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ABSTRAK

Nama : Aulia Fauziah
Program Studi : S-1 Biologi Reguler
Judul Skripsi : Kemampuan Antifungi Lactobacillus plantarum terhadap

Kapang yang Tumbuh pada Silase

Sebanyak enam strain Lactobacillus plantarum diteliti untuk menguji
kemampuan antifungi terhadap kapang yang tumbuh pada silase. Suspensi sel L.
plantarum strain DSK3, DR162, dan DP142 yang diisolasi dari dadih, strain 1A2
diisolasi dari tapai, strain TSD10 diisolasi dari kotoran sapi dan strain 1BL2
diisolasi dari buah strawberi memiliki kemampuan antifungi terhadap Aspergillus
fumigatus, Aspergillus sp., Penicillium sp.(1), dan Penicillium sp.(2), namun tidak
memiliki kemampuan antifungi terhadap jamur merah dan jamur putih dengan
metode double layer agar well diffusion. Supernatan L. plantarum yang
diendapkan dengan amonium sulfat 60% pada pengujian paper disc assay
menunjukkan kemampuan antifungi pada L. plantarum strain DSK3, 1A2,
DR162, TSD10, dan 1BL2 terhadap A. fumigatus, namun tidak menunjukkan
kemampuan antifungi terhadap Aspergillus sp., Penicillium sp.(1), dan
Penicillium sp.(2). Suspensi sel semua strain L. plantarum menghasilkan zona
hambat total terhadap A. fumigatus, Aspergillus sp., Penicillium sp.(2) dan zona
hambat parsial terhadap Penicillium sp.(1). Ekstrak supernatan L. plantarum
strain DSK3, 1A2, DR162, TSD10, dan 1BL2 menghasilkan zona hambat parsial
terhadap A. fumigatus.

Kata Kunci : Kapang, kemampuan antifungi, Lactobacillus plantarum,
silase
XV + 75 hlm : 29 gambar; 7 tabel; 11 lampiran
Daftar Acuan : 69 (1962--2012)
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ABSTRACT

Name . Aulia Fauziah

Program Study . S-1 Department of Biology - Regular

Title . Anti-fungi of Lactobacillus plantarum Against Moulds
in Silage

Six strains of Lactobacillus plantarum were assayed to detect anti-fungi
against moulds in silage. Cell suspension of L. plantarum strains DSK3, DR162,
and DP142 which were isolated from dadih, strain 1A2 isolated from tapai, strain
TSD10 isolated from dung and strain 1BL2 isolated from strawberry showed anti-
fungi against A. fumigatus, Aspergillus sp., Penicillium sp.(1), Penicillium sp.(2),
but there was no anti-fungi against red and white moulds in double layer agar well
diffusion method. Supernatant of L.plantarum was precipitated with 60%
ammonium sulfate. Supernatant extract of L. plantarum strain DSK3, 1A2,
DR162, TSD10, and 1BL2, assayed with paper disc method, showed anti-fungi
against A. fumigatus. There was no anti-fungi against Aspergillus sp., Penicillium
sp.(1) and Penicillium sp.(2). Cell suspension of L. plantarum produced a total
inhibition zone of A. fumigatus, Aspergillus sp., Penicillium sp.(2) and a partial
inhibition zone of Penicillium sp.(1), whereas the supernatant extract of L.
plantarum produced partial inhibition zone of A. fumigatus.

Key Words : Anti-fungi, Lactobacillus plantarum, moulds, silage
XV + 75 pages : 29 pictures, 7 tables, 11 appendices
Bibliography : 69 (1962--2012)
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BAB 1
PENDAHULUAN

Silase adalah hijauan pakan ternak yang diawetkan dalam proses
fermentasi (Ridwan dkk. 2005: 117). Silase dengan kualitas baik membuat ternak
sehat sehingga dapat menambah berat badan ternak dan susu yang dihasilkan
lebih banyak (O’Brien dkk. 2010: 131). Hijauan pakan ternak yang umum
digunakan dalam pembuatan silase antara lain berasal dari tanaman jagung,
gandum, dan rumput (Ridwan dkk. 2005: 117).

Prinsip dasar pembuatan silase adalah proses fermentasi hijau pakan
ternak dengan kelembaban tinggi dan disimpan dalam kondisi anaerobik (Ridwan
dkk. 2005: 117). Selama proses pembuatan silase dapat tumbuh berbagai macam
mikroorganisme seperti bakteri asam laktat (BAL), antara lain Lactobacillus
plantarum, Enter ococcus faecium, dan Pediococcus spp. (Filya dkk. 2007: 5108).
Lactobacillus plantarum umumnya digunakan sebagai inokulan dalam pembuatan
silase (Gollop dkk. 2004: 662). Weinberg & Mug tahun 2003 (lihat Filya dkk.
2007: 5108), menggunakan L. plantarum sebagai inokulan pada silase karena L.
plantarum dapat menurunkan pH silase dengan cepat dan menghasilkan asam
laktat yang banyak.

Lactobacillus plantarum dapat menggunakan karbohidrat terlarut untuk
menghasilkan asam laktat. Selama proses fermentasi, asam laktat akan
menurunkan pH silase sehingga dapat menghambat mikroorganisme lain yang
dapat merusak silase (Widyastuti 2008: 225). Mikroorganisme-mikroorganisme
lain yang dapat menurunkan kualitas silase, yaitu Enterobacteria, Clostridia,
kapang, dan khamir. Beberapa kapang merupakan mikroorganisme yang
berbahaya dalam pembentukan silase karena menghasilkan mikotoksin yang dapat
mengganggu kesehatan ternak (McDonald dkk. 1991: 80). Patulin merupakan
mikotoksin yang dihasilkan oleh Penicillium dan Paecilomyces yang dapat
menyebabkan hilangnya nafsu makan, menurunnya produksi susu, berkurangnya
aktivitas rumen yang dapat menyebabkan rusaknya rumen flora dan penyakit
hemorrhagic pada sapi (Guyot dkk. 2002: 1).

Upaya untuk menghambat pertumbuhan kapang perusak silase yaitu
dengan menambahkan inokulum BAL. Tingginya jumlah BAL akan memberi
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kesempatan BAL untuk menghambat pertumbuhan kapang. Pertumbuhan kapang
yang terhambat dapat menurunkan jumlah mikotoksin yang dihasilkan oleh
kapang (Widyastuti 2008: 225--226).

Pengujian kemampuan antifungi L. plantarum terhadap kapang dapat
dilakukan dengan metode double layer agar well diffusion berdasarkan Queiroz
dkk. (2009: 21). Kemampuan antifungi ditandai dengan terbentuknya zona
hambat di sekitar koloni yang ada di dalam sumur. Zona hambat dibentuk melalui
interaksi antara senyawa antifungi yang berdifusi melalui medium yang dihasilkan
oleh L. plantarum dalam sumur dengan kapang yang terdapat di sekitar sumur
(Wu 1962: 16). Berbagai penelitian mengenai kemampuan BAL dalam
menghambat kapang kontaminan pada silase telah dilaporkan. Schillinger &
Villareal (2010: 109) telah menguji 69 strain BAL terhadap Penicillium nordicum
dan 39 strain di antaranya menghasilkan zona hambat pada medium Man Rogosa
Sharpe Agar.

Kemampuan antifungi BAL disebabkan oleh berbagai senyawa bioaktif
yang dihasilkan oleh bakteri antara lain hidrogen peroksida, diacetyl, dan
bakteriosin yang bekerja secara antagonistik terhadap mikroorganisme patogen
(McDonald dkk. 1991: 80). Salah satu senyawa antifungi yang ditemukan pada
BAL berupa protein. Storm dkk. (2002: 4326) melaporkan bahwa L. plantarum
MiLAB 393 memproduksi protein berupa cyclic dipeptides cyclo yang dapat
menghambat pertumbuhan kapang. Ekstraksi protein dilakukan dengan
pengendapan amonium sulfat pada supernatan L. plantarum, lalu dilakukan
pengujian kemampuan antifungi pada ekstrak protein tersebut dengan metode
paper disc assay (Vamanu dkk. 2010: 503).

Saat ini Biotechnology Culture Collection (BTCC) telah memiliki isolat-
isolat L. plantarum yang diisolasi dari dadih, tapai, strawberi, dan kotoran sapi.
Ratnakomala dkk. (2006: 131) melaporkan bahwa L. plantarum strain 1A2 yang
diisolasi dari tapai dan 1BL2 yang diisolasi dari strawberi merupakan koleksi dari
BTCC dan telah digunakan sebagai inokulum dalam pembuatan silase karena
dapat menurunkan pH silase dengan cepat. Namun demikian, kemampuan
antifungi strain L. plantarum tersebut terhadap kapang yang umum

mengontaminasi silase belum diketahui.
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Penelitian bertujuan untuk mengetahui kemampuan antifungi beberapa
strain L. plantarum terhadap kapang-kapang yang tumbuh pada silase. Hipotesis
penelitian adalah L. plantarum dapat menghasilkan senyawa antifungi yang
mampu menghambat pertumbuhan kapang kontaminan pada silase.
Penghambatan pertumbuhan kapang kontaminan dari silase diharapkan dapat

mengurangi kerusakan silase pascapanen.

Universitas Indonesia

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteri

Bakteri merupakan organisme prokariotik yang tidak memiliki membran
inti (nukleoid), dinding sel tersusun atas peptidoglikan, dan memiliki plasmid
(extra chromosomal DNA) (Madigan dkk. 2012: 32). Sel bakteri tidak memiliki
organel-organel bermembran seperti retikulum endoplasma, badan golgi dan
mitokondria. Sebagian besar aktivitas organel sel bakteri dilakukan oleh ribosom
(Besty & Kough 2005: 69).

Bakteri dikelompokkan menjadi tiga bagian berdasarkan morfologinya
yaitu batang (rod), kokus (coccus), dan spiral (spirillium) (Gambar 2.1.(1)).
Bakteri berbentuk batang menyerupai tongkat pendek/ batang kecil dan silindris.
Bentuk batang saling melekat satu dengan lainnya, ujung dengan ujung, sehingga
memberikan penampilan rantai. Bakteri berbentuk kokus memperlihatkan bentuk
bulat seperti bola-bola kecil. Bakteri berbentuk spiril memperlihatkan bentuk
seperti spiral. Bakteri berbentuk spiral (spirillum) banyak dijumpai sebagai
individu-individu sel yang tidak saling melekat. Spiral yang pendek dan tidak
lengkap disebut sebagai bakteri koma atau vibrio (Waluyo 2007: 203--205;
Madigan dkk. 2012: 48).

Spirillum ‘t?\_ o

Gambar 2.1.(1). Morfologi sel prokariot
[Sumber:Madigan dkk. 2012: 48.]
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Bakteri juga dibedakan menjadi dua bagian berdasarkan bahan penyusun
dinding sel bakteri, yaitu Gram positif dan negatif (Gambar 2.1.(2)). Bakteri
Gram positif memiliki dinding sel yang tersusun atas peptidoglikan yang tebal
yaitu 90% dari berat dinding sel, sedangkan bakteri Gram negatif hanya memiliki
lapisan peptidoglikan 15--20% dari berat dinding sel. Kandungan lainnya pada
dinding sel bakteri Gram positif yaitu adanya asam teikoat yang berikatan kovalen
dengan asam muramik dan membuat beberapa lapisan peptidoglikan menyatu.
Asam teikoat berfungsi untuk menstabilkan dinding sel. Dinding sel bakteri Gram
negatif tersusun atas periplasma yang di dalamnya terdapat lapisan peptidoglikan
yang tipis. Periplasma berada pada bagian luar dari membran sitoplasma. Selain
itu, terdapat Braun’s lipoprotein yang bersifat hidrofobik pada membran luar
sehingga dapat mengikat peptidoglikan dengan kuat. Membran luar dari bakteri
Gram negatif merupakan lipid bilayer yang memiliki struktur yang hampir sama
dengan membran sitoplasma, yaitu mengandung lipid, protein dan
lipopolisakarida (LPS) (Singh & Kapoor 2010: 31--33).

Copymght & Tho McGrv-Hill Companies, Inc. Pormission requingsd for roprodiction o display,
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Gambar 2.1.(2). Dinding sel bakteri Gram positif dan negatif
[Sumber:Anonim 2005: 3.]

Universitas Indonesia

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012



2.2. Bakteri Asam L aktat

Klasifikasi pertama bakteri asam laktat (BAL) dilakukan oleh Orla
Jensen pada tahun 1919 yang membagi BAL menjadi empat genus, yaitu
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, dan Leuconostoc (lihat McDonald
dkk. 1991: 82). Beberapa karakter yang digunakan oleh Orla-Jensen pada tahun
1919 dalam klasifikasi BAL yaitu berdasarkan morfologi bakteri seperti batang,
bulat, atau berbentuk tetrad, fermentasi glukosa secara homofermentatif atau
heterofermentatif, dan suhu pertumbuhan bakteri. Bakteri asam laktat merupakan
kelompok bakteri Gram positif yang dapat memfermentasi karbohidrat menjadi
energi dan asam laktat (Beasley 2004: 6). Sifat bakteri asam laktat lainnya antara
lain, katalase negatif, berbentuk batang atau kokus, tidak memiliki spora, dan
anaerob fakultatif (Jansson 2005: 7).

