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ABSTRACT


Purpose of this research is to know the viability isolate of Lactic Acid Bacteria (LAB) on molasses medium, physiological salt, and combination of two mediums on incubation time until 4 weeks. This research used a mixture of lactic acid bacteria isolates from the duck’s intestine (B4, B7, and B8). The three bacterial isolates were inoculated into the three media specifically salt water, salt water + molasses and molasses. The study was arranged by Randomized Block Design Completely (RAKL) of 3 x 4 factorial treatment pattern (A x B).  Factor A is 3 types of treatment media namely media I (salt water), media II (salt water + molasses), and media III (molases). Factor B is time variation used in each treatment medium devided by 1 week, 2 weeks, 3 weeks and 4 weeks. Each treatment was repeated 2 times. This research uses pour plate method with calculation of colony count which will be counted with colony counter. The data in this research are analyzed descriptively. The results showed that molases were able to maintain LAB viability for up to 2 weeks with a population of 2,99 x 106 CFU / ml (6,48 log10 CFU/ ml). In physiological saline medium LAB viability is only up to 1 week with a population of 2,25 x 107 CFU / ml (7,35 log10 CFU / ml). In physiological salts + molasses viability LAB survived for up to 4 weeks with a population of 3,12 x 106CFU / ml (6,50 log10 CFU / ml).
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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui viabilitas Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) pada media molase, garam fisiologis, dan kombinasi dua media pada waktu inkubasi sampai 4 minggu. Penelitian ini menggunakan campuran isolat BAL dari usus itik (B4, B7, dan B8. Tiga isolat bakteri diinokulasikan ke dalam tiga media khususnya NaCl fisiologis, NaCl fisiologis + molase dan molase saja. Penelitian ini disusun dengan Rancangan Acak Kelompok (RAK, pola perlakuan faktorial 3x4(A x B). Faktor A adalah 3 jenis media inkubasi/penyimpanan yaitu media I (NaCl fisiologis), media II (NaCl fisiologis+molase/tetes tebu), dan media III (molase/tetes tebu). Faktor B adalah variasi waktu yang digunakan pada masing-masing medium perlakuan inkubasi 1 minggu, 2 minggu, 3 minggu dan 4 minggu. Setiap perlakuan diulang 2 kali. Penelitian ini menggunakan metode pour plate dengan perhitungan jumlah koloni yang akan dihitung dengan koloni counter. Data dalam penelitian ini dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa molase mampu mempertahankan viabilitas BAL hingga 2 minggu dengan populasi 2,99 x 106 CFU / ml (6,48 log10 CFU / ml). Pada media NaCl fisiologis viabilitas hanya sampai 1 minggu dengan populasi 2,25 x 107 CFU/ml (7,35 log10 CFU / ml). Pada NaCl fisiologis + molase viabilitas BAL bertahan hingga 4 minggu dengan populasi 3,12 x 106CFU / ml (6,50 log10 CFU/ml).

Kata kunci: Viabilitas, Bakteri Asam Laktat, NaCl fisiologis, Molase
[bookmark: _GoBack]PENDAHULUAN 
Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri yang biasa digunakan sebagai probiotik.  Bakteri ini mempunyai sifat bakterisidal dan bakteriostatik yang dapat digunakan sebagai probiotik (Pennacchia et al., 2004).  Syarat probiotik adalah tidak patogen, toleran terhadap asam dan garam empedu, mempunyai kemampuan bertahan pada proses pengawetan dan dapat bertahan pada penyimpanannya serta memiliki kemampuan memberi efek kesehatan yang sudah terbukti (Shortt, 1999). 
Menurut Konig dan Frohlich (2009) menyebutkan BAL memerlukan nutrisi untuk dapat tumbuh, diantaranya karbohidrat, asam amino, dan vitamin.  Nutrisi lain yang diperlukan yaitu karbon, nitrogen, sulfur, fosfor dan mineral untuk menunjang viabilitas bakteri asam laktat (Brooks, 2007).
Bakteri probiotik yang ditambahkan ke dalam  ransum atau air minum ternak dapat mencegah infeksi dan kolonisasi patogen di dalam saluran pencernaan ternak (Hidayat, 2010).  Media untuk mempertahankan daya hidup BAL dapat berupa larutan garam fisiologis dan molases yang memiliki kandungan nutrisi yang dibutuhkan oleh BAL.
Menurut Lestari (2014) larutan garam fisiologis merupakan media terbaik untuk menjaga ketahanan hidup isolat bakteri asam laktat, karena NaCl (larutan garam fisiologis yang terbuat dari garam NaCl dengan konsentrasi 0,9% b/v) berfungsi untuk menjaga keseimbangan ion sel mikroba.  Molases masih mengandung cukup banyak zat penting yang dapat mendukung pertumbuhan mikrobia yaitu : sukrosa, glukosa, fruktosa, vitamin, dan mineral (Wardani, 2005).  Menurut penelitian Sutrisna (2015) pemberian  konsentrasi molases 1% pada medium tumbuh Bakteri Asam Laktat menjadikan daya hidup BAL lebih baik.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada  Januari – April 2017.
Bahan – bahan yang digunakan adalah campuran isolat bakteri asam laktat dari usus itik (B4, B7 dan B8) yang diperoleh dari koleksi (Sutrisna, 2013), media deMan Rogosa and Sharpe (MRS) Broth, NaCl steril, alkohol 70%, aquades, molases, dan media deMan Rogosa and Sharpe (MRS) Agar.  Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain timbangan digital, mirkrotube, tabung reaksi, rak tabung reaksi, gelas ukur, Erlenmeyer, beaker glass, cawan petri, bunsen, stirrer heat, vortex mixer, mikropipet, mikrotipe, autoklaf, laminar airflow, inkubator, dan oven.
Penelitian disusun dengan percobaan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) pola perlakuan faktorial 3 x 4 (A x B).  Faktor A adalah 3 macam media perlakuan yaitu media I (molases), media II (garam fisiologis), dan media III (garam fisiologis + molases).  Faktor B adalah variasi waktu yang digunakan pada masing–masing media perlakuan yaitu 1 minggu, 2 minggu, 3 minggu dan 4 minggu.  Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 2 kali. 

