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Abstract: This study aims to get the lactic acid bacteria derived from broiler chicken meat. This research material is broiler meat obtained one hour after cutting. Experiments for the isolation and identification was done descriptively by comparing the characteristics of LAB isolates. Experiments to observe the growth and the growth of LAB isolates biochemical test using a completely randomized design. Results of this research were 13 isolates of LAB that have the lowest pH. Of the 13 isolates carried the election based on the speed of growth, pH and lactic acid levels in order to obtain 5 isolates BAL. Five isolates of LAB then identified by means of phenotypic and biochemical means. The identification results indicate the presence of the genus Lactobacillus.
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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan  bakteri asam laktat yang berasal dari daging ayam broiler. Materi penelitian ini adalah daging broiler yang diperoleh satu jam setelah pemotongan. Percobaan untuk isolasi dan identifikasi dilakukan secara deskriptif dengan membandingkan karakteristik isolat BAL.  Percobaan untuk mengamati pertumbuhan isolat BAL dan pertumbuhan uji biokimia menggunakan rancangan acak lengkap.  Hasil penelitian berupa 13 isolat BAL yang mempunyai pH terendah. Dari 13 isolat dilakukan pemilihan berdasarkan kecepatan pertumbuhan, pH dan kadar asam laktat sehingga diperoleh 5 isolat BAL. Lima isolat BAL kemudian diidentifikasi dengan cara fenotipik dan cara biokimia.  Hasil identifikasi menunjukkan adanya genus Lactobacillus.  

Kata kunci:  isolasi, identifikasi, bakteri asam laktat, daging ayam broiler.

Pendahuluan
Bakteri asam laktat (LAB) adalah kelompok gram positif, bakteri non-spora, cocci, atau bentuk batang, yang menghasilkan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat dan katalase-negatif. Bakteri  asam laktat adalah sekelompok bakteri gram positif, bakteri non-spora, bentuk batang atau cocci, yang menghasilkan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat dan katalase-negatif. Genus bakteri asam laktat terdiri dari Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetrageonococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus, dan Streptococcus (Wright & Axelsson, 2012).

Bakteri asam  laktat dapat tumbuh pada tanaman (Kuda, Kataoka, M. Nemoto, Kawahara, Takahashi & Kimura, 2016) dan ikan (Sarika, Lipton, Aishwarya,  & Rachana. 2017). Blajman, Gaziano, Zbrun,  Soto, Astesana, Berisvil, Scharpen, Signorini, & Frizzo.  (2015) telah mengisolasi BAL dari saluran pencernaan ayam, sementara Sakaridis, Soultos, Batzios, Ambrosiadis & Koidis. 2012) telah mengisolasi BAL dari kulit leher ayam. Bakteri mudah tumbuh pada daging karena mereka memiliki nilai gizi tinggi dan memanfaatkan karbohidrat sebagai nutrisi untuk pertumbuhan. Karbohidrat dalam daging disimpan dalam bentuk glikogen (Alghannam, Gonzalez,  &  Betts 2018). Bakteri asam laktat adalah mikroorganisme yang paling umum digunakan dalam teknik pengawetan makanan seperti fermentasi. Asam laktat yang diproduksi oleh LAB adalah senyawa yang berguna untuk pengawetan makanan karena mempertahankan kondisi asam produk fermentasi, dan membunuh bakteri yang menyebabkan pembusukan makanan dan keracunan makanan. Isolat BAL dapat digunakan untuk mencegah pertumbuhan coliform (Sirilun, Sivamaruthi, Kesika, Peerajan, & Chaiyasut, 2017), B. cereus, E. coli, dan S. typhimurium, Listeria monocytogenes (Gómez, J. M.P. Ramiro, B.X.V. Quecan, B.D.G. de Melo Franco, 2016).  Bakteri asam laktat memiliki kemampuan untuk menghasilkan senyawa antibakteri karena mereka dapat menghasilkan asam laktat untuk menurunkan pH (Ren, Zhu, Gong, Liu, & Yu, 2018). Asam laktat adalah produk utama dalam makanan fermentasi, selain itu asam laktat juga menghasilkan asam asetat, asam propionat, asam malat, dan asam lainnya. Bakteri Asam laktat  menghambat bakteri patogen dan meningkatkan umur simpan makanan (Hernández-Aquino, Miranda-Romero, Fujikawa,  Maldonado-Simán, & Alarcón-Zuñiga, 2019). Bakteri asam laktat yang dapat digunakan sebagai starter dalam fermentasi daging seperti Lactobacillus Plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus brevis, dan Pediococcus pentosaceus (Yuksekdag & Aslim, 2010).

