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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi dan karakterisasi bakteri asam laktat dari susu kuda yang
berpotensi sebagai probiotik. Identifikasi bakteri meliputi pewarnaan gram, uji aktivitas antimikroba, uji
aktivitas hemolitik, uji toleransi terhadap pH dan garam empedu. Hasil penelitian menunjukkan isolat C5
yang diisolasi dari sampel susu kuda memiliki potensi sebagai probiotik. Karakterisasi meliputi bentuk
bakteri basil, memiliki aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen Escherichia coli ATCC sebesar 0,40

mm, bersifat gamma (y) hemolisis, toleransi terhadap pH 2, 3, 5 dan toleransi terhadap garam empedu 0,4-
1%.
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ABSTRACT
The aim of this research is to isolate and characterize lactic acid bacteria from mare's milk which have the
potential to act as probiotics. Bacterial identification includes gram staining, antimicrobial activity test,
hemolytic activity test, pH and bile salt tolerance test. The research results showed that C5 isolates isolated
from horse milk samples had potential as probiotics. Characterization includes the form of bacillary
bacteria, antimicrobial activity against the pathogenic bacteria Escherichia coli ATCC of 0.40 mm, gamma
(v) hemolysis, tolerance to pH 2, 3, 5 and tolerance to bile salts of 0.4-1%.
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Pendahuluan

Susu dikenal sebagai sumber nutrisi yang penting, manusia telah mengonsumsi susu sejak
ribuan tahun lalu. Produk susu dipercaya oleh masyarakat Indonesia dan global untuk meningkatkan
kesehatan tubuh. Masyarakat mengonsumsi susu dari beberapa hewan seperti sapi, kambing, unta,
kuda, dan banteng [1]. Berdasarkan spesies hewan penghasil susu dikategorikan menjadi spesies
pemerahan mayor dan minor. Spesies pemerah susu mayor diantaranya sapi dan kerbau, sedangkan
pemerah suus minor seperti domba, kambing, unta, dan kuda. Penelitian dan pengembangan produk
susu mayor telah banyak diteliti, namun produk susu minor salah satunya susu kuda dari Sumbawa
informasinya terbatas.

Kandungan gizi susu kuda memiliki asam amino diantaranya aspartat, glutamat, serin, glysin,
histidin, agrinin, tironin, alanin, prolin, tirosin, valin, metionin, sistein, leucine dan lisin [2].
Dibandingkan dengan susu sapi dan kambing, susu kuda memiliki lisozim dan laktoferin yang lebih
tinggi sehingga mempengaruhi umur simpannya. Susu kuda dapat bertahan dalam suhu ruang selama
1 bulan [3] . Selain itu susu kuda memiliki sifat antibakteri [4] dan dilaporkan mengandung bakteri
asam laktat (BAL) [5].

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan bakteri gram positif yang berspora, berbentuk batang,
dapat memfermentasi glukosa dan menghasilkan asam laktat sebagai produk dari proses fermentasi
[6]. Laktosa pada susu yang difermentasi oleh mikroorganisme menghasilkan metabolit utama berupa
asam laktat yang mengakibatkan susu menjadi asam [7].

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang jika dikonsumsi dalam jumlah tertentu akan
memberikan manfaat bagi pengonsumsi, bakteri hidup yang diinokulasikan pada makanan untuk
dikonsumsi sehingga dapat memberikan efek memperbaiki keseimbangan bakteri didalam saluran
pencernaan. Umumnya bakteri probiotik adalah golongan dari bakteri asam laktat (BAL). Bakteri
asam laktat (BAL) merupakan jenis bakteri penting yang banyak dimanfaatkan dalam industri
manufaktur makanan, susu, probiotik, dan minuman. Umumnya dianggap aman, memiliki toleransi
yang tinggi terhadap pH rendah dan memiliki fitur unik yang menjadikannya ideal untuk
diaplikasikan atau dikonsumsi [8]. Oleh karena itu tujuan dari penelitian ini adalah isolasi dan
karakterisasi bakteri asam laktat dari susu kuda (Equus sp.) yang berpotensi sebagai probiotik.

Material dan Metode

Isolasi Bakteri Asam Laktat

Sampel yang digunakan yaitu susu kuda bima, masing-masing dilakukan 3 kali ulangan. Tiap
sampel 500 mL diperoleh dalam keadaan dingin. Isolasi BAL dilakukan dengan menggunakan serial
dilution yaitu dengan mengambil 25 ml sampel susu dilarutkan ke dalam 225 ml NaCl 0,85% steril.
Sampel sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam 9 ml tabung reaksi berisi NaCl 85% steril. Pengenceran
dilakukan hingga 10, kemudian 0,1 ml dari setiap tabung rekasi diambil, dimasukkan kedalam cawan
petri, dan ditambahkan medium de Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar yang telah dicampur dengan
CaC03 1% kemudian diinkubasi 37°C selama 48 jam [9].

