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ABSTRAK

AKTIVITAS ANTIBAKTERI MINUMAN SINBIOTIK SUSU KAMBING
ETAWA DENGAN PENAMBAHAN MANGGA KWENI (Mangifera
odorata) DAN MADU RANDU TERHADAP Staphylococcus aureus
DAN Escherichia coli

Oleh

YEREMIA BAGUS NUGROHO

Minuman sinbiotik merupakan minuman hasil fermentasi yang mengombinasikan
probiotik dan prebiotik, sehingga mampu meningkatkan kesehatan usus. Tujuan
penelitian adalah untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri dalam minuman
sinbiotik susu kambing etawa dan mengetahui aktivitas antibakteri yang lebih tinggi
terhadap bakteri Staphylococcus aureus atau Escherichia coli. Penelitian ini
disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan tujuh
perlakuan dan empat ulangan. Perlakuan perbandingan sari mangga kweni dan
madu randu terdiri dari tujuh taraf yaitu, PO (0% : 0%); P1 (0% : 25%); P2(5% :
20%); P3 (10% : 15%); P4 (15% : 10%); P5 (20% : 5%); dan P6 (25% : 0%). Data
dianalisis menggunakan uji Bartlett dan Tukey, dilanjutkan dengan uji ANOVA
dan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) pada taraf 5%. Berdasarkan hasil penelitian,
minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan penambahan sari mangga kweni
dan madu randu terbaik adalah perlakuan P4 (15% sari mangga kweni : 10% madu
randu), memiliki nilai total BAL 9,00 log CFU/mL; total asam laktat 0,89%; derajat
keasaman (pH) 3,71; dan aktivitas antibakteri dengan diameter zona bening pada
bakteri Staphylococcus aureus sebesar 9,27 mm, sedangkan pada bakteri
Escherichia coli sebesar 4,47 mm.

Kata kunci : aktivitas antibakteri, madu randu, mangga kweni, prebiotik,
probiotik



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETAWA GOAT'S MILK SYNBIOTIC
DRINK WITH THE ADDITION OF KWENI MANGO (Mangifera
odorata) AND RANDU HONEY AGAINST Staphylococcus aureus

AND Escherichia coli

By

YEREMIA BAGUS NUGROHO

Synbiotic drinks are fermented drinks that combine probiotics and prebiotics, so
they can improve intestinal health. The aim of the research was to determine the
presence of antibacterial activity in the synbiotic drink Etawa goat's milk and to
determine the higher antibacterial activity against Staphylococcus aureus or
Escherichia coli bacteria. This research was structured in a Complete Randomized
Block Design (RAKL) with seven treatments and four replications. The comparison
treatment of kweni mango juice and randu honey consisted of seven levels, namely,
PO (0% : 0%); P1 (0% : 25%); P2(5% : 20%); P3 (10% : 15%); P4 (15% : 10%); P5
(20% : 5%); and P6 (25% : 0%). Data were analyzed using the Bartlett and Tukey
test, followed by the ANOVA test and Least Significant Difference (BNT) test at
the 5% level. Based on the research results, the best synbiotic drink of Etawa goat's
milk with the addition of kweni mango juice and kapok honey was the P4 treatment
(15% kweni mango juice : 10% kapok honey), having a total BAL value of 9.00 log
CFU/mL,; total lactic acid 0.89%; degree of acidity (pH) 3.71; and antibacterial
activity with a clear zone diameter for Staphylococcus aureus bacteria of 9.27 mm,
while for Escherichia coli bacteria it was 4.47 mm.

Key words: antibacterial activity, kweni mango, prebiotics, probiotics,
randu honey
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Semakin berkembangnya ilmu dan teknologi pangan menyebabkan pola hidup
sehat di masyarakat semakin meningkat. Masyarakat semakin peduli terhadap
kesehatan dan mengkonsumsi pangan yang mampu memberikan efek menyehatkan
bagi tubuh dengan semakin dikembangkannya pangan fungsional. Menurut Badan
Pengawasan Obat dan Makanan (2011), pangan fungsional adalah pangan yang
secara alamiah atau telah melalui proses, mengandung komponen bioaktif yang
memiliki fungsi fisiologis tertentu sehingga bermanfaat bagi kesehatan. Pangan
fungsional yang beredar di kalangan masyarakat terus mengalami peningkatan dan
semakin beraneka ragam, salah satunya adalah minuman yang mengandung
probiotik dan prebiotik. Manfaat bakteri probiotik yaitu mampu meningkatkan
kesehatan usus, sistem imun dan melindungi inang dari infeksi patogen (Chandra
dkk., 2022).

Kombinasi antara bakteri probiotik dengan kandungan pangan prebiotik akan
menghasilkan minuman sinbiotik yang saling bersimbiosis sehingga akan
bermanfaat lebih baik pada tubuh. Sinbiotik mengandung bakteri probiotik seperti
bakeri asam laktat dalam keadaan hidup dan masih aktif saat mencapai saluran
pencernaan (Elsaputra dkk., 2016), dan mengandung prebiotik yang tidak tercerna
di sistem pencernaan atas namun dapat menjadi substrat bagi probiotik. Salah satu
minuman sinbiotik yang sudah dikembangkan yaitu minuman sinbiotik susu
kambing etawa dengan penambahan mangga kweni dan madu randu. Sinbiotik sari
mangga kweni dapat dikombinasikan dengan bahan pangan lain yang dapat

meningkatkan gizi dan khasiatnya seperti pengombinasian dengan susu kambing



etawa yang memiliki gizi tinggi dan madu randu yang memiliki kandungan

prebiotik serta memiliki sifat antibakteri.

Penggunaan susu kambing etawa dapat dikembangkan sebagai bahan baku
pembuatan minuman sinbiotik yang berperan sebagai food carrier. Menurut Ratya
dkk. (2017), perkembangan penggunaan susu kambing pada minuman fungsional
dikarenakan khasiat baik susu kambing yang memiliki kemampuan cerna yang
tinggi, komposisi kimia yang bermanfaat, dan alergenitas yang rendah, namun
kelemahan penggunaan susu kambing etawa sebagai minuman sinbiotik yaitu
memiliki aroma khas prengus. Aroma khas prengus pada susu kambing etawa dapat
berkurang melalui proses fermentasi dan penambahan buah-buahan yang memiliki
aroma segar, seperti mangga, blimbing, jeruk nipis, dan jahe (Melatiningsih, 2022).
Salah satu buah yang dapat dijadikan sebagai penghilang aroma khas prengus
adalah mangga kweni. Mangga kweni mengandung komponen volatil, seperti ethyl
butanoate, a-pinene, camphene, myrcene, butyl butanoate, limonene, terpinolene,
dan linalool yang membentuk aroma khas kweni yang kuat (Mustofa et al., 2022).
Mangga kweni juga mengandung senyawa-senyawa seperti flavonoid, tanin,
saponin, mangiferin, terpenoid dan alkaloid yang diduga memiliki mekanisme kerja
dalam menghambat pertumbuhan bakteri (Meliana dkk., 2021). Madu memiliki
sifat antibakteri karena memiliki kandungan senyawa seperti asam organik, minyak
atsiri, flavonoid, pH rendah, dan mengandung senyawa hidrogen peroksida (Rio
dkk., 2015).

Bakteri yang mengontaminasi susu dikelompokkan menjadi dua, yaitu bakteri
patogen dan bakteri pembusuk. Bakteri patogen meliputi Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, dan Salmonella sp, sedangkan untuk bakteri pembusuk antara lain
adalah Micrococcus sp., Pseudomonas sp., dan Bacillus sp. Oleh sebab itu
dilakukan penelitian untuk mengetahui aktivitas antibakteri minuman sinbiotik susu
kambing etawa dengan penambahan mangga kweni dan madu randu terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli menggunakan metode difusi
cakram. Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dipilih karena bakteri

tersebut sudah mewakili populasi dari bakteri Gram positif maupun Gram negatif,



selain itu populasi bakteri ini sering ditemukan pada susu kambing etawa
(Humaida, 2014).