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 1. Mendapatkan isolat Bakteri Asam Laktat yang memiliki konsentrasi asam laktat tertinggi yang diisolasi dari daging ayam broiler. 2. Identifikasi isolat sel LAB.
Materi dan Metode
Materi penelitian

Alat penelitian. Alat yang digunakan seperangkat alat kaca, timbangan analitik (Ohaus), spektrofotometer UV-Vis, pH meter (Hanna), oven (Memmert),  luminar air flow (Telstar Bio-IIA/P), mikroskop.

Bahan penelitian. Bahan utama yang digunakan yaitu:  daging ayam broiler  betina umur  30 hari,  sedangkan bahan lain yang digunakan adalah de Mann Rogosa Sharpe (MRS) (Merck), de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck) dengan pH 6,2,  alkohol 70%, aquades, hidrogen peroksida (H2O2) 3% dan pewarna Gram (kristal violet, iodine, aseton dan safranin),  dan NaOH

Metode penelitian

Isolasi bakteri asam laktat probiotik dari daging ayam broiler. Bakteri kandidat probiotik diisolasi dari daging ayam broiler umur 35 hari yang diambil satu jam setelah pemotongan.  Sampel daging diambil bagian dada dengan cara disayat dengan pisau steril, untuk menghindari bakteri kontaminan. Sebanyak 10 g daging ayam broiler  dihaluskan dan ditambah dengan 90  ml  larutan NaCl fisiologis 0,85%. Seri pengenceran 10-2 sampai 10-6 dalam larutan NaCl fisiologis  0,85%, dan diambil 1 ml sampel dari pengenceran 10-2 sampai 10-6  dan dituang dalam cawan petri yang berisi media MRS agar yang ditambah CaCO3 1% (b/v). Cawan petri yang telah terisi sampel kemudian digoyang secara memutar, kemudian diinkubasi dalam posisi terbalik pada suhu 37ºC selama 48 jam. Koloni bakteri asam laktat yang tumbuh pada media MRS agar yang ditambah CaCO3 1% (b/v) ditandai dengan adanya  zona jernih disekeliling koloni karena asam laktat yang dihasilkan oleh koloni bakteri dapat melarutkan kalsium karbonat (CaCO3) yang ditambahkan sehingga terbentuk zona jernih di sekeliling koloni (Chen,  Zhao, Qian, Li, Chen,  Chen, Zhang & Suo, 2017). Koloni yang tumbuh dipilih berdasarkan perbedaan bentuk, ukuran dan warna (Liu, Bao, Jirimutu,  Qing, Siriguleng, Chen, Sun, Li,  Zhang,  Yu,  Bilige,  Sun, &  H. Zhang, 2012).  Koloni yang telah dipilih ditumbuhkan pada media MRS agar  kemudian diinkubasi dalam posisi terbalik pada suhu 37ºC selama 48 jam. Koloni yang tumbuh terpisah dipindahkan untuk dimurnikan. Pemurnian dilakukan dengan metode reisolasi dengan teknik goresan (streak) untuk memastikan kemurniannya.

Isolat yang diperoleh kemudian diuji nilai pH untuk skrining awal  dengan memilih  koloni yang berbeda bentuk, warna dan ukuran. Skrining selanjutnya dilakukan dengan memilih  isolat yang mempunyai pH rendah. Isolat hasil skrining awal kemudian dilakukan uji pertumbuhannya  dan kadar asam laktat (Nurhayati, 2008).

Pengukuran nilai pH dilakukan dengan menggunakan pH meter Hanna yang telah dikalibrasi dengan larutan standar (pH 4 dan pH 7). Elektroda pH kemudian dimasukkan ke dalam sampel 10 ml dan diamati nilai pH-nya. Semua perlakuan dibuat duplo.  

Uji pertumbuhan  isolat bakteri asam laktat. Isolat BAL diinokulasikan dalam ke MRS Broth dalam tabung Hungate sebanyak 10% kemudian diinkubasi pada suhu 37ºC. Masing-masing tabung  Hungate dilihat OD-nya setiap jam selama13 jam untuk melihat pertumbuhan isolat BAL pada panjang gelombang 600 nm. Pengulangan dilakukan sebanyak tiga kali (Astuti, 2010).

