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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengamati ciri-ciri senyawa aktif yang terkandung dalam supernatan bakteri asam laktat
yang diisolasi dari pliek u akibat penambahan enzim proteolitik dan pemanasan. Pengujian ulang aktivitas hambatan dan uj1
sensitivitas supernatan isolat PBI (bakteri asam laktat) yang diduga mengandung bakteriosin menggunakan metode pour plate
(overlay dan metoda sumur). Media untuk menumbuhkan isolat PBI digunakan MRS broth dimodifikasi dengan penambahan
tween 80 dan yeast extract, dan juga menggunakan media agar MRS . Media untuk bakteri indikator (Listeria monocyiogenes)
menggunakan agar BHI 0.75 %. Pengaruh enzim pepsin dan tripsin kosentrasi 1 mg/ml setelah dicampur dengan supernatan isolat
PBI (v/v) diuji terhadap sensitivitas bakteriosin. Uji sensitivitas terhadap pemanasan dilakukan pada suhu 60,830,100 dan 120°C
selama 10 dan 12 menit, Data dianalisi secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa supernatan 1solat BAL PBI diduga
mengeluarkan senyawa bioaktif (bakteriosin), karena mampu menghambat L. Monocytogenes dengan aktivitas hambatan sebesar 3
mm, dan juga sensitif terhadap pepsin dan tripsin, serta tidak sensitif pada pemanasan 60,80°C selama 10 dan 15 menit, tetapi

sensitif pada pemanasan 100°C dan 120°C.

Kata kuneci; karakterisasi, bakteri asam laktat, bakteriosin.

ABSTRACT

The purpose of this research was to examine the characteristic of active-compoun(s) in the supernatant of lactid acid
bacteria isolated from pliek u after heating and addition of proteolitic enzime (s). A re-test on the inhibition activity and sensitivity
of PBI supernatant isolate predicted to contain bacteriocin used a pour plate method (overlay and punch hole methods). The PBI
isolate was isolated MRS broth medium modified by the addition of tween 80 and yeast extract, the BHI of 0,75 % was used for
bacteria indicator (L. Monocytogenes). The effects of pepsin and trypsin on the concentration of 1 mg/ml to the bacteriocin
sensitivity were tested after mixturing an aqual amount af the supernatant af PBI isolate. The sensitivity test the heat was
conducted at the temperatures of 60,80,100 and 120°C for 10 and 15 minutes. Data obtained were analysed deskriptively. The
result showed that the supernatant of lactid acid bacteria PBI was predicted to bioactive compound (bacteriocin), because it was
able to inhibit L. monocytogenes with anhibition activity of 3 mm and was also sensitive to pepsin and tripsin. However 1t was not
sensitive to the heating at 60 and 80" C for 10 and 15 minutes, but sensitive to the heating at 100°C and 120°C.

Keywords: Characterization,lactid acid bacteria, bakteriocin
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LUAN

Pliek u merupakan salah satu makanan
fermentasi tradisional yang berasal dan daerah Aceh.
Makanan fermentasi ini diawetkan tanpa penambahan
kultur starter atau terfermentasi secara spontan (tanpa
disengaja). Berdasarkan peneliian terdahulu telah
diisolasi bakteri asam laktat dan ph‘ek u, kemungkinan
fermentasi pada ba.han makanan im1 disebabkan oleh
bakteri tersebut.

Selama proses fermentasi berlangsung, bakteri
asam laktat menghasilkan metabolit yang akan
menimbulkan perubahan rasa dan bentuk, serta dapat
menghambat bakteri perusak dan patogen ( Ray, 1992
dan Holzapfel et al, 1995). Metabolit tersebut terdir
dari asam-asam organik  diasetil, hidrogen peroksida
dan bakteriosin (Barefoot and Nettles, 1993 dan Neitles
dan Barefoot, 1993).

Bakteriosin adalah molekul protein yang
menghambat pertumbuhan bakteri sensiif, terutama
bakteri gram positif terutama yang erat hubungannya
dengan penghasil bakteriosin (Garver dan Muriana,
1993 dan Giraffa, 1995). Sebahagian besar bakteri
tidak aktif oleh enzim-enzim protease, stabil pada
pemanasan 100-120°C dan penyimpanan, khususnya
pada pH rendah, tetapi tidak efektif terhadap bakten
gram negatif (Barefoot dan Klaenhammer, 1983
Buchanan dan Klawitter, 1992° Liao et al, 1994,
Vlaemynk et al.,1994 dan Conventry ef al., 1995).