Prosedur kerja
1. Peremajaan isolat bakteri 
Sebanyak 1 ml suspensi campuran isolat Bakteri Asam Laktat dari usus itik yaitu B4, B7, dan B8 diambil dengan menggunakan mikropipet steril dan dimasukkan ke dalam 9 ml MRS Broth steril dalam tabung reaksi steril, kemudian diinkubasi pada inkubator selama 48 jam.

2. Pembuatan inokulum 
Isolat yang telah berumur 48 jam diambil sebanyak 1 ml ke dalam 9 ml MRS Broth steril kemudian diinkubasi selama 48 jam dalam inkubator.
 
3. Pembuatan kultur pada media uji
Suspensi bakteri asam laktat dengan diinokulasikan ke dalam media perlakuan dengan  diambil 1 ml menggunakan mikropipet kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml media uji yaitu molases, garam fisiologis, dan garam fisiologis + molases 1%. Masing-masing media perlakuan dihomogenkan dan diinkubasi pada  suhu ruang selama 4 minggu dengan interval waktu pengamatan 1 minggu sekali.

4. Perhitungan sel bakteri :
- Pengenceran media uji, pada masing-masing media perlakuan dilakukan pengenceran 10-1,   10-2, 10-3, 10-4, dan 10-5.
- Perhitungan jumlah koloni, Pengenceran 10-3, 10-4, dan  10-5 pada media perlakuan diambil 1 ml isolat kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri yang ditambahkan 20 ml MRS Agar.  Cawan petri digoyang-goyangkan membentuk angka delapan agar suspensi dan media tercampur merata.  Setelah itu didiamkan media hingga memadat, kemudian masukkan media ke dalam inkubator bakteri selama 48 jam.  Dihitung jumlah koloni untuk mengetahui viabiltas bakteri asam laktat dari setiap cawan petri dengan menggunakan colony counter.  Setelah didapat jumlah koloni BAL yang tumbuh, kemudian dihitung dengan rumus ALT sebagai berikut :

(Kristiyanti, 2015).

Keterangan: 
N 	= Jumlah koloni / ml
ΣC 	= Total koloni yang dapat dihitung
n1	= Jumlah cawan petri pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 	= Jumlah cawan petri pada pengenceran kedua yang dihitung
d	= Pengenceran pertama yang dihitung