Uji  kadar asam laktat  Isolat  BAL menurut metode Baker dan Sumerson (Hawk, 1976). Asam laktat diisolasi dari sampel bebas protein (protein diendapkan dengan TCA 20%) oleh senyawa CuSO3 dan CaOH2. Asam laktat tersebut kemudian dipanaskan dengan H2SO4 pekat  untuk diubah menjadi asetal dehida. Asetal dehida dapat dibaca densitasnya pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 560 nm. Absobansinya diketahui dan kadar asam laktat dapat diitung berdasarkan persamaan standar asam laktat yang telah dianalisis terlebih dahulu. Pembuatan larutan induk dilakukan dengan melarutkan 1 mg litium laktat dalam  5 ml aquades (0,2 mg/ml).
Identifikasi seluler isolat bakteri asam laktat probiotik dari daging ayam broiler. Isolat yang diperoleh kemudian diidentifikasi fenotip dan identifikasi biokimia. Identifikasi fenotip  terdiri atas:  uji pewarnaan Gram, uji  morfologi koloni,  uji motilitas,  uji katalase dan uji tipe fermentasi.  Identifikasi biokimia  terdiri atas: uji pertumbuhan pada suhu 10, 37 dan 45ºC;  uji pertumbuhan pada pH 4,4 dan 9,6;  dan uji pertumbuhan pada kadar sodium klorida 6,6 dan 18% (Wright & Axelsson, 2012).  Semua perlakuan dibuat duplo.


Uji Pewarnaan Gram dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014).  Isolat  BAL yang akan diamati terlebih dahulu dilakukan diregerasi dengan cara ditumbuhkan pada  media MRS agar dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 2 hari. Koloni yang tumbuh di dimabil dan diuji pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram ini menggunakan empat jenis larutan, yaitu zat warna basa (kristal violet), Mordant (lugol), pencuci zat warna (alkohol), dan zat warna lain (counterstain), yaitu larutan safranin. Tahap-tahap pewarnaan Gram adalah sebagai berikut: mula-mula kaca obyek dibersihkan dengan kapas yang telah diberi alkohol. Selanjutya diberi kode (label). Biakan bakteri pada agar miring diambil menggunakan jarum ose steril dan dipindahkan di bagian tengah kaca obyek. Kemudian ditambahkan sedikit aquades steril. Preparat ini dibiarkan mengering di udara kemudian difiksasi di atas bunsen. Preparat  kemudian ditetesi dengan larutan kristal violet dan dibiarkan selama satu menit, selanjutnya dibilas dengan aquades dengan cara memegang kaca obyek pada posisi miring dan dikeringkan dengan kertas tissu secara perlahan-lahan. Preparat ini ditetesi dengan larutan lugol dan dibiarkan selama satu menit lalu dibilas dengan aquades. Kemudian preparat ditetesi larutan pemucat wama, yaitu alkohol 95%, selanjutnya dicuci dengan larutan aquades dan dikeringkan menggunakan kertas tissu. Preparat ditetesi larutan safranin selama 10-30 detik lalu dicuci dengan aquades dan dikeringkan menggunakan kertas tissu. Kemudian diamati bentuk selnya dengan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100 x 40. Sebelumnya preparat ditetesi dengan minyak imersi. Bakteri dinyatakan bersifat Gram positif apabila warna selnya ungu dan Gram negatif apabila wama selnya merah. Semua perlakuan dibuat secara duplo.


Uji tipe motilitas. Pengujian motilitas bakteri dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Isolat BAL diambil dengan jarum ose pada bagian ujungnya, ditusukkan ke dalam MRS broth yang mengandung agar 0,5%. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 1-2 hari pada suhu  37ºC. Uji motilitas positif apabila pertumbuhan isolat BAL menyebar pada media lunak. Semua perlakuan dibuat secara duplo.

Uji katalase dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Pengujian tipe fermentasi dilakukan dengan cara  satu ose isolat bakteri dari agar miring diambil dan dipindahkan pada kaca obyek. Kemudian ditetesi satu sampai dua kali larutan 3% H2O2. Adanya enzim katalase ditandai dengan adanya gelembung kecil oksigen yang terlihat seperti busa. Semua perlakuan dibuat secara duplo.

Uji tipe fermentasi dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Pengujian tipe fermentasi dilakukan dengan uji produksi gas, dengan menumbuhkan kultur isolat dalam media MRS cair dalam tabung reaksi yang diberi tabung durham dalam keadaan terbalik untuk menangkap gas yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat selama dalam pertumbuhannya. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 2-3 hari pada suhu 30ºC. Bakteri asam laktat terdapat dua tipe fermentasi, yaitu homofermentasi dan heterofermentasi. Bakteri asam laktat homofermentasi apabila tidak terdapat gelembung gas dalam tabung durham, dan BAL heterofermentasi terdapat gelembung gas dalam tabung durham. 

