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ABSTRAK

Telah dilakukan kajian tentang aktivitas hambatan kombinasi madu mangga-susu probiotik
Lactobacillus acidophilus (L.a) dan Lactobacillus casei (L.c) terhadap pertumbuhan Eschericia coli
ATCC 6538 dan Staphylococcus aureus ATCC 8739. Susu fermentasi dibuat dengan cara inokulasi L.a
dan L.c ke dalam susu perah pada suhu 43°C, selanjutnya diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam.
Metode difusi agar dengan media nutrient agar digunakan untuk menilai konsentrasi hambat minimum
(KHM). Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH susu fermentasi mencapai 5. Biomassa yang dihasilkan
dihitung sebagai Angka Lempeng Total (ALT) L.a dan L.c masing-masing adalah 1,3 x 10" cfu/mL dan
20,7 x 10" cfu/mL. Diameter zona hambat kombinasi madu mangga-susu fermentasi L.c menunjukkan
daya hambat maksimal terhadap E. coli dan S. aureuspada perbandingan 1:9, menghasilkan KHM
masing-masing sebesar 10% and 5%. Kombinasi madu mangga-susu fermentasi L.c menunjukkan daya
hambat maksimal terhadap E.coli dan S.aureus pada perbandingan2:8 dengan KHM masing-masing
sebesar 6,25% dan 3,125%.

Kata kunci: Madu mangga, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, aktivitas antibakteri,
Eschericia coli and Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Growth inhibitory activity of combination of mango honey-probiotic milk produced by
Lactobacillus acidophilus (L.a) and Lactobacillus casei (L.c) against E. coli and S. aureus has been
studied. The fermented milk was prepared by inoculating each probioticin milk at 43°C and then
incubated at room temperature for 24 hours. Diffusion agar technique by using nutrient agar media was
used to assess the minimum inhibition concentration (MIC). Result of the research showed that pH of
fermentation broth of the probiotic milk reached 5. Biomass obtained that calculated by Total Plate Count
of L.a and L.c was 1.3 x 10" cfu/mL and 20.7 x 10" cfu/mL respectively. Inhibition zone diameter ofthe
mangohoney-L.c showed an optimum antimicrobial effect against tested bacteria at 1:9 ratio. The MIC
value against E. coli and S. Aureus was 15.7 + 6,1 mm and 13.3 + 3.0 mm respectively. The activity of
mango honey-L. aexhibite dan optimum antimicrobial effect against tested bacteria at 2:8.The MIC value
againstE. coli and S. Aureuswas14,7 + 1,1mm and 13.3 £ 1.3mm respectively.

Keyword: Mango honey, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, antibacterial activity,
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PENDAHULUAN

Madu adalah cairan manis yang berasal dari nektar tanaman yang diproses oleh lebah menjadi
madu dan tersimpan dalam sel-sel sarang lebah (Anonim, 2004). Produksi dan tipe madu yang dihasilkan
oleh lebah madu tergantung pada bunga vegetatif alami dan musim bunga, sehingga bunga nektar yang
dikumpulkan lebah untuk menghasilkan madu juga akan memberikan karakter yang berbeda pula.
Hermawati et al., (2015) telah melaporkan perbedaan aktivitas daya hambat madu randu, karet, dan
mangga terhadap S. aureus dan E.coli. Menurut Mundo et al. (2004), madu juga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen pada makanan seperti Listeria monocytogenes. Nadhilla (2014) juga
melaporkan aktivitas madu terhadap S. auresus dan senyawa aktif dalam madu seperti asam glukonat,
hidrogen peroksida dan flavonoid

Madu dipercaya sebagai makanan yang menyehatkan (Antony et al., 2006; Kumar et al., 2010,
Ajibolaet al., 2012). Masyarakat sering mengkonsumsi madu ditambah susu atau produk olahan susu.
Menurut Putri dkk. (2009), produk susu fermentasi yang sudah dikenal di Indonesia antara lain yogurt,
susu asam, kefir dan minuman susu fermentasi berperisa. Sejak tahun 2003 muncul beberapa pesaing di
industri minuman susu fermentasi yang mengandung probiotik. Prospektif probiotik di bidang industri
juga telah dilaporkan (Anal, 2007).