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari minuman sinbiotik susu kambing
etawa dengan penambahan sari mangga kweni dan madu randu terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

2. Mengetahui aktivitas antibakteri dari minuman sinbiotik susu kambing etawa
dengan penambahan sari mangga kweni dan madu randu yang lebih tinggi

antara bakteri Staphylococcus aureus atau Escherichia coli.

1.3. Kerangka Pemikiran

Bahaya biologi (mikroba) pada bahan pangan perlu mendapat perhatian khusus,
karena bahaya jenis ini yang sering menjadi agen penyebab kasus keracunan
pangan. Escherichia coli merupakan bakteri patogen yang sering menyebabkan
keracunan pangan dan menjadi salah satu mikroba indikator sanitasi dalam
pengolahan, sedangkan Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang biasanya
terdapat pada hidung, mulut, tenggorokan, maupun kulit. Keberadaan Escherichia
coli pada bahan pangan menunjukkan praktek sanitasi lingkungan yang buruk,
sedangkan adanya Staphylococcus aureus mengidentifikasi praktek higiene yang
kurang. Berdasarkan Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan
Republik Indonesia (BPOM RI) Nomor HK.00.06.1.52.4011 tentang penetapan
batas maksimum cemaran mikroba dalam makanan dan minuman, batas maksimum
pencemaran bakteri pada produk susu pasteurisasi adalah Escherichia coli (<3/ml)
dan Staphylococcus aureus (1x10? koloni/ml) sebagai indikator mikroba pencemar
(BPOM, 2019).

Mangga kweni merupakan salah satu jenis buah musiman yang tergolong mudah
ditemui terutama di pasar-pasar tradisional. Salah satu tanaman yang digunakan
sebagai antibiotik alternatif adalah mangga kweni (Mangifera odorata). Mangga



kweni mengandung senyawa-senyawa seperti flavonoid, tanin, saponin,
mangiferin, terpenoid dan alkaloid yang diduga memiliki mekanisme kerja dalam
menghambat pertumbuhan bakteri (Meliana dkk., 2021). Senyawa flavonoid yang
terkandung didalam buah mangga mampu bekerja sebagai antibakteri dengan
mekanisme kerja membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan
dapat larut, sehingga mampu merusak membran sel bakteri yang akan
menyebabkan senyawa intraseluler yang menunjang kehidupan bakteri akan keluar
dari dalam sel bakteri (Basyar dkk., 2022). Selain itu, buah mangga juga
mengandung tanin yang bepotensi menjadi antibakteri dengan mekanisme kerja
berikatan dengan dinding sel polipeptida bakteri yang mengakibatkan dinding sel
bakteri menjadi tidak sempurna dan menyebabkan bakteri tersebut mati (Khasanah
dkk., 2020). Mangga kweni memiliki kandungan bakteri asam laktat (BAL) yang
dapat menghasilkan aktivitas antimikroba, karena BAL dapat memproduksi
senyawa antibakteri selama proses fermentasi yaitu asam organik (asam laktat dan
asam asetat). Asam laktat yang di produksi oleh BAL dapat menurunkan pH
lingkungan, sehingga dapat menghambat kontaminasi mikroba pembusuk dan juga

membunuh mikroba patogen (Ibrahim dkk., 2015).

Madu adalah produk alami yang berasal dari serangga dan terbentuk dari nektar
bunga yang bermanfaat bagi kesehatan termasuk antioksidan (Ahmed and Othman,
2014) dan anti-inflamasi (Khalil dkk., 2014). Madu merupakan salah satu obat
tradisional yang digunakan oleh masyarakat dan dikenal sejak 10.000 tahun yang
lalu serta mempunyai kemampuan sebagai antimikroba karena memiliki kandungan
senyawa seperti asam organik, minyak atsiri, dan flavonoid (Rio dkk., 2015). Madu
dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Hal ini terlihat dari zona penghambatan yang dihasilkan
oleh madu yang diberikan pada media Mueller Hinton Agar (MHA) yang telah
ditanam bakteri-bakteri tersebut (Dewi dkk., 2017). Pada penelitian yang dilakukan
olen Gawad et al. (2014), yogurt yang diproduksi menggunakan starter
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, dan Bifidobacterium
longum memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakeri patogen yaitu Eschericia coli

dan Staphilococcus aureus.



Madu memiliki aktivitas sebagai antibakteri atau antimikroba karena madu
mempunyai tekanan osmosa yang tinggi yang mampu menarik air. Madu memiliki
pH rendah yakni berkisar 3,2-4,5 yang merupakan penghambat efektif terhadap
pertumbuhan bakteri. Madu memiliki aktivitas air yang rendah sebesar 0,562-0,62.
Secara umum bakteri tidak akan tumbuh pada media yang memiliki aktivitas air
yang rendah. Selain itu, madu memiliki fungsi sebagai antibakteri karena dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme melalui senyawa hidrogen peroksida
yang dihasilkan sehingga bakteri sulit untuk berkembang. Mekanisme kerja dari
hidrogen peroksida sebagai aktivitas antibakteri adalah menghancurkan membran
luar sebagai pelindung bakteri, sehingga pertumbuhan sel bakteri akan terhambat
dan mati (Kwakman and Zaat, 2017). Beberapa penelitian telah menguiji
kemampuan madu sebagai antibakteri, diantaranya penelitian Mohapatra et al.
(2016) membuktikan bahwa ekstrak metanol madu mentah (belum diolah) dan
madu hasil olahan dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis
dan Micrococcus luteus) dengan diameter daerah hambatan berkisar antara 13,09
sampai 37,94 mm, sedangkan diameter daerah hambatan pada bakteri Gram negatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa dan Salmonella typhi) berkisar antara
6,94 sampai 37,94 mm. Menurut hasil penelitian Rio., dkk (2015), madu dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan diameter daerah
hambatan rata-rata sebesar 3,14 mm untuk madu asli Sikabu dan 2,76 mm untuk
Madu Lubuk Minturun, namun kedua jenis madu tidak memiliki daya hambat
terhadap bakteri Escherichia coli.

Formulasi antara sari mangga kweni dan madu randu diduga akan mempengaruhi
karakteristik minuman sinbiotik susu kambing etawa. Sari mangga kweni
mengandung pigmen karotenoid yang menghasilkan warna kuning hingga oranye,
sedangkan madu randu mengandung pigmen karotenoid dan flavonoid yang
menghasilkan warna kuning keemasan (Sumarlin dkk., 2014). Formulasi antara
sari mangga kweni dan madu randu diduga akan menghasilkan minuman sinbiotik
susu kambing etawa yang berwarna agak putih hingga oranye. Madu randu
mengandung fruktooligosakarida (FOS) dan inulin sebagai sumber prebiotik serta
gula (fruktosa, glukosa dan sukrosa) yang mampu meningkatkan pertumbuhan



BAL, sehingga total BAL akan meningkat. BAL akan memproduksi asam laktat
selama proses fermentasi, sehingga minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan
penambahan mangga kweni dan madu randu akan mengalami penurunan pH dan
menghasilkan rasa asam. Penambahan sari mangga akan mempengaruhi
karakteristik minuman sinbiotik yang dihasilkan. Menurut penelitian Dewanti
(2023), penambahan sari buah mangga kweni dan madu randu dengan konsentrasi
P1 (0%:25%); P2 (5%:20%); P3 (10%:15%); P4 (15%:10%); P5 (20%:5%); dan
P6 (25%:0%) berpengaruh terhadap karakteristik produk fermentasi berbasis susu
kambing etawa. Penambahan sari buah mangga dan madu randu mempengaruhi

aroma, rasa, dan warna dari minuman sinbiotik susu kambing etawa.

