BAB VI
PEMBAHASAN

6.1 Pengaruh Variasi Lama Fermentasi Air Nabeez Kurma Ajwa terhadap

Jumlah Total Koloni BAL yang Berpotensi sebagai Probiotik

Berdasarkan hasil penelitian, variasi lama fermentasi menunjukkan pengaruh
yang bermakna terhadap jumlah total koloni BAL yang terbentuk. Hasil analisis
menggunakan uji ANOVA menunjukkan nilai signifikansi p = 0,000 (p < 0,05),
yang menandakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan jumlah total BAL
antar variasi lama fermentasi. Fermentasi selama 8 jam menghasilkan jumlah BAL
tertinggi dengan rataan 71,50 + 6,50 x 108 CFU/mL, diikuti oleh fermentasi 10 jam
sebesar 49,00 + 2,00 x 108 CFU/mL, sedangkan fermentasi 12 jam menunjukkan
jumlah BAL terendah, yaitu 15,55 + 3,80 x 108 CFU/mL. Pola ini menunjukkan
bahwa peningkatan lama fermentasi tidak selalu berbanding lurus dengan

peningkatan jumlah BAL.

Jumlah total BAL digunakan sebagai salah satu parameter untuk menilai
keberhasilan proses fermentasi serta kemampuan substrat dalam mendukung
pertumbuhan bakteri yang berpotensi sebagai probiotik. Peningkatan jumlah BAL
pada fermentasi 8 jam mencerminkan bahwa isolat berada pada fase eksponensial,
di mana nutrien karbohidrat sederhana masih tersedia dan aktivitas metabolisme
berlangsung optimal. Memasuki fermentasi 10 jam, penurunan jumlah koloni
menunjukkan transisi menuju fase stasioner yang dipengaruhi oleh akumulasi asam
organik serta penurunan ketersediaan substrat. Kondisi ini semakin nyata pada

fermentasi 12 jam, di mana lingkungan yang semakin asam dan miskin nutrien
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mendorong sel memasuki fase kematian sehingga viabilitas menurun. Penurunan
ini menunjukkan adanya perubahan kondisi lingkungan fermentasi akibat aktivitas
metabolik bakteri. Seiring dengan berlangsungnya fermentasi, BAL menghasilkan
asam organik yang menyebabkan penurunan pH lingkungan, sehingga kondisi
tersebut mulai membatasi pertumbuhan bakteri. Hal ini tercermin dari hasil uji
lanjut Tukey HSD yang menunjukkan perbedaan bermakna antara fermentasi 8 jam
dan 10 jam (p = 0,002).Fermentasi selama 12 jam menunjukkan jumlah BAL paling
rendah di antara seluruh kelompok perlakuan. Hasil uji Tukey HSD menunjukkan
bahwa jumlah BAL pada fermentasi 12 jam berbeda bermakna dibandingkan
fermentasi 8 jam dan 10 jam (p = 0,000). Kondisi ini menandakan bahwa
lingkungan fermentasi pada waktu tersebut semakin tidak mendukung pertumbuhan
bakteri. Akumulasi hasil metabolisme berupa asam organik serta berkurangnya
ketersediaan nutrien diduga menyebabkan penurunan kemampuan BAL untuk
bertahan hidup dan membentuk koloni. Lingkungan yang semakin asam juga
berpotensi mengganggu aktivitas fisiologis sel bakteri sehingga jumlah BAL yang

hidup menjadi lebih sedikit.” 3 3

Berdasarkan uraian tersebut, dapat disimpulkan bahwa variasi lama fermentasi
berperan penting dalam menentukan jumlah total BAL pada air nabeez kurma
Ajwa. Lama fermentasi 8 jam merupakan waktu yang paling efektif dalam
penelitian ini untuk menghasilkan jumlah BAL tertinggi. Namun demikian, jumlah
BAL yang tinggi belum sepenuhnya mencerminkan kualitas probiotik yang baik,
sehingga diperlukan pembahasan lebih lanjut mengenai karakteristik BAL yang

dihasilkan.
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Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Afifah dan Putri (2022) yang
menyatakan bahwa lama perendaman dan fermentasi air nabeez kurma berpengaruh
terhadap perubahan lingkungan fermentasi. Perubahan tersebut terutama kadar gula
dan keasaman, yang selanjutnya memengaruhi aktivitas mikroorganisme. Waktu
fermentasi yang lebih singkat cenderung menghasilkan kondisi yang lebih
mendukung bagi pertumbuhan mikroba dibandingkan fermentasi yang terlalu
lama.’> Temuan ini juga didukung oleh penelitian Primurdia dan Kusnadi (2021)
yang menyatakan bahwa sari kurma dapat berperan sebagai substrat yang baik bagi
pertumbuhan bakteri pada tahap awal fermentasi. Kandungan karbohidrat
sederhana yang mudah dimetabolisme mendukung hal ini. Namun, seiring dengan
berjalannya waktu fermentasi, akumulasi hasil metabolisme dan berkurangnya
ketersediaan nutrien dapat menyebabkan penurunan jumlah bakteri yang hidup.*°
Selain itu, Rahmiati dan Mumpuni (2017) melaporkan bahwa BAL memiliki
toleransi tertentu terhadap perubahan pH lingkungan. Namun, kondisi yang terlalu

asam dapat menghambat pertumbuhan dan menurunkan viabilitas sel.

6.2 Identifikasi makroskopis isolat BAL yang berpotensi sebagai probiotik

pada air Nabeez kurma Ajwa.

Berdasarkan hasil pengamatan pada penelitian ini, koloni bakteri yang tumbuh
menunjukkan karakteristik khas BAL. Koloni umumnya berbentuk bulat, berwarna
putih hingga krem, dengan tepi koloni rata, permukaan halus, serta elevasi
cembung. Karakteristik morfologi tersebut mengindikasikan pertumbuhan bakteri
yang relatif homogen, stabil, dan sehat pada kondisi media serta inkubasi yang

optimal. Namun demikian, karakteristik morfologi koloni saja belum cukup untuk
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menentukan spesies bakteri secara pasti, sehingga diperlukan konfirmasi lebih

lanjut melalui metode identifikasi molekuler, seperti analisis gen 16S rRNA.

