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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan suatu mikroorganisme yang bersifat tidak toksik dan mampu
menghasilkan senyawa antimikroba, yakni bakteriosin. Penelitian dimulai dari peremajaan isolat 17B
dan dilanjutkan dengan produksi dan presipitasi bakteriosin yang dilanjutkan dengan uji sifat kimiawi
dan sifat fisik dari bakteriosin. Aktivitas antimikroba bakteriosin isolat 17B dilakukan terhadap bakteri
indikator Bacillus cereus FTCC 005. Data hasil penelitian ini disajikan dalam bentuk tabel atau gambar
dan analisis secara deskriptif. Hasil penelitian meneguhkan bahwa BAL isolat 17 merupakan bakteri
Gram positif dan katalase negatif. Hasil uji sifat kKimiawi bakteriosin dari isolat 17B, menunjukkan
bahwa bakteriosin yang dihasilkan sebagai senyawa protein yang dibuktikan dengan uji ninhidrin
positif, uji Molisch negatif, dan uji lowry positif dengan konsentrasi protein 0, 11 pg/ml. Hasil
karakterisasi sifat fisik dengan menggunakan SDS PAGE menunjukkan bahwa hasil uji negatif. Uji
aktivitas antimikroba terhadap bakteriosin menunjukkan efektivitas hambatan sebesar 18,92%.

Kata kunci: bakteri asam laktat; bakteriosin; fisikokimia; kolon; sapi bali
ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) is a microorganism that is not toxic and able to produce antimicrobial
compounds, namely bacteriocins. This study aims to determine the physicochemical characterization of
bacteriocins origin originated from lactic acid bacteria isolates 17B isolated from colon Bali cattle. The
research was started by re-cultivation of isolates 17B and continued with production and precipitation
of bacteriocins. Further tests were chemical and physical test that, followed by antimicrobial activity
test of bacteriocin isolates 17B against Bacillus cereus FTCC 005. Data From this study are presented
in tables or figure and analyzed descriptively. Results of study showed that LAB isolates 17B is a Gram-
positive bacteria and catalase negative. The test also showed the bacteriocins produced isolates 17B as
a protein compound indicated by the ninhydrin test positive, Molisch test negative and Lowry test
positive with protein concentration was 0,11 pg/ml. Physical characterization tested using SDS PAGE
showed that the test is negative. Antimicrobial activity test of bacteriocin isolates 17B showed that
bacteriocin 17B has effectiveness against Bacillus cereus FTCC 005 as 18,92%.
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PENDAHULUAN Bakteriosin  memiliki  kemampuan

Bakteri asam laktat (BAL) adalah mt_‘;‘nghamba}t pertumbuh_an
kelompok bakteri Gram positif, tidak mlkroorgan|§me patogen, 'selalr! . 'Fu
berspora, berbentuk bulat atau batang dan blasa_nya dlgunakan_ sebagal ant'b'onk
dapat mengubah karbohidrat menjadi asam a!aml dan Juga dimanfaatkan sebagai
laktat. BAL mempunyai peranan penting biopreservasi makanan. Dalam

hampir dalam semua fermentasi makanan kegunaannya 'sel?agal _l_)lc_)preserva3|
dan minuman (Korhenen, 2010), makanan, bakteriosin memiliki beberapa

keuntungan, yaitu tidak bersifat toksik dan
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mudah mengalami biodegradasi karena
bakteriosin ini adalah senyawa protein yang
tidak membahayakan mikroflora usus,
mudah dicerna oleh enzim-enzim dalam
saluran pencernaan, dan aman bagi
lingkungan (Suardana, 2007).

Penelitian sebelumnya telah dilaporkan
19 isolat bakteri asal kolon sapi bali.
Beberapa isolat telah diteliti positif
merupakan bakteri asam laktat (BAL),
mampu menghasilkan bakteriosin, dan
mempunyai potensi antimikroba terhadap
bakteri indikator Staphylococcus aureus
yang ditandai dengan adanya daerah
hambatan. Pada uji tersebut, dapat
disimpulkan bahwa BAL isolat 17B
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
patogen.

Penulisan artikel ini bertujuan untuk
mengetahui  kemampuan bakteri asam
laktat isolat 17B hasil isolasi kolon sapi bali
dalam menghasilkan bakteriosin, dan untuk
mengetahui  karakterisasi  fisikokimia
bakteriosin asal bakteri asam laktat isolat
17B hasil isolasi kolon sapi bali.

METODE PENELITIAN

Objek penelitian yang digunakan dalam
penelitian ini adalah isolat 17B asal BAL
hasil isolasi kolon sapi bali. Prosedur
penelitian ~ dimulai  dari  melakukan
sterilisasi alat. Kemudian dilakukan
kultivasi BAL isolate 17B dengan
melakukan peremajaan (reculture) BAL
isolat 17B, pewarnaan Gram, dan uji
katalase.

