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ABSTRAK

UJI VIABILITASBAKTERI ASAM LAKTAT DARI USUSITIK PADA
MEDIA PAKAN DEDAK PADI DAN KOMBINASI DEDAK PADI
DENGAN MOLASES

Oleh
Vina Silviana Agustin

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui viabilitas BAL dari usus itik pada
pakan dedak padi dan kombinasi dedak padi dengan molases sebagai kandidat
probiotik. Penelitian dilaksanakan dalam Percobaan Rancangan Acak Kelompok
yang dilakukan secarafaktorial 2 x 6. Faktor A adalah 2 macam media perlakuan
yaitu: media A (dedak padi) dan media B (dedak padi + molasis). Faktor B adalah
lama waktu inkubasi yaitu O jam (kontrol), 2 jam, 4 jam, 6 jam, 8 jam, dan 10 jam.
Masing- masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Pengamatan viabilitas bakteri
dilakukan dengan metode angka lempeng total untuk menentukan jumlah sel
bakteri yang hidup dilanjutkan dengan menghitung viabilitas BAL. Data jumlah
koloni BAL yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. Hasil pendlitian
menunjukkan isolat BAL dari usus itik pada media perlakuan pakan dedak padi
dan kombinasi dedak padi dengan molases tetap viabel hingga waktu inkubasi jam
ke 10. Viabilitas BAL usus itik lebih baik pada kombinasi dedak padi dengan
molases dibandingkan pada media dedak padi saja. Jumlah populasi BAL pada
waktu inkubasi jam ke 10 sebesar 6,53 log CFU/g pada dedak padi dan 6,87 log
CFU/g pada kombinasi dedak padi dan molases.

Kata kunci: Bakteri Asam Laktat, Dedak Padi, Molases
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|. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Bakteri Asam Laktat didefinisikan sebagai kelompok bakteri yang dalam
proses metabolisme karbohidrat menghasilkan produk utama berupa asam
laktat (Carr dkk, 2002). Bakteri Asam Laktat mampu tumbuh pada rentangan
suhu antara 5-50°C dan mampu membentuk senyawa antagonistik terhadap
bakteri lain yang memungkinkan BAL dapat mendominasi lingkungan
tertentu (Indriani, 2011). Selain itu secara umum bakteri ini tumbuh pada pH
4,0 - 6,8 bahkan Lactobacillus tumbuh pada pH 3,5 (Irianingrum, 2009).
Menurut Salminen dkk (2004) beberapa genus bakteri yang tergolong jenis
BAL yaitu Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Oenococcus, Weisella, dan Vagococcus.

Pada saluran pencernaan unggas BAL terdapat pada hampir disepanjang usus,
tembol ok, dan ceca (Sjofjan dkk, 2003). Bakteri Asam Laktat pada usus
mampu menghasilkan bakteriosin sebagai senyawa penghambat mikroba
patogen (Saminen dkk, 2004). Penelitian Rahmawati (2012) menyebutkan
bahwa sebanyak 13 isolat BAL dari ususitik mampu menghambat

pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Bacillus subtilis, 3 isolat BAL B7,



B8, dan B12 mampu menghambat Salmonella sp dan tahan terhadap

antibiotik basitrasin, spiramisin dan streptomisin (Handayani, 2014).

Sgjak penemuannya, BAL telah dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi,
diantaranya sebagal probiotik (Paneri dkk, 2013). Bakteri Asam Laktat
bermanfaat untuk meningkatkan kualitas dan keamanan bahan pangan
melalui penghambatan secara alami terhadap mikroba yang bersifat patogen
(Rachmawati, 2005). Produk utama asam laktat yang dihasilkan BAL dapat
menurunkan pH dan menyebabkan penghambatan pertumbuhan
mikroorganisme lain terutama bakteri. Bakteri Asam Laktat memiliki enzim
BSH (Bile Salt Hidrolase) yang berfungsi untuk mendegradasi lemak jenuh
menjadi lemak tak jenuh sehingga menghasilkan produk ternak rendah

kolesterol (Urnaeni, 2012).

Beberapa persyaratan yang harus dimiliki BAL sebagai kandidat bakteri
probiotik diantaranyatidak hanya mampu melekat dan berkolonisasi dalam
saluran pencernaan, tetapi juga mampu memproduksi zat anti mikrobial
melalui sekresi asam laktat, H,0,, dan bakteorisin. Selain itu, probiotik juga
mampu menstimulasi mukosa dan meningkatkan sistem kekebalan hewan
inang (Fuller, 2001). Syarat lainnya adalah aman dikonsumsi, serta tetap
stabil dan viabel dalam waktu lama dalam kondisi penyimpanan dan

dilapangan (Prangdimurti, 2001).