Keseragaman morfologi koloni yang diamati menunjukkan bahwa bakteri yang
tumbuh didominasi oleh kelompok BAL dengan karakteristik serupa. Hal ini
mengindikasikan bahwa proses fermentasi air nabeez kurma Ajwa berhasil
mendukung pertumbuhan BAL secara selektif. Kandungan nutrisi dalam kurma
Ajwa, terutama gula sederhana seperti glukosa dan fruktosa, berperan penting

dalam menyediakan substrat optimal untuk metabolisme dan pertumbuhan BAL.*!

Penggunaan media selektif MRS agar dan kondisi inkubasi anaerob berperan
besar dalam menekan pertumbuhan mikroorganisme non-BAL atau kontaminan
lain. Akibatnya, koloni yang terbentuk memiliki karakteristik yang relatif seragam
tanpa adanya variasi morfologi yang signifikan. Ukuran koloni yang kecil hingga
sedang juga merupakan ciri umum BAL yang berpotensi sebagai probiotik pada

media pertumbuhan standar.

Meskipun karakteristik makroskopis ini sesuai dengan ciri umum BAL
probiotik (koloni putih/krem, bulat, permukaan halus, elevasi menonjol),
identifikasi makroskopis saja belum cukup spesifik untuk menentukan genus atau
spesies bakteri secara pasti. Oleh karena itu, diperlukan pengujian lanjutan berupa
pewarnaan Gram (harus Gram positif, kokus atau basil berantai), uji katalase
(negatif), oksidase (negatif), serta kemampuan produksi asam laktat untuk

konfirmasi identitas BAL.

Hasil identifikasi makroskopis pada penelitian ini sejalan dengan berbagai

penelitian terdahulu tentang karakteristik koloni BAL pada produk fermentasi
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berbasis bahan nabati. Xu dkk. (2018) melaporkan bahwa BAL yang diisolasi dari
fermentasi buah dan sayuran membentuk koloni berwarna putih hingga krem,
berbentuk bulat dengan tepi rata dan permukaan halus pada media MRS agar.
Karakteristik serupa tersebut menunjukkan kemampuan adaptasi BAL terhadap
substrat kaya karbohidrat sederhana yang ditemukan dalam buah-buahan.
Penelitian oleh Marco dkk. (2017) juga menemukan bahwa BAL dari fermentasi
tradisional (yogurt, kimchi, sauerkraut) menunjukkan morfologi koloni yang
seragam pada media selektif, dengan ciri bulat, putih-krem, dan elevasi cembung.
Keseragaman morfologi ini mencerminkan stabilitas populasi bakteri dan
minimnya kontaminasi mikroorganisme lain selama proses fermentasi.
Albuquerque dkk. (2017) menegaskan bahwa identifikasi makroskopis merupakan
tahap screening awal yang krusial dalam seleksi kandidat bakteri probiotik dari by-
products buah tropis. Koloni dengan ciri bulat, berwarna krem, dan elevasi
cembung sering diamati sebelum dilanjutkan ke uji in vitro seperti toleransi
terhadap pH rendah, garam, dan empedu. Kesesuaian karakteristik koloni BAL
pada air nabeez kurma Ajwa dengan deskripsi dalam literatur tersebut memperkuat
dugaan bahwa isolat yang diperoleh memiliki potensi sebagai bakteri probiotik,
sehingga layak untuk analisis karakterisasi lebih lanjut pada subbab berikutnya.
Dengan demikian, hasil identifikasi makroskopis ini menjadi dasar yang kuat untuk
melanjutkan karakterisasi BAL dari air nabeez kurma Ajwa, sekaligus
menunjukkan keberhasilan proses fermentasi dalam menghasilkan populasi BAL

yang homogen dan berpotensi probiotik.* >
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6.3 Uji pewarnaan Gram Isolat BAL yang berpotensi sebagai probiotik pada

air Nabeez kurma Ajwa.

Berdasarkan hasil uji pewarnaan Gram pada penelitian ini, seluruh isolat BAL
yang diamati, yaitu AN§, AN10, dan AN12 pada seluruh ulangan, menunjukkan
reaksi Gram positif. Hal ini ditandai dengan terbentuknya warna ungu pada sel
bakteri setelah proses pewarnaan Gram. Secara mikroskopis, sel bakteri tampak
berbentuk batang (basil) dengan susunan sel tunggal maupun berantai pendek.
Konsistensi hasil pewarnaan Gram dan bentuk sel pada seluruh isolat menunjukkan
bahwa populasi bakteri yang tumbuh memiliki karakter morfologi yang seragam

dan stabil.

Keseragaman morfologi sel yang diamati mengindikasikan bahwa proses
fermentasi air nabeez kurma Ajwa mampu mendukung pertumbuhan BAL secara
selektif. Kondisi fermentasi yang relatif stabil memungkinkan BAL tumbuh dan
beradaptasi dengan baik, sehingga tidak ditemukan variasi bentuk sel maupun

perubahan reaksi Gram antar isolat maupun antar ulangan.*

Sifat Gram positif pada isolat BAL berkaitan erat dengan struktur dinding sel
bakteri yang tersusun atas lapisan peptidoglikan yang tebal. Struktur ini berperan
penting dalam menjaga integritas dan kestabilan sel, terutama ketika bakteri
menghadapi kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan. Dalam proses
fermentasi air nabeez, perubahan pH dan akumulasi metabolit selama fermentasi
dapat menimbulkan tekanan lingkungan, sehingga bakteri dengan dinding sel Gram

positif memiliki kemampuan adaptasi dan ketahanan yang lebih baik.*
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Selain itu, bentuk sel basil yang dominan pada seluruh isolat BAL memiliki
implikasi terhadap aktivitas metabolik bakteri. BAL berbentuk batang umumnya
memiliki luas permukaan sel yang lebih besar, sehingga mendukung proses
pertukaran zat dan aktivitas metabolisme yang lebih efisien. Kondisi ini
memungkinkan bakteri memanfaatkan substrat karbohidrat sederhana yang

terdapat dalam air nabeez kurma Ajwa secara optimal selama proses fermentasi.*’