Uji pertumbuhan pada suhu 10, 37 dan 45ºC. Uji pertumbuhan pada suhu 10, 37 dan 45ºC dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Pengujian pertumbuhan pada suhu 10, 37 dan 45ºC dilakukan dengan menumbuhkan kultur isolat dalam media MRS cair dalam tabung reaksi yang diinkubasi pada suhu 10, 37 dan 45ºC selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan pengamatan visual pada endapan koloni isolat dalam media MRS cair. Semua perlakuan dibuat secara duplo.

Uji pertumbuhan isolat BAL pada pH 4,4 dan 9,6. Uji pertumbuhan pada pada pH 4,4 dan 9,6 dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Pengujian pertumbuhan pada pada pH 4,4 dan 9,6 dilakukan dengan menumbuhkan kultur isolat dalam media MRS cair dengan pH 4,4 dan 9,6 dan  diinkubasi selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan pengamatan visual pada endapan koloni BAL pada tabung reaksi. Semua perlakuan dibuat secara duplo.

Uji pertumbuhan pada kadar sodium klorida 6,5% dan 18%. Uji pertumbuhan pada kadar sodium klorida 6,5% dan 18% dilakukan menurut metode Cappucino & Sherman (2014). Pengujian pertumbuhan pada kadar sodium klorida 6,6 dan 18% dilakukan dengan menumbuhkan kultur isolat dalam media MRS cair dalam tabung reaksi yang ditambah sodium klorida 6,6 dan 18%  dan  diinkubasi selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan pengamatan visual pada endapan koloni BAL pada tabung reaksi. Semua perlakuan dibuat secara duplo.

Analisis data. Data penelitian isolasi dan identifikasi BAL probiotik dari daging ayam broiler dianalisis secara deskriptif. Pengujian karakteristik isolat BAL terpilih  dilakukan dengan membandingkan karakteristik tipikal (Wright & Axelsson, 2012). 

Hasil dan Pembahasan
Isolasi bakteri asam laktat probiotik dari daging ayam broiler

Isolasi BAL dalam daging ayam broiler dilakukan dengan menggunakan metode pour plate pada pengenceran berseri 102 dan 103 pada medium MRS Agar. Hasil isolasi didapatkan sebanyak 79 isolat kandidat BAL. Dari 79 isolat  dipilih 21 isolat  yang mempunyai bentuk, ukuran dan warna yang berbeda. Liu, Bao, Jirimutu,  Qing, Siriguleng, Chen, Sun, Li,  Zhang,  Yu,  Bilige,  Sun, &  H. Zhang. (2012) menyatakan bahwa koloni hasil isolasi dipilih berdasarkan perbedaan bentuk, ukuran dan warna. Sebanyak 21 isolat terpilih dilakukan skrining awal dengan mengukur nilai pH.  Nilai pH  isolat Bakteri asam laktat terpilih  disajikan di Tabel 1. Nilai pH yang diperoleh dari 21 isolat berkisar antara 3,39-6,08.  

Tabel 1.  Nilai pH  isolat Bakteri asam laktat terpilih

	No
	LAB isolate
	pH
	Caption

	  1
	BR 12
	3,39
	Digunakan

	  2
	BR  6
	3,59
	Digunakan

	  3
	BR  4
	3,60
	Digunakan

	  4
	BR 11
	3,62
	Digunakan

	  5
	BR 10
	3,65
	Digunakan

	  6
	BR 17
	3,76
	Digunakan

	  7
	BR  7
	3,81
	Digunakan

	  8
	BR 19
	4,30
	Digunakan

	  9
	BR  5
	4,32
	Digunakan

	10
	BR  1
	4,47
	Digunakan

	11
	BR  8
	4,55
	Digunakan

	12
	BR  3
	4,60
	Digunakan

	13
	BR  2
	4,61
	Digunakan

	14
	BR 20
	5,38
	Tidak digunakan 

	15
	BR 18
	5,53
	Tidak digunakan

	16
	BR  9
	5,73
	Tidak digunakan

	17
	BR 16
	5,74
	Tidak digunakan

	18
	BR 15
	6,05
	Tidak digunakan

	19
	BR 13
	6,06
	Tidak digunakan

	20
	BR 14
	6,08
	Tidak digunakan

	21
	BR 21
	6,08
	Tidak digunakan


 Hasil skrining dengan menggunakan nilai pH terendah didapatkan 13 isolat dengan nilai pH antara 3,39- 4,61. Tiga belas isolat  yang di peroleh ditumbuhkan pada media MRS Broth untuk mengukur pertumbuhan, kadar asam laktat dan nilai pH. Hasil uji pertumbuhan isolat  terpilih disajikan pada Gambar 1. 
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Gambar 1.  Grafik pertumbuhan 13 isolat terpilih  berasal dari daging ayam broiler pada media cair.