BAL umumnya ditemukan diantara mikrobiota saluran gastrointestinal dan
genitourinari manusia dan hewan. BAL merupakan komponen esensial yang
berperan dalam berbagai fungsi kesehatan seperti immunomodulasi, integritas
intestinal, dan resistensi patogen. BAL juga ditemukan pada berbagai macam
lingkungan yang kaya akan nutrien, seperti susu, hasil ternak, sayuran, sereal, dan
daging, sehingga BAL juga digunakan untuk probiotik dan bahan aditif berbagai
komoditas makanan. Eksploitasi komersial BAL sebagai starter dan kultur
prebiotik banyak dilakukan (Mozzi dkk. 2010: 3--4).

Axelsson pada tahun 2004 melaporkan bahwa BAL memiliki dua tipe jalur
fermentasi hekso monosakarida yaitu fermentasi homolaktik (glikolisis/ jalur
Embden Meyerhof Parnas) dan fermentasi heterolaktik (6-phosphogluconate/ 6-
hosphoketolase). Berdasarkan kedua jalur fermentasi tersebut, metabolisme BAL
dibagi menjadi tiga yaitu homofermentatif obligat, heterofermentatif obligat, dan
homofermentatif fakultatif. Homofermentatif obligat hanya dapat memfermentasi
gula dengan jalur glikolisis dan heterofermentatif obligat hanya dapat
memfermentasi dengan jalur 6-phosphogluconate, sedangkan heterofermentatif
fakultatif dapat memfermentasi gula dengan kedua jalur tersebut (lihat
Aarnikunnas 2006: 10--13).
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Bakteri asam laktat yang memfermentasi dengan jalur glikolisis dapat
mengurai satu molekul glukosa menjadi dua molekul asam laktat serta
menghasilkan dua ATP pada proses akhir metabolisme. Hal yang berbeda
diperlihatkan pada jalur 6-Phosphogluconate yang tidak hanya menghasilkan
asam laktat tetapi juga menghasilkan senyawa lain seperti karbondioksida dan
etanol. Pada jalur 6-phosphogluconate, satu molekul glukosa hanya
menghasilkan satu molekul ATP, yang merupakan setengah dari hasil glikolisis
(McDonald dkk. 1991: 87; Jay dkk. 2005: 151). Selain asam laktat, metabolisme
BAL juga dapat menghasilkan berbagai macam senyawa, seperti diacetyl, acetoin,
dan 2-3-butanediol yang dihasilkan dari asam sitrat, serta senyawa volatil dan
senyawa bioaktif peptida yang berasal dari katabolisme asam amino (Mozzi dkk.
2010: 3).

2.3. Lactobacillus plantarum

Berdasarkan Taxonomic Outline of the Prokaryotes Garrity dkk. 2004
(libat Felis & Dellaglio 2008: 46 & 52), Lactobacillus plantarum diklasifikasikan
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Order : Lactobacillales

Family : Lactobacillaceae

Genus : Lactobacillus

Soecies . Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen 1919)

Lactobacillus plantarum merupakan bakteri Gram positif, berbentuk
batang, bersifat anaerob fakultatif, homofermentatif, tidak bersifat patogen, serta
dapat ditemukan pada berbagai habitat termasuk liur dan saluran pencernaan
manusia (Stefanie dkk. 2001: 5 dan Jansson 2005: 7). Gollop dkk. (2004: 662)
menyatakan bahwa L. plantarum merupakan salah satu BAL yang umum

digunakan sebagai starter pada silase. Lactobacillus plantarum juga merupakan
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salah satu jenis BAL yang diketahui memiliki kemampuan menghambat terhadap
fungi, yang dinyatakan oleh Sjogren dkk. (2003: 7554) bahwa L. plantarum
MiLAB 14 mampu menghasilkan antifungi berupa 3-Hydroxy fatty acid.

2.4. Silase

Silase adalah hijauan pakan ternak yang diawetkan dengan proses
fermentasi (Gambar 2.4.) (McDonald dkk. 1991: 9). Ennahar dkk. pada tahun
2003 menyatakan bahwa prinsip pembuatan silase merupakan fermentasi hijauan
oleh BAL dalam kondisi anaerob. Bakteri asam laktat akan menggunakan
karbohidrat yang terlarut dalam air (water soluble carbohydrate) dan
menghasilkan asam laktat yang berperan dalam penurunan pH silase (lihat
Ratnakomala dkk. 2006: 161).

Gambar 2.4. Silase

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Proses pembuatan silase berlangsung dalam empat fase, yaitu fase aerob,
fase fermentasi, fase stabil, dan fase panen atau pengeluaran untuk diberikan
kepada ternak. Fase aerob merupakan fase saat proses respirasi tanaman akan
tetap berlangsung selama masih tersedia oksigen. Fase fermentasi merupakan
fase saat mikroorganisme anaerob mulai tumbuh. Mikroorganisme yang umum
tumbuh akan berkompetisi untuk mendapatkan nutrien. Bakteri asam laktat harus
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bisa berkompetisi, sehingga dapat menghasilkan asam dan menekan pertumbuhan
mikroorganisme lainnya. Fase stabil merupakan fase lanjutan dari fase
fermentasi. Pada fase tersebut BAL harus bisa berkompetisi dengan
mikroorganisme lain untuk mempertahankan lingkungannya agar tetap asam.
Fase panen merupakan fase saat oksigen mulai masuk kembali ke dalam silo,
yang menyebabkan mikroorganisme aerob seperti kapang akan tumbuh dan
berkembang pesat. Mikroorganisme tersebut akan merusak kualitas silase
sehingga terjadi kehilangan gizi dan timbulnya racun atau toksin yang
membahayakan ternak yang mengkonsumsi silase tersebut (Jansson 2005: 8).

Beberapa faktor yang memengaruhi kualitas silase antara lain kandungan
air dan gula pada bahan baku pakan, kondisi anaerobik saat fermentasi terjadi, dan
adanya BAL. Tolok ukur yang digunakan dalam menentukan kualitas silase dapat
dilihat dari kecepatan fermentasi asam laktat oleh BAL dan konsentrasi
kandungan asam laktat yang dihasilkan. Konsentrasi kandungan asam laktat yang
semakin banyak akan menurunkan pH yang dapat menekan pertumbuhan kapang
sehingga meningkatkan kualitas silase (Ohmomo dkk. 2002: 61--62). Selain pH
dan asam laktat, kualitas silase yang baik diperlihatkan melalui beberapa
parameter seperti warna, tekstur, dan suhu. Warna dan tekstur yang baik pada
silase akan berwarna kuning kecokelatan dengan tekstur yang halus. Suhu yang
menunjukkan kualitas silase yang baik berkisar 26--28° C. Suhu yang menurun
sampai 5--10° C dan meningkat melebihi 30° C, maka silase tersebut telah
terkontaminasi oleh mikroorganisme lainnya (Ridwan dkk. 2005: 119).

Bahan baku utama silase antara lain, tanaman jagung, gandum, dan
rerumputan. Tanaman tersebut mengandung jumlah mikroorganisme yang tinggi
(Ridwan dkk. 2005: 117). Miskovic dan Rasovic 1989 melaporkan jumlah
mikroorganisme yang terkandung pada silase berkisar 10°--10° CFU/ml (lihat
McDonald dkk. 1991: 81). Mikroorganisme-mikroorganisme yang dapat tumbuh
pada saat pembuatan silase, antara lain BAL, enterobacteria, clostridia, Bacillus
spp., khamir, dan kapang. Mikroorganisme tersebut akan tumbuh dan
berkompetisi untuk mendapatkan nutrien. Jika kondisi lingkungan sesuai, BAL
akan dengan cepat mengasamkan lingkungan sehingga mikroorganisme yang
lainnya tidak dapat tumbuh dan kondisi lingkungan akan stabil pada pH rendah.
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Namun demikian, jika BAL tidak mengasamkan lingkungan dengan cepat,
mikroorganisme yang tidak diinginkan akan tumbuh dan menurunkan kualitas
silase (McDonald dkk. 1991: 80).

Bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme utama yang berperan
dalam keberhasilan pembuatan silase. Nilsson dan Nilsson pada tahun 1956
melaporkan bahwa spesies utama yang umum ditemukan dalam proses fermentasi
silase adalah Streptococci dan Lactobacilli, dan L. plantarum merupakan spesies
yang paling banyak diisolasi dari silase (lihat McDonald dkk. 1991: 83).
Berdasarkan tipe fermentasinya, L. plantarum termasuk ke dalam Lactobacilli
homofermentatif. Lactobacilli homofermentatif dapat mengurai satu molekul
glukosa menjadi dua molekul asam laktat dan menghasilkan dua ATP pada proses
akhirnya. Berbeda dengan Lactobacilli heterofermentatif yang hanya
menghasilkan satu ATP pada proses akhirnya (McDonald dkk. 1991: 87 dan Jay
dkk. 2005: 151). Tingginya jumlah asam laktat dapat menekan pertumbuhan
kapang kontaminan pada silase. Bakteri asam laktat yang umum digunakan
sebagai starter adalah Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Pediococcus acidilactici dan Pediococcus pentosaceus.
Sebagian besar BAL tersebut bersifat mesofilik, bersifat homofermentatif, serta
dapat menurunkan pH silase menjadi 4 (Stefanie dkk. 2001: 5 dan Jansson 2005:
9).

2.5. Morfologi Kapang

Kapang merupakan mikroorganisme eukariotik dan termasuk dalam fungi
multiseluler. Fungi multiseluler memiliki struktur benang atau filamen yang
disebut hifa. Kumpulan hifa yang saling berhubungan membentuk seperti jala
disebut miselium. Kapang memiliki miselium yang dapat dibedakan atas
miselium vegetatif dan generatif. Miselium vegetatif berfungsi menyerap nutrien
dari lingkungan, sedangkan miselium generatif berfungsi dalam reproduksi
(Gandjar dkk. 2006: 10--11).
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Kapang merupakan fungi yang berasal dari filum Ascomycota,
Zygomycota dan Basidiomycota. Filum-filum tersebut dapat dibedakan
berdasarkan struktur alat reproduksi seksual atau spora seksual. Filum
Ascomycota bereproduksi secara seksual menghasilkan askospora yang berada di
dalam askus. Filum Zygomycota memiliki spora seksual yang disebut zigospora.
Filum Basidiomycota bereproduksi secara seksual dengan membentuk basidium
yang menghasilkan basidiospora. Selain itu, spora aseksual pada filum
Ascomycota disebut konidiospora yang dihasilkan oleh sel konidiogenus
sedangkan pada filum Zygomycota disebut sporangiospora yang dihasilkan oleh
sporangium (Benson 2001: 48--49).

Fungi hidup dalam berbagai fase. Apabila bentuk yang dihasilkan
merupakan reproduksi secara seksual, seperti askospora pada Ascomycota, maka
kapang tersebut berada pada fase teleomorf. Sebaliknya, apabila bentuk yang
dihasilkan merupakan struktur spora aseksual, maka kapang tersebut berada pada
fase anamorf (Webster & Weber 2007: 32).

Filum Ascomycota termasuk ke dalam fungi tingkat tinggi (higher fungi)
karena memiliki hifa yang bersekat atau hifa septate. Sekat membagi hifa
menjadi kompartemen-kompartemen dan setiap kompartemen terdapat satu inti
sel sehingga disebut hifa monocytic (Benson 2001: 48). Sebaliknya, filum
Zygomycota termasuk ke dalam fungi tingkat rendah (lower fungi) karena hifa
yang dimiliki tidak bersekat. Hifa yang tidak bersekat disebut juga hifa aspeptate,
yang memiliki sejumlah inti sel yang tersebar di dalam sitoplasma sehingga
disebut hifa coenocytic (Gambar 2.5.(1)) (Deacon 2006: 23).

HYPHAE

Gambar 2.5.(1). Hifa bersekat dan tidak bersekat
[Sumber: Benson 2001: 48.]
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Kapang yang termasuk ke dalam filum Ascomycota adalah Aspergillus sp.
dan Pencilliumsp. Aspergillus fumigatus merupakan salah satu spesies dari genus
Aspergillus, berwarna hijau tua karena adanya pigmen yang terdapat pada konidia.
Kepala konidia khas berbentuk kolumnar. Konidiofor pendek, berdinding halus,
dan berwarna hijau. Vesikula berbentuk gada yang lebar berdiameter 20--30 pm.
Fialid terbentuk langsung pada vesikula, sehingga memiliki tipe sterigmata
uniseriate. Konidia berbentuk bulat hingga semibulat berdiameter 2.5--3 pum serta
berdinding kasar hingga berduri (Gambar 2.5.(2)) (Gandjar dkk. 1999: 24).

< 154 \ v S A
LIBLY & i X

Gambar 2.5.(2). Morfologi Aspergillus fumigatus
[Sumber: Samson dkk. 2006: S135.]

Penicillium sp. dapat memiliki konidia berbentuk bulat, lonjong, atau
silindris, konidiofor bertipe tunggal (mononemateous) atau berikatan
(synnematous). Konidiofor menunjang fialid yang berbentuk silindris dan di
beberapa konidiofor dapat terjadi percabangan untuk membentuk metula.
Percabangan konidiofor dapat terlihat dengan satu percabangan, dua percabangan,
dan lebih dari tiga percabangan (Gambar 2.5.(3)) (Samson dkk. 1984: 98).
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(b} Penicillium verruculosum (subgenus Biverticillium) (c) Penicillium citrinum (subgenus Furcatum), possibly ‘ene of the most commen

FBEY Conidiephores of the four anamerphic subgenera of Penicillium. (a) Penicillium spinulosum (subgenus Aspergilioides).

eukaryotic life forms on earth’ (Pitt, 1979). (d) fenicillium expansum (subgenus Penicillium).

