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ABSTRAK

Bakteria asid laktik (LAB) dalam penapaian susu boleh menjana peptida biGaktif
termasuk peptida antioksida. Walau bagaimanapun kajian masih terhatl, tentang
penghasilan peptida bioaktif daripada penapaian susu kerbau yang dijanakan olefwl AB
terpilih. Oleh itu, kajian ini dijalankan untuk menyaring aktiviti proteolitik pencilan
LAB dan untuk menilai aktiviti antipengoksida wei susu skim menggéfiakan pencilan
LAB serta untuk menilai kesan kaedah kultur dan masa penapaian _pada aktiviti
antipengoksida wei yang telah dijanakan oleh susu kerbau yang telah/ditapai dengan
LAB terpilih. Aktiviti proteolitik LAB telah disaring dengan kagdah,agar susu skim
(SMA) dan aktiviti antipengoksida susu skim dan susu kerbau teftepai telah diukur
menggunakan analisis perencatan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazili (DPPH) dan analisis
pengkelatan ferus (FICA). Berat molekul (Mw) peptida dakipada‘wei susu kerbau yang
telah dihasilkan oleh LAB telah dianggarkan menggunakan teknik, elektroforesis gel
natrium dodesil sulfat berpoliakrilamida (SDS PAGE). Dua puluh lima péhcilan LAB
daripada pelbagai sumber (yogurt buatan sendirig pisang, anggurgkurnfa, tanah,
pekasam, dan budu) telah disaring kebolehannya unttik,menghidrolisis progei susu
skim. Kajian awal telah menunjukkan bahawa lapan(Yg, Bn2, WG2,BG, Dt, Pk2, S1,
dan Bd2) daripada pencilan LAB menunjukkanghidrolisis protein kesatas SMA dengan
diameter zon jelas antara 4.0 mm dan 14.5 mm.‘_L’AB ini telah*dikulturkan ke dalam
susu skim untuk menghasilkan wei yang mempunyai aktiviti antipengoksida dianalisis
dengan DPPH dan FICA selepas 24 jampenapaian pada subd 37 C."Pencilan WG2,
Pk2, S1, dan Bd2 menjana aktiviti antipepgoksida pada weistisu skin dengan julat nilai
DPPH antara 12.59 dan 19.04 % dan jtlat nilai FICA¥antara78.61 dan 84.81 %
berbanding pencilan lain seterusnya_telah difilai~untuk’ potensi mereka sebagai
probiotik untuk memastikan dayathidup’dan fungsSi'eAB masih kekal ada. Keempat-
empat pencilan LAB ini telah begteleransi dalam pegsekitaran.asid dan hempedu dengan
sekurang-kurangnya pengurangan (maksimum <1005 kitatan log) dalam jumlah daya
hidup sel untuk kedua-dua _analiSis cabaramn asid danfiempedu. Pencilan WG2 telah
menunjukkan kebolehan untuk bertahan dal@m’ tekaman berasid berbanding pencilan
lain dengan kehilangan kiraan‘elaya hidup yang kurang daripada 0.10 pengurangan log
dalam persekitaran berasid pH 2.0 Jhanakala pencilan Bd2 menunjukkan kenaikan
dalam kiraan daya Hidup dengamKitaran log .0.37 cfu/ml selepas pendedahan dalam
persekitaran hempeédu pH 6.5.1Selainy itu, pencilan LAB ini boleh bertindak sebagai
aktiviti antimikgob depgan keluasan zon perencatan oleh kedua-dua kaedah lapisan
kultur berpasangafisdan telaga Serapan @gar menentang Bacillus cereus (B. cereus),
Bacillus subtii§™ (B. subtilis):# Staphilucoccos aureus (S. aureus), Staphilucoccus
typhimuriuf (S.typhimurium) and Egeherichia coli (E. coli). Keempat-empat pencilan
LAB sangat menghalang S. tYphimuritim dan E. coli dengan zon jelas berdiameter 85.00
mm dengan, Kaedah lapisan kultufZberpasangan. Diameter terbesar zon jelas dengan
kaedah telaga serapan agar telah diperhatikan pada pencilan LAB Pk2, S1, dan Bd2
menentang E. coli iaitu 13.83"mm. Pendekatan pengkulturan pencilan LAB dengan
ketara'mempengaruhi (p<0.05) nilai antipengoksida wei susu kerbau dengan analisis
sperencatan aktiviti radikal DPPH dan FICA. Wei yang telah dihasilkan oleh
pengkulturan lansung LAB dalam penapaian susu kerbau menghasilkan nilai DPPH
yang tinggi berbanding dengan wei yang telah dihasilkan oleh prapengkulturan LAB.
Sebaliknya, wei yang telah dihasilkan oleh pengkulturan lansung LAB dalam penapaian
susu kerbau menghasilkan nilai FICA yang rendah berbanding dengan wei yang
dihasilkan oleh prapengkulturan LAB. Nilai DPPH wei susu kerbau yang telah
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dihasilkan oleh pengkulturan lansung LAB berjulat antara 22.61 dan 33.62% manakala
nilai FICA wei susu kerbau yang telah dihasilkan oleh prapengkulturan LAB berjulat
antara 59.41 dan 78.22% untuk pencilan WG2, Pk2, S1, dan Bd2. Pengecaman p
WG2, Pk2, S1, dan Bd2 telah dikenalpasti sebagai Lactobacillus planﬁgjha (L.
plantarum WG2), Lactobacillus paracasei (L. paracasei Pk2), Lactobacill rum
(L. plantarum SI) dan Enterococcus faecium (E. faecium Bd2) mengguhakanskaedah
penjadualan rDNA 16S dengan 99 % persamaan. LAB ini telah dipel ih lanjut
dalam penapaian susu kerbau untuk menghasilkan wei dengan aktiviti,antipengoksida
dengan pendekatan pengkulturan yang berbeza dan masa penapai% berlainan.
Penambahan LAB pada susu kerbau sama ada secara pengkulturw ng atau secara
prapengkulturan mempengaruhi aktiviti antipengoksida pgena susu kerbau.
Pengkulturan langsung LAB ke dalam susu kerbau telah m gr%!n wei dengan nilai
DPPH yang tinggi berjulat antara 21.87 dan 55.03 % dan hilaiyFICA berjulat antara
50.13 dan 65.52 %. Walau bagaimanapun, prapengkult ada susu kerbau telah
menghasilkan wei dengan nilai DPPH yang lebih rendaherjulat nthan 12.28
% berbanding dengan nilai FICA berjulat antara 56.58,dan 84.45 % untuk L. Fﬂa,QriaTum
e’bw tapai
cium Bd2 telah menghasitkan wei
as pe'n lan. Selepas 24 jam

