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Probiotic Antibacterial Activity Test Of Bali Salak Fruit (Salacca zalacca
var Amboinensis) Against Staphylococcus aureus
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Abstract: One of the sources of natural antioxidants comes from salak fruit
(Salacca zalacca). Indonesia has various varieties of salak fruit such as
pondoh salak, manggala salak, granulated sugar and balinese salak. Bali salak
is one of the local Balinese salak varieties. This study aims to determine the
probiotic antibacterial activity test of Balinese salak fruit juice against
Staphylococcus aureus. The method used in this study was Completely
Randomized (CRD) in laboratory scale experiments (in vitro). Laboratory-
scale in vitro research was carried out at the ITEKES Bali Food Engineering
and Processing Laboratory and the Agricultural Technology Laboratory at
Udayana University which will be carried out between August 2021 and
October 2021. Testing for antibacterial activity uses the well diffusion
method. NA media containing Staphylococcus aureus isolates. Data analysis
used analysis of variance (ANOVA). The results of the study found that
Staphylococcus aureus bacteria could be prevented by using a probiotic drink,
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zalacca juice.

Pendahuluan

Pergeseran pola hidup manusia saat ini
berdampak pada timbulnya berbagai penyakit
degeneratif, misalnya penyakit kardiovaskuler,
diabetes melitus tipe Il, hipertensi, dan kanker
yang dapat dipicu oleh aktivitas radikal bebas
(Suiraoka, 2012). Adanya antioksidan dapat
mengurangi atau mencegah aktivitas radikal
bebas yang berlebihan di dalam tubuh (Afsari
et al, 2016). Senyawa yang dapat
memperlambat atau menghentikan oksidasi
senyawa lain disebut antioksidan (Prameswari
dan Widjanarko, 2014). Reaksi kimia yang
dikenal sebagai oksidasi dapat menghasilkan
pembentukan radikal bebas, yang dapat
memicu reaksi berantai yang dapat merusak sel
(Astuti, 2012). Buah salak (Salacca zalacca)
salah satu sumber antioksidan alami (Saputri et
al., 2022).

Jenis buah salak yang ada di Indonesia
sangat banyak, antara lain salak gula pasir,
salak pondoh, salak manggala, dan salak bali
(Khasanah, 2016). Salak bali adalah varietas
salak bali lokal. Memiliki nilai ekonomi yang
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relatif tinggi, dimakan sebagai buah segar serta
dimanfaatkan sebagai bahan baku industri
makanan (Sukewijaya et al., 2009). Proses
panen buah salak Bali dilakukan pada usia 5 —
5,5 bulan pada saat seludanya terbuka
(Waluyo, 2020).

Salak bali memiliki kandungan lemak 0,1
gr, vitamin C 0,4 mg, zat besi 2,1 mg, protein
0,5 gr, karbohidrat 13,6 gr, kalsium 94 mg, dan
fosfor 25 mg (Karta dan Susila, 2016).
Aktivitas antioksidan pada salak Bali sebesar
130,20 + 11,21 umol vit C/g db lebih tinggi
dibandingkan dengan varietas salak pondoh
dan nglumut (Ariviani et al., 2013).
Antioksidan dalam buah salak lebih tinggi
dibandingkan buah lain (Puspita & Ningsih,
2016). Minuman probiotik dapat
dikembangkan dari buah salak bali karena
mengandung antioksidan.

Mikroorganisme hidup yang berpotensi
memberi  manfaat atau  meningkatkan
kesehatan inang disebut dengan probiotik
(WHO). Minuman probiotik memiliki efek
menyehatkan karena mengandung
mikroorganisme hidup (Kartika et al., 2019).
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Fungsi menyehatkan dari minuman probiotik
diantaranya memelihara dan melindungi sistem
pencernaan terutama lambung dan usus,
meredakan peradangan dan iritasi saluran
pencernaan, mencegah diare, dan mencegah
kanker kolon (Khurniawan, 2015). Beberapa
penelitian telah menunjukkan bahwa kebiasaan
mengonsumsi produk probiotik memainkan
peran yang baik dalam kesehatan, terutama
dalam memperkuat kerangka kerja yang aman.