      Pengukuran pertumbuhan isolat terpilih dilakukan pada waktu inkubasi jam ke-0 hingga jam ke-12. Pertumbuhan 13 isolat terpilih pada Gambar 1 menunjukkan  5  isolat  mempunyai kecepatan pertumbuhan yang tertinggi yaitu  BR 11, BR 10,  BR 12,  BR 7 dan BR 17 dengan optical density berturut-turut  1,59; 1,59, 1,60; 1,63; dan 1,64. Data nilai optical density  (OD) pertumbuhan 5 isolat  tersebut diatas dalam media MRS Broth disajikan di Tabel 2.
Grafik pertumbuhan 5 isolat  tertinggi menunjukkan fase lag terjadi kurang dari satu jam, sedangkan fase log diakhiri  jam ke-10. Fase  lag  5 isolat  ini, lebih cepat dari pada yang dilaporkan oleh Wu, Wang,  Zhang, Li, Sun,  Wu, Meng, & Zhang. (2009) yang menyatakan bahwa fase lag Lactobacillus casei strain Zhang terjadi pada fermentasi  jam ke  0-3, sedangkan fase log diakhiri pada fermentasi  jam ke-10. El-Ghaish, Dalgalarrondo, Choiset, Sitohy,  Ivanova,  Haertle,  &  Chobert (2010) menyatakan bahwa fase lag Lactobacillus fermentum IFO 3956 yang diisolasi  dari  keju  terjadi pada jam ke-0 hingga jam ke-4, sedangkan fase log  terjadi dari  fermentasi jam  ke- 4  sampai  jam  12.  


Pertumbuhan  5 isolat tertinggi dilanjutkan dengan mengukur kadar asam laktat dan nilai pH, hal ini  terdapat pada  Tabel 3. 

Tabel 2. Data  nilai OD pertumbuhan 5 isolat BAL  dalam media MRS Broth Data  nilai OD 5 isolat terpilih  dalam media MRS Broth

	Jam ke
	Isolat BAL
	rerata

	
	BR 7
	BR 10
	BR 11
	BR 12
	BR 17
	

	0
	0,00  ± 0,00
	0,00  ± 0,00
	0,00  ± 0,00
	0,00  ± 0,00
	0,00  ± 0,00
	0,00a ± 0,00

	1
	0,18  ± 0,02
	0,09  ± 0,01
	0,27  ± 0,01
	0,19  ± 0,00
	0,23  ± 0,00
	0,19b ± 0,00

	2
	0,26  ± 0,02
	0,18  ± 0,04
	0,33  ± 0,00
	0,25  ± 0,01
	0,43  ± 0,01
	0,29c ± 0,02

	3
	0,30  ± 0,02
	0,26  ± 0,05
	0,45  ± 0,00
	0,39  ± 0,01
	0,76  ± 0,01
	0,43d ± 0,02

	4
	0,56  ± 0,03
	0,55  ± 0,05
	0,75  ± 0,01
	0,69  ± 0,02
	1,18  ± 0,00
	0,75e ± 0,06

	5
	0,72  ± 0,03
	0,69  ± 0,04
	0,90  ± 0,02
	0,89  ± 0,02
	1,27  ± 0,01
	0,89f ± 0,06

	6
	0,93  ± 0,02
	0,91  ± 0,03
	1,08  ± 0,01
	1,07  ± 0,02
	1,44  ± 0,01
	1,09g ± 0,05

	7
	1,24  ± 0,00
	1,22  ± 0,00
	1,33  ± 0,01
	1,38  ± 0,02
	1,51  ± 0,01
	1,34h ± 0,03

	8
	1,39  ± 0,01
	1,35  ± 0,02
	1,42  ± 0,01
	1,44  ± 0,01
	1,56  ± 0,01
	1,43i ± 0,02

	9
	1,47  ± 0,01
	1,45  ± 0,01
	1,49  ± 0,01
	1,49  ± 0,00
	1,59  ± 0,01
	1,49j ± 0,01

	10
	1,52  ± 0,01
	1,53  ± 0,01
	1,53  ± 0,01
	1,53  ± 0,01
	1,59  ± 0,01
	1,54k ± 0,01

	11
	1,55  ± 0,01
	1,54  ± 0,01
	1,55  ± 0,01
	1,55  ± 0,00
	1,60  ± 0,01
	1,56l ± 0,00

	12
	1,57  ± 0,00
	1,57  ± 0,01
	1,58  ± 0,01
	1,57  ± 0,01
	1,61  ± 0,01
	1,58l ± 0,01

