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JUDUL : EVALUASI AKTIVITAS ANTIMIKROBA DAN KEMAMPUAN PROBIOTIK
SERTA UJI ENZIMATIS DARI YEAST Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-S20
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sebagai kandidat probiotik. Yeast ini diisolasi dari ragi
alami fermentasi kismis. Penelitian ini memiliki tujuan
untuk mengetahui kemampuan probiotik dan kemampuan
aktivitas antimikroba, serta enzimatis ektrakseluler yang
dihasilkan oleh Rhodotorula mucilaginosa PK-S20. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa Rhodotorula mucilaginosa
Galur PK-S20 potensial sebagai probiotik karena mampu
tumbuh baik pada media dengan pH rendah dan garam
empedu serta kemampuan resistensi terhadap antibiotik.
Hasil uji enzimatis menunjukkan yeast Rhodotorula
mucilaginosa Galur PK-S20 hanya memiliki aktivitas
amilase yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat
serta perubahan warna pada media pertumbuhan.
Pengujian ekstrak etil asetat dari Rhodotorula
mucilaginosa Galur PK-S20 menunjukkan adanya
aktivitas antimikroba yang cukup tinggi terhadap
Escherichia coli, Listeria monocytogene, Staphylococcus
Aureus dan Salmonella enteridis dan aktivitas yang kecil
dalam  menghambat  pertumbuhan  Pseudomonas
Auroginosa, Salmonella enteridis, dan Salmonella
thypimurium untuk pengujian filtrat media YPD broth.
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Probiotik merupakan mikroba
baik yang dapat  menstimulasi
pertumbuhan mikrobiota dalam sistem
gastrointestinal. Pertumbuhan bakteri
patogen dapat ditekan oleh bakteri
menguntungkan yang terdapat dalam
makanan dan minuman probiotik
sehingga dapat menjaga keseimbangan
mikroflora dalam usus. Berbagai macam
penelitian telah membuktikan luasnya

potensi  probiotik  dalam  bidang
farmakologi, pakan, dan pangan,
khususnya pada efeknya dalam
mempromosikan kesehatan

konsumennya seperti menjaga kesehatan
mikrobiota usus, menginhibisi kanker,

menghilangkan kolesterol, dan
meningkatkan produksi bakteriosin yang
dapat membantu melawan bakteri

patogen (Rizal et al., 2016)

Produksi pangan probiotik pada
dasarnya melibatkan teknik fermentasi.
Fermentasi merupakan suatu proses
dekomposisi  zat  organik  yang
disebabkan oleh mikroorganisme atau
enzim yang pada dasarnya mengubah
karbohidrat menjadi alkohol atau asam
organik (Swain et al., 2014). Teknologi
ini juga dapat dijadikan sebagai upaya
pencarian mikroba potensial probiotik
baik dari golongan bakteri maupun
yeast. Produk probiotik telah menjadi
bidang yang berkembang pesat baik di
Indonesia maupun global, menjadikan
probiotik sebagai prospek pasar yang
luas dengan nilai-nilai komersil yang
tinggi dalam pengembangan industri
pangan dan pakan. Namun, sumber daya
probiotik belum sepenuhnya
berkembang. Pembentukan
industrialisasi probiotik dan keberadaan
produksi skala kecil seperti industri
rumah tangga dan keragaman produk
yang dihasilkan pada umumnya tidak
memenuhi persyaratan produk pangan
probiotik yang diinginkan, hal ini

Hasil pengamatan makroskopis menunjukkan koloni bewarn
merah muda dengan bentuk koloni sirkular dengan tepian
undulate (bergelombang). Warna khas ini merupakan hasil dari
pigmen karotenoid yang dibuat oleh yeast untuk memblokir
panjang gelombang tertentu dari cahaya yang dapat merusak sel
(El-Ziney et al., 2018). Pengamatan mikroskopis sel
mengunakan mikroskop dengan perlakukan sel diwarnai
dengan metilen biru. Karakteristik yeast ini memiliki bentuk
sel bulat sampai panjang dengan ukuran sel lebar 2,5-6,5 um
dan panjang 6,5-14 um. Yeast yang terwarnai oleh zat metilen
biru menunjukkan kematian pada sel, sedangkan yang tidak
terwarnai adalah sel yang masih hidup. Menurut (Shen et al.,
2014) bahwa hal ini menunjukkan terjadinya oksidasi pada sel
yeast yang telah mati oleh zat metilen biru karena membran
yang dimiliki oleh yeast yang telah mati tidak lagi bersifat semi
permeabel.