Dalam mendukung viabilitas bakteri probiotik selama proses penyimpanan

diperlukan suatu media yang mengandung semua unsur kebutuhan hidup



bakteri (Murdiyatmo, 2003). Bahan yang dapat digunakan sebagai sumber
karbohidrat antaralain molases. Molases mengandung gula yang terdiri dari
sukrosa 30-40%, glukosa 4-9%, fruktosa 5-12%

(Hidayat dan Suhartini, 2006).

Pemberian probiotik padaternak unggas biasanya diberikan dalam bentuk
campuran pakan, dalam bentuk probiotik yang hanya mengandung satu
macam strain mikroba saja atau dalam bentuk campuran terdiri dari beberapa
strain mikroba (Budiansyah, 2004). Salah satu limbah pertanian yang
potensial sebagal pakan ternak unggas adalah dedak padi (Mathius dan
Sinurat, 2001). Dedak padi mengandung protein kasar 8%-14%, serat kasar
6%-30%( Zuprizal, 2000), lemak kasar 12% (Rohmah, 2009), dan karbohidrat

sebesar 40 — 49 % (Rasyaf, 2004).

Sgauhini aplikasi BAL dari ususitik sebagai kandidat probiotik pada pakan
dedak padi dan kombinasi dedak padi dengan molases viabilitasnya belum
diketahui. Oleh karenaitu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap uji
viabilitasisolat Bakteri Asam Laktat dari ususitik pada pakan dedak padi dan

kombinasi dedak padi dengan molases.

Tujuan Pendlitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui viabilitas bakteri asam laktat dari
ususitik sebaga kandidat probiotik pada pakan dedak padi dan kombinasi

dedak padi dengan molases.



C. Manfaat Penditian

Hasi| dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada
masyarakat mengenai bakteri asam laktat dari ususitik sebagai kandidat

probiotik pada pakan dedak padi dan kombinasi dedak padi dengan molases.

D. Kerangka Pikir

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri yang berpotensi
sebagai probiotik, karena memiliki kemampuan mengubah gula menjadi asam
organik (laktat dan asetat). Asam laktat yang dihasilkan oleh BAL
mengakibatkan terjadinya penurunan pH sehingga menyebabkan
terhambatnya pertumbuhan bakteri pembusuk atau patogen

(Rajagukguk, 2015). Prangdimurti (2001), mensyaratkan mikroorganisme
menjadi probiotik harus memiliki viabilitas yang tinggi untuk melalui saluran

pencernaan.

Dalam mendukung viabilitas bakteri probiotik selama proses penyimpanan
diperlukan suatu media yang mengandung semua unsur kebutuhan hidup
bakteri (Murdiyatmo, 2003). Beberapa faktor lingkungan yang
mempengaruhi viabilitas mikroba antaralain temperatur lingkungan, pH,
aerasi, tekanan osmotik, sertafaktor lain berupa nutrisi yang terkandung

dalam medium pertumbuhan (Pelczar dan Chan, 2005).

Bakteri Asam Laktat dapat bertahan hidup pada lingkungan yang sesuai dan

memiliki komposis nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhannya.



Beberapa jenis pakan unggas yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
karbohidrat dan sumber nitrogen diantaranya adalah dedak padi dan molases.
Dedak padi mengandung protein kasar 8%-14%, serat kasar 6%-30%(
Zuprizal, 2000), lemak kasar 12% (Rohmah, 2009), dan karbohidrat sebesar
40 - 49 % (Rasyaf, 2004). Hasil penelitian Esivan dkk (2015) menunjukan
bahwa Lactobacilus casei yang merupakan salah satu strain probiotik mampu
tumbuh dengan baik di media dedak padi. Viabilitastertinggi Lactobacilus
casel ditunjukan pada dedak padi konsentrasi 20 % (w/v) dengan waktu
inkubasi 10 jam yaitu sebesar 3,0 x 108 CFU/ml. Hasil ini sesuai dengan
temuan Elok dkk (2012) bahwa Bakteri Asam Laktat (BAL) mampu

menggunakan nutrisi dedak padi secara efektif.