Aktivitas penghambatan antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Gram positif
lebih kuat dibanding bakteri Gram negatif. Perbedaan kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
pada madu diakibatkan adanya perbedaan struktur dinding sel (jumlah lipid,
peptidoglikan, aktivitas enzim) pada bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif
yang akhirnya mengakibatkan adanya perbedaan aktivitas antibakteri madu
terhadap bakteri tersebut (Qadara dan Noor, 2015). Staphylococcus aureus
memiliki struktur dinding sel yang tersusun dari lapisan peptidoglikan yang banyak
dan lemak yang relatif sedikit, sedangkan bakteri Escherichia coli memiliki struktur
dinding sel yang lebih kompleks karena terdiri dari beberapa lapisan diantaranya
membran luar yang berfungsi untuk melindungi peptidoglikan, lapisan dalam
(fosfolipid), dan lapisan luar (lipopolisakarida). Perbedaan struktur dinding sel
antara Staphylococcus aureus dan Escherichia coli mengakibatkan perbedaan
aktivitas dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Escherichia coli lebih susah

ditembus daripada bakteri Staphylococcus aureus (Suryana, 2016).



1.4. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah:

1. Terdapat aktivitas antibakteri dalam minuman sinbiotik susu kambing etawa
dengan penambahan sari mangga kweni dan madu randu terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

2. Aktivitas antibakteri dalam minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan
penambahan sari mangga kweni dan madu randu terhadap Staphylococcus

aureus lebih tinggi dibanding Escherichia coli.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Minuman Sinbiotik

Kombinasi antara prebiotik dengan probiotik disebut sinbiotik (Senditya dkk.,
2014). Penggabungan antara keduanya mampu membentuk 15 interaksi yang
sinergis dalam memberikan manfaat sehat untuk tubuh. Aplikasi sinbiotik
menyebabkan bakteri probiotik dapat bertahan lebih lama dan berkolonisasi lebih
baik. Beberapa studi menunjukkan bahwa aplikasi sinbiotik akan lebih bermanfaat
daripada pengaplikasian prebiotik dan probiotik secara tunggal (Konuray and
Erginkaya, 2018).

Minuman sinbiotik merupakan salah satu pengembangan pangan fungsional dengan
penggabungan probiotik dan prebiotik yang memberikan efek fungsional pada
tubuh. Pengombinasian ini menguntungkan karena prebiotik menjadi substrat yang
spesifik untuk bakteri probiotik sehingga manfaat yang diperoleh menjadi lebih
sempurna. Prebiotik menjadi substrat spesifik bagi BAL yang meningkatkan proses
fermentasi dengan meningkatnya daya hidup probiotik sehingga memberikan
dampak baik bagi mikroflora usus (Senditya dkk., 2014). Minuman sinbiotik
bersifat saling sinergis dalam meningkatkan daya tahan usus.

Penggabungan probiotik dan prebiotik menghasilkan mekanisme yang
menguntungkan. Probiotik pada dasarnya aktif pada usus halus dan sebagian besar
di usus besar. Efek prebiotik di usus besar menjadi fokus utama dengan efeknya
yang sinergis (Markowiak and Slizewska, 2017). Prebiotik di pangan sinbiotik
berperan menjadi media selektif bagi pertumbuhan strain probiotik dalam proses
fermentasi. Stimulasi probiotik dan prebiotik akan memodulasi aktivitas
metabolisme di usus dengan memelihara biostruktur usus, pengembangan

mikroflora yang menguntungkan dan penghambatan patogen yang berpotensi



masuk ke saluran pencernaan (Markowiak and Slizewska, 2017). Menurut
penelitian Rizal dkk. (2020), faktor-faktor yang dapat mempengaruhi mutu
minuman yang mengandung strain probiotik, yaitu lama fermentasi, konsentrasi
substrat, dan jenis strain probiotik. Menurut penelitian Rahayu dkk. (2020),
fermentasi prebiotik berupa oligosakarida pada kolon memberikan sejumlah efek
fisiologis, yaitu terjadi peningkatan populasi Bifidobacterium sp. pada kolon.
Penelitian yang dilakukan oleh Moroti et al. (2015), menyatakan bahwa konsumsi
rutin milk shake sinbiotik (200 mL/hari selama 30 hari) yang mengandung probiotik
(Lactobacillus acidophilus dan Bifidobacterium bifidum) dan oligofruktosa
menghasilkan perubahan positif, yaitu peningkatan kolesterol high density
lipoprotein (HDL) dan penurunan kadar glukosa darah. Selain itu, menurut
penelitian Mohammadi et al. (2018), pemberian yoghurt (2 x 250 g/hari selama 10
minggu) kepada 94 relawan dengan kombinasi probiotik berupa Bifidobacterium
lactis dan prebiotik inulin mampu mengurangi massa lemak tubuh dan
meningkatkan sensitivitas insulin, serta meningkatkan trigliserida dan HDL

relawan.

2.1.1. Probiotik

Probiotik merupkan jenis mikroorganisme dengan sifat yang menguntungkan bagi
inangnya. Menurut Farnworth and Champagne (2015), pengonsumsian probiotik
dengan jumlah tertentu mampu memberikan efek menyehatkan bagi inangnya.
Probiotik mampu memberikan efek kesehatan dengan mengendalikan dan
menyeimbangkan mikroba yang ada di usus. Probiotik berperan dalam sistem
metabolisme dengan meningkatkan daya tahan atau imunitas tubuh dan
berpengaruh nyata dalam pencegahan penyakit menular pada anak (Lebaka et al.,
2018). Efek menguntungkan tersebut dilakuan pengujian dengan uji in-vitro dan
akan divalidasi dengan uji in-vivo. Berdasarkan pengujian, probiotik dapat
digunakan untuk pengobatan penyakit seperti diare dan penyakit inflamasi kritis
seperti Kkolitis ulseratif dan pouchitis (Saad et al., 2015). Manfaat kesehatan

tersebut dapat diperoleh pada konsentrasi tertentu.

Minuman fermentasi seperti probiotik dan sinbiotik akan memberikan manfaat

yang optimal bagi inangnya dengan memiliki jumlah sel hidup 107 - 109 koloni/mL



10

(Istigomah, 2018). Pangan dapat dikatakan sebagai produk probiotik apabila
mengandung bakteri probiotik hidup yang dapat sampai di saluran pencernaan
sebanyak 107 cfu/mL (Umam dkk., 2014). Konsumsi probiotik seharusnya
dilakukan secara teratur karena waktu kolonisasi dari mikroba probiotik bersifat
terbatas dan terdapat kompetisi dengan miktoorganisme intestinal patogen
(Istigomah, 2018). Manfaat kesehatan tersebut diperoleh dari mikroba jenis BAL

Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, dan yeast.

Jenis probiotik yang sering digunakan untuk produk fermentasi yaitu strain dari
bakteri asam laktat Lactobacillus, Bifidobacterium dan Streptococcus (Aleta et al.,
2020). Spesies BAL vyang sering digunakan dalam fermentasi pangan yaitu
Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, dan Streptococcus thermophilus (Setiarto dkk., 2018).
Bakteri asam laktat akan menghasilkan bakteriosin yang berfungsi mempengaruhi
hingga menghambat bakteri patogen sehingga probiotik dapat disebut memiliki
sifat antibakteri. Jenis Bifidobacterium akan menghasilkan produk metabolit yang
menurunkan pH di dalam lingkungan usus yang tidak menguntungkan bakteri
patogen. Produk metabolit tersebut berupa asam laktat, asam asetat, dan protein
yang dapat menghambat adhesi dari bakteri patogen seperti Staphylococcus aureus

dan Escherichia Coli.