Peremajaan (reculture) isolat dilakukan
dengan cara mengambil BAL isolat 17B
sebanyak 20 ul, kemudian dimasukkan ke
dalam tabung erlemayer yang berisi 50 ml
MRS broth dan diinkubasikan pada suhu
37°C selama 24 jam dengan keadaan
anaerob.  Keberhasilan reculture isolat
ditandai dengan adanya kekeruhan pada
media MRS broth.

Pewarnaan Gram pada BAL isolat 17B
dilakukan dengan mewarnai preparat yang
telah difiksasi menggunakan kristal violet
2%, cairan lugol, alkohol aseton, dan
srafanin. Uji Katalase dilakukan untuk
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mengetahui  adanya aktivitas enzim
katalase. Pada object glass, ditambahkan
dua tetes BAL isolat 17B kemudian
ditambahkan satu tetes H.O> 10%. Diamati
ada tidaknya gelembung oksigen.

Produksi bakteriosin dari BAL isolat
17B dilakukan dengan cara disentrifugasi
isolat dengan kecepatan 7.000 rpm selama
10 menit. Supernatan yang diperoleh,
kemudian dipresipitasi dengan
penambahan ammonium sulfat.
Penambahan ammonium sulfat dilakukan
secara perlahan-lahan sambil diaduk
sampai kejenuhan 70 %. Selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000
rpm selama 10 menit. Kemudian endapan
yang didapat ditambahkan dengan larutan
NaCl fisiologis pada perbandingan 1:1
(v/v) (Sudirman et al., 1993).

Uji  karakterisasi  sifat  kimiawi
bakteriosin dilakukan dengan uji ninhidrin,
uji Molisch, dan uji Lowry. Pada uji
ninhidrin, uji  ini  dilakukan  untuk
mengetahui dan menentukan adanya asam
amino bebas dalam suatu bahan. Hasil uji
positif ditandai dengan terbentuknya warna
ungu. Uji selanjutnya adalah uji Molisch.
Uji Molisch digunakan untuk menentukan
adanya karbohidrat dalam suatu bahan.
Apabila terbentuk lapisan berwarna ungu
berarti uji positif. Uji sifat kimia yang
terkhir yaitu uji Lowry. Uji Lowry
digunakan untuk menentukan konsentrasi
protein dalam suatu sampel dengan
mengukur absorpsi dengan menggunakan
spektrofotometer. Uji ini menggunakan
metode (Lowry et al., 1951).

Setelah dilakukan uji sifat kimia
bakteriosin maka dilanjutkan dengan uji
karakterisasi sifat fisik bakteriosin dan uji
aktivitas antimikroba bakteriosin isolate
17B. Untuk uji sifat fisik bakteriosin dapat
dilakukan dengan uji SDS PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) untuk mengetahui bobot
molekul bakteriosin.

Uji  aktivitas  antimikroba  dari
bakteriosin isolat 17B dilakukan guna
mengetahui daya hambat bakteriosin
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terhadap bakteri indikator yang digunakan,
yakni Bacillus cereus FTCC 005.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil dari pewarnaan Gram
menunjukkan bahwa isolat 17B merupakan
bakteri Gram positif, berbentuk basil. Dan
pada uji katalase menunjukkan hasil
negatif.

Gambar 1. Hasil uji pewarnaan Gram
dibawah mikroskop pembesaran 1000X.

Pada uji  karakterisasi  kimiawi
bakteriosin isolat 17B hasil isolasi kolon
sapi bali dilakukan tiga uji yaitu uji
ninhidrin, uji molisch, dan uji lowry. Pada
uji  ninhidrin, bakteriosin isolat 17B
memberikan hasil positif.

Pada Gambar 2. Hasil uji ninhidrin
terhadap bakteriosin isolat 17B, tanda
panah menunjukkan hasil uji A (hasil uji
positif) dan B (kontrol negatif).

Gambar 2. Hasil uji ninhidrin terhadap
bakteriosin isolat 17B.

Pada uji Molisch, larutan bakteriosin
menunjukkan hasil yang negatif.
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Gambar 3. Hasil uji Molisch terhadap
bakteriosin isolat 17B

Konsentrasi  protein dari larutan
bakteriosin diuji dengan uji Lowry
menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 500 nm, Hasil

pembacaan nilai OD bakteriosin isolat 17B
adalah  0.130. Berikut adalah kurva
persamaan konsentrasi protein BSA.
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Gambar 4. Kurva persamaan konsentrasi
protein BSA

Berdasarkan persamaan di atas, dapat
diketahui konsentrasi bakteriosin isolat
17B sebesar 0,11 pg/ml. Karakterisasi sifat
fisik untuk mengetahui bobot molekul
bakteriosin dari isolat 17B hasil isolasi
kolon sapi  bali  diukur  dengan
menggunakan metode SDS PAGE.

Hasil uji aktivitas antimikroba terhadap
bakteriosin menunjukkan bahwa
bakteriosin isolat 17B memiliki daya
hambat terhadap bakteri indikator Bacillus
cereus FTCC 005.