Selain dedak padi, molases juga dapat digunakan sebagai medium sumber
karbon (Desniar, 2003). Molases mengandung 48-56% gula dan sedikit
bahan atau unsur-unsur mikro (trace el ement) yang penting bagi kehidupan
organisme, seperti cobalt, boron, iodium, tembaga, mangan, dan seng. Selain
itu, molasis juga mengandung vitamin (Saputra, 2008) sehingga dapat
mendukung viabilitas BAL. Hasil penelitian Sutrisna (2015) menunjukan
penambahan molases konsentrasi 1% pada medium tumbuh BAL menjadikan
daya hidup BAL lebih baik dibandingkan media kontrol (MRS). Isolat BAL
dari ususitik B1, B3 dan B4 tetap viabel selama 72 jam inkubasi. Masing-
masing isolat menghasilkan 1,73 generasi, 1,52 generasi dan 2,82 generasi.
Oleh karenaitu, penambahan molases konsentrasi 1 % pada dedak padi

dimungkinkan dapat meningkatkan viabilitas Bakteri Asam Laktat.



E. Hipotesis

Hipotesis yang digjukan pada penelitian ini yaitu viabilitas Bakteri Asam
Laktat dari ususitik pada pakan dedak padi dan kombinasi dedak padi dengan

molases dapat bertahan selama 10 jam.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat (BAL) didefinisikan sebagai kelompok bakteri Gram
positif yang berbentuk batang atau bulat, tidak membentuk spora, fermentasi
fakultatif anaeorob, tidak mempunyai sitokrom, tidak memiliki kemampuan
untuk mereduksi nitrat dan memanfaatkan laktat, oksidasi negatif, katalase
negatif, motilitas negatif dan kemampuan memfermentasi glukosa menjadi
asam laktat (Carr dkk, 2002). Bakteri asam laktat dapat bertahan dalam
suasana asam meskipun memiliki kepekaan yang berbeda-beda.. Secara
umum bakteri ini tumbuh pada pH 4,0 - 6,8 bahkan Lactobacillus dan

Pediococcus dapat tumbuh pada pH 3,5 (Irianingrum, 2009).

Kelompok BAL dapat ditemukan pada berbagai produk fermentasi seperti
daging, produk susu, sayuran, produk minuman, dan roti. Bakteri ini secara
natural terdapat di tanah, air, kotoran ternak, limbah, dan tanaman. Bakteri
asam laktat juga merupakan mikrobiota pada membran mukosa yaitu pada
saluran pencernaan, mulut, kulit, organ saluran kemih dan organ genitalia

manusia dan hewan (Harzallah dan Belhadj, 2013).



Naidu dan Clemens (2000) menyatakan bahwa BAL dengan aktivitas
probiotiknya berperan penting dalam mengatur ekosistem saluran pencernaan.
Aktivitas probiotik terbagi atas tiga spektrum yaitu nutrisi, fisiologi, dan efek
antimikroba. Aspek nutrisi berupa penyediaan enzim untuk membantu
metabolisme komponen makanan (laktase), sintesis beberapa vitamin (K,
folat, piridoksin, pantotenat, biotin, dan riboflavin) dan menghilangkan racun
metabolit komponen makanan di dalam usus. Aspek fisiologi meliputi
kemampuan menjaga keseimbangan komposisi mikroflora usus dan
menstimulasi sistem kekebalan usus. Efek antimikroba yang dimiliki oleh
probiotik yaitu kemampuannya untuk memperbaiki ketahanan terhadap

bakteri patogen.

Probiotik

Menurut Kusumawati (2002) mendefinisikan probiotik sebagai
mikroorganisme hidup yang bila dikonsumi dalam jumlah tertentu dapat
meningkatkan kesehatan manusia ataupun ternak dengan cara
menyeimbangkan mikroflora dalam saluran pencernaan jika dikonsumsi
dalam jumlah yang cukup. Probiotik memiliki pengaruh menguntungkan
bagi inang melalui modifikasi bentuk asosiasi dengan inang atau komunitas
mikroorganisme lingkungan hidupnya, mengoptimalkan penggunaan pakan
atau meningkatkan nilai nutrisinya, berkompetisi dengan mikroorganisme
yang patogen, memperbaiki respon inang terhadap penyakit

(Vershuere dkk, 2000).



