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ABSTRACT

This study aims to analyze partial characteristics of probiotics
lactic acid bacteria (LAB) from broiler intestines supplemented
with fish protein hydrolysate (FPH) 2% (v/w) in feed. A total of 17
LAB isolates were successfully isolated and characterized
morphologically and biochemically (catalase test). The isolate
showed diverse morphological and biochemical properties,
obtained as many as seven isolates that met the partial
characteristics of probiotics, namely U10, U11, U13, U16, U31,
U33, and U37 which were Gram-positive and no endospores and
catalase formations were found. The tolerance test for acid pH
and NaCl performed on the seven BAL isolates showed a diverse
survival rate with U11 showing the highest tolerance at pH 2
(11.4%) and NaCl concentration up to 8% (32.4%). These
findings highlight seven LAB isolates with partial probiotic
properties, providing new insights into the development of
probiotic candidates from broiler guts to improve gastrointestinal
health and productivity.

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis karakteristik probiotik
parsial bakteri asam laktat (BAL) asal usus ayam pedaging
tersuplementasi hidrolisat protein ikan (HPI) 2% (v/b) pada
pakan. Sebanyak 17 isolat BAL berhasil diisolasi dan
dikarakterisasi secara morfologis dan biokimia (uji katalase).
Isolat tersebut menunjukkan sifat morfologi dan biokimia yang
beragam, diperoleh sebanyak tujuh isolat yang memenuhi
karakteristik parsial sebagai probiotik yaitu U10, U11, U13, U16,
U31, U33, dan U37 yang bersifat Gram positif dan tidak
ditemukan adanya pembentukan endospora serta katalase. Uji
toleransi terhadap pH asam dan NaCl yang dilakukan pada tujuh
isolat BAL tersebut menunjukkan tingkat survival rate yang
beragam dengan U11 menunjukkan toleransi paling tinggi pada
pH 2 (11,4%) dan konsentrasi NaCl hingga 8% (32,4%). Temuan
ini menyoroti tujuh isolat BAL dengan sifat probiotik parsial,
memberikan wawasan baru tentang pengembangan kandidat
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probiotik dari usus ayam pedaging untuk meningkatkan
kesehatan saluran cerna dan produktivitas.

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri Gram positif yang mampu menghasilkan produk
berupa asam laktat (Madigan et al., 2019). Beberapa genus BAL antara lain Lactobacillus,
Weisella, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, dan Streptococcus (Li et al.,
2024). BAL dapat ditemukan pada produk fermentasi susu, daging, sayuran, dan sereal (Astuti et
al., 2020; Linares et al., 2017; Teul et al., 2023). Bakteri ini juga ditemukan pada usus salah satunya
pada usus ayam pedaging (Tang et al., 2023). Sebagian besar probiotik berasal dari kelompok
BAL (Khushboo et al., 2023). Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang memberikan
manfaat kesehatan kepada inangnya ketika diberikan dalam jumlah yang sesuai (Li et al., 2024).
Karakteristik parsial yang harus dimiliki oleh BAL sebagai probiotik adalah memiliki karakter
morfologi Gram positif, tidak menghasilkan endospora dan katalase, serta mampu bertahan dan
berkolonisasi di lingkungan pencernaan ayam pedaging dengan pH asam dan konsentrasi NaCl
yang tinggi (Li et al., 2024).

Ayam pedaging adalah salah satu ras unggulan ayam yang diperoleh dari hasil persilangan
jenis ayam yang mempunyai produktivitas yang tinggi. Konsumsi ayam pedaging semakin tinggi
setiap tahunnya, pada tahun 2023 konsumsi ayam pedaging mencapai 7,46 kg/kapita kemudian
naik menjadi 8,95 kg/kapita pada 2024, persentase kenaikannya mencapai 19,96%, sehingga
memerlukan produktivitas ayam pedaging yang tinggi untuk memenuhi kebutuhan tersebut
(Kementerian Pertanian RI, 2024). Produktivitas yang tinggi dapat dicapai dengan mempercepat
pertumbuhan ayam pedaging melalui pemanfaatan BAL dalam usus halus (Wang et al., 2023).
BAL dapat membentuk koloni pada sel epitel usus halus untuk menjaga keseimbangan
mikroorganisme dalam usus, menghambat perkembangan mikroorganisme patogen dan menjaga
pertahanan imun organisme (Mgomi et al., 2023; Tang et al., 2023). Keberadaan BAL khususnya
di dalam usus halus juga mempengaruhi pengoptimalan penyerapan nutrisi pakan dalam usus
sehingga mampu meningkatkan produktivitas dari ayam pedaging (Wang et al., 2023). Namun,
populasi BAL di dalam usus ayam pedaging umumnya tidak stabil. Ketidakstabilan tersebut dapat
dipengaruhi oleh lingkungan dan pakan yang diberikan (Chizhayeva et al., 2022; tepecka et al.,
2021).