Probiotik merupakan satu atau campuran kultur mikroorganisme hidup yang diberikan kepada
manusia atau hewan baik dalam bentuk sel kering atau sebagai produk fermentasi yang dapat
memberikan efek menguntungkan pada host melalui peningkatan jumlah flora normal tubuh. Bakteri
asam laktat (BAL) merupakan probiotik yang paling banyak memberikan efek menguntungkan pada
saluran pencernaan manusia (Annuket al., 2009). Bakteri ini merupakan Gram-positif yang hidup pada
kondisi non-aerob, tetapi juga dapat hidup dalam keadaan aerob (Holzapfel et al., 2001; Anal and Singh,
2007).

Kemampuan BAL dalam menanggulangi penyakit infeksi dapat disebabkan oleh produk
metabolisme yang dihasilkan antara lain senyawa asam laktat, hidrogen peroksida (H,0,) dan asam-asam
organik lain serta senyawa peptida antimikroba yang disebut bakteriosin. Metabolit ini memegang
peranan paling penting dalam menanggulangi infeksi. Kelebihan bakteriosin dibandingkan senyawa
antimikroba lain adalah bekerja secara selektif, aman dan dapat mengatasi resistensi (Marshall, 2003).
Acidocin A dan Lactasin adalah contoh bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus acidophilus (L.a),
sedangkan caseicin adalah bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus casei (L.c).Bakteriosin adalah
peptide antibakteri yang disintesis secara ribosomal, dihasilkan oleh sejumlah bakteri dan mempunyai
pengaruh bakterisidal dan atau bakteriostatik terhadap bakteri yang mempunyai hubungan dekat terhadap
bakteri penghasilnya (Isnaeni et al., 2015).

Susu probiotik dan madu masing-masing mempunyai sifat antibakteri dengan mekanisme yang
berbeda (Hermawati, 2015; Isnaeni et al., 2015). Susu probiotik menghasilkan bakteriosin dan asam-
asam organik sebagai antibakteri, bahkan dapat menghambat pertumbuhan methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) dan extended strain betalactamase ESBL (Barbara et al., 2010,Isnaeni
dan Mertaniasih, 2015). Kombinasi susu probiotik L. acidophilus dan L.casei dilaporkan mampu
mengatasi masalah diare (Nelintong et al., 2015). Madu juga mampu menghambat pertumbuhan bakteri
patogen seperti E. coli, Listeria monocytogenes, dan S. aureus (Mundo et al, 2004; Hermawati, 2015),
karena kadar gula reduksi dan sukrosanya yang tinggi (Anonim, 2004). Pembuatan kombinasi susu
probiotik dan madu bertujuan untuk meningkatkan aktivitas antibakteri dan memadukan aktivitas lain
yang dimiliki susu probiotik atau madu.

Kemampuan kombinasi madu dan susuprobiotik dalam menghambat pertumbuhan mikroba
patogen menarik untuk dikaji.Penelitian ini diharapkan mampu menghasilkan temuan bermakna terkait
pemanfaatan bahan alam dan mikroba sebagai sumber senyawa bioaktif.

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitikcolony counter, jangka sorong
digital, spectrophotometer, shaker incubator (Mermet), incubator (Mermet), vortex, micro pipette
(efendorf), autoclave, alat gelas. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah madu mangga
diperoleh dari petani madu di area perkebunan mangga daerah Pasuruan, Jawa Timur, diambil pada bulan
Fabuari-Maret 2015. Probiotik yang digunakan adalah Lactobacillus acidophilus FNCC0051dan
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Lactobacillus casei diperoleh dari isolat referen Fakultas Sains dan Teknologi, Departemen Kimia
Farmasi, Fakultas Farmasi Universitas Airlangga, dibiakkan dalam media deMann Rogosa and Sharpe
(MRS) broth. Escherichia coli ATCC 6538 dan Staphilococcus aureus ATCC 8739 yang digunakan
sebagai bakteri uji pada penelitian ini diperoleh dari kultur persediaan di Ruang Praktikum Mikrobiologi,
Departemen Kimia Farmasi, Universitas Airlangga, dibiakkan dalam media Nutrient Agar.