Pengamatan makroskopis

dan
Rhodotorula mucilaginosa PK-S20. (A). Kkoloni
yeast (B) bentuk sel yeast

Gambar 1. mikroskopis

Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-S20 sebagai Kandidat
Probiotik

Salah satu syarat utama agar suatu mikroorganisme
dapat dimanfaatkan sebagai probiotik ialah toleransi terhadap
pH rendah dan garam empedu. Hasil pengujian sifat probiotik
menunjukkan bahwa nilai ODggo biakan yeast ialah > 0,01
setelah ditumbuhkan dalam media dengan pH rendah maupun
media yang mengandung bile salt. Biakan Rhodotorula
mucilaginosa PK-S20 mengalami pertumbuhan sel yang cukup
signifikan setelah diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang
(28 °C) dengan kondisi terkocok pada kondisi pH rendah. Hal
ini dibuktikan dengan nilai OD yang diukur pada saat sel
ditambahkan pada media pertumbuhan (0 Jam) lebih rendah di
bandingkan dengan pengukuran pada saat 48 jam kecuali pada
pH 2 yang mengalami sedikit penurunan jumlah sel dari ODggo
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dikarenakan kurang beragamnya pilihan
mikroorganisme yang digunakan
sebagai sumber probiotik.

Salah satu jenis mikroorganisme dari
kelompok yeast yang telah di laporkan
memiliki potensial sebagai probiotik
adalah genus Rhodotorula (Bonatsou et
al., 2018). Rhodotorula sp. adalah yeast
uniseluler yang ditandai dengan tingkat
pertumbuhan yang tinggi diberbagai
habitat. Beberapa  spesies  dari
Rhodotorula  merupakan  organisme
saprofit yang dapat diisolasi dari sumber
lingkungan seperti tanah, air tawar, air
laut, fermentasi susu, salad buah,
fermentasi buah dan sayur (Sattarova &
K. Sattarova, 2013). Bahkan Yu et al.,

(2015) melaporkan Rhodotorula
mucilaginosa strain JMUY14 berhasil
diisolasi dari sedimen laut dalam

antartica. Yeast ini memiliki warna
kuning, orange atau merah dan dikenal
sebagai yeast karetogenik atau yeast
merah muda  karena  memiliki
kemampuan produksi karotenoid yang
mana senyawa ini dilaporkan memiliki
kemampuan  aktivitas  antimikroba
kepuasan kerja dan niat untuk berhenti)
(misalnya, Kivimaki et al. 2003;
Spurgeon, Harrington & Cooper, 1997;
Vuaha, Pentti & Kivimaki, 2004; van
den Berg et al., 2009).

Metode
ié

Isolat Rhodotorula
mucilaginosa Galur PK-S20 yang
tumbuh pada media PDA inkubasi 48
jam dilakukan pengamatan koloni
dan sel secara makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan

0,7005 (0 jam) menjadi ODggy 0,5871 (48 jam), hal i
dikarenakan media kultivasi terlalu asam (Tabel 2).
Kemampuan tumbuh pada pH rendah diindikasikan mampu
untuk bertahan dalam saluran pencernaan dan dianggap
mewakili kondisi asam lambung. Mekanisme ketahanan yeast
probiotik di dalam asam lambung dapat terjadi melalui
modifikasi pembungkus sel, kemampuan memperbaiki DNA,
pengaturan  pompa proton dan kemampuan enzim
dekarboksilase asam amino dalam mengkonsumsi ion H*
(Djide & Asri, 2019). Yeast dapat bertahan pada kisaran pH
yang luas sehingga beberapa spesies yeast telah dilaporkan dari
lingkungan yang sangat asam, pada pH 2 - 5 (Czerucka et al.,
2007) Dalam penelitian ini, Rhodotorula mucilaginosa PK-S20
dipilih bertahan pada pH asam (pH 3 — 5). Toleransi asam yang
ditunjukkan oleh Rhodotorula mucilaginosa PK-S20 sesuali
dengan laporan dari penelitian sebelumnya yang menilai
spesies ini potensi sebagai probiotik.

Tabel 1. Nilai ODggo nm pertumbuhan Rhodotorula mucilaginosa

No Perlakuan pH ODggo NM
0 Jam 48 Jam
1 2 0,7005 0,5871
2 3 1,0281 1,9418
3 5 1,2525 2,1306
4 6 1,0722 2,1335

PK-S20 pada berbagai pH

Hasil uji sifat probiotik menunjukkan bahwa isolat ini
memiliki potensi sebagai probiotik. Hal ini ditunjukkan dengan
nilai ODggo nm pertumbuhan sel pada media YPD broth yang
telah diberi perlakukan dengan berbagai kosentrasi bile salt dari
jam ke nol (0 jam) mengalami peningkatan yang cukup
signifikan pertumbuhan sel setelah diinkubasi selama 48 jam
pada suhu ruang (28 °C) (Tabel 3). Ketahanan sel yeast
Rhodotorula mucilaginosa PK-S20 pada garam empedu
menunjukan kemampuan kelangsungan hidup secara in vitro di
saluran pencernaan. Peningkatan jumlah sel menunjukkan
persentase kelangsungan hidup dari strain yeast dalam asam
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makroskopis yang meliputi tekstur,
tepi, elevasi, warna, dan bentuk
koloni.