Karakteristik dinding sel Gram positif juga berkontribusi terhadap kemampuan
BAL dalam menghadapi kondisi asam. Lapisan peptidoglikan yang tebal membantu
menjaga kestabilan pH intraseluler serta melindungi struktur sel dari kerusakan
akibat lingkungan asam. Sifat ini menjadi salah satu dasar penting dalam seleksi
awal bakteri probiotik, karena berkaitan dengan kemampuan bertahan hidup di

saluran pencemaan.46

Hasil penelitian ini sejalan dengan artikel yang ditulis oleh Bintsis. (2018) yang
menyatakan bahwa BAL merupakan kelompok bakteri Gram positif dengan bentuk
sel basil atau kokus yang umum ditemukan pada berbagai produk fermentasi
pangan. Selain itu, hasil penelitian ini juga didukung oleh penelitian yang dilakukan
oleh Mulaw dkk. (2019), yang menegaskan bahwa pewarnaan Gram merupakan
tahap skrining awal yang penting dalam identifikasi BAL yang berpotensi sebagai
probiotik sebelum dilakukan uji lanjutan. Studi lain yang dilaporkan oleh Tanaka
dkk. (2023) juga menyatakan bahwa BAL yang berpotensi sebagai probiotik
umumnya bersifat Gram positif dan tidak membentuk spora, sehingga karakteristik

tersebut digunakan sebagai salah satu kriteria awal dalam seleksi isolat probiotik.*®

47 48
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Dengan demikian, hasil uji pewarnaan Gram pada penelitian ini menunjukkan
bahwa seluruh isolat BAL dari air nabeez kurma Ajwa memiliki karakteristik
mikroskopis yang sesuai dengan ciri umum BAL, yaitu berbentuk basil dan bersifat
Gram positif. Keseragaman morfologi dan stabilitas struktur sel yang diamati
menjadi dasar yang kuat untuk melanjutkan karakterisasi isolat pada uji biokimia

serta pengujian potensi probiotik pada subbab berikutnya.

6.4 Uji katalase Isolat BAL yang berpotensi sebagai probiotik pada air Nabeez

kurma Ajwa..

Berdasarkan hasil penelitian uji katalase yang telah dilakukan terhadap isolat
BAL dari air nabeez kurma Ajwa, diketahui bahwa seluruh isolat yang diuji, yaitu
ANS, AN10, dan AN12, menunjukkan hasil katalase negatif pada seluruh ulangan.
Hal ini ditandai dengan tidak terbentuknya gelembung gas setelah penambahan
larutan H-O: pada suspensi bakteri, yang menunjukkan tidak adanya aktivitas enzim

katalase.

Hasil uji katalase negatif pada seluruh isolat BAL menunjukkan keseragaman
karakteristik biokimia antar isolat. Karakteristik ini merupakan salah satu ciri khas
BAL, yang secara umum tidak menghasilkan enzim katalase. Ketidakmampuan
BAL dalam memproduksi enzim katalase berkaitan dengan sistem metabolisme
bakteri yang bersifat fermentatif dan tidak bergantung pada respirasi aerob. Selain
itu, sifat katalase negatif pada BAL juga mencerminkan adaptasi bakteri terhadap
kondisi lingkungan fermentasi yang relatif anaerob atau mikroaerofilik. Kondisi
fermentasi air nabeez kurma Ajwa mendukung pertumbuhan BAL secara optimal

tanpa memerlukan mekanisme pertahanan terhadap stres oksidatif yang bergantung
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pada enzim katalase. Sifat katalase negatif memiliki relevansi penting dalam seleksi
awal isolat bakteri yang berpotensi sebagai probiotik. BAL yang bersifat katalase
negatif umumnya dianggap lebih aman sebagai kandidat probiotik karena tidak
menghasilkan produk reaktif berbasis oksigen yang berpotensi merusak sel inang.
Oleh karena itu, uji katalase sering digunakan sebagai salah satu parameter awal

dalam skrining BAL sebelum dilakukan pengujian lanjutan.*

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan
bahwa BAL umumnya bersifat katalase negatif. Penelitian oleh Mulaw dkk. (2019)
menunjukkan bahwa isolat BAL yang dikarakterisasi memberikan hasil uji katalase
negatif sebagai salah satu ciri utama BAL. Selain itu, Suryani dkk. (2025)
menyatakan bahwa BAL sebagian besar tidak memproduksi enzim katalase
sehingga menunjukkan sifat katalase negatif, meskipun pada beberapa spesies dapat

terjadi reaksi lemah akibat aktivitas enzim peroksidase.*’ >

Dengan demikian, berdasarkan hasil uji katalase yang diperoleh, seluruh isolat
BAL dari air nabeez kurma Ajwa memiliki karakteristik biokimia yang sesuai
dengan ciri umum BAL, yaitu bersifat katalase negatif. Keseragaman hasil ini
mendukung potensi isolat ANS, AN10, dan AN12 untuk dilanjutkan pada tahap

pengujian berikutnya sebagai kandidat bakteri probiotik.

6.5 Uji tipe fermentasi Isolat BAL yang berpotensi sebagai probiotik pada air

Nabeez kurma Ajwa.