Koloni yang tumbuh dan membentuk zona bening dimurnikan menggunakan metode streak
plate. Isolat murni yang diperoleh disubkultur pada media agar miring. Isolat murni tersebut
selanjutnya dilakukan karakterisasi sel BAL melalui dengan pewarnaan gram bakteri. Bakteri gram
positif ditandai dengan warna ungu (atau biru) yang menunjukkan bahwa dinding sel bakteri mampu
berikatan dengan pewarna kristal violet, sedangkan bakteri gram negatif ditandai oleh pembentukan
warna merah muda menunjukkan bahwa dinding sel bakteri tidak dapat mengikat pewarna kristal
violet, dan hanya ternoda oleh pewarna safranin (sebagai pewarna pembanding) [10].
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Karakterisasi BAL yang berpotensi sebagai probiotik Uji Aktivitas Antimikroba

Metode yang digunakan untuk uji aktivitas antimikroba menggunakan well diffusion method.
Kultur bakteri patogen sebanyak 1 ose ditumbuhkan dalam 9 ml Nutrient Broth (NB). Bakteri patogen
yang digunakan yaitu Escherichia coli ATCC25922 di media Nutrient agar (NA) dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Jumlah sel masing-masing kultur bakteri patogen dan BAL yang digunakan
untuk uji ini adalah 10” CFU/ml. Media Nutrient Agar (NA) dituangkan ke dalam cawan dan
dibiarkan memadat pada suhu ruang, kemudian sebanyak 0,1 ml masing-masing isolat patogen
diinokulasikan ke dalam media Nutrient Agar (NA), dilakukan spread plate dan dibiarkan selama 8
menit. Setelah itu, dibuat sumuran dengan menggunakan cork borer dan ditambahkan 100 pL kultur
masing-masing BAL di setiap lubang tersebut [11]. Kultur tersebut diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam dan diukur zona bening yang terbentuk menggunakan penggaris. Setiap perlakuan
diulang 3 kali.

Uji Haemolitik
Isolat BAL umur 24 jam digoreskan dalam media blood agar yang mengandung darah ayam,
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Diamati

aktivitas haemolitiknya yaitu p-Haemolisis (zona bening), a-haemolisis (zona berwarna hijau
disekeliling koloni) dan y-haemolisis (tidak ada zona) [12].

Uji toleransi BAL terhadap pH dan garam empedu

Jumlah sel yang digunakan dalam perlakuan adalah 108 CFU/mL. Inokulum BAL
ditambahkan 10 % dalam media MRS broth dengan variasi pH 2, 4, dan 5 dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Setelah itu, kultur tersebut dihitung jumlah selnya dengan metode Total Plate
Count (TPC) [13]. Uji toleransi garam empedu dengan menggunakan media MRS broth yang
mengandung 0,4%, 0,8%, 1%, dan 5% oxgall. Inokulum tersebut diinkubasi pada suhu 37 °C selama
24 jam dan dihitung jumlah selnya dengan metode TPC. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali
[14].

Analisis Data

Data hasil karakterisasi yang berpotensi sebagai probiotik dianalisis menggunakan One Way Anova
pada software SPSS 16.0. Uji lanjut Tukey digunakan untuk membandingkan karakter setiap isolat
dalam setiap perlakuan untuk memperoleh BAL yang berpotensi sebagai probiotik. Masing-masing
perlakuan diuji statistik dengan tingkat kepercayaan 95%. Hasil analisis disajikan dalam bentuk grafik
menggunakan Ms. Excel 2017.

Hasil dan Diskusi

Karakter isolat bakteri asam laktat

Isolasi BAL dilakukan dengan menggunakan media selektif MRSA yang bertujuan
mengoptimalkan pertumbuhan dan mendapatkan koloni BAL. Jumlah isolat BAL hasil isolasi adalah
10 isolat. Diversitas masing-masing isolat bakteri yaitu ciri koloni bakteri berbentuk batang pendek,
elevasi cembung, dan berwarna putih yang diduga merupakan koloni BAL. Hal ini sesuai dengan
penelitian [15] Mailoa et al., (2021) bahwa isolat BAL dari susu kuda memiliki ciri bentuk sel batang
pendek dan panjang, elevasi cembung dan berwarna putih.