Analisis Data
Data jumlah koloni BAL yang diperoleh dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil perhitungan angka lempeng total pada masing-masing media tumbuh, terdapat hasil pertumbuhan yang baik pada media garam dengan penambahan molasis 1%.  Pada media tumbuh molases BAL mengalami peningkatan dalam waktu penyimpanan 1 minggu dengan suhu ruang.  Jumlah populasi BAL pada media molases dalam waktu penyimpanan 1 minggu sebesar 1,94 x 107 CFU/ml (7,29 log10 CFU/ml).  Fase eksponensial pada BAL terjadi pada minggu pertama.  Pada minggu ke-2 mulai mengalami penurunan jumlah populasi hingga 2,99 x 106 CFU/ml (6,48 log10 CFU/ml) hingga minggu ke-3 BAL mengalami penurunan daya tahan hidup atau memasuki fase kematian dengan jumlah populasi sebesar 1,47 x 106 CFU/ml (6,17 log10 CFU/ml) dan pada minggu ke-4 jumlah koloni BAL sebesar 8,61 x 104 CFU/ml (6,48 log10 CFU/ml).  Fenomena ini mungkin karena terjadinya penumpukan produk beracun, selain itu dapat terjadi karena kandungan nutrien semakin sedikit (Hochfeld, 2006).  Pada media garam fisiologis, BAL mengalami fase eksponensial pada minggu pertama dengan jumlah populasi sebesar 2,25 x 107 CFU/ml (7,35 log10 CFU/ml).  Fase eksponensial terjadi pertumbuhan seimbang, sel membelah dengan kecepatan yang tetap dan maksimal.  Namun, kemudian mengalami penurunan yang drastis pada minggu ke 2 dengan jumlah populasi hingga 7,103 x 104 CFU/ml (4,85 log10 CFU/ml).  Pada minggu ke-3 dan ke-4 BAL memasuki fase kematian.  Pada media tumbuh garam fisiologis + molases 1% mengalami peningkatan dalam waktu penyimpanan 1 minggu dengan suhu ruang.  Jumlah populasi BAL pada media garam fisiologis + molases dalam waktu penyimpanan 1 minggu sebesar 2,20 x 107 CFU/ml (7,34 log10 CFU/ml).  Fase eksponensial pada BAL terjadi selama jam ke-0 sampai 1 minggu sama halnya dengan media garam fisiologis dan molases, sedangkan pada minggu ke-2 BAL mengalami penurunan daya tahan hidup atau mengalami fase stationer setelah fase eksponensial dengan jumlah populasi hingga 7,34 x 106 CFU/ml (6,87 log10 CFU/ml).  Pertumbuhan populasi koloni tetap stabil pada minggu ke-3 dan minggu ke-4.






