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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri asam laktat (BAL) dari
manggot Black Soldier Fly (BSF)(Hermetia Illucens) dengan media hidup limbah
sayur dan buah dan mengisolasi serta menyeleksi isolat bakteri asam laktat (BAL)
terpilih yang dapat dijadikan kandidat probiotik pakan ternak. Metode penelitian
ini dilakukan melalui tahapan isolasi dan identifikasi manggot BSF dengan
beberapa media hidup yang mana nantinya mampu menghasilkan bakteri asam
laktat (BAL) terbanyak sebagai kandidat probiotik yang efektif. Parameter yang
amati pada penelitian, Uji Pewarnaan Gram, Uji Pengamatan Morfologi dan
Pemurnian bakteri, Uji Methyl Red (MR), Uji Motilitas, Uji Aktivitas Antimikrob
BAL Terhadap Bakteri Patogen. Hasil dari penelitian ini mengetahui bahwa ada 2

isolat penghambat tertinggi terhadap salmonella pullorum.

Kata kunci: Bakteri Asam Laktat, Black Soldier Fly, Probiotik



ABSTRACK

This study aims to obtain lactic acid bacteria (LAB) from the Black Soldier Fly
(BSF) (Hermetia Illucens) mango with vegetable and fruit waste live media and
isolate and select selected lactic acid bacteria (LAB) isolates that can be
candidates for animal feed probiotics. This research method was carried out
through the stages of isolation and identification of BSF mangoes with several
live media which would later be able to produce the most lactic acid bacteria
(LAB) as an effective probiotic candidate. Parameters observed in the study,
Gram's Stain Test. Morphological Observation Test and Bacterial Purification.
Methyl Red (MR) test. Motility Test. LAB Antimicrobial Activity Test Against
Pathogenic Bacteria. The results of this study found that there were 2 isolates of
the highest inhibitory against salmonella pullorum.

Key Word: Lactic Acid Bacteria, Black Soldier Fly, Probiotik

i
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Antibiotic Growth Promotor (AGP) selama ini banyak digunakan dalam
bidang peternakan selain untuk pencegahan dan pengobatan penyakit, juga
digunakan untuk memacu pertumbuhan ternak, meningkatkan produktivitas dan
efisiensi pakan ternak. Namun saat ini penggunaan AGP baik di Indonesia
maupun negara-negara di dunia sudah dilarang karena mampu menimbulkan
dampak negatif bagi kesehatan manusia berupa resistensi antibiotik tertentu
karena adanya residu antibiotik pada produk ayam yang dikonsumsi oleh manusia.
Pelarangan ini juga menimbulkan masalah bagi peternak karena berpengaruh
terhadap menurunnya performa pertumbuhan ayam, sehingga perlu dicari
alternatif penggunaan AGP. Alternatif penggunaan AGP bisa digantikan oleh
probiotik, prebiotik, fitobiotik dan antioksidan. Probiotik yang sangat umum
biasanya digunakan yaitu berupa bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu
jenis feed aditif yang umum digunakan dan sangat potensial untuk dikembangkan
dan dipelajari.

Bakteri asam laktat (BAL) didefinisikan sebagai kelompok bakteri yang
membentuk asam laktat, baik sebagai satu-satunya produk maupun sebagai
produk utama pada metabolisme karbohidrat. Beberapa ciri yang dimiliki oleh
bakteri asam laktat adalah termasuk dalam gram positif, berbentuk bulat atau
batang, dan pada umumnya tidak memiliki katalase. Berdasarkan taksonomi,
terdapat sekitar 20 genus bakteri yang termasuk BAL. Beberapa BAL yang sering

digunakan adalah Aerococus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,



Lactobacillus, Lactoccus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus dan Weissella.

Keunggulan dan manfaat BAL dapat melindungi dari pencemaran bakteri
patogen, meningkatkan nutrisi, mengontrol infeksi pada usus, meningkatkan
digesti (pencernaan) laktosa, mengendalikan tingkat serum kolesterol dalam darah
dan berpotensi memberikan dampak positif bagi kesehatan ternak dan manusia.
BAL mampu mengubah karbohidrat (glukosa) menjadi asam laktat. BAL juga
menghasilkan hidrogen peroksida dan bakteriosin yang menghasilkan komponen
antimikrobia yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri pathogen
dan bakteri pembusuk  (Purwati er al., 2016). Probiotik merupakan
mikroorganisme hidup baik tunggal maupun campuran yang dapat memberikan
manfaat kesehatan bagi inang dengan meningkatkan keseimbangan mikroflora
dalam usus dan menghambat pertumbuhan bakteri pathogen (Das et al., 2012).

Bakteri asam laktat banyak ditemukan pada produk makanan olahan, baik
produk hewani seperti daging dan ikan yang difermentasi, susu fermentasi,
maupun pada produk nabati seperti fermentasi sayuran 2 dan buah-buahan. Selain
itu bakteri asam laktat juga banyak terdapat pada makhluk hidup, seperti
tumbuhan, hewan, pada saluran pembuangan, jalur genital, jalur intestin, maupun
jalur respiratori pada manusia dan hewan. Salah satu jenis hewan yang berpotensi
menghasilkan BAL adalah lalat Black soldier fly (BSF) (Hermetia illucens). Lalat
Black soldier fly (BSF) (Hermetia illucens) atau yang dikenal dengan maggot
merupakan salah satu hewan yang memiliki kandungan protein cukup tinggi
antara 40-50% dan kandungan lemak berkisar 29-32%. Lalat BSF juga memiliki

potensi sebagai penghasil BAL, dimana hasil penelitian Ng et al , (2019)


https://id.wikipedia.org/wiki/Usus
https://id.wikipedia.org/wiki/Pencernaan
https://id.wikipedia.org/wiki/Laktosa

bahwa pencernaan BSF mengandung banyak bakteri amilolitik. Arlene (2019)
melaporkan hasil penelitiannya disimpulkan bahwa maggot BSF yang dipelihara
pada media kotoran ayam menghasilkan beberapa isolat BAL dan terpilih tiga
isolat yang paling dominan yang memiliki potensi sebagai kandidat probiotik
untuk ayam.

Berdasarkan latar belakang diatas, beberapa penelitian yang sudah
dilakukan tentang maggot BSF tersebut maka diharapkan maggot BSF dari
beberapa media yang nanti akan dipilih yang terbaik sehingga mampu
menghasilkan BAL dimana nantinya diharapkan berpotensi sebagai sumber
probiotik pakan ternak. Penelitian yang sudah dilakukan dalam mengeksplor
maggot BSF sebagai penghasil BAL selama ini masih sebatas pada penelusuran
ada tidaknya BAL dari maggot BSF, sedangkan jenis spesies BAL hasil isolasi
maggot BSF masih jarang dijumpai informasinya. Oleh sebab itu perlu dilakukan
eksplorasi tentang jenis spesies BAL yang dihasilkan dalam maggot BSF dengan
media hidup dari limbah sayur dan buah-buahan serta pemanfaatannya sebagai
kandidat probiotik pakan ternak. Genus BAL dari maggot BSF nantinya dapat
menjadi kandidat probiotik bagi pakan ternak.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan BAL dari maggot Black
soldier fly (BSF) (Hermetia illucens) dengan media hidup limbah sayur dan buah
dan mengisiolasi serta menyeleksi isolat BAL terpilih yang dapat dijadikan

kandidat probiotik pakan ternak.



Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian adalah mendapatkan BAL dalam maggot Black
soldier fly (BSF) (Hermetia illucens) dengan media hidup limbah sayur dan buah
yang dapat dijadikan kandidat probiotik pakan ternak.

Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian adalah

1. Memberikan informasi tentang BAL dalam maggot Black soldier fly (BSF)
(Hermetia illucens) dengan media hidup limbah sayur dan buah.

2. Mendapatkan BAL dalam maggot Black soldier fly (BSF) (Hermetia illucens)
dengan media hidup limbah sayur dan buah yang dapat dijadikan kandidat
probiotik pakan ternak.

3. Sebagai salah satu syarat menyelesaikan jenjang pendidikan sarjana (S1) di
Program Studi Peternakan Fakultas Sains dan Teknologi Universitas

Pembangunan Panca Budi, Medan.



TINJAUAN PUSTAKA

Probiotik

Probiotik berasal dari bahasa latin yang berarti untuk kehidupan (for life)
disebut juga bakteri menguntungkan. Apabila didefinisikan secara lengkap,
probiotik adalah kultur tunggal atau campuran dari mikroorganisme hidup yang
apabila diberikan ke manusia atau hewan akan berpengaruh baik karena probiotik
akan menekan pertumbuhan bakteri patogen atau bakteri jahat yang ada di usus
manusia atau hewan (Rajab, 2004).

Probiotik didefinisikan sebagai mikrorganisme hidup yang jika
dikonsumsi dalam jumlah cukup akan memberikan manfaat kesehatan bagi yang
mengkonsumsinya (FAO/WHO, 2002). Probiotik juga merupakan sediaan sel
mikroba atau komponen dari sel mikroba yang mempunyai pengaruh
menguntungkan pada kesehatan dan kehidupan inangnya (Gusminarni, 2009).
Mikroba bisa dikatakan mempunyai status probiotik bila memenuhi sejumlah
kriteria seperti bisa diisolasi dari hewan inang dengan spesies yang sama, mampu
menunjukkan pengaruh yang menguntungkan pada hewan inang, tidak bersifat
patogen, bisa transit dan bertahan hidup dalam saluran pencernaan hewan inang
(Maiti, 2007). Sejumlah mikroba harus mampu bertahan hidup pada periode yang
lama selama masa penyimpanan (Budiansyah, 2004).

Probiotik umumnya dari golongan bakteri asam laktat (BAL), khususnya
genus Lactobacillus dan Bifidobacterium yang merupakan bagian dari flora
normal pada saluran pencernaan (Sujaya et al., 2008). Contoh probiotik seperti
Lactobacillus, Bifidobacterium dan Acidophilus telah digunakan sejak berabad-

abad tahun yang lalu untuk kesehatan manusia meskipun belum diketahui bahan
5



aktifnya dan bagaimana cara bekerjanya. Lactobacillus diidentifikasi pertama kali
oleh Louis Pasteur di Perancis (1845 -1895). Penemuan fungsi probiotik yang
pertama kali diperoleh seorang peneliti Rusia yang 19 bernama Metchnikoft. Atas
penemuannya itu, beliau memenangkan hadiah Nobel. Teorinya dikenal dengan
judul intoxication theory and eternal youth theory dimana beliau berpendapat
bahwa mengkonsumsi yoghurt dapat mencegah penuaan (Rajab, 2004).

Mikroorganisme probiotik memberikan manfaat terhadap kesehatan
manusia dan hewan, melindungi dari infeksi bakteri enterik, menurunkan kejadian
dan durasi diare (Vasiljevic dan Shah, 2008). Probiotik dapat memperbaiki
saluran pencernaan dan meningkatkan kecernaan pakan, yaitu dengan cara
menekan bakteri patogen dalam saluran pencernaan sehingga mendukung
perkembangan bakteri yang menguntungkan yang membantu penyerapan zat-zat
makanan (Kompiang, 2009). Probiotik dapat mengubah pergerakan pada populasi
mikroba di dalam usus halus ayam, sehingga keberadaannya dapat meningkatkan
fungsi dan kesehatan usus, memperbaiki mikroflora pada sekum, serta
meningkatkan penyerapan zat makanan (Mountzouris et al., 2010).

Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri asam laktat merupakan kelompok besar mikroorganisme yang
secara fisiologis menghasilkan asam laktat sebagai metabolit utama. Kelompok ini
secara alami terdapat pada banyak bahan pangan serta saluran gastrointestinal dan
urogenital manusia dan hewan. BAL dapat tumbuh pada kisaran pH 6 — 8 dan di
dalam saluran pencernaan, mikroba tersebut mampu menghasilkan asam laktat
dan asam asetat yang membuat pH di sekitarnya berkisar antara 4-5 (Taylor,

2004). BAL mampu tumbuh pada suasana asam tanpa adanya oksigen. Selama



pertumbuhannya, bakteri asam laktat dapat memproduksi komponen metabolit,
seperti asam organik, hydrogen peroksida, bakteriosin, dan komponen lainnya
(Vasiljevic dan Shah, 2008). Beberapa spesies dari kelompok bakteri asam laktat,
terutama dari genera lactobacillus dan bifidobacterium, telah dikarakterisasi
sebagai probiotik (FAO/WHO, 2002).

Prinsip kerja BAL yaitu dengan memanfaatkan kemampuan
mikroorganisme tersebut dalam menguraikan rantai panjang karbohidrat, protein
dan lemak. Kemampuan ini diperoleh karena adanya enzim-enzim khusus yang
dimiliki oleh mikroorganisme untuk memecah ikatan. Pemecahan molekul
kompleks menjadi molekul sederhana mempermudah penyerapan oleh saluran
pencernaan. Disisi lain, mikroorganisme pemecah ini mendapatkan keuntungan
berupa energi yang diperoleh dari hasil perombakan molekul kompleks (Stanton
etal.,2001).

Mengingat pentingnya peranan bakteri asam laktat ini, isolasi telah
dilakukan dari berbagai sumber baik baik dari saluran pencernaan manusia sampai
tanah maupun sisa-sisa hasil pembusukan tanaman (Boguta et al., 2014). BAL
juga dapat diisolasi dari produk fermentasi hewan dan tanaman seperti produk
hewani yaitu pada susu dan olahannya, serta pada saluran pencernaan. Isolasi
BAL dari buah-buahan dan sayuran antara lain buah sirsak, nenas, acar, kopi dan
kakao fermentasi. Oleh sebab itu untuk mendapatkan BAL yang potensial perlu
dilakukan skrining BAL terhadap aktivitas antimikroba, yang nantinya akan
digunakan sebagai kandidat probiotik. BAL potensial akan memiliki nilai yang
tinggi untuk diaplikasikan yaitu di bidang kesehatan (obat-obatan), keamanan

pangan (food safety), dibidang peternakan sebagai probiotik/supplement (Purwati



et al., 2016). Isolasi BAL dapat dilakukan dari saluran pencernaan. Salah satu
hewan yang memiliki saluran pencernaan berpotensi BAL yaitu maggot BSF
(Hermetia illucens) (Arlene, 2019).