Penelitian ini berkaitan dengan usaha untuk
mendapatkan bahan pengawet biologi alami yang
dihasilkan bakteri asam laktat sebagai isolat murni asal
Indonesia melalui pengamatan sifat-sifat senyawa
bioaktif yang diduga bakteriosin akibat pemanasan dan
penambahan enzim proteolitik.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini dilakukan di  Laboratorium
Kesmavet FKH Unsyiah Darussalam Banda Aceh
dengan menggunakan supernatan isolat bakteri asam
laktat PBI yang diisolasi dari pliek u. Pada tahap
pengujian ulang aktivitas supernatan PBI digunakan
media modifikasi MRS broth yang dicampur dengan
tween 80 dan yeast exract, diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Biakan semalam tersebut disentrifus
pada pemusingan 4000 rpm selama 40 menit untuk
mendapatkan supernatan, lalu diuji aktivitas
hambatan terhadap L. monocytogenes 10°/ml dengan
menggunakan metode sumur. Selain itu uwjp 1M
diperkuat dengan metode pour plate, yaitu biakan
semalam tersebut sebanyak 10°/ml dalam agar MRS

dan overlay L. monocytogenes. Tahap ini dilakukan
replikasi sebanyak figa kali berturut-turut. Aktivitas
hambatan ditandai dengan zona bening disekitar sumur
dan koloni isolat PBI.

Pengupan supematan isolat PBI terhadap
enzim proteolitik (pepsin dan tripsin, MERCK) dengan
kosentrasi 1 mg/ml, vaitu 1 mg enzim ditambahkan
larutan buffer 7 (J.T. Baker) sebanyak 1 ml, kemudian
dicampur dengan supernatan v/v. Selanjuinya uji
sensitivitas dilakukan menggunakan metode sumur
untuk melihat kemampuannya menghambat indikator
bakteri. Positif apabila tidak mampu manghambat
monocylogenes.

Pengujian kestabilan supernatan isolat PBI
dilakukan dengan memanaskan supernatan dalam
waterbath pada suhu 60°,80°,100°, dan 120°C selama
10 dan 15 memnit. Selanjutnya diuji menggunakan
metode sumur, kestabilan pada pemanasan ditandai
zona bening pada sumur. Hasil vang diperoleh
dianalisis secara deskriptif dan ditampilkan dalam
bentuk gambar dan tabel.

HASIL DAN PEMB

Pada pengujian ulang aktivitas hambatan isolat
PBI memperlhihatkan kemampuannya menghambat
perfumbuhan [ monocytogenes. Hal tersebut juga
didukung oleh kemampuan supernatan isolat PBI
untuk  menghambat L.  monocylogenes  yang
menghasilkan zona hambatan sebesar 3mm. Hasil yang
diperoleh dalam penelitian 1m sesuai dengan penelitian
Nielsen et al., (1990); Buchanan dan Klawitter
(1992%,1992) efekiifitas dari metabolit yang dihasilkan
olech BAL umumnya mampu  menghambat
pertumbuhan /.. monocyiogenes. Menurut Stecchini et
al. (1992) antibakteri dari BAL efektif terhadap BAL
lain atau baktern yang mempunyai hubungan
kekerabatan dengan penghasil anti bakter:.

Apabila dibandingkan antara metode pour

plate secara overlay dengan metode sumur terlihat

adanya perbedaan, dimana cara yang pertama zona
hambatan terlihat luas, tetapr pada cara yang kedua
hanya 3 mm. Penggunaan metode yang petama
menguji langsung koloni, kemungkinan aktivitas
hambatan dapat terjadi selama bakteri tumbuh dan
berkembangbiak yang sekaligus dapat menghasilkan
beberapa senyawa anti mikroba. Bakteri asam laktat
umumnya menghasilkan asam laktat dari pemecahan
glukosa sehingga pH media menjadi rendah dan
menghambat pertumbuhan bakteri lain (Tagg et al.
1976). Selain itu dapat juga disebabkan penggabungan
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antara beberapa senyawa anti bakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan /.. Monocytogenes.

