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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian menggunakan senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh
Streptococcus lactis untuk uji aktivitas invitro seyawa antimikroba terhadap bakteri patogen.
Produksi antimikroba ekstraseluler dari S. lactis menggunakan metode Bintang (1982) dan
pengujian aktivitas antimikroba dengan konsentrasi 0%, 2%, 5%, 10%, 15%, dan 20%
menggunakan metode turbidimetrik menurut Yhosimura ef al., (1980). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa senyawa ekstraseluler dari S. lactis dalam bentuk kasar mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif (Bacillus subtilis, Enterococcus faeccalis)
dan Gram negatif (Salmonella typhimurium, Escherichia coli) masing masing pada konsentrasi
15 dan 20%.
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ABSTRACT

Antimicrobial substance produced by Streptococus lactis was tested its activity against
numbers of pathogenic bacteria. Crude extraseluller antimicrobe extract (CEAE) from S.
lactis was produced using the method described by Bintang (1982), while, antimicrobial activity
of CEAE at concentration of 0%, 2%, 5%, 10%, 15% and 20% of concentration was tested using
the turbidimetric method (Yhosimura et al., 1980). Result indicated that CEAE at 25% and
20% was able to inhibit the growth of Gram-positive bacteria ( Bacillus. subtilis and
Euterococcus faecalis) and Gram-negatif bacteria(Salmonella. typhymurium and Escherichia.
coli), respectively.
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PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) mampu
memproduksi asam laktat yang me-
rupakan produk utama metabolisme yang
dapat menghambat pertumbuhan
mikroba yang tidak dikehendaki dalam

makanan. Selain asam laktat, BAL juga
mampu memproduksi berbagai substansi
antimikroba yang potensial yaitu hi-
drogen peroksida, diasetil dan asam
organik (Daeschel, 1989), dan bakteriosin
(Cintas et al., 1995; Oyarzabal. 1998).
Diasetil memiliki sifat antimikroba
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hanya dalam konsentrasi tinggi,
sedangkan konsentrasi rendah tidak
efektif dan bahkan dapat dihancurkan
oleh beberapa mikroorganisme (Ray dan
Daeschel, 1992). Menurut Hedgecock dan
Jones (1950) diasetil akan mempunyai
efek antibakteri apabila dipekatkan pada
konsentrasi 500-2500 pg/ml. Sedangkan
hidrogen peroksida produksinya pada
media pepton hanya 8-9 ug/ml. setelah
inkubasi dua hari pada suhu 30°C (Price
dan Lee, 1970).

Bakteriosin merupakan substansi
protein yang sintesisnya dikode oleh
plasmid, umumnya mempunyai berat
molekul kecil serta memiliki aktivitas
sebagai bakterisidal (Eckner, 1992).
Senyawa antimikroba atau bakteriosin
telah banyak dimanfaatkan sifat
antagonistiknya dalam bidang bio-
preservatif pangan, terutama ke-
mampuannya dalam menghambat bakteri
Gram positif dan atau Gram negatif dan
sebagai terapeutik (Jack et al., 1996;
Williams ef al., 1996 dan Oyarzabal, 1998)

Berbagai spesies BAL telah di-
ketahui memproduksi bakteriosin yaitu
Streptococcus lactis (Bintang, 1982),
Lactobacillus plantarum (Gonzalez et al.,
1994), Lactobacillus acidophilus (Barefoot
et al., 1994), Pediococcus acidilactict
(Cintas, et al., 1995), Enterococcus faecum
(Aymerich et al., 1996), Lactococcus lactis
(Ryan et al., 1998).

Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas invitro ekstrak
kasar senyawa antimikroba yang
dihasilkan oleh bakteri Streptococcus
lactis terhadap beberapa bakteri patogen

MATERI DAN METODE

Bahan Penelitian

Penelitian menggunakan Strep-
tococcus lactis (bakteri penghasil
antimikroba) diperoleh dari Balai
Penelitian Ternak, Bogor. Bakteri penguji

adalah Salmonella typhimurium, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis dan
Escherichia coli dari Laboratorium
Bakteriologi Fakultas Kedokteran Hewan
Institut Pertanian Bogor. Bahan untuk
media penumbuh bakteri penghasil
antimikroba seperti susu skim, pepton,
ekstrak ragi dari produk Difco dan media
cair Todd Hewitt Broth (THB, Difco).

