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Abstrak 

Background: Dali ni horbo is a traditional North Sumatran food made from buffalo milk that has potential as a source 

of protein and lactic acid bacteria (LAB). Its high nutritional content and fermentation process make it a promising 

candidate for functional food development with probiotic properties. Objective: This study aimed to isolate and 

characterize proteins and LAB from dali ni horbo produced using different treatments, namely pure buffalo milk, the 

addition of pineapple juice, and the addition of citrus juice. Methods: Protein isolation was carried out using the 

ammonium sulfate precipitation method, while LAB were isolated on MRS agar supplemented with CaCO₃. Protein 

characterization was performed using biuret, ninhydrin, and xanthoprotein tests. LAB characterization included 

Gram staining, catalase test, and bile salt tolerance test. Results: The results showed that the protein isolate obtained 

using pineapple as a coagulant had the highest yield (2.3321 g) compared to citrus (1.8516 g). All protein isolates 

tested positive for biuret, ninhydrin, and xanthoprotein, indicating the presence of peptide bonds, amino acids, and 

aromatic groups. A total of 18 LAB isolates were obtained, all of which were Gram-positive, rod-shaped, catalase-

negative, and tolerant to bile salts. Conclusion: Dali ni horbo has strong potential as a source of protein and probiotic 

candidates, indicating its applicability as a functional food to support health. 
 

Kata kunci : Bile salt tolerance, Dali ni horbo, lactic acid bacteria, protein extract, probiotics 
 

 

 

Abstrak 

Latar belakang: Dali ni horbo merupakan pangan tradisional khas Sumatera Utara berbasis susu kerbau yang 

berpotensi sebagai sumber protein dan bakteri asam laktat (BAL). Kandungan nutrisi yang tinggi serta proses 

fermentasi menjadikan produk ini berpotensi dikembangkan sebagai pangan fungsional berbasis probiotik. 

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi protein serta BAL dari dali ni horbo yang 

dibuat dengan variasi perlakuan, yaitu susu kerbau murni, penambahan perasan nanas, dan penambahan perasan 

jeruk. Metode: Isolasi protein dilakukan menggunakan metode presipitasi amonium sulfat, sedangkan isolasi BAL 

menggunakan media MRS agar yang diperkaya CaCO₃. Karakterisasi protein dilakukan melalui uji biuret, 

ninhidrin, dan xantoprotein. Karakterisasi BAL meliputi pewarnaan Gram, uji katalase, serta uji toleransi terhadap 

garam empedu. Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat protein dari perlakuan koagulan nanas memiliki 

berat tertinggi (2,3321 g) dibandingkan jeruk nipis (1,8516 g). Seluruh isolat protein menunjukkan hasil positif pada 

uji biuret, ninhidrin, dan xantoprotein yang mengindikasikan adanya ikatan peptida, asam amino, dan gugus 

aromatik. Isolasi BAL menghasilkan 18 isolat murni dengan karakteristik Gram positif, berbentuk batang, katalase 

negatif, serta mampu tumbuh pada media yang mengandung garam empedu. Kesimpulan: Dali ni horbo berpotensi 

sebagai sumber protein dan kandidat probiotik lokal, sehingga dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai pangan 

fungsional yang mendukung kesehatan. 
 

Kata Kunci: Toleransi garam empedu, Dali ni horbo, bakteri asam laktat, ekstrak protein, probiotik. 
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Pendahuluan 

Dali ni horbo merupakan makanan tradisional khas masyarakat Batak Toba yang dihasilkan dari 

fermentasi susu kerbau secara konvensional dengan penambahan bahan asam alami seperti nanas atau jeruk 

nipis. roduk ini memiliki karakteristik menyerupai keju segar dengan tekstur padat dan cita rasa khas. Secara 

tradisional, dali ni horbo tidak hanya berfungsi sebagai sumber pangan, tetapi juga memiliki nilai budaya dan 

ekonomi bagi masyarakat lokal [1,2]. 

Susu kerbau sebagai bahan baku utama diketahui memiliki kandungan nutrisi yang lebih tinggi 

dibandingkan susu sapi, terutama dalam hal protein, lemak, dan total padatan. Kandungan protein susu 

kerbau berkisar antara 3,8–4,5%, sedangkan lemaknya dapat mencapai 6–8%, lebih tinggi dibandingkan susu 

sapi yang rata-rata mengandung protein sekitar 3,2–3,4% dan lemak 3–4% [3]. Kandungan nutrisi yang tinggi 

ini menjadikan susu kerbau sebagai sumber potensial dalam pengembangan pangan fungsional berbasis 

protein hewani. 