Manfaat konsumsi probiotik dapat
meningkatkan pertahanan terhadap kekebalan
non-spesifik  (Pratiwi, 2020). Minuman
probiotik dapat menjaga kesehatan tubuh
karena dibuat dari mikroorganisme hidup.
Bakteri probiotik terkandung dalam minuman
probiotik (Wulansari et al., 2022). Efek
kesehatan yang ditimbulkan yaitu mencegah
diare dan mencegah pertumbuhan bakteri
patogen (Suhartini, 2009). Proses fermentasi
yang terjadi dalam minuman probotik dapat
mengubah arom, rasa, kandungan makanan,
dan tekstur (Gianti & Evanuari, 2011). Hasil
penelitian ~ Tamminen et al., (2013)
menemukan hasil proses  fermentasi
mengurangi kadar gula dan mengasamkan
makanan sehingga menghasilkan rasa baru.

Ekstrak buah salah dapat mencegah
bakteri Escherichia coli (Nurina et al., 2014)
dan Salmonella typhi (Ismadi et al., 2019).
Senyawa antibakteri terhadap bakteri patogen
gram negatif seperti Escherichia coli
menghasilkan bakteri endofit dari daging buah
salak (Nasution dan Mayasari, 2022). Jus buah
juga dapat digunakan untuk membuat
minuman probiotik, meskipun bahan utamanya
saat ini adalah susu. Minuman probiotik
berbahan dasar buah salak Bali diharapkan
dapat menghasilkan produk kaya antioksidan
dengan efek menguntungkan bagi sistem
pencernaan, serta dapat menambah nilai jual
bahan pangan khas lokal Bali.

Bahan dan Metode

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian in vitro skala laboratorium
dilakukan di Laboratorium Rekayasa dan
Pengolahan Pangan ITEKES Bali serta
Laboratorium Teknologi Pertanian Universitas
Udayana yang akan dilakukan pada rentang
bulan Agustus 2021 hingga Oktober 2021.

Variabel penelitian

Variabel bebas akan mempengaruhi
variabel terikat. Variabel bebas berupa isolat
bakteri ~ Staphylococcus auresu  minuman
probiotik sari buah salak bali. Variabel terikat
dapat mempengaruhi variabel bebas. Variabel
bebas adalah hambatan pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus ditinjau dari diameter
zona hambatan.

Alat dan bahan penelitian

Penelitian menggunakan bahan yang
terdiri dari salak bali (Salacca zalacca), gula,
stater (SCOBY), air mineral, tissue, alkohol
70%, kertas label dan alumunium foil, sarung
tagan, isolat bakteri Staphylococcus aureus,
kapur anti semut, Nutrient Agar (NA),
antibiotika ampicillin, akuades steril, dan alkohol
70% dan 96%. Pembuatan minuma probiotik
buah salah menggunakan alat berupa sutil kayu,
pinset non logam, pisau, panci, juicer, kain
serbet, karet, kertas filter, timbangan analitik,
toples kaca 1 liter, kain saring, kompor, sprayer,
baskom plastik, talenan, gelas ukur dan botol
kemasan 250 ml.

Jenis penelitian

Percobaan skala laboratorium (in vitro)
menggunakan eksperimen dengan Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Penelitian menggunakan
konsentrasi gula 10% dengan perlakuan lama
fermentasi 0,3,6,9,12, 15 dan 18 dengan masing-
masing tiga kali ulangan.

Instrumen penelitian

Instrumen yang digunakan dalam
mengamati daya hambat bakteri terdiri dari alat
pelubang (cork borer), bunsen, autoclave, gelas
beaker, cawan petri, tabung erlemeyer,
timbangan analitik, penangas, spatula, pipet,
laminar air flow, inkubator, kapas, kamera dan
alat tulis.

Prosedur penelitian
Proses pembuatan sari buah

Salak Bali dikupas dan bijinya dibuang,
lalu dicuci bersih. Setelah dibersihkan, salak
ditimbang dan dipotong-potong dengan diameter
sekitar 2 cm. Kemudian, salak dan air
digabungkan  dengan  perbandingan  1:1.
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Campuran tersebut kemudian diayak, dipanaskan
selama sepuluh menit pada suhu 50°C, dan gula
ditambahkan dengan perbandingan satu banding
empat ke dalam campuran. Kemudian, pada saat
itu, dibersihkan dan didinginkan.