2.1.2. Prebiotik

Prebiotik merupakan unsur nutrisi yang tidak tercerna dalam usus kecil dan masuk
ke dalam usus besar yang mampu memberikan efek yang baik pada bakteri
probiotik (Konuray and Zerrine, 2017). Prebiotik merupakan golongan pati resisten
yang berpotensi untuk dikembangkan. Perkembangan penggunaan prebiotik
dikarenakan mampu memberikan manfaat yang baik bagi kesehatan manusia.
Prebiotik pada pencernaan dapat dijadikan sebagai makanan bagi bakteri baik
dalam kolon, sehingga aktivitas baik dari bakteri probiotik dapat meningkat dan
mampu memberikan efek menyehatkan bagi tubuh manusia. Suatu pangan dapat
dikatakan sebagai prebiotik karena memiliki syarat-syarat tertentu berupa sifat dan

karakteristiknya.
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Suatu pangan dikatakan sebagai prebiotik apabila memiliki sifat dan karakteristik
tertentu. Prebiotik haruslah berupa pangan yang tidak dapat dicerna atau dapat
dicerna hanya sebagian pada sistem pencernaan lambung dan usus halus
(Markowiak and Katarzyna, 2017). Prebiotik harus dapat dicerna atau dihidrolisis
oleh bakteri atau mikroflora di kolon, prebiotik ini akan bersifat selektif terhadap
mikroflora di kolon dan mampu mendorong proliferasinya (Konuray and Zerrine,
2017). Prebiotik mampu menghambat bakteri patogen seperti Clostridium yang
mampu menghasilkan toksik. Proliferasi bakteri patogen dan efek pencahar dapat
dihasilkan oleh pangan prebiotik (Konuray and Zerrine, 2017). Adanya
karakteristik tersebut membuat prebiotik bersifat menguntungkan inangnya.
Komponen prebiotik dapat diperoleh dari serat pangan terutama serat larut seperti
senyawa fruktooligosakarida (FOS), oligofruktosa, galaktooligosakarida (GOS),
inulin, laktulosa, isomaltooligosakarida (IMO), dan xynooligosakarida (Maryati
dkk., 2016).

2.2. Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri adalah kemampuan suatu senyawa atau bahan untuk
menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri. Senyawa atau bahan yang
memiliki aktivitas antibakteri umumnya digunakan dalam pengobatan infeksi
bakteri atau dalam produk-produk sanitasi dan kesehatan. Senyawa atau bahan
yang memiliki aktivitas antibakteri umumnya bekerja dengan mengganggu struktur
atau fungsi sel bakteri, seperti menghambat sintesis dinding sel atau protein,
merusak membran sel, atau menghambat proses metabolisme bakteri. Beberapa
senyawa atau bahan yang memiliki aktivitas antibakteri meliputi antibiotik,
senyawa kimia seperti fenol dan klorin, serta bahan alami seperti minyak atsiri,
ekstrak tumbuhan, atau produk-produk lebah seperti propolis dan madu (Rio, 2015).

Mekanisme Kkerja antibakteri senyawa fenol dapat mengganggu komponen
peptidoglikan pada dinding sel bakteri Gram positif seperti Staphylococcus aureus
dengan cara mencegah penggabungan ikatan asam N-asetilmuramat ke dalam
struktur mukopeptide yang biasanya membentuk sifat kaku pada dinding sel,
sehingga sintesis dinding sel bakteri terganggu dan tidak terbentuk secara
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sempurna. Hal ini menyebabkan bakteri kehilangan dinding sel yang kaku dan
menyisakan membran sel yang rentan terhadap kerusakan dan kebocoran. Aktivitas
antibakteri senyawa fenol juga terkait dengan inaktivasi enzim seluler yang
dipengaruhi oleh kemampuannya dalam melakukan penetrasi ke dalam sel atau
disebabkan oleh adanya perubahan permeabilitas membran sel akibat
bergabungnya senyawa antibakteri dengan membran sel. Hal ini menyebabkan
kerusakan fungsi integritas membran sitoplasma, makromolekul dan ion sel keluar,
kemudian disorientasi komponen-komponen lipoprotein serta mencegah
berfungsinya membran sebagai pelindung terhadap tekanan osmotik (Jawetz dkk.,
2014).

Metode pengujian daya antibakteri dikelompokkan ke dalam 2 macam metode,
yaitu metode difusi dan dilusi. Metode difusi adalah metode yang sering digunakan
untuk analisis aktivitas antibakteri. Prinsip kerja metode difusi adalah terdifusinya
senyawa antibakteri ke dalam media padat di mana mikroba uji telah
diinokulasikan. Hasil pengamatan yang diperoleh berupa ada atau tidaknya daerah
bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang menunjukan zona hambat

pada pertumbuhan bakteri (Balaouri et al., 2016).

Metode pengujian daya antibakteri dilakukan untuk mendapatkan konsentrasi dari
suatu zat antibakteri sehingga diperoleh hasil yang dapat dimanfaatkan dengan
efektif dan efisien. Menurut Pratiwi (2018), metode difusi dan dilusi terdiri dari
beberapa metode diantaranya:

2.2.1. Metode difusi
Metode difusi terbagi menjadi 4 metode yaitu;
a. Metode disc diffusion atau metode Kirby Baure
Metode ini menggunakan kertas cakram yang sebelumnya sudah diisi dengan zat
antibakteri, setelah itu diletakkan di media agar yang telah ditanam bakteri uji.
b. Metode E-test
Metode ini digunakan saat ingin menentukan KHM (Kadar Hambat Minimum).
Dengan menggunakan metode ini, akan didapat konsentrasi minimum zat

antibakteri yang dapat menghambat bakteri. Metode ini dilakukan dengan
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menggunakan strip plastik berisi zat antibakteri, kemudian strip ini diletakkan
pada media agar.

Cup-late technique atau difusi sumur

Metode ini mirip dengan metode disc diffusion tetapi pada metode ini tidak
menggunakan kertas cakram. Metode ini dilakukan dengan membuat sumur
pada media agar, selanjutnya zat antibakteri dimasukkan ke dalam sumur
tersebut.

Gradient-plate technique

Metode ini dilakukan dengan mencairkan media agar, kemudian media agar
ditambahkan dengan larutan zat antibakteri, selanjutnyanya campuran tersebut

dimasukkan ke dalam cawan petri dan disimpan dalam keadaan miring.

2.2.2. Metode dilusi

Metode dilusi terbagi dari 2 metode yaitu dilusi cair dan dilusi padat.

a.

Metode dilusi cair/broth dilution test

Metode ini dilakukan untuk menentukan KHM (Konsentrasi Hambat Minimun)
dan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum). Metode dilusi cair ini dilakukan
dengan cara mengencerkan zat antibakteri dan dituangkan pada media cair yang
sudah berisi bakteri uji. KHM ditentukan dengan melihat larutan antibakteri
yang berwarna jernih. KHM kemudian dikultur ulang pada media cair tanpa ada
penambahan bakteri uji dan zat antibakteri, lalu dilakukan inkubasi selama 18-
24 jam. KBM ditentukan dengan melihat media yang tetap cair.

Metode dilusi padat/solid dilition test

Metode ini mirip dengan metode dilusi cair, bedanya pada metode ini
menggunakan media yang padat atau solid. Pada metode ini dapat digunakan
untuk menguji berbagai macam jenis bakteri dalam satu konsentrasi zat

antibakteri.

Metode yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah metode difusi cakram.

Metode difusi cakram merupakan pengukuran daerah zona bening yang terbentuk

di sekitar kertas cakram yang digunakan untuk mengetahui aktivitas antimikroba.

Kertas cakram direndam dalam sampel minuman sinbiotik susu kambing etawa

selama 5 menit dengan tujuan agar sampel menyerap secara sempurna kedalam

kertas cakram, selanjutnya diletakkan pada media agar yang telah ditanami bakteri.
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Pengujian daya hambat bakteri ditandai dengan terbentuknya zona bening pada
permukaan media agar (Fitri, 2020). Kelebihan dari metode difusi cakram yaitu
proses pengujian cepat, biaya relatif murah, mudah dan tidak memerlukan keahlian
khusus. Sedangkan kelemahan dari metode ini yaitu sulit untuk diaplikasikan pada
mikroorganisme yang perkembangannya lambat dan zona bening yang terbentuk
dipengaruhi pada kondisi inkubasi, inokulum serta ketebalan medium (Handayani
dkk., 2018).

2.3. Mangga Kweni (Mangifera odorata)

Mangga kweni (Mangifera odorata) merupakan jenis buah tropis yang berasal dari
Negara Guam, Filipina, Thailand dan Vietnam. Buah ini termasuk dalam familia
mangga-manggaan (Famili Anacardiaceae). Mangga kweni merupakan salah satu
jenis buah musiman yang tergolong mudah ditemui terutama di pasar-pasar
tradisional. Mangga kweni yang telah masak dapat menghasilkan aroma yang khas,
sehingga jenis buah ini dapat dikenali secara langsung hanya dengan melalui aroma.
Menurut Sadri (2017), mangga kweni digolongkan dalam tanaman pohon
berukuran sedang, memiliki tinggi 9-13 meter dengan batang tegak lurus bertajuk
bundar. Buah mangga kweni berbentuk lonjong dengan pucuk buah runcing

disertai pangkal yang bulat dan tidak berlekuk.