Beberapa syarat yang harus dipenuhi oleh mikroorganisme probiotik
diantaranya: (1) menguntungkan inangnya; (2) mampu hidup walaupun tidak
tumbuh di intestimun inang; (3) harus dapat hidup dan bermetabolisme di
lingkungan usus, resisten pada suhu rendah dan asam organik; (4) dapat
disiapkan sebagai produk sel hidup dalam skala besar (industri); (5) dapat
menjaga stabilitas dan sintasannya untuk waktu yang lama baik dalam
penyimpanan maupun di lapangan; (6) tidak patogenik dan tidak

menghasilkan senyawa toksik (Farzanfar, 2006).

Menurut Sumarsih dkk (2012) pemberian probiotik dalam pakan dapat
memberikan efek menguntungkan seperti pengurangan kemampuan
mikroorganisme patogen dalam memproduksi toksin, menstimulasi enzim
pencernaan serta dihasilkannya vitamin dan substansi antimikrobial
sehingga meningkatkan status kesehatan inang. Keuntungan lain penggunaan
probiotik adalah dapat mengurangi tekanan negatif yang diakibatkan adanya
hambatan pakan (berupa anti nutrisi) pada pakan karena probiotik mampu
menstimulasi peningkatan ketersediaan zat gizi bagi induk semang.
Penggunaan probiotik pada ternak telah dilaporkan mampu menurunkan
kadar kolesterol, sebagai zat pemacu tumbuh, meningkatkan konversi pakan,
kontrol kesehatan atau pencegahan mikroba pathogen terutama ternak usia

muda (Depson, 2012).
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C. Viabilitas Bakteri

Viabilitas didefinisikan sebagai kemampuan makhluk hidup untuk dapat
mempertahankan daya hidupnya pada lingkungan (Kristiyanti, 2015).
Viabilitas bakteri dapat ditunjukkan dengan pertumbuhan dari bakteri
tersebut. Viabilitas yang stabil menunjukkan ketahanan yang baik terhadap
pengaruh lingkungan. Hal ini diperlukan untuk memastikan bahwa probiotik

tetap hidup dalam produk selama masa simpan (Utami, 2013).

Faktor — faktor yang mempengaruhi viabilitas mikroba diantaranya:

1. Kelembapan
Pertumbuhan mikroorganisme tidak pernah terjadi tanpa adanya air.
Kebutuhan mikroorganisma akan air secara khusus dinyatakan dalam
istilah Aw (water activity) atau aktifitas air. Nilai Aw merupakan
perbandingan tekanan uap air yang ada di dalam bahan dengan tekanan
uap air murni pada suhu yang sama. Air murni memiliki nilai Aw sama
dengan 1,0. Mikroorganisme dapat tumbuh pada kisaran Aw tertentu.
Sebagian besar bakteri membutuhkan nilai Aw 0,75 — 1,00 untuk tumbuh
(Sedjati, 2007).

2. Tekanan Osmotik
Pertumbuhan mikroba juga dipengaruhi oleh tekanan osmotik media.
Tekanan osmotik adalah tegangan yang terhimpun ketika air berdifusi
melewati membran. Mikroba akan tumbuh dengan baik apabila medium
mempunyai tekanan osmotik yang sesuai dengan karakteristik mikroba

(Waluyo, 2004). Keragaman struktur asam lemak pada membran
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sitoplasma bakteri menyebabkan perbedaan permeabilitas dan

karakteristiknya sehingga mungkin mempengaruhi ketahananya. Menurut
Campbell dkk (2010) sel berada dalam lingkungan hipertonik maka cairan
akan berpindah kelingkungan dan sel menjadi mengkerut, membran
plasma sel akan tertarik menjauhi dindingnya sehingga terjadi plasmolisis.
Bakteri akan mengalami osmosis apabila berada di dalam lingkungan
hipotonik (lingkungan dengan tekanan osmotik yang lebih rendah
dibandingkan dengan tekanan osmotik di dalam sel bakteri).
Nutrisi
Menurut Moat dkk (2002) faktor — faktor yang mempengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme adalah nutrisi. Semua makhluk hidup
memerlukan nutrisi dasar seperti sumber karbon, nitrogen, energi, mineral
dan vitamin yang dibutuhkan untuk mendukung pertumbuhan.
1. Unsur Karbon
Mikroba membutuhkan karbon dalam beberapa bentuk an-organik
atau organik. Adapun komponen anorganik antara lain CO»,
sedangkan karbon yang berbentuk organik dapat berasal dari tiga
kelas utama sebagai sumber karbon, diantaranya karbohidrat, lemak,
dan protein. Glukosa merupakan nutrien utama sel yang digunakan
untuk respirasi sel atau sumber metabolisme utama
(Kim dan Gadd, 2008).
2. Unsur Nitrogen
Semua organisme membutuhkan nitrogen dalam beberapa bentuk.