Berdasarkan hasil uji tipe fermentasi yang telah dilakukan terhadap isolat BAL
dari air nabeez kurma Ajwa, diketahui bahwa seluruh isolat yang diuji, yaitu ANS,

AN10, dan AN12, menunjukkan tipe fermentasi homofermentatif pada seluruh
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ulangan. Hasil yang konsisten ini diperoleh pada ulangan pertama, kedua, dan
ketiga untuk masing-masing isolat, sebagaimana ditunjukkan pada Tabel Bab 5.3
Keseragaman hasil tersebut menunjukkan bahwa seluruh isolat memiliki pola

metabolisme fermentasi yang serupa.

Tipe fermentasi homofermentatif merupakan karakteristik BAL yang
memfermentasi karbohidrat, terutama glukosa, menjadi asam laktat sebagai produk
utama tanpa menghasilkan gas atau produk samping lainnya dalam jumlah
signifikan. Proses fermentasi ini berlangsung melalui jalur Embden—Meyerhof—
Parnas (EMP), yang efisien dalam menghasilkan energi serta asam laktat sebagai
metabolit utama. Sifat ini umum dijumpai pada BAL yang banyak digunakan dalam

fermentasi pangan dan pengembangan produk probiotik.’’

Hasil uji tipe fermentasi pada penelitian ini berkaitan dengan kondisi substrat
dan lingkungan fermentasi air nabeez kurma Ajwa. Kandungan gula sederhana
seperti glukosa dan fruktosa pada kurma Ajwa mendukung pertumbuhan BAL
homofermentatif yang mampu memanfaatkan substrat tersebut secara optimal.
Produksi asam laktat yang dihasilkan berperan dalam menurunkan pH lingkungan
fermentasi, sehingga dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen
dan meningkatkan stabilitas mikrobiologis produk. Kondisi ini menunjukkan
bahwa air nabeez kurma Ajwa merupakan media yang mendukung pertumbuhan

BAL dengan karakteristik fermentatif yang menguntungkan. '’

Sifat homofermentatif memiliki relevansi penting dalam seleksi isolat BAL
sebagai kandidat probiotik. BAL dengan tipe fermentasi homofermentatif

umumnya lebih diinginkan dalam aplikasi pangan fungsional karena menghasilkan
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produk fermentasi yang stabil, tidak menyebabkan pembentukan gas berlebih, serta
memberikan cita rasa asam yang konsisten. Selain itu, produksi asam laktat yang
dominan berkontribusi terhadap efek antagonistik terhadap mikroorganisme

patogen, yang merupakan salah satu mekanisme utama aktivitas probiotik.>!

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Mulaw dkk. (2019) yang
melaporkan bahwa sebagian besar BAL yang diisolasi dari bahan pangan
fermentasi menunjukkan tipe fermentasi homofermentatif dengan asam laktat
sebagai produk utama metabolisme. Selain itu, Zapasnik dkk. (2022) menyatakan
bahwa BAL homofermentatif berperan penting dalam menjaga stabilitas proses
fermentasi dan keamanan pangan melalui produksi asam laktat yang menyebabkan

penurunan pH serta penghambatan pertumbuhan mikroorganisme patogen.'® 47

Dengan demikian, berdasarkan hasil uji tipe fermentasi yang diperoleh, seluruh
isolat BAL dari air nabeez kurma Ajwa, yaitu AN8, AN10, dan AN12, memiliki
sifat homofermentatif yang konsisten pada seluruh ulangan. Karakteristik ini sesuai
dengan ciri umum BAL dan mendukung potensi isolat tersebut untuk
dikembangkan lebih lanjut sebagai kandidat probiotik berbasis fermentasi air

nabeez kurma Ajwa.

6.6 Uji ketahanan terhadap asam lambung isolat BAL yang berpotensi sebagai

probiotik pada air Nabeez kurma Ajwa.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, seluruh isolat BAL yang
diuji, yaitu AN8, AN10, dan AN12, menunjukkan kemampuan bertahan hidup pada
kondisi asam lambung simulatif pH 2 dan pH 4, meskipun dengan tingkat viabilitas

yang bervariasi. Pada perlakuan pH 2, nilai viabilitas BAL berkisar antara 52,04%
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hingga 77,78%, sedangkan pada pH 4 viabilitas berada pada rentang 57,14% hingga
71,19%. Hasil ini menunjukkan bahwa ketiga isolat memiliki toleransi yang cukup
baik terhadap lingkungan asam, yang merupakan salah satu kriteria penting bagi

bakteri untuk dapat dikategorikan sebagai kandidat probiotik.

Pada kondisi pH 2, isolat AN8 menunjukkan nilai viabilitas rata-rata sebesar
61,04 £+ 8,13%, AN10 sebesar 68,45 + 6,71%, dan AN12 sebesar 67,69 + 10,37%.
Sementara itu, pada perlakuan pH 4, isolat AN8 memiliki viabilitas rata-rata 64,31
+ 6,52%, AN10 sebesar 65,75 + 7,30%, dan AN12 sebesar 68,40 + 1,35%. Secara
umum, viabilitas BAL cenderung lebih tinggi pada pH 4 dibandingkan pH 2, yang
menunjukkan bahwa kondisi asam yang kurang ekstrem lebih mendukung
kelangsungan hidup bakteri. Namun demikian, kemampuan BAL untuk tetap
bertahan pada pH 2 menunjukkan potensi probiotik yang baik karena kondisi

tersebut menyerupai pH lambung manusia.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna
antara jumlah BAL sebelum dan sesudah perlakuan asam, baik pada pH 2 maupun
pH 4, yang ditunjukkan oleh nilai signifikansi (p > 0,05). Pada pH 2, isolat ANS
memiliki nilai p = 0,540, sedangkan pada pH 4 nilai p = 0,689. Hal ini
mengindikasikan bahwa paparan kondisi asam tidak memberikan pengaruh
signifikan terhadap viabilitas BAL, sehingga ketiga isolat relatif stabil terhadap
stres asam. Stabilitas ini merupakan karakteristik penting agar BAL dapat melewati
lambung dan mencapai usus dalam jumlah yang masih mencukupi untuk