Protein susu tidak hanya berfungsi sebagai sumber nutrisi, tetapi juga memiliki potensi sebagai 

prekursor peptida bioaktif. Melalui proses fermentasi atau hidrolisis enzimatis, protein dapat dipecah menjadi 

peptida-peptida kecil yang memiliki aktivitas biologis tertentu. Salah satu aktivitas yang banyak dikaji adalah 

kemampuan sebagai inhibitor Angiotensin Converting Enzyme (ACE), yang berperan penting dalam sistem 

regulasi tekanan darah [4]. Inhibisi ACE dapat menghambat konversi angiotensin I menjadi angiotensin II, 

sehingga membantu menurunkan tekanan darah dan berpotensi dalam pencegahan hipertensi [5]. Hal ini 

menjadikan produk fermentasi susu sebagai kandidat pangan fungsional yang mendukung kesehatan 

kardiovaskular.  

Selain itu, proses fermentasi pada produk susu umumnya melibatkan bakteri asam laktat (BAL), yang 

memiliki peran penting dalam meningkatkan kualitas nutrisi, keamanan, serta sifat fungsional pangan. BAL 

diketahui mampu menghasilkan senyawa antimikroba, seperti asam organik, bakteriosin, dan hidrogen 

peroksida, yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen [6]. Di sisi lain, BAL juga 

berpotensi sebagai probiotik karena kemampuannya dalam menjaga keseimbangan mikrobiota usus, 

meningkatkan sistem imun, serta memberikan efek kesehatan lainnya bagi inang. 

Penggunaan bahan asam alami seperti nanas dan jeruk nipis dalam pembuatan dali ni horbo tidak 

hanya berfungsi sebagai koagulan, tetapi juga berpotensi memengaruhi komposisi protein dan aktivitas 

mikroba selama proses fermentasi. Nanas mengandung enzim bromelain yang dapat membantu hidrolisis 

protein, sedangkan jeruk nipis mengandung asam sitrat yang dapat menurunkan pH dan mempercepat 

proses koagulasi. Variasi perlakuan ini diduga akan menghasilkan karakteristik protein, peptida bioaktif, dan 

populasi BAL yang berbeda. 

Meskipun dali ni horbo telah lama dikonsumsi oleh masyarakat lokal, kajian ilmiah yang 

mengintegrasikan potensi protein, peptida bioaktif, dan bakteri asam laktat dari produk ini masih terbatas. 

Padahal, pendekatan tersebut penting dalam mendukung pengembangan dali ni horbo sebagai pangan 

fungsional berbasis probiotik yang memiliki nilai tambah ilmiah dan komersial. 

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi protein serta bakteri 

asam laktat dari dali ni horbo yang dibuat dengan tiga perlakuan berbeda, yaitu susu kerbau tanpa 

penambahan, susu dengan penambahan nanas, dan susu dengan penambahan jeruk nipis. Penelitian ini 

diharapkan dapat memberikan dasar ilmiah dalam pengembangan dali ni horbo sebagai pangan fungsional 

yang berpotensi mendukung kesehatan, khususnya terkait aktivitas antihipertensi dan probiotik. 
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Metode Penelitian 

Bahan dan Peralatan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi plat tetes, pH meter, magnetic stirrer, hot plate, 

sentrifugasi, autoklaf (HMC Hirayama), inkubator (Labnet), timbangan analitik (Shimazu), spektrofotometri, 

biological safety cabinet (Biobace), mikroskop. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi susu 

kerbau segar, Dali ni horbo, amonium sulfat, buffer fosfat pH 7, aquades, NaOH, CuSO₄, ninhidrin, HNO₃ 

pekat, etanol 95%, perasan buah nanas, dan perasan jeruk nipis media MRS broth dan MRS agar, kalsium 

karbonat (CaCo3), aquadest steril, asam klorida (HCL), alkohol 70%, garam empedu (bile salt), hidrogen 

peroksida (H₂O₂ ). 

 

Pembuatan Dali Ni Horbo 

Dali Ni Horbo (susu murni) 

Dali Ni Horbo dari bahan dasar susu murni segar di ambil sebanyak 500 mL disaring terlebih dahulu 

untuk menghilangkan partikel asing, kemudian dimasukkan ke dalam panci bersih. Selanjutnya, susu 

dipanaskan pada suhu rendah sambil diaduk hingga membentuk gumpalan. Selanjutnya dipindahkan ke 

wadah tertutup dan di fermentasi pada suhu ruang selama 48 jam hingga terbentuk Dali Ni Horbo [7]. 