Gambar 1. Grafik pertumbuan campuran isolat BAL 

Pada media molases mengalami peningkatan pada minggu pertama dengan jumlah populasi sebesar 1,94 x 107 CFU/ml (7,29 log10 CFU/ml).  Fase eksponensial pada BAL terjadi pada waktu penyimpanan 1 minggu dengan ciri yang ditunjukkan pada fase eksponensial yaitu sel bakteri masih membelah dengan laju yang konstan, aktivitas metabolik yang konstan, massa menjadi dua kali lipat dengan laju yang sama, dan keadaan pertumbuhan yang seimbang (Pelczar dan Chan, 2008).  Pada fase ini bakteri menyerap substrat yang terdapat pada molases yaitu karbon dan nitrogen untuk energi pertumbuhannya.  Bakteri asam laktat menggunakan sumber karbon sebagai sumber energi dan bahan pembentuk asam laktat, sedangkan nitrogen digunakan sebagai bahan pembentuk biomassa sel.  Tingginya kandungan gula dan mineral pada molases merupakan suatu potensi untuk dimanfaatkan sebagai substrat fermentasi oleh mikroorganisme (Wirioatmodjo, 1984).  Secara umum substrat dimanfaatkan oleh mikroorganisme untuk pertumbuhan biomassa, pemeliharaan sel dan menghasilkan produk.  Kandungan karbohidrat terlarut yang terkandung dalam molases mampu menstimulir pertumbuhan BAL untuk membentuk asam laktat untuk mencapai kondisi asam.  Selain itu terdapat juga protein pada molases, menurut Surono (2004) bahwa BAL akan menghidrolisis protein secara bertahap, yaitu tahap pertama melibatkan enzim proteinase menghasilkan peptida-peptida dan tahap kedua dilanjutkan oleh aktivitas peptidase, menghasilkan asam amino.  Penelitian Ara et al. (2002) melaporkan penggunaan level protein tinggi menghasilkan jumlah koloni BAL yang lebih tinggi, sehingga hasil ALT pada BAL umur 1 minggu lebih tinggi.  Pada minggu ke-2 BAL mengalami penurunan daya tahan hidup atau mengalami fase stationer setelah fase eksponensial.  Pada minggu ke-3 dan ke-4 mengalami fase kematian.  Hal tersebut diakibatkan oleh nutrisi pada molases telah berkurang.  Kematian bakteri disebabkan karena zat makanan yang diperlukan berkurang (Dwijoseputro, 2003).
Dalam media garam fisiologis pertumbuhan BAL meningkat pada minggu pertamadengan jumlah koloni sebesar 2,25 x 107CFU/ml (7,35 log10 CFU/ml).  Namun, kemudian mengalami penurunan yang drastis pada minggu ke 2 dengan jumlah populasi sekitar 7,10 x 105 CFU/ml (4,85 log10 CFU/ml).  Pada minggu ke-2 BAL memasuki fase kematian ditandai dengan jumlah sel yang mati lebih banyak daripada sel yang hidup karena nutrien semakin menurun (bahkan habis), energi cadangan di dalam sel juga habis dan terkumpulnya produk limbah.  Pada minggu ke-3 dan ke-4.juga memasuki fase kematian.  Vinderolla et al., (2002) menyatakan bahwa selama penyimpanan adanya akumulasi hasil-hasil metabolisme yang mungkin beracun dapat membahayakan bagi viabilitas mikroba starter.  
Hal ini diduga karena dinding sel bakteri terganggu dan mengalami lisis ketika kondisi lingkungan sangat asam, sehingga pertumbuhannya terhambat bahkan tidak dapat tumbuh pada kondisi tersebut (Guerra et al., 2006).  Hal yang menyebabkan pada media garam fisiologis tidak bertahan hingga minggu ke-2, 3, dan 4 yaitu tidak ada nutrisi yang cukup untuk mendukung pertumbuhan BAL, karena garam fisiologis hanya mempertahankan figor sel.  Bakteri Asam Laktat memerlukan nutrisi untuk dapat tumbuh diantaranya karbohidrat, asam amino, dan vitamin (Konig dan Frohlich, 2009).  Nutrisi lain yang diperlukan yaitu karbon, nitrogen, sulfur, fosfor dan mineral untuk menunjang viabilitas bakteri asam laktat (Brooks, 2007), sedangkan di media garam fisiologis hanya terdapat mineral saja sehingga terjadi penurunan pertumbuhan BAL secara drastis.
Pada media perlakuan garam fisiologis + molases menunjukkan ketahanan (viabilitas) yang stabil  terhadap pertumbuhan BAL dibandingkan dengan media molases dan garam fisiologis.  Berdasarkan hasil penelitian ini, daya tahan isolat BAL yang tumbuh dengan baik terhadap lama inkubasi dengan suhu ruang terdapat pada media garam fisiologis+molases.  Ditunjukkan pada Gambar 1 faselag menunjukkan pada 0 jam (awal inkubasi) campuran isolat BAL pada media garam fisiologis+molases jumlah selnya berkisar antara 1,02x 107 CFU/ml.  Selanjutnya fase eksponensial ditunjukkan pada waktu inkubasi 1 minggu dengan jumlah koloni sebesar 2,20 x 107 CFU/ml (7,34 log10 CFU/ml).  Fase eksponensial terjadi pertumbuhan seimbang, sel membelah dengan kecepatan yang tetap dan maksimal (Tarigan, 1988).  Pada fase ini BAL menyerap glukosa, karbon, nitrogen serta asam amino yang terdapat pada molases dan pada garam fisiologis juga menjaga kesetimbangan osmotik dengan kata lain tekanan osmotik diperlukan untuk menghentikan osmosis, yaitu pergerakan molekul secara berlebihan melewati membran semipermeabel sehingga tidak terjadi kerusakan struktur membrane sel yang dapat membunuh sel mikroba (Lestari, 2014).  Periode ini adalah keadaan pertumbuhan yang seimbang atau mantap dengan laju pertumbuhan spesifik / konstan, komposisi selular tetap, sedangkan komposisi kimiawi media biakan berubah akibat terjadinya sintesis produk dan penggunaan substrat (Sa’id, 1987; Judoamidjojo et al, 1990; Mangunwidjaja dan Suryani, 1994).  
