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MOTTO 

 

“Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada 

kemudahan.Sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan. 

Maka apabila engkau telah selesai (dari sesuatu urusan), tetaplah 

bekerja keras (untuk urusan yang lain). Dan hanya kepada 

Tuhanmulah engkau berharap.” (QS. Al-Insyirah,5-8) 
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ABSTRAK 

 

Rizki, S. A. 2018. Pengaruh Konsentrasi Inokulum dan Lama Fermentasi 

Terhadap Aktivitas Antibakteri Bakteriosin yang dihasilkan Oleh 

Lactobacillus plantarum. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

Pembimbing I : Anik Ma’unatin S.T, M.P., Pembimbing II: Ahmad 

hanapi, M.Sc., Konsultan: Akyunul jannah,S.Si M.P. 

 

Kata kunci :Bakteriosin, Lactobacillus plantarum,Purifikasi parsial, Zona hambat 

 

Bakteriosin merupakan senyawa protein yang diproduksi oleh bakteri 

asam laktat dan memiliki sifat bakterisidal yaitu melawan bakteri patogen yang 

berbahaya bagi tubuh. Lactobacillus plantarum termasuk bakteri asam laktat yang 

mampu menghasilkan metabolit sekunder salah satunya yaitu bakteriosin. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi inokulum dan 

lama fermentasi terhadap produksi bakteriosin oleh Lactobacillus plantarum dan 

untuk mengetahuipengaruh purifikasi bakteriosin terhadap aktivitas antibakteri 

bakteriosin. 

Produksi bakteriosin  dari Lactobacillus plantarum dilakukan menggunakan 

metode difusi cakram. Produksi bakteriosin yang tinggi identik dengan aktivitas 

antibakteri yang tinggi. Hasil produksi bakteriosin dipurifikasi menggunakan 

ammonium sulfat dan dialisis untuk menghilangkan pengaruh dari senyawa lain 

yang dihasilkan BAL. Kadar protein diuji menggunakan metode biuret dan diukur 

luas zona hambat sebagai aktivitas antibakteri. 

Hasil analisis dengan Two way ANOVA menunjukkan bahwa uji aktivitas 

antibakteri bakteriosin terhadap Staphylococcus aureus menunjukkan adanya 

interaksi antara konsentrasi inokulum dan lama fermentasi sedangkan pada 

Escherichia coli tidak menunjukkan interaksi antara konsentrasi inokulum dan 

lama fermentasi. Zona hambat yang dihasilkan oleh bakteri Staphylococcus 

aureus sebesar 5,0 mm dan bakteri Eschericia coli yaitu sebesar 4,2 mm. Hasil 

purifikasi menujukkan konsentrasi protein sebesar 0,262 mg/ml dengan luas zona 

hambat sebesar 5, 61 terhadap Staphylococcus aureus dan 6,05 terhadap bakteri 

Eschericia coli. 
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ABSTRACT 

 

Rizki, S. A. 2018. The Effect  Of  Inoculum Concentration And Fermentation 

Period On Bacteriocin Antibacterial Activity Produced By 

Lactobacillus plantarum. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of 

Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University 

of Malang. Supervisor I: Anik Ma'unatin S.T. M.P Supervisor II: Akyunul 

Jannah S.Si, M.P. 

 

Keyword : Bacteriocin, Lactobacillus plantarum, Partial purification, Inhibition 

zone 

 

Bacteriocin is a protein compound produced by lactic acid bacteria (LAB) 

and has a bactericidal character that is against pathogenic bacteria. Lactobacillus 

plantarum includes lactic acid bacteria able to produce secondary metabolites like 

bacteriocin. The aims of this study are to determine the effect of inoculum 

concentration and fermentation period on bacteriocin production by Lactobacillus 

plantarum and also to determine the effect of bacteriocin purification on 

bacteriocin antibacterial activity. 

The production of bacteriocin from Lactobacillus plantarum was performed 

using disc diffusion method. High production of bacteriocin was identically with 

high antibacterial activity. Bacteriocin extract production was purified using 

ammonium sulfate and dialysis to remove the effect of other compounds produced 

by LAB. The protein concentration was tested using the biuret method and the 

inhibitory zone width measured as an antibacterial activity. 

The result of analysis with Two way ANOVA showed that bacteriocin 

antibacterial activity test against Staphylococcus aureus showed an interaction between 

inoculum concentration and fermentation period while in Escherichia coli did not show 

interaction between inoculum concentration and fermentation period.The value of 

inhibition zone produced by Staphylococcus aureus was 5.0 mmand Eschericia 

coli was 4.2 mm. Purification results showed that value of protein concentration 

was 0.262 mg/ml with the value of inhibition zone was 5,61 on Staphylococcus 

aureus and 6.05 on Escherichia coli. 
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 ملخص البحث
.تأثير تركيز تلقيح وطول التخمير على مضاد للبكتيريا بكتريوسين المنتجة مع 8102رزقي، س. أ. 

