleh BAL, sedangkan hidrogen peroksida termasuk dalam kelompok



senyawa lain bersama dengan diasetil, karbondioksida, dan asetil dehida (YYang et al.,
2012). Kedua senyawa tersebut dianalisis kadarnya untuk menentukan isolat BAL
yang akan digunakan sebagai isolat uji aktivitas antibakteri. Senyawa tersebut dipilih
karena merupakan senyawa yang paling mudah untuk diamati.

Bakteri asam laktat membutuhkan nutrisi  yang komplek untuk
pertumbuhannya. Nutrisi tersebut antara lain karbohidrat mudah larut yang akan
digunakan sebagai sumber energi dan metabolisme, protein sebagai sumber nitrogen
untuk pembentukan biomassa sel (Widodo dkk., 2015). Menurut (Sabel et al., 2014),
selain karbohidrat dan protein, BAL juga membutuhkan vitamin. Vitamin yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan BAL adalah vitamin B1l, B6, B12, dan biotin
(Sutrisna dkk., 2017). BAL ditemukan pada lingkungan yang kaya akan nutrisi, dan
secara alami terdapat pada berbagai produk makanan seperti susu, produk daging, dan
sayuran (Schnirer & Magnusson, 2005).

Susu adalah media pertumbuhan yang baik untuk BAL karena mengandung
nutrisi kompleks yang dibutuhkan BAL. Susu mengandung lebih banyak karhohidrat
yang dapat difermentasi BAL dibandingkan dengan produk bukan susu (Helland et
al., 2004). Kuantitas karbohidrat yang terkandung dalam berbagai jenis susu
bervariasi. Susu sapi mengandung oligosakarida sebesar 1 g/l, susu kambing 0,25-
0,39 ¢/l, dan susu domba 0,02-0,04 g/l (Urashima et al., 2013). Susu dengan
kandungan oligosakarida tertinggi adalah air susu ibu (ASI), yaitu 10-20 g/l
(Asakuma et al., 2011). Berdasarkan data tersebut maka disimpulkan ASI adalah
media yang baik untuk pertumbuhan BAL karena mengandung lebih banyak
karbohidrat dibandingkan dengan susu lain.

Air susu ibu (ASI) adalah susu yang diproduksi oleh kelenjar mammae ibu
untuk dikonsumsi oleh bayi (Harianto dkk., 2019). ASI mengandung karbohidrat,
protein, lemak, vitamin, dan mineral (Hidayat dkk., 2015). ASI merupakan sumber
nutrisi utama bayi dan transmisi berbagai mikroorganisme. Famili BAL yang umum
ditemukan dalam  ASI  adalah  Streptococcaceae, = Pseudomonadaceae,



Staphylococcaceae, Lactobacillaceae, dan Oxalobacteraceae (Kang et al., 2020).
Penelitian Martin et al. (2012) mengisolasi bakteri asam laktat dari air susu ibu
dengan hasil BAL yang didapatkan antara lain kelompok Staphylococci, Streptococci,
Bifidobacteria, dan Lactobacillus.

Penelitian ini menggunakan isolat BAL yang diisolasi dari ASI pada
penelitian sebelumnya. Karakteristik isolat-isolat tersebut yaitu isolat B;A10™mid
memiliki bentuk kokus dengan pola penataan tak teratur membentuk gerombolan
(stafilokokus), BsC10°mid berbentuk stafilokokus, C;B10°mid berbentuk basil
dengan pola penataan rantai (streptobasilus), CsA10™up berbentuk streptobasilus,
E3A10°mid berbentuk streptokokus, EsB10™*mid berbentuk stafilokokus, FsA10°mid
berbentuk streptobasilus, dan F4B10°up berbentuk streptobasilus. Semua isolat
merupakan bakteri Gram positif berdasarkan uji pewarnaan Gram, tidak miliki
endospora pada uji pewarnaan endospora, dan tidak menghasilkan gelembung pada
uji katalase (katalase negatif) (Lampiran 1).

Beberapa penelitian mengenai kadar asam laktat dan hidrogen peroksida telah
dilakukan. Penelitian tersebut bertujuan mencari waktu inkubasi optimum untuk
memproduksi senyawa asam laktat dan hidrogen peroksida. Penelitian yang
dilakukan oleh Wakil & Osamwonyi (2011), menyatakan bahwa waktu inkubasi
untuk memproduksi asam laktat dan hidrogen peroksida paling optimum oleh
sebagian besar isolat bakteri asam laktat adalah pada jam ke-48. Kadar asam laktat
pada waktu inkubasi 24 jam sebesar 0,82 g/l, 48 jam sebesar 1,08 g/l, 72 jam sebesar
0,86 g/l, dan 96 jam sebesar 0,72 g/l. Sedangkan kadar hidrogen peroksida pada
waktu inkubasi 24 jam sebesar 0,014 g/l, 48 jam sebesar 0,023 g¢/l, 72 jam sebesar
0,016 g/l, dan 96 jam sebesar 0,010 g/l. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
adanya perbedaan kadar asam laktat dan hidrogen peroksida pada tiap isolat BAL
yang telah diinkubasi dengan waktu inkubasi optimum. Sehingga didapatkan pula

isolat BAL transmisi ASI dengan produksi senyawa paling optimal pada waktu



inkubasi optimum. Selain itu kultur bebas sel isolat BAL dengan produksi asam laktat
dan hidrogen peroksida paling optimal tersebut diuji aktivitas antibakterinya.

Peneliti beranggapan bahwa terdapat perbedaan kadar asam laktat dan
hidrogen peroksida yang dihasilkan oleh isolat BAL transmisi ASI yang telah
diinkubasi dengan waktu inkubasi optimum yaitu 48 jam. Peneliti juga beranggapan
bahwa kultur bebas sel isolat BAL dari ASI memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Bakteri tersebut dipilih karena
mewakili kelompok bakteri Gram positif dan negatif. Selain itu kedua bakteri tersebut
merupakan bakteri patogen yang biasa berada di dalam saluran pencernaan, saluran
kemih, dan vagina. Menurut hasil penelitian Mobolaji & Wuraola (2011), bakteri
patogen yang dapat dihambat oleh bakteri asam laktat meliputi bakteri S. aureus, E.
coli, Proteus spp., P. aeruginosa, P. fluorescens, B. lichieniformis, B. cereus, Serratia
spp., Salmonella spp., P. syringae, P. mirabilis dan K. pneumonia.

Penghambatan bakteri patogen oleh bakteri asam laktat membuat kondisi
mikroflora tubuh manusia menjadi seimbang (Grimoud et al., 2010). Allah SWT
berfirman dalam surat Al Mulk (67) ayat 3:
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Terjemah (Kemenag, 2002); Yang menciptakan tujuh langit berlapis-lapis.
Tidak akan kamu lihat sesuatu yang tidak seimbang pada ciptaan Tuhan Yang Maha
Pengasih. Maka lihatlah sekali lagi, adakah kamu lihat sesuatu yang cacat?

Ayat di atas terdapat lafadz “maa taraa fii kholgi rahmani min tafaawut”.
Tafsir Al-Mishbah oleh M. Quraish Shihab (2002); Yang menciptakan tujuh langit
yang serasi dan akurat. Kamu tak melihat sesuatu yang tidak seimbang pada ciptaan
Allah, Tuhan yang rahmat-Nya mencakup seluruh wujud baik pada ciptaan-Nya yang
kecil maupun yang besar. Maka ulangilah pandangan itu berkali-kali, niscaya tidak
akan kau menemukan kecacatan. Allah menciptakan bakteri patogen dalam tubuh

manusia, Allah menciptakan pula bakteri asam laktat sehingga terbentuk kondisi



mikroflora yang seimbang dalam tubuh manusia. Kondisi mikroflora yang seimbang
menjadikan kesehatan yang terjaga pula pada makhluk hidup.

Antibakteri telah berperan penting dalam mengurangi tingkat kematian
manusia akibat infeksi bakteri. Namun setelah penggunaan antibakteri untuk
penanganan penyakit yang disebabkan oleh bakteri patogen, dilaporkan adanya
resistensi bakteri patogen terhadap antibakteri (Fedorenko et al., 2015). Penyakit
infeksi merupakan salah satu penyebab utama kematian di seluruh dunia, terutama di
negara berpenghasilan rendah hingga menengah (Devasahayam et al., 2010).
Permasalahan tersebut menjadi alasan pentingmya dilakukan penelitian ini untuk
menemukan dan mengembangkan sumber antibakteri baru terutama yang bersumber
dari makhluk hidup.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang digunakan dalam penelitian ini adalah;

1. Apakah terdapat perbedaan kadar senyawa asam laktat yang dihasilkan oleh isolat
bakteri asam laktat?

2. Apakah terdapat perbedaan kadar senyawa hidrogen peroksida yang dihasilkan
oleh isolat bakteri asam laktat?

3. Apakah kultur bebas sel isolat bakteri asam laktat memiliki aktivitas antibakteri?

1.3 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah;

1. Mengetahui adanya perbedaan kadar senyawa asam laktat yang dihasilkan oleh
isolat bakteri asam laktat.

2. Mengetahui adanya perbedaan kadar senyawa hidrogen peroksida yang dihasilkan
oleh isolat bakteri asam laktat.

3. Mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari kultur bebas sel isolat bakteri asam
laktat terhadap bakteri patogen.



1.4 Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah;

1. Terdapat perbedaan kadar senyawa asam laktat yang dihasilkan oleh isolat bakteri

asam laktat.

Terdapat perbedaan kadar senyawa hidrogen peroksida yang dihasilkan oleh isolat
bakteri asam laktat

Terdapat aktivitas antibakteri dari kultur bebas sel isolat bakteri asam laktat

terhadap bakteri patogen.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah:

1.

Penelitian ini bermanfaat sebagai landasan teoritis mengenai kadar asam laktat
dan hidrogen peroksida dalam pengembangan ilmu pengetahuan

Menjadi pertimbangan bagi Klinisi untuk penelitian selanjutnya sebagai
penggunaan sumber antibakteri baru.

Penelitian ini dapat memberikan informasi pada masyarakat mengenai aktivitas
antibakteri dari bakteri asam laktat.

Isolat yang memiliki aktivitas antibakteri dapat menjadi sumber antibakteri baru,

khususnya bakteri Staphylococcus aureus dan Echericia coli.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah penelitian ini adalah:

1.

Isolat bakteri asam laktat diremajakan dari isolat yang diperoleh dari transmisi
sampel air susu ibu dengan usia 20-30 tahun dan usia bayi 1-6 bulan pada
penelitian sebelumnya.

Bakteri patogen penguji adalah bakteri spesies Staphylococcus aureus dan
Echericia coli yang didapat dari stok Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan
Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang.



3. Pengukuran kadar senyawa asam laktat dan hidrogen peroksida menggunakan
metode titrasi. Pengukuran kadar senyawa asam laktat berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Mobolaji & Wuraola (2011), sedangkan pengukuran kadar
senyawa hidrogen peroksida berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Rocio
Martin et al., (2005). Perhitungan kuantitasnya menggunakan metode A.O.A.C
(1980) berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Wakil & Osamwonyi (2011).

4. Aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cawan agar (Ndaw et
al., 2008).
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Asam Laktat

2.1.1 Klasifikasi dan Habitat

Kelompok bakteri asam laktat (BAL) dalam sistem klasifikasi berada di dalam
dua filum. Filum dengan spesies BAL terbesar adalah Firmicutes yang terdiri dari 6
famili dan semuanya masuk dalam ordo Lactobacillales, dan kelas Bacilli. Famili
Aerococcaceae terdiri dari genus Abiotropia, Aerococcus, Facklamia, Dolosicoccus,
Eremococcus, Globicatella, dan Ignavignarum. Famili Carnobactericeae terdiri dari
genus Carnobacterium, Marinilactibacillus, Trichococcus, Alkalibacterium,
Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter, Atopococcus, Bavariicoccus, Desemzia,
Dolosignarum,  Granulicatella,  Isobaculum, dan Lacticigenium.  Famili
Enterococcaceae terdiri dari genus Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Catellicoccus, Melissococcus, dan Pilibacter. Famili Lactobacilliceae terdiri dari
genus Lactobacillus, Paralactobacillus, dan Pediococcus. Famili Leuconostocaceae
terdiri dari genus Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, dan Lactococcus. Famili
Streptococcaceae terdiri dari genus Lactovum dan Streptococcus (Holzapfel & Wood,
2014).

Filum yang kedua adalah Actinobacterium yang beranggotakan famili
Bifidobacteriaceae, terdiri  dari  genus  Bifidobacterium,  Aeriscardovia,
Metascardovia, Alloscardovia, Gardnerella, Parascardovia, dan Scardovia. Famili
ini berada dalam ordo Bifidobacteriales dan kelas Actinobacteria (Fernanda et al.,
2016). Menurut Agriopoulou et al. (2020), genus Lactobacillus dari filum Firmicutes
telah mengalami reklasifikasi dan membentuk 25 genus baru yang terdiri dari 261
spesies tercatat pada bulan Maret 2020. Dua puluh lima genus tersebut antara lain
adalah Lactobacillus delbrueckii group, Paralactobacillus, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus,
Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Companilactobacillus, Holzapfelia,



Loigolactobacilus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Secundilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Fructilactobacillus, Ligilactobacillus,
Paucilactobacillus,  Limosilactobacillus,  Acetilactobacillus, Apilactobacillus,
Levilactobacillus, dan Lentilactobacillus.

Bakteri asam laktat ditemukan pada lingkungan yang kaya akan nutrisi, dan
secara alami terdapat pada berbagai produk makanan seperti susu, produk daging, dan
sayuran (Schnurer & Magnusson, 2005). Bakteri asam laktat dalam tubuh manusia
ditemukan pada saluran gastrointestinal, saluran kemih, dan saluran vagina.
Keberadaan BAL berfungsi untuk berkompetisi dengan mikroba patogen yang
terdapat pada organ tersebut (Pasolli et al., 2020; Silvester & Dicks, 2003; Corr et al,
2009).

2.1.2 Deskripsi

Bakteri asam laktat atau BAL adalah bakteri Gram positif, tidak membentuk
spora, bakteri katalase negatif yang tidak memiliki sitokrom. Berdasarkan kebutuhan
akan oksigen BAL merupakan bakteri non-aerob, tetapi masih toleran terhadap
kondisi aerob. BAL memiliki toleransi terhadap asam, dan bersifat fermentatif ketat.
Asam laktat adalah produk akhir utama yang dihasilkan dari fermentasi gula
(Suskovié et al., 2010). Bentuk sel BAL adalah bulat (cocci) dan batang (bacil) (Al,
2011). Morfologi koloni bakteri asam laktat secara makroskopis bentuknya sirkular,
elevasi cembung, dan tepi rata. Warna koloni kekuningan dan putih. Diameter
koloninya 0,5-1 mm (Zakariah et al., 2019). BAL adalah bakteri pengurai gula
menjadi asam laktat melalui proses fermentasi (Mustika dkk., 2019).

Bakteri asam laktat telah fama digunakan sebagai kultur starter untuk
meningkatkan pengawetan, rasa, dan tekstur makanan fermentasi dan produk pakan.
Hal ini karena kemampuannya untuk memfermentasi gula, peningkatan keasaman,
dan produksi beberapa metabolit sekunder (Kleerebezem et al., 2017). Selain itu BAL
juga dimanfaatkan untuk meningkatkan nilai gizi makanan yang difermentasi,
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contohnya yogurt yang mendapatkan folat dan riboflavin sebagai zat esensial yang
dihasilkan BAL (Arena et al., 2018). BAL dapat menjadi probiotik untuk saluran
pencernaan. Probiotik adalah mikroorganisme yang jika dikonsumsi dalam keadaan
hidup dan dengan jumlah yang cukup akan memberikan manfaat kesehatan (Nuraida
dkk., 2011).

2.1.3 Metabolisme Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat membutuhkan nutrisi yang komplek untuk pertumbuhannya,
diantaranya adalah karbohidrat, protein, vitamin, dan mineral. Secara garis besar
metabolisme BAL berdasarkan substratnya yaitu; metabolisme gula, metabolisme
sitrat, dan metabolisme protein. Senyawa yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat
bermacam-macam, diantaranya adalah asam organik (laktat, sitrat, asetat, fumarat,
dan malat), hidrogen peroksida, CO,, diasetil, etanol, reuterin, asetaldehid, asetoin,
dan ammonia (Agriopoulou et al., 2020). Metabolisme gula mengarah pada
pembentukan asam laktat saja atau kombinasi asam laktat dengan etanol atau
senyawa asam organik lain. Variasi produk metabolisme BAL membentuk tiga
kategori fermentasi. Yaitu Homofermentatif, Heterofermentatif, dan metabolisme
asam campuran (Gambar 2.1). Homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat,
heterofermentatif menghasilkan asam laktat bersama dengan etanol, sedangkan
metabolisme asam campuran menghasilkan asam laktat, etanol, dan asam organik lain
(Settanni & Moschetti, 2010).
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Selain memetabolisme gula sebagai substrat, BAL juga dapat memetabolisme
substrat sitrat. Metabolisme ini menghasilkan senyawa volatil seperti diasetil, asetoin,
asam asetat, dan butanediol (Garcia-Quintans et al., 2008). Transport sitrat diangkut
ke dalam sel oleh sitrat atau malat permease yang dikodekan oleh CitP atau CitM.
Sitrat di dalam sitosol didegradasi menjadi asetat dan oksaloasetat oleh sitrat liase
yang terdiri dari tiga subunit, subunit a, b, ¢, yang dikodekan dengan CitD, CitE, dan
CitF (Pretorius et al., 2019). Transport sitrat diangkut ke dalam sei oleh sitrat atau
malat permease yang dikodekan oleh CitP atau CitM. Sitrat di dalam sitosol
didegradasi menjadi asetat dan oksaloasetat oleh sitrat liase yang terdiri dari tiga
subunit, subunit a, b, ¢, yang dikodekan dengan CitD, CitE, dan CitF (Garcia-
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Quintans et al., 2008). Kemudian prekursor a-asetolaktat membentuk diasetil melalui
dekarboksilasi dengan adanya oksigen (Verhue & Tjan, 1991).
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Gambar 2. 2 Pathway metabolisme sitrat oleh bakteri asam laktat (Garcia-Quintans et al.,
2008)

Metabolisme protein dimulai dengan proses degradasi protein di luar sel oleh
cell elvelope proteinase (CEP) yang ditambatkan di dinding sel menjadi oligopeptida.
CEP dikodekan menjadi PrtP, PrtB, PrtS, dan PrtH. Aktivasi CEP memerlukan
maturation proteinase (PrtM). Tahap kedua adalah pengangkutan oligopeptida,
dipeptida, dan tripeptida oleh oligo-, di-, dan tri-peptide transport system (Opp, Dpp,
dan DtpT). Selanjutnya adalah proses peptidase. Proses ini menghidrolisis peptida
dan pelepasan asam amino esensial. Tahap berikutnya adalah pembentukan asam
amino menjadi senyawa perasa dan amina biogenik dengan bantuan enzim

katabolisme asam amino (Fernanda et al., 2016).
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Gambar 2. 3 Pathway metabolisme protein oleh bakteri asam laktat (Fernanda et al., 2016)

2.2 Air Susu lbu

2.2.1 Deskripsi Umum

Air Susu Ibu (ASI) adalah emulsi lemak dalam larutan laktosa, protein, dan
garam organik yang disekresikan oleh kelenjar mammae ibu (Ramadhan &
Rahmawati, 2019). Menurut Harianto dkk (2019), ASI adalah susu yang diproduksi
oleh ibu untuk dikonsumsi bayi, yang merupakan sumber gizi utama bagi bayi
tersebut pada masa pertumbuhannya. ASI adalah makanan bergizi tinggi dan
merupakan pendukung awal mikrobiota pencernaan bayi baru lahir. Peran ASI dan
mikrobiota tersebut adalah bertindak sebagai mekanisme pertahanan tubuh dalam
melawan penyakit (Gonzélez et al., 2013).

Air susu ibu mengandung semua nutrisi yang diperlukan bayi untuk bertahan
hidup dalam enam bulan pertama, mulai dari hormon, antibodi, antioksidan, dan
kekebalan tubuh (Tarigan & Aryastami, 2012). ASI dikenal sebagai sistem
pendukung imunologis yang penting bagi bayi selama bulan-bulan pertama
kehidupan. ASI mengandung eksosom yang berperan dalam fungsi pengaturan
kekebalan pada bayi, yaitu fungsi stimulasi dan fungsi toleransi (Admyre et al.,
2007).
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Air susu ibu mengandung glikoprotein dan N-acetylglucosamin untuk
pertumbuhan probiotik sehingga ASI berpotensi sebagai prebiotik (Dewi & Ariyadi,
2007). Prebiotik adalah karbohidrat rantai pendek yang tidak dapat dicerna tapi dapat
difermentasikan oleh bakteri pencernaan menjadi asam lemak rantai pendek atau
short chain fat acid (SCFA). Proses tersebut dinamakan fementasi saccharolytic dan
terjadi dalam saluran pencernaan. Adanya fermentasi ini menyebabkan pH menurun
dan menghambat mikroba patogen yang tidak tahan asam, serta mengingkatkan
absorbsi mineral (Ridlo & Subagiyo, 2013).

2.2.2 Kandungan Air Susu lbu

Air susu ibu penting untuk kesehatan bayi karena mengandung zat-zat
penting untuk tubuh seperti karbohidrat (laktosa), protein, lemak, vitamin, dan
mineral (Hidayat dkk., 2015). Secara garis besar kandungan nutrien pada ASI dibagi

menjadi dua, yaitu makronutrien dan mikronutrien.

21.2.1 Makronutrien
Makronutrien yang tekandung dalam ASI adalah karbohidrat, protein, dan
lemak (Ernawati dkk., 2019). Konsentrasi karbohidrat, protein dan lemak pada ASI
berubah secara drastis dalam sekali pemberian dan selama menyusui. Hal ini
menyesuaikan dengan kebutuhan bayi (Andreas et al., 2015). Sehingga berdasarkan
berbedaan konsentrasi kandungan ASI. Menurut Rochow et al. (2013), konsentrasi
makronutrien rata-rata pada ASI adalah lemak 4,4 gr/100 mL, protein 3 gr/100 mL,
dan karbohidrat 8,8 gr/100 mL.
a. Karbohidrat
Karbohidrat adalah komponen makronutrien terbesar dalam ASI. Terdapat
berbagai macam karbohidrat yang terkandung dalam ASI, secara garis besar terdapat
karbohidrat disakarida dan oligosakarida. Karbohidrat terbanyak yang ditemui dalam
susu adalah disakarida laktosa yang merupakan gabungan monosakarida glukosa dan
galaktosa (Andreas et al., 2015). Kandungan laktosa pada ASI merupakan yang
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paling tinggi dibandingkan dengan susu spesies lain, hal ini sesuai dengan kebutuhan
energi untuk otak manusia (Coppa et al., 1993).