Fermentasi sari buah

Sari buah salak yang sudah dingin
sebanyak 1 liter dituangkan dalam toples kaca.
Menambahkan strater SCOBY dan menutup
rapat menggunakan kain serbet serta diikat. Saat
waktu perlakuan, toples kaca didiamkan pada
suhu ruang. Selanjutnya, fermentasi sari buah
salak  dipisahkan dari lapisan  selulosa.
Menyaring sari buah salah agar terpisah dari
residu yang ada pada sari buah salak disaring.

Proses pembuatan inokulum mikroba uji
Pembuatan inokulum  Staphylococcus
aureus dengan menginokulasikan 1 ose koloni
murni bakteri berumur 24 jam ke dalam 5 ml
aquades steril dalam Erlenmeyer 50 ml.
Mengambil sebanyak 1 ml biakan bakteri yang
telah diencerkan. Memasukkan bakteri pada
tabung reaksi pertama berisi aquades steril 9 ml,
sehingga volumenya menjadi 10 ml. Tabung
tersebut disebut dengan pengenceran 10-1.
Selanjutnya, mengambil 1 ml pada pengenceran
10-! dan memasukkannya pada tabung kedua,
begitu seterusnya sampai pengenceran 10-°
(Widiyanti, 2004). Pengenceran bakteri yang
digunakan dalam penelitian adalah sampel
dengan pengenceran 10-°. Hal ini dikarenakan
pada pengenceran 10-° pertumbuhan koloni
bakteri paling merata. Metode pour plate
digunakan untuk mengambil 1 ml bakteri pada
pengenceran 10-5 dan ditanami pada media
Nutrient Agar (NA) (Pelczar et al., 1993).

Uji antagonis minuman probiotik buah salak
bali  terhadap  pertumbuhan  bakteri
Staphylococcus aureus

Metode sumur difusi digunakan untuk
pengujian aktivitas antibakteri. Menggunakan
cork borer 5 mm, media NA yang mengandung
isolat Staphylococcus aureus dibentuk menjadi
sumur difusi. Sumur difusi dimasukkan sebanyak
20 L sari buah salah dengan fermentasi 3 dan 6
hari dan pada kontrol negatif dimasukkan
aquades dan kontrol positif dimasukkan
antibiotika ampicillin. Melakukan inkubasi
selam 24 jam pada suhu ruang. Daya hambat dan

dilakukan pengukuran diameter yang terbentuk
setelah masa inkubasi selesai.
Analisis data

Analisis sidik ragam (ANOVA) digunakan
untuk menganalisis data. Uji jarak berganda
Dunca’'s Multiple Range Test (DMRT) pada
taraf nyata 5% dilakukan apabila ada perbedaan
pada p <0,05.

Hasil dan Pembahasan

Pengaruh daya hambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus

Efektivitas minuman probiotik sari buah
salak bali terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus diukur menggunakan
diameter zona hambat. Peningkatan lama proses
fermentasi dimulai pada fermentasi hari ke-0, ke-
3, ke-6, ke-9, ke-12, ke-15, dan ke-18. Diameter
zona hambatan yang dihasilkan dari minuman
probiotik ini merupakan data utama dalam
penelitian ini. Senyawa bioaktif minuman
probiotik sari buah salak dan kandungan SCOBY
menghasilkan zona hambat, atau area kosong,
yang mengelilingi  sumur difusi. Hasil
pengukuran daya hambat pada bakteri
Staphylococcus aureus disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata daya hambat yang terbentuk pada
bakteri Staphylococcus aureus

Waktu fermentasi Rata-rata
0 hari 0,00 + 0,00
3 hari 0,00 + 0,00
6 hari 6,12 £ 0,17
9 hari 6,43 +£0,24
12 hari 6,68 + 0,28
15 hari 8,85 + 0,37
18 hari 0,00 + 0,00