. البحث الجامعي. قسم الكيمياء Lactobacillus plantarumنبات العصية 
كلية العلوم والتكنولوجيا جامعة الإسلامية الحكومية مولانا مالك إبراهيم مالانج. المشرفة 

: أنيك معونة، الماجستيرة، والمشرف الثانى: أحمد حنفى، الماجستير، المستشار: أعين الأولى
 الجنة: الماجستيرة

، تنقية الجزئي ، منطقة  Lactobacillus plantarumالكلمات الرئيسية: بكتريوسين ،
 المثبطة

بكتريوسين هو مركب بروتين الذى ينتج ببكتيريا حمض اللاكتيك وله خصائص جراثيم 
د البكتيريا المسببة للأمراض التي تضر الجسم. يتكون نبات العصية البكتريا حمض اللاكتيك الذى ض

يقدر أن يحصل مستقلبات ثانوية يعنى بكتيريوسين. يهدف هذا البحث إلى تحديد .تأثير تركيز 
تلقيح وطول التخمير على منتج بكتريوسين المنتجة مع نبات العصية ولتحديد تأثير تنقية 

 .بكتريوسين على النشاط المضاد للجراثيم للبكتريوسينال
إنتاج البكتريوسين مننبات العصية أجرىباستخدام طريقة انتشار القرص. إنتاج البكتريوسين 
العالي مرادف للنشاط المضاد للبكتيريا. نتائج إنتاجالبكتريوسينتنقيتها باستخدام كبريتات الأمونيوم 

(. اختبر محتوى البروتين باستخدام BALلأخرى التي تنتجها بال )وتحلل لإزالة آثار المركبات ا
 .طريقة البيوريت وقيس واسعة المناطق التثبيط كنشاط مضاد للجراثيم

دلت نتائج التحليل في اتجاهينأنوفاأن اختبار النشاط المضاد للبكتيريا البكتريوسين ضد 
ن التفاعل بين تركيز اللقاح ع (Staphylococcus aureusالمكورات العنقودية الذهبية )

التفاعل بين تركيز  (Escherichia coliوطول التخمير، وما دلت فى الإشريكية القولونية )
ملم  0.1اللقاح وطول التخمير. منطقة التثبيط التي تنتجها بكتيريا المكورات العنقودية الذهبية هي 

 1،8،8ائج التنقية التركيز البروتين بقدرة ملم. دلت النت 2.8والبكتيريا الإشريكية القولونية يساوي 
على  10.،على المكورات العنقودية الذهبية و  0،، 0ملغ / مل مع واسعة المناطق التثبيط 

 الإشريكية القولونية 
 

 

 



 

1 

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kontaminasi mikroba patogen yang terdapat dalam bahan pangan seperti 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium 

batulinum, Bacillus cereus dan Salmonella sp menyebabkan terjadinya degradasi 

protein sehingga sel-sel pada makanan akan mengalami kerusakan atau busuk 

(Razak, 2009). Usaha untuk mengontrol adanya mikroorganisme pada bahan 

pangan dapat dilakukan dengan penambahan zat antimikroba atau biopreservasi 

yang dimiliki oleh  bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat (BAL) dapat 

memberikan dampak positif bagi kesehatan manusia karena dapat membantu 

penyerapan makanan, mencegah pertumbuhan bakteri patogen dan meningkatkan 

sistem kekebalan tubuh (Cartney, 1997). 

BAL telah dikenal dalam industri pangan sebagai kultur starter dalam 

berbagai produk makanan dan minuman fermentasi seperti yogurt, daging, keju, 

susu dan buah buahan. BAL dapat mengendalikan pertumbuhan mikroba patogen 

dan pembusuk pada bahan makanan sehingga produk makanan dan minuman 

dapat bertahan lama (Paulus, 2009). Penambahan BAL dalam makanan dan 

minuman tidak mendatangkan resiko berbahaya terhadap kesehatan karena bakteri 

asam laktat membantu pengolahan dalam sistem pencernaan dalam tubuh. 

Allah telah menciptakan segala sesuatu yang ada dibumi baik yang bersifat 

makroskopik dan mikroskopik dengan sempurna dan tanpa sia-sia, sebagaimana 

dalam Surat Al-Furqon ayat 2 yang berbunyi: 



2 

 

 

                                    

           

 

Artinya: “yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak 

mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan (Nya), dan 

Dia telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya 

dengan serapi-rapinya.”(QS. Al-Furqon:2). 