Gambar 2.5.(3). Morfologi Penicilliumsp.
[Sumber: Webster & Weber 2007: 311.]

2.6. Kapang Penyebab Kerusakan pada Silase

Pertumbuhan kapang dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan antara
lain kelembapan, suhu, keasaman substrat, dan kehadiran nutrien-nutrien yang
diperlukan. Kapang dapat bersifat merugikan bagi kesehatan karena dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang bersifat toksik atau dikenal
sebagai mikotoksin, sedangkan gejala keracunannya dikenal sebagai
mikotoksikosis. Mikotoksin tersebut bersifat karsinogenik atau berpotensi kanker
setelah dilakukan pengujian pada hewan percobaan (Gandjar dkk. 2006: 99--103).

Kapang dapat berasosiasi dengan berbagai macam tumbuh-tumbuhan
yang umum digunakan sebagai bahan baku silase. Selain itu juga, kapang banyak
ditemukan di tanah, udara, dan air yang dapat mengontaminasi saat proses
pembuatan silase. Tingginya jumlah kapang menyebabkan banyaknya spora
kapang yang ikut dalam proses pembuatan silase, sehingga silase akan
terkontaminasi oleh kapang (Rai & Varma 2010: 51). Keberadaan kapang sangat
tidak diinginkan, karena kapang menghasilkan mikotoksin seperti aflatoksin,
patulin, dan zearalenone yang berbahaya bagi hewan dan manusia (McDonald
dkk. 1991: 129).
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Menurunnya kesehatan hewan ternak yang disebabkan oleh kapang
umumnya belum banyak diketahui. Tingkat kerusakan yang dilakukan oleh
kapang tergantung pada jenis-jenis mikotoksin yang dihasilkan. Driehuis dan
Elferink pada tahun 2000 menyatakan bahwa pemberian pakan yang mengandung
mikotoksin dapat menyebabkan gangguan pencernaan, kemandulan, serta
kerusakan hati dan ginjal pada hewan (lihat McDonell & Kung 2006: 3).

Adams (2007:1) melaporkan bahwa silase yang terkontaminasi kapang
dapat menurunkan produksi susu pada sapi. Hal tersebut disebabkan nutrien yang
ada pada silase telah digunakan oleh kapang, sehingga nutrien yang diserap oleh
sapi lebih sedikit. Selain itu, Berger pada tahun 2005 melaporkan bahwa biaya
produksi silase yang terkontaminasi mikotoksin pada industri susu VVermont
merugi antara 4,5 sampai 9 juta dollar per tahun (lihat McDonell & Kung 2006: 3-
-4).

Guyot dkk. (2002: 1) melaporkan bahwa kapang yang mengontaminasi
silase dapat mencapai 1,6 juta CFU/g silase. Kapang-kapang tersebut umumnya
merusak kualitas silase. Kapang yang umum tumbuh pada silase yaitu Arthrinium
phaesperum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Byssochlamys sp.,
Cladosporium herbarum, Fusarium sp., Geotrichum candidum, Mucor
ramannianus, Mucor pusilius, Mucor miehei, Monilia sp., Monascus sp.,
Paecilomyces sp., Penicilliumsp., Petriellidium boydii, Sordaria sp.,
Scopulariopsis sp., Trichoderma sp. (McDonald dkk. 1991: 130 dan Biro dkk.
2009: 229).

Spesies Aspergillus telah dikenal sebagai kapang kontaminan yang umum
menyerang pakan ternak seperti Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Aspergillus clavatus, Aspergillus
terreus, Aspergillus ochraceous, dan Aspergillus ustus. Menurut Ghiasian dan
Maghsood (2011: 517), jumlah spesies-spesies Aspergillus tersebut sebesar 37,4%
dari 1542 isolat kapang yang diambil dari pakan ternak dan merupakan spesies
terbanyak yang ditemukan pada pakan ternak. Selain itu, spesies Aspergillus
tersebut juga menghasilkan aflatoksin dan mikotoksin lainnya yang sangat
berbahaya bagi kesehatan ternak dan manusia.
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Asper gillus fumigatus merupakan kapang yang umum ditemukan pada
rumput dan silase dan diketahui menyebabkan mycotic pneumonia, mastitis,
aborsi, dan agen patogenik yang berasosiasi dengan mycotic hemmorhagic bowel
syndrome (HBS) pada ternak sapi (Cole dkk. 1997: 826). Aspergillus fumigatus
menghasilkan beberapa mikotoksin antara lain gliotoksin dan termogens yang
bersifat toksik pada hewan ternak. Gejala hewan ternak yang mengonsumsi silase
yang mengandung mikotoksin tersebut berupa kekurangan protein, kekurangan
nutrisi, diare, iritasi, tingkah laku yang tidak normal, bahkan kematian.

Gliotoksin merupakan penekan sistem imun yang ditemukan pada hewan dan
dapat mempengaruhi fermentasi rumen serta menurunkan kecepatan pencernaan
(Bauer dkk. 1989: 45). Valentina dkk. (2003: 133) juga melaporkan bahwa A.
fumigatus dapat menghasilkan fumitremogens B dan C, fumigaclavines B dan C.

Genus Penicillium merupakan kapang yang paling dominan yang ada pada
suatu sampel silase. Penicillium merupakan kapang dengan jumlah paling banyak
yang ada pada silase dibandingkan dengan kapang lainnya (Auerbach dkk. 1998:
565). Penicilliumjuga toleran terhadap pH rendah sehingga tahan terhadap
keadaan asam (Lavermicocca dkk. 2000: 4327).

Salah satu kapang yang umum terdapat pada silase adalah Penicillium
roqueforti yang dapat menghasilkan metabolit sekunder seperti roquefortine C,
isofumiclavines A dan B, PR toksin, macrofortines, dan mycophenolic acid.
Roquefortine C dan mycophenolic acid sering kali ditemukan pada silase
(Schneweis dkk. 2000: 3639). Magnusson dkk. (2003: 130) menyatakan bahwa
Penicillium commune dan Penicillium roqueforti merupakan jenis-jenis

Penicilliumyang dapat merusak pakan.

2.7. Senyawa Bioaktif dari Bakteri Asam L aktat

Senyawa bioaktif merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan
mikroorganisme dan merupakan senyawa yang tidak dibutuhkan untuk
pertumbuhan. Produksi metabolit sekunder dapat berperan sebagai antimikroba
(Carlile dkk. 2001 :303). Bakteri asam laktat telah diteliti mampu menghasilkan

antimikroba lebih dari 80 tahun yang lalu. Bakteri asam laktat digunakan dalam
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fermentasi untuk memelihara kualitas nutrisi berbagai macam makanan. Efek
antimikroba yang digunakan BAL adalah asam laktat dan penurunan pH (Ammor
dkk. 2006: 454-456). De Vyust dan Vandamme pada tahun 1994 melaporkan
bahwa BAL telah lama diketahui dapat menghasilkan asam organik, seperti asam
asetat, asam laktat, dan asam organik lainnya (lihat Muynck dkk. 2004: 344).
Asam organik dapat berpenetrasi melalui dinding sel mikroorganisme dalam
keadaan nilai pH di bawah pKa masing-masing asam organik tersebut. Nilai pKa
asam yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat umumnya di bawah 5.0. Nilai pKa
dari asam laktat, asetat, 3-phenillactic acid, dan caproic acid adalah 3,8, 4,7, 3,5,
dan 4,9 sehingga asam organik berperan dalam aktivitas antifungi yang dihasilkan
(Muynck dkk. 2004: 345).

Senyawa lainnya yang ditemukan pada BAL adalah diacetyl. Diacetyl
diidentifikasi oleh VVan Niel sebagai komponen aroma dan rasa butter. Pada tahun
1927, Lemoigne melaporkan bahwa diacetyl dapat menjadi agen antimikroba
yang dapat melawan Bacillus. Diacetyl dihasilkan dari genus Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, dan Streptococcus. Jumlah diacetyl akan meningkat
jika asam sitrat dimetabolisme. Asam sitrat diubah melalui piruvat menjadi
diacetyl (Caplice 1999: 138).

Senyawa antifungi yang umum ditemukan pada L. plantarumadalah 3-
phenillactic acid. Menurut Li dkk. pada tahun 2007, 3-phenyllactic acid
merupakan hasil metabolisme phenylalanine pada BAL. Phenylalanine
ditransaminasi menjadi phenylpyruvic acid (PPA), lalu PPA akan direduksi
menjadi 3-phenyllactic acid (lihat Mu dkk. 2009: 5226). Broberg dkk. (2007:
5549) melaporkan bahwa Penicillium anomala dan Penicillium roqueforti mampu
dihambat oleh L. plantarum strain MiLAB393 dan MiLAB14 karena
menghasilkan senyawa antifungi berupa 3-phenyllactic acid. 3-phenyllactic acid
merupakan asam organik yang dihasilkan oleh beberapa strain BAL dan dikenal
sebagai agen antimikroba dengan aktivitas spektrum yang luas melawan bakteri
dan fungi yang bersifat patogen (Lavermicocca dkk. 2000: 4088 dan Magnusson
& Schniirer 2001: 4).
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2.8. Senyawa Antifungi dari Bakteri Asam L aktat

Agen antifungi merupakan agen yang mampu menghambat biodeteriorasi
dan mencegah terjadinya penyakit yang disebabkan oleh fungi. Antifungi
dihasilkan dari fermentasi mikroorganisme (Carlile dkk. 2001: 175). Odds dkk.
pada tahun 2003 menyatakan mekanisme kerja penghambatan antifungi terbagi
menjadi empat cara, yaitu menghambat sintesis dinding sel, mengganggu fungsi
membran, menghambat sintesis protein, dan menghambat pembelahan sel.
Penghambatan sintesis B-glukan dan sintetase kitin merupakan mekanisme utama
suatu senyawa dalam menyerang dinding sel kapang. Senyawa antimikroba juga
dapat mengganggu membran sel dalam beberapa cara yaitu dengan mengikat
sterol sehingga fungsi membran terganggu atau dengan menghambat biosintesis
sterol. Penghambatan juga dapat terjadi pada sintesis protein, seperti blasticidin
yang dapat menghambat sintesis protein dengan mengikat ribosom. Blasticidin
merupakan antibiotik yang dihasilkan oleh Streptomyces griseochromogenes yang
berpotensi dalam menghambat sel prokariot dan eukariot. Cara lainnya yaitu
penghambatan pada saat pembelahan sel dengan mengganggu kumpulan
mikrotubuli selama pembelahan sel (lihat Storm 2005: 13).

Nistatin adalah antifungi yang berasal dari famili polyene, yang telah
ditemukan sejak tahun 1950. Polyene merupakan famili obat tertua yang
digunakan sebagai obat antifungi. Polyene menyerang membran sel fungi dengan
cara berasosiasi dengan ergosterol (Gambar 2.6.1.(1)). Nistatin juga merupakan
grup polyene yang paling banyak digunakan selain amphotericin B. Nistatin
berasal dari Streptomyces noursei. Nistatin mempunyai aktivitas fungisidal atau
fungistatika terhadap berbagai jenis fungi (Semis dkk. 2009: 334).
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Gambar 2.8.(1). Mekanisme terjadinya kebocoran membran fungi oleh
amphotericin B

[Sumber: Lewis 2010: 2.]

Storm dkk. (2002: 4322) telah mengisolasi L. plantarum dari silase yang
memiliki sifat antifungi. Substansi antifungi yang telah diproduksi dari L.
plantarum MiLAB 393 tersebut telah diisolasi serta strukturnya telah ditentukan.
Substansi tersebut telah diidentifikasi sebagai 3-phenyllactic acid dengan rasio 9/1
dari isomer L dan D, dua cyclic dipeptides cyclo (L-Phe-L-Pro) dan cyclo (L-
Phe-trans-4-OH-L-Pro).

Niku-Paavola dkk. pada tahun 1999 melaporkan bahwa L. plantarum dapat
menghasilkan substansi molekul berukuran kecil seperti benzoic acid,
methyl hydantoin, meval onolactone, and cyclo-(Glycyl—_-Leucyl) yang aktif
melawan Fusarium avenacum dan bakteri Gram negatif seperti Pantoea
agglomerans (lihat Magnusson & Schnirer 2001: 1). Lavermicocca dkk. (2000:
4085) juga telah mengisolasi senyawa antifungi dari L. plantarum, yaitu
phenyllactic acid and 4-hydroxy phenyllactic acid. Spesies lainnya seperti L.
pentosus mampu menghasilkan senyawa fungistatik seperti bakteriosin yaitu
pentocin TV35b yang telah diisolasi oleh Okkers dkk. pada tahun 1999 (lihat
Storm dkk. 2002: 4322). Magnusson dan Schnirer (2001: 1) juga memproduksi
senyawa antifungi proteinaseus yang didapat dari Lactobacillus coryniformis

strain Si3.
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2.9. Pengendapan Senyawa Bioaktif (Protein) dengan Amonium Sulfat

Pengendapan protein dilakukan dengan tujuan memisahkan protein dari
monosakarida, oligosakarida, nukleotida, asam amino bebas, dan protein lainnya
yang masih tertinggal di dalam larutan. Proses pengendapan dilakukan dengan
melibatkan pH dan konsentrasi senyawa organik atau konsentrasi garam dari
medium. Garam yang sering digunakan untuk meningkatkan efektifitas
pemisahan dan presipitasi protein adalah amonium sulfat (Rosenberg 1996: 125).