Nitrogen berbentuk asam amino sebagai penyusun protein merupakan
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nitrogen dalam bentuk organik. Bakteri juga dapat menggunakan

nitrogen dalam bentuk an-organik yang terdapat di atmosfer kemudian
difiksasi untuk sintesis sel. Nitrogen organik pada media bakteri
dapat ditemukan dalam bentuk pepton, typthone berasal dari tepung
kedelai yang memiliki vitamin yang tinggi, protease pepton yang
berasal dari molekul peptida, yeast extract dapat menjadi sumber

protein, berasal dari ekstrak sel khamir (Atlas, 2010).

Penentuan viabilitas bakteri dapat dilakukan dengan metode angka lempeng
total (Total Plate Counts) dan spektofotometri (Harley dan Prescott, 2002).
Metode angka lempeng total digunakan untuk mengukur jumlah sel bakteri
yang hidup. Metode perhitungan cawan ini didasarkan pada anggapan bahwa
sel yang dapat hidup dapat berkembang menjadi koloni sehinga jumlah koloni
yang muncul pada cawan adalah indeks bagi jumlah mikroorganisme yang
terkandung dalam bahan. Teknik yang harus dikuasai dari metode ini adalah
mengencerkan sampel dan mencawankan hasil pengenceran tersebut. Setelah
inkubasi, jumlah semua koloni diamati untuk memenuhi persyaratan statistik.
Cawan yang dipilih untuk menghitung koloni adalah cawan yang

mengandung antara 30 sampai 300 koloni dan bebas dari spreader.

Jumlah koloni pada penentuan angka lempeng total dihitung menggunakan

rumus:

N = £C
T {(AxnD+(0,1xn2)}xd

(Kristiyanti, 2015)
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Keterangan:

XC : jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung

nl . jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 . jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung
d . pengenceran pertama yang dihitung.

Dedak Padi

Dedak padi merupakan jenis pakan hasil samping dari proses penggilingan
padi yang terdiri dari lapisan sebelah luar dari butiran padi dengan sejumlah
lembaga biji (Damayanthi dkk, 2006). Dedak padi (rice bran) dimanfaatkan
sebagai sumber energi pada pakan ternak dengan kandungan serat kasar

berkisar 6-27 % (Putrawan dan Soerawidjaja, 2007).

Dedak Padi mengandung sembilan asam amino essensial yaitu threonine,
valine, leucine, isoleucine, lysine, tryptophan, phenylalanine, methionine,dan
histidine (Hadipernata dkk, 2012). Hasil penelitian Parrado dkk (2006)
menunjukkan bahwa komposisi asam lemak pada dedak padi didominasi oleh
asam oleat yaitu sebanyak 42,4% dan asam linoleat adalah 36,4%. Dedak
padi mengandung sumber energi yang berupa bahan ekstrak tanpa nitrogen
(BETN) yang mudah larut dalam air sehingga mudah digunakan oleh bakteri

(Kuswandi, 1993). Kandungan nutrisi pada dedak dapat dilihat pada tabel 1.
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Tabel 1. Komposisi nutrisi dedak

Nutrisi Kandungan
Energi (kkal/kg) @ 2980
Karbohidrat (%) 40 - 49
Protein kasar (%) 12,9
Lemak kasar (%) 13
Serat kasar (%)™ 11,4
Kalsium (%)™ 0,07
Phospor (%)™ 0,02

Sumber : Rohmah (2009)®

Rasyaf (2004)?®
E. Molases

Molases (gula tetes) merupakan buangan akhir proses pengolahan gula setelah
mengalami kristalisasi berulang, berwarna coklat kehitaman dan berbentuk
cairan kental. Total kandungan gula berkisar 48-56% dan pH-nya sekitar 5,5-
5,6 (Puspitasari, 2008). Molases mengandung sedikit bahan atau unsur-unsur
mikro (trace element) yang penting bagi kehidupan organisme, seperti cobalt,
boron, iodium, tembaga, mangan, dan seng. Selain itu, molases juga
mengandung vitamin dan pigmen (Saputra, 2008). Asam — asam amino yang
terdapat pada molases adalah aspartat, glutamat, pyrolidin, karboksilat,
aspargin, lysin dan alanin. Sedangkan mineral yang tersusun didalam molases
terdiri atas karbonat, kalsium, besi, kalium, dan phospor. Molases merupakan
sumber utama pertumbuhan dan perkembangbiakan bagi banyak jenis
mikroba, terutama untuk memacu pertumbuhan bakteri asam laktat.