Maggot Black Soldier Fly (Hermetia illucens)

Maggot merupakan larva lalat black soldier fly (Hermetia illucens) atau
serangga bunga, memiliki tekstur yang kenyal, di dalam saluran pencernaannya
terdapat enzim pencernaan (amilase, lipase, dan protease) yang berfungsi untuk
mengkonversi sampah organik menjadi protein dan lemak tubuh. Maggot
merupakan salah satu sumber protein hewani tinggi karena mengandung kisaran
protein 30-45%. Berdasarkan hasil proksimat maggot yang telah dilakukan,
Sugianto (2007), menyatakan bahwa maggot yang dikultur dengan menggunakan
bungkil kelapa sawit terfermentasi memiliki kandungan protein 38,32 %.

Kandungan protein yang relatif tinggi ini sangat potensial sebagai pakan
tambahan untuk pembesaran ikan konsumsi. Maggot atau belatung ini juga
mengandung antimikroba dan anti jamur, sehingga apabila dikonsumsi oleh ikan
akan tahan terhadap penyakit yang disebabkan oleh bakteria dan jamur
(Indarmawan, 2014). Maggot juga memiliki enzim protease, amilase, dan lipase,
protease berfungsi untuk mengubah protein menjadi asam amino, amilase
mengubah pati menjadi maltosa, dan lipase mengubah lemak menjadi asam lemak
dan gliserol (Kim et al., 2011). Selain itu maggot memiliki organ penyimpanan
yang disebut trophocytes yang berfungsi untuk menyimpan kandungan nutrient
yang terdapat pada media kultur yang dimakannya (Subamia, 2010). Maggot
masih dapat ditumbuhkan dengan baik pada media limbah pasar yang berupa

limbah industri pertanian dan perikanan. Menurut Oliver (2000) dalam



Setiawibowo et al, (2009), yang menyatakan bahwa maggot dapat digunakan
untuk mengkonversi limbah seperti limbah industri pertanian, peternakan,
perikanan ataupun kotoran manusia. Maggot atau belatung ini juga mengandung
antimikroba dan anti jamur, sehingga apabila dikonsumsi oleh ikan akan tahan
terhadap penyakit yang disebabkan oleh bakteria dan jamur (Indarmawan, 2014).
Menurut Yuwono dan Mentari (2018) Maggot BSF atau dalam nama

ilmiah yaitu Hermetia illucens, memiliki klasiikasi taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Arthropoda
Kelas : Serangga

Ordo : Diptera

Famili : Stratiomyidae
Subfamili : Hermetiinae
Genus : Hermetia

Spesies : Hermetia illucens

Siklus hidup BSF yaitu holometabola, dimulai dari telur yang berbentuk
oval dengan panjang kurang dari 1 mm, berwarna putih pucat dan berubah
menguning secara berangsur-angsur sampai waktu tetas tiba. Telur menetas
menjadi maggot dalam waktu 3 hari pada suhu 24°C (Rachmawati, 2010).
Menurut Tomberlin et al, (2002) bahwa siklus hidup BSF dari telur hingga
menjadi lalat dewasa berlangsung sekitar 40-43 hari, tergantung dari kondisi
lingkungan dan media pakan yang diberikan.

Maggot BSF memiliki bentuk tubuh oval, pipih, dengan panjang sekitar

12-17 mm, memiliki sebelas segmen tubuh dengan sejumlah rambut melintang.
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Maggot BSF mendapatkan energi untuk hidupnya salah satunya dari ekskreta atau
kotoran ayam yang masih bernilai nutrisi. Maggot BSF dapat hidup di lingkungan
yang cukup ekstrim seperti sampah atau media yang mengandung garam, alkohol,
asam dan amonia serta dapat hidup di air atau dalam suasana alkohol. Maggot
BSF memiliki beberapa karakter diantaranya yaitu dapat mereduksi sampah
organik, dapat hidup pada pH tinggi dan tidak membawa gen penyakit.
Kandungan protein maggot BSF cukup tinggi, yaitu 40-50% dengan
kandungan lemak berkisar 29-32% (Bosch et al., 2014). Rambet et al, (2016)
menyimpulkan bahwa tepung BSF berpotensi sebagai pengganti tepung ikan
hingga 100% untuk campuran pakan ayam pedaging tanpa adanya efek negatif
terhadap kecernaan bahan kering (57,96-60,42%), energi (62,03-64,77%) dan
protein  (64,59-75,32%). Tinggi rendahnya kandungan protein maggot,
dipengaruhi oleh perbedaan media tumbuh yang digunakan. Gobbi et al., (2013);
Makkar et al., (2014), kualitas dan kuantitas media perkembangan maggot lalat
sangat mempengaruhi kandungan nutrien tubuh serta keberlangsungan hidup
maggot pada setiap instar dan tahap metamorfosis selanjutnya. Kualitas media
pertumbuhan maggot juga berpengaruh terhadap jumlah rasio antara lalat jantan
dan betina yang menetas dari pupa. Lalat dewasa jantan akan banyak menetas dari
maggot yang dipelihara pada jumlah media yang terbatas (Zarkani dan Miswati,
2012). Beberapa sumber mengungkapkan bahwa kandungan maggot atau belatung
(Hermetia illucens) yaitu sebagai berikut: Tepung maggot (Hermetia illucens)
mengandung protein kasar minimum 42,1%, Energi 5.282 Kkal/kg, lemak 26%,
kalsium 7,56%, dan fosfor 0,9 (Makkar et al., 2014). Presentase kandungan nutrisi

maggot (Hermetia illucens) secara umum dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kandungan nutrisi maggot (Hermetia illucens) umur 20 hari dengan

media hidup kotoran ayam petelur.

Analisa Proksimat Kadar

Energi metabolis 4196 Kkal/kg
Protein kasar 33,6 %
Lemak kasar 28,6 %

Abu 14,6 %

Serat kasar 4,68 %

NFE 1,4 %

Kadar air 7,9 %
Phospor 1,5 %
Kalsium 5,0%

Sumber: Hasil Analisa dilakukan di Sahabat Laboratorium.