Salah satu sumber protein tambahan yang bisa diaplikasikan pada pakan ayam pedaging
untuk meningkatkan performa produksi dan populasi BAL dengan karakter probiotik parsial yaitu
hidrolisat protein ikan (HPI) yang berasal dari penguraian protein pada ikan menjadi peptida
(Salamah et al., 2012). HPI berpotensi sebagai suplemen yang mampu meningkatkan populasi
bakteri terduga BAL yang memiliki karakter probiotik pada usus halus ayam dengan suplementasi
HPI dari ikan lemuru (Sardinella lemuru) sebanyak 2% (v/b) pada pakan (Belkis, 2023). Sjaifullah
et al. (2019) juga melaporkan bahwa suplementasi HPI dari ikan Lemuru dengan konsentrasi 2%
(v/b) pada pakan ayam pedaging mampu meningkatkan penyerapan nutrisi dan menurunkan kadar
nitrogen serta gas amonia yang terkandung dalam kotoran ayam. lkan Lemuru dipilih sebagai
bahan baku HPI karena jumlahnya yang melimpah dan harganya cukup terjangkau (Rizal, 2008).
Selain itu, ikan Lemuru mengandung protein dengan kandungan asam amino yang cukup tinggi
untuk memelihara dan menjaga jaringan tubuh (Singapurwa et al., 2022).

Penyerapan nutrisi pada pakan berhubungan dengan komposisi pakan yang mempengaruhi
aktivitas probiotik di dalam saluran cerna ayam (Harumdewi et al., 2018). Aktivitas probiotik pada
usus menyebabkan pertambahan panjang vili sehingga meningkatkan aktivitas penyerapan nutrisi
dengan cara memperluas area absorpsi (Bogustawska-Tryk et al., 2021). Selanjutnya Priadi et al.
(2020) menyatakan bahwa probiotik bersifat toleran terhadap pH asam dan NaCl di dalam saluran
pencernaan, melekat pada dinding usus, serta bersifat non patogen. Belkis (2023) melaporkan
bahwa suplementasi HPI 2% (v/b) pada pakan mampu meningkatkan populasi bakteri terduga BAL
yang memiliki karakter probiotik pada usus ayam pedaging. Hal tersebut mendorong untuk
dilakukan karakterisasi parsial BAL probiotik asal usus ayam pedaging tersuplementasi HPI.
Karakter dari probiotik pada saluran cerna ayam sebagian besar merupakan sifat dari BAL yang
sering ditemukan di usus sehingga karakterisasi probiotik pada penelitian ini diarahkan pada

karakter BAL. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis karakteristik probiotik parsial BAL yang
diisolasi dari usus ayam pedaging tersuplementasi HPI 2% (v/b) dalam pakan.
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BAHAN DAN METODE

Prosedur kerja diawali dengan suplementasi ayam pedaging sehat berumur 21 hari sebanyak 6
ekor menggunakan HPI 2% (v/b) pada pakan. HPI yang digunakan merupakan produk komersial
dengan bentuk cair. Preparasi pakan dilakukan dengan mencampurkan HPI dengan pakan komersial
berupa pelet. Konsentrasi HPI yang digunakan sebesar 2% (v/b) dari jumlah total pakan ayam.
Pemberian pakan dilakukan setiap hari selama 7 hari yaitu pada saat ayam pedaging berumur 21-28
hari (akhir fase Grower) (Sjaifullah et al., 2019). Perlakuan suplementasi dilaksanakan di “Subadri
Farm”, Arjasa, Kabupaten Jember.