Karakter semua BAL adalah gram positif terdiri dari 6 isolat A5, B3, B4, B5, C5, C6 bentuk
bakteri kokus ukuran sekitar 0,5-1,4 pum, sedangkan 4 isolat A2, A4, C4, A6 bentuk bakteri basil
ukuran sekitar 0,9-2,1 pum.
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Aktivitas antimikroba
Karakter BAL yang berpotensi sebagai probiotik adalah mempunyai aktivitas antimikroba.
Bakteri patogen yang digunakan adalah Escherichia coli ATCC yang menyebabkan penyakit
hemoragik dan keracunan makanan bagi manusia. Aktivitas antimikroba BAL terhadap Escherichia
coli ATCC vyang paling tinggi adalah isolat C5, B3, A2, A5, C6 dengan urutan indeks
penghambatannya berturut-turut adalah 4,0 mm; 3,8 mm; 3,5 mm; 3,3 mm; 2,9 mm (Gambar 1). Zona
hambat <6 mm dikategorikan aktivitas antimikroba rendah, jika >6 mm aktivitas antimikroba tinggi
[16].
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Gambar 1. Zona hambat BAL terhadap bakteri patogen Escherichia coli strain ATCC

Susu kuda mempunyai aktivitas antimikroba dengan spektrum yang cukup luas [17].
Aktivitas antimikroba berhubungan dengan BAL menghasilkan beberapa metabolit antimikroba
seperti asam organik (asam laktat, asam asetat, asam propionat), hidrogen peroksida dan bakteriosin
[18]. Penelitian lainnya mengungkapkan bahwa aktivitas antimikroba bergantung pada spesies dan
strain [19,20].

Aktivitas Hemolitik

Hasil penelitian yaitu semua isolat A2, A5, B3, C5, C6 tidak menghasilkan zona bening
(gamma hemolisis). Contoh BAL yang non hemolisis adalah Bacillus spp. [21]. Bakteri asam laktat
yang berpotensi sebagai probiotik tidak mempunyai aktivitas hemolitik. Hemolisis adalah kerusakan
sel darah merah. Ada 3 jenis hemolisis yaitu Beta hemolisis () atau biasa disebut hemolisis total,
Alpha hemolisis (o) disebut juga hemolisis sebagian, dan Gamma hemolisis (y) disebut juga non
hemolisis. Bakteri asam laktat pada umumnya tidak mempunyai aktivitas hemolitik karena tidak
menghasilkan hemolisin [22].

Toleransi terhadap pH dan garam empedu

Hasil penelitian menunjukan bahwa isolat A5 dan C6 toleransi terhadap pH 2, 4, dan 5.
Perlakuan pH 2, penurunan jumlah sel A5 berbeda nyata karena jumlah sel hari ke-0 atau kontrol
sebanyak 53 x 107 CFU/ml, dan setelah inkubasi selama 4 jam penurunan jumlah sel menjadi 8 x 107
CFU/ml. Isolat C6 penurunan jumlah sel hari ke-0 atau kontrol sebanyak 113 x 107 CFU/ml, dan
setelah inkubasi selama 4 jam penurunan jumlah sel menjadi 8 x 10’ CFU/ml. Isolat A5 pada pH 4
dan pH 5, jumlah sel pada perlakuan kontrol sebanyak 300 x 107 , setalah inkubasi 4 jam jumlah sel
menjadi 221 x 107 dan 85 x 10’. Isolat C6 pada pH 4 dan pH 5, jumlah sel pada perlakuan kontrol
sebanyak 300 x 107. Setelah inkubasi 4 jam jumlah sel menjadi 119 x 107 dan 53 x 10°. Hasil uji
toleransi pH menunjukkan isolat A5 memiliki toleransi yang lebih baik dibandingkan dengan isolat
C6 (Gambar 2).
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Gambar 2. Toleransi Isolat BAL terhadap pH.

Pengujian garam empedu dengan konsentrasi 0,4%, 0,8%, 1% dan 5% dihasilkan isolat C5
toleransi terhadap garam empedu 0,4-1% dan tidak mampu bertahan hidup di konsentrasi 5%
(Gambar 3). Bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai probiotik harus toleransi terhadap pH dan
garam empedu inangnya [23].
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Gambar 3. Toleransi Isolat BAL terhadap konsentrasi garam empedu.

Pemilihan bakteri probiotik dari susu kuda karena dapat bertahan hidup disaluran pencernaan
manusia dan memberi manfaat kesehatan. Isolat BAL yang diteliti dikarakterisasi untuk mengetahui
tingkat toleransi asam dan empedu. Hal ini untuk memeriksa viabilitas dibawah kondisi pH
gastrointestinal. Toleransi garam empedu membantu dalam mengevaluasi kemampuan bakteri dapat
kolonisasi di usus kecil dan menempel pada sel epitel [24].

Manfaat kesehatan dari BAL sebagai probiotik seperti menurunkan resiko penyakit radang
usus [25], mengatur respons alergi [26], menghambat pertumbuhan bakteri patogen, dan
meningkatkan nilai gizi [27]. Selain itu BAL berpotensi sebagai pengawet dan kultur starter alami
pada makanan [28,29].

Kesimpulan

Isolat C5 berpotensi sebagai kandidat probiotik karena memenuhi kriteria probiotik. Kriteria
tersebut adalah mempunyai aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen Escherichia coli ATCC,
tidak mempunyai aktivitas hemolitik, toleransi terhadap pH 2-5 dan toleransi terhadap garam empedu
0,4-1%.
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