 

Tafsir Quraish Shihab (2015) menjelaskan bahwa Allah menciptakan segala 

sesuatu yang ada dibumi telah ditentukan batas-batasan, ukuran dan aturan yang 

sangat cermat dengan rahasia-rahasia yang dapat menjamin keberlangsungan 

tugasnya secara teratur (sistematis). Semua itu berjalan menurut hukum dan 

aturan yang bersifat konstan dan teliti yang menggambarkan secara jelas 

kebesaran dan kekuasaan Allah Swt. Seperti halnya bakteri yang berukuran sangat 

kecil mempunyai waktu tertentu untuk melakukan pertumbuhan dan 

perkembangbiakan sehingga pada saat fase tertentu bakteri dapat menghasilkan 

suatu manfaat untuk keberlangsungan hidup manusia. Antara bakteri satu dengan 

bakteri yang lain terdapat hubungan timbal balik yang mana pada sisi lain bakteri 

dapat menyebabkan penyakit dan pada sisi lain bakteri dapat dimanfaatkan 

sebagai obat.  

Keberadaan bakteri banyak dikaitkan dengan dampak negatif yang 

merugikan bagi kehidupan hewan, tumbuhan dan manusia karena banyak 

ditemukan mikroorganisme patogen yang menyebabkan berbagai macam penyakit 

dengan sifat-sifat kehidupannya yang khas. Disamping itu, masih banyak  manfaat 

yang dapat diambil dari mikroorganisme tersebut salah satunya yaitu senyawa 

antimikroba berpotensi sebagai pengawet bahan pangan yaitu bakteriosin. Hal ini 

telah dijelaskan dalam firman Allah surat Ali-imran ayat 191: 
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                                 

                    

Artinya: (Orang-orang yang mempunyai akal yang cerdas) yaitu orang-orang 

yang mengingat Allah saat dia berdiri, duduk dan berbaring, mereka memikirkan 

tentang penciptaan langit-langit dan bumi (kemudian berkata) Wahai Pemelihara 

kami, Engkau tidak menciptakan semua ini sia-sia. Maha suci Engkau, maka 

jagalah kami dari adzab neraka. 

 

kata َيَذْكُرُون dan  َرُون -menunjukkan bahwa orang-orang yang cerdas adalah Orang  وَيَ تَ فَكَّ

orang yang menggunakan akalnya dengan baik dan selalu ingat kepada Allah 

dalam kondisi apapun baik berdiri, duduk dan berbaring.  Selain itu, mereka selalu 

memikirkan tentang penciptaan langit-langit dan bumi. Saat memikirkan itu, 

mereka benar-benar sadar bahwa Allah tak pernah menciptakan segala sesuatu 

dengan sia-sia dan pasti ada tujuannya. Sama halnya dengan bakteriosin yang 

dihasilkan oleh BAL yang berpotensi sebagai biopreservatif. 

 Bakteriosin didefinisikan sebagai protein aktif atau kompleks protein yang 

mempunyai efek bakterisidal yaitu mampu melawan bakteri gram positif  

terutama spesies yang berkerabat dekat dengan spesies penghasil (Paraday, dkk., 

2007). Bakteriosin disintesis didalam ribosom oleh bakteri asam laktat agar dapat 

menghambat dan membunuh pertumbuhan bakteri patogen seperti Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli (Najmudin,2006). Beberapa kelebihan bakteriosin 

sehingga potensial digunakan sebagai biopreservatif yaitu bukan bahan toksik dan 

sensitif terhadap enzim proteolitik, mudah dicerna oleh enzim saluran pencernaan, 

dapat mengurangi penggunaan bahan kimia sebagai pengawet pangan, 

penggunaannya stabil terhadap pH dan suhu yang cukup luas sehingga tahan 

terhadap proses pengolahan yang melibatkan asam dan basa, serta kondisi panas 

dan dingin (Cleveland dkk, 2001).  
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Produksi bakteriosin secara maksimal dapat dilakukan pada kondisi 

optimum meliputi suhu, waktu, konsentrasi inokulum dan medium fermentasi 

(Razak, 2009). Bakteriosin yang dihasilkan dari bakteri asam laktat mencapai 

produk tertinggi dengan aktivitas penghambatan terbesar pada pertengahan fase 

pertumbuhan eksponensial hingga fase stationer yaitu pada waktu inkubasi 24 jam 

dan aktivitasnya akan berkurang bahkan tidak terdeteksi lagi setelah masa 

inkubasi 35 jam (Kusmiati dkk, 2002). Salah satu bakteri asam laktat yang 

menghasilkan bakteriosin dengan zona hambat terbesar dibandingkan dengan 

bakteri asam laktat lainnya adalah Lactobacillus  plantarum.  