Maggot BSF juga banyak digunakan sebagai bahan baku pakan ternak
maupun bahan baku pakan ikan karena mengandung antimikroba dan anti jamur.
Antimikroba dan anti jamur yang terdapat pada maggot BSF akan meningkatkan
daya tahan tubuh hewan dari serangan penyakit bakterial dan jamur (Saurin,
2005). Banjo et al, (2005) berhasil mengidentifikasi beberapa bakteri yang
diisolasi dari sistem pencernaan maggot BSF, salah satu BAL yang diisolasi yaitu
Streptococcus sp. Maggot BSF dilaporkan bersifat sebagai anti bakteri. Beberapa
bakteri yang berhasil diidentifikasi dari BSF (Hermetia illucens) yaitu Bacillus
sp.,Cellulomonas sp., Empedobacter sp., Enterobacter sp., Gordonia sp., Kurthia
sp., Microbacterium sp. dan Micrococcus sp. (Zheng, 2013). Arlene (2019)

melaporkan hasil penelitiannya bahwa maggot BSF yang dipelihara pada media
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kotoran ayam menghasilkan isolat BAL yang mampu bertahan dalam pengujian
ketahanan pH saluran pencernaan dan garam empedu sehingga memiliki potensi
sebagai kandidat probiotik untuk ayam. Maggot BSF mendapatkan energi untuk
hidupnya salah satunya dari ekskreta atau kotoran ayam yang masih bernilai
nutrisi. Maggot BSF dapat hidup di lingkungan yang cukup ekstrim seperti
sampah atau media yang mengandung garam, alkohol, asam dan amonia serta
dapat hidup di air atau dalam suasana alkohol. Maggot BSF memiliki beberapa
karakter diantaranya yaitu dapat mereduksi sampah organik, dapat hidup pada pH

tinggi dan tidak membawa gen penyakit.



BAHAN DAN METODE

Tempat dan Waktu Penelitian

Penyiapan bahan dan perlakuan dilakukan dilaboratorium Ilmu-Ilmu Dasar
(IID) Universitas Pembangunan Panca Budi, Medan dan Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Sumatera Utara (USU). Waktu penelitian dilaksanakan
mulai Mei 2021 sampai dengan Juni 2021.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah maggot BSF dari media
limbah sayuran dan buah2an. Bahan yang digunakan untuk karakterisasi isolat
BAL terpilih yaitu media de Man Rogosa Sharpe Agar/MRS agar, MRS Broth,
Nutrient Agar, larutan CaCOs, larutan NaCl 10%, glukosa, gliserol steril, aquades
Alkohol 96%, aquades, larutan ammonium oxalat violet, larutan lugol iodin,
larutan pemucat (aseton alkohol), NaOH 0.85%, cairan H>O,, reagen katalase, dan
reagen oksidase.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini autoclave, wadah, laminar air,
cawan petri, pipet ukur, tabung reaksi, rak tabung reaksi, erlemeyer, jarum ose,
inkubator, gelas ukur, beaker glas 13 pipet tetes, lampu spiritus,
magnetic stirrer dan hot plate, colony counter, water bath, vortex, pipet tetes,
mikropipet, sendok, oven, anaerob jar, aluminium foil, preparat, shaker,
centrifuge, tabung eppendorf, kapas, plastik wrap, mikroskop, incubator shaker,

mistar, tip mikrotube dan mikroskop epifluoresen.



Metode Penelitian

Penelitian dilakukan melalui tahapan isolasi dan identifikasi maggot BSF
dengan beberapa media hidup yang mana nantinya mampu menghasilkan BAL
terbanyak sebagai kandidat probiotik yang efektif. Tujuan penelitian adalah
melakukan isolasi dan identifikasi BAL dari maggot BSF yang hidup pada

berbagai media untuk menghasilkan BAL yang terbaik sebagai kandidat probiotik.

Langkah-langkah penelitian dapat dilihat dari gambar 1.

Isolat BAL dari larva
(Hermetia Illucent) dari media hidup

limbah sayuran dan buah2an

lalat BSF

}

Pemurnian Isolat BAL

}

Identifikasi Isolat
BAL

Vo

Vol

Uii Pewarnaan Gram

Uji Morfologi dan
Pemurnian Bakteri

Uii Katalase

Uii Methvl Red (MR)

Uit Motilitas

Uji aktifitas Antimikrob BAL
terhadap Escherichia coli

Uji aktifitas Antimikrob BAL
terhadap Salmonella pullorum

Gambar 1. Diagram Alir Penelitian
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Materi Penelitian

Materi penelitian yang digunakan dalam penelitian adalah maggot BSF
dengan umur 5 hari setelah menetas dari telurnya. maggot BSF diperoleh dari
berbagai media hidup yaitu limbah sayuran dan buah2an.
Pelaksanaan Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Ilmu-Ilmu Dasar (IID) Universitas
Pembangunan Panca Budi dan Laboratorium Mikrobiologi USU, Medan selama 1
bulan.
Isolasi Bakteri Asam Laktat dari Maggot BSF
Tahapan isolasi BAL dilakukan sesuai dengan metode Rahayu dan Margino
(1997). Isolasi BAL dilakukan dengan menggerus 1 gram sampel maggot BSF
diperoleh dari berbagai media hidup dengan menggunakan larutan NaCl fisiologis
sebanyak 5 ml dan sampai halus. Larutan NaCl fisiologis dibuat dengan cara 0,8
gram NaCl dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 100 ml dan dilarutkan dengan 100
ml air, lalu dihomogenkan. Sebanyak 0,1 ml larutan ekstrak dimasukkan kedalam
erlenmeyer berisi medium steril 20 ml kemudian diinkubasikan pada suhu kamar
selama 24 jam ke dalam media cair diencerkan dengan metode pengenceran
berseri sepuluh secara aseptis dengan aquades steril. Sebanyak 0,1 ml kultur
diambil untuk ditanam dengan metode spreadplate pada media MRS agar
(MRSA) + 1 % CaCO; yang ditambah 10 ppm CsHi2 untuk menekan
pertumbuhan yeast dan 10 ppm NaN3 untuk menekan mikroaerob. Kultur pada
media MRSA diinkubasi 24 jam dan diambil isolat-isolat yang menunjukkan
perbedaan sifat koloni. Koloni BAL akan nampak sebagai koloni yang dikelilingi

oleh zona jernih, selanjutnya koloni tersebut diisolasi dan digoreskan pada media
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MRSA. Penggoresan dilakukan terus menerus sehingga didapatkan satu koloni
seragam. Isolasi BAL dari maggot BSF dilakukan dengan mengambil sampel
cairan sebanyak 0.1 mg (sampel dari maggot BSF sebanyak 10 ekor maggot
berumur 10 hari) ditekan kemudian dicampur dengan 9 ml larutan NaCl 0.85 %
lalu divortex. Dilakukan pengenceran berseri sebanyak 1 ml sampai pengenceran
10-7 kemudian setiap pengenceran diambil 0.1 ml dan dimasukkan ke cawan
petri. MRS agar dengan campuran larutan CaCO3 1% kemudian dituang ke dalam
cawan petri dan diratakan. Sampel kemudian diinkubasi anaerob selama 72 jam
pada suhu 41°C. Isolat bakteri yang membentuk zona bening merupakan bakteri
asam laktat.