Oligosakarida ASI atau disebut juga dengan MHO (human milk
oligosaccharides) disusun oleh 3 sampai 22 unit sakarida dalam satu molekul dan
terdiri dari 5 molekul yang berbeda. Monosakarida penyusun oligosakarida adalah L-
fucose, D-glukosa, D-galaktosa, N-acetylglucosamine, dan asam N-acetylneuraminic.
MHO atau olisakarida dalam ASI memilik lebih dari 200 variasi berbeda yang
keseluruhannya terdapat laktosa di ujungnya sebagai pereduksi. MHO tidak dapat
dicerna oleh bayi, namun memiliki peran penting dalam pemeliharaan mikroba
pencernaan (German et al., 2008). Sehingga keberadaan MHO sangat penting dalam
pencegahan diare dan infeksi saluran nafas pada neonatal atau bayi baru lahir
(Newburg & Walker, 2007).

b. Protein

Protein yang terkandung dalam ASI sangat bervariasi, terdapat lebih dari 400
jenis protein yang berfungsi memberi nutrisi, merangsang penyerapan nutrisi,
imunomodulator, dan sebagai zat antimikroba (Molinari et al., 2012). Protein dalam
susu dibedakan menjadi tiga kelompok, yaitu whey, kasein, dan mucins. Whey adalah
protein yang terlarut dalam larutan, protein kasein didalam misel kasein dan
tersuspensi dalam larutan, sedangkan mucins berada dalam membrane globulin lemak
susu (Lonnerdal, 2003). Protein air susu ibu dengan jumlah paling banyak adalah
protein whey jenis o-laktobumin, latoferin, IgS, albumin serum, dan lisozim
(Lénnerdal, 2004).

c. Lemak

Lemak atau lipid dalam ASI menyumbang 40-55% energi sebagai sumber
terbesar, hadir sebagai emulsi lemak. ASI mengandung lebih dari 200 jenis asam
lemak. Berbagai jenis asam lemak tersebut sebagian banyak diantaranya
berkonsentrasi sangat rendah, sebagian yang lain mendominasi komposisi lemak
(Koletzko et al., 2001). Sebagian besar lemak yang disekresikan dalam ASI adalah
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triasilgliserol, yaitu sebesar 98% lemak total. Sisanya adalah diasilgliserida,
monoasilgliserida, asam lemak bebas, fosfolipid, dan kolesterol. Komponen lemak
tersebut membentuk gumpalan lemak susu dengan fosfolipid yang membentuk
membran gumpalan. Triasilgliserol biasanya ditemukan di inti gumpalan lemak.
Ukuran gumpalan berkisar 1um sampai 10um dengan rata-rata diameter 4um (Lopez
& Meénard, 2011).

Gambar 2. 4 Gumpalan lemak pada air susu ibu (Zou et al., 2012)

2.1.2.2  Mikronutrien

Kandungan mikronutrien pada ASI adalah vitamin dan mineral (Ernawati
dkk., 2019). Vitamin yang terkandung dalam ASI meliputi thiamin (vitamin B1),
riboflavin (vitamin B2), niacin (vitamin B3), cobalamin (vitamin B12), folate
(vitamin B9), pantothenic acid (vitamin B5), biotin (vitamin B7), ascorbic acid
(vitamin C), vitamin A, vitamin D, vitamin E, dan vitamin K (Hampel et al., 2018).

Mikronutrien mineral dikelompokkan menjadi dua, yaitu makromineral dan
mikromineral. Makromineral yang terdapat pada ASI meliputi sodium, potassium,
Klorida, kalsium, magnesium, fosfor, dan fosfat. Sedangkan mikromineral adalah
trance element atau elemen jejak. Trance element sendiri adalah substansi yang
membentuk kurang dari 0,01% tubuh. Contoh mikromineral yang ditemukan pada air
susu ibu adalah molydenum, cobalt, chromium, dan nikle. Pada ibu perokok aktif
dapat ditemukan pula cadmium dalam air susunya (Martin et al., 2006).
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2.3 Asam Laktat

2.3.1 Deskripsi Asam Laktat

Asam laktat atau disebut juga asam susu (Nama IUPAC: 2-asam hidroksipropionat)
memiliki rumus kimia C3HgO3. Asam laktat adalah asam organik multifungsi yang
sering digunakan dalam dunia industri. Asam laktat komersial dapat diproduksi
secara sintesis maupun alami. Delapan puluh persen industri di seluruh dunia
membuat asam laktat secara alami melalui proses fermentasi bakteri. Asam laktat di
alam terdapat dua jenis isomer optik, yaitu D(-) lactic acid dan L(+) lactic acid (Jin et
al., 2005).

Gambar 2. 5 Struktur molekul asam laktat (Axelsson et al., 2012).

Asam laktat banyak dimafaatkan di bidang pangan sebagai pengatur
keasaman, peningkatan aroma, dan pengawetan makanan karena dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Selain bidang pangan, senyawa ini juga digunakan di

bidang farmasi dan kosmetik (Jin et al., 2005).

2.3.2 Biosisntesis Asam Laktat oleh Bakteri Asam Laktat

Mikroorganisme yang paling umum digunakan untuk memproduksi asam
laktat adalah bakteri asam laktat (BAL) (Ghaffar et al., 2014). BAL dapat
memproduksi asam laktat dari substrat gula pentosa (CsH100s) maupun gula heksosa
(CsH120¢). Gula pentosa meliputi arabinosa, xylosa, ribose, dan ribulosa, sedangkan
gula heksosa meliputi glukosa, galaktosa, manosa, dan fruktosa (Rahman et al.,
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2011). Namun sebagian besar strain BAL tidak dapat menghasilkan asam laktat yang
berasal dari gula pentosa (Zhang et al., 2018).

Asam laktat diproduksi olen BAL melalui metabolisme homofermentatif
maupun heterofermentatif ~ (Settanni &  Moschetti, 2010). Metabolisme
homofermentatif oleh BAL menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir utama.
Hasil maksimal teoritis asam laktat adalah dua mol asam laktat per mol glukosa
(Taskila & Ojamo, 2013). BAL homofermentatif (Homo-LAB) memetabolisme
heksosa menjadi asam piruvat melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
kemudian asam piruvat digunakan untuk meregenerasi NAD" dalam reaksi Kkatalis
laktat dehydrogenase (LDH) dan menghasilkan asam laktat. Ada dua jenis LDH yaitu
L-LDH yang bertanggung jawab mengakatalisis pembentukan L- asam laktat dan D-
LDH yang bertanggung jawab mengkatalisis pembentukan D-asam laktat (Zhang et
al., 2018).
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EMP (Holzapfel & Wood, 2014).

Bakteri asam laktat heterofermentatif (Hetero-LAB) menghasilkan asam laktat
menggunakan gula pentosa dan heksosa melalui jalur phosphoketolase (PK)
(Zaunmuller et al., 2006). Hasil maksimal teoritis adalah satu mol asam laktat per
mol heksosa atau satu mol asam laktat per satu mol pentosa. Hetero-LAB
menghasilkan produk samping asam asetat, etanol, atau beberapa propiol. BAL
heterofermentatif fakultatif memetabolisme melalui jalur EMP, namun juga memiliki

jalur PK jika diinduksi dengan pentosa (Zhang et al., 2018).
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2.4 Hidrogen Peroksida
2.4.1 Deskripsi Hidrogen Peroksida

Hidrogen peroksida adalah oksidan kuat dan dapat membentuk radikal bebas
dengan pembelahan homolitik. Hidrogen peroksida dapat mengalami banyak reaksi
seperti penambahan molekul, subtitusi, oksidasi, dan reduksi (Chambers et al., 2007).
Hidrogen peroksida merupakan senyawa kimia dengan rumus molekul H;O..
Senyawa ini berwarna biru pucat yang khas dalam bentuk cair murni. Namun dalam
bentuk larutan dan pada suhu ruang hidrogen peroksida menjadi tidak berwarna dan
berbau sedikit lebih tajam. Larutan hidrogen peroksida merupakan asam lemah dan
tidak sepenuhnya terionisasi dalam air. Viskositasnya sedikit lebih tinggi

dibandingkan dengan air (Pedziwiatr et al., 2018).
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Hidrogen peroksida memiliki stuktur molekul yang unik. Senyawa dengan
ikatan oksigen-oksigen tunggal dikategorikan dalam gugus peroksida. Hidrogen
peroksida merupakan tipe paling sederhana dalam gugus kimia tersebut. Hidrogen
peroksida merupakan agen oksidasi kuat karena struktur kimianya dan tidak
berpasangan elektron (Wexler et al., 2014).

2.4.2 Biosintesis Hidrogen Peroksida oleh Bakteri Asam Laktat

Hidrogen peroksida diproduksi oleh bakteri asam laktat melalui proses piruvat
oksidasi (Winterbourn, 2013). Piruvat adalah perantara dari hampir semua jalur
fermentasi gula dan umumnya direduksi menjadi asam laktat. Sintesis hidrogen
peroksida merupakan bagian dari metabolisme piruvat. Metabolisme piruvat dibagi
menjadi empat jalur utama; jalur diasetil-asetoin, piruvat format lyase, dehydrogenase
piruvat, dan jalur oksidasi piruvat (Holzapfel & Wood, 2014). Produksi hidorgen
peroksida melibatkan gen spxB. spxB adalah dekarboksilase yang mengkatalisis
konversi piruvat, fosfat anorganik (Pi) dan oksigen molekuler (O,) menjadi hidrogen
peroksida, karbon dioksida (CO,), dan asetil fosfat yang bertindak sebagai donor
gugus fosfori berenergi tinggi.

Pyruvate + O, + Pi — CO, + H,0; + Acetyl~P (Chen et al., 2011).
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Gambar 2. 8 Pathway alternatif metabolisme piruvat (Holzapfel & Wood, 2014).

Hidrogen peroksida juga dapat diproduksi melalui proses oksidasi NADH
menjadi NAD". Proses ini termasuk dalam metabolisme aseptor elektron berupa
oksigen. Ada dua tipe oksidasi NADH. Tipe yang pertama menghasilkan hidrogen
peroksida dengan 1 NADH dan 1 H" yang dioksidasi. Sedangkan tipe kedua dengan 2
NADH dan 2 H* dioksidasi membentuk NAD"* dan H,O (bukan H,0,). Beberapa
LAB memiliki kedua tipe NADH oksidase tersebut (Holzapfel & Wood, 2014).

2.5 Aktivitas Antibakteri
Antibakteri adalah suatu zat yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri

patogen. Antibakteri dibagi menjadi dua jenis, yaitu antibakteri yang dapat
membunuh bakteri target (bakterisidal) dan bakteri yang hanya mengahambat
pertumbuhan bakteri target (bakteriostatik). Zat antibakteri harus bersifat toksik
terhadap parasit namun tidak berbahaya terhadap inang atau yang disebut dengan sifat
toksisitas selektif. Antibakteri berdasarkan aktivitas penghambatannya terbagi

menjadi dua kelompok, yaitu narrow spectrum yang dapat menghambat bakteri Gram

25



positif saja atau bakteri Gram negatif saja dan broad spectrum yang dapat
menghambat bakteri Gram positif maupun bakteri Gram negatif (Talaro & Barry,
2014). Bakteri asam laktat dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen baik
Gram positif maupun Gram negatif (Wakil & Osamwonyi, 2011).