Proses presipitasi menggunakan amonium sulfat dapat dikelompokkan
menjadi dua bagian yaitu salting-in dan salting-out. Metode salting-in dilakukan
dengan menambahkan garam yang tidak jenuh atau pada konsentrasi rendah
sehingga protein menjadi bermuatan dan larut dalam larutan garam. Kelarutan
protein akan terus meningkat sejalan dengan peningkatan konsentrasi garam.
Apabila konsentrasi garam terus meningkat, maka kelarutan protein akan turun
sehingga konsentrasi garam akan lebih tinggi dan protein akan mengendap.
Proses penambahan garam amonium sulfat jenuh dinamakan salting-ouit.
Pengendapan pada metode salting-out terjadi karena proses persaingan antara
garam dan protein dalam mengikat air. Kelompok ion pada permukaan protein
akan menarik banyak molekul air dan berikatan dengan sangat kuat. Amonium
sulfat yang ditambahkan ke dalam larutan protein akan menyebabkan tertariknya
molekul air oleh ion garam. Hal tersebut disebabkan ion garam memiliki densitas
muatan yang lebih besar dibandingkan dengan protein (Englard & Seifter 1990:
291--292).

Proses penambahan garam amonium sulfat jenuh bertujuan untuk menarik
molekul air yang berikatan dengan protein sehingga protein akan saling
berinteraksi, beragregasi, kemudian mengendap. Larutnya molekul air pada
garam disebabkan ion garam memiliki densitas muatan yang lebih besar
dibandingkan dengan protein (Englard & Seifter 1990: 291--292). Selain itu,
amonium sulfat juga diketahui sebagai garam yang dapat menstabilkan struktur
protein. Proses penambahan amonium sulfat dilakukan sedikit demi sedikit dan
di-stirrer perlahan pada suhu rendah, agar tidak terjadi denaturasi pada protein
(Hedammar dkk. 2005: 11).
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Pengendapan protein dengan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 0 %,
20%, 40%, dan 60% telah dilakukan oleh Atta dkk. (2009: 117) dari supernatan
Lactobacillus plantarum NRRLB-227 untuk mendapatkan antibiotik berupa
peptida. Selain itu, Vamanu dkk. (2010: 502) melakukan pengendapan pada
supernatan Lactobacillus paracasei strain YR dengan amonium sulfat pada
tingkat kejenuhan 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, dan 60%. Ekstrak supernatan dari
endapan tersebut mampu melawan beberapa jenis bakteri. Hasil yang didapat
yaitu ekstrak supernatan pada kejenuhan 60% menunjukkan diameter zona
hambat tertinggi terhadap Escherichia coli, Bacillus cereus, dan Listeria innocua

dibandingkan dengan konsentrasi lainnya.
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Lokas dan Waktu Pendlitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Industri, Pusat
Penelitian Bioteknologi, LIPI. Penelitian berlangsung selama satu tahun,
terhitung sejak Maret 2011 hingga Maret 2012.

3.2. Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian, antara lain gunting, jarum ose,
botol alkohol, pembakar spirtus, spatel Drygalski, inkubator, hot plate,
microwave, autoklaf [armstrong], laminar air flow [Esco], vorteks [Whirhlmixer],
corning tube, microtube [Eppendorf ], mikropipet 100-1000 pl [Thermo
labsystem], yellow tips dan blue tips [Fisher], sentrifugasi [Eppendorf], shaker
incubator, lemari pendingin [Sharp], timbangan digital [AND EK-200i], pH meter
[Microprocesor pH meter], bejana gelas 50 ml [Iwaki Pyrex], erlenmeyer 300 ml
[Iwaki Pyrex], tabung ukur 100 ml [Iwaki Pyrex], kamera [Sony], laptop
[Compaq], marker pen, rak tabung, pipet pasteur, batang pengaduk, dan magnetic

stirrer.

3.2.1. Bahan

3.2.1.1. Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan adalah bakteri asam laktat (BAL) dan
kapang uji. Bakteri asam laktat yang digunakan adalah L. plantarum DSK3, L.
plantarum 1A2, L. plantarum 1BL2, L. plantarum TSD10, L. plantarum DR162,
dan L. plantarum DP142. Kapang uji yang digunakan adalah Aspergillussp., A.

fumigatus, Penicilliumsp.(1), Penicilliumsp.(2), jamur merah, jamur putih.
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Bakteri asam laktat dan kapang uji berasal dari koleksi Biotechnology Culture
Collection (BTCC), kecuali A. fumigatus yang diperoleh dari Institut Pertanian
Bogor Culture Collection (IPBCC).

3.2.1.2. Medium

Man Rogosa Sharpe Broth (MRS cair) digunakan untuk menumbuhkan
bakteri. Man Rogosa Sharpe Agar (MRS agar) digunakan untuk pengujian
antagonisme dan enumerasi sel bakteri. Potato Dextrose Broth (PDB) digunakan
untuk menumbuhkan kapang. Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan untuk

enumerasi spora kapang.
3.2.1.3. Bahan Kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan antara lain, peptone [Difco], Lab.
lemco powder [Oxoid], yeast extract [Difco], glukosa [Merck], K,HPO,4 [Merck],
sodium asetat [Merck], diamonium sitrat [Merck], MgSO4.7H,0O [Merck],
Mangan [Merck], tween 80 [Merck], CaCO3; [Merck], Potato dextrose agar
[Oxoid], agar [CICA], dan alkohol 70%.
3.2.1.4. Bahan Habis Pakai

Bahan-bahan habis pakai yang digunakan meliputi, cawan petri,

aluminium foil, akuades, tisu, kapas, seal, karet, kertas filter, plastik tahan panas,

dan kertas label.

3.3. Carakerja

Skema cara kerja penelitian terdapat pada Lampiran 1--8.
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3.3.1. Pembuatan medium

3.3.1.1. Man Rogosa Sharpe Broth (MRS cair)

Sebanyak 1 g peptone, 0,8 g Lab. lemco powder, 0,4 g yeast extract; 2 g
glukosa, 0,2 g K,HPOy4, 0,315 g sodium asetat, 0,2 g diamonium sitrat, 0,02 g
MgSQO,.7H,0, 0,005 g mangan, 0,1 ml tween 80 dilarutkan dalam 100 ml
akuades. Pembuatan medium MRS cair dilakukan dengan cara medium
dipanaskan pada hot plate dan diaduk dengan magnetic stirrer sampai larut,
kemudian medium dipipet ke dalam tabung reaksi sebanyak 3 ml. Medium
digunakan untuk stock culture dan working culture. Medium disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121° C dengan tekanan 2 atm selama 15 menit.

3.3.1.2. Man Rogosa Sharpe Agar (MRS agar)

Sebanyak 1 g peptone, 0,8 g Lab. lemco powder, 0,4 g yeast extract; 2 g
glukosa, 0,2 g K;HPQy4, 0,315 g sodium asetat, 0,2 g diamonium sitrat, 0,02 g
MgSO,.7H,0, 0,005 g mangan, 0,1 mL tween 80, 1,8 g agar dilarutkan dalam
100 ml akuades. Medium disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121° C dengan
tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium yang telah steril didiamkan hingga suhu
mencapai £+ 45° C, kemudian medium dituang ke dalam cawan petri steril dan

dibiarkan mengeras.

3.3.1.3. Potato Dextrose Agar (PDA)

Medium PDA dibuat berdasarkan petunjuk kemasan. Sebanyak 2,4 g
PDA dilarutkan dalam 100 ml akuades. Medium disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121° C dengan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium yang telah steril
didiamkan hingga suhu mencapai + 45° C, kemudian medium dituang ke dalam

cawan petri steril dan dibiarkan mengeras.

Universitas Indonesia

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012



24

3.3.2. Pembuatan Sock Culture dan Working Culture

Pembuatan stock culture L. plantarum dengan cara 1 ose L. plantarum
diinokulasi ke dalam 3 ml MRS cair dan pembuatan working culture L. plantarum
dengan cara 0,1 ml L. plantarumdipipet ke dalam 3 ml MRS cair, kemudian
diinkubasi selama 18 jam. Pembuatan stock culture dan working culture kapang
dilakukan dengan cara digores secara zig-zag sebanyak 15 gores pada medium
PDA miring, kemudian diinkubasi pada suhu 30° C selama 4 hari. Stock culture
L. plantarum dan kapang kemudian disimpan dalam lemari es bersuhu 4° C,

sedangkan working culture disimpan dalam suhu 28° C--30° C.

3.3.3. Pengamatan Morfologi L. plantarum secara Makroskopik dan Mikroskopik

Lactobacillus plantarum ditumbuhkan pada medium MRS agar yang
diinkubasi selama 18 jam. Pengamatan makroskopik L. plantarum meliputi
warna, tekstur, permukaan koloni, profil, dan tepi koloni. Pengamatan
mikroskopik dilakukan dengan mengamati pewarnaan Gram, bentuk dan ukuran

sel pada mikroskopik okuler dengan perbesaran 10 x 40.

3.3.4. Pengamatan Morfologi Kapang secara Makroskopik dan Mikroskopik

Pengamatan makroskopik dan mikroskopik kapang berdasarkan Gandjar
dkk. (1999: 4--5). Pengamatan makroskopik kapang antara lain warna
berdasarkan warna Castell-Polychromos No0.9216, tekstur, sporulasi, zonasi, tetes
eksudat (exudate drops), garis-garis radial (radial furrow), zona pertumbuhan
(growing zone), dan sebalik koloni (reverse colony) pada medium PDA yang
diinkubasi selama tujuh hari. Pengamatan mikroskopik dilakukan dengan
mengamati septum pada hifa, fialid, metula, kepala konidia (bentuk, ukuran dan
tipe), vesikel, dan konidia (ukuran, bentuk). Pengamatan dilakukan pada

perbesaran 10 x 40.
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3.3.5. Penghitungan Jumlah Sel L. plantarum dengan Metode Total Plate Count
(TPC)

Penghitungan jumlah sel L. plantarum menggunakan metode Total Plate
Count (TPC) berdasarkan Madigan dkk. (2002: 146--147). Sebanyak 0,1 ml
biakan BAL dari working culture dipipet ke dalam 3 ml medium MRS cair, lalu
diinkubasi pada suhu 30° C selama 24 jam. Biakan disentrifugasi dengan
kecapatan 5000 rpm selama 10 menit, kemudian diambil peletnya. Pelet
ditambahkan akuades steril sebanyak 100 pl sampai menjadi suspensi sel.
Sebanyak 30 pl suspensi sel diambil dan diencerkan dengan akuades steril hingga
tingkat pengenceran 107, 10®, 10°. Sel L. plantarum dari masing-masing
pengenceran diambil 0,1 ml, kemudian disebar dengan spatel drygalski ke dalam
cawan petri yang berisi medium MRS agar. Penanaman sel L. plantarum
dilakukan secara duplo untuk setiap pengenceran. Sel L. plantarum diinkubasi
selama dua hari. Penghitungan hasil TPC berdasarkan Gandjar dkk. (1992:40):

Rerata jumlah koloni pada cawan petri
CFU/ml =

Tingkat pengenceran x Volume inokulum

3.3.6. Penghitungan Jumlah Spora Kapang dengan Metode Total Plate Count
(TPC)

Penghitungan jumlah spora kapang menggunakan metode Total Plate
Count (TPC) berdasarkan Madigan dkk. (2002: 146--147). Biakan kapang dari
working culture digores secara zig-zag pada medium PDA miring, lalu diinkubasi
pada suhu 30° C selama 4 hari. Biakan ditambahkan 5 ml akuades steril lalu
dikerik sampai menjadi suspensi spora dan diencerkan sebanyak 20x pengenceran
dengan akuades steril untuk A. fumigatus, Penicilliumsp.(1), dan jamur merah,
sebanyak 30x pengenceran untuk Aspergillus sp. dan Penicilliumsp.(2), serta
jamur putih yang tidak diencerkan. Hasil pengenceran suspensi spora tersebut
diencerkan kembali hingga tingkat pengenceran 103, 10, 10”. Spora kapang
dari masing-masing pengenceran diambil 0,1 ml, kemudian disebar dengan spatel
drygalski ke dalam cawan petri yang berisi medium PDA. Penanaman spora

Universitas Indonesia

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012



26

kapang dilakukan secara duplo untuk setiap pengenceran. Sel kapang diinkubasi
selama empat hari. Penghitungan hasil TPC berdasarkan Gandjar dkk. (1992:40):

Rerata jumlah koloni pada cawan petri
CFU/ml =

Tingkat pengenceran x Volume inokulum

3.3.7. Pengujian Kemampuan Antifungi L. plantarum terhadap Kapang Uji

Pengujian kemampuan antifungi dilakukan dengan metode double layer
agar well diffusion berdasarkan Queiroz dkk. (2009: 21). Kontrol positif yang
digunakan adalah nystatin dengan konsentrasi 1000 ppm (b/v), sedangkan kontrol
negatif yang digunakan adalah akuades steril. Preparasi pengujian kemampuan
antifungi dilakukan dengan menuang MRS agar pada cawan petri, kemudian
dibiarkan hingga mengeras. MRS agar tersebut berfungsi sebagai lapisan bawah.
Selanjutnya, sebanyak 0,1 ml suspensi spora kapang dipipet ke dalam 10 ml
medium MRS agar bersuhu + 45° C yang berfungsi sebagai lapisan atas. Medium
MRS yang telah berisi spora kapang dikocok perlahan, kemudian dituang kedalam
cawan petri yang telah berisi medium MRS agar lapisan bawah. Setelah agar
mengeras, sumur dibuat pada lapisan atas agar dengan diameter 6 mm
menggunakan sedotan steril.