memberikan efek probiotik.
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Ketahanan BAL terhadap kondisi asam lambung berkaitan dengan mekanisme
adaptasi sel bakteri terhadap stres asam, khususnya melalui kemampuan
mempertahankan pH intrasel dengan mengaktifkan proton pump FoFi-ATPase yang
berfungsi mengeluarkan ion hidrogen (H*) dari sitoplasma. Mekanisme ini
membantu menjaga homeostasis pH internal sel meskipun bakteri berada pada
lingkungan dengan pH sangat rendah. Selain itu, BAL juga mampu melakukan
perubahan komposisi membran sel, seperti peningkatan fluiditas membran,
sehingga meningkatkan ketahanan terhadap kerusakan akibat kondisi asam. BAL
juga dapat meningkatkan ekspresi protein stres yang berperan dalam perlindungan
struktur sel dan mempertahankan fungsi metabolik selama paparan tekanan asam.
Mekanisme-mekanisme tersebut merupakan respons adaptif fisiologis yang umum
dimiliki oleh BAL ketika terpapar kondisi pH rendah seperti yang terjadi pada

lambung manusia.>

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Zommiti dkk. (2018) yang
melaporkan bahwa BAL dengan potensi probiotik umumnya mampu
mempertahankan viabilitas lebih dari 50% setelah dipaparkan pada kondisi pH
rendah, khususnya pH 2-3. Selain itu, Marco dkk. (2017) menyatakan bahwa
ketahanan terhadap asam lambung merupakan karakteristik fungsional utama
probiotik, karena mikroorganisme harus mampu bertahan pada lingkungan
lambung yang sangat asam sebelum mencapai usus. Temuan ini juga didukung oleh
pedoman (FAO/WHO 2002) yang menegaskan bahwa mikroorganisme probiotik
harus mampu bertahan hidup pada kondisi asam lambung sebagai bagian dari

kriteria seleksi probiotik.*+>3
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Dengan demikian, kemampuan isolat AN8, AN10, dan AN12 yang berasal dari
air Nabeez kurma Ajwa dalam mempertahankan viabilitas pada pH 2 dan pH 4
menunjukkan bahwa ketiga isolat tersebut memenuhi salah satu persyaratan penting
sebagai kandidat probiotik, yaitu ketahanan terhadap kondisi asam lambung,

sehingga berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai probiotik.

6.7 Uji ketahanan terhadap garam empedu isolat BAL yang berpotensi sebagai

probiotik pada air Nabeez kurma Ajwa.

Berdasarkan hasil penelitian, uji ketahanan terhadap garam empedu
menunjukkan bahwa seluruh isolat BAL hasil fermentasi air nabeez kurma Ajwa
masih mampu bertahan hidup pada paparan oxgall konsentrasi 0,3% dan 0,5%,
meskipun terjadi penurunan jumlah koloni dibandingkan dengan kondisi kontrol.
Ketahanan terhadap garam empedu merupakan salah satu kriteria penting bakteri
probiotik, karena bakteri harus mampu bertahan setelah melewati lambung dan

beradaptasi dengan lingkungan usus halus yang mengandung garam empedu.

Pada paparan oxgall 0,3%, seluruh isolat BAL menunjukkan viabilitas yang
relatif tinggi. Isolat AN10 memiliki viabilitas tertinggi dengan rataan 76,20 +
4,11%, diikuti oleh AN8 sebesar 72,84 + 3,45%, dan AN12 sebesar 67,13 + 0,65%.
Hasil analisis statistik menunjukkan nilai signifikansi p = 0,007 (p < 0,05), yang
menandakan adanya perbedaan viabilitas BAL yang bermakna antar isolat pada
konsentrasi oxgall 0,3%. Hal ini menunjukkan bahwa kemampuan adaptasi
fisiologis terhadap paparan garam empedu pada konsentrasi oxgall 0,3% berbeda
antara isolat AN10 dan AN12, sedangkan isolat ANS tidak menunjukkan perbedaan

yang bermakna dibandingkan kedua isolat tersebut.
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Pada konsentrasi oxgall 0,5%, viabilitas BAL cenderung menurun
dibandingkan konsentrasi 0,3%, meskipun seluruh isolat masih menunjukkan
kemampuan bertahan hidup. Isolat AN10 tetap menunjukkan viabilitas tertinggi
dengan rataan 73,96 + 8,54%, diikuti oleh AN12 sebesar 73,73 + 6,53%, dan ANS
sebesar 64,11 £ 19,18%. Namun, hasil uji statistik menunjukkan nilai signifikansi
p = 0,285 (p > 0,05), yang mengindikasikan bahwa tidak terdapat perbedaan
viabilitas yang bermakna antar isolat pada paparan oxgall 0,5%. Hal ini
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi garam empedu memberikan tekanan

lingkungan yang relatif seragam terhadap seluruh isolat BAL.

Perbedaan viabilitas BAL pada paparan garam empedu dipengaruhi oleh
kemampuan adaptasi fisiologis masing-masing isolat. Garam empedu bersifat
deterjen yang dapat merusak integritas membran sel bakteri, menyebabkan
kebocoran komponen intrasel, serta mengganggu keseimbangan osmotik sel. BAL
yang memiliki ketahanan lebih baik umumnya mampu memodifikasi komposisi
membran sel, meningkatkan aktivitas enzim bile salt hydrolase (BSH), serta
mengaktitkan mekanisme proteksi sel untuk mengurangi efek toksik garam
empedu. Aktivitas BSH berperan dalam proses dekonjugasi garam empedu

sehingga menurunkan toksisitasnya terhadap sel bakteri.>*

Viabilitas BAL yang masih berada di atas 60% pada kedua konsentrasi oxgall
menunjukkan bahwa isolat yang diperoleh dari air nabeez kurma Ajwa memiliki
potensi untuk bertahan di lingkungan usus. Hal ini sesuai dengan kriteria probiotik
in vitro yang menyatakan bahwa bakteri probiotik harus mampu mempertahankan
viabilitasnya setelah paparan garam empedu. Hasil penelitian ini sejalan dengan

penelitian Zommiti dkk. (2018) yang melaporkan bahwa BAL dengan potensi
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sebagai probiotik harus mampu bertahan hidup pada paparan garam empedu dengan
konsentrasi 0,3-0,5%, di mana BAL dengan viabilitas lebih dari 50% setelah
paparan garam empedu dinyatakan memiliki ketahanan yang baik dan berpotensi
untuk bertahan di lingkungan usus halus. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian ini,
di mana seluruh isolat BAL dari air nabeez kurma Ajwa masih menunjukkan

viabilitas di atas 60% setelah paparan oxgall 0,3% dan 0,5%.