Jalannya penelitian
Pembuatan susu probiotik

Sebanyak 500 mL susu perah dipasteurisasi pada suhu 80-85°C selama 10 menit, kemudian
didinginkan hingga suhu 45°C. Sebanyak 1 mlinokulum BAL dalam MRS cairdiinokulasikan ke dalam
15mlsusuyang sudah dipasteurisasi dan diaduk sampai homogen, kemudian diinkubasi pada suhu ruang
selama 24 jam. Selanjutnya, 15mL starter BAL dalam susu dimasukkan ke dalam 200 mL susu yang
sudah dipasteurisasi, diinkubasi (6-8) sampai didapatkan jumlah bakteri asam laktat > 10" CFU/mL dan
pH 4,0-4,5 (Isnaeni dan Mertaniasih, 2015).

Pembuatan Larutan Madu
Ditimbang sebanyak 50,0 g madu mangga, ditambah air suling sampai 100 g, diperoleh larutan
madu 50%, siap dikombinasi dengan susu probiotik untuk uji aktivitas.

Penetapan Angka Lempeng Total (ALT)

Sebanyak 1 mL susu probiotik diencerkan 10 kali dengan larutan salin hingga diperoleh enceran
10%. Dari setiap enceran diambil 1 mL, dimasukkan ke dalam cawan petri steril, ditambah media MRS
agar suhu 45-50°C, dihomogenkan, didiamkan hingga memadat, dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu
37°C. Dihitung jumlah koloni pada cawan petri yang mengandung 30-300 koloni, dan dikalikan
pengencerannya (Isnaeni dan Mertaniasih, 2015).

Uji Aktivitas daya hambat

Dilakukan pada media Nutrient agar dengan base layer 10mL dan seed layer 8mL menggunakan
bakteri uji E. coli and S. aureus yang dibuat inokulum dengan transmitan 25% pada panjang gelombang
580 nm. Sebanyak 5 pL inokulum bakteri uji, ditambahkan ke dalam media perbenihan (seed layer),
dikocok dengan vortex, dituangkan ke atas permukaan media dasar (base layer) dalam cawan petri,
didiamkan hingga memadat. Dibuat cetak lubang, diisi dengan 50 pL larutan sampel dan standar
kanamisin, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam. Diameter zona yang terbentuk di sekitar pencadang
diukur (mm) (Isnaeni dan Mertaniasih, 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Madu mangga yang digunakan pada penelitian ini memiliki berat jenis 1,35, keasaman memenuhi
syarat yaitu volume 0.1 N NaOH < 1 mL, campuran tetap jernih, dan kadar abu 132 mg. Madu mangga
memiliki warna coklat kehitaman dan pH sekitar 5. Nilai pH madu variatif, tergantung jenis madu. Madu
hutan, madu randu, madu rambutan, dan madu kelengkeng berturut-turut memiliki pH sebesar 3,78; 3,56;
3,81; dan 4,09 (Hermawati, 2015).

Ditinjau dari harga ALT, L. a dan L.c dalam susu probiotik masing-masing adalah 1,3 x 10’
cfu/mL dan 20,7 x 10° cfu/mL, memenuhi persyaratan SNI, jumlah bakteri starter untuk probiotik > 10’
koloni/g (Anonim, 2004). Zona hambat tertinggi dihasilkan oleh kombinasi madu mangga-susu L.c
dengan perbandingan 1:9 sebesar 15,7 £+ 6,1 dan 13,3 £ 3,0 mm masing-masing terhadap E. coli dan S.
aureus. Zona hambat tertinggi dihasilkan oleh kombinasi madu mangga-L.a dengan perbandingan 2:8
sebesar 14,7 £ 1,1 mm dan 13,3 + 1,3 mm masing-masing terhadap E. coli dan S. aureus (Tabel I).