 

Dali Ni Horbo dengan penambahan perasan nanas 

Pembuatan Dali Ni Horbo dengan penambahan nanas dilakukan menggunakan susu kerbau segar 

sebagai bahan baku utama sebanyak 500 mL. Susu yang telah disaring dimasukkan ke dalam panci, kemudian 

ditambahkan perasan buah nanas segar sebanyak 2 sendok makan, campuran diaduk hingga homogen dan 

selanjutnya dipanaskan pada suhu rendah sambil diaduk perlahan hingga ditandai dengan terbentuknya 

gumpalan. Selanjutnya dipindahkan ke wadah tertutup dan di fermentasi pada suhu ruang selama 48 jam 

hingga terbentuk Dali Ni Horbo. 

 

Dali Ni Horbo dengan penambahan perasan jeruk 

Pembuatan Dali Ni Horbo dengan penambahan jeruk dilakukan menggunakan susu kerbau segar 

sebagai bahan baku utama sebanyak 500 mL. Susu yang telah disaring dimasukkan ke dalam panci, kemudian 

ditambahkan perasan jeruk sebanyak 2 sendok makan, campuran diaduk hingga homogen dan selanjutnya 

dipanaskan pada suhu rendah sambil diaduk perlahan hingga ditandai dengan terbentuknya gumpalan. 

Selanjutnya dipindahkan ke wadah tertutup dan di fermentasi pada suhu ruang selama 48 jam hingga 

terbentuk Dali Ni Horbo. 

 

Isolasi Protein 

Isolasi protein dilakukan pada sampel Dali ni horbo yang telah dimodifikasi dengan penambahan buah, 

yaitu susu+nanas (SN) dan susu+jeruk (SJ). Sampel susu murni (SM) tidak digunakan untuk isolasi protein 

karena pada penelitian ini SM digunakan sebagai sumber isolasi bakteri asam laktat (BAL) pada tahap 

sebelumnya. Oleh karena itu, isolasi protein difokuskan pada sampel yang telah dimodifikasi (SN dan SJ) 

untuk mengevaluasi karakteristik protein setelah proses modifikasi bahan. Isolasi protein dilakukan melalui 

tahap ekstraksi dan presipitasi protein [8]. 

Sebanyak 100 g sampel Dali ni horbo dari masing-masing perlakuan (SN dan SJ) dimasukkan ke dalam 

beaker glass berkapasitas 1000 mL. Ke dalam setiap sampel ditambahkan 500 mL buffer fosfat pH 7. 

Campuran kemudian dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer pada suhu 40°C selama 60 menit untuk 

melarutkan protein. Setelah proses pelarutan selesai, campuran dipindahkan ke dalam tabung falcon dan 

disentrifugasi pada kecepatan 4.000 rpm selama 40 menit pada suhu 4°C. Supernatan yang mengandung 

protein terlarut dipisahkan dari endapan padat dan disimpan pada suhu dingin untuk tahap presipitasi 

protein. Presipitasi protein dilakukan menggunakan metode salting out dengan amonium sulfat [8].  

Sebanyak 100 mL supernatan dimasukkan ke dalam beaker glass 200 mL, kemudian ditempatkan di 

dalam beaker glass berkapasitas 1000 mL yang berisi es batu untuk menjaga suhu tetap rendah dan mencegah 

terjadinya denaturasi protein. Amonium sulfat ditambahkan secara bertahap hingga mencapai tingkat 

kejenuhan 100%. Penambahan dilakukan sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer pada suhu 0°C hingga 

amonium sulfat larut sempurna. Setelah proses presipitasi selesai, larutan dipindahkan ke dalam tabung 
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falcon dan disentrifugasi pada kecepatan 4.000 rpm selama 40 menit pada suhu 4°C. Endapan protein yang 

terbentuk dipisahkan dari supernatan dan dikumpulkan sebagai isolat protein kasar [8]. 

Endapan protein hasil presipitasi kemudian dibilas menggunakan buffer fosfat dingin untuk 

menghilangkan sisa amonium sulfat dengan proses sentrifugasi ulang pada kecepatan 4.000 rpm selama 40 

menit pada suhu 4°C. Tahap ini dilakukan untuk memperoleh isolat protein yang lebih murni dan stabil 

sebelum dilakukan proses karakterisasi [8]. 

 

Karakterisasi Protein 

Uji Biuret 

Uji biuret dilakukan menggunakan metode plat tetes, isolat protein diteteskan ke permukaan plat tetes. 