Aktivitas antibakteri dari bakteri asam laktat disebabkan karena adanya
produksi asam organik, diasetil, hidrogen peroksida, dan bakteriosin yang merupakan
protein bakterisidal selama fermentasi (Savadogo et al., 2004). Sedangkan menurut
Cizeikiene et al. (2013) pengaruh antibakteri oleh bakteri asam laktat disebabkan
adanya produksi asam laktat, asam asetat, asam propionik, asam sorbik, asam benzoit,
hidrogen peroksida, diasetil, etanol, asam fenolik, dan senyawa protein lain yang
berpotensi sebagai antibakteri.

2.6 Mekanisme Aktivitas Antibakteri

2.6.1 Mekanisme Aktivitas Antibakteri Asam Laktat

Asam laktat yang diproduksi bakteri asam laktat memiliki aktivitas antibakteri
dengan dua mekanisme penghambatan. Mekanisme penghambatan yang pertama
adalah, asam yang lebih bersifat hidrofobik berdifusi ke dalam membran sel. Asam
tersebut berdisosiasi di dalam membran sel dan melepaskan ion HC sehingga kondisi
sitoplasma menjadi asam. Selain mekanisme penurunan pH, asam laktat yang tidak
terdisosiasi menghancurkan gradien proton elektrokimia, menyebabkan bakteriostatis
dan akhirnya kematian bakteri (Schnirer & Magnusson, 2005).

2.6.2 Mekanisme Aktivitas Antibakteri Hidrogen Peroksida

Hidrogen peroksida memiliki aktivitas antibakteri dengan membentuk radikal
hidroksil (OHe). OHe yang merupakan oksidan kuat dapat bereaksi dengan
makromolekul sel seperti DNA dan lipid dalam membran sel (Feuerstein et al.,
2006). Radikal hidroksil adalah radikal oksigen paling reaktif dan bereaksi sangat
cepat dengan hampir semua jenis molekul yang ditemukan dalam sel makhluk hidup
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(Meghana et al., 2013). Reaksi pembentukan OHe merupakan reaksi netralisasi yang
dapat terbentuk apabila terdapat enzim katalase (Kwakman & Zaat, 2012).

Enzim katalase tidak dimiliki oleh bakteri asam laktat. Namun dalam keadaan
alami senyawa hidrogen peroksida dapat memiliki aktivitas antibakteri karena adanya
laktoperoksidase dan tiosianat (SCN"). Glikoprotein laktoperoksidase bisa ditemukan
dalam saliva, air mata, dan susu. Laktoperoksidase mengkatalis oksidasi dari tiosianat
terhadap hidrogen peroksida menghasilkan hipotianit (OSCN’) dan apabila ada
kelebihan hidrogen peroksida menghasilkan O,SCN™ dan O3SCN'.

SCN" + H202 S el OSCN" + H20

Keberadaan hipotianit menyebabkan kerusakan dan perubahan struktur

membran bakteri. Namun efek antimikroba hipotianit yang utama adalah adanya
pemblokiran glikolisis. Hipotianit dapat menghambat transport glukosa, aktivitas
heksokinasi, dan aktivitas gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenasi. Hal ini dapat
menyebabkan bakteriostatis pada bakteri Gram positif dan bakterisidal pada bakteri
Gram negatif (Salminen et al., 2004). Tranport glukosa, aktivitas heksokinasi, dan
aktivitas gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenasi terhambat karena adanya oksidasi
gugus sulfidril dalam enzim metabolik (Dicks & Botes, 2010).

Pembentukan OHe dapat pula terjadi ketika hidrogen peroksida bertemu
dengan Fe bebas melalui reaksi fenton.

Fe?* + H,0, — Fe*" + OHe + OH

Organisme tingkat tinggi telah mengembangkan mekanisme untuk
menangkap transisi ion logam Fe menjadi bentuk terikat protein, sehingga tidak dapat
membentuk OHe dan radikal bebas lainnya (Halliwell et al., 2000).
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Gambar 2. 9 Mekanisme aktivitas antibakteri hidrogen peroksida (Feng & Wang, 2020).

2.7 Titrasi
Titrasi adalah metode yang berdasarkan pada kombinasi stoikiometri koloid

ion positif dan negatif. lon koloid positif dititrasi secara langsung dengan ion koloid
negatif. Normalitas larutan titer ditentukan dengan jumlah ekivalen dari gugus
polimer yang dapat dipisahkan dalam satu liter larutan. Titik akhir titrasi biasanya
ditentukan dengan perubahan warna suatu zat indikator. Namun pada beberapa jenis
titrasi yang metakromasinya kurang lebih tidak dapat ditentukan, biasanya titik akhir
ditentukan dengan adanya pengendapan reaktan secara tiba-tiba (Terayama, 1952).

2.7.1 Titrasi Asam Basa

Titrasi asam basa adalah titrasi untuk menentukan kadar asam dengan larutan
basa sebagai titran. Titik akhir dari titrasi jenis ini adalah kesetimbangan pH yang
ditunjukkan dengan perbedaan warna oleh indikator. Jenis-jenis indikator yang
digunakan dalam titrasi asam basa dan indikasi warnanya adalah sebagai berikut
(Greenfield & Clift, 1975):

Tabel 2. 1 Indikator yang digunakan dalam titrasi asam basa

Indikator Warna asam Warna basa Rentang pH
Cresol red merah kuning 0,2-1,8
Thymol blue merah kuning 1,2-2,8
Bromophenol blue kuning biru 3,0-4,6
Methyl orange merah kuning 3,1-4,4
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Congo red biru merah 3,0-5,0
Bromocresol green kuning biru 3,8-54
Methyl red merah kuning 4,2-6,3
Bromocresol purple kuning ungu 5,2-6,8
Litmus merah biru 5,0-8,0
Bromothymol blue kuning biru 6,0-7,6
Phenol red kuning biru 6,8-8,4
Cresol red kuning merah 7,2-8,8
Thymol blue kuning merah 8,0-9,6
Phenolphthalein Tidak berwarna merah 8,3-10,0
Alizarin Yellow R kuning Jingga-merah | 10,1-12,0

2.7.2 Titrasi Redoks

Titran berperan sebagai agen oksidasi atau agen reduksi dalam titrasi redoks.
Titran yang digunakan sebagai oksidator antara lain adalah; MnO4, Cr,0;%, dan I,.
Titran yang digunakan sebagai reduktor antara lain adalah; Fe®*, S,05°". Titran yang
bertindak sebagai oksidator melepaskan atom oksigen yang akan diterima oleh
substrat sebagai reduktor atau menerima elektron dari substrat, begitupun sebaliknya
pada titran yang bertindak sebagi reduktor. Penentuan kadar hidrogen peroksida dapat
dilakukan menggunakan titratsi redoks jenis permanganometri. Titrasi ini
menggunakan potassium permanganat (KMnO,) sebagai titran oksidator. Potassium
permanganat berwarna ungu karena adanya permanganat (MnO,). Ketika titran
melepaskan atom oksigen (harus dalam kondisi asam) maka titran akan berubah
menjadi Mn?* dan O, yang kehilangan warna ungunya. Sehingga pada reaksi ini tidak
diperlukan indikator karena titik akhir dari titrasi dapat ditentukan dengan potassium
permanganat yang sudah tidak berwarna bening ketika hidrogen peroksida sudah
habis (Greenfield & Clift, 1975).
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Hidrogen peroksida (H,O,) merupakan oksidator kuat, dalam reaksi titrasi
permanganometri juga bertindak sebagai oksidator karena melepaskan atom oksigen.
Namun setelah itu mengikat oksigen dari permanganat dan membentuk air. Berikut

reaksi pada ritrasi hidrogen peroksida menggunakan potassium permanganat.

3H,0; + 2KMnOs— 30, + 2MnO; + 2KOH + 2H,0 (Klassen et al., 1994).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental kuantitatif menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini melakukan tiga percobaan.
Percobaan pertama dan kedua adalah pengukuran kadar asam laktat dan hidrogen
peroksida dengan 9 perlakuan (kontrol, isolat bakteri asam laktat dengan kode B;A10°
*mid, BsC10°mid, C,A10“up, C:B10°mid, EsA10°mid, EsB10™mid, F4A10°mid,
dan F4B10°up) dan 3 kali ulangan. Percobaan ketiga adalah pengujian aktivitas
antibakteri dengan 6 perlakuan (kontrol (+) terhadap Staphylococcus aureus, kontrol
(+) terhadap Escherichia coli, kontrol (-) terhadap Staphylococcus aureus, kontrol (-)
terhadap Escherichia coli, isolat BAL terhadap Staphylococcus aureus, dan isolat

BAL terhadap Escherichia coli). Semua perlakuan diulang sebanyak 4 Kkali.

3.2 Variabel Penelitian

Variabel penelitian ini terdiri dari variabel bebas, variabel terikat, dan variabel
kontrol. Variabel bebas yaitu jenis isolat bakteri asam laktat dan bakteri penguiji.
Variabel terikat yaitu kadar asam laktat, kadar hidrogen peroksida, dan aktivitas
antibakteri. Variabel kontrol adalah jenis media, suhu dan waktu inkubasi, dan

kecepatan shaker.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari — Desember 2020. Pengukuran
kadar senyawa antibakteri dari bakteri asam laktat dilakukan di Laboratorium
Biokimia, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik lbrahim Malang. Adapun pengujian aktivitas antibakteri bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.



3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah jarum ose, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, tabung appendorf, cawan petri, Laminar Air Flow, shaker incubator,
autoclave, bunsen, Erlenmeyer, hot plate, tube 15 mL, pipet tetes, mikropipet, blue
tip, yellow tip, vortex, sentrifugator, titrimeter, neraca analitik dan jangka sorong

digital.