Pemurnian Kultur Bakteri Asam Laktat (Metode Hardiningsing et al.,
(2006).

Tahap pemurnian dimulai dengan dipilih koloni-koloni yang berbeda agar
didapatkan koloni tunggal (isolat murni). Jarum ose bulat disterilkan, lalu
disentuhkan pada permukaan koloni bakteri kemudian diinokulasikan pada
permukaan medium MRS Agar dengan metode gores untuk mendapatkan koloni
yang terpisah, proses ini dilakukan 2-3 kali sehingga didapatkan koloni yang
benar-benar murni lalu diinkubasikan pada suhu 41°C selama 48 jam.

Identifikasi Isolat Bakteri Asam Laktat Terpilih (Harley 2005).

Isolat bakteri asam laktat terpilih ditumbuhkan kembali dan diperbanyak didalam
media MRS broth di dalam inkubator anaerob dengan GasPak (Merck, Germany)
pada suhu 41°C. Identifikasi isolat bakteri asam laktat terpilih dengan pengamatan

morfologi koloni dan biokimiawi yang meliputi uji pewarnaan gram, uji motilitas,
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uji triple sugar iron agar (TSIA) dan uji aktivitas antimikrob BAL terhadap bakteri

patogen.

Parameter yang Diamati Pada Penelitian

Adapun parameter yang diamati pada penelitian adalah :

1. Uji Pewarnaan Gram (Harley, 2005).
Pada uji pewarnaan gram ulasan bakteri dibuat pada gelas objek dan dilakukan
fiksasi. Sebanyak 2-3 tetes kristal violet diteteskan pada koloni bakteri, lalu
didiamkan selama 60 detik. Preparat dicuci dengan menggunakan air mengalir
lalu dikeringanginkan. Sebanyak 2-3 tetes larutan lugol diteteskan di atas
preparat dan dibiarkan selama 60 detik. Preparat dicuci dengan air mengalir
lalu dikeringanginkan. Preparat kemudian ditetesi 2-3 tetes larutan alkohol-
aseton dan dibiarkan selama 60 detik lalu dicuci kembali dan
dikeringanginkan, selanjutnya preparat ditetesi dengan larutan safranin
sebanyak 2-3 tetes dan didiamkan selama 60 detik, lalu dicuci dan
dikeringanginkan. Setelah itu diamati di bawah mikroskop.

2. Pengamatan Morfologi dan Pemurnian Bakteri
Pengamatan morfologi dilakukan dengan memvisualisasikan morfologi dari
isolat yang didapat, meliputi bentuk koloni, warna koloni, tepi koloni dan
permukaan koloni. Pemurnian bakteri dilakukan dengan menginokulasikan
isolat tunggal yang yang menunjukkan karakter morfologi (bentuk, warna, tepi
dan permukaan) berbeda. Isolat kemudian ditumbuhkan pada media NA pada

suhu 37°C selama 24 jam.
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3. Uji Methyl Red (MR)
Uji MR sebanyak 1 ose (ose bulat) isolat bakteri diambil dari stok kultur dan
diinokulasikan pada medium MR-VP cair dalam tabung reaksi. Selanjutnya
diinkubasi selama 5x24 jam pada suhu 37°C. Sebanyak 5 tetes methyl-red
ditambahkan di atas preparat isolat bakteri. Hasil positif apabila terbentuk
kompleks berwarna merah muda sampai merah yang menandakan bahwa
mikroba tersebut menghasilkan asam.

4. Uji Motilitas (Harley, 2005).
Uji motilitas dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk bergerak.
Sebanyak 1 ose (ose lurus) isolat dari stok kultur diinokulasikan dengan cara
ditusuk pada medium Sulfida indole motility (SIM) tegak, lalu diinkubasi pada
suhu 41°C selama 2 x 24 jam. Hasil positif (motil) apabila terdapat rambatan-
rambatan di sekitar bekas tusukan jarum pada medium dan hasil negatif (non
motil) bila tidak terdapat rambatan-rambatan disekitar bekas tusukan jarum ose
pada medium.

5. Uji Aktivitas Antimikrob BAL Terhadap Bakteri Patogen
Uji ini menggunakan bakteri patogen sebagai bakteri indikator yaitu
Escherichia coli dan Salmonella thypi . Kultur bakteri patogen (berumur 14
jam inkubasi) sebanyak 1 mL (107-108 CFU mL-1) dicampurkan ke dalam 18
mL media cawan Nutrient Agar. Sumur agar dibuat menggunakan ujung pipet
steril berdiameter 7 mm dan masing-masing sumur diisi dengan 50 pL kultur
BAL. Seluruh perlakuan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 41°C. Uji
aktivitas antimikrob ditentukan dengan melihat zona hambat yang terbentuk

dan diameter zona hambat diukur menggunakan mistar. Daerah hambatan
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pertumbuhan bakteri menurut Morales et al., (2003), aktivitas zona hambat
dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu: lemah (<5 mm), sedang (5-10mm),
kuat (>10-20 mm) dan sangat kuat (>20-30 mm).
Analisa Data Penelitian
Data hasil penelitian masing-masing parameter dianalisa dan diolah secara

deskriptif.



HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
Isolasi dan Identifikasi Morfologi BAL

Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dilakukan dari maggot BSF (Hermetia
illucens) dengan media limbah sayur dan buah-buahan yang kemudian
ditumbuhkan pada media MRS yang merupakan media selektif untuk
pertumbuhan BAL.

Isolat BAL kemudian diseleksi sebanyak 10 isolat dan dilakukan
identifikasi morfologi untuk mengetahui karakteristik dari bakteri. Hasil
identifikasi ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Identifikasi Morfologi Isolat BAL Terpilih.

KARAKTERISTIK KOLONI
KODE
NO DIAMETER
ISOLAT BENTUK TEPI ELEVASI WARNA
KOLONI
1 Al Coccus Entire Flat Kekuningan 3,35 mm
2 A2 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,27 mm
3 A3 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,38 mm
4 A4 Basil Undulate Flat Putih susu 2,25 mm
5 AS Coccus Undulate Flat Kekuningan 3,36 mm
6 A6 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,39 mm
7 A7 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,47 mm
8 A8 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,34 mm
9 A9 Coccus Entire Flat Kekuningan 3,24 mm
10 Al10 Basil Entire Flat Putih susu 2,20 mm

Keterangan : 1. Bentuk koloni berupa bulat (coccus) dan batang (basil).
1. Permukaan koloni / elevasi berupa rata (flaf), timbul dan datar (raised),

melengkung (convex), dan membukit.
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2. Tepi koloni dapat berupa utuh (entire), berombak (undulate), berbelah (lobate),
bergerigi (serrate), berbenang (felamenthous), dan keriting (curled).