Selanjutnya ditambahkan 5 tetes larutan NaOH dan 1 tetes larutan CuSO₄, kemudian diaduk menggunakan 

batang pengaduk hingga homogen. Perubahan warna isolat menjadi ungu menunjukkan hasil positif 

terhadap uji biuret [9]. 

 

Uji Ninhidrin 

Uji ninhidrin dilakukan dengan memasukkan masing-masing isolat protein ke dalam tabung reaksi. Ke 

dalam setiap tabung ditambahkan 5 tetes larutan ninhidrin dan diaduk hingga homogen. Selanjutnya, 

campuran dipanaskan di atas hot plate menggunakan media air dalam beaker glass pada suhu 100°C. 

Pemanasan dilakukan hingga terjadi perubahan warna larutan menjadi ungu, yang menunjukkan adanya 

asam amino bebas dalam isolat protein [10]. 

 

Uji Xantoprotein 

Uji xantoprotein dilakukan dengan memasukkan masing-masing isolat protein ke dalam tabung reaksi. 

Selanjutnya, ke dalam setiap tabung ditambahkan 1–3 tetes HNO₃ pekat, kemudian campuran dipanaskan 

selama 1 menit. Setelah pemanasan, larutan didinginkan di bawah aliran air. Setelah dingin, larutan 

ditambahkan NaOH secara perlahan dan hati-hati hingga terjadi perubahan warna menjadi kuning, yang 

menunjukkan adanya gugus aromatik pada struktur protein [11]. 

 

Isolasi dan Pemurnian BAL 

Isolasi bakteri asam laktat (BAL) probiotik dari Dali ni Horbo diawali dengan pengambilan sampel Dali 

Ni Horbo. Sampel kemudian diambil sebanyak satu sendok spatula dan dilarutkan dalam media MRS broth, 

selanjutnya dihomogenkan hingga tercampur merata. Suspensi sampel diinkubasi pada suhu 30–37°C selama 

24–48 jam. Setelah inkubasi, isolasi bakteri dilakukan melalui pengenceran bertingkat dengan perbandingan 

1:9. Disiapkan tujuh tabung reaksi yang masing-masing berisi 9 ml larutan NaCl steril. Sebanyak 1 ml suspensi 

sampel dimasukkan ke dalam tabung pertama dan dihomogenkan, kemudian 1 ml dari tabung tersebut 

dipindahkan ke tabung berikutnya hingga diperoleh pengenceran 10⁻⁷ [12].  

Selanjutnya, sebanyak 0,1 ml dari pengenceran 10⁻⁵ hingga 10⁻⁷ diinokulasikan ke dalam media MRSA 

yang mengandung CaCO₃ menggunakan metode sebar (spread plate). Media kemudian diinkubasi selama 24–

48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh diamati dan dipilih berdasarkan karakteristik morfologi, yaitu berbentuk 

bulat, cembung, serta menghasilkan zona bening di sekitarnya. Koloni terpilih kemudian dipindahkan ke 

media padat baru untuk proses pemurnian. Pemurnian dilakukan dengan metode goresan berbentuk T 

menggunakan jarum ose, dan diulangi hingga pemurnian kedua. Selanjutnya, kultur diinkubasi pada suhu 

37°C selama 48 jam untuk memperoleh isolat bakteri asam laktat yang murni [12]. 

 

Pewarnaan Gram 

Pewarnaan Gram dilakukan dengan mengambil koloni bakteri dari media padat, kemudian dibuat 

preparat ulas pada kaca objek menggunakan jarum ose steril. Preparat tersebut difiksasi dengan pemanasan 

di atas api bunsen sebanyak 2–3 kali hingga bakteri melekat pada permukaan kaca. Selanjutnya, kaca objek 

ditetesi larutan kristal violet dan dibiarkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan air mengalir dan 

dikeringkan. Setelah itu, larutan iodin ditambahkan dan didiamkan selama 1 menit, lalu kembali dibilas dan 

dikeringkan. Proses dekolorisasi dilakukan dengan meneteskan alkohol 96% hingga warna ungu memudar, 

kemudian segera dibilas dan dikeringkan. Pewarnaan penutup dilakukan dengan safranin selama 30 detik, 

diikuti pembilasan dan pengeringan. Preparat yang telah siap diamati menggunakan mikroskop dengan 

minyak imersi pada perbesaran 100×. Bakteri asam laktat umumnya menunjukkan bentuk batang dan 

berwarna ungu, yang mengindikasikan sifat Gram positif [13]. 
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Uji katalase 

Uji katalase dilakukan dengan memilih satu koloni bakteri yang tumbuh pada media agar 

menggunakan jarum inokulum steril, kemudian diletakkan pada kaca objek mikroskop yang telah 

dibersihkan dengan alkohol. Selanjutnya, ditambahkan dua tetes larutan hidrogen peroksida (H₂O₂) 3% dan 

diamati terjadinya reaksi. Munculnya gelembung sebagai akibat pembentukan gas oksigen menunjukkan 

hasil katalase positif. Sebaliknya, tidak terbentuknya gelembung dan tidak adanya pelepasan gas oksigen 

menunjukkan hasil katalase negatif. Bakteri asam laktat termasuk dalam kelompok bakteri katalase negatif 

[14]. 