	13
	1,630 ± 0,02
	1,59  ± 0,02
	1,59  ± 0,00
	1,60  ± 0,01
	1,64  ± 0,00
	1,61m ± 0,04

	rerata
	0,95b ± 0,09
	0,92a ± 0,09
	1,02c ± 0,09
	1,00d ± 0,09
	1,17d ± 0,09
	


	Keterangan: 
	abcSuperskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan  pengaruh yang pengaruh yang sangat  nyata  nyata (P < 0,05)
xySuperskrip yang   berbeda  pada kolom yang sama menunjukkan pengaruh yang  nyata (P < 0,05)



Tabel 3. Kadar asam laktat dan nilai pH isolat  bakteri asam laktat yang berasal dari daging ayam broiler pada media cair

	No
	Kode isolat
	Nilai pH
	Kadar asam laktat (mg/mL)

	1
	BR 12
	3,39
	12,09

	2
	BR 11
	3,62
	10,41

	3
	BR 10
	3,65
	 8,17

	4
	BR 17
	3,76
	11,32

	5
	BR   7
	3,81
	  7,47



Hasil pengukuran nilai pH menunjukkan nilai terendah sebesar 3,39 dan nilai tertinggi sebesar 4,61. Nurhayati (2008) menyatakan bahwa nilai pH yang diperoleh masih dalam kisaran pH BAL yang diisolasi dari saluran pencernaan ayam kampung berkisar antara 3,77-4,68. Tiga belas  isolat  terpilih diseleksi berdasarkan  nilai pH terendah. Hasil seleksi dari 13 isolat diperoleh 5 isolat  dengan nilai pH terendah  berturut-turut  pada isolat  BR 12, BR 11,  BR 10, BR 17 dan BR 7  dengan nilai pH sebesar  3,39; 3,62; 3,65; 3,76 dan  3,81. 


Asam laktat yang dihasilkan dari 13 isolat  terpilih berkisar antara 3,45-12,26 mg/ml. Kadar  asam laktat isolat terpilih  ini masih dalam kisaran  asam laktat yang isolasi dari saluran pencernaan ayam kampung berkisar antara 3,12-19,21 mg/ml (Nurhayati, 2008).  Hasil seleksi  dari 13 isolat diperoleh 5 isolat  dengan kadar asam laktat  tertinggi berturut-turut  BR 12, BR 17, BR 11, BR 10, dan BR 7 dengan  kadar  asam laktat sebesar  12,09; 11,32; 10,41; 8,17 dan  7,47 mg/ml. Bakteri asam laktat menggunakan glukosa sebagai substratnya dan menghasilkan produk fementasi utama  berupa asam laktat (Wright & Axelsson, 2012).


Identifikasi  isolat bakteri asam laktat dari daging ayam broiler.

Identifikasi fenotif  isolat  bakteri asam laktat.  Identifikasi fenotif 5 isolat  terpilih meliputi pewarnaan Gram, bentuk, uji motilitas, uji katalase, susunan sel, warna koloni dan tipe fermentasi. Hasil identifikasi fenotip isolat   ditampilkan dalam Tabel 4. 

Tabel 4. Identifikasi fenotif  isolat BAL  yang berasal dari daging ayam broiler

	Kode isolat
	Cat Gram
	Katalase
	Motilitas
	produksi

CO2
	Bentuk sel
	Bentuk koloni
	Warna koloni

	BR 7

BR 10

BR 11

BR 12

BR 17
	+

+

+

+

+
	-

-

-

-

-
	-

-

-

-

-
	+

+

+

+

+
	Batang
Batang
Batang
Batang
Batang
	Bulat

Bulat

Bulat

Bulat

Bulat
	Krem

Krem

Krem

Krem

Krem


Semua  isolat BAL memiliki karakteristik Gram positif, katalase negatif, non motil, heterofermentatif, bentuk batang, bentuk koloni bulat, dan warna koloni krem. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa  semua isolat yang diperoleh merupakan BAL (Savitri, Kumar, Kumari, Angmo, &  Bhalla. 2017) menyatakan bahwa  BAL merupakan bakteri Gram positif, katalase negatif dan  non motil.

Pewarnaan bertujuan untuk diferensiasi bakteri berdasarkan struktur dinding sel. Bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal (90% dari dinding sel) dan akan berwarna biru sampai keunguan. Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positif, diakhir pengecatan Gram maka  BAL akan berwarna unggu  (Ray & Bhunia, 2008).