Produksi Antimikroba ekstraseluler.

Produksi antimikroba ekstraseluler
dilakukan menurut cara Bintang (1982)
yaitu dengan membiakkan 1% volume
kultur murni S. lactis umur biakan 24 jam
kedalam media susu skim 11% dan
diinkubasi pada suhu 30°C selama tujuh
hari. Media susu skim 11% terdiri dari
susu skim (Difco) 110 g, ekstrak ragi 6 g,
pepton 15 g, Na-glutamat 5 g, pH 6,8.
Untuk menghilangkan pengaruh asam
vang dihasilkan selama fermentasi
dinetralkan terlebih dahulu dengan
NaOH 0,1 M steril, selanjutnya an-
timikroba ekstraseluler dipisahkan
dengan sentrifugasi 10.000 rpm selama
30 menit pada suhu 4°C. Fase cair
disterilisasi dengan membran filter
milifor ukuran pori- (Whatman diameter)
0,22 um. Fase cair yang diperoleh diukur
volumenya dan dibubuhi dengan etanol
sebanyak dua kali volume fase cair lalu
dihomogenkan dan disimpan selama 24
jam pada suhu 4°C. Selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan yang
sama. Fase cair yang diperoleh di-
pekatkan dengan rotary evaporator pada
suhu 30°C, sehingga etanol menguap dan
fase cair menjadi pekat. Fase cair ini
dimasukkan kedalam botol steril dan
disimpan pada suhu -20°C sebagai ekstrak
antimikroba kasar.

Pengujian aktivitas antimikroba
Pengujian aktivitas antimikroba

dilakukan menurut cara Yhosimura et al.,

(1980) dengan beberapa modifikasi.
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Antimikroba ekstraseluler dibuat larutan
dengan dosis bertingkat 0%, 2%, 5%, 10%,
15%, dan 20% masing-masing 10 ml
dalam media cair THB. Untuk
pembanding digunakan media THB yang
tidak diberi antimikroba kedalam setiap
tabung kemudian diinokulasi dengan
100ul biakan bakteri penguji umur biakan
24 jam, dengan serapan optik satu pada
panjang gelombang 650 nm segera setelah
dibagi diukur serapan optiknya pada T.0
(jam ke 0). Selanjutnya diinkubasi pada
suhu 37°C selama 18 jam. Serapan optik
T.0 dan T.18 diukur pada panjang
gelombang 650 nm. Aktivitas peng-
hambatan maupun penekanan populasi
ditunjukkan dengan mengecilnya nilai
serapan optik. Hasil pengukuran yang
diperoleh dibandingkan satu dengan yang
lain.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian aktivitas anti-
mikroba ekstraseluler Streptococcus lactis

terhadap bzberapa bakteri patogen
disajikan pada Tabel 1. Senyawa
antimikroba memperlihatkan aktivitas
penghambatan maupun penekanan
populasi yang ditunjukkan dengan
mengecilnya nilai serapan optik 18 jam
pascainkubasi. Hal ini menunjukkan
senyawa antimikroba atau bakteriosin
mempunyal aktivitas hambatan
pertumbuhan baik terhadap bakteri Gram
positif maupun bakteri Gram negatif
Asam laktat, hidrogen peroksida,
diasetil maupun bakteriosin adalah
senyawa organik yang dihasilkan BAL
dan bersifat antagonistik. Pada penelitian
ini, untuk menguji adanya aktivitas
hambatan yang berasal dari bakteriosin
dalam supernatan ekstrak kasar, maka
efek hambatan pertumbuhan oleh
senyawa-senyawa asam dalam su-
pernatan telah dihilangkan terlebih
dahulu dengan penambahan NaOIl
sampal pH supernatan menjadi netral.