 Penggunaan metode kedua disebabkan kerena
supernatan isolat PB1 sudah mengalami beberapa
proses seperti sentrifugasi dan netralisasi, sehingga
pengaruh beberapa metabolit seperti asam-asam
organik dan hidrogen peroksida dapat dihindari.
Mekanisme kerja bakteri asam laktat terhadap bakteri
sensitif dapat bersifat bakteriostatik dan bakterisida,
seperti hidrogen perioksida, asam-asam organik dan
bakteriosin (Piard dan Desmazeaud, 1991).

‘Tabel 1. Pengaruh penambahan enzim proteolitik (Pepsin dan Tripsin) dan pemanasan terhadap sensifivitas senyawa

aktif 1solat PB1

pada suhu tertentu (Kozak et al., 1978; Joegler dan
Klaenhammer, 1986; Kojic ef al., 1991; Juven et al.,
1992). Walaupun zona hambatan pada kontrol dapat
diperlihatkan lebih kecil dibandingkan bakteriosin
yang telah ditemukan oleh peneliti lain, tetapi hal
tersebut telah membuktikan bahwa kemungkinan isolat
bakteri asam laktat PB1 dapat menghasilkan senyawa
aktif yang disebut dengan bakteriosin.

Berdasarkan  uji = kestabilan  terhadap
pemanasan ternyata supernatan isolat PB1 hanya stabil
pada pemanasan 60°C dan 80°C baik selama 10

Perlakuan

Diameter Zona Hambatan L. momocytogenes (mm)

Kontrol qfsupemataﬁ larutan Buffer pH ’7) .
Pepsin (1 mg/ml larutan Buffer pH 7 )
Tripsin (1 mg/ml larutan Buffer pH 7

60°C selama 10 menit
80°C selama 10 menit
100°C selama 10 menit
120°C selama 10 menit

_ 60°C selama 15 menit
80°C selama 15 menit
100°C selama 15 menit
120°C selama 15 menit

T———
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Perbedaan  hambatan mmlgkm dapat
dipengaruhi oleh fase pertumbuhan L. Monocytogenes.
Menurut Parente dan Hill (1992), hambatan yang
disebabkan oleh bakteriosin tidak terjadi pada fase log
tetapi terjadi pada fase stationer L. Monocytogenes.

Pengaruh penambahan enzim proteolitik
pepsin dan ftripsin terhadap supernatan PBI
memperlihatkan tidak ada zona hambatan disekitar
lubang sumur ataun dengan kata lain supernatan PBI1
tersebut sensitif terhadap pepsin dan tripsin setelah
dilakukan tiga kali ulangan (Tabel 1). Hal ini mungkin
disebabkan oleh kerja pepsin dan tripsin yang
menghidrolisis protein dalam supernatan PBI1.
Akftivitas pepsin dan tripsin jika dibandingkan dengan
kontrol menunjukkan adanya zona hambatan
pertumbuhan L.monocylogenes sebesar 3 mm.

Untuk membuktikan bahwa bakten: asam laktat
menghasilkan bakteriosin dapat dilakukan dengan
menambahkan beberapa enzim proteolitik sepert
protease, pepsin,tripsin, o-chymotripsin. Pronase K
subtilisin, proteinase, ficin, serta dengan pemanasan
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maupun maupun 15 menit terlthat masih ada aktivitas
hambatan sebesm‘ 3 mm. Sedangkan pada pemanasan
100 dan 120°C selama 10 dan 15 menit tidak ada
aktivitas hambatan sama sekali.

Apabila dihubungkan antara pemanasan
dengan berat molekul protein dalam supernatan 5
menunjukkan jelas bahwa protein dengan berat
molekul besar tidak tahan panas. Senyawa aktif £
terscbut lebih cenderung dimasukkan kadalam
golongan protein vyang mempunyai berat molekul
besar, karena agak tahan terhadap pemanasan. Oleh
sebab 1tu senyawa aktf vyang terdapat dalam
supernatan isolat bakter1 asam laktat PB1 dapat
digolongkan sebagai bakteriosin.

Isolat BAL. PB1 menghasilkan senyawa
bioaktif (bakteriosin) yang mempunyai aktfivitas
hambatan terhadap L. Monocytogenes sebesar 3 mm,
sensitif terhadap pepsin dan tripsin, serta stabil pada
pemanasan 60-80" C selama 10 dan 15 menit.

Agar bakteriosin ini diaplikasikan, maka perlu
dilakukan pencirian  bakteriosin  lebith  lanjut,



J. Samn Vet. Vol. XX No. 1, 2002

memurnikan bakteriosin dan pengujian aplikasi secara
langsung pada beberapa makanan.
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