Isolat BAL yang diisolasi dari daging ayam  semuanya berbentuk batang, hal ini terlihat pada Gambar 2. Kemungkinan genus isolat BAL adalah Lactobacillus dan Carnobacterium. Wright & Axelsson (2012) menyatakan bahwa BAL yang berbentuk batang yaitu genus Lactobacillus dan genus Carnobacterium.
Hasil uji motilitas yang negatif ditandai dengan pertumbuhan  BAL hanya di sepanjang  tusukan inokulasi pada media MRS agar lunak, sedangkan hasil yang positif ditandai dengan  pertumbuan bakteri yang menyebar. Mokoena (2017) menyatakan bahwa  BAL  bersifat non motil.

      Uji katalase bertujuan untuk mendeteksi adanya enzim katalase pada bakteri.  Enzim katalase akan menetralisir efek bakteriosidal dari hydrogen peroksida. Katalase mempercepat pemecahan hydrogen peroksida menjadi air dan oksigen (2H2O2 + katalase   ↔  2H2O + O2). Hasil katalase negatif ditandai dengan tidak  adanya gelembung udara (tidak ada enzim katalase yang menghidrolisis hidrogen peroksida). Berdasarkan hasil uji semua isolat BAL bersifat katalase negatif.  Mokoena (2017)  menyatakan bahwa  BAL bersifat katalase negatif.
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Gambar 2.  Morfologi isolat BAL (perbesaran 400x)

Uji tipe fermentasi digunakan untuk menggolongkan  BAL ke dalam kelompok homofermentatif dan heterofermentatif. Kelompok  homofermentatif apabila  produk utama fermentasinya hanya berupa asam laktat, sedangkan kelompok heterofermentatif apabila produk fermentasinya tidak hanya asam laktat, tapi juga etanol, CO2, maupun asam-asam yang lain (Mokoena (2017). Pengujian tipe fermentasi dilakukan dengan uji produksi CO2. Glukosa merupakan gula yang dapat digunakan oleh bakteri yang memiliki enzim untuk memecah senyawa tersebut. Bakteri yang memfermentasi glukosa akan memproduksi gas, utamanya CO2.  Karbon dioksida akan larut dalam air, sedangkan gas hidrogen tidak tidak larut dalam air, sehingga hidrogen akan terperangkap dalam tabung Durham dan tampak sebagai gelembung pada bagian atas tabung. Berdasarkan hasil pengujian semua isolat BAL termasuk dalam bakteri heterofermentatif karena adanya gas yang terperangkap dalam tabung Durham. Wright & Axelsson (2012) menyatakan bahwa genus Leuconostoc, Oenococcus dan Weissella merupakan genus BAL yang bersifat heterofermentatif, sedangkan genus Lactobacillus ada yang bersifat homofermentatif dan heterofermentatif. Berdasarkan hasil penelitian isolat BAL berbentuk  batang  dan heterofermentatif  kemungkinan  genus Lactobacillus.  

Identifikasi  biokimia isolat bakteri asam laktat. Identifikasi biokimia isolat BAL meliputi uji kemampuan tumbuh pada berbagai suhu pertumbuhan (10, 37, 45ºC), nilai pH (4,4 dan 9,6), dan kadar garam (6,5 dan 18%) (Savitri, Kumar, Kumari, Angmo, &  Bhalla. 2017).  Hasil identifikasi biokimia disajikan dalam Tabel 5.

Berdasarkan hasil uji dalam suhu 10ºC semua isolat  BAL tumbuh lambat, dalam suhu 37ºC semua isolat BAL tumbuh dan dalam suhu 45ºC semua isolat BAL masih dapat tumbuh.  Bakteri asam laktat diklasifikasikan sebagai mesofilik pertumbuhan bakteri dengan kisaran suhu antara 10-45 °C. Suhu optimal untuk pertumbuhan bakteri asam laktat adalah 30-45oC (Ardhana  & Graham,  2003). Chávez- martínez, Estrada-Gandarilla, Rentería-Monterrubio, & Acevedo (2016) mengisolasi daging babi dan didapatkan ioslat BAL  yang dapat tumbuh pada suhu 10ºC merupakan  Genus Lactobacillus, Lactococcus dan Enterococcus.  Isolat BAL dari daging sapi semuanya dapat tumbuh pada suhu 45oC (Arief,   Jenie, Astawan, Fujiyama & Witarto,  2015). 