 

Uji Toleransi Garam Empedu 

Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam tabung yang berisi 7 mL larutan NaCl 0,8%. Kekeruhan suspensi 

bakteri kemudian diukur dengan menentukan nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 600 nm hingga diperoleh nilai absorbansi (A) sebesar 0,1. Selanjutnya, suspensi bakteri dengan 

absorbansi 0,1 dipipet sebanyak 0,1 mL dan dimasukkan ke dalam masing-masing tabung yang berisi media 

MRS Broth serta MRS Broth yang ditambahkan bile salt, kemudian dihomogenkan. Seluruh tabung diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 4 jam. Setelah inkubasi, masing-masing suspensi diambil sebanyak 0,1 mL dan 

diinokulasikan ke media padat menggunakan metode spread plate. Media kemudian diinkubasi kembali 

pada suhu 37°C selama 24–48 jam [15]. 

 

Hasil dan Pembahasan 

Isolasi Protein 

Isolasi protein dilakukan pada dua jenis Dali ni horbo yang diproduksi menggunakan koagulan 

berbeda, yaitu susu nanas (SN) dan susu jeruk nipis (SJ). Tahap isolasi diawali dengan proses ekstraksi 

menggunakan buffer fosfat pH 7 untuk melarutkan fraksi protein dari matriks sampel. Selanjutnya dilakukan 

presipitasi protein menggunakan amonium sulfat hingga mencapai tingkat kejenuhan tinggi untuk 

mengendapkan protein dari larutan [16]. 

Hasil isolasi menunjukkan adanya perbedaan jumlah isolat protein yang dihasilkan dari kedua 

perlakuan koagulan. Isolat protein dari Dali ni horbo dengan koagulan nanas memiliki berat sebesar 2,3321 

g, sedangkan isolat protein dari perlakuan jeruk nipis sebesar 1,8516 g. Hasil ini menunjukkan bahwa 

penggunaan koagulan nanas menghasilkan jumlah isolat protein yang lebih besar dibandingkan dengan 

koagulan jeruk nipis. Perbedaan jumlah isolat protein tersebut kemungkinan dipengaruhi oleh mekanisme 

koagulasi protein yang berbeda pada masing-masing bahan koagulan. Nanas diketahui mengandung enzim 

proteolitik bromelain yang mampu memecah ikatan peptida pada protein sehingga menghasilkan fragmen 

peptida dengan ukuran lebih kecil. Secara umum, proses hidrolisis protein dapat meningkatkan kelarutan 

peptida dalam larutan. Namun demikian, pada kondisi tertentu fragmen peptida yang terbentuk dapat 

mengalami asosiasi kembali melalui interaksi hidrofobik antar residu asam amino, sehingga membentuk 

agregat protein yang lebih mudah mengalami pengendapan selama proses presipitasi dengan amonium 

sulfat.  

Selain enzim bromelain, nanas juga mengandung berbagai komponen lain seperti pektin, gula, serta 

polisakarida yang berpotensi berinteraksi dengan protein selama proses koagulasi. Interaksi antara protein 

dan polisakarida tersebut dapat membentuk kompleks makromolekul yang ikut terendapkan pada tahap 

presipitasi. Hal ini memungkinkan berat isolat yang diperoleh tidak hanya berasal dari protein murni, tetapi 

juga dari komponen matriks lain yang ikut terpresipitasi bersama protein. Berbeda dengan nanas, mekanisme 

koagulasi pada jeruk nipis terjadi terutama melalui penurunan pH akibat kandungan asam sitrat. Penurunan 

pH menyebabkan protein susu mendekati titik isoelektriknya, yaitu kondisi ketika muatan bersih protein 

menjadi mendekati nol sehingga gaya tolak-menolak antar molekul protein menurun dan terjadi agregasi 

protein [17].  