s Sedangkan kemungkinan adanya

hidrogen peroksida dan diasetil dalam

Tabel 1. Hasil Pengukuran Serapan Optik Aktivitas Penghambatan oleh Antimikroba
Ekstraseluler S.lactis terhadap Pertumbuhan Bakteri Penguji

Mikroba penguji

Dosis S. typhimurium E. coli B. subtilis E. faccalis
antimikroba 1.0 T18 T.0 T18 T.0 T18 T.0 T18
0% 0,00 0,44 0,00 0,34 | 0,00 0,25 0,00 0,30
2% 0,00 0,34 0,00 0,30 0,00 0,20 0,00 0,22
5% 0,00 1% 0,00 0,25 0,00 0,05 0,00 0,03
10% 0,00 0,09 0,00 0,10 0,00 0,03 0,00 0,01
15% 0,00 0,03 0,00 0,04 | 0,00 0,00 0,00 0,00

20% 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

Keterangan : TO0: Waktu 0 Jam, T18: waktu setelah 18 jam. Data dalam Tabel di atas adalah hasil

rata-rata dari dua kali ulangan
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kultur cair produksinya dapat ditekan
sehingga konsentrasinya sangat kecil
karena kultivasi isolat BAL dilakukan
pada kondisi oksigen terbatas, selain itu
produksi hidrogen peroksida sangat kecil
8-9 ng/ml pada media pepton setelah dua
hari inkubasi (Price dan Lee, 1970) dan
diasetil akan mempunyai efek antibakteri
apabila dipekatkan pada konsentrasi
tinggi yaitu 500-2500 pg/ml (Hedgecock
dan Jones, 1950)

Oyarzabal (1998), menyatakan
bahwa BAL dapat menghasilkan
substansi bak-teriosin yang bersifat
antimikroba terhadap pertumbuhan
bakteri Gram positif dan atau Gram
negatif. Pendapat ini telah didukung
dengan beberapa penelitian diantaranya
bakteriosin Plantaricin C mampu
menghambat bakteri Bacillus subtilis
(Gonzalez et al., 1994), bakteriosin
Pediocin L50 memiliki spekturm luas,
diantaranya menghambat E. faecalis
(Cintas et al., 1995). Kedua bakteri ini
termasuk bakteri patogenik asal
makanan.

Peneliti lain seperti dilaporkan oleh
Steven et al., (1991) pada Salmonella
typhimurium bentuk mutan,
mengungkapkan bahwa oli-gosakarida
pada struktur LPS bakteri Gram negatif
memegang peranan penting dalam
sensitivitasnya terhadap nisin. Secara
invitro Audisio et al., (1999), melaporkan
aksi hambat terhadap bakteri patogenik
pada manusia dan unggas yaitu
Salmonella spp. (S.galinarum, S.
pulorum, S.enteridis dan, S. typhimurium)
didapat dengan cara menggabungkan
bakteri asam laktat dengan bakteriosin,
sehingga berpeluang untuk dijadikan
avian probiotics.

Hambatan pertumbuhan bakteri
Salmonella typhymurium FNCC 0050, E.
coli FNCC 0091 dan Bacillus cereus oleh
bakteriosin juga dilaporkan oleh Djaafar
et al., (1995). Hambatan pertumbuhan

ditunjukan dengan adanya perpanjangan
fase lag maupun penekanan populasi
pasca 12 jam inkubasi setelah ditambah
metabolit bakteriosin, masing-masing
dari fase lag satujam menjadi enam jam,
satu jam menjadi tiga jam, dan dari tiga
jam menjadi tujuh jam.

KESIMPULAN

Ekstrak kasar antimikroba eks-
traseluler yang dihasilkan oleh
Steptococcus lactis memiliki aktivitas
bakterisidal baik terhadap bakteri Gram
positif maupun Gram negatif. Dalam
penelitian ini, dosis 15% mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E.
faecalis serta B. subtilis dan doesis 20%
menghambat pertumbuhan bakter: S.
typhimurium serta E. coli.
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