Mangga kweni secara umum memiliki kulit buah yang tebal yang diselimuti oleh
lapisan lilin dengan permukaan yang halus dan terdapat bintik-bintik berwarna
hijau keputihan. Daging buah mangga kweni berwarna kuning cerah dan bertekstur
lunak. Rasa daging buah mangga kweni yaitu manis keasaman. Buah mangga
kweni yang sudah tergolong masak menghasilkan aroma harum menyengat yang
khas, sehingga dapat dengan mudah dikenal melalui aroma yang dihasilkan karena
kandungan volatil pada mangga kweni. Komponen-komponen volatil yang
terkandung pada mangga kweni antara lain ethyl butanoate, a-pinene, camphene,
myrcene, butyl butanoate, limonene, terpinolene, dan linalool yang membentuk
aroma khas mangga kweni yang kuat (Mustofa et al., 2022). Mangga kweni dapat
dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Mangga kweni (Mangifera odorata)
Sumber: Dokumen pribadi (2023)

Menurut Mandey., dkk (2020), klasifikasi mangga kweni berdasarkan tata nama

sistematika (taksonomi) tumbuhan dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Sapindales

Famili : Anarcadiaceae
Genus : Mangifera

Spesies : Mangifera odorata

Didalam buah mangga kweni terkandung vitamin A, C dan betakaroten serta
mineral seperti fosfor. Serat yang terkandung didalam mangga kweni berperan
untuk melancarkan pencernaan bagi penderita sembelit. Mangga kweni merupakan
buah konsumsi yang berpotensi sebagai sumber antioksidan bagi tubuh. Hal ini
dikarenakan mangga kweni mengandung cukup vitamin C dan betakaroten.
Vitamin C dikenal sebagai antioksidan yang mampu menumpas paparan radikal
bebas pada tubuh secara langsung. Cara kerja antioksidan yaitu dengan
memperlambat atau menghambat proses oksidasi pada tubuh. Beberapa khasiat

buah mangga kweni menurut Mustofa et al. (2022) yaitu, mencegah gangguan
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kesehatan mata, pertumbuhan sel kanker, membantu proses kelancaran pencernaan

di lambung, dan meningkatkan sistem imunitas tubuh.

Mangga kweni mengandung senyawa-senyawa seperti flavonoid, tanin, saponin,
mangiferin, terpenoid dan alkaloid yang diduga memiliki mekanisme kerja dalam
menghambat pertumbuhan bakteri. Senyawa flavonoid yang terkandung didalam
buah mangga mampu bekerja sebagai antibakteri dengan mekanisme kerja
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan dapat larut,
sehingga mampu merusak membran sel bakteri yang akan menyebabkan senyawa
intraseluler yang menunjang kehidupan bakteri akan keluar dari dalam sel bakteri
(Basyar dkk., 2022). Mangga kweni memiliki kandungan bakteri asam laktat (BAL)
yang dapat menghasilkan aktivitas antimikroba, karena BAL dapat memproduksi
senyawa antibakteri selama proses fermentasi yaitu asam organik (asam laktat dan
asam asetat), diasetil, etanol, hidrogen peroksida, reuterin, asetaldehid, asetoin,
karbon dioksida, dan bakteriosin yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba
patogen. Semakin tinggi asam laktat yang di produksi oleh BAL, maka pH
lingkungan akan semakin menurun, sehingga dapat menghambat kontaminasi
mikroba pembusuk dan juga membunuh mikroba patogen akibat kadar pH yang
rendah (Ibrahim dkk., 2015).

2.4. Madu Randu

Madu adalah zat alami yang dihasilkan oleh lebah yang mengandung fruktosa,
glukosa dan sukrosa (Tafere, 2021). Madu randu merupakan salah satu jenis madu
jenis monofloral yang berasal dari lebah yang mengkonsumsi nektar bunga randu
(Ceiba pentandra). Komponen gula terbesar pada madu randu yaitu, gula pereduksi
67,82% serta sukrosa 2,80% (Lovita, 2019). Total gula pereduksi pada madu
merupakan jumlah total antara fruktosa dan glukosa. Kandungan vitamin dalam

madu adalah thiamin, riboflavin, asam askorbat, dan vitamin K (Wulandari, 2017).

Karakteristik madu randu yaitu berwarna coklat muda dan bening, manis sedikit
asam, dan kental (Lovita, 2019). Menurut penelitian Ariyanti (2021), kandungan
prebiotik madu randu yaitu 14,76% fruktooligosakarida (FOS) dan 6.6 % inulin.

Inulin merupakan karbohidrat polidispersi yang terdiri dari ikatan 3 (2-1) fruktosil-
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fruktosa, sedangkan FOS karbohidrat yang tidak dicerna oleh saluran pencernaan
yang terdiri dari unit fruktosa yang dihubungkan oleh ikatan  (2-1) (Aritonang,
2019).

Madu randu memiliki sifat antibakteri, kandungan madu randu yang bersifat
antibakteri yaitu senyawa Hidrogen Peroksida. Senyawa Hidrogen Peroksida
memiliki kemampuan untuk membunuh bakteri patogen. Selain itu diketahui
bahwa madu randu memiliki pH yang rendah yang dapat mempengaruhi aktivitas
antibakteri. Madu juga memiliki sifat hidroskopik yang mampu menarik air dari
lingkungan hidup bakteri, sehingga bakteri mengalami dehidrasi. Selain itu terdapat
pula senyawa organik seperti polifenol, flavonoid, inhibin, dan glikosida yang
bersifat antibakteri dengan cara merusak integritas dinding sel sehingga dapat

menghambat atau membunuh agen mikroba (Aliyah, 2021).

Madu randu memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri secara
langsung dan tidak langsung. Mekanisme secara langsung terjadi akibat
terbentuknya hidrogen peroksida, osmolalitas, pH, faktor non-peroksida, dan fenol.
Kandungan hidrogen peroksida madu mampu membunuh bakteri. Hidrogen
peroksida merusak gugus fungsi biomolekul pada bakteri. Cara kerja senyawa
tersebut dengan mendenaturasi protein serta menghambat fungsi dari nukleat
bakteri sehingga terjadi kerusakan pada dinding bakteri dan gangguan sintesis asam
nukleat yang mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan bakteri (Putri dan
Asparini, 2017).

Madu randu memiliki pH yang rendah berkisar 3,2-4,5. Keasaman pH yang rendah
merupakan penghambat efektif terhadap pertumbuhan bakteri. Ketidaksesuaian pH
tersebut akan menghambat pertumbuhan bakteri yang ditandai dengan besarnya
diameter zona bening yang dihasilkan. Madu randu memiliki senyawa flavonoid
seperti fenol yang bersifat antibakteri. Mekanisme kerja antibakteri senyawa fenol
dapat mengganggu komponen peptidoglikan pada dinding sel bakteri dengan cara
mencegah penggabungan ikatan asam N-asetilmuramat ke dalam struktur
mukopeptide yang biasanya membentuk sifat kaku pada dinding sel, sehingga

sintesis dinding sel bakteri terganggu dan tidak terbentuk secara sempurna. Hal ini
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menyebabkan bakteri kehilangan dinding sel yang kaku dan menyisakan membran

sel yang rentan terhadap kerusakan dan kebocoran (Jawetz dkk., 2014).

2.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif, non motil, berbentuk bulat, dan
biasanya bergerombol seperti anggur dalam bentuk tidak teratur, berpasangan,
maupun tunggal. Bakteri ini berdiameter 0,5-1 pm pada perbesaran mikroskop
1000x (Hadiyanto et al., 2015). Staphylococcus aureus bersifat anaerob fakultatif,
dan membentuk koloni yang licin, bulat dan cembung pada media agar.
Staphylococcus merupakan sebagian dari flora normal pada kulit, saluran
pernapasan dan saluran pencernaan manusia, bakteri ini mudah ditemukan pada
udara dan lingkungan (Adji, 2015). Staphylococcus aureus mampu menghasilkan
toksin yang berupa enterotoksin (Khoiriyah, 2015). Infeksi yang ditimbulkan
terhadap manusia bisa terjadi di seluruh jaringan dengan tanda-tanda yang sangat

khas yaitu peradangan, nekrosis dan pembentukan abses.