Mekanisme pengasaman ini tidak melibatkan aktivitas enzim proteolitik sehingga proses koagulasi 

berlangsung lebih sederhana. Hal tersebut dapat menyebabkan jumlah protein yang mengendap relatif lebih 

sedikit dibandingkan dengan perlakuan koagulan nanas. Pada tahap presipitasi, penggunaan amonium 

sulfat didasarkan pada prinsip salting out, yaitu penurunan kelarutan protein akibat meningkatnya kekuatan 

ionik dalam larutan. Ion garam akan bersaing dengan molekul protein dalam berinteraksi dengan molekul 

air, sehingga lapisan hidrasi protein berkurang dan interaksi antar molekul protein meningkat. Kondisi ini 
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mendorong terjadinya agregasi dan pengendapan protein dari larutan. Oleh karena itu, kondisi awal protein 

setelah proses koagulasi sangat mempengaruhi efisiensi proses presipitasi yang dilakukan [17]. 

 

Karakterisasi Protein 

Tabel 1. Hasil Uji Kualitatif Protein 

Sampel Uji Biuret Uji Ninhidrin Uji Xantoprotein 

Supernatan SJ Ungu (+) Ungu (+) - 

Supernatan SN Ungu (+) Ungu (+) - 

Isolat Protein SJ Ungu Pekat (+) Ungu Pekat (+) Kuning (+) 

Isolat Protein SN Ungu Pekat (+) Ungu Pekat (+) Kuning (+) 
Keterangan : 

Uji Biuret: warna ungu menunjukkan ikatan peptida positif 

Uji Ninhidrin: warna ungu menunjukkan asam amino positif 

Uji Xantoprotein: warna kuning menunjukkan asam amino aromatik positif 

 

Hasil karakterisasi protein menunjukkan bahwa seluruh isolat memberikan hasil positif pada uji Biuret, 

uji Ninhidrin, dan uji Xantoprotein.  

 

Uji Biuret 

Reaksi positif pada uji Biuret yang ditandai dengan terbentuknya warna ungu menunjukkan adanya 

ikatan peptida dalam struktur protein. Intensitas warna yang lebih kuat pada isolat dibandingkan dengan 

supernatan menunjukkan bahwa fraksi isolat memiliki konsentrasi protein yang lebih tinggi. 

 

       
(a)                              (b) 

Gambar 1. Hasil Uji Biuret pada Isolat Protein. (a) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan jeruk 

nipis (SJ) menunjukkan warna ungu pekat. (b) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan nanas 

(SN) juga menunjukkan warna ungu pekat. 

 

Uji Ninhidrin 

Uji Ninhidrin menunjukkan perubahan warna menjadi ungu hingga ungu pekat pada isolat protein, 

yang mengindikasikan keberadaan asam amino bebas maupun peptida dengan ukuran molekul kecil. 

Senyawa tersebut dapat terbentuk selama proses fermentasi maupun akibat hidrolisis protein oleh aktivitas 

enzim proteolitik. Intensitas warna yang lebih kuat pada isolat dibandingkan dengan supernatan 

menunjukkan bahwa fraksi isolat kemungkinan mengandung peptida dalam jumlah yang lebih besar. Berikut 

gambar karakterisasi uji ninhidrin: 

 

(a)                                     (b) 

Gambar 2. Hasil Uji Ninhidrin pada Isolat Protein. (a) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan 

jeruk nipis (SJ) menunjukkan warna ungu pekat. (b) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan 

nanas (SN) juga menunjukkan warna ungu pekat. 
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Uji Xantoprotein  

Hasil positif pada uji Xantoprotein yang ditandai dengan terbentuknya warna kuning menunjukkan 

adanya asam amino aromatik, seperti tirosin, triptofan, dan fenilalanin. Keberadaan asam amino aromatik ini 

penting karena residu tersebut sering ditemukan pada berbagai peptida bioaktif yang memiliki aktivitas 

biologis tertentu. 

 

(b)                                     (b) 

Gambar 3. Hasil Uji Xantoprotein pada Isolat Protein. (a) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan 

jeruk nipis (SJ) menunjukkan warna kuning. (b) Isolat protein dari perlakuan susu dengan koagulan nanas 

(SN) juga menunjukkan warna kuning. 

 

Kombinasi keberadaan peptida berukuran kecil serta residu asam amino aromatik tersebut dapat 

menjadi indikasi awal terbentuknya peptida bioaktif, termasuk peptida yang berpotensi berperan sebagai 

inhibitor Angiotensin Converting Enzyme (ACE). Peptida inhibitor ACE yang berasal dari protein susu 

umumnya memiliki ukuran molekul kecil, bersifat relatif hidrofobik, dan mengandung residu asam amino 

tertentu seperti prolin, fenilalanin, atau tirosin yang berperan dalam interaksi dengan sisi aktif enzim ACE. 