dengan prapengkuluran L. plantarum WG2 dan E:
dengan nilai FICA yang tinggi dan dipengaruhi
proses penapaian, prapengkuluran oleh E. faé€ium su uQeerbau telah
menghasilkan wei dengan nilai FICA 78.2 is jam %es penapaian,
prapengkuluran oleh L. plantarum WG usu.kerba@irtelah ,menghasilkan wei
dengan nilai FICA paling tinggi dala emuan ini (8445%%). usu kerbau yang
telah dihasilkan oleh prapengkulturan L. ntamgk dan aecium Bd2 telah

ditentukan aktiviti antipengoksida separu Mg ~%katan halangan (1Cso)
pada ujian FICA yang berkeput gaﬂ I 1Gso'berjilat antara 0.37 dan 0.41
mg/ml yang lebih rendah dari%so nilai piawai E (0.29 mg/ml). Dengan
menggunakan analisis SDS w pepti

ripa#wei susu kerbau yang telah
dihasilkan oleh sama ada prape G2 atau prapengkulturan E.

n :
faecium Bd2 telah dianggarkan ant ;' 20, dan 10 kDa untuk kedua-
dua LAB, masing-mas% ninit kan bahawa L. plantarum WG2

leh di

dan E. faecium Bd2 bo na% alzgsilkan peptida dari wei susu kerbau
dengan aktiviti amksidb :