Beberapa penyakit infeksi yang diakibatkan oleh Staphylococcus aureus adalah
bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi yang lebih berat diantaranya
pneumonia, mastitis, plebitis, meningitis, infeksi saluran kemih, osteomielitis, dan
endokarditis. Staphylococcus aureus juga merupakan penyebab utama infeksi
nosokomial, keracunan makanan, dan sindrom syok toksik (Turkyilmaz and Kaya,
2016). Staphylococcus aureus adalah bakteri infeksi yang paling kuat daya
tahannya diantara bakteri lain yang tidak membentuk spora, karena bakteri ini dapat
bertahan hidup sampai £ 14 minggu dalam media kering maupun basah (Adiji,
2015). Staphylococcus aureus mempunyai temperatur optimum pertumbuhan pada
temperatur antara 20°-40°C. Temperatur minimum pertumbuhan antara 10°-20°C
dan temperatur maksimum antara 40°-45°C. Umumnya pertumbuhan
Staphylococcus aureus terjadi pada kisaran temperatur 7°- 47,8°C (Oktaviantris,

2017). Koloni bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 2.



19

Gambar 2. Koloni bakteri Staphylcoccus aureus
Sumber: Hayati dkk. (2019)

Menurut Lisnawati dan Prayoga (2020), klasifikasi Staphylococcus aureus sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum . Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Bacillales

Family . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies . Staphylococcus aures

Bakteri Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada pH 4,5-9,3 dan tumbuh optimum
pada pH 7,0-7,5. Staphylococcus aureus adalah salah satu bakteri patogen penting
yang berkaitan dengan virulensi toksin, invasif, dan ketahanan terhadap antibiotik.
Menurut Hayati dkk. (2019), bakteri Staphylococcus aureus dapat menyebabkan
terjadinya berbagai jenis infeksi mulai dari infeksi kulit ringan, keracunan makanan
sampai dengan infeksi sistemik. Infeksi yang terjadi misalnya keracunan makanan.
Gejala keracunan makanan akibat Staphylococcus aureus adalah kram perut,
muntah-muntah yang kadang-kadang di ikuti oleh diare.

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang beredar di mana-mana, seperti
udara, debu, air, susu, makanan, peralatan makan, lingkungan dan tubuh manusia

atau hewan yang terdapat pada kulit, rambut atau bulu dan saluran pernafasan.
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Manusia dan hewan merupakan sumber utama infeksi. Pertumbuhan dan
kelangsungan hidup Staphylococcus aureus tergantung pada sejumlah faktor
lingkungan seperti suhu, aktivitas air, pH, adanya oksigen dan komposisi makanan.
Parameter pertumbuhan fisik bervariasi untuk berbagai strain Staphylococcus
aureus. Kisaran suhu untuk pertumbuhan Staphylococcus aureus adalah 12-44°C,
dengan suhu optimum 37°C. Staphylococcus aureus resisten terhadap pembekuan
dan bertahan dengan baik dalam makanan yang disimpan di bawah -20°C. Namun,
kelangsungan hidup berkurang pada suhu -10 sampai 0°C. Staphylococcus aureus
mudah mati dalam pasteurisasi. Pertumbuhan Staphylococcus aureus terjadi pada
pH optimal 7,4. Staphylococcus aureus adalah bakteri anaerob fakultatif sehingga
dapat tumbuh di kondisi aerobik dan anaerobik. Namun, pertumbuhan terjadi pada

tingkat yang lebih lambat dalam kondisi anaerob (Wulan dan Kaunang, 2022).

2.6. Escherichia coli

Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif yang bersifat fakultatif anaerob.
Escherichia coli termasuk bakteri yang berada di usus besar manusia. Escherichia
coli dapat membantu melindungi tubuh dari infeksi bakteri lain dengan
berkompetisi dan menghasilkan colisin yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen lain seperti Shigella dan Salmonella (Puspaningrum, 2018).
Escherichia coli menjadi patogen jika jumlah bakteri ini dalam saluran pencernaan

meningkat atau berada di luar usus.

Beberapa strain Escherichia coli dapat menimbulkan penyakit pada manusia dan
hewan dengan memproduksi enterotoksin dan menimbulkan gejala menyerupai
kolera, menyerang sel-sel epitelium saluran usus dengan melakukan adhesi dan
kolonisasi pada saluran usus serta mengeluarkan enterotoksin. Bakteri Escherichia
coli patogen dapat menimbulkan sindrom Klinis, yaitu gastroenteritis akut pada
anak-anak dan infeksi pada saluran pencernaan (Winarti dan Miskiyah, 2015).
Keberadaan Escherichia coli dalam minuman atau makanan dianggap memiliki
korelasi tinggi dengan ditemukannya bibit penyakit (patogen) pada pangan (Djaafar
dan Rahayu, 2017). Kontaminasi bakteri ini biasanya berasal dari air yang

digunakan untuk mencuci bahan makanan yang akan dikonsumsi maupun peralatan
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yang digunakan dalam proses pengolahan. Koloni bakteri Escherichia coli dapat
dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Koloni Bakteri Escherichia coli
Sumber: Lukmanul dan Chylen (2018)

Menurut Lisnawati dan Prayoga (2020), klasifikasi Escherichia coli sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

Bakteri  Escherichia coli tergolong bakteri coliform dalam famili
Enterobacteriaceae. Famili ini dapat bertahan hidup dalam saluran pencernaan.
Ukurannya 1,00 - 1,50 pm x 2,00 - 6,00 um, motil atau tidak motil, dapat
berkembang tanpa oksigen atau terdapat oksigen, dan dapat hidup dalam media
yang minim nutrisi (Rahayu dkk., 2018). Karakteristik yang dimiliki oleh bakteri
dengan famili Enterobacteriales termasuk dalam ordo paling besar berbentuk
batang pendek dan bergerak dengan flagel. Bakteri Escherichia coli umumnya

hidup di dalam saluran pencernaan manusia atau hewan. Secara fisiologi,
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Escherichia coli memiliki kemampuan untuk bertahan hidup pada kondisi
lingkungan yang sulit. Escherichia coli tumbuh dengan baik di air tawar, air laut,
atau di tanah. Pada kondisi tersebut Escherichia coli terpapar lingkungan abiotik
dan biotik. Penyakit yang ditimbulkan oleh Escherichia coli disebabkan karena
kemampuannya untuk beradaptasi dan bertahan pada lingkungan yang berbeda.
Ada beberapa jenis kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan bagi
Escherichia coli untuk dapat tetap bertahan, misalnya lingkungan asam (pH rendah)
seperti pada saluran pencernaan manusia, perubahan suhu, serta tekanan osmotik.
Kemampuan Escherichia coli untuk bertahan hidup selama pendinginan dan
pembekuan telah terbukti menjadikan Escherichia coli toleran terhadap kondisi
kering (Rahayu dkk., 2018).

Escherichia coli umumnya bersifat tidak berbahaya dan hidup dalam pencernaan
manusia. Apabila Escherichia coli yang awalnya bersifat non patogen memperoleh
tambahan gen virulensi dari mikroorganisme lain melalui mekanisme perpindahan
gen (transformasi), perpindahan plasmid (konjugasi) atau perpindahan gen melalui
bakteriofage (transduksi) akan berubah menjadi bakteri patogen. Penyakit yang
diakibatkan Escherichia coli patogen berbeda tergantung virulensi dan mekanisme
patogenesisnya. Escherichia coli dapat menimbulkan suatu gejala penyakit bila
mampu masuk ke tubuh inangnya dan mampu beradaptasi serta bertahan di dalam
tubuh manusia, kemudian menyerang sistem imun dan akhirnya menimbulkan
penyakit. Mekanisme patogenesis ini dilakukan melalui beberapa tahapan seperti
bakteri patogen lainnya. Tahapan tersebut adalah kolonisasi pada titik tertentu di
bagian sel permukaan usus (sel mukosa), pembelahan sel, perusakan sel usus,
melintasi sel usus dan memasuki aliran darah, penambatan ke organ target dan

akhirnya menyebabkan kerusakan organ (Rahayu dkk., 2018).