3. Warna koloni bakteri berupa putih susu, kelabu, kekuningan atau hampir bening.

Sebanyak 10 isolat yang diseleksi diduga sebagai BAL dengan morfologi
koloni yang hampir sama yaitu berbentuk bulat dengan tepian rata licin berwarna
kekuningan. Koloni BAL memiliki diameter yang berbeda-beda berkisar 2,20 —
3,47 mm. Morfologi koloni BAL dapat dilihat pada tabel 2.

Isolat yang terseleksi kemudian dilakukan identifikasi lanjut yaitu uji
pewarnaan gram, uji katalase, uji Methyl Red (MR) dan uji motilitas. Pada uji
pewarnaan gram menunjukkan bahwa semua isolat merupakan bakteri Gram
positif (terdapat pada tabel 3) yang ditandai dengan sel berwarna ungu setelah
dilakukan pewarnaan.

Tabel 3. Hasil Pewarnaaan Gram Positif Dan Negatif.

No Jenis Isolat Uji Gram
1 Al Positif
2 A2 Positif
3 A3 Positif
4 A4 Positif
5 AS Positif
6 A6 Positif
7 A7 Positif
8 A8 Positif

9 A9 Positif
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10 Al0 Positif

Keterangan : Bakteri gram positif berwarna ungu, sedangkan bakteri gram negatif

berwarna merah.

Pada uji selanjutnya seluruh isolat menunjukkan hasil katalase negatif, dan
terbentuk perubahan warna indikator dari warna kuning ke warna merah muda
pada uji Methyl Red (MR) dan hasil uji motilitas perbedaan ada yang motil dan
non motil yang terdapat pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil Uji Katalase, Uji Methyl Red (MR) dan Uji Motilitas.

No  Jenis Isolat Uji Katalase Uji MR Uji Motilitas
1 Al - + Non motil
2 A2 - + Non motil
3 A3 - + Non motil
4 Ad - + Non motil
5 AS - + Non motil
6 A6 - + Non motil
7 A7 - + Non motil
8 A8 - + Non motil
9 A9 - + Non motil

10 A10 - + Non motil

Keterangan : 1. Uji katalase : negatif/ (-) artinya indikatornya tidak ada gelembung udara.
2. Uji Methyl Red (MR) : positif (+) artinya indikatornya terbentuk perubahan
warna dari warna kuning ke warna merah muda.
3. Uji Motilitas : non motil artinya indikatornya tidak terdapat rambatan atau

pergerakan.
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Pengujian Uji Methyl Red (MR) menunjukkan hasil positif yang
menandakan bahwa mikroba tersebut menghasilkan asam, serta uji motilitas
menunjukkan semua sel bakteri yang berbentuk batang/basil maupun yang
berbentuk bulat/coccus bersifat non motil (tidak bergerak).

Aktivitas Antimikrob BAL Terhadap Bakteri Patogen

Seluruh isolat BAL menunjukkan aktivitas menghambat Eshericia coli

dimana hasil tersebut terdapat pada tabel 5.

Tabel 5. Diameter Zona Hambat BAL Terhadap Bakteri Eshericia coli

Isolat Bakteri Patogen Diameter Zona Bening (mm)
Al Eshericia coli 7,56
A2 Eshericia coli 7,17
A3 Eshericia coli 5,79
A4 Eshericia coli 10,73
AS Eshericia coli 9,81
A6 Eshericia coli 7,38
A7 Eshericia coli 7,74
A8 Eshericia coli 8,48
A9 Eshericia coli 6,13
Al0 Eshericia coli 10,03

Keterangan : Diameter zona hambat dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu: lemah (<5 mm),

sedang (5-10mm), kuat (>10-20 mm) dan sangat kuat (>20-30 mm).

Isolat A4 memiliki aktivitas penghambatan tertinggi terhadap E.coli yaitu

dengan menghasilkan diameter zona bening sebesar 10,73 mm dan isolat A10
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memiliki aktivitas penghambatan kedua tertinggi setelah isolat AS terhadap
patogen Eshericia coli dengan diameter zona bening sebesar 10,03 mm.

Semua isolat yang diuji memiliki aktivitas antimikroba terhadap
Salmonella pulorum terdapat pada tabel 6.

Tabel 6. Diameter Zona Hambat BAL Terhadap Bakteri Salmonella pulorum.

Isolat Bakteri Patogen Diameter Zona Bening (mm)
Al Salmonella pulorum 8,63
A2 Salmonella pulorum 9,12
A3 Salmonella pulorum 6,27
A4 Salmonella pulorum 12,04
A5 Salmonella pulorum 10,90
A6 Salmonella pulorum 8,73
A7 Salmonella pulorum 7,74
A8 Salmonella pulorum 9, 04
A9 Salmonella pulorum 6,35
Al10 Salmonella pulorum 11,09

Keterangan : Diameter zona hambat dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu: lemah (<5 mm),

sedang (5-10mm), kuat (>10-20 mm) dan sangat kuat (>20-30 mm).

Isolat A4 dan A10 memiliki aktivitas penghambatan tertinggi terhadap
Salmonella pulorum yaitu dengan menghasilkan diameter zona bening sebesar

12,04 mm dan 11,09 mm.
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Pembahasan
Isolasi dan Identifikasi Morfologi BAL

Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dilakukan dari maggot BSF (Hermetia
illucens) dengan media limbah sayur dan buah-buahan yang kemudian
ditumbuhkan pada media MRS yang merupakan media selektif untuk
pertumbuhan BAL.Isolat BAL kemudian diseleksi sebanyak 10 isolat dan
dilakukan identifikasi morfologi untuk mengetahui karakteristik dari bakteri.
Setelah diperolah kultur murni dari ke sepuluh isolat, maka selanjutnya dilakukan
pengamatan morfologi bakteri asam laktat yang dilakukan dengan pengecatan
Gram. Sebanyak 10 isolat yang diseleksi diduga sebagai BAL dengan morfologi
koloni yang hampir sama yaitu berbentuk bulat (coccus) dengan tepian rata licin
berwarna kekuningan. Terdapat dua isolat yang memiliki perbedaan bentuk yaitu
batang (basil) dan warna yaitu putih susu. Perbedaan warna ini diduga disebabkan
karena perbedaan genus dari BAL dan intensitas produksi asamnya. Koloni BAL
memiliki diameter yang berbeda-beda berkisar 2.20 mm — 3.47 mm. Isolat yang
terseleksi kemudian dilakukan identifikasi lanjut yaitu uji pewarnaan gram, uji
katalase, uji Methyl Red (MR) dan uji motilitas.