Sebanyak 30 pl suspensi sel L. plantarum dimasukkan ke dalam sumur.
Medium pengujian diamati selama 2 hari untuk melihat kemampuan BAL dalam
menghambat pertumbuhan kapang. Pengujian kemampuan antifungi tersebut
dinyatakan positif apabila disekitar koloni L. plantarum terdapat zona hambat
(daerah yang tidak ditumbuhi oleh kapang). Diameter zona hambat diukur dengan
jangka sorong, lalu dihitung rata-rata dan standar deviasi dari dua pengulangan
yang dilakukan. Estimasi konsentrasi L. plantarum yang disetarakan dengan
konsentrasi antifungi nystatin berdasarkan perbandingan zona hambat dihitung
dengan rumus:

Diameter L. plantarum rata-rata Diameter nystatin rata-rata

Konsentrasi L. plantarum Konsentrasi nystatin
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3.3.8. Produksi dan Pengendapan Ekstrak Supernatan L. plantarum

Lactobacillus plantarum diinokulasi sebanyak 2 ose ke dalam 5 ml MRS
cair, lalu diinkubasi selama 18 jam pada suhu 30° C. Kemudian 5 ml BAL
dituang ke dalam 100 ml MRS cair dan diinkubasi kembali selamal8 jam pada
suhu 30° C. Kultur BAL disentrifugasi pada kecepatan 7000 rpm selama 10 menit
pada suhu 4° C untuk memisahkan sel dan supernatan.

Sebanyak 100 ml supernatan dipekatkan dengan amonium sulfat pada
tingkat kejenuhan 60%. Supernatan ditambahkan dengan amonium sulfat sedikit
demi sedikit sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer pada kondisi dingin.
Ekstrak supernatan disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit
pada suhu 4° C untuk memisahkan endapan dengan supernatan. Endapan yang
didapat disuspensikan dalam 500 ul buffer fosfat 50 mM, pH 7 (Rosenberg 1996:
124).

3.3.9. Pengujian Kemampuan antifungi Ekstrak Supernatan L. plantarum

Pengujian kemampuan antifungi ekstrak supernatan L. plantarum
dilakukan dengan menggunakan paper disc assay berdasarkan Coolborn (2009:
569) terhadap empat kapang uji, yaitu A. fumigatus, Aspergillussp., Penicillium
sp.(1) dan Penicilliumsp.(2). Kontrol positif yang digunakan adalah nystatin
dengan konsentrasi 1000 ppm (b/v), sedangkan kontrol negatif yang digunakan
adalah amonium sulfat dalam buffer. Preparasi pengujian kemampuan antifungi
dilakukan dengan menuang MRS agar pada cawan petri, kemudian dibiarkan
hingga mengeras. MRS agar tersebut berfungsi sebagai lapisan bawah.
Selanjutnya, sebanyak 0,1 ml suspensi spora kapang dipipet ke dalam 10 ml
medium MRS agar bersuhu £ 45° C yang berfungsi sebagai lapisan atas. Medium
MRS yang telah berisi spora kapang dikocok perlahan, kemudian dituang kedalam
cawan petri yang telah berisi medium MRS agar lapisan bawah. Sebanyak 10 pl
ekstrak supernatan L. plantarum dipipet ke dalam kertas cakram yang berdiameter
5 mm, kemudian medium pengujian diinkubasi selama 18 jam untuk melihat

kemampuan ekstrak supernatan L. plantarum dalam menghambat pertumbuhan
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kapang. Diameter zona hambat diukur dengan jangka sorong, lalu dihitung rata-
rata dan standar deviasi dari dua pengulangan yang dilakukan. Estimasi
konsentrasi L. plantarum yang disetarakan dengan konsentrasi antifungi nystatin
berdasarkan perbandingan zona hambat dihitung dengan rumus:

Diameter L. plantarum rata-rata Diameter nystatin rata-rata

Konsentrasi L. plantarum Konsentrasi nystatin

3.3.10. Pengolahan dan Analisis Data

Data hasil penelitian yang diperoleh berupa data kualitatif dan data
kuantitatif yang disusun dalam bentuk Tabel dan Gambar dan dianalisis secara
deskriptif. Data kualitatif meliputi data hasil pengamatan morfologi secara
makroskopik dan mikroskopik L. plantarum dan kapang, dan hasil pengendapan
ekstrak supernatan. Data kuantitatif meliputi data hasil TPC sel L. plantarum dan
spora kapang, hasil perhitungan rata-rata diameter zona hambat kemampuan
antifungi L. plantarumdengan double layer agar well assay, hasil perhitungan
rata-rata diameter zona hambat kemampuan antifungi ekstrak supernatan L.

plantarum dengan paper disc assay.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengamatan Morfologi L. plantarum

Pengamatan morfologi secara makroskopik dan mikroskopik dilakukan
pada Lactobacillus plantarum strain DSK3, 1A2, DR162, DP142, TSD10, dan
1BL2 yang ditumbuhkan pada medium MRS agar, suhu 30° C selama 48 jam.
Strain-strain L. plantarum merupakan koleksi BTCC yang diisolasi dari sampel
yang berbeda. Lactobacillus plantarum DSK3, DR162 dan DP142 diisolasi dari
dadih di Sulawesi, Riau, dan Pekanbaru, L. plantarum 1A2 diisolasi dari tapai, L.
plantarum TSD10 diisolasi dari kotoran sapi, dan L. plantarum 1BL2 diisolasi
dari strawberi.

Berdasarkan hasil pengamatan karakter morfologi secara makroskopik,
koloni semua strain L. plantarum berwarna putih susu. Tekstur koloni seperti
mentega (butyrous). Permukaan koloni mengilap. Profil koloni menggunung.
Tepi koloni lurus. Hasil pengamatan makroskopik L. plantarum dapat dilihat
pada Tabel 4.1.(1) dan Gambar 4.1.(1). Menurut Madigan dkk. (2012: 519), BAL
tidak memiliki porphyrin dan cytochrome yang dapat berfungsi sebagai pigmen.

Hasil pewarnaan Gram pada L. plantarum berwarna ungu yang artinya
bereaksi positif terhadap pewarnaan. Bakteri Gram positif dan negatif akan
memberikan reaksi penampakan yang berbeda terhadap cat dalam pengecatan
Gram. Kiristal violet-iodium kompleks akan terikat kuat dalam sel bakteri Gram
positif yang memiliki peptidoglikan dalam jumlah besar pada dinding selnya.
Kompleks tersebut tidak hilang walau telah dicuci dengan alkohol dan
menyebabkan sel tetap berwarna ungu karena cat penutup (safranin) tidak dapat
mengubah warna sel menjadi merah. Bakteri Gram negatif memiliki lapisan lipid
yang lebih tebal pada dinding selnya. Pori-pori dinding sel Gram negatif akan
mengembang bila sel dibasahi dengan alkohol dan kristal violet-iodium kompleks
akan terlarut keluar sel sehingga sel tidak berwarna. Hal tersebut menyebabkan
sel akan berwarna merah saat ditambahkan cat penutup (safranin) di akhir
pengecatan (Sutedjo dkk. 1991: 310).
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Strain-strain L. plantarum yang digunakan dalam penelitian berbentuk
batang serta ukuran panjang dan lebar sel L. plantarum berbeda-beda. Ukuran sel
L. plantarum strain DSK3 yaitu (2--6)x(1,2--1,5) um, strain 1A2 (2--5,5)x(1,2--
1,5) um, strain DR162 sebesar (1,5--5)x(1--2) um, strain DP142 sebesar (2--
5)x(1--2) pum, strain TSD10 sebesar (1,5--5,5)x(1,2--1,5) um, strain 1BL2 sebesar
(1,5--5)x(1--1,5) um. Berdasarkan Vos dkk. (2009: 506) dalam Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology, ukuran sel L. plantarum berkisar (3--8)x(0,9--1,2)um.
Menurut Madigan dkk. (2012: 520), Lactobacillus memiliki bentuk batang,
panjang bervariasi dari panjang tipis sampai pendek dan bentuk batang yang
membengkok. Selain itu, sel batang pada Lactobacillus umumnya membentuk
rantai. Hasil pengamatan mikroskopik L. plantarum dapat dilihat pada Tabel
4.1.(1) dan Gambar 4.1.(2).

a. L. plantarumDSK3  d. L. plantarumDR162 e. L. plantarum TSD10
b. L. plantarum 1A2 e. L. plantarumDP142 f. L. plantarum 1BL2

Gambar 4.1.(1). Hasil pengamatan morfologi L. plantarum secara makroskopik,

medium MRS agar, inkubasi 2 hari, suhu 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Tabel 4.1.(1). Hasil pengamatan morfologi L. plantarum strain DSK3, 1A2, DR162, DP142, TSD10, dan 1BL2 secara mikroskopik dan
makroskopik berumur 18 jam, pada medium MRS agar, suhu 30° C

Karakter Morfologi

L. plantarum (strain)

DSK3 1A2 DR162 DP142 TSD10 1BL2

Mikroskopik

a.  Bentuk sel Batang Batang Batang Batang Batang Batang

b.  Ukuran sel (2--6)x(1,2--  (2--5,5)x(1,2-- (1,5--5)x(1-- (2--5)x(1-- (1,5--5,5)x(1,2-  (1,5--5)x(1--1,5)um
1,5)um 1,5)um 2)um 2)m -1,5)um

c. Gram Positif Positif Positif Positif Positif Positif

Makroskopik

a.  Warna koloni Putih susu Putih susu Putih susu Putih susu Putih susu Putih susu

b.  Permukaan Mengilap Mengilap Mengilap Mengilap Mengilap Mengilap

c.  Tekstur Mentega Mentega Mentega Mentega Mentega Mentega (butyrous)
(butyrous) (butyrous) (butyrous) (butyrous) (butyrous)

d.  Tepi koloni Lurus Lurus Lurus Lurus Lurus Lurus

e.  Profil koloni Menggunung Menggunung Menggunung Menggunung Menggunung Menggunung

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012
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a. L. plantarum DSK3 d. L. plantarum DP142
b. L. plantarum 1A2 e. L. plantarum TSD10
c. L. plantarumDR162 f. L. plantarum 1BL2

— = Menunjukkan sel L. plantarum

Gambar 4.1.(2). Hasil pengamatan morfologi L. plantarum secara mikroskopik
perbesaran 1000x, medium MRS agar, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.2. Pengamatan Morfologi Kapang

Kapang yang digunakan dalam penelitian adalah A. fumigatus, Aspergillus
sp., Penicilliumsp.(1), Penicilliumsp.(2), jamur merah, dan jamur putih.
Kapang-kapang tersebut merupakan koleksi BTCC yang diisolasi dari silase,
kecuali A. fumigatus yang berasal dari IPBCC. Pengamatan makroskopik dan
mikroskopik kapang dilakukan pada medium PDA selama 7 hari pada suhu 30° C.
Elshanwany dkk. (2005: 281) mengisolasi 43 spesies kapang yang terdiri dari 17
genus dari 40 sampel silase. Kapang yang umum ditemukan adalah genus
Aspergillus dan Penicilliumyang diikuti Fusarium dan Gibberella.
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Tabel 4.2.(1). Hasil pengamatan morfologi A. fumigatus, Aspergillussp., Penicilliumsp.(1), Penicilliumsp.(2), jamur merah, dan jamur
putih secara mikroskopik dan makroskopik berumur 7 hari, pada medium PDA, suhu 30° C

Karakter Morfologi Kapang
A.fumigatus Aspergillussp. Penicilliumsp.(1)  Penicilliumsp.(2) Jamur merah  Jamur putih
Mikroskopik
a.  Bentuk kepala konidia ~ Kolumnar - - - - -
b.  Tipe kepala konidia
b.  Ukuran kepala konidia ~ (36--60)x(44--  (96-- - - - -
68) um 168)x(100--
180) um
c.  Ukuran fialid - - 22--26 pm 20--28 um - -
d.  Tipe percabangan - - Biverticillate Terverticillate - -
e.  Bentuk konidia Semibulat Semibulat Semibulat hingga  Semibulat hingga Bulat
hingga bulat hingga bulat bulat bulat i
f.  Diameter konidia 3--6 um 8--12 um 2--6 um 8--12 pm 8--20 pm -
g. Jenis hifa Bersekat Bersekat Bersekat Bersekat Bersekat Tidak
bersekat
h.  Diameter hifa 12--32 ym 16--32 um 8--18 um 4--10 pum 12--18 um 2--12 ym
Makroskopik
a.  Warnakoloni Hijau cemara  Hitam Cokelat jangat Hijau cemara Hartal emas  Putih
b.  Tekstur koloni Velvety Granular Granular Velvety Wooly Wooly
c.  Sporulasi Ada Ada Ada Ada Ada Tidak ada
d. Zonasi Tidak ada Ada Tidak ada Ada Tidak ada Tidak ada
e. Exudatedrops Tidak ada Tidak ada Tidak ada Ada Ada Ada
f.  Radial furrow Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada
g. Growing zone Ada Ada Ada Ada Ada Ada
h.  Warna sebalik koloni Hialin Hialin Hialin Kuning langsat Hartal Hialin
rentung

Kemampuan antifungsi
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Hasil pengamatan karakter morfologi A. fumigatus secara makroskopik
yaitu, koloni berwarna hijau cemara, sebalik koloni tidak berwarna, koloni
bertekstur beludru (velvety), terdapat growing zone, serta tidak terdapat radial
furrow, zonasi, dan exudate drops. Pengamatan morfologi A. fumigatus secara
mikroskopik memperlihatkan konidia berupa sel tunggal, berbentuk semibulat
hingga bulat (3--6 um), fialid melekat pada vesikel. Kepala konidia kolumnar
berukuran (36--60) x (44--68) um dan uniseriate. Hifa bersepta dengan lebar
berkisar 12--32 um. Hasil yang diperoleh sesuai dengan deskripsi kapang A.
fumigatus oleh Samson dkk. (1984: 60) dalam Introduction to Food and Airborne
Fungi. Menurut Samson dkk. (1984: 60), A. fumigatus memiliki warna koloni
hijau, kepala konidia kolumnar, fialid langsung melekat pada vesikel dan konidia
berbentuk semibulat hingga bulat dengan ukuran 2,5--3 um. Hasil pengamatan
morfologi A. fumigatus secara makroskopik dan mikroskopik dapat dilihat pada
Tabel 4.2.(1) serta Gambar 4.2.(1) dan Gambar 4.2.(2).