1.  METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kesehatan Masyarakat Veteriner
(Kesmavet), Balai Veteriner Lampung, Kota Bandar Lampung pada bulan Agustus
2023 sampai dengan Oktober 2023.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan minuman sinbiotik susu kambing
etawa adalah susu kambing etawa yang diperoleh dari Peternak di Sukoharjo,
mangga kweni dengan tingkat kematangan sempurna yang diperoleh dari Pasar
Swalayan Gelael, air mineral merk Aqua, madu randu merk Tava, susu skim merk
Indoprima, dan kultur Lactobacillus casei yang diperoleh dari minuman probiotik
Yakult. Bahan-bahan yang digunakan untuk analisis adalah media Mueller Hinton
Agar (MHA), De Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA), MRS Broth (MRSB),
aquades, indikator fenolftalein 1%, larutan NaOH 0,1 N, larutan buffer 7,0, kultur
bakteri uji Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang diperoleh dari Balai

Veteriner Lampung.

Alat-alat yang digunakan dalam pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa
adalah timbangan analitik, baskom, pisau, gunting, waterbath, saringan teh,
blender, sendok, botol kaca, jarum ose, pipet volumetri, Erlenmeyer, alumunium
foil, dan gelas ukur. Alat-alat yang digunakan untuk analisis yaitu erlenmeyer,
vortex, beaker glass, jarum ose, pinset, mikropipet, tip kuning, bunsen, refrigerator
(5-12°C), colony counter, pH meter, buret, statif, jangka sorong, tabung reaksi,

cawan petri, autoklaf, dan inkubator.
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3.3. Metode Penelitian

Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL)
menggunakan faktor tunggal yang terdiri dari 7 taraf dengan 4 kali ulangan,
sehingga total unit percobaan sebanyak 28 unit. Faktor tunggal adalah formulasi
sari mangga kweni dan madu randu. Formulasi sari mangga kweni dan madu randu
dalam pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa yaitu PO (0% : 0%), P1
(0% : 25%), P2 (5% : 20%), P3 (10% : 15%), P4 (15% : 10%), P5 (20% : 5%), dan
P6 (25% : 0%). Pengamatan yang dilakukan pada produk minuman sinbiotik susu
kambing etawa meliputi total bakteri asam laktat, total asam laktat, pH, dan
aktivitas antibakteri. Seluruh data dilakukan uji Bartlett untuk mengetahui
kesamaan ragam dan uji Tuckey untuk mengetahui kemenambahan data. Data
dianalisis dengan sidik ragam untuk memperoleh penduga ragam galat dan uji
signifikansi untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan. Data, dianalisis lebih
lanjut dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5% untuk mengetahui
perbedaan antar perlakuan.

3.4. Pelaksanaan Penelitian
3.4.1. Persiapan kultur kerja

Prosedur persiapan kultur kerja diawali dengan menyiapkan kultur Lactobacillus
casei yang berasal dari minuman probiotik Yakult sebanyak 4% (v/v). Selanjutnya
dilanjutkan pemindahan kultur Lactobacillus casei ke dalam tabung reaksi berisi 10
mL media De Man Rogosa and Sharpe Broth (MRSB) cair yang steril, lalu inkubasi
dengan inkubator pada suhu 37°C selama 48 jam. Inokulasi kultur Lactobacillus
casei sebanyak 4% (v/v) dimasukkan ke dalam 10 mL susu skim 5% (b/v) steril,
lalu inkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam dengan inkubator, sehingga diperoleh
kultur induk. Kultur induk Lactobacillus casei sebanyak 4% (v/v) selanjutnya
diinokulasi ke dalam 50 mL media sari buah mangga kweni steril dengan
penambahan susu skim 5% (b/v) steril, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam dengan inkubator, sehingga diperoleh kultur antara. Kultur antara Lactobacillus
casei sebanyak 4% (v/v) diinokulasi ke dalam 50 mL media sari buah mangga
kweni steril dengan penambahan susu skim 5% (b/v) dan 3% sukrosa (b/v) steril,
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lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam dengan inkubator. Kultur yang
dihasilkan disebut sebagai kultur kerja. Diagram alir pembuatan kultur kerja dapat
dilihat pada Gambar 4.

Qultur Lactobacillus casei 4% (V/D

v

Pemindahan kultur murni ke tabung reaksi berisi media 10 mL MRS Broth
cair yang steril, lalu inkubasi (T = 37°C, t = 48 jam)

!

Inokulasi kultur L. casei sebanyak 4% (v/v) secara aseptis ke dalam 10 mL
media susu skim 5% (b/v), lalu inkubasi (T = 37°C, t = 48 jam)

Inokulasi 4% (v/v) kultur induk dalam 50 mL media dalam sari buah mangga
kweni steril dengan penambahan susu skim 5% (b/v) steril, lalu inkubasi
(T =37°C, t=24 jam)

«e

Inokulasi 4% (v/v) kultur antara pada 50 mL media sari buah mangga kweni
steril dengan penambahan susu skim 5% (b/v) dan sukrosa 3% (b/v) steril ,
lalu inkubasi (T = 37°C, t = 48 jam)

Gambar 4. Diagram alir pembuatan kultur kerja (Rizal dkk., 2016) yang telah
dimodifikasi
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3.4.2. Pembuatan sari buah mangga kweni

Prosedur pembuatan sari buah mangga kweni diawali dengan menyiapkan 300 g
mangga kweni dengan tingkat kematangan sempurna, lalu mangga kweni dicuci
dengan air bersih. Mangga kweni dikupas kulit buahnya, lalu dipisahkan bagian
daging mangga dan biji mangga. Selanjutnya, bagian daging buah dipotong hingga
berukuran kecil, lalu dilakukan penghalusan dengan penambahan air pada
perbandingan 3:1 (b/v) (air : buah mangga kweni) menggunakan blender dengan
kecepatan 16.000 rpm selama 45 detik. Saring sari buah mangga kweni dengan
menggunakan saringan teh dan dipisahkan bagian sari buah dan bagian ampas buah,
sehingga diperoleh sari buah mangga kweni. Diagram alir pembuatan sari buah
mangga kweni dapat dilihat pada Gambar 5.



300 g mangga kweni
matang sempurna

v

Pencucian
v

Pengupasan kulit buah

dengan pisau _'

v

Pemisahan antara biji dan
daging buah

Daging buah

Pemotongan buah hingga
berukuran kecil (£2 cm)
v
Penghalusan (blender, v 16.000
rpm; t 45 detik)
v
Penyaringan dengan saringan teh

v
Pasteurisasi (T 70°C; t 15 menit)

v

Gambar 5. Diagram alir pembuatan sari buah mangga kweni (Mangifera odorata)
Sumber: Ahni (2022) yang telah dimodifikasi

Penambahan
air 3:1 (b/v)

3.4.3. Pembuatan minuman sinbiotik

Tahap pertama pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan
penambahan mangga kweni dan madu randu adalah persiapan 138 mL susu
kambing etawa pasteurisasi. Tambahkan 2% (b/v) susu skim serta formulasi sari
mangga kweni dan madu randu dengan perbandingan PO (0% : 0%), P1 (0% : 25%),
P2 (5% : 20%), P3 (10% : 15%), P4 (15% : 10%), P5 (20% : 5%), dan P6 (25% :
0%) (v/v total) dari 200 mL volume total. Homogenkan campuran tersebut dengan
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batang pengaduk. Inokulasikan 4% (v/v) kultur kerja Lactobacillus casei dari 200
mL volume total ke dalam campuran bahan. Inkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam. Diagram alir pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan
penambahan mangga kweni dan madu randu dapat dilihat pada Gambar 6 dan
perlakuan pembuatan minuman sinbiotik dengan penambahan mangga kweni dan

madu randu dapat dilihat pada Tabel 1.