Konsentrasi hambat minimum (KHM) larutan madu mangga diperoleh pada 6,25% dan 7,5%
dengan diameter zona hambat 9,2 + 0,6 mm dan 14 + 3,0 mm masing-masing terhadap E. coli dan S.
aureus. Konsentrasi hambat minimal susu probiotik L.a dicapai pada 3,125% dan 2% dengan diameter
zona sebesar 11,5 mm dan 11,0 mm masing-masing terhadap E. coli dan S. aureus, sedangkan L.c dicapai
pada 2% dengandiameter zona 10 mm baik terhadap E. coli maupun S. aureus (Gambar 1). Konsentrasi
hambat minimal kombinasi madu mangga-L.a dan madu-mangga-L.c sebesar 10% dan 6,25% terhadap E.
coli, 5% dan 6,25% terhadap S. aureus. (Gambar 2 dan Gambar 3).
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Tabel I. Hasil pengukuran diameter zona hambat kombinasi larutan madu mangga 50%-susu probiotik L.a
dan larutan madu mangga 50%-susu probiotik L.c pada berbagai rasio konsentrasi (%) terhadap
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Rerata diameter zona+SD (mm)

Rasio Kombinasi Kombinasi
madu 50%-probiotikL.a madu 50%-probiotikL.c
S.aureus E.coli S.aureus E.coli
9:1 133+1,1 143+1,1 13,3+ 3,0 15,7+6,1
8:2 13,3+1,3 147+11 133+1,1 15,0+5,2
7:3 11,3+1,3 125+2,6 12,0+ 2,0 14,0+ 6,0
6:4 128+15 136+1,9 115+1,0 127+41
5:5 11,7+11 123+1,1 113+1,1 13,0+ 4,0
4:6 11,7+1,1 12,0+ 2,0 113+15 13,3+ 3,0
3.7 11,7+1,1 123+1,1 10,7+1,1 11,8+ 25
2:8 11,3+1,3 12,0+ 0,0 115+1,0 13,5+55
1:9 115+1,0 123+1,1 113+1,1 13,0+ 4,0
10:0 143+1,1 157+1,1 15,7+ 3,0 155+5,1
0:10 148+28 15,7+ 3,0 - -
0:10 - - 153+2,8 15,8+ 0,5

Keterangan: Setiap percobaan dilakukan sebanyak tiga kali. Pada rasio 9:1 dan 8:2 dihasilkan diameter zona hambat
masing-masing terhadap S. aureus dan E. colirelatif lebih besar dibandinkan rasio yang lain.

Gambar 1. Daya hambat larutan madu mangga 37,5% terhadap Eschericia coli (a) dan
Staphylococcus aureus (b) dan larutan standar kanamisin 62,5 ppm (K)

Gambar 2. Daya hambat kombinasi larutan madu mangga (50%b)-susu probiotik L.acidophilus 8:2
pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 15%, 10% dan 5% terhadap Staphylococcus
aureus (a) dan Eschericia coli (b) dan larutan standar kanamisin 62,5 ppm (K)

Kombinasi madu-susu probiotik menunjukkan KHM lebih rendah dibandingkan susu probiotik,
namun lebih tinggi dibandingkan KHM larutan madu 50%. Fenomena ini dapat dijelaskan karena adanya
interaksi antara susu probiotik dengan larutan madu. Pada konsentrasi 62,5% larutan madu sudah
memberikan daya hambat terhadap bakteri uji. Larutan madu yang dipergunakan untuk formula
kombinasi dibuat 50% (lebih besar dari KHM), dikhawatirkan pada konsentrasi 100%, kandungan gula
reduksi 65% (dinyatakan sebagai glukosa) dan sukrosa (50%) (Anonim, 2004) cukup tinggi untuk
menghambat pertumbuhan dan aktivitas probiotik. Pada konsentrasi 37,5% larutan madu mangga
memberikan daya hambat setara dengan larutan standar kanamisin 6,25 ppm (Gambar 1). Kompetisi
nutrisi/makanan antara Lactobacillus dengan bakteri uji juga dapat menghambat pertumbuhan probiotik.
Senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh larutan madu dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang
terdapat dalam susu probiotik. Daya antibakteri madu disebabkan oleh kandungan senyawa aktif dalam
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madu, antara lain flavonoid dan karbohidrat konsentrasi tinggi dengan mekanisme antibakteri yang terdiri
dari tekanan osmaosis, keasaman, dan adanya senyawa inhibine (Patton et al., 2006; Mekawey, 2010).