Gambar 4.2.(1). Hasil pengamatan morfologi A. fumigatus secara

makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Keterangan:

a. Kepala konidia
b. Konidiofor

c. Konidia

d. Fialid

e. Vesikel

Gambar 4.2.(2). Hasil pengamatan morfologi A. fumigatus secara mikroskopik pada
medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Hasil pengamatan karakter morfologi Aspergillus sp. secara makroskopik
yaitu, warna koloni hitam dan bersporulasi, sebalik koloni tidak berwarna, koloni
bertekstur granular (granulose), terdapat zonasi dan growing zone, serta tidak
terdapat radial furrow dan exudate drops. Pengamatan morfologi Aspergillus sp.
secara mikroskopik memperlihatkan konidia berupa sel tunggal dan berbentuk
bulat berdiameter (8--12 um). Kepala konidia berbentuk semibulat hingga bulat,
berukuran (96--168) x (100--180) um. Hifa bersepta dengan lebar berkisar (16--
32) um. Hasil yang diperoleh sesuai dengan deskripsi kapang Aspergillus sp. oleh
Samson dkk. (1984: 52) dalam Introduction to Food and Airborne Fungi.
Menurut Samson dkk. (1984: 52), koloni dapat berwarna kuning, cokelat, atau
hitam. Kepala konidia dapat berbentuk radiate atau kolumnar. Hasil pengamatan
morfologi Aspergillus sp. secara makroskopik dan mikroskopik dapat dilihat pada
Tabel 4.2.(1) serta Gambar 4.2.(3) dan Gambar 4.2.(4).
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Keterangan:
a. Tampak depan b. Tampak belakana

Gambar 4.2.(3). Hasil pengamatan morfologi Aspergillus sp. secara

makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:

a. Kepala konidia
b. Konidia

c. Konidiofor

d. Sekat

Gambar 4.2.(4). Hasil pengamatan morfologi Aspergillus sp. secara

mikroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Hasil pengamatan karakter morfologi Penicillium sp.(1) secara
makroskopik yaitu, warna koloni adalah cokelat jangat dan telah bersporulasi,
sebalik koloni tidak berwarna, koloni bertekstur granular (granulose), terdapat
growing zone, serta tidak terdapat zonasi, radial furrow, dan exudate drops.
Pengamatan morfologi Penicillium sp.(1) secara mikroskopik memperlihatkan
konidia berbentuk bulat dengan ukuran diameter berkisar (2--6) um yang duduk
langsung pada fialid. Panjang fialid berkisar (22--26) um. Sebanyak 3--5 fialid
duduk langsung pada metula. Sebanyak 3--5 metula duduk pada konidiofor
sehingga membentuk percabangan. Tipe percabangan yaitu terverticillate (two-
stage branched). Hifa bersepta dengan lebar berkisar (8--18) um. Hasil yang
diperoleh sesuai dengan deskripsi kapang Penicilliumsp. oleh Samson dkk.
(1984: 98) dalam Introduction to Food-Borne Fungi. Menurut Samson dkk.
(1984: 98), Penicillium sp. memiliki konidia berbentuk bulat, lonjong, atau
silindris, dan memiliki tipe percabangan monoverticillate, biverticillate (one-stage
branched), terverticillate (two-stage branched), dan quarterverticillate (more-
stage branched). Hasil pengamatan morfologi Penicilliumsp.(1) secara
makroskopik dan mikroskopik dapat dilihat pada Tabel 4.2.(1) serta Gambar
4.2.(5) dan Gambar 4.2.(6).

Gambar 4.2.(5). Hasil pengamatan morfologi Penicilliumsp.(1) secara
makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Universitas Indonesia

Kemampuan antifungsi..., Aulia Fauziah, FMIPA Ul, 2012



38

Keterangan:
a. Konidia
b. Fialid
c. Metula
d. konidiofor

Gambar 4.2.(6). Hasil pengamatan morfologi Penicilliumsp.(1) secara
mikroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Hasil pengamatan karakter morfologi Penicillium sp.(2) secara
makroskopik yaitu, warna koloni hijau cemara dan bersporulasi, sebalik koloni
berwarna kuning langsat, koloni bertekstur beludru (velvety), terdapat zonasi,
exudate drops, growing zone, dan tidak terdapat radial furrow. Pengamatan
morfologi Penicillium sp.(2) secara mikroskopik memperlihatkan konidia
berbentuk bulat dengan ukuran diameter berkisar (8--12) um. Fialid memiliki
panjang (20--28) um dan melekat langsung pada metula. Sebanyak 3--5 fialid
duduk langsung pada metula. Sebanyak 3 metula duduk pada konidiofor sehingga
membentuk percabangan. Konidiofor memiliki diameter berkisar (4--10) pum
dengan biverticillate (one-stage branched). Hasil yang diperoleh sesuai dengan
deskripsi kapang Penicilliumsp. oleh Samson dkk. (1984: 98) dalam Introduction
to Food-Borne Fungi. Menurut Samson dkk. (1984: 98), koloni Penicillium sp.
berwarna hijau, konidia berbentuk bulat, lonjong, atau silindris, dan memiliki tipe
percabangan monoverticillate, biverticillate (one-stage branched), terverticillate
(two-stage branched), dan quarterverticillate (more-stage branched). Hasil
pengamatan morfologi Penicillium sp.(2) secara makroskopik dan mikroskopik
dapat dilihat pada Tabel 4.2.(1) serta Gambar 4.2.(7) dan Gambar 4.2.(8).
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Keterangan:
a. Tampak depan b. Tampak belakang

Gambar 4.2.(7). Hasil pengamatan morfologi Penicilliumsp.(2) secara
makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:
a. Konidiofor b. Konidia c. Fialid d. Metula

Gambar 4.2.(8). Hasil pengamatan morfologi Penicilliumsp.(2) secara
mikroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Hasil pengamatan karakter morfologi jamur merah secara makroskopik
yaitu, warna koloni hartal emas dan bersporulasi, sebalik koloni berwarna hartal
renting, koloni bertekstur kapas (wooly), terdapat exudate drops dan growing
zone, namun tidak terdapat zonasi dan radial furrow. Pengamatan morfologi
jamur merah secara mikroskopik memperlihatkan ascomata berbentuk semibulat
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hingga bulat berukuran (72--128) x (80--136) um. Konidia berbentuk bulat
dengan ukuran diameter berkisar (8--20) um. Hifa bersepta dengan lebar berkisar
(12--18) um. Hasil pengamatan morfologi jamur merah secara makroskopik dan
mikroskopik dapat dilihat pada Tabel 4.2.(1) serta Gambar 4.2.(9) dan Gambar
4.2.(10).

Keterangan:
a. Tampak depan b. Tampak belakang

Gambar 4.2.(9). Hasil pengamatan morfologi jamur merah secara

makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:
a. Askomata b. Konidiofor c. Konidia d. Sekat

Gambar 4.2.(10). Hasil pengamatan morfologi jamur merah secara

mikroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Hasil pengamatan karakter morfologi jamur putih secara makroskopik
yaitu, warna koloni adalah putih dan tidak ada sporulasi. Sebalik koloni tidak
berwarna. Koloni bertekstur kapas (wooly), terdapat growing zone dan tidak
terdapat radial furrow, zonasi, dan exudate drops. Pengamatan morfologi jamur
putih secara mikroskopik menunjukkan tidak ditemukan bentuk reproduksi
seksual dan aseksual. Jamur putih hanya terdiri atas miselium berwarna putih.
Hifa tidak bersepta dengan diameter (2--12) um. Hasil pengamatan morfologi
jamur putih secara makroskopik dan mikroskopik dapat dilihat pada Tabel 4.2.(1)
serta Gambar 4.2.(11) dan Gambar 4.2.(12).

Gambar 4.2.(11). Hasil pengamatan morfologi jamur putih secara

makroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Keterangan:
a. Miselium kapang

Gambar 4.2.(12). Hasil pengamatan morfologi jamur putih secara
mikroskopik pada medium PDA, inkubasi 7 hari, 30° C
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.3. Total Plate Count (TPC) L. plantarum dan Kapang

Total Plate Count sel L. plantarum bertujuan untuk mengetahui jumlah sel
yang hidup pada pengujian kemampuan antifungi dengan metode double layer
agar diffusion. Jumlah sel L. plantarum yang diinokulasikan memengaruhi
keberhasilan dalam menghasilkan senyawa antifungi. Hasil perhitungan sel L.
plantarum dengan metode TPC memiliki jumlah (0,8--20,0) x10' CFU/mI (Tabel
4.3.(1)). Jumlah sel L. plantarum tersebut diduga telah mampu menghasilkan
senyawa antifungi. Lavermicocca dkk. (2000: 4085) menggunakan 10° CFU/ml
pada fermentasi L. plantarum untuk menghasilkan senyawa antifungi.

Hasil perhitungan spora kapang dengan metode TPC memiliki jumlah (8 x
10°)--(17,0 x 10°%) CFU/mlI (Tabel 4.3.(1)). Jumlah inokulum tersebut
diperkirakan cukup untuk digunakan dalam pengujian antifungi. Menurut Benson
(2001: 145), salah satu faktor yang memengaruhi efektivitas senyawa antifungi
adalah konsentrasi organisme uji yang diinokulasikan ke dalam medium.
Menurut Magnusson dan Schnurer (2001: 2), jumlah minimal spora kapang yang

digunakan dalam pengujian antagonistik sebesar 10* CFU/m.
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Tabel 4.3.(1). Perbandingan jumlah sel bakteri dan spora kapang menggunakan
metode Total Plate Count (TPC)

Bakteri Jumlah Koloni K apan Jumlah Koloni
(CFU/m) bang (CFU/ml)
L. plantarum (10,0--14,0) x 10"*  A. fumigatus (11,9--15) x 10°
DSK3

L. plantarum  (0,2--20,0) x 10" Aspergillus sp. (3,0--4,5) x 10°
1A2

L. plantarum  (3,0--11,0) x 10**  Penicilliumsp.(1) (2,5--8,7) x 10°
DR162

L. plantarum  (8,0--8,3) x 10* Penicilliumsp.(2) (10,5--17,0) x 10°
DP142

L. plantarum  (3,0--6,2) x 10** Jamur merah (8,3--16,2) x 10°
TSD10

L. plantarum  (0,8--2,7) x 10" Jamur putih (8--9,5) x 10°
1BL2

4.4. Pengujian Kemampuan Antifungi L. plantarum terhadap Kapang Uji

Hasil pengujian dengan metode double layer agar well diffusion
menunjukkan bahwa semua strain L. plantarum memiliki kemampuan antifungi
terhadap kapang A. fumigatus, Aspergillussp., Penicilliumsp.(1), dan Penicillium
sp.(2), namun tidak memiliki kemampuan antifungi terhadap jamur merah dan
jamur putih (Tabel 4.4.(1) dan Gambar 4.4.(1), 4.4.(2), 4.4.(3), 4.4.(4), 4.4.(5),
4.4.(6)). Kemampuan antifungi ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat di
sekitar sumur yang berisi suspensi sel L. plantarum. Zona hambat yang terbentuk
mengindikasikan bahwa L. plantarum menghasilkan senyawa bioaktif yang
berdifusi ke dalam medium agar dan menghambat pertumbuhan kapang uji yang
terkandung di dalamnya. Zona hambat ditunjukkan dengan adanya daerah yang
tidak ditumbuhi oleh kapang.