Hasil pewarnaan Gram menunjukkan
bahwa BAL isolat 17B merupakan bakteri
Gram positif. Dan pada uji katalase, BAL
isolat 17B merupakan katalase negatif. Hal
ini dikarenakan BAL tidak memproduksi
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enzim katalase sehingga pembentukan gas
(O») tidak terjadi.
250KDa —*

150KDa —»

100KDa —»

}

Gambar 5. Hasil uji SDS PAGE bakteriosin
dari BAL isolat 17B. Ket: M=Marker
protein; S=Sampel.

Tabel 2. Hasil uji aktivitas antimikroba
bakteriosin isolat 17B

Diameter zona

Bakteriosin hambatan (cm)
1 2 3

1 0.78 0.63 0.64
2 061 0.63 0.75
3 0.77 0.63 0.62
4 062 0.78 0.62
5 062 079 061
6 0.62 0.63 0.57

Rataan 0.67 068 0.63

Konrol positif 39 342 32

Kontrol negatif - - -

Efektifitas
hambatan (%) L/18 1989 19.69
Rataan 18.92%

Hasil yang diperoleh, bakteriosin isolat
17B pada uji Ninhidrin menunjukkan hasil
yang positif ditandai dengan adanya warna
ungu pada larutan. Menurut Senese (2010),
adanya warna ungu pada larutan
disebabkan karena reaksi yang terjadi
antara a-amino acids dengan ninhidrin.

Selanjutnya  pada uji  Molisch,
bakteriosin isolat 17B menunjukkan hasil
uji negatif. Hasil negatif ini menunjukkan
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bahwa bakteriosin isolat 17B bukan
merupakan senyawa karbohidrat. Uji
Molisch pada dasarnya menggunakan o-
napthol yang akan membantu dalam
memberikan warna ungu/violet pada suatu
senyawa  karbohidrat.  (Nigam  dan
Ayyagari, 2007).

Dari hasil uji Lowry, dapat diketahui
bahwa konsentrasi bakteriosin isolat 17B
adalah sebesar 0, 11upg/ml. Yang artinya
setiap 1 ml sampel mengandung protein
sebesar 0, 1lpg/ml. Pada hasil uji
menggunakan SDS PAGE, isolat 17B,
menunjukkan hasil uji negatif. Hal ini dapat
disebabkan karena jumlah konsentrasi
sampel yang dimasukkan ke dalam
sumuran pada saat uji sedikit, yakni 5 pl.
Janes et al. (1998) dalam penelitiannya,
menggunakan sampel sebanyak 10-20 pl
untuk satu sumuran. Menurut Rasdiyanah
(2014),  konsentrasi  sampel  yang
dimasukkan ke dalam sumuran tergantung
dari tebal tipisnya pita protein yang
diinginkan. Firmansyah (2014)
menyatakan bahwa, ukuran molekul
protein dan  konsentrasi gel juga
menentukan laju pergerakan pita protein.
Semakin kecil ukuran molekul protein,
maka laju pergerakan pita protein akan
semakin cepat, sehingga diperlukan
konsentrasi gel poliaklilamid yang lebih
tinggi agar pergerakan pita protein menjadi
lebih lambat.

Hasil uji aktivitas antimikroba terhadap
bakteriosin isolat 17B yang merupakan
bakteri Gram positif menunjukkan adanya
zona hambat pada Bacillus cereus FTCC
005. Bacillus cereus merupakan bakteri
Gram positif, berbentuk batang, motil,
menghasilkan spora, dan bersifat aerob atau
fakultatif —anaerob  (Bottone, 2010).
Menurut Abdelbasset dan Djamila (2008),
bakteriosin merupakan peptida antimikroba
yang aktif melawan pertumbuhan bakteri
dari strain yang berhubungan dekat dengan
bakteri penghasilnya. Dilihat dari Tabel 2,
bakteriosin isolat 17B memiliki diameter
daya hambat yang kecil terhadap Bacillus
cereus FTCC 005 dengan -efektivitas
hambatan sebesar 18,92 %.
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SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Isolat 17B mampu menghasilkan
senyawa bakteriosin dengan karakteristik,
positif  terhadap uji  ninhidrin  yang
menunjukkan bahwa isolat 17B
mengandung asam amino, negatif pada uji
molisch menunjukkan bahwa isolat 17B ini
tidak mengandung senyawa karbohidrat,
dan dengan uji lowry diketahui isolat 17B
setiap 1ml memiliki konsentrasi protein
sebesar 0.11pg/ml. Bakteriosin yang
dihasilkan diketahui membentuk zona
hambat terhadap bakteri Bacillus Cereus
dengan daya hambat sebesar 18,92%.

Saran

Hasil uji negatif pada uji SDS-PAGE
pada penelitian ini, maka disarankan untuk
dilakukan kembali uji SDS-PAGE yang
serupa dengan tingkat  konsentrasi
resolving gel yang lebih besar.
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