Selain itu, FAO/WHO (2002) menyatakan bahwa ketahanan terhadap garam
empedu merupakan salah satu kriteria utama dalam evaluasi probiotik secara in
vitro, karena bakteri probiotik harus mampu bertahan setelah melewati lambung
dan beradaptasi dengan lingkungan usus halus yang mengandung garam empedu.
Kemampuan isolat BAL dalam penelitian ini untuk mempertahankan viabilitas
pada paparan oxgall menunjukkan potensi adaptasi fisiologis yang baik terhadap
kondisi saluran pencernaan. Selain faktor fisiologis bakteri, kondisi matriks
fermentasi juga diduga berperan dalam mendukung ketahanan BAL. Kandungan
nutrisi dalam air nabeez kurma Ajwa, seperti gula sederhana dan senyawa bioaktif,
berpotensi mendukung adaptasi fisiologis BAL selama proses fermentasi, sehingga
meningkatkan kemampuan bakteri untuk menghadapi tekanan lingkungan,

termasuk paparan garam empedu.

Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa isolat BAL hasil
fermentasi air nabeez kurma Ajwa menunjukkan ketahanan yang baik terhadap
garam empedu, baik pada konsentrasi oxgall 0,3% maupun 0,5%. Isolat AN10
secara konsisten menunjukkan viabilitas tertinggi pada kedua konsentrasi garam

empedu, sehingga berpotensi lebih unggul sebagai kandidat probiotik. Namun
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demikian, penilaian potensi probiotik BAL tetap perlu didukung oleh pengujian

karakteristik probiotik lainnya.

6.8 Uji ketahanan enzim pencernaan isolat BAL yang berpotensi sebagai

probiotik pada air Nabeez kurma Ajwa

Berdasarkan hasil penelitian, uji ketahanan terhadap enzim pencernaan
menunjukkan bahwa seluruh isolat BAL hasil fermentasi air nabeez kurma Ajwa
masih mampu bertahan hidup setelah paparan enzim pepsin dengan waktu inkubasi
selama 90 menit, meskipun terjadi penurunan jumlah koloni dibandingkan dengan
kondisi kontrol. Ketahanan terhadap enzim pencernaan, khususnya pepsin,
merupakan salah satu parameter penting dalam evaluasi probiotik secara in vitro,
karena bakteri probiotik harus mampu bertahan selama fase pencernaan di lambung

sebelum mencapai usus.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa isolat AN10 memiliki viabilitas tertinggi
dengan rataan sebesar 79,58 £ 6,09%, diikuti oleh isolat ANS sebesar 77,35 +
1,96%, dan isolat AN12 sebesar 73,60 + 2,43%. Seluruh isolat menunjukkan
viabilitas di atas 70% setelah paparan enzim pepsin, yang mengindikasikan
kemampuan bertahan hidup yang baik terhadap kondisi pencernaan awal. Hasil uji
statistik menunjukkan nilai signifikansi p > 0,05, yang menandakan bahwa tidak
terdapat perbedaan viabilitas yang bermakna antar isolat BAL setelah paparan
enzim pepsin. Hal ini menunjukkan bahwa ketahanan terhadap enzim pepsin pada

isolat BAL air Nabeez kurma Ajwa relatif seragam.

Ketahanan BAL terhadap enzim pepsin berkaitan dengan kemampuan adaptasi

fisiologis sel bakteri dalam menghadapi lingkungan lambung yang bersifat asam
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dan proteolitik. Enzim pepsin dapat menghidrolisis protein penyusun dinding sel
dan membran bakteri, sehingga berpotensi menyebabkan kerusakan struktur sel dan
menurunkan viabilitas bakteri. BAL yang memiliki ketahanan lebih baik umumnya
mampu mempertahankan integritas dinding sel melalui berbagai mekanisme
adaptif, seperti modifikasi komposisi membran, pengaturan respons stres seluler,
serta peningkatan ekspresi protein stres yang berfungsi melindungi komponen
intrasel dari kerusakan akibat tekanan lingkungan. Mekanisme adaptasi fisiologis
ini merupakan respons umum BAL terhadap kondisi stres lingkungan yang ekstrem,
termasuk paparan pH rendah dan aktivitas proteolitik enzim pencernaan, sehingga

memungkinkan BAL tetap bertahan hidup selama proses pencernaan di lambung.>

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Tokathh dkk. (2015) yang
melaporkan bahwa BAL dengan potensi sebagai probiotik harus mampu
mempertahankan viabilitasnya setelah paparan simulated gastric juice yang
mengandung enzim pepsin. Dalam penelitiannya, isolat BAL yang menunjukkan
tingkat kelangsungan hidup yang tinggi setelah inkubasi dengan pepsin dinyatakan
memiliki potensi probiotik yang lebih baik.*® Temuan ini juga diperkuat oleh
penelitian Megur dkk. (2023) yang menyatakan bahwa viabilitas BAL setelah
paparan enzim pepsin merupakan salah satu parameter utama dalam skrining in
vitro probiotik, karena mencerminkan peluang bakteri untuk bertahan selama transit

di lambung sebelum mencapai usus.>’

Selain faktor fisiologis bakteri, kondisi matriks fermentasi air nabeez kurma
Ajwa diduga turut berperan dalam mendukung ketahanan BAL. Kandungan nutrisi
dalam air nabeez kurma Ajwa, seperti gula sederhana dan senyawa bioaktif,

berpotensi membantu mempertahankan stabilitas sel serta meningkatkan
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kemampuan adaptasi BAL terhadap stres pencernaan, termasuk paparan enzim

pepsin.

Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa isolat BAL hasil
fermentasi air nabeez kurma Ajwa menunjukkan ketahanan yang baik terhadap
enzim pencernaan pepsin. Seluruh isolat mampu mempertahankan viabilitas di atas
70% setelah inkubasi dengan enzim pepsin, dengan isolat AN10 menunjukkan nilai
viabilitas tertinggi. Hasil ini mengindikasikan bahwa BAL dari air nabeez kurma
Ajwa memiliki potensi yang baik sebagai kandidat probiotik. Meskipun hasil uji
ANOVA menunjukkan bahwa perbedaan antar perlakuan tidak signifikan secara
statistik, kecenderungan viabilitas tertinggi pada isolat AN10 tetap mencerminkan
adanya respons biologis yang relevan. Namun demikian, evaluasi lanjutan terhadap
karakteristik probiotik lainnya tetap diperlukan untuk memastikan potensi

fungsional isolat tersebut.
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BAB VII
PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai Pengaruh Lama Fermentasi Air Nabeez
Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera L.) terhadap Karakteristik BAL sebagai

Probiotik, maka dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut:

1. Variasi lama fermentasi air Nabeez kurma Ajwa berpengaruh terhadap
jumlah total koloni BAL. Fermentasi selama 8 jam menghasilkan jumlah
koloni BAL tertinggi, diikuti fermentasi 10 jam, sedangkan fermentasi 12

jam menunjukkan jumlah koloni terendah.

2. Hasil identifikasi makroskopis menunjukkan bahwa koloni BAL dari
seluruh variasi lama fermentasi memiliki karakteristik yang relatif seragam,
yaitu berbentuk bulat, permukaan halus, berwarna putih hingga putih krem,

yang merupakan ciri khas koloni BAL.

3. Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bahwa seluruh isolat BAL dari
fermentasi air Nabeez kurma Ajwa merupakan bakteri Gram positif, dengan
bentuk sel basil, sesuai dengan karakteristik BAL yang berpotensi sebagai

probiotik.

4. Uji katalase pada seluruh isolat BAL menunjukkan hasil katalase negatif,
yang menguatkan bahwa isolat yang diperoleh termasuk ke dalam kelompok

BAL.
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5. Berdasarkan uji tipe fermentasi, seluruh isolat BAL dari variasi lama
fermentasi air Nabeez kurma Ajwa bersifat homofermentatif, yang ditandai

dengan tidak terbentuknya gas selama proses fermentasi glukosa.

6. Uji ketahanan terhadap kondisi pH rendah menunjukkan bahwa BAL hasil
fermentasi air Nabeez kurma Ajwa memiliki potensi untuk bertahan hidup

saat melewati lingkungan asam lambung.

7. Uji ketahanan terhadap garam empedu menunjukkan bahwa isolat BAL
mampu mempertahankan viabilitasnya pada konsentrasi garam empedu,

sehingga berpotensi untuk bertahan dan berkembang di saluran pencernaan.

8. Hasil uji ketahanan terhadap enzim pencernaan menunjukkan bahwa isolat
BAL masih memiliki tingkat kelangsungan hidup setelah paparan enzim
pencernaan, sehingga memenuhi salah satu kriteria penting sebagai

kandidat probiotik.

7.2 Saran

1. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan standarisasi dan
optimasi metode penghentian fermentasi air Nabeez kurma Ajwa,
mengingat waktu dan cara penghentian fermentasi sangat memengaruhi
kualitas serta viabilitas BAL. Penghentian fermentasi sebaiknya dilakukan
melalui penyimpanan pada suhu rendah (refrigerasi) untuk memperlambat
aktivitas metabolik BAL, karena penghentian fermentasi hanya dengan
membuka tutup botol belum efektif dalam menjaga kestabilan hasil

fermentasi secara optimal.
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. Penelitian ini belum melakukan identifikasi spesifik terhadap jenis dan
spesies BAL yang dihasilkan (misalnya genus Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Leuconostoc, atau lainnya). Oleh karena itu, penelitian
selanjutnya sangat disarankan untuk melakukan identifikasi molekuler,
seperti analisis gen 16S rRNA dan gen fungsional probiotik, guna
memastikan spesies, strain unggulan, serta karakter genetik BAL yang
berpotensi sebagai probiotik.

. Keterbatasan penelitian ini adalah belum dilakukannya uji aktivitas
antimikroba BAL terhadap bakteri patogen, padahal aktivitas antimikroba
merupakan salah satu kriteria penting dalam penilaian potensi probiotik.
Oleh karena itu, penelitian lanjutan disarankan untuk melakukan uji
antimikroba terhadap bakteri patogen klinis guna memperkuat klaim
fungsional BAL sebagai kandidat probiotik.

. Penelitian lanjutan perlu diarahkan pada uji in vivo dan uji klinis awal untuk
menilai keamanan, stabilitas, serta efektivitas BAL hasil fermentasi air
Nabeez kurma Ajwa dalam meningkatkan kesehatan saluran cerna dan
respon imun.

. Pengujian aktivitas fungsional lanjutan, seperti kemampuan adhesi BAL
terhadap sel epitel usus, aktivitas antioksidan, dan imunomodulator, perlu
dilakukan untuk memperkuat bukti ilmiah potensi BAL sebagai probiotik
fungsional.