Kandungan gula didalam molases akan lebih mudah dikonversi menjadi asam
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laktat (Setiyawati, 1993). Komposisi kimia dari molases dapat dilihat pada

Tabel 2.

Tabel 2. Komposisi kimia molases

Komponen Kisaran ( % ) Rata-rata (%0)
Air 17-25 20
Sukrosa 30-40 35
Glukosa 4-9 7
Fruktosa 5-12 9
Gula pereduksi 1-5 3
Karbohidrat lain 2-5 4
Abu 7-25 12
Komponen nitrogen 2—6 4.5
Asam buka nitrogen 2-8 5
Wax, steroid, dan 01-1 0.4
fosfolipid

Sumber: Yuniasari (2009)




I1l. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari — Maret 2017 di Laboratorium
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat
Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu laminar air flow
cabinet, autoclave, oven, hot plate magnetic stirrer, neraca analitik, pH
meter, ultrasonic cleaner, inkubator, erlenmeyer, beaker glass,
mikropipet, tabung reaksi, pipet tip, cawan petri, kapas, kain kassa,
keranjang, tabung reaksi, kertas label, pipet volumetri dan pump, bunsen,

gelas ukur, dan rak tabung.

2. Bahan
Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini meliputi campuran isolat
bakteri asam laktat dari usus itik B4, B7, dan B8 yang diperoleh dari
koleksi (Sutrisna, 2013), media deMan Rogosa and Sharpe Broth (MRS

Broth), media de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRS Agar) , NaCl steril,
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Molases , dan Dedak padi.

C. Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan campuran isolat bakteri asam laktat dari usus itik
B4, B7, dan B8. Isolat tersebut di uji viabilitasnya pada media pakan dedak
padi dan kombinasi dedak padi dengan molasis. Penelitian dilaksanakan
dalam Percobaan Rancangan Acak Kelompok yang dilakukan secara faktorial
2 X 6. Faktor A adalah 2 macam media perlakuan yaitu: media A (dedak
padi) dan media B (dedak padi + molasis ). Faktor B adalah lama waktu
inkubasi yaitu 0 jam (kontrol), 2jam, 4jam, 6 jam, 8 jam, dan 10 jam.
Masing- masing perlakuan diulang sebanyak 2 kali. Pengamatan viabilitas
bakteri dilakukan dengan metode angka lempeng total untuk menentukan

jumlah sel bakteri yang hidup (Kristiyanti, 2015)

D. Analisis Data

Data jumlah koloni Bakteri Asam Laktat yang diperoleh dianalisis secara

deskriptif.

E. CaraKerja

1. Peremajaan
Sebanyak 1 ml campuran isolat bakteri asam laktat dari usus itik

diremajakan pada tabung reaksi yang berisi 9 ml media MRS broth,
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kemudian diinkubasi selama 48 + 2 jam di dalam inkubator pada suhu

37°C.

. Pembuatan starter

Masing — Masing isolat yang telah diinkubasi dari peremajaan
dicampurkan sebanyak 1 ml ke dalam 9 ml MRS Broth steril kemudian

diinkubasi selama 48 jam dalam incubator.

. Persiapan Media Pakan

Media pakan disiapkan 2 macam yaitu media dedak padi (A) dan media
kombinasi dedak padi dan molasis 1 % (w/w) (B). Media A dedak padi
ditimbang sebanyak 50 gram dan dimasukkan ke dalam gelas erlenmeyer.
Untuk media B ditimbang sebanyak 50 gram dedak padi dan ditambahkan
molases sebanyak 1 % (w/w). Setiap erlenmeyer yang berisi media
pakan disterilkan ke dalam autoclave untuk sterilisasi dengan suhu 121°C

pada tekanan 2 atm, selama 15 menit.