Hasil pengujia menemukan adanya variasi
rata-rata daya hambatan, dilihat dari lamanya
pematangan minuman probiotik bahan alam salak
(Tabel 1). Fermentasi hari ke-0 dan ke-3 tidak
menghambat pertumbuhan bakteri. Rata-rata
daya hambat hari ke-6 dan ke-9 yaitu 6,12 + 0,17
mm dan 6,43 £ 0,24 mm. Daya hambat padda hari
ke-12 sebesar 6,68 + 0,28 mm. Fermentasi ke-15
menghasilkan daya hambat tertinggi pada bakteri
Eschericia coli sebesar 8,85 + 0,37 mm. Berbeda
jauh dengan hari ke-18 yang tidak menunjukkan
hambatan apapun.
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Fermentasi hari ke-0 dan ke-3 tidak
terdapat zona hambat karena waktu fermentasi
minuman probiotik buah salak yang relative
singkat sehingga zat yang terdapat pada buah
salak belum menunjukkan reaksinya terhadap
bakteri tersebut. Zona hambat mulai terbentuk
pada fermentasi hari ke-6, ke-9, dan ke-12.
Ukuran daya hambat yang terbentuk pada suatu
antibakteri bersifat lemah, sedang, kuat dan
sangat efektif terhadap pertumbuhan bakteri.
Daya hambat dengan kategori sedang terbentuk
pada hari ke-6, k-9, dan ke-12.

Daya hambat paling tinggi terbentuk pada
hari ke-15 sebesar 8,85 + 0,37 mm. Namun daya
hambat ini juga masih dalam kategori sedang.
Perubahan besar terjadi pada hari ke 18 dimana
tidak ditemukan daya hambat dari fermentasi
minuman probiotik buah salak. Hal ini diduga
disebabkan oleh lamanya waktu fermentasi.
Hilangnya daya hambat pada hari ke 18 mungkin

juga disebabkan oleh faktor lain seperti
temperatur inkubasi, waktu
pengeringan/pengeresapan suspensi dan

kekeruhan suspensi.

Daya hambat pada pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus dapat dihentikan
pertumbuhannya dengan minuman probiotik
yang terbuat dari sari buah salak Bali. Proses
penghambatan terjadi karena adanya campuran
dinamis tanin, alkaloid, dan flavonoid buah salak.
Sifat antimikroba hadir dalam senyawa dinamis.
Cara kerjan senyawa flavonoid sebagai
antimikroba dengan menghambat membran sel
melalui pembentukan senyawa kompleks (Rante
et al., 2017). Senyawa tersebut menghambat
metabolisme energi bakteri dengan mencegah
bakteri menggunakan oksigen dan merusak
membran sel bakteri. Tanin adalah senyawa
fenolik dengan gugus hidroksil dan gugus terkait
seperti gugus karboksil yang bekerja dengan baik
untuk membentuk kompleks dengan protein dan
makromolekul lainnya (Assya et al., 2022).

Tanin  berbahaya bagi  organisme
mikroskopis, parasit dan ragi. Toksisitas tanin
sebagai antibakteri karena dapat mengendurkan
dinding sel atau lapisan sel, mengganggu
kekeruhan  sel bakteri, dan  menahan
perkembangannya disebabkan oleh pergerakan
fenolat yang merupakan koagulan protein (Rante
et al., 2017). Kemampuan ekstrak buah salak

untuk menghentikan pertumbuhan bakteri sudah
banyak dilaporkan. Salah satunya Nurina (2014)
melaporkan ekstrak buah salak dapat mencegah
pertumbuhan Escherichia coli. Ekstrak buah
salak Bali efektif menghambat pertumbuhan
bakteri Esherichia coli (Wulansari et al., 2022).
Petumbuhan antibakteri yang optimal terlihat
pada fementasi hari ke-15 (Wulansari et al.,
2021).

Kesimpulan

Minuman sari buah salak probiotik
berpotensi menghentikan pertumbuhan
Staphylococcus aureus. Fermentasi hari ke-15
terlihat terbentuknya inhibisi kategori tinggi.
Fermentasi ke-6, ke-9, dan ke-12 kemudian
terlihat terbentuknya inhibisi kategori sedang.
Penting untuk melakukan penelitian tentang lama
waktu penuaan yang ideal untuk mendapatkan
pengendalian diri yang tinggi.
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