3.4.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri asam laktat, bakteri
Staphlococcus aureus, bakteri Escherichia coli, media MRS agar (de Man, Rogosa,
Sharpe agar), MRS borth (de Man, Rogosa, Sharpe borth), MHA (Muller Hinton
Agar), NA (Nutrient Agar) dan media NB (Nutrient Borth), phenolphthalein, NaOH 1
N, Kalium permanganat 0,1 N, Asam sulfat 0,1 M, antibakteri kloramfenikol, dan

aquades steril.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dilakukan dengan membungkus alat dengan kertas dan
dimasukkan ke dalam kantong plastik. Sterilisasi bahan media MRS agar, MRS
broth, NA, NB, dan MHA dilakukan dalam wadah botol dan ditutup kapas dan kasa
pada mulut botol, kemudian dimasukkan dalam plastik. Sterilisasi bahan cairan
seperti aquades, NaCl dilakukan dalam wadah botol dan ditutup aluminium foil pada
mulut botol, kemudian dimasukkan ke dalam kantong plastik. Alat dan bahan

disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

3.5.2 Pembuatan Media
Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah media de Man Rogosa
Sharpe agar (MRS agar), de Man Rogosa Sharpe broth (MRS broth), Nutrient agar
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(NA), dan Muller Hinton Agar (MHA). Berikut prosedur pembuatan masing-masing
media.
3.5.2.1 de Man Rogosa Sharpe agar (MRS agar)

Media MRS agar digunakan untuk isolasi, seleksi, dan purifikasi bakteri asam
laktat pada air susu ibu. Pembuatan media MRS agar dilakukan dengan
menghomogenkan 62 g media dalam 1000 mL aquades. Media yang sudah
dihomogenkan dan dididihkan selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave
dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Penggunaan media MRS agar dituangkan
dalam cawan petri. Penyimpanan media dapat dilakukan dengan memasukkannya
dalam lemari pendingin.
3.5.2.2 de Man Rogosa Sharpe broth (MRS broth)

Media MRS borth digunakan untuk membuat kultur bebas sel bakteri asam
laktat dan untuk kultur perhitungan senyawa antibakteri. Pembuatan media MRS
borth dilakukan dengan menghomogenkan 52,2 g media dalam 1000 mL aquades.
Media kemudian dididihkan dengan menggunakan hotplate. Setelah media mendidih
dan homogen, selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave dengan suhu 121 °C
selama 15 menit. Penyimpanan media dapat dilakukan dengan dimasukkan dalam
lemari pendingin.
3.5.2.3 Nutrient agar (NA)

Media NA digunakan untuk meremajakan bakteri patogen Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Pembuatan media ini dilakukan dengan cara
menghomogenkan 28 g media dalam 1000 mL aquades. Setelah itu media dididihkan
menggunakan hot plate. Setelah media mendidih dan homogen, media disterilisasi
menggunakan autoclave dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Pemakaian media NA
dilakukan dengan menuangkannya pada cawan petri, sedangkan penyimpanannya
dapat dilakukan dengan dimasukkan dalam lemari pendingin.
3.5.2.4 Nutrient borth (NB)
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Media NB digunakan untuk menumbuhkan bakteri patogen Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli sebelum digunakan untuk pengujian antibakteri. Media
dibuat dengan menghomogenkan 8 g media dalam 1000 mL aquades. Kemudian
media dididihkan menggunakan hot plate dan disterilisasi menggunakan autoclave
dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Pemakaian media NB dilakukan dengan
menuangkannya dalam tabung reaksi. Penyimpanan media dapat dilakukan dengan
memasukkannya dalam lemari pendingin.
3.5.2.5 Muller Hinton Agar (MHA)

Media MHA digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri. Pembuatan
media MHA dilakukan dengan cara menghomogenkan 38 g media dalam 1000 mL
aquades, setelah itu media dididihkan menggunakan hot plate. Selanjutnya media
yang sudah homogen dan mendidih disterilisasi menggunakan autoclave dengan suhu
121 °C selama 15 menit. Pemakaian media MHA dilakukan dengan menuangkannya
pada cawan petri. Penyimpanan media dapat dilakukan dengan memasukkannya

dalam lemari pendingin.

3.5.3 Peremajaan Bakteri Asam Laktat
Bakteri asam laktat diremajakan pada media baru MRS agar menggunakan
metode cawan gores dengan teknik goresan kuadran. Selanjutnya diinkubasi pada

keadaan anaerob pada suhu 37 °C selama 24 jam.

3.5.4 Pembuatan Kultur Bebas Sel

Kultur bebas sel bakteri asam laktat didapatkan dengan cara menginkubasi
bakteri asam laktat dalam media MRS borth selama 48 jam di suhu 30 °C. Setelah itu
kultur disentrifugasi dengan kecepatan 4.500 rpm selama 20 menit pada suhu ruang.

Selanjutnya supernatan hasil sentrifugasi dikumpulkan dan menjadi kultur bebas sel.

3.5.5 Pengukuran Kadar Senyawa Asam Laktat dan Hidrogen peroksida
3.5.5.1 Asam Laktat
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Kultur bebas sel sebanyak 25 mL dimasukkan dalam tabung erlenmeyer 100
mL, lalu ditambahkan phenolphthalein sebanyak 1 mL (0,5% dari 5% alkohol)
sebagai indikator. Campuran dititrasi menggunakan 0,1 M Sodium hidroksida NaOH
(Mobolaji et al., 2011). Setiap milliliter NaOH ekuivalen dengan 90,08 mg asam
laktat. Asam laktat hasil titrasi dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (Wakil
& Osamwonyi, 2011);

mlNaOH X M NaOH X M.E
Volume sampel

asam laktat =

Rumus 3. 1 Perhitungan kadar senyawa asam laktat
ml NaOH = volume NaOH yang digunakan

M NaOH = molaritas NaOH

M.E = faktor equivalen (90,08/mg)

3.5.5.2 Hidrogen Peroksida

Produksi hidrogen peroksida bakteri asam laktat berusia 48 jam ditentukan
dengan cara memasukkan 25 ml kultur bebas sel ke dalam tabung 100 ml. Asam
sulfat (H,SO,) ditambahkan sebanyak 25 ml sebagai pembentuk suasana asam.
Larutan dititrasi dengan 0,1 N Potasium permangatan (KMnO,4) sampai titik akhir
sampel mengalami penghilangan warna (decolorization) (Martin et al., 2005). Faktor
ekuivalen KMnO, dan hidrogen peroksida adalah 1,701 mg. Kadar hidrogen
peroksida yang diproduksi dihitung menggunakan rumus berikut (Wakil &
Osamwonyi, 2011);

ml KMnO4 x N KMnO4 x M. E

H202 = ml H2S04 x volume sampel

Rumus 3. 2 Perhitungan kadar senyawa hidrogen peroksida

H.O, = hidrogen peroksida
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ml KMnO, = volume KMnQ, yang digunakan
N KMnO,4 = Normalitas KMnO,

ml H,SO,4 =volume H,SO, yang digunakan
M.E = faktor ekuivalen (1,701/mg)

3.5.6 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri dari bakteri asam laktat diujikan terhadap bakteri
penguji, yaitu Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Pengujian ini menurut
pada metode difusi cawan agar yang dilakukan oleh Ndaw et al., (2008). Sebelum
dilakukan pengujian aktivitas antibakteri, terlebih dahulu dilakukan pembiakan
bakteri penguji dalam media nutrient borth (NB) selama 24 jam. Selain itu disiapkan
larutan kloramfenikol 50 mg ke dalam 50 mL aquades sebagai kontrol positif dan
aquades steril sebanyak 50 mL sebagai kontrol negatif dalam pengujian aktivitas
antibakteri.

Tahap pengujian aktivitas antibakeri adalah; sebanyak 20 mL media Muller
Hinton Agar (MHA) disiapkan di dalam cawan petri dan diinokulasikan dengan 100
uL kultur bakteri penguji pengenceran 10 menggunakan metode pour plate. Setelah
media MHA padat, dibuat sumuran dengan diameter £6 mm sebanyak empat
sumuran. Sumuran tersebut diisi dengan kultur bebas sel dari bakteri asam laktat
sebanyak 80 pL. Selanjutnya cawan petri diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Aktivitas penghambatan terhadap bakteri patogen ditentukan berdasarkan pada zona
bening di sekitar lubang dengan satuan millimeter (mm).

Zona hambat didapatkan dengan mengukur diameter zona bening terluar,
dikurang diameter lubang (Gholipourmalekabadi et al., 2015).

d=D-Ds

Rumus 3. 3 Diameter zona hambat

d = diameter zona hambat

D = diameter bening terluar

36



Ds = diameter sumur

Jika diameter zona hambat antara 0-3 mm, maka dinyatakan memiliki
aktivitas antibakteri yang lemah. Diameter zona hambat 3-6 mm maka dinyatakan
memiliki aktivitas antibakteri yang baik, sedangkan aktivitas antibakteri yang kuat

dinyatakan apabila diameter zona hambat lebih dari 6 mm (Pan et al., 2009).

3.5.7 Analisis Data
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA).
Jika sidik ragam pada data memberikan perbedaan yang nyata, maka dilakukan uji

lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf a=5%.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kadar Senyawa Asam Laktat Isolat Bakteri Asam Laktat

Penelitian kadar senyawa asam laktat isolat bakteri asam laktat (BAL) dengan
waktu inkubasi 48 jam menunjukkan adanya perbedaan nyata berdasarkan hasil
analisis (Gambar 4.1). Kadar asam laktat kontrol berbeda nyata dengan isolat B;A10
*mid, BsC10°mid, C,A10“up, C:B10°mid, EsA10°mid, EsB10™mid, F4A10°mid,
dan F4B10°up. Kadar asam laktat isolat B;A10*mid dan C4A10™up tidak berbeda
nyata namun berbeda nyata dengan isolat-isolat yang lain. Semua isolat kecuali
B;A10™mid dan C,A10™up berbeda nyata dengan isolat-isolat lainnya. Isolat F,B10"
Sup memiliki hasil rata-rata kadar asam laktat tertinggi yaitu 19,517 g/l. Isolat ini
berbeda nyata dengan isolat-isolat lainnya. Sedangkan kontrol memiliki rata-rata
kadar asam laktat terendah yaitu 5,069 g/I. Kontrol yang digunakan dalam pengujian
ini berupa media MRS-b yang tidak diberi isolat.
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Gambar 4. 1 Kadar senyawa asam laktat isolat bakteri asam laktat transmisi air susu ibu
(Keterengan: perbedaan huruf menyatakan perbedaan nyata berdasarkan analisis
DMRT)



Bakteri asam laktat menghasilkan asam laktat melalui proses fermentasi.
Proses fermentasi tersebut dibagi menjadi tiga jenis, yaitu fermentasi homolaktik
(homofermentatif), fermentasi heterolaktik (heterofermentatif) dan metabolisme asam
campuran. BAL homofermentatif memetabolisme asam laktat melalui jalur Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), dan BAL heterofermentatif menghasilkan asam laktat
melalui jalur phosphoketolase (PK) (Settanni & Moschetti, 2010; Zhang et al., 2018;
Zaunmdiller et al., 2006). Penelitian ini menyatakan bahwa BAL menghasilkan asam
laktat sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Yiksekdag et al. (2004)
yang menunjukkan kadar asam laktat tertinggi yaitu 9.9 g/l dan terendahnya adalah
2,3 g/l. Hal yang sama ditunjukkan dalam hasil penelitian Wakil & Osamwonyi
(2011) dan Mobolaji et al. (2011) yang menunjukkan kadar asam laktat isolat BAL
tertinggi masing-masing yaitu 1,81 g/l dan 2,18 g/l. Sedangkan kadar asam laktat
terendahnya masing-masing adalah 0,63 g/l dan 0,73 g/l. Kadar senyawa asam laktat
pada hasil penelitian tersebut lebih rendah dibandingkan kadar senyawa asam laktat
yang dihasilkan oleh isolat bakteri asam laktat transmisi air susu ibu pada penelitian
ini.

Besarnya kadar asam laktat yang dihasilkan menunjukkan bahwa isolat BAL
baik digunakan sebagai sumber antibakteri. Asam laktat merupakan senyawa asam
organik antibakteri yang dihasilkan oleh BAL dan merupakan senyawa utama yang
dihasilkan dalam proses fermentasi gula (Agriopoulou et al., 2020). BAL
mendapatkan ATP melalui fermentasi gula menjadi piruvat. NADH diregenerasi
melalui konversi piruvat menjadi asam laktat oleh laktat dehydrogenase (LDH) dan
membentuk NAD®. Kemudian NAD" digunakan dalam aksi gliseraldehida-3-fosfat
dehidrogenase (GAPDH). Sehingga BAL menghasilkan asam laktat selama
mengalami pertumbuhan (Kawai et al., 2020; Zhang et al., 2018).