Pada uji pewarnaan gram menunjukkan bahwa isolat merupakan bakteri
Gram positif yang ditandai dengan sel berwarna ungu setelah dilakukan
pewarnaan, apabila dia negatif ditandai dengan terbentuknya warna merah pada
sel bakteri. Bakteri Gram positif dapat mempertahankan warna ungu disebabkan
ketika ditetesi alkohol 95% dinding sel mengalami dehidrasi sehingga
menyebabkan ukuran pori-pori sel menjadi kecil dan daya permetabilitasnya

berkurang sehingga zat pewarna kristal violet tidak dapat keluar dari sel dan sel
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akan tetap berwarna ungu. Pemberian pewarna tandingan berupa safranin yang
berwarna merah tidak akan berpengaruh karena tidak masuk ke dalam dinding sel.
Sebaliknya bakteri Gram negatif tidak mampu mempertahankan warna Kristal
violet karena pada saat dibilas dengan alcohol 95%, lipid dari dinding sel
terekstrasi, pori-pori sel mengembang sehingga zat pewarna kristal violet keluar
dari sel dan membuat sel jadi tidak berwarna. Sel bakteri yang tidak berwarna
pada saat ditetesi dengan pewarna tandingan saftranin, maka sel akan menyerap
zat safranin sehingga sel akan berwarna merah pada saat diamati dibawah
mikroskop. Struktur dinding sel akan menentukan respon pewarnaan. Bakteri
diwarnai dengan suatu zat warna violet dan yodium, dibilas dengan alkohol dan
kemudian diwarnai sekali lagi dengan zat warna merah. Bakteri Gram Positif yang
sebagian besar dinding selnya mengandung peptidoglikan akan menjerat warna
violet. Bakteri Gram negatif memiliki lebih sedikit peptidoglikan, yang terletak di
suatu gel periplasmik antara membran plasma dan suatu membran bagian luar
(Campbell et al., 2003). Pewarnaan gram sel-sel yang tidak dapat melepaskan
warna dan akan tetap berwarna seperti warna kristal violet yaitu biru ungu disebut
bakteri gram positif. Sedangkan sel-sel yang dapat melepaskan kristal violet dan
mengikat safranin sehingga berwana merah muda disebut bakteri gram negatif.
Prinsip pewarnaan gram adalah kemampuan dinding sel mengikat 40 zat warna
dasar (Kristal violet) setelah pencucian dengan alkohol 95%. Keadaan ini
berhubungan dengan komposisi senyawa penyusun dinding sel. Pada bakteri gram
positif mengandung peptidoglikan lebih banyak dan lemak lebih sedikit

dibandingkan bakteri gram negatif (Syulasmi et al., 2005).
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Setelah pengamatan morfologis menggunakan mikroskop kemudian
dilakukan pengamatan karakteristik pada semua isolat untuk mengidentifikasi
jenis bakteri yang terdapat pada isolat tersebut.

Berdasarkan hasil pengamatan secara morfologi melalui mikroskop
diperoleh data karakteristik 2 macam bentuk yaitu bentuk bulat (coccus) dan
batang (basil) pada. Menurut Surono (2004) bakteri asam laktat ada yang
berbentuk batang (basi/) dan ada pula yang berbentuk bulat (coccus). Hal ini juga
sesuai dengan pendapat Khalid (2011) bahwa BAL adalah kelompok bakteri
probiotik non patogen yang memiliki ciri sama dengan hasil diatas yaitu
kelompok jenis bakteri gram positif berbentuk coccus (bulat) atau bacillus
(batang), memiliki katalase negatif, tidak membentuk spora dan menghasilkan
asam laktat.

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya enzim katalase
pada isolat bakteri yang di uji dengan menggunakan pereaksi hidrogen peroksida
(H202). Bakteri yang memiliki enzim katalase mampu mengurai H>O, menjadi
H>O dan O,. Berdasarkan hasil uji (tabel 5) menunjukkan bahwa semua isolat
menunjukkan hasil yang negatif terhadap uji katalase. Hal ini dibuktikan dengan
tidak terbentuknya gelembung udara (O2) pada saat isolat dimasukkan ke dalam
larutan H>O, sehingga menunjukkan bahwa isolat tersebut tidak dapat hidup jika
terdapat senyawa oksigen (O,) atau bersifat anaerobik.

Reaksi positif uji katalase ditunjukkan dengan membentuk gelembung-
gelembung yang berarti ada pembentukkan gas Oksigen (O2) sebagai hasil
pemecahan H>O> oleh enzim katalase yang diproduksi oleh bakteri tersebut.

Bakteri asam laktat termasuk bakteri katalase negatif sehingga hasil reaksi uji
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katalase tidak terbentuk gelembung udara yang berarti tidak terbentuk gas.
Mekanisme enzim katalase memecah H>O; yaitu saat melakukan respirasi, bakteri
menghasilkan berbagai macam komponen salah satunya H»>O,. Bakteri yang
memiliki kemampuan memecah H>O» dengan enzim katalase maka segera
membentuk suatu sistem pertahanan dari toksik H>O> yang dihasilkannya sendiri.
Bakteri katalse positif akan memecah H>O, menjadi H>O dan O dimana
parameter yang menunjukkan adanya aktivitas katalase tersebut adalah adanya
gelembung-gelembung oksigen. Bakteri katalase negatif tidak menghasilkan
gelembung-gelembung. Hal ini berarti HoO> yang diberikan tidak dipecah oleh
bakteri katalase negatif sehingga tidak menghasilkan oksigen. Djide dan Sartini
(2008) mengemukakan bahwa dari hasil uji biokimia berupa uji katalase terhadap
bakteri asam laktat menunjukkan hasil yang negatif.

Uji Methyl Red (MR) merupakan uji yang digunakan untuk menentukan
adanya fermentasi asam campuran oleh bakteri. Berdasarkan hasil penelitian
terlihat bahwa semua isolat (10 isolat) positif terhadap uji Methyl Red (MR), hal
ini ditandai dengan adanya perubahan warna yang terjadi pada semua isolat, yaitu
medium yang berwarna kuning setelah ditetesi reagen Methyl Red (MR) menjadi
atau terbentuknya kompleks berwarna merah. Hasil positif yang diperoleh
menandakan bahwa isolat BAL ini merupakan penghasil asam campuran. Hal ini
sesuai dengan pendapat Haryani ef al., (2012) menyatakan bahwa BAL memiliki
kemampuan dalam mendegradasi dan memfermentasi karbohidrat yang disertai
produksi asam. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Fadlya (2008) diketahui
bahwa isolat BAL yang diperoleh dari beberapa sumber menunjukkan hasil yang

positif terhadap uji Methyl Red (MR) apabila adanya perubahan warna medium
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dari kuning menjadi merah. Hal ini berarti bahwa isolat tersebut dapat
memfermentasikan karbohidrat menghasilkan campuran asam.

Motilitas merupakan kemampuan suatu mikroba bergerak sendiri. Sifat
motilitas pada bakteri dapat dilihat dengan pertumbuhan yang menyebar
disekeliling tempat penusukan kultur atau adanya penyebaran yang berwarna
putih seperti akar disekitar inokulasi, yang berarti bahwa bakteri ini memiliki
flagel. Hal yang diperhatikan pada uji ini yaitu ada atau tidaknya rambatan-
rambatan pada bekas tusukan pada media tersebut untuk mengetahui kemampuan
bakteri tersebut untuk bergerak. Hasil uji motilitas yang sudah dilakukan
diperoleh bahwa semua sel bakteri yang berbentuk batang/basil maupun yang
berbentuk bulat/coccus bersifat non motil (tidak bergerak). Savadago et al., (2006)
menjelaskan bahwa bakteri asam laktat terdiri dari sekelompok bakteri Gram
positif, tidak membentuk spora serta berbentuk batang dan bulat yang bersifat non
motil dan motil. Menurut Cullimore (2000) bakteri asam laktat yang bersifat
Gram positif maupun yang besifat bipolar (Gram positif dan Gram negatif)
memiliki sifat non-motil.