Meskipun demikian, hasil uji kualitatif pada penelitian ini masih bersifat indikatif dan belum dapat secara 

langsung membuktikan aktivitas penghambatan ACE. Oleh karena itu, penelitian lanjutan diperlukan untuk 

mengonfirmasi potensi bioaktivitas tersebut, misalnya melalui uji aktivitas ACE inhibitor secara in vitro, 

pemurnian fraksi peptida aktif, serta identifikasi struktur peptida menggunakan teknik analisis seperti 

kromatografi dan spektrometri massa. Dengan demikian, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Dali ni 

horbo tidak hanya berperan sebagai sumber nutrisi protein, tetapi juga memiliki potensi untuk dikembangkan 

sebagai pangan fungsional yang mengandung senyawa bioaktif yang dapat mendukung pencegahan 

penyakit degeneratif, khususnya hipertensi [18]. 

 

Isolasi dan Pemurnian BAL 

Tabel 2. Morfologi Koloni Isolat BAL 

Kode Asal Isolat Bentuk Bentuk permukaan Warna Bau 

SM 1 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 2 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 3 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 4 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 5 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 6 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 7 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 8 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 9 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SM 10 Susu Murni Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SN 1 Susu + Nanas Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SN 2 Susu + Nanas Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SN 3 Susu + Nanas Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SN 4 Susu + Nanas Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SN 5 Susu + Nanas Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SJ 1 Susu + Jeruk Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SJ 2 Susu + Jeruk Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 

SJ 3 Susu + Jeruk Bulatan Kecil Cembung Putih Bau asam 
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(a)                                        (b)                                     (c) 

Gambar 4.  Hasil isolasi BAL  ( a ) Isolat BAL pada susu murni (SM) ( b ) isolat BAL dari perlakuan susu 

dengan koagulan nanas (SN) (c) isolat BAL dari perlakuan susu dengan koagulan jeruk nipis ( SJ). 

 

Berdasarkan hasil isolasi mikroorganisme dari susu murni serta susu yang dikombinasikan dengan 

buah nanas dan jeruk menunjukkan karakteristik morfologi koloni yang relatif seragam, yaitu berbentuk bulat 

kecil, memiliki permukaan cembung, berwarna putih, dan serta memiliki bau asam khas fermentasi. Bau asam 

tersebut merupakan ciri umum aktivitas bakteri asam laktat yang menghasilkan asam laktat sebagai produk 

utama metabolisme selama proses fermentasi.  

Keseragaman karakter ini mengindikasikan bahwa mikroorganisme yang tumbuh kemungkinan 

berasal dari kelompok yang sama atau setidaknya memiliki kesamaan fenotipik. Karakteristik koloni tersebut 

umumnya dijumpai pada bakteri asam laktat (BAL), yang secara alami banyak ditemukan pada susu dan 

produk fermentasinya, mengingat kandungan laktosa dan protein dalam susu sangat mendukung 

pertumbuhan bakteri tersebut.  

Adanya bau khas pada seluruh isolat juga menguatkan dugaan adanya aktivitas metabolik 

mikroorganisme, terutama dalam menghasilkan senyawa volatil sebagai hasil fermentasi. Penambahan buah 

nanas dan jeruk ke dalam susu tidak menimbulkan perbedaan morfologi koloni yang signifikan dibandingkan 

dengan susu murni, yang menunjukkan bahwa perubahan kondisi lingkungan, seperti penurunan pH akibat 

asam organik dari buah, masih berada dalam batas toleransi mikroorganisme yang tumbuh.  

Bakteri asam laktat diketahui memiliki kemampuan adaptasi yang baik terhadap kondisi asam, 

sehingga tetap mampu berkembang meskipun terdapat senyawa asam tambahan. Keseragaman morfologi 

koloni pada seluruh perlakuan juga mengindikasikan adanya mikroorganisme dominan dengan daya 

kompetitif yang tinggi terhadap variasi substrat. Meskipun demikian, identifikasi berdasarkan morfologi 

koloni saja belum cukup untuk memastikan jenis dan spesies mikroorganisme secara pasti, sehingga 

diperlukan pengujian lanjutan seperti pewarnaan Gram, uji biokimia, dan identifikasi molekuler[19]. 