138 mL susu kambin@

KSari buah mangga \ -

Penambahan
kweni : madu randu |
(V/v) 1
PO (0% : 0%) :
P1 (0% : 25%) Pengadukan hingga larutan
homogen

P2 (5% : 20%)
P3 (10% : 15%) |
P4 (15% : 10%)
P5 (20% : 5%)

Inokulasi kultur kerja L. casei

\PG (25% : 0%) J sebanyak 4% (v/v)
v
/ \ Inkubasi dengan inkubator
Pengamatan: (T 37°C; t 48 jam)
a. Total BAL
b. Total asam laktat J’

c.pH
d. Uji aktivitas

antibakteri
\ )

Gambar 6. Diagram alir pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa
dengan penambahan mangga kweni dan madu randu
Sumber: Rizal dkk. (2019) yang telah dimodifikasi

Minuman sinbiotik
susu kambing etawa
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Tabel 1. Perlakuan pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa

Bahan-bahan

Sari Madu Susu Susu Kultur

Perlakuan Mangga Randu Kambing Skim Kerja L.
Kweni (mL) (mL) Etawa (mL) (9) casei (mL)
PO (0% : 0%) 0 0 188 4 8
P1 (0% : 25%) 0 50 138 4 8
P2 (5% : 20%) 10 40 138 4 8
P3 (10% : 15%) 20 30 138 4 8
P4 (15% : 10%) 30 20 138 4 8
P5 (20% : 5%) 40 10 138 4 8
P6 (25% : 0%) 50 0 138 4 8

3.5. Pengamatan

Pengamatan yang dilakukan terhadap produk minuman sinbiotik susu kambing
etawa dengan penambahan mangga kweni dan madu randu yaitu total bakteri asam
laktat (BAL) (Rahayu dan Nurwitri, 2014), total asam laktat (AOAC, 2019), derajat
keasaman (pH) (AOAC, 2019), dan aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli (Rizal dkk., 2019).

3.5.1. Total bakteri asam laktat (BAL) (Rahayu dan Nurwitri, 2014)

Pengamatan total bakteri asam laktat (BAL) dilakukan setelah inkubasi selama 48
jam dengan menggunakan metode Total Plate Count (TPC). Analisis dilakukan
dengan menghitung jumlah koloni bakteri yang tumbuh dalam cawan petri.
Sebanyak 1 mL minuman sinbiotik berbasis susu kambing etawa dimasukkan ke
dalam 9 mL larutan garam fisiologis steril untuk mendapatkan larutan pengenceran
10~1. Campuran kemudian dihomogenkan dan diambil 1 mL larutan pengenceran
1071 lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL larutan garam
fisiologis steril sehingga diperoleh pengenceran 1072, Pengenceran dilakukan
hingga 10~8 dengan cara yang sama. Sebanyak 1 mL dari tiga pengenceran terakhir
diinokulasikan pada cawan petri steril. Media MRS agar steril kira-kira sebanyak
15 mL ditambahkan pada cawan petri.  Kemudian campuran tersebut
dihomogenkan dengan cara memutar cawan petri mengikuti pola angka delapan.

Cawan petri diinkubasi dengan posisi terbalik pada suhu 37 °C selama 48 jam.
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Jumlah koloni yang tumbuh dihitung dengan menggunakan Colony Counter. Total
koloni yang diperoleh harus sesuai standar International Comission Microbiology
Food (ICMF) yaitu berkisar antara 30 — 300 koloni percawan petri. Jumlah total
bakteri asam laktat (BAL) dapat dihitung dengan rumus:

Total BAL (koloni/mL) = Jumlah koloni terhitung x

Faktor pengenceran

3.5.2. Total asam laktat (AOAC, 2019)

Persentase total asam laktat pada penelitian minuman sinbiotik berbasis susu
kambing etawa dilakukan dengan menggunakan metode titrasi. Sampel sebanyak
1 mL dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu ditambahkan 10 mL air destilat dan
dihomogenkan, sehingga diperoleh larutan campuran. Setelah itu, 2 tetes indikator
phenolfthalein (PP) 1% ditambahkan untuk menentukan titik ekuivalen. Campuran
tersebut dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N hingga terbentuk warna merah muda
yang konstan, Jumlah total asam laktat yang diproduksi saat proses fermentasi dapat

dihitung dengan rumus:

N NaOH x mL NaOH xFP xBM Asam Laktat

Total asam laktat (% b/v) = Volume sampel (mL)

Keterangan :
N = Normalitas titran (mol/L)
FP = Faktor pengenceran

BM = Berat molekul asam laktat (90.8)

3.5.3. Derajat keasaman (pH) (AOAC, 2019)

Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan pH meter (AOAC, 2019). pH
meter terlebih dahulu dikalibrasi menggunakan larutan buffer 7,0 sebelum
digunakan untuk mengukur pH sampel. Elektroda pH meter dicelupkan ke dalam

sampel dan dibiarkan selama beberapa saat hingga didapatkan nilai pH yang stabil.
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3.5.4. Pengujian aktivitas antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri pada minuman sinbiotik berbasis susu kambing
etawa menggunakan metode difusi cakram. Pembuatan suspensi bakteri uji
dilakukan dengan mengambil kultur murni berupa bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli yang telah dibiakkan pada media agar masing-masing
sebanyak 2 ose, kemudian dilarutkan ke dalam larutan NaCl steril 0,9% secara
aseptik dan dihomogenkan dengan vortex. Setelah itu, mengukur tingkat kekeruhan
suspensi bakteri uji dengan membandingkan kekeruhannya dengan standar
McFarland 0,5. Standar McFarland 0,5 merupakan pembanding yang biasa
digunakan untuk membandingkan kekeruhan medium cair dengan kepadatan setara
dengan 1 x 108 CFU/mL. Sebanyak 1 mL suspensi bakteri tersebut diinokulasikan
ke dalam cawan petri steril, kemudian ditambahkan 15 mL media Mueller Hinton
Agar (MHA). Cawan petri selanjutnya digoyangkan sampai media MHA dan
suspensi bakteri tersebut homogen dan diamkan hingga agar mengeras. Kertas
cakram yang telah dicelupkan pada masing-masing konsentrasi sampel selanjutnya
diletakkan pada media MHA yang telah dicampur dengan suspensi bakteri, lalu
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Setelah proses
inkubasi selesai, dilanjutkan dengan mengukur diameter zona hambat yang
terbentuk pada media menggunakan jangka sorong. Perhitungan zona hambat
mengikuti prosedur oleh Rizal dkk. (2019), zona hambat diukur berdasarkan
diameter (d mm) yang terbentuk berupa areal bening yang ada pada sekitar kertas
cakram. Gambar ilustrasi pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi

cakram dapat dilihat pada Gambar 7.

Cawan Pertri

Kertas Cakram

Zona Hambat

Gambar 7. llustrasi metode difusi cakram dalam pengujian aktivitas antibakteri
Sumber: (Muhammad dan Wipsar, 2021).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan penambahan sari mangga
kweni dan madu randu memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli yang ditandai dengan adanya daerah zona hambat
di sekitar kertas cakram. Diameter zona hambat pada Staphylococcus aureus
berkisar antara 2,94 mm — 9,27 mm, sedangkan pada Escherichia coli berkisar
antara 2,88 mm - 4,47 mm.

2. Aktivitas antibakteri pada minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan
penambahan sari mangga kweni dan madu randu terhadap Staphylococcus
aureus (9,27 mm) lebih tinggi dibanding Escherichia coli (4,47 mm).

5.2. Saran

1. Menjaga kondisi ruangan kerja, alat, dan bahan baku dalam kondisi aseptis agar
tidak terjadi kontaminasi pada saat pembuatan produk minuman sinbiotik susu
kambing etawa maupun pada saat pengujian aktivitas antibakteri.

2. Pembuatan minuman sinbiotik susu kambing etawa dengan penambahan sari
mangga kweni dan madu randu selanjutnya disarankan menggunakan formulasi
(15% sari mangga kweni dan 10% madu randu), karena formulasi tersebut

merupakan formulasi yang terbaik.
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