Proses pertumbuhan pada BAL sangat komplek, mencakup pemasukan nutrien dasar dari lingkungan ke dalam sel, konversi bahan-bahan nutrien menjadi energi dan berbagai konstituen vital sel serta perkembangbiakan (Judoamidjojo et al, 1989).  Dalam hal ini penambahan molases dapat mempengaruhi pertumbuhan isolat BAL karena menurut Toharisman dan Santosa (1999) molasis merupakan media pertumbuhan yang kaya gula, terdiri dari sukrosa 30-40%, glukosa 4-9% dan fruktosa 4-9%.  Menurut Kusmiati dan Malik (2002), glukosa merupakan gula yang disukai oleh bakteri sebagai sumber karbon.  Bakteri asam laktat umumnya akan memecah glukosa untuk menghasilkan asam laktat. Glukosa yang telah diketahui mudah diserap sel sebagai sumber energi penghasil ATP (adenosin trifosfat).
Kemudian BAL pada media garam fisiologis+ molases memasuki fase stationer pada minggu ke-2 ditandai dengan penurunan kecepatan pertumbuhan (pembelahan bakteri berkurang), terjadi karena penumpukan limbah metabolisme, racun, kekurangan nutrien, dan perubahan kondisi pada lingkungan dengan jumlah koloni sebesar 7,34 x 106 CFU/ml (6,87 log10 CFU/ml).  Pada minggu ke-3 jumlah koloni mengalami penurunan dengan jumlah populasi sebesar 3,91 x 106 CFU/ml (6,59 log10 CFU/ml).  Jumlah sel ini tetap viable sampai dengan minggu ke-4 sebesar 3,12 x 106CFU/ml (6,50 log10 CFU/ml).  Pada fase ini laju pertumbuhan akhirnya menurun yang biasanya disebabkan karena kekurangan faktor pertumbuhan seperti vitamin dan unsur mineral (Gaman dan Sherrington, 1994).  Berhentinya pertumbuhan juga dapat disebabkan oleh berkurangnya beberapa nutrien esensial dalam media atau karena terjadinya akumulasi autotoksin dalam media atau kombinasi dari keduanya.  Menurut Vinderolla et al. (2000) menyatakan bahwa probiotik yang dibawa oleh suatu medium minimal mengandung mikroba probiotik sebanyak 106-108 CFU/ml atau 106-108 CFU/g (preparat kering). 
Pertumbuhan bakteri pada masing-masing media memiliki jumlah maks pada waktu yang berbeda, sesuai dengan pernyataan Yuliana (2008) bahwa bakteri akan menunjukkan perbedaan pola pertumbuhan, periode waktu yang dibutuhkan untuk tumbuh maupun beradaptasi, dan metabolit yang dihasilkan bergantung pada media pertumbuhannya.
Berdasarkan uji antagonis hasilnya diperoleh isolat BAL B4, B7, dan B8 dinyatakan tidak saling membunuh antar isolat satu dengan yang lain.  Dijelaskan pada Gambar 1 bahwa pertumbuhan BAL mengalami fase eksponensial pada jam ke- 0 hingga 1 minggu pada ketiga media perlakuan.  Selama fase tersebut adanya indikasi tidak berkompetisi antar bakteri untuk memperoleh nutrisi dalam media perlakuan.  Sehingga BAL dengan kultur campuran dapat dimanfaatkan sebagai kultur yang baik sebagai probiotik.  Ditunjukkan pada pertumbuhan BAL pada media molases jumlah sel bakteri yaitu sebanyak 1,94 x 107CFU/ml (7,29 log10 CFU/ml).  Pada media garam fisiologis dengan campuran isolat BAL jumlah sel sebanyak 2,25 x 107CFU/ml (7,35 log10 CFU/ml) serta media kombinasinya yaitu garam fisiologis + molases jumlah sel sebanyak 2,20 x 107 CFU/ml (7,34 log10 CFU/ml).  Penggunaan kultur starter campuran dapat meningkatkan laju pertumbuhan bakteri probiotik, sehingga lama fermentasi dapat direduksi (Jenie, 2003).  Menurut Rahayu (1989), bahwa proses  fermentasi pangan secara alami dilakukan oleh lebih dari satu jenis mikroorganisme yang bersifat sinergistik.  Pertumbuhan mikroorganisme pada beberapa jenis makanan fermentasi bersifat suksesi, artinya proses perubahan yang terjadi selama fermentasi dilakukan oleh beberapa jenis mikroorganisme yang tumbuh secara bergantian.  Hasil uji antagonis ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Uji antagonis isolat BAL dari usus itik


KESIMPULAN
Pada media molases mampu mempertahankan viabilitas BAL sampai dengan 2 minggu dengan jumlah populasi sebesar 2,99 x 106 CFU/ml (6,48 log10 CFU/ml). Pada media garam fisiologis viabilitas BAL hanya sampai 1 minggu dengan jumlah populasi 2,25 x 107 CFU/ml (7,35 log10 CFU/ml).  Pada garam fisiologis + molases viabilitas BAL bertahan sampai 4 minggu dengan jumlah populasi 3,12 x 106CFU/ml (6,50 log10 CFU/ml).

SARAN
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menambahkan konsentrasi molases lebih dari 1% pada media Garam Fisiologis + Molases agar jumlah populasi tetap meningkat sampai minggu ke-4 untuk mendapatkan nutrisi optimum bagi pertumbuhan BAL dan dapat dijadikan sebagai probiotik yang tahan lama.
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