Isolasi, karakterisasi, dan uji ketahanan terhadap pH asam serta NaCl isolat BAL dilakukan di
Laboratorium Biologi (Sub-laboratorium Mikrobiologi), FMIPA, Universitas Jember. Isolasi BAL dari
usus dilakukan saat ayam pedaging berumur 28 hari atau pada hari ke-8 perlakuan suplementasi HPI
2% (v/b). Bagian usus yang digunakan sebagai sampel adalah duodenum, jejunum dan ileum masing-
masing sepanjang 10 cm. lIsolasi BAL dilakukan menggunakan metode pour plate dengan
pengenceran bertingkat pada media de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) + CaCOs; kemudian
diinkubasi pada pada suhu 37°C selama 48 jam dalam kondisi mikroaerofil (Wang et al., 2023).

Karakterisasi isolat BAL dilakukan dengan uji pewarnaan Gram, uji katalase dan uji pewarnaan
endospora. Uji pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui bentuk sel dari isolat dan jenis Gram
bakteri (Giyatno & Retnaningrum, 2020). Uji katalase dilakukan untuk menguiji terbentuknya enzim
katalase yang dihasilkan oleh bakteri (Wahyuni et al., 2023). Uji pewarnaan endospora dilakukan untuk
mengetahui adanya endospora pada bakteri (Wahyuni et al., 2023).

Uji ketahanan isolat BAL terhadap variasi pH dan NaCl dilakukan pada isolat BAL terpilih dengan
karakter probiotik persial yaitu bersifat Gram positif dan tidak ditemukan adanya pembentukan
endospora serta katalase. Uji ketahanan isolat BAL terhadap variasi pH dilakukan untuk mengetahui
ketahanan BAL terhadap kondisi asam. de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB) dimodifikasi
menggunakan HCI (asam klorida) untuk mencapai nilai pH asam. Isolat diinokulasikan pada MRSB
sebanyak 100 yL tanpa dimodifikasi pH-nya dan diinokulasikan dengan metode sebaran pada media
MRSA sebagai kontrol. Uji ketahanan terhadap pH asam diawali dengan menginokulasikan 100 uL dari
masing-masing kultur ke dalam media MRSB dengan variasi pH 2, 3, dan 4 kemudian diinkubasi
selama 16 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya sebanyak 100 pL diinokulasikan pada media MRSA
menggunakan metode sebaran dan diinkubasi secara anaerob selama 24 jam pada suhu 37°C (Wang
et al., 2023). Ketahanan isolat BAL terhadap pH asam dilakukan dengan menghitung jumlah koloni
pada media MRSA menggunakan colony counter. Metode yang sama dilakukan untuk uji ketahanan
NaCl dengan konsentrasi 2%,4%,6% dan 8% (b/v) (Sirisopapong et al., 2023). Ketahanan isolat BAL
terhadap variasi pH dan konsentrasi NaCl dihitung berdasarkan jumlah koloni yang tumbuh pada media
MRSA yang telah diinkubasi secara anaerob selama 24 jam. Persentase kelangsungan hidup (survival
rate) tiap isolat ditunjukkan dengan menggunakan persamaan berikut (Wang et al., 2023) :

Strain survival rate (%) = [E/C] X 100%.....cceuiiiiiiieiiie et (1) (Wang et al., 2023)

E : Jumlah koloni yang tumbuh pada media MRSB dengan HCI / NaCl
C : Jumlah koloni yang tumbuh pada media MRSB kontrol (tanpa HCI / NaCl)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil karakterisasi morfologi makroskopis dan mikroskopis, sebanyak 17 isolat BAL
menunjukkan bentuk koloni bulat dengan tepian rata serta dominan berwarna putih, meskipun terdapat
variasi seperti putih susu (U10, U31), putih bening (U20, U23, U29, U30), dan putih kekuningan (U26).
Bentuk sel isolat terdiri dari bulat (U3, U16, U19, U20) dan batang (13 isolat lainnya). Isolat U10, U11,
U13, U16, U31, U33, dan U37 bersifat Gram positif dan tidak ditemukan adanya pembentukan
endospora serta katalase. Hasil ini menunjukkan bahwa isolat yang diperoleh memiliki karakteristik
morfologi makroskopis yang relatif homogen, namun terdapat variasi perbedaan pada bentuk sel, warna
koloni, Gram, endospora, dan katalase (Tabel 1).
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Tabel 1. Karakter morfologi makroskopis, mikroskopis, dan biokimia (katalase) isolat BAL asal usus
ayam pedaging tersuplementasi HPI 2% (v/b)