. Pengembangan produk pangan fungsional atau nutraseutikal berbasis air

Nabeez kurma Ajwa dengan formulasi probiotik (misalnya minuman siap
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konsumsi, serbuk instan, atau kapsul) disarankan sebagai upaya translasi
hasil penelitian ke masyarakat dan industri pangan kesehatan.

Studi stabilitas dan standarisasi bahan baku menggunakan kurma Ajwa dari
berbagai batch dan asal produksi perlu dilakukan untuk menjamin
konsistensi viabilitas BAL, keamanan mikrobiologis, serta mutu produk

probiotik secara berkelanjutan.
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Lampiran. 4 Hasil Analisis Data

1. Total BAL
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?a Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.

TotalBAL  F8 175 3 . 1.000 3 1.000
F10 175 3 . 1.000 3 1.000
F12 75 3 . 1.000 3 1.000

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.

TotalBAL  Based on Mean 1.014 2 6 417
Based on Median 1.014 2 6 417
Based on Median and with 1.014 2 3.666 446
adjusted df
Based on trimmed mean 1.014 2 6 417

ANOVA
TotalBAL
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 4764.500 2 2382.250 117.758 .000

Within Groups 121.380 6 20.230

Total 4885.880 8

Multiple Comparisons

Dependent Variable: TotalBAL
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95%
Confidence
Mean Interval
Difference (I-
(I Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound
Tukey HSD F8 F10 22.50000° 3.67242 .002 11.2320
F12 56.00000" 3.67242 .000 44.7320
F10 F8 -22.50000° 3.67242 .002 -33.7680
F12 33.50000" 3.67242 .000 22.2320
F12 F8 -56.00000" 3.67242 .000 -67.2680
F10 -33.50000° 3.67242 .000 -44.7680
Bonferroni F8 F10 22.50000° 3.67242 .003 10.4271
F12 56.00000" 3.67242 .000 43.9271
F10 F8 -22.50000° 3.67242 .003 -34.5729
F12 33.50000" 3.67242 .000 21.4271
F12 F8 -56.00000" 3.67242 .000 -68.0729
F10 -33.50000° 3.67242 .000 -45.5729
2. Ketahanan Asam Lambung pH 2
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ph2viabilitas F8 272 3 . .946 3 .554
F10 .308 3 . .902 3 .393
F12 .188 3 . .998 3 910
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Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic df1 df2 Sig.
ph2viabilitas Based on Mean .184 2 6 .836
Based on Median A71 2 6 .847
Based on Median and with A7 2 5.906 .847
adjusted df
Based on trimmed mean .185 2 6 .836
ANOVA
ph2viabilitas
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 99.935 2 49.968 .685 .540
Within Groups 437.654 6 72.942
Total 537.589 8

3. Ketahanan Asam Lambung pH 4

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
pH4Viabilitas F8 .263 3 .955 3 .592
F10 .319 3 .885 3 .341
F12 175 3 1.000 3 .996
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Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic df1 df2 Sig.
pH4Viabilitas Based on Mean 3.411 2 6 .102
Based on Median .690 2 6 .537
Based on Median and with .690 2 3.800 .555
adjusted df
Based on trimmed mean 3.087 2 6 120
ANOVA
pH4Viabilitas
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 25.840 2 12.920 397 .689
Within Groups 195.383 6 32.564
Total 221.224 8
4. Ketahanan Garam Empedu 0,3%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok  Statistic df Sig. Statistic df
Garampempedu03 F8 .190 3 .997 3
F10 A77 3 1.000 3
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F12 .353 3 .823 3
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.
Garampempedu03 Based on Mean 1.310 2 6 337
Based on Median 1.263 2 6 .349
Based on Median and with 1.263 2 4.295 .370
adjusted df
Based on trimmed mean 1.309 2 6 .337
ANOVA
Garampempedu03
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 121.089 2 60.544 12.379 .007
Within Groups 29.346 6 4.891
Total 150.435 8
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Garampempedu03
95%
Confidence
Mean Interval
Difference (-
(I) Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound
Tukey HSD F8 F10 -3.45333 1.80573 215 -8.9938
F12 5.45667 1.80573 .053 -.0838
F10 F8 3.45333 1.80573 .215 -2.0871
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F12

Bonferroni F8

F10

F12

F12 8.91000° 1.80573 .006 3.3695
F8 -5.45667  1.80573 .053 -10.9971
F10 -8.91000"  1.80573 .006 -14.4505
F10 -3.45333  1.80573 313 -9.3896
F12 5.45667 1.80573 .070 -.4796
F8 3.45333  1.80573 .313 -2.4829
F12 8.91000° 1.80573 .008 2.9738
F8 -5.45667  1.80573 .070 -11.3929
F10 -8.91000"  1.80573 .008 -14.8462

5. Ketahanan Garam Empedu 0,5%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?a Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Garamempedu05 F8 .240 3 . 974 3 .691
F10 .282 3 . .936 3 512
F12 .181 3 . .999 3 .941
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.
Garamempedu05 Based on Mean 3.097 2 6 119
Based on Median 1.468 2 6 .303
Based on Median and with 1.468 2 2.650 372
adjusted df
Based on trimmed mean 2.973 2 6 27
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ANOVA

Garamempedu05
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 227.689 2 113.844 1.553 .286
Within Groups 439.882 6 73.314
Total 667.571 8
6. Ketahanan Enzim Pencernaan (Pepsin)
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?a Shapiro-Wilk
Kelompok  Statistic df Sig. Statistic df
EnzimPencernaan F8 .218 3 . .987 3
F10 .185 3 . .998 3
F12 .208 3 . .992 3
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.
EnzimPencernaan Based on Mean 1.859 2 6 .235
Based on Median 1.595 6 .278
Based on Median and with 1.595 2.906 .341
adjusted df
Based on trimmed mean 1.844 6 .237
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EnzimPencernaan

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 54.851 2 27.425 1.828 .240
Within Groups 90.001 6 15.000
Total 144.851 8
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Lampiran. S Dokumentasi
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