Perbedaan kadar senyawa asam laktat pada tiap isolat disebabkan adanya
perbedaan metabolisme dari sekian banyaknya jenis kelompok BAL. Sehingga BAL
dikategorikan menjadi tiga kelompok berdasarkan jalur metabolismenya untuk
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memfermentasi glukosa dan kedapatannya untuk memfermentasi pentosa. Kelompok
pertama adalah BAL homofermentatif obligat, grup ini memfermentasi glukosa
menjadi asam laktat melalui jalur EMP tapi tidak dapat memfermentasi pentosa.
Strain dengan karakter metabolisme ini adalah kelompok BAL yang terklasifikasi
dalam Lactobacillus grup 1. Kelompok kedua adalah BAL heterofermentatif
fakultatif, yaitu dapat memfermentasi glukosa menjadi asam laktat melalui jalur EMP
dan pentosa melalui jalur PK. Kelompok BAL dengan metabolisme seperti ini
diantaranya adalah Enterococcus, Lactococcus, Lactovum, Paralactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, dan Lactobacillus spp. grup 1. Kelompok
yang terakhir adalah BAL heterofermentatif obligat yang dapat memproduksi glukosa
dan pentosa melalui jalur PK. Kelompok BAL dalam kategori ini adalah Leiconostoc,
Oenococcus, Weisella, dan Lactobacillus spp. grup 111 (Holzapfel & Wood, 2014).

Perbedaan metabolisme tersebut menyebabkan perbedaan kadar senyawa
asam laktat yang diproduksi karena setiap jalur untuk pembentukan asam laktat
memiliki hasil teoritis yang berbeda. Menurut Taskila & Ojamo (2013), hasil
maksimal teoritis asam laktat yang dihasilkan pada jalur EMP adalah dua mol asam
laktat per mol glukosa. Sedangkan hasil maksimal teoritis asam laktat yang dihasilkan
pada jalur PK adalah satu mol asam laktat per mol heksosa atau satu mol asam laktat
per satu mol pentosa (Zhang et al., 2018). Sehingga dapat disimpulkan bahwa BAL
yang memiliki tipe metabolisme gula heterofermentatif fakultatif akan menghasilkan
asam laktat lebih besar dalam media yang kompleks. Menurut Oliveira et al. (2017),
BAL homofermentatif obligat dan BAL heterofermentatif fakultatif banyak
diinokulasikan pada produk-produk fermentasi untuk meningkatkan fermentasi asam
laktat dan menghambat mikroba yang merusak.

Isolat F4+B10=up sebagai isolat dengan produksi asam laktat tertinggi diduga
merupakan BAL dengan tipe metabolisme heterofermentatif fakultatif. Berdasakan
karakter morfologi bakteri pada pewarnaan Gram, isolat F,B10up memiliki bentuk
streptobasilus. Kelompok BAL berbentuk basil berantai dengan tipe metabolisme
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heterofermentatif fakultatif salah satunya adalah dari genus Lactobacillus grup II.
Orla-Jensen (1919) membagi genus Lactobacillus menjadi tiga subgenus, yaitu;
Thermobacterium untuk homofermentatif obligat, Streptobacterium  untuk
heterofermentatif fakultatif, dan Betabacterium untuk heterofermentatif obligat.
Menurut Holzapfel & Wood (2014), spesies BAL dari Lactobacillus grup Il atau
subgenus Streptobacterium diantaranya adalah L. acetotolerans, L. acidipiscis, L.
agilis, L. algidus, L. alimentarius, L. paralimentarius, L. apodemi, L. plantarum, L.
paraplantarum, L. bifermentas, L. fabifermentas, L. bobalius, L. cacaonum, L
rhamnosus, L. casei, L. paracasei subs. tolerans, L. kefiri, L. ceti, L. composti, L.
coryniformis, L. curvatus, L. sakei, L. farraginis, L. parafaraginis, L. fornilasi, L
fucuensis, L. graminis, L. hammesii, L. hamsteri, L. harbinensis, L. homohiochii, L.
intestinalis, L. jensenii, L. kimchicus, L. murinus, L. nantensis, L. paucivorans, L.
pentosus, L. perolens, L. pobuzihii, L. psittaci, L. secaliphilus, L. senmaizukei, L.
amylovorus, L. spicheri, L. xiangfangensis, dan L. zeae.
Allah SWT berfirman dalam QS. Al-Furgan ayat 2;

538 5o 8 35 ol 5 85 4 56 5500 sk s o opidd A il

Terjemah (Kemenag, 2002): Yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak
mempunyai anak, tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(-Nya), dan Dia
menciptakan segala sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.

Ayat di atas terdapat kata “faqaddarahu wataqdiiraa” menurut tafsir Al-
Mishbah oleh M. Quraish Shihab (2002) artinya konstan dan teliti. Semua makhluk di
sisi kejadian dan perkembangannya berjalan dalam sistem yang sangat teliti dan
bersifat konstan. Semua makhluk terlepas dari jenis dan bentuknya, terdiri dari
kesatuan unsur-unsur yang terbatas. Kemudian kesatuan unsur tersebut membentuk
sebuah komposisi sesuai dengan hukum yang ditetapkan dan tidak akan melenceng.
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Tidak ada yang dapat melakukan hal itu kecuali Allah yang maha pencipta dan maha
kuasa. Berdasarkan ayat di atas dapat disimpulkan bahwa diproduksinya asam laktat
oleh isolat BAL merupakan ketetapan hukum penciptaan dalam sistem kejadian dan
perkembangan makhluk hidup.
4.2 Kadar Senyawa Hidrogen Peroksida Isolat Bakteri Asam Laktat

Penelitian kadar senyawa hidrogen peroksida isolat bakteri asam laktat (BAL)
dengan waktu inkubasi 48 jam menunjukkan adanya perbedaan berdasarkan hasil
analisis (Gambar 4.2). Kadar hidrogen peroksida kontrol berbeda nyata dengan isolat
B1A10“*mid, B5C10°mid, C4A10“up, C1B10°mid, E3A10°mid, E3B10“mid,
F4A10°mid, dan F4B10°up. Kadar hidrogen peroksida isolat B1A10“mid tidak
berbeda nyata dengan isolat C4A10™up, E3B10™“mid, dan juga B5C10°mid. Isolat
B5C10°mid tidak berbeda nyata dengan isolat B1A10™mid dan juga C1B10°mid
namun berbeda nyata dengan isolat-isolat yang lain. Isolat F4A10°mid berbeda nyata
dengan isolat-isolat lainnya. Isolat E3A10°mid dan F4B10°up sebagai isolat yang
memiliki hasil rata-rata kadar hidrogen peroksida tertinggi tidak berbeda nyata. Rata-
rata kadar hidrogen peroksida keduanya yaitu 0,078 g/l. Sedangkan kontrol memiliki
rata-rata kadar hidrogen peroksida terendah yaitu 0,023 g/I. Kontrol yang digunakan
pada pengujian ini berupa media MRS-b yang tidak diberi isolat.
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Gambar 4. 2 Kadar senyawa hidrogen peroksida isolat bakteri asam laktat transmisi air susu
ibu
(Keterangan: perbedaan huruf menyatakan perbedaan nyata berdasarkan analisis
DMRT)

Bakteri asam laktat memproduksi hidrogen peroksida melalui proses piruvat
oksidasi melibatkan gen spxB. Gen spxB mensintesis dekarboksilase yang bertugas
mengkatalisis konversi piruvat, fosfat anorganik (Pi) dan oksigen (O,) menjadi
hidrogen peroksida (H20,), karbon dioksida (CO;), dan asetil fosfat (Winterbourn,
2013; Chen et al.,, 2011). Hasil penelitian ini menyatakan hidrogen peroksida
diproduksi oleh isolat BAL dengan kadar yang bervariasi. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan Dashe et al., (2020) yang menunjukkan kadar hidrogen
peroksida tertinggi adalah 302,10 % dan terendahnya adalah 84,37%. Hal yang sama
ditunjukkan dalam penelitian Wakil & Osamwonyi (2011) dan (Yiksekdag et al.,
2004) dengan kadar hidrogen peroksida isolat BAL tertinggi masing-masing adalah
0,068 g/l dan 0,17 g/l. Sedangkan kadar terendahnya masing-masing adalah 0,026 g/I
dan 0,01 g/l.

Isolat BAL dengan kadar hidrogen peroksida yang tertinggi adalah isolat yang
terbaik untuk digunakan sebagai sumber antibakteri. Hidrogen peroksida merupakan
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salah satu senyawa antibakteri yang dihasilkan olen BAL. Senyawa ini bekerja
sebagai antibakteri secara cepat dengan konsentrasi yang rendah. Hidrogen peroksida
dihasilkan sebagai produk samping dalam pembentukan asetil fosfat (Acetyl~P).
Asetil fosfat berfungsi sebagai donor gugus fosforil yang berenergi tinggi untuk
menghasilkan asetat (Alkawareek et al., 2019; Chen et al., 2011; Wolfe, 2005).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar hidrogen peroksida tiap isolat
berbeda-beda. Hal ini karena hidrogen peroksida selain dihasilkan melalui
metabolisme piruvat oksidasi, hidrogen peroksida juga diproduksi melalui oksidasi
oleh aseptor elektron lain yaitu oksigen. Oksigen bertindak sebagai aseptor elektron
berdasarkan kehadiran NADH oksidase. NADH oksidase dimiliki oleh semua BAL
dan terbagi menjadi dua tipe. Tipe yang pertama H,O,-forming NADH oksidase
(NOX-1) yang akan menghasilkan H,O,. Sedangkan tipe pertama H,O-forming
NADH oksidase (NOX-2) tidak menghasilkan hidrogen peroksida melainkan air
(Holzapfel & Wood, 2014). Jadi beberapa jenis BAL dapat memproduksi hidrogen
peroksida lebih banyak apabila memiliki enzim NADH oksidase tipe yang pertama.

Isolat E3A10°mid dan F4B10°up sebagai isolat dengan produksi hidrogen
peroksida terbesar diduga merupakan BAL yang memiliki enzim H,O,-forming
NADH oksidase (NOX-1). Berdasarkan karakter morfologi bakteri pada pewarnaan
Gram, isolat EsA10°mid memiliki bentuk kokus berantai (streptokokus), sedangkan
isolat F4B10™up memiliki bentuk basil berantai (streptobasilus). Spesies BAL yang
memiliki enzim H,0,-forming NADH oksidase (NOX-1) adalah Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, dan
Streptococcus mutans (Higuchi et al., 2000; Jiang & Bommarius, 2004; Jiang et al.,
2005).

Kadar senyawa hidrogen peroksida pada isolat BAL berbeda-beda. Allah
SWT berfirman dalam QS. Al-Hijr ayat 19;

“ 2537 ;. 12 > PR /,/f’// P ) /’1’// P “ ,/’,
0353 5o 8 e L BER5 ol L 55 Wsda 235
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Terjemah (Kemenag, 2002); Dan Kami telah menghamparkan bumi dan
Kami pancangkan padanya gunung-gunung serta Kami tumbuhkan di sana segala
sesuatu menurut ukuran.