 

Karakteristik BAL 

Tabel 3. Karakterisrik BAL 

Kode Isolat Asal Isolat Pewarnaan Gram Uji Katalase Uji Toleransi Garam Berdasarkan Kekeruhan 

MRS Broth MRS Broth + Bile Salt 

SM 1 Susu Murni Ungu - + + 

SM 2 Susu Murni Ungu - + + 

SM 3 Susu Murni Ungu - + + 

SM 4 Susu Murni Ungu - + + 

SM 5 Susu Murni Ungu - + + 

SM 6 Susu Murni Ungu - + + 

SM 7 Susu Murni            Ungu - + + 

SN 1 Susu + Nanas Ungu - + + 

SN 2 Susu + Nanas Ungu - + + 

SN 3 Susu + Nanas Ungu - + + 

SJ 1 Susu + Jeruk Ungu - + + 
Keterangan: (-) = Negatif (+) = tumbuh ( ada kekeruhan ) 
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(a)                                              (b)                                         (c) 

                 
                   (d)                                                (e)                                 (f) 

Gambar 5. Hasil uji karakteristik. (a) Uji Pewarnaan Gram pada susu murni (SM).  (b) Uji Pewarnaan Gram 

dari perlakuan susu dengan koagulan nanas (SN). ( c) Uji Pewarnaan Gram dari perlakuan susu dengan 

koagulan jeruk nipis (SJ). (d) Uji Katalase. (e)  uji toleransi garam pada MRS Broth. (f) Uji toleransi garam pada 

MRS Broth + Bile Salt. 
 

Berdasarkan hasil karakterisasi yang disajikan pada tabel 3, isolat bakteri yang diperoleh menunjukkan 

karakteristik yang mendukung sebagai bakteri asam laktat (BAL). Hasil pewarnaan Gram menunjukkan 

bahwa isolat berwarna ungu yang mengindikasikan bahwa bakteri tersebut termasuk dalam kelompok Gram 

positif, yang merupakan salah satu ciri umum bakteri asam laktat karena memiliki dinding sel tebal yang 

tersusun dari peptidoglikan sehingga mampu mempertahankan warna kristal violet pada proses pewarnaan 

Gram [20].Pada uji katalase, seluruh isolat menunjukkan hasil negatif yang ditandai dengan tidak 

terbentuknya gelembung setelah penambahan hidrogen peroksida, yang menunjukkan bahwa isolat tidak 

menghasilkan enzim katalase, suatu karakteristik yang umum dimiliki oleh bakteri asam laktat yang bersifat 

anaerob fakultatif atau mikroaerofilik. Selanjutnya, hasil uji toleransi garam empedu menunjukkan bahwa 

seluruh isolat mampu tumbuh pada media MRS Broth sebagai kontrol maupun pada media MRS Broth yang 

ditambahkan bile salt yang ditandai dengan adanya kekeruhan pada media, sehingga menunjukkan bahwa 

isolat memiliki kemampuan untuk bertahan pada kondisi yang mengandung garam empedu [20].  

Kemampuan bakteri untuk tumbuh pada media yang mengandung bile salt merupakan salah satu 

indikator penting dalam seleksi bakteri probiotik, karena mikroorganisme probiotik harus mampu bertahan 

pada kondisi lingkungan saluran pencernaan yang mengandung garam empedu. Secara keseluruhan, hasil 

pewarnaan Gram, uji katalase, dan uji toleransi garam empedu menunjukkan bahwa isolat yang diperoleh 

memiliki karakteristik fisiologis yang sesuai dengan kelompok bakteri asam laktat dan berpotensi bertahan 

pada kondisi lingkungan saluran pencernaan [20]. 
 

Kesimpulan 

Penelitian ini berhasil mengisolasi protein dari Dali ni horbo, di mana penggunaan koagulan nanas 

menghasilkan rendemen protein (2,3321 g) yang lebih tinggi dibandingkan jeruk nipis (1,8516 g). Isolat protein 

yang diperoleh positif mengandung ikatan peptida, asam amino bebas, dan asam amino aromatik. Selain itu, 

berhasil diisolasi 18 isolat bakteri yang memiliki karakteristik dasar BAL, yaitu Gram positif (dominan), 

katalase negatif, dan toleran terhadap garam empedu, sehingga berpotensi sebagai kandidat probiotik. Hasil 

ini mengindikasikan bahwa Dali ni horbo berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai pangan 

fungsional kaya protein dan probiotik. 
 

Konflik Kepentingan 

Seluruh penulis menyatakan bahwa penelitian ini dilakukan secara independen tanpa adanya konflik 

kepentingan, baik finansial maupun nonfinansial, yang dapat memengaruhi proses maupun hasil penelitian 
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