No. Kode Bentuk Warnakoloni Tepian Bentuk Sifat Endospora  Katalase

Isolat  koloni koloni sel Dinding
Sel
(Gram)
1. U3 Bulat Putih Rata Bulat -
2. (V) Bulat Putih Rata Batang -
3. u7 Bulat Putih Rata Batang -
4. U9 Bulat Putih Rata Batang -
5. u10 Bulat Putih susu Rata Batang + - -
6. U1 Bulat Putih Rata Batang + - -
7. u13 Bulat Putih Rata Batang + - -
8. u16 Bulat Putih Rata Bulat + - -
9. u19 Bulat Putih Rata Bulat - + +
10. u20 Bulat Putih bening Rata Bulat -
11. uz23 Bulat Putih bening Rata Batang -
12. u26 Bulat Putih Rata Batang - + +
kekuningan
13. u37 Bulat Putih Rata Batang + - -
14. uU29 Bulat Putih bening Rata Batang - + +
15. u30 Bulat Putih bening Rata Batang - + +
16. u31 Bulat Putih susu Rata Batang + - -
17. U33 Bulat Putih Rata Batang + - -

Keterangan : khusus untuk endospora dan katalase, + : mampu menghasilkan; - : tidak menghasilkan

Karakteristik morfologi makroskopis dari 17 isolat BAL yang berhasil diisolasi yaitu bentuk koloni
bulat, warna koloni putih hingga putih kekuningan, tepian koloni rata, dan terbentuk zona bening di
sekitar koloni yang mengindikasikan adanya produksi asam laktat oleh isolat BAL yang melarutkan
CaCOs pada media. Hasil penelitian tersebut sesuai dengan penelitian oleh Tian et al. (2024) dan
Reuben et al. (2019) yang menemukan bahwa isolat BAL dari usus ayam pedaging memiliki karakter
morfologi makroskopis yang sama. Tujuh isolat BAL yaitu U10, U11, U13, U16, U31, U33, dan U37
dilaporkan memiliki karakteristik Gram positif dengan bentuk sel batang (basil) dan bulat (kokus). Li et
al. (2024), Reuben et al. (2019), dan Khurajog et al. (2023) juga melaporkan hasil yang sama, di mana
isolat BAL asal usus ayam pedaging memiliki karakter Gram positif dengan bentuk sel batang (basil)
dan bulat (kokus). Sementara pada pewarnaan endospora menunjukkan bahwa ketujuh isolat BAL
tersebut tidak memiliki endospora. Tian et al. (2024 ), Khurajog et al. (2023), dan Khushboo et al. (2023)
juga melaporkan isolat BAL asal saluran cerna ayam pedaging tidak membentuk endospora. Hasil uiji
katalase juga menunjukkan ketujuh isolat BAL tersebut tidak menghasilkan katalase. Li et al. (2024) dan
Reuben et al. (2019) juga melaporkan bahwa isolat BAL asal usus ayam pedaging tidak menghasilkan
katalase.