Ayat di atas menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu
sesuai dengan ukurannya. Ayat tersebut terdapat kata “mauzun” yang artinya
ditimbang atau ukuran. Menurut tafsir lbnu Abbas oleh Ali bin Abu Thalhah, “min
kulli syai’in mauzun” artinya segala sesuatu dengan ukuran, “mauzun” artinya
maklum (diketahui, tentu). Sedangkan menurut tafsir Al-Mishbah oleh M. Quraish
Shihab (2002) artinya sesuai dengan kuantitas dan kebutuhan makhluk hidup.
Demikian pula Allah menentukan bentuknya sesuai dengan penciptaan dan
habitatnya. Berdasarkan ayat dan uraian di atas, dapat disimpulkan bahwa perbedaan
kadar hidrogen peroksida karena Allah SWT menciptakan segala sesuatu sesuai
dengan ukurannya masing-masing berdasarkan kebutuhan, termasuk kadar hidrogen
peroksida yang dihasilkan oleh isolat BAL.

4.3 Aktivitas Antibakteri Kultur Bebas Sel Isolat Bakteri Asam Laktat

Hasil penelitian uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi sumur
agar menunjukkan kultur bebas sel isolat BAL transmisi air susu ibu memiliki
aktivitas antibakteri (Tabel 4.1). Kontrol positif menghambat bakteri indikator
Staphylococcus aureus dan menghasilkan diameter zona hambat tertinggi yaitu
sebesar 13,953 mm. Isolat F4B10up menghambat bakteri indikator Staphylococcus
aureus dan menghasilkan diameter zona hambat terendah yaitu sebesar 5,31 mm.
Isolat F4B10°up juga menghambat bakteri indikator Escherichia coli dan
menghasilkan diameter zona hambat sebesar 6,683 mm. Sedangkan kontrol negatif
tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap kedua bakteri indikator. Zona hambat
didapatkan dengan mengukur diameter zona bening terluar, dikurang diameter lubang
(Gholipourmalekabadi et al., 2015).

45



Tabel 4. 1 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Rata-rata Kategori Rata-rata Kategori
Perlakuan diameter zona | aktivitas diameter aktivitas

hambat (mm) | antibakteri | zona hambat | antibakteri

+SD (mm) = SD
K (#+) 13,953 + 2,153 Kuat 0 Tidak ada
F4B10-3up 5,31 +1,003 Baik 6,683 + 0,831 Kuat
K () 0 Tidak ada 0 Tidak ada

Keterangan: (K (+)= kontrol positif (kloramfenikol), K (-)= kontrol negatif (aquades streil),
SD= standar deviasi

Gambar 4. 3 Hasil pengamatan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi sumur
agar
(Keterangan: A= kontrol positif terhadap S. aureus, B= kontrol positif terhadap
E. coli, C= F4B10-3up terhadap S. aureus, D= F4B10-3up terhadap E. coli, E=
kontrol positif terhadap S. aureus, F= kontrol negatif terhadap E. coli.)
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Berdasarkan hasil penelitian, kloramfenikol memiliki aktivitas antibakteri
yang kuat terhadap bakteri Staphylococcus. Isolat F4B10up memiliki aktivitas
antibakteri yang baik terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan memiliki aktivitas
antibakteri yang kuat terhadap bakteri Escherichia coli. Hal ini mengacu pada
ketentuan menurut Pan et al., (2009) bahwa jika diameter zona hambat antara 0-3
mm, maka dinyatakan memiliki aktivitas antibakteri yang lemah. Diameter zona
hambat 3-6 mm maka dinyatakan memiliki aktivitas antibakteri yang baik, sedangkan
aktivitas antibakteri yang kuat dinyatakan apabila diameter zona hambat lebih dari 6
mm. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Awaisheh &
Ibrahim (2009) yang menyatakan bahwa BAL dapat menghambat bakteri patogen
diantaranya Listeria monocytogenes dengan diameter zona hambat sebesar 21 mm,
Staphylococcus aureus dengan diameter zona hambat 16 mm, Escherichia coli
dengan diameter zona hambat 19 mm, dan Salmonella strain dengan diameter zona
hambat 15 mm. Hal yang sama ditunjukkan dalam hasil penelitian Cizeikiene et al.
(2013) bahwa isolat BAL dapat menghambat bakteri Escherichia coli dengan
diameter zona hambat 7-14,3 mm.

Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian adalah kloramfenikol.
Kloramfenikol merupakan antibiotik berspektrum luas dan digunakan untuk melawan
bakteri Gram positif, Gram negatif, maupun bakteri anaerob. Kloramfenikol bersifat
bakteriostatis namun dapat pula bersifat bakterisidal dalam konsentrasi tinggi.
Kloramfenikol bekerja dengan menghambat sintesis protein. Kloramfenikol akan
mengikat 50S subunit ribosom (Oong & Tadi, 2020). Berdasarkan hasil penelitian
kloramfenikol dapat menghambat bakteri Staphylococcus aureus dengan diameter
zona hambat terbesar dan dikategorikan memiliki aktivitas antibakteri yang kuat,
namun tidak dapat menghambat bakteri Escherichia coli dengan baik. Kontrol negatif
berupa aquades steril tidak membentuk zona hambat baik pada bakteri

Staphylococcus aureus maupun Escherichia coli (Gambar 4.4).
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Kloramfenikol tidak dapat menghambat bakteri Escherichia coli dengan baik
berdasarkan hasil penelitian ini. Hal ini diduga karena bakteri Escherichia coli yang
digunakan dalam pengujian memiliki resistensi terhadap kloramfenikol. Mekanisme
resistensi bakteri terhadap kloramfenikol yang pertama dan sering ditemukan adalah
adanya inaktivasi asetilasi obat secara enzimatis oleh kloramfenikol asetiltransferase
(CAT) (Schwarz et al., 2000). Penelitian Schwarz et al., (2004) menunjukkan bahwa
terdapat bakteri Escherichia coli yang memiliki resistensi terhadap kloramfenikol
karena memiliki enzim CAT. Enzim CAT yang dihasilkan oleh bakteri Escherichia
coli dikode oleh gen catl yang terdapat pada transposon Tn9 dan R429. Enzim yang
dihasilkan merupakan enzim CAT tipe A. Terdapat pula bakteri Escherichia coli
yang menghasilkan enzim CAT tipe B. Enzim ini dalam bakteri Escherichia coli
dikodekan oleh gen catB3 yang terdapat di transposon pHSH2. Selain mekanisme
inaktivasi olenh CAT, ada pula mekanisme lain antara lain mekanisme inaktivasti oleh
fosfotransferase, mutasi situs target, dan hambatan permeabilitas (Schwarz et al.,
2000).

Diameter zona hambat yang dihasilkan terdapat perbedaan pada tiap
perlakuan berdasarkan analisis DMRT (lampiran 4). Diameter zona hambat perlakuan
kontrol positif terhadap bakteri indikator Staphylococcus aureus berbeda nyata
dengan semua perlakuan lain. Perlakuan isolat F4B10™up terhadap Staphylococcus
aureus dan perlakuan isolat F4B107up terhadap Escherichia coli tidak berbeda nyata
namun berbeda nyata dengan perlakuan-perlakuan lainnya. Perlakuan kontrol positif
terhadap Escherichia coli, perlakuan kontrol negatif terhadap Staphylococcus aureus,
dan perlakuan kontrol negatif terhadap Escherichia coli tidak menghasilkan diameter
zona hambat.

Aktivitas antibakteri yang dimiliki oleh isolat BAL disebabkan adanya
produksi substansi antibakteri diantaranya asam organik (laktat, sitrat, asetat, fumerat,
dan malat), hidrogen peroksida, CO,, diasetil, etanol, reuterin, asetaldehid, asetoin,
amonia, bakteriosin, dan substansi penghambat seperti bakteriosin / bacteriocin-like
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inhibitory substances (BLIS) (Agriopoulou et al., 2020; Savadogo et al., 2004;
Cizeikiene et al., 2013). Asam laktat yang diproduksi bakteri asam laktat memiliki
aktivitas antibakteri dengan dua mekanisme penghambatan. Mekanisme
penghambatan yang pertama adalah, asam yang lebih bersifat hidrofobik berdifusi ke
dalam membran sel. Asam tersebut berdisosiasi di dalam membran sel dan
melepaskan ion HC sehingga kondisi sitoplasma menjadi asam. Mekanisme yang
kedua, asam laktat yang tidak terdisosiasi menghancurkan gradien proton
elektrokimia, menyebabkan bakteriostatis dan akhirnya kematian bakteri (Schnirer &
Magnusson, 2005).

Aktivitas antibakteri oleh hidrogen peroksida disebabkan karena hidrogen
peroksida membentuk radikal hidroksil (OHe). OHe yang merupakan oksidan kuat
dapat merusak protein menyebabkan penurunan ATP sehingga menghasilkan energi
rendah dalam sel. OHe juga dapat memutuskan ikatan fosfodiester molekul DNA
yang menyebabkan fragmentasi DNA, serta dapat merusak lipid dalam membran sel
(Feng & Wang, 2020; Feuerstein et al., 2006). Menurut (Kwakman & Zaat, 2012)
reaksi pembentukan OHe merupakan reaksi netralisasi yang dapat terbentuk apabila
terdapat enzim katalase, sedangkan dalam bakteri asam laktat tidak pernah ditemukan
enzim katalase. Aktivitas antibakteri oleh bakteri asam laktat karena adanya hidrogen
peroksida terjadi melalui pembentukan OHe ketika hidrogen peroksida bertemu
dengan Fe bebas melalui reaksi fenton (Halliwell et al., 2000).

Kultur bebas sel isolat F4B10°up memiliki aktivitas antibakteri kategori kuat
terhadap bakteri penguji Gram negatif dan memiliki aktivitas antibakteri kategori
baik terhadap bakteri penguji Gram positif berdasarkan ketentuan Pan et al., (2009).
Namun diameter zona hambat yang dihasilkan tidak berbeda nyata berdasarkan
analisis DMRT. Menurut (Wakil & Osamwonyi, 2011) mekanisme aktivitas
antibakteri oleh asam laktat dan hidrogen peroksida tidak berbeda dalam melawan
bakteri Gram positif maupun Gram negatif.

Allah SWT berfirman dalam QS. Ali ‘Imran ayat 191
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Terjemah (Kemenag 2002); (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri, duduk atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau
menciptakan semua ini sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.

Ayat diatas terdapat lafadz “rabbana ma khalagta hazda batila” yang menurut
tafsir Al-Mishbah oleh M. Quraish Shihab (2002) merupakan kesimpulan dari upaya
berdzikir dan berpikir. Bisa juga dipahami dzikir dan pikir itu mereka lakukan sambil
membayangkan dalam benak mereka bahwa alam raya tidak diciptakan Allah sia-sia.
Jika dihubungkan dengan penciptaan mikroorganisme, maka tentunya Allah telah
memberi manfaat dan hikmah atas penciptaan tersebut khususnya bakteri asam laktat.
Sehingga kita sebagai manusia selayaknya mengkaji dan mempelajari hikmah dibalik
penciptaan bakteri asam laktat seraya mengingat kebesaran Penciptanya.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan berdasarkan hasil penelitian yang telah

dipaparkan adalah sebagai berikut:

1.

5.2 Saran

Kadar senyawa asam laktat isolat bakteri asam laktat transmisi air susu ibu
berbeda secara nyata. Kode isolat F4B10up adalah isolat dengan kadar
senyawa asam laktat tertinggi, yaitu sebesar 19,517 g/I.

Kadar senyawa hidrogen peroksida bakteri asam laktat transmisi air susu
ibu memiliki perbedaan. Isolat dengan kadar hidrogen peroksida tertinggi
adalah isolat berkode E3A10°mid dan F4B10™up, yaitu sebesar 0,078 g/l.
Kultur bebas sel isolat bakteri asam laktat transmisi air susu ibu memiliki

aktivitas antibakteri.