Prekultur Rhodotorula mucilaginosa
Galur PK-S20 pada medium cair
Yeast Extract—Peptone—Dextrose
(YPD), dan diinkubasi pada suhu 28
°C selama 2 hari (48 jam) dalam
waterbath shaker dengan kecepatan
120  rpm.  Setelah  diperoleh
fermentasi yang terbaik pada hari ke-
5, Cairan fermentasi diekstraksi
sebanyak 2 kali dengan pelarut etil
asetat (1:1 v/v) dalam corong pisah
dengan dishaker selama 20 menit.
Ekstrak yang terlarut dalam etil
asetat

Pengujian aktivitas
antimikroba mengunakan metode
difusi (Younis et al., 2017). Mikroba
uji yang digunakan dalam penelitian

ini  meliputi bakteri dan fungi.
Bakteri patogen yang digunakan
adalah Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella  enteridis, Listeria
monocytogen Salmonella

thypimurium dan Bacillus subtilis.

Prosedur pengujian sifat
probiotik  dilakukan  mengikuti
(Ogunremi et al.,, 2015) dengan

modifikasi. Pengujian pada media
dengan perlakukan pH rendah dan
garam empedu (bile salt) dalam
media YPD broth.

Uji enzimatis yang
dilakukan  meliputi  uji ~ enzim
amilase, lipase, protease, dan

selulase. Uji amilase dilakukan pada

lambung dengan kelangsungan hidup yang baik. Kondisi us
yang disimulasikan dengan penambahan garam empedu dengan
berbagai kosentrasi menunjukkan bahwa kosentrasi 2% bile salt
mengalami peningkatan densitas sel tertinggi dari ODggo 0,4555
(0 jam) menjadi ODggp 2,1966 (48 jam) (Tabel 2). Strain yeast
dalam penelitian ini menunjukkan toleransi hingga 2%
konsentrasi garam empedu dengan variasi pola kelangsungan
hidup mereka. Anomalus wickerhamomyces bertahan dalam
0,6% garam empedu (Garcia-Hern&ndez et al., 2012). Toleransi
terhadap konsentrasi garam empedu 2% juga dilaporkan untuk
strain Trichosporon cutaneum, Candida rugosa dan Candida
lambica (Gotcheva et al. 2002). Kelangsungan hidup pada
konsentrasi garam empedu 2% jarang dilaporkan untuk bakteri
asam laktat (BAL) probiotik (Ogunremi et al., 2015)

Tabel 2. Nilai ODgsp nm pertumbuhan Rhodotorula
mucilaginosa PK-S20 pada berbagai kosentrasi bile
salt

No Kosentrasi Bile ODggo M
Salt
(%) 0 Jam 48 Jam
1 0,3 2,0586
1,6288
2 0,5 2,1268
1,1453
3 1 2,1198
0,7168
4 2 2,1966
0,4555

Sumber : data primer

Kandidat probiotik lainnya dapat diukur dengan
kemampuan mikroba yang tahan terhadap aktivitas antibiotik
(antibiotic resistant). Pengujian ini dilakukan dengan 5 jenis
antibiotik yang spektrum aktivitas yang luas dan spesifik yaitu
tetracyclin, clorampenicol, amoxylin, streptomycin dan
ciprofloxacin dengan masing — masing kosentrasi 5 ppm (Tabel
4).

Tabel 3. Resistensi antibiotik dari Rhodotorula mucilaginosa
PK-S20

Antibiotik

Kosentrasi
antibiotik (ppm)

Respon
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Ciprofloxacin
R: resisten
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medium PDA Tetracyclin 5
Clorampenicol 5
Amoxylin 5
5
5

Pengujian aktivitas antibakteri dari filtrat yeast Rhodotorula
mucilaginosa Galur PK-S20 dengan pelarut etil asetat terhadap
7 spesies bakteri patogen diantaranya Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteridis, Listeria monocytogen Salmonella thypimurium dan
Bacillus subtilis. Aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan
terbentuknya zona hambat (clear zone) pada media NA
(nutrient agar) yang terdapat bakteri uji di sekitar kertas
cakram dengan berbagai perlakuan

% Skema LITABMAS 4 _
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