Tabel 5. Identifikasi  biokimia isolat BAL

	Kode isolat
	Pertumbuhan pada

	
	Suhu (oC)
	
	nilai pH
	
	 (NaCl) (%)

	
	10
	    37
	    45 
	
	    4,4
	9,6
	
	6,5
	18

	BR   7

BR 10

BR 11

BR 12

BR 17
	TL

TL

TL

TL

TL
	+

+

+

+

+
	+

+

+

+

+
	
	+

+

+

+

+
	-

-

-

-

-
	
	       +

  +

+

+
+
	-

-

-

-

-


Keterangan:    +     Tumbuh 


  

-      Tidak tumbuh

  

TL   Tumbuh lambat


Uji kemampuan tumbuh isolat  BAL ditumbuhkan pada pH  4,4 dan pH  9,6. Berdasarkan hasil uji pada pH 4,4 semua isolat BAL menunjukkan  hasil positif. Uji kemampuan tumbuh isolat BAL pada pH 4,4 merupakan salah satu dasar klasifikasi genus BAL. Tabel 5. menunjukkan bahwa ke-5 isolat BAL mempunyai kemampuan tumbuh pada kondisi pH 4,4.  Ray & Bhunia (2008) menyatakan bahwa bakteri Gram-positif dapat tumbuh pada pH 4,0-8,5, namun beberapa  spesies dapat tumbuh pada pH yang lebih rendah.  Leuconostocs dan streptokokus umumnya menurunkan pH sekitar 4,0 hingga 4,5, dan beberapa Lactobacilli dan Pediococci sekitar pH 3,5 (Mulaw, Tessema,  Muleta, & Tesfaye (2019)  mengisolaasi BAL dari fermentasi  daging  didapatkan isolat  11, 14 dan 24 yang dapat tumbuh pada pH 4,4. Uji kemampuan tumbuh isolat  BAL pada pH 9,6 menunjukkan bahwa semua isolat  menunjukkan hasil negatif. Yunilas,  Warly &  Mirwandhono (2014) mengisolasi BAL dari daging sapi menunjukkan semua  isolat tidak tumbuh pada pH 9. 

        Hasil uji pada kadar garam menunjukkan semua BAL dapat tumbuh pada kadar garam 6,5%  dan tidak tumbuh pada kadar garam 18%. Ismail, Yulvizar, & Mazhitov  (2018) yang mengisolasi BAL dari kefir didapatkan isolat SK-1 dan SK-4 yang dapat tumbuh pada  kadar garam 6,5. Bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus plantarum strain JCM 1149, mampu tumbuh pada kadar garam 6,5 (Mulaw, Tessema,  Muleta, & Tesfaye (2019). Isolat   BAL SFE-7(33) dan P12A(25) yang diisolasi dari usus udang mampu tumbuh pada kadar garam 5-10% akan tetapi tidak dapat tumbuh pada kadar garam 18% (Romadhon, Subagiyo, & Margino. 2012)


Berdasarkan identifikasi  fenotif dan identifikasi  biokimia   isolat BR 7, BR 10, BR 11, BR 12 dan BR 17 adalah Gram  positif,  katalase negatif, non motil,  bentuk batang, heterofermentatif, tumbuh lambat pada suhu 10ºC, tumbuh cepat dalam suhu   37 dan  45ºC,  pH 4,4, dan kadar garam 6,5%, tidak tumbuh dalam pH 9,6 dan kadar garam 18%. Berdasarkan identifikasi morfologi,  pertumbuhan sel-sel bakteri, dan beberapa karakteristik fenotipik, dimungkinkan bahwa  semua isolat merupakan genus Lactobacillus. Wright & Axelsson (2012) menyatakan bahwa bakteri  BAL dengan genus Lactobacillus  mempunyai bentuk batang, dapat bersifat homofermentatif dan heterofermentatif, dapat tumbuh pada suhu 10,  37, dan 45ºC, kadar garam 6,5%  dan pH 4,4. Bakteri asam laktat yang berbentuk batang hanya 2 genus yaitu genus Lactobacillus dan genus Carnobacterium. Genus Carnobacterium  hanya bersifat homofermentatif dan tidak tumbuh pada suhu 45ºC,  kadar garam 6,5 dan 18%  dan pH 9,6.  
Kesimpulan
Hasil isolasi didapatkan sebanyak  5 isolat BAL dengan  pertumbuhan tertinggi, pH terendah dan kadar  asam laktat tertinggi. Lima isolat BAL terpilih memiliki karakteristik Gram positif, katalase negatif, non motil, heterofermentatif, bentuk batang, bentuk koloni bulat, dan warna koloni krem. Berdasarkan identifikasi  fenotif dan identifikasi  biokimia   isolat BR 7, BR 10, BR 11, BR 12 dan BR 17 adalah Gram  positif,  katalase negatif, non motil,  bentuk batang, heterofermentatif, tumbuh lambat pada suhu 10ºC, tumbuh cepat dalam suhu   37 dan  45ºC,  pH 4,4, dan kadar garam 6,5%, tidak tumbuh dalam pH 9,6 dan kadar garam 18%. Lima isolat terpilih teridentifikasi sebagai  Lactobacillus.
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