Zona hambat yang dihasilkan oleh L. plantarum terhadap A. fumigatus,
Aspergillus sp., dan Penicilliumsp.(2) adalah zona hambat total (Gambar 4.4.(2),
4.4.(2), dan 4.4.(4)), sedangkan zona hambat yang dihasilkan terhadap Penicillium
sp.(1) adalah zona hambat parsial (Gambar 4.4.(3)). Berdasarkan Poeloengan
(2009: 65--66), zona hambat total merupakan daerah jernih di sekitar sumur yang

menunjukkan bahwa terdapat senyawa bioaktif yang mampu membunuh
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mikroorganisme uji. Zona hambat parsial merupakan daerah yang menunjukkan
masih terdapat pertumbuhan mikroorganisme uji di sekitar sumur yang
mengandung senyawa bioaktif, namun dalam jumlah lebih sedikit dibandingkan
dengan daerah yang tidak berada di sekitar sumur. Hal tersebut disebabkan
karena senyawa bioaktif yang terdapat di dalam sumur, hanya menghambat
mikroorganisme uji, namun tidak membunuhnya.

Kontrol positif yang digunakan dalam pengujian kemampuan antifungi
adalah nistatin dengan konsentrasi 1000 ppm (b/v). Diameter zona hambat rata-
rata tertinggi yang mampu menghambat A. fumigatus yaitu L. plantarum strain
1BL2 yang memiliki diameter rata-rata sebesar 29,1 £ 0,14 mm. Kemampuan
antifungi L. plantarum strain 1BL2 setara dengan kemampuan antifungi nistatin
dengan konsentrasi 1243,4 ppm (Tabel 4.4.(2)). Diameter zona hambat rata-rata
tertinggi yang mampu menghambat Aspergillus sp. yaitu L. plantarum strain
DSKS3 yang memiliki diameter rata-rata sebesar 28,1 + 0,14 mm. Kemampuan
antifungi L. plantarum DSK3 setara dengan kemampuan antifungi nistatin dengan
konsentrasi 1197,1 ppm. Diameter zona hambat rata-rata tertinggi yang mampu
menghambat Penicilliumsp.(1) yaitu L. plantarum strain 1BL2 yang memiliki
diameter rata-rata sebesar 25,6 £ 1,27 mm. Kemampuan antifungi L. plantarum
1BL 2 setara dengan kemampuan antifungi nistatin dengan konsentrasi 1142,8
ppm. Diameter zona hambat rata-rata tertinggi yang mampu menghambat
Penicillium sp.(2) yaitu L. plantarum strain DSK3 yang memiliki diameter rata-
rata sebesar 31,5 £ 0,28 mm. Kemampuan antifungi L. plantarum DSK3 setara
dengan kemampuan antifungi nistatin dengan konsentrasi 2072,7 ppm.
Berdasarkan data diatas beberapa strain L. plantarum memiliki diameter zona
hambat rata-rata lebih tinggi dibandingkan dengan lainnya. Hal tersebut diduga
bahwa strain yang berbeda dapat menghasilkan senyawa antifungi berbeda pula.
Niku-Paavola pada tahun 1999 mengidentifikasi senyawa antifungi berupa cyclo
(Gly-Leu) dari L. plantarum strain VTT E-78076 sedangkan Lavermicocca dkk.
pada tahun 2000 mengidentifikasi senyawa antifungi berupa 4- hydroxy-
phenyllactic acid dan 3-phenyllactic acid dari L. plantarum strain 21B (lihat
Stérm 2005:10).
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Lactobacillus plantarum strain DSK3, DR162, dan DP142 diisolasi dari
dadih dengan lokasi yang berbeda. Diameter zona hambat rata-rata ketiga strain
L. plantarum tersebut berbeda terhadap A. fumigatus, yaitu L. plantarum strain
DSK3 (24,2 £ 0,28 mm), strain DP142 (24,2 £+ 0,84 mm), dan strain DR162 (21,8
+ 0,28 mm). Hal tersebut diduga bahwa perbedaan habitat menjadi faktor yang
menyebabkan ketiga strain tersebut memiliki kemampuan kemampuan antifungi
berbeda. Magnusson dkk. (2003: 132) melaporkan bahwa L. plantarum strain
MiLAB 014 memiliki zona hambat lebih besar terhadap A. fumigatus
dibandingkan dengan MiLAB 006. Lactobacillus plantarum MiLAB 014 dan
MiLAB 006 diisolasi dari lilac flowers di Swedia, namun dengan lokasi berbeda.

Mekanisme penghambatan yang dilakukan oleh senyawa antifungi yang
dihasilkan belum dapat diketahui, namun dapat diperkirakan mekanisme
penghambatan yang terjadi hampir serupa dengan mekanisme penghambatan oleh
agen antifungi yang dilaporkan mampu menghambat kapang. Menurut
Lavermicocca dkk. (2000: 4088) dan Magnusson dan Schnurer (2001: 4), agen
antifungi yang umum terdapat pada L. plantarum yaitu 3-phenyllactic acid yang
memiliki aktivitas spektrum luas melawan bakteri dan fungi bersifat patogen.
Senyawa antifungi tersebut bekerja menghambat sintesis dinding sel, yaitu
menghambat pembentukan kitin dan B-glukan. Menurut Stérm (2005: 13), kitin
dan B-glukan merupakan komponen dinding sel dari fungi, sehingga apabila
sintesis kitin dan B-glukan terhambat maka fungsi dinding sel akan terganggu, dan
pertumbuhan sel menjadi terhambat. Menurut Hawser dan Islam (1999: 413),
penghambatan pada sintesis diniding sel disebabkan oleh senyawa antifungi yang

bersifat fungisida, atau memiliki kemampuan membunuh pada kapang uji.
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Tabel 4.4.(1). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan double layer agar well diffusion method terhadap kapang uji, inkubasi
48 jam, suhu 30° C

Kapang n- Lactobacillus plantarum (strain)
Diameter zona hambat (mm)
Nistatin Akuades DSK3 1A2 DR162 DP142 TSD10 1BL2
steril
A. fumigatus 1 23,7 - 24,4 30,0 22,0 24,8 27,0 29,0
2 23,2 - 24,0 27,6 21,6 23,6 27,5 29,2
Rata-rata + SD 23,4+0,35 - 24,2 £ 0,28 288+169 218+028 242+084 273+035 29,1+0,14
Aspergillus sp. 1 24,0 - 28,2 23,7 23,3 24,9 24,4 26,8
2 23,0 - 28,0 24,8 249 22,0 25,7 25,8
Rata-rata + SD 23,5+0,70 - 28,1+0,14 242+0,78 241+113 234+205 251+091 26,3+0,70
Penicilliumsp.(1) 1 21,8 - 24,6* 22,0* 22,7* 24,0* 23,4* 24,7*
2 23,0 - 23,9* 21,8* 23,0* 24,5* 22,9* 26,5*
Rata-rata + SD 22,4 +0,84 - 2425+050 219+014 228+0,21 243+035 232+0,35 256+1,27
Penicilliumsp.(2) 1 14,5 - 31,3 31,3 25,5 31,9 28,0 28,9
2 15,8 - 30,0 31,7 25,4 30,0 27,4 28,6
Rata-rata + SD 15,2 +0,91 - 30,65 £ 0.91 31,5028 254+0,70 309+134 27,7+042 288+0,21
Jamur merah 1 27,0 - - - - - - -
2 26,8 - - - - - - -
Rata-rata + SD 26,9+0,14 - - - - - - -
Jamur putih 1 28,0 - - - - - - -
2 28,2 - - - - - - -
Rata-rata + SD 28,1+0,14 - - - - - - -

Keterangan : Diameter sedotan steril 6 mm
n- = Pengulangan ke-
* Zona hambat yang terbentuk adalah zona hambat parsial
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Tabel 4.4.(2). Konsentrasi L. plantarum yang disetarakan dengan konsentrasi antifungi nistatin berdasarkan perbandingan zona hambat

Zona hambat Lactobacillus plantarum (strain)

Kapang Rata-rata + SD
Nistatin DSK3 1A2 DR162 DP142 TSD10 1BL2

A. fumigatus 234+035 24,2+0,28 28,8 +£1,69 21,8+0,28 24,2+ 0,84 27,3+0,35 29,1+£0,14
Konsentrasi 1000 ppm 1034,1 ppm  1230,7 ppm  931,6 ppm 1034,0 ppm  1166,5 ppm  1243,4 ppm
Aspergillus sp. 235+0,70 28,1+0,14 24,2 +0,78 24,1 +1,13 23,4 £ 2,05 25,1+0,91 26,3+ 0,70
Konsentrasi 1000 ppm 1197,1 ppm  1030,9 ppm  1026,7 ppm  996,8 ppm 1096,3 ppm  1120,4 ppm
Penicilliumsp.(1) 224+084 243+050* 21,9+0,14* 228+0,21* 243+0,35* 232+0,35* 256+1,27*
Konsentrasi 1000 ppm 1084,7 ppm  977,6 ppm 1017,8 ppm  1084,8 ppm  1035,6 ppm  1142,8 ppm
Penicilliumsp.(2) 152+091 30,7+£0.91 31,5+0,28 25,4 +£0,70 30,9 + 1,34 27,7 +0,42 28,8 +0,21
Konsentrasi 1000 ppm 2019,7 ppm  2072,7 ppm 16713 ppm  2033,2ppm  1822,7 ppm  1895,0 ppm
Jamur merah 26,9+ 0,14 - - - - - -
Konsentrasi 1000 ppm - - - - - -
Jamur putih 28,1+0,14 - - - - - -
Konsentrasi 1000 ppm - - - - - -

Keterangan : * Zona hambat yang terbentuk adalah zona hambat parsial
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Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarum strain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarumstrain
DR162 dan DP142

d. L. plantarum strain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(1). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap A. fumigatus
pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarumstrain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarumstrain
DR162 dan DP142

d. L. plantarum strain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(2). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap Aspergillus sp.
pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarum strain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarum strain
DR162 dan DP142

d. L. plantarum strain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(3). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap Penicillium
sp.(1) pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarum strain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarum strain
DR162 dan DP142

d. L. plantarum strain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(4). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap Penicillium
sp.(2) pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum terhadap jamur merah
dan jamur putih tidak memperlihatkan adanya zona hambat (Tabel 4.4.(1) dan
Gambar 4.4.(5), 4.4.(6)). Kecepatan pertumbuhan kapang tersebut tidak dapat
dihambat oleh semua strain L. plantarum. Hal tersebut diduga karena kapang
memenangkan kompetisi dalam pengambilan nutrien sehingga pertumbuhan
kapang menutupi permukaan medium. Dugaan lainnya yaitu senyawa bioaktif
tidak dihasilkan oleh semua strain L. plantarum yang diujikan terhadap jamur
merah dan jamur putih.

Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarum strain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarumstrain
DR162 dan DP142

d. L. plantarum strain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(5). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap jamur merah
pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Keterangan:

a. Nistatin (kontrol +)
dan akuades steril
(kontrol -)

b. L. plantarum strain
DSK3 dan 1A2

c. L. plantarumstrain
DR162 dan DP142

d. L. plantarumstrain
TSD10 dan 1BL2

Gambar 4.4.(6). Hasil pengujian kemampuan antifungi L. plantarum dengan
double layer agar well diffusion method terhadap Jamur putih
pada medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.5. Senyawa Bioaktif dari Ekstrak Supernatan L. plantarum

Pengendapan supernatan dilakukan terhadap semua strain L. plantarum
yang menunjukkan kemampuan antifungi dengan metode double layer agar well
diffusion, yaitu L. plantarum DSK3, 1A2, DR162, DP142, TSD10 dan 1BL2.
Supernatan diproduksi dari L. plantarum setelah inkubasi 18 jam karena diduga L.
plantarum telah menghasilkan senyawa antifungi. Menurut Magnusson dan
Schndrer (2001: 4), produksi supernatan L. coryniformis untuk mendapatkan
substansi antifungi dimulai selama fase eksponensial dan mencapai maksimum
pada awal fase stasioner, waktu tersebut berkisar antara 18--24 jam. Menurut
Gandjar dkk. (2006: 39), pada awal fase stasioner senyawa metabolit sekunder
banyak dihasilkan.

Pengendapan supernatan dengan amonium sulfat 60% dilakukan karena

terdapat beberapa penelitian melaporkan bahwa senyawa antifungi dihasilkan oleh
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BAL adalah protein, dengan kejenuhan 60%. Berdasarkan penelitian Vamanu
dkk. (2010: 502), tingkat kejenuhan 60% ditentukan karena antifungi berupa
protein diduga telah diendapkan oleh amonium sulfat pada tingkat kejenuhan
tersebut.

Hasil pengendapan supernatan dengan amonium sulfat berupa endapan
berwarna cokelat. Hasil pengendapan dapat dilihat pada Gambar 4.5.(1).
Menurut Rosenberg (1996: 125), amonium sulfat merupakan garam yang sering
digunakan untuk meningkatkan efektifitas pemisahan dan presipitasi protein.
Menurut SAFC Bioscience (2006: 1), umumnya pada tingkat kejenuhan yang
rendah, protein dan air akan diikat oleh amonium sulfat, sedangkan pada tingkat
kejenuhan yang lebih tinggi amonium sulfat akan mengikat lebih banyak air dan
beragregasi sehingga protein akan terlepas dan mengendap. Hal tersebut
disebabkan karena sifat amonium sulfat yang dapat mengikat molekul air sebagai
bagian dari struktur kristalnya. Stérm dkk. (2002: 4326) melaporkan bahwa L.
plantarum MiLAB 393 memproduksi antifungi berupa protein yaitu cyclic
dipeptides cyclo.