Penelitian yang telah dilakukan diperlukan saran sebagai berikut:

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait kadar senyawa dan metabolit
primer antibakteri yang lain.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait jalur metabolisme isolat
bakteri asam laktat

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait aktivitas antimikroba
terhadap patogen yang lebih luas.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Karakter Isolat Bakteri Asam Laktat dari Air Susu Ibu

Kode Isolat: B1A10-4mid

Pewarnaan Gram Pewarnaan endospora

Uji Katalase

Kode Isolat: B5C10-3mid
Pewarnaan Gram

(100.38m ()9 4
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Uji Katalase

Kode Isolat: C1B10-3mid

Pewarnaan Gram

Uji Katalase

Pewarnaan endospora
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Kode Isolat: C4A10-4up
Pewarnaan Gram

Uji Katalase

Pewarnaan endospora

Kode Isolat: E3A10-3mid

Pewarnaan Gram

Uji Katalase

Pewarnaan endospora
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Kode Isolat: E3B10-4mid

Pewarnaan Gram Pewarnaan endospora

Uji Katalase

Kode Isolat: F4AA10-3mid

Pewarnaan Gram Pewarnaan endospora

Uji Katalase
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Lampiran 2. Data Perhitungan Kadar

2.1 Kadar Asam Laktat

Langkah perhitungan kadar asam laktat kode isolat B;A10™mid ulangan ke-1:

Data hasil perhitungan kadar asam laktat semua unit percobaan:

asam laktat =

asam laktat =

mlNaOH X M NaOH X M.E

Volume sampel

18,9 x 0,1 X 90,08 mg

25 ml

asam laktat = 6,810048 mg/ml

asam laktat = 6,810048 g/

Volume NaOH Kadar Rata-rata
No. | Kodeisolat | Ulangan ol A A . Asam kadar asam
epelum esuda ebenarnya Iaktat (g/l) Iaktat
1 1 11,7 30,6 18,9 6,810048
4 -
2 | B1A10"mid 2 39,4 56,2 16,8 6,053376 | 6,485760
3 3 7 25,3 18,3 6,593856
4 1 25,3 50 24,7 8,899904
_3 b
5 | BsC10”mid 2 7 36 29 10,44928 | 9,548480
6 3 0 25,8 25,8 9,296256
7 1 0 18 18 6,48576
-4
g | CsAl0"up 2 18 37,4 19,4 6,990208 | 6,774016
9 3 0 19 19 6,84608
10 1 19 64,3 45,3 16,322496
_3 -
11 | C:B10mid 2 0 46,4 46,4 16,718848 | 16,502656
12 3 0 45,7 45,7 16,466624
13 1 0 37,4 37,4 13,475968
3 -
14 | EsA10”mid 2 0 39,4 39,4 14,196608 | 13,800256
15 3 0 38,1 38,1 13,728192
16 a 1 0 29,7 29,7 10,701504
E;B10™mid 11,314048
17 2 0 32 32 11,53024
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18 3 0 32,5 32,5 11,7104

19 1 0 50,1 50,1 18,052032

20 F4A10'3mid 2 0 52 52 18,73664 | 18,544469
21 3 0 52,3 52,3 18,844736

22 1 0 53,4 53,4 19,241088

23 | F4B10%up 2 0 53,7 53,7 19,349184 | 19,517333
24 3 0 55,4 55,4 19,961728

25 1 1,8 15,5 13,7 4,936384

26 K(-) D 15,5 30,5 15 5,4048 5,068501
27 3 30,5 44 13,5 4,86432
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2. 2 Kadar Hidrogen peroksida

Langkah perhitungan kadar hidrogen peroksida kode isolat B;A10™mid ulangan ke-1:

ml KMnO4 x N KMnO4 x M. E
ml H2504 x volume sampel

18,8x1x 1,701 mg
25mlx25ml

H202 = 0,05116608 mg/ml

H202 =

H202 =

H202 = 0,05116608 g/!

Data hasil perhitungan kadar asam laktat semua unit percobaan:

Volume KMnO4 Kadar Rata-rata
hidrogen kadar
No. | Kode sampel | Ulangan . .
. s Sebelum | Sesudah | Sebenarnya | peroksida hidrogen
(g/1) peroksida
1 1 0 18,8 18,8 0,05116608
> | B1A10™mid 2 19 35 16 0,0435456 | 0,0481723
3 3 27 45,3 18,3 0,04980528
4 1 0 20,8 20,8 0,05660928
_3 -
5 | BsC10™mid 2 21,4 39,7 18,3 0,04980528 | 0,0535248
6 3 5 24,9 19,9 0,05415984
7 1 25,7 43,1 17,4 0,04735584
-4
g | C4Al10"up 2 2 18,7 {5 0,04272912 | 0,0451786
9 3 20 36,7 16,7 0,04545072
10 1 17,4 366 19,2 0,05225472
-3 -
11 | C1B10”mid 2 1,2 22,2 21 0,0571536 | 0,0546134
12 3 22,4 42,4 20 0,054432
13 1 0,7 30,1 29,4 0,08001504
3 -
14 | E3A10”mid 2 1,3 29,9 28,6 0,07783776 | 0,0775656
15 3 7 34,5 27,5 0,074844
16 1 34,8 15 15 0,040824
4 -
17 | E3B10"mid 2 15,3 31,8 16,5 0,0449064 | 0,0442714
18 3 0 17,3 17,3 0,04708368
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19 1 17,6 40,6 23 0,0625968
20 | F4A10°mid 2 0 24,9 24,9 0,06776784 | 0,0646834
21 3 25,3 48,7 23,4 0,06368544
22 1 1,2 29,6 28,4 0,07729344
23 | F4B10°up 2 0 27,6 27,6 0,07511616 | 0,0777470
24 3 0,4 30,1 29,7 0,08083152
25 1 0 7,6 7,6 0,02068416
26 K(-) 9 7,7 18 10,3 0,02803248 | 0,0225833
27 3 18,3 25,3 7 0,0190512
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Lampiran 3. Data Pengukuran Diameter Zona Hambat

F4B10-3up

Ulangan

Staphylococcus aereus

D terluar

11,38

11,62

10,68

8,76

22,7

18,7

19,16

17,93

0

0
0
0

D lubang

523
5,83
5,25
4,89
5,63
5,63
5,65
5,77

D zona hambat
6,15

5,79

5,43

3,87

17,07

13,07

13,51

12,16

0

0
0
0

ta-rata D zona hamk

531

13,9525

Dterluar Dlubang D zona hal

11,27
11,5
12,78
12,9
0

o O O o o o o

Escherichia coli

5,48
5,25
5,76
5,23

5,79
6,25
7,02

~N

’

(2]
O O O O O OO o N

a-rata D zona ham

6,6825
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Lampiran 4. Data Hasil SPSS

4. 1 Kadar Senyawa Asam Laktat

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kode_isolat Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar_AsamLaktat Kontrol .335 3 .858 3 .263]
B1A10-4mid 274 3 .944 3 .545
B5C10-3mid .289 3 .928 3 .480
C4A10-4up 279 3 .939 8 .525
C1B10-3mid 232 S .980 8 .726
E3A10-3mid .246 8 .970 8 .667
E3B10-4mid 823 S .879 3 321
F4A10-3mid .343 3 .843 3 .222
F4B10-3up 883 3 .862 3 272
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Kadar_AsamLaktat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.774 8 18 .l49|
ANOVA
Kadar_AsamLaktat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 705.263 8 88.158 452.848 .000
Within Groups 3.504 18 195
Total 708.767 26
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Kadar_AsamLaktat

Duncan
Subset for alpha = 0.05
Kode_isolat 1 2 3 4 5 7 8
Kontrol 3| 5.0667
B1A10-4mid 3 6.4833
C4A10-4up 3 6.7767
B5C10-3mid 3 9.5500
E3B10-4mid 3 1kl SIS
E3A10-3mid 3 13.8033
C1B10-3mid 3 16.5033
F4A10-3mid 3 18.5433
F4B10-3up 3 19.5167
Sig. 1.000 426 1.000 1.000] 1.000 1.000/ 1.000{ 1.000
Means for groups in homogeneomljs subsetsl are displayed.
4. 2 Kadar Hidrogen Peroksida
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kode_isolat | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar_Hidrogen_Peroks Kontrol .304 3 .907 3 407
ida B1A10-4mid 337 3 855 3| 253
B5C10-3mid .204 3 .993 3 .843
C4A10-4up 175 3 1.000 3 1.000
C1B10-3mid .219 3 .987 3 .780

73



E3A10-3mid 219 3 .987 .780
E3B10-4mid .253 3 .964 .637
F4A10-3mid 314 3 .893 .363
F4B10-3up 253 8 .964 .637
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Kadar_Hidrogen_Peroksida
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.659 8 18 .720
ANOVA
Kadar_Hidrogen_Peroksida
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .007 8 .001 89.757 .000}
Within Groups .000 18 .000
Total .007 26
Kadar_Hidrogen_Peroksida
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Kode_isolat 1 2 3 4 5 6
Kontrol 3 .0227
E3B10-4mid 3 .0443
C4A10-4up 3 .0450
B1A10-4mid 3 .0483 .0483
B5C10-3mid 3 .0537 .0537
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C1B10-3mid 3 .0543
F4A10-3mid 3 .0650
E3A10-3mid 3 0777
F4B10-3up 3 0777
Sig. 1.000 .162 .055 .801 1.000 1.000
|Means for groupls in homogelneous subsets are displayed.
4. 3 Aktivitas Antibakteri
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
diameter_zona_hamba K (+) SA .38l 4 . .855 4 .242
\ F4B10-3up SA .298 4 . .875 4 319

F4B10-3up EC .199 4 . .973 4 -860]
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
diameter_zona_hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.661 2 9 .243
ANOVA

diameter_zona_hambat

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 172.573 2 86.286 40.866 .000]
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Within Groups 19.003 9 2111
Total 191.576 11
diameter_zona_hambat
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
F4B10-3up SA 4 5.3100
F4B10-3up EC 4 6.6825
K (+) SA 4 13.9525
Sig. 214 1.000)

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 5. Gambar Pengamatan

5. 1 Pengukuran kadar asam laktat

Penampakan warna sampel saat titrasi berlangsung
(Keterangan: A= sampel setelah diberi phenolphthalein, B= sampel saat titrasi

berlangsung, C= sampel yang telah mencapai titik akhir)

5. 2 Pengukuran kadar hidrogen peroksida

Penampakan warna sampel saat titrasi berlangsung
(Keterangan: A= sampel setelah diberi asam sulfat, B= sampel saat kehabisan

hidrogen peroksida, C= sampel yang telah mencapai titik akhir)

5. 3 Pengukuran zona hambat

77



Keterangan (dari kiri ke kanan): K(+)SA ulangan 1, K(+)SA ulangan 2, K(+)SA
ulangan 3, K(+)SA ulangan 4, K(+)EC ulangan 1-4, F,B10°up SA ulangan 1, F,B10°
Sup SA ulangan 2, F4B10%up SA ulangan 3, F,B10°up SA ulangan 4, F,B10°up EC
ulangan 1, F,B10°up EC ulangan 2, F4B10up EC ulangan 3, F,B10°up EC ulangan
4, K (-) SA ulangan 1-4, K(-) EC ulangan 1-4.
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