Aktivitas Antimikrob BAL Terhadap Bakteri Patogen

Probiotik memiliki kriteria yang salah satunya adalah memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang ada pada usus.
Kemampuan BAL menghambat pertumbuhan patogen ditunjukkan dengan
aktivitas antimikrob yang dihasilkan oleh BAL. Seluruh isolat BAL menunjukkan
aktivitas menghambat E.coli (Tabel 6). Penghambatan ini disebabkan karena

adanya aktivitas beberapa antimikrob yang dihasilkan oleh BAL diantaranya
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adalah produksi asam organik (Makras et al., 2006), dan hidrogen peroksida
(Hauser et al., 2010).

Semua isolat yang diuji memiliki aktivitas antimikroba terhadap E.coli,
yaitu dimana terbentuknya zona bening yang membuktikan bahwa isolat bakteri
asam laktat yang diisolasi dari maggot BSF mempunyai kemampuan untuk
menekan pertumbuhan bakteri patogen FE.coli. Isolat A4 memiliki aktivitas
penghambatan tertinggi terhadap E.coli yaitu dengan menghasilkan diameter zona
bening sebesar 10,73 mm dan isolat A10 memiliki aktivitas penghambatan kedua
tertinggi terhadap patogen E.coli dengan diameter zona bening sebesar 10,03 mm.
Aktivitas penghambatan kedua isolat ini diduga karena isolat A4 dan A10
memiliki antimikroba berupa bakteriosin. Isolat yang memiliki aktivitas
penghambatan terendah terhadap E.coli yaitu isolat A3 dengan diameter zona
bening sebesar 5,17 mm. Menurut Morales et al., (2003), aktivitas zona hambat
dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu: lemah (<5 mm), sedang (5-10mm), kuat
(>10-20 mm) dan sangat kuat (>20-30 mm). Pada ke 10 isolat, aktivitas zona
hambat rata-rata berada pada kategori sedang dan kuat sesuai literatur dari Morales
et al., (2003) dan kategori tinggi menurut Pan ef al., (2009) bahwa besar diameter
zona hambat terhadap bakteri patogen dikategorikan sebagai berikut: zona hambat
0-3 mm menunjukkan aktivitas antimikroba rendah, 3-6 mm aktivitas antimikroba
sedang dan diameter zona hambat >6 mm menunjukkan aktivitas antimikroba
yang tinggi (Pan et al., 2009).

Aktivitas antimikroba dari BAL disebabkan oleh produksi asam laktat,
asetat, format, kaproat, propionat, butirat dan asam valerat, senyawa H202 serta

bakteorisin (Rostinawati, 2010). Kondisi asam yang dihasilkan oleh bakteri asam
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laktat tersebut dapat menghambat bakteri yang sensitif terhadap pH rendah dan
tidak bisa tumbuh. Asam organik yang dihasilkan oleh BAL menyebabkan efek
bakterisidal terhadap bakteri gram positif dan gram negatif. Asam akan berdifusi
pada membran sel dan di dalam sel akan teruirai sehingga menyebabkan pelepasan
ion H+ dan pengasaman atau asidifikasi pada sitoplasma (Lee et al., 2009).
Kondisi ini dapat mengakibatkan kerusakan elektrokimia gradien proton,
menghambat sintesis protein, dan menyebabkan kematian sel (Ripamonti et al.
2011; Wang et al. 2015).

Seluruh isolat BAL menunjukkan aktivitas menghambat Salmonella
pullorum (Tabel 7). Isolat A4 memiliki aktivitas penghambatan tertinggi terhadap
Salmonella pullorum yaitu dengan menghasilkan diameter zona bening sebesar
12,04 mm dan isolat A10 memiliki aktivitas penghambatan kedua tertinggi
terhadap patogen Salmonella pullorum dengan diameter zona bening sebesar 11,09
mm.

Zona hambat BAL dari maggot BSF menghasilkan diameter zona hambat
yang cukup besar terhadap Salmonella pullorum. Senyawa antimikroba yang
dihasilkan BAL seperti asam laktat dapat menyebabkan gangguan pada
permeabilitas membran luar bakteri. Asam akan terdisosiasi/pemecahan molekul
menjadi ion hidrogen dan anion toksik yang mampu mengganggu fungsi fisiologi
sel dan mendestabilisasi protein sel (Theron and Lues, 2011). Escherichia coli dan
Salmonella pullorum memiliki kerentanan yang tinggi terhadap asam laktat dan
asam asetat (Theron and Lues, 2011). Berdasarkan hasil zona hambat terlihat
bahwa aktivitas antimikroba bakteri asam laktat lebih besar terhadap bakteri

Salmonella pullorum dari pada bakteri Escherichia coli. Kedua bakteri uji ini



32

berasal dari golongan Gram negatif dan lebih sensitif terhadap aktivitas senyawa
antimikroba serta lebih tipis yang mengakibatkan senyawa antimikroba bakteri
asam laktat akan lebih mudah masuk ke dalam membaran sel, sehingga merusak
dinding sel bakteri asam laktat (Yulinery dan Nurhidayat, 2005). Asam laktat
memiliki efek bakterisidal pada pH dibawah 5, terutama pada bakteri Gram negatif
(Ray, 2001).

Isolat BAL yang diisolasi dari maggot BSF menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap bakteri patogen Escherichia coli dan Salmonella pullorum
yang mana sangat berpotensi untuk dikembangkan sebagai salah satu alternatif
sumber antibakteri dan kandidat probiotik pakan ternak pengganti antibiotik

growth promotor (AGP) yang sudah tidak boleh digunakan lagi.



KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
1. Isolasi bakteri asam laktat dari maggot BSF dari media limbah sayur dan
buah-buahan didapatkan 10 isolat BAL yang teridentifikasi secara
morfologi.
2. Seluruh isolat memiliki zona hambat pada bakteri patogen Escherichia coli
dan Salmonella pullorum.
3. Isolat A4 dan A10 berpotensi menjadi kandidat probiotik pakan ternak
karena memiliki diameter zona hambat yang masuk ke dalam kategori
sedang dan kuat/tinggi.
Saran

Penggunaan jenis bakteri patogen yang berbeda (gram positif dan gram
negatif) perlu dilakukan terutama penyakit yang sering terjadi pada ternak untuk
mengetahui antimikrob yang dihasilkan oleh BAL dan dilanjutkan hingga ke

bakteriosin yang dihasilkan.
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