Keterangan:

Nistatin 1000 ppm (+)

Amonium sulfat dalam bufer fosfat kejenuhan 60% (-)
Ekstrak supernatan L. plantarum strain 1A2

Ekstrak supernatan L. plantarum strain DSK3

Ekstrak supernatan L. plantarum strain DP142
Ekstrak supernatan L. plantarum strain DR162
Ekstrak supernatan L. plantarum strain TSD10
Ekstrak sunernatan L. plantarum strain 1BL2

SQ Hh® o0 o

Gambar 4.5.(1). Ekstrak supernatan hasil pengendapan dengan amonium sulfat
yang telah dilarutkan dalam bufer fosfat 50 mM, pH 7

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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4.6. Pengujian Kemampuan antifungi Ekstrak Supernatan L. plantarum
terhadap Kapang

Pengujian kemampuan antifungi ekstrak supernatan L. plantarum
dilakukan dengan paper disc assay terhadap A. fumigatus, Aspergillussp.,
Penicilliumsp.(1) dan Penicilliumsp.(2). Hasil pengujian ekstrak supernatan L.
plantarum terhadap kapang uji menunjukkan bahwa L. plantarum strain DSK3,
1A2, DR162, 1BL2, dan TSD10 menghambat A. fumigatus dan tidak terjadi
penghambatan terhadap Aspergillus sp., Penicilliumsp.(1), Penicilliumsp.(2)
pada semua strain L. plantarum (Tabel 4.6.(1) dan Gambar 4.6.(1)).

Kemampuan antifungi dari pengujian ditunjukkan dengan terbentuknya
zona hambat di sekitar paper disc yang mengandung ekstrak supernatan L.
plantarum. Zona hambat yang terbentuk adalah zona hambat parsial. Zona
hambat tersebut menunjukkan bahwa ekstrak supernatan L. plantarum
mengandung antifungi yang berdifusi ke dalam medium agar dan menghambat
tumbuhnya mikroorganisme uji. Zona hambat parsial menunjukkan masih
terdapat pertumbuhan kapang namun dalam jumlah yang lebih sedikit
dibandingkan daerah yang tidak berada di sekitar paper disc. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa senyawa antifungi yang dihasilkan bersifat fungistatik,
atau tidak memiliki kemampuan membunuh, namun hanya menghambat
pertumbuhan kapang. Okker dkk. pada tahun 1999 melaporkan bahwa
Lactobacillus pentosus mampu menghasilkan senyawa antifungi berupa pentocin
TV35b yang bersifat fungistatik melawan Candida albicans (lihat Storm dkk.
2002: 4322). Menurut Hawser dan Islam (1999: 413), mekanisme penghambatan
yang dilakukan oleh agen fungistatika yaitu dengan menghambat cytochrome
P450 demethylase pada membran sel fungi.
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Tabel 4.6.(1). Hasil pengujian kemampuan antifungi ekstrak supernatan L. plantarum dengan metode paper disc assay terhadap kapang uji,
inkubasi 48 jam, suhu 30° C

Kapang n Kontrol Lactobacillus plantarum (strain)
Positif Negatif Diameter zona hambat (mm)
Nistatin Amonium DSK3 1A2 DR162 DP142 TSD10 1BL2
sulfat
A. fumigatus 1 9,7 - 8,9* 8,0* 7,5* - 8,0* 7,2*
2 10,9 - 8,5* 8,2* 7,7* - 7,3* 7,6*
Rata-rata = SD 10,3+ 0,84 - 8,7+0,28 8,1+£0,14 760,14 - 76+£049 7,4+0,28
Aspergillus sp. 1 15,5 - - - ) 3 - -
2 14,2 - - - = . - -
Rata-rata + SD 12,3+0,91 - - - - L - -
Penicilliumsp.(1) 1 14,2 - - - g E - _
2 13,8 - - - - ¥ - -
Rata-rata + SD 14,8 + 0,28 - - - - = - -
Penicilliumsp.(2) 1 8,4 - - - - = - -
2 7,2 - - - - g - -
Rata-rata = SD 7,8 +0,84 - - - - . - -

Keterangan : Diameter paper disc 5 mm
n- = Pengulangan ke-
* Zona hambat yang terbentuk adalah zona hambat parsial
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Tabel 4.6.(2). Konsentrasi ekstrak supernatan L. plantarum yang disetarakan dengan konsentrasi antifungi nistatin berdasarkan
perbandingan zona hambat

Zona hambat Lactobacillus plantarum (strain)

Kontrol
Kapang Rata-rata + SD

Nistatin DSK3 1A2 DR162 DP142 TSD10 1BL2
A. fumigatus 10,3+ 0,84 8,7 £0,28* 8,1+0,14* 7,6 +£0,14* - 76+0,49* 7,4+0,28*
Konsentrasi 1000 ppm 844,6 ppm 786,4 ppm 737,8 ppm - 737,8 ppm 718,4 ppm
Aspergillus sp. 12,3+£0,91 - - - - - -
Konsentrasi 1000 ppm - - - . - -
Penicilliumsp.(1) 14,8 £ 0,28 - - - 3 - -
Konsentrasi 1000 ppm - - - s - -
Penicilliumsp.(2) 7,8+0,84 - - . 2 - -
Konsentrasi 1000 ppm - - - - - -

Keterangan : * Zona hambat yang terbentuk adalah zona hambat parsial
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A. fumigatus

Penicilliuml sp.

Penicillium?2 sp.

Keterangan:

+ = Nistatin (kontrol positif)

- = Amonium sulfat yang dilarutkan dalam bufer fosfat (kontrol negatif)
E1 = Ekstrak supernatan L. plantarum DSK3

E2 = Ekstrak supernatan L. plantarum 1A2

E3 = Ekstrak supernatan L. plantarum DR162

E4 = Ekstrak supernatan L. plantarum DP142

ES = Ekstrak supernatan L. plantarum TSD10

E6 = Ekstrak supernatan L. plantarum 1BL2

Gambar 4.6.(1). Hasil pengujian kemampuan antifungi ekstrak supernatan L.
plantarum dengan paper disc assay terhadap kapang uji pada
medium MRS agar, inkubasi 48 jam, 30° C

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Kontrol positif yang digunakan dalam pengujian kemampuan antifungi
ekstrak supernatan L. plantarum adalah nistatin dengan konsentrasi 1000 ppm
(b/v). Diameter zona hambat rata-rata nistatin terhadap pertumbuhan kapang
lebih besar jika dibandingkan dengan ekstrak supernatan L. plantarum (Tabel
4.6.(2)). Menurut Semis dkk. (2009: 334), nistatin mempunyai aktivitas
fungisida atau fungistatik terhadap berbagai jenis fungi.

Hasil pengujian kontrol negatif dengan menggunakan ammonium sulfat
yang dilarutkan dalam bufer fosfat dengan tingkat kejenuhan 60% tidak
menunjukkan kemampuan antifungi (Tabel 4.6.(1) dan Gambar 4.6.(1)). Hal
tersebut terlihat dari tidak terbentuknya zona hambat di sekitar kertas cakram dan
menunjukkan bahwa amonium sulfat tidak memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan kapang.

Diameter zona hambat rata-rata tertinggi yaitu pada L. plantarum DSK3
yang menghambat A. fumigatus yaitu 8,7 £ 0,28 mm. Kemampuan antifungi dari
ekstrak supernatan L. plantarum DSK3 dalam amonium sulfat setara dengan
kemampuan antifungi dari nistatin dengan konsentrasi 844,6 ppm.

Hasil pengujian ekstrak supernatan L. plantarum strain DP142 tidak
menunjukkan kemampuan antifungi terhadap A. fumigatus dan L. plantarum
strain DSK3, 1A2, DR162, DP142, TSD10, dan 1BL2 tidak menunjukkan
kemampuan antifungi terhadap Aspergillus sp., Penicilliumsp.(1), dan
Penicilliumsp.(2). Hal tersebut terlihat dari tidak terbentuknya zona hambat di
sekitar kertas cakram dan menunjukkan strain-strain tersebut tidak memiliki
kemampuan dalam menghambat kapang uji.

Pengujian ekstrak supernatan dari beberapa strain L. plantarum dengan
metode paper disc assay menunjukkan kemampuan antifungi berupa zona hambat
parsial terhadap A. fumigatus. Hal tersebut diduga bahwa protein yang diperoleh
dari pemekatan supernatan L. plantarum dengan amonium sulfat belum
terendapkan pada konsentrasi kejenuhan 60% sehingga konsentrasi senyawa
antifungi berupa protein dari ekstrak supernatan L. plantarum yang berhasil
diendapkan sangat rendah. Magnusson dan Schnirer (2001:4) melaporkan bahwa
Lactobacillus coryniformis mampu menghasilkan senyawa antifungi berupa
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protein dari supernatan yang diendapkan dengan amonium sulfat dengan
kejenuhan 80 dan 100%.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Suspens sal L. plantarum strain DSK 3, 1A2, DR162, DP142, TSD10, dan
1BL 2 menunjukkan kemampuan antifungi terhadap Aspergillus fumigatus,
Aspergillus sp., Penicillium sp.(1), Penicillium sp.(2) namun tidak
menunjukkan kemampuan antifungi terhadap jamur merah dan jamur putih
menggunakan double layer diffusion assay.

2. Ekstrak supernatan L. plantarum strain DSK 3, 1A2, DR162, TSD10, dan 1BL2
menunjukkan kemampuan antifungi terhadap A. fumigatus, namun tidak
menunjukkan kemampuan antifungi terhadap Aspergillus sp., Penicillium

sp.(1) dan Penicillium sp.(2) dengan paper disc assay.

5.2. Saran

Perlu dilakukan identifikasi antifungi yang dihasilkan L. plantarum dari
suspensi sel.
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Lampiran 1. Skema kerja penelitian
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Lampiran 2. Pembuatan stock culture dan working culture
L. plantarum dan kapang
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Lampiran 3. Skema cara kerja Total Plate Count (TPC) spora kapang
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Lampiran 4. Skema cara kerja Total Plate Count (TPC) sel bakteri
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Lampiran 5. Pengujian sifat antagonistik L. plantarum terhadap kapang uji dengan
metode double layer agar well diffusion
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Lampiran 6. Skema cara kerja produksi supernatan L. plantarum
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Lampiran 8. Skema kerja uji antagonistik ekstrak supernatan dengan metode
paper disc asssay
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Lampiran 9. Panduan warna Castell-Polychromos N0.9216

I ]
L | Putin

[ 1104
Kuning

[ 1 105
| | Kuning kangsat

I : _| i
- Kuning kunyit

| 107
| Kuning limau

I m—

108
L Kuning kepodang

[T e

. 113
= Jingga muda

115
Jingga tua

136
Ungu loh

137
Ungu terung

B ::139,

[l Ungu muda

141
Biru Delft

144
Biru kobal muda

1 ;:lhngir

161
Hijau tembaga

162
Hijau jekah

163
Hijau zamsrud

Hijau getah
168
Hijau lumut

k = 170
e

] i71
| Hijau muda

173
Hijau zaitun

N 174
S Hifau cemara
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Lampiran 10. Tabel jumlah sel L. plantarum pada menggunakan

metode Total Plate Count (TPC)

BAL Tingkat Jumlah koloni Jumlah se  Kisaran (CFU/mI)
pengenceran I 1 (CEFU/ml)

L. plantarum 10_; >300 292 - o 1

DSK3 10° 53 31 14 x 10 (10,0--14,0) x 10
10 4 2 10 x 10*

L. plantarum 10:; 252 292 9,1x 1011 .

1A2 10° 45 58 0,2x 10 (0,2--20) x 10
107 5 7 2

L. plantarum 10-:; =L DU T 1

DR162 10_9 24 42 11 x 191 (3,0--11,0) x 10
10 0 2 3x 10

L. plantarum 10:; 248 231 8 x 10“11 .

DP142 10 i 25 24 8,2 X 1011 (8,0--8,3) x 10
10'7 4 1 8,3 x 10ll

L. plantarum 188 126 122 gg i 1811 (3,0--6,2) x 10™

TSD1g 10'3 2 0 3 x 10“ll

T s 2m”
107 0 0 0
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Lampiran 11. Tabel jumlah kapang menggunakan

metode Total Plate Count (TPC)

Kapang Tingkat Jumlah Jumlah sel Kisaran
pengenceran koloni (CFU/ml) (CFU/ml)
| Il

10~ 215 261  11,9x10°

A. fumigatus 10 23 31 13,5 x 10° (11,9--15) x 10°
107 3 3 15 x 10°
107 9 84 3,1 x 10°

Aspergillus sp. 10 16 11 4,5 x 10° (3,0--4,5) x 10°
107 2 0 3,0 x 10°
10°° 138 155  7,3x10°

Penicilliumsp.(1) 107 18 17 8,7 x 10° (2,5--8,7) x 10°
107 1 0 2,5 x 10°
10° 316 315  105x10°

Penicilliumsp.(2) 10 47 43 150x10°  (10,5--17,0) x 10°
107 3 7 17,0 x 10°
107 147 185  8,3x10°

Jamur merah 10 21 44 16,2 x 10° (8,3--16,2) x 10°
107 1 4 12,5 x 10°
107° o B 8,0 x 10°

Jamur putih 107 3 B 9,5 x 10° (8,0--9,5) x 10°
107 0 0 0
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