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) in milk fermentation can generate bioactive peptides
including antioxidative peptides. However limited studies about production ofibioagtive
peptides from buffalo milk fermentation generated by selected LAB. Thus, thiSstudy
was to screen the proteolytic activity and probiotic potentials of isolated LAB and
antioxidative activity of skimmed milk whey using LAB isolates as wel*asto evaluate
the effect of culturing methods and fermentation time on antioxidant.activity of whey
generated by buffalo milk fermented with selected LAB. Proteolytic\activity of LAB
was screened using skimmed milk agar (SMA) method and the antioxidant activities of
whey skimmed and buffalo milk were measured using scavenging“ef 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) and ferrous chelating activity (FICA) aSsays?Molecular weight
(Mw) of antioxidative peptides from whey buffalo milk produeed by LAB was estimated
using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis’(SDSPAGE) method.
Twenty-five LAB isolates from different sources (homeémade yogurt,. bafana, grape,
dates, soil, fermented shrimp, and fermented salted figh) were scrgenedgfor théir ability
to hydrolyse protein in skim milk. Preliminary screeninguindicated that gight (¥g,"Bn2,
WG2, BG, Dt, Pk2, S1, and Bd2) of LAB isolate$§fiowed protein hy@rolysis'on SMA
with diameter of clear zone between 4.0 mm and.14.5 mm. These LAB were'fermented
in skimmed milk produced whey had antioxidagt activity“analysed wiih-DPPH and
FICA assays after 24 h incubation at 37 &C. The WG2, Pk2, S1, . afith'Bd2 isolates
generated antioxidant activity in whey sklmmed milk with DPPH"“values ranged
between 12.59 and 19.04 % and FIGA valugs ranged betWeery 7861 and 84.81 %
compared to other isolates were further evaluat_ed for “their probiotic potentials to
reassure LAB viability and functiodality remainéd, Allfour LLAB isolates tolerated in
acid and bile environments with atilgast slight redtction (maximally <1.05 log cycle) in
viable cell counts for both acidsanésBile challengeyassayscisolate WG2 showed more
ability to survive in acidic stress,tham,other iselateg\with viable count loss less than 0.10
log reduction in the acidic_envitenment”at pH 2.0-WWhile isolate Bd2 showed an
increment in viable count withth€'log cycle 0887 cfu/mPafter exposure in bile condition
at pH 6.5. These LABI(isolatesyable to act aslantimicrobial activity with wide range of
inhibition zone by both dualiculture Sverlay dhd agar well diffusion methods against
Bacillus cereus (B. @greus), Bacilus-subtilis (B.subtilis), Staphilucoccos aureus (S.
aureus), Staphilug@ccus*typhimurium)(S. typhimurium) and Escherichia coli (E. coli),
respectively. All four:AB isolatesswere greatly inhibited S. typhimurium and E. coli
with the largest diameten of,clear, zone of$85.00 mm by dual culture overlay method.
The largest diametér of clear zoAg by agar well diffusion method was observed for LAB
isolates of k2,51, and Bd2 against Exeoli which was 13.83 mm. Culturing approach
of LAB, |solates significantly’(p<0.0&) affected antioxidative value of whey buffalo milk
by scavefiging DPPH radical activity and FICA assays. Whey produced by direct
cultured'L AB in fermented buffalomilk resulted in high DPPH value compared to whey
praduced by precultured LAB.™ contrast, whey produced by direct cultured LAB in
fermented buffalo milk resulted in low FICA value compared to whey produced by
sprecultured LAB. The DPPH value of whey buffalo milk generated by direct cultured
LAB ranged between 22.61 and 33.62 % while the FICA value of whey buffalo milk
generated by precultured LAB ranged between 59.41 and 78.22 % for WG2, Pk2, S1,
and Bd2 isolates. Identification of isolates WG2, Pk2, S1, and Bd2 were identified as
Lactobacillus plantarum (L. plantarum WGZ2), Lactobacillus paracasei (L. paracasei
Pk2), Lactobacillus plantarum (L. plantarum SI) and Enterococcus faecium (E. faecium
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Bd2) using 16S rDNA sequencing method with 99 % similarity. These LAB were
further studied in fermentation of buffalo milk to generate whey with antioxidant
activity by different culture approach and different fermentation time. Addition

to buffalo milk either direct culturing or preculturing methods affected the m ant
activity of whey buffalo milk. Direct culturing of LAB into buffalo milk pr hey
with high DPPH values ranged between 21.87 and 55.03 % and FICA Walues'ranged
between 50.13 and 65.52 %. However, precultured LAB to buffalo mil ced whey
with lower DPPH values ranged between 3.43 and 12.28 % compar FICA values
ranged between 56.58 and 84.45 % for L. plantarum WG2, L. p%casei Pk2, L.
plantarum S1, and E. faecium Bd2. Buffalo milk fermente% recultured L.
plantarum WG2 and E. faecium Bd2 produced whey with high FI alues and were
influenced by fermentation time. After 24 h fermentatio p%%?by precultured E.
faecium Bd2 produced whey buffalo milk with FICA va 2 % but after 48 h

fermentation process, precultured L. plantarum WG2 p hey buffalg,milk with
the highest FICA value in this finding (84.45 %). The buff o’hd@erated by
2 Were deternfingdthe

n F:%g ssay

was_[ower than

both precultured L. plantarum WG2 and E. faegium
antioxidant activity by half maximal inhibitory co ation (ICs
resulted with ICso values ranged between 0.37 a 1 mg/ml
i alysi Rﬁe Mw of
ntar G2 or by
, d 10 kDa for

ICso value for standard EDTA (0.29 mg/ml).
Qh nd E. faecium
relatively good

peptides from whey buffalo milk either by p
precultured E. faecium Bd2 was estimated
both LAB, respectively. This study conc

Bd2 can be applied to generate peptid\
antioxidant activity.
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