Hasil uji ketahanan tujuh isolat BAL terduga probiotik terpilih terhadap pH menunjukkan bahwa
ketujuh isolat tersebut mampu bertahan dalam kondisi pH asam meskipun terjadi penurunan survival
rate. Survival rate tertinggi pada pH 2 ditunjukkan pada U11 yaitu 11,4 %, sedangkan survival rate
terendah adalah sebesar 1,7 % yaitu pada U33. Isolat yang memiliki survival rate tertinggi dan terendah
secara berturut-turut pada pH 3 yaitu U11 sebesar 33,1 % dan U16 yaitu sebesar 8,7 %. U37 pada pH
4 menunjukkan persentase tertinggi yaitu sebesar 79,1 % dan nilai terendah yaitu pada U33 sebesar
22,6 %. U11 memiliki ketahanan terhadap pH asam terbaik yang ditunjukkan dengan penurunan survival
rate yang signifikan dan memiliki ketahanan terbaik pada pH 2 dibandingkan isolat lainnya. Meskipun
pada kondisi pH 4 ketahanan U11 berada di peringkat keempat setelah U31 yaitu sebesar 52,1%
(Gambar 1).
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Gambar 1. Hasil uji ketahanan pH asam pada isolat BAL terduga probiotik
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Berdasarkan karakter morfologi makroskopis dan mikroskopis serta pembentukan katalase dan
endospora dari 17 isolat yang diperoleh, sebanyak tujuh isolat BAL terduga probiotik terpilih karena
memiliki karakter parsial yang mengarah pada probiotik. Tujuh isolat tersebut yaitu U10, U11, U13, U16,
U31, U33, dan U37 terpilih untuk dilakukan uji ketahanan terhadap pH asam dan NaCl. U11 memiliki
ketahanan terhadap pH asam terbaik, dibuktikan dengan nilai survival rate tertinggi pada pH 2 dan 3
dibandingkan dengan isolat BAL lainnya, meskipun pada pH 4 isolat U11 berada di bawah U31. Hal
tersebut didukung oleh Jacobsen et al. (1999) yang menyatakan bahwa semua bakteri dapat dinyatakan
tahan atau resisten terhadap asam apabila mampu bertahan pada kondisi pH asam. Sirisopapong et al.
(2023) dan Li et al. (2024) melaporkan bahwa isolat BAL asal usus ayam pedaging mampu bertahan
pada pH asam. Tujuh isolat BAL masih dapat bertahan pada pH 2, 3, dan 4 meskipun terjadi penurunan
survival rate sehingga masih terdapat sel yang dapat hidup dan mampu melewati proventrikulus jika
diberikan sebagai probiotik pada pakan (Mujnisa et al., 2013). Hal tersebut dikarenakan pH paling asam
di saluran pencernaan unggas adalah di bagian proventrikulus dan ventrikulus yaitu berkisar 2,5 — 3,5
(Gauthier, 2002).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tujuh isolat BAL terduga probiotik terpilih mampu tumbuh
bahkan pada konsentrasi NaCl 8%, namun terdapat perbedaan survival rate dan terjadi penurunan pada
tiap isolat. Survival rate tertinggi pada konsentrasi NaCl 2% dan 4% yaitu sebesar 79,5 % dan 58,1 %
pada U11. Survival rate U11 pada NaCl 6% mencapai nilai tertinggi sebesar 41,1%, sedangkan pada
konsentrasi 8% mencapai nilai tertinggi yaitu 32,4 % (Gambar 2).
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Gambar 2. Hasil uji ketahanan NaCl pada isolat BAL terduga probiotik
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U11 pada NaCl 6% mencapai nilai survival rate tertinggi sebesar 41,1%, sedangkan pada
konsentrasi 8% mencapai nilai tertinggi yaitu 32,4 %. Betancur-Hurtado et al. (2022) melaporkan bahwa
isolat BAL Lactobacillus sp. masih mampu bertahan hidup pada kadar NaCl hingga 10%. Adawiyah et
al. (2015) menyatakan bahwa ketahanan terhadap konsentrasi NaCl adalah karakteristik penting bagi
BAL probiotik karena dapat berpengaruh terhadap aktivitasnya di saluran pencernaan. Kondisi NaCl
yang tinggi mencerminkan tekanan osmotik di lingkungan saluran pencernaan ayam. BAL sebagai
probiotik harus mampu bertahan hidup di lingkungan asam dan kadar garam tinggi, berkolonisasi serta
menempel pada jaringan inang (Ayun et al., 2023).

KESIMPULAN

Penelitian menunjukkan bahwa tujuh isolat BAL asal usus ayam pedaging tersuplementasi HPI
2% (v/b) yaitu U10, U11, U13, U16, U31, U33, dan U37 memiliki karakter probiotik parsial, diantaranya
bentuk koloni bulat berwarna putih susu dengan pinggiran koloni rata, Gram positif, bentuk sel batang
(basil), tidak membentuk endospora, tidak menghasilkan katalase, dan toleran terhadap pH asam dan
NaCl. U11 memiliki keunggulan dalam toleransinya terhadap pH asam dan NaCl dibandingkan dengan
isolat BAL lainnya. Karakter probiotik parsial yang dimiliki oleh tujuh isolat BAL tersebut menjadikan
temuan ini sebagai wawasan baru sekaligus solusi potensial dalam pengembangan kandidat probiotik
untuk meningkatkan kesehatan dan produktivitas ayam pedaging.
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