Bakteri asam laktat yang memproduksi bakteriosin bersifat sebagai bakterisidal terbukti sangat
bermafaat untuk mengembangkan keamanan produk fermentasi pangan. Sampai saat ini baru ditemukan
satu bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat dan telah digunakan pada produk pangan, yaitu
nisin.Lactobacillus acidhopillus dapat memproduksi bakteriosin yakni Acido-philucin A. Efek
antimikroba L. a dapat disebabkan oleh aktivitas bakteriosin dan asam-asam organik lain serta adanya
kompetisi mikroba dengan bakteri lain. Berbagai aktivitas yang ditunjukkan oleh probiotik antara lain
sebagai penurun cholesterol (Belviso et al., 2009), anti kanker kolon (Bradyet al., 2000), dan anti
dermatitis (Betsi et al., 2008) sangat menguntungkan bila dikombinasi dengan madu.
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Gambar 3. Rerata KHM (%) susu probiotik L.a, susu probiotik L.c, larutan madu mangga 50%o,
larutan madu-susu prob L.a (8:2), dan larutan madu-susu prob L.c (9:1), terhadap
Staphylococcus aureus dan Eschericia coli

Kombinasi madu-susu probiotik L.a dan L.c dengan rasio 2:8 dan 1:9 dapat diusulkan dan
prospektif untuk dikembangkan sebagai food supplement. Fenomena ini didukung data ALT susu
probiotik L.a dan L.c masing-masing 10 cfu/mL dan 10*cfu/ml yang memenuhi persyaratan sediaan
dengan target kerja di intestin. Syarat probiotik untuk dapat menimbulkan efek menyehatkan bagi host
dengan target intestin dan menghambat bakteri patogen adalah minimal 10° cfu/mL (Kailasapath, 2002).
Fakta ini menjelaskan adanya produksi asam dan/atau senyawa lain seperti bakteriosin yang paling tinggi
tercapai pada jam ke-24, walaupun tidak linear dengan jumlah sel probiotik yang memasuki fase decline,
sehingga jumlah sel menurun pada jam ke-24. Korelasi antara produksi metabolit dan biomassa yang
mengikuti pola non-growth associated dapat dijadikan referensi ketika membuat formula sediaan susu
probiotik, khususnya dengan L.a dan L.c.

KESIMPULAN

Larutan madu mangga (Magnifera indica) 50%, susu probiotik Lactobacillus acidophilus dan
Lactobacillus casei, kombinasi larutan madu mangga 50% dengan masing-masing susu
probiotikmenunjukkan aktivitas antibakteri terhadap aureusATCC 8739 dan E. coli ATCC 6538.

Kombinasi susu probiotik L.a — larutan madu mangga 50% dan L.c - larutan madu mangga 50%
menghasilkan aktivitas antibakteri maksimal terhadap S. aureus dan E. coli masing-masing pada
perbandingan 2:8 dan 1:9. Konsentrasi hambat minimum kombinasi susu probiotik L.a — larutan madu
mangga 50%(2:8)terhadap E. coli dan S. aureus masing-masing 10% dan 5%. Konsentrasi hambat
minimum kombinasi susu probiotik L.c — larutan madu mangga 50%(1:9) terhadap E. coli dan S. aureus
masing-masing 6,25% dan 3,125%.
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