Inokulasi Isolat Bakteri Asam Laktat Pada Media Pakan

Suspensi BAL diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml
aquades steril sampai diperoleh kekeruhan yang sama dengan Standar
Mac Farland 0,5 dengan kepadatan (1,5x10® CFU/mI). Suspensi bakteri
uji diinokulasikan secara merata dengan perbandingan(1:1) yaitu 50 ml

suspensi untuk setiap 50 gram media pakan perlakuan
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(Irianingrum, 2009). Campuran antara suspensi bakteri dengan media

pakan lalu dihomogenkan dan diinkubasi pada 0 jam (kontrol), 2 jam, 4

jam, 6 jam, 8 jam, dan 10 jam pada suhu ruang.

Penentuan ALT Bakteri Asam Laktat Pada Media Pakan

Viabilitas BAL diuji melalui jJumlah sel yang hidup menggunakan
metode pour plate dengan pengenceran (Harley dan Prescott, 2002).
Masing — masing perlakuan diambil sebanyak 1 gram lalu diencerkan
dalam 9 ml larutan garam fisiologis sebagai pengenceran 10 dan
seterusnya sampai pengenceran 10, Diambil sebanyak 1 ml masing-
masing dari 3 pengenceran tertinggi dituang ke dalam cawan petri steril,
kemudian ditambahkan medium MRS Agar sebanyak 15 ml. Cawan petri
digoyangkan supaya suspensi dan media tercampur merata (Pour Plate
Method). Setelah media memadat, diinkubasi dalam inkubator dengan
suhu 37°C selama 48 + 2 jam. Setelah diinkubasi jumlah koloni dihitung
menggunakan colony counter. Hasil pehitungan jumlah koloni kemudian

dikonversikan ke dalam CFU/gram.

Penentuan jumlah koloni BAL yang tumbuh kemudian dimasukan
kedalam rumus jumlah koloni ALT (Angka Lempeng Total) sebagai
berikut:

N= — Kristiyanti, 2015
= ixDrmzronxd (Kristiyanti, 2015).

Keterangan:
N = Jumlah koloni / gram

¥>C  =Total koloni yang dapat dihitung



nl = Jumlah cawan petri pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 = Jumlah cawan petri pada pengenceran kedua yang dihitung
d = Pengenceran pertama yang dihitung

F Diagram Alir

Diagram alir penelitian ini adalah sebagai berikut

Inokulasi hasil peremajaan sebanyak 1 ml ke dalam
9 ml MRS Broth, dan diinkubasi selama 48 jam

\

Isolat hasil peremajaan dicampur dengan 9 MRS Broth
dan diinkubasi selama 48 jam, pada suhu 37° C

v

Suspensi BAL diinokulasikan ke dalam 9 ml aquades steril sampai
diperoleh kekeruhan yang sama dengan stadart Mac Farland 0,5
dengan kepadatan (1,5 x 10 CFU/ ml)

{

Suspensi bakteri uji diinokulasikan secara merata
dengan perbandingan 50 ml suspensi untuk setiap 50
gram media pakan

v v

P1 P2
Dedak Padi Dedak Padi

Tanpa Molases +
Molases 1%

I |
v

Inkubasi pada suhu ruang

v

Dilakukan perhitungan Angka Lempeng Total dengan metode
Pour Plate menggunakan media MRS agar pada waktu
inkubasi 0 jam, 2 jam, 4 jam, 6 jam, 8 jam dan 10 jam

!

Perhitungan Viabilitas Bakteri
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V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka kesimpulan yang dapat

diambil adalah sebagai berikut:

1. Isolat BAL dari ususitik pada media perlakuan pakan dedak padi dan
kombinasi dedak padi dengan molases tetap viabel hingga waktu
inkubasi jam ke 10.

2. ViabilitasBAL ususitik lebih baik pada kombinasi dedak padi dengan
mol ases dibandingkan pada media dedak padi sgja. Jumlah populasi
BAL padawaktu inkubasi jam ke 10 sebesar 6,53 log CFU/g pada dedak

padi dan 6,87 log CFU/g pada kombinasi dedak padi dan molases.

B. Saran
1. BAL sebaga probiotik dapat diberikan padaternak unggas bersama
dengan pakan dedak padi dan kombinasi dedak padi dengan molases 1
kali dalam 1 hari.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menambahkan variasi
konsentrasi molases pada dedak padi dan lamanya waktu inkubasi untuk

mendapatkan jumlah koloni maksimum pertumbuhan BAL.
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