Lactobacillus plantarum merupakan salah satu jenis bakteri asam laktat 

yang berbentuk batang dan mampu merombak senyawa kompleks menjadi 

senyawa yang lebih sederhana dengan hasil akhirnya yaitu asam laktat. 

Lactobacillus plantarum mempunyai kemampuan dalam menghambat 

mikroorganisme patogen pada bahan pangan dengan zona hambat terbesar 

dibandingkan dengan asam laktat lainnya (Syahniar, 2009). Pada penelitian Anas 

(2008) melaporkan bahwa Lactobacillus plantarum mempunyai kemampuan 

untuk menghambat mikroorganisme patogen dengan daerah penghambatan 

sebesar 28 mm dibandingkan BAL lainnya yaitu L. casei yang menghambat 

mikroorganisme patogen sebesar 26 mm, L.rhamnosus sebesar 19 mm dan L. 

acidophilus sebesar 16 mm. Bakteriosin yang berasal dari Lactobacillus 

plantarum dinamakan plantaricin (Arief, 2012). Pada penelitian Hariani (2013) 

menunjukkan Lactobacillus plantarum mempunyai aktifitas penghambatan 

bakteriosin lebih kuat terhadap bakteri Staphylococcus aureus daripada 

Escherichia coli yaitu masing-masing 5 mm dan 4 mm. 
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Penelitian produksi bakteriosin dari BAL telah berkembang selama dekade 

terakhir, akan tetapi belum sepenuhnya dieksplorasi dan digunakan sebagai 

biopreservasi karena teknik produksi bakteriosin terbatas. Produksi  bakteriosin 

dapat diperoleh secara maksimal dengan memvariasikan antara konsentrasi 

inokulum dan lama fermentasi. Pengaruh konsentasi inokulum telah dilaporkan 

oleh Sifour (2012) yang memproduksi dan mengkarakterisasi bakteriosin dari 

Lactobacillus plantarum F12 menggunakan konsentrasi inokulum 1% yang 

menghasilkan supernatan bebas sel dengan diameter zona hambat sebesar 20 mm. 

Pengaruh konsentrasi inokulum terhadap proses fermentasi juga dijelaskan 

Razak,dkk  (2009) Produksi senyawa bakteriosin secara fermentasi menggunakan 

isolat BAL Enterococcus faecium DU55 dari dangke menggunakan konsentrasi 

inokulum sebanyak 5%  dalam setiap perlakuan dapat memberikan zona hambat 

pada bakteri Salmonella typhimuriumsebesar 6,40 mm. Pengaruh variasi 

konsentrasi inokulum dijelaskan oleh Jati (2012) yang melakukan produksi 

bakteriosin kasar Lactobacillus plantarum 2C12, 1A5, 1B1 dan 2B2 asal daging 

sapi dengan konsentrasi inokulum 10% memiliki aktivitas antimikroba tertinggi 

terhadap Escherichia coli ATCC25922 sebesar 8,17 mm, S.Thypimurium 

ATCC14028 sebesar 8,74 mm dan B.cereus sebesar 8,82 mm. 

Faktor lama fermentasi juga menentukan hasil produksi bakteriosin. 

Indikator lama fermentasi yang terbaik adalah waktu dimana senyawa antimikroba 

bakteriosin diproduksi dengan optimal yang ditandai dengan luasnya zona bening 

yang terdapat disekitar cakram pada semua mikroba uji. Menurut Suwayvia 

(2012) produksi optimal bakteriosin terjadi pada fase logaritmik akhir. Didukung 

oleh penelitian Ogunbawo (2003) yang mengatakan bahwa produksi optimum 
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bakteriosin dari Lactobacillus brevis OG1 terdeteksi pada fase pertumbuhan 

eksponensial dan mencapai maksimum pada awal fase stasioner. Sebagai mana 

penelitian yang telah dilakukan oleh  Khoiriyah (2014) penentuan waktu inkubasi 

optimum terhadap aktivitas bakteriosin dari Lactobacillus sp RED4 terdeteksi 

pada fase stasioner dimana bakteriosin dapat menghambat semua mikroba uji 

dengan rata zona hambat paling besar yaitu Salmonella sp sebesar 3,22 mm dan 

Escherichia coli sebesar 6,79 mm. Jati (2012) yang melakukan produksi 

bakteriosin kasar Lactobacillus plantarum 2C12, 1A5, 1B1 dan 2B2 dengan lama  

fermentasi  24 jam memiliki aktivitas antimikroba tertinggi terhadap Escherichia 

coli sebesar 8,17mm, S.thypimurium ATCC 14028 sebesar 8,74 mm dan B.cereus 

sebesar 8,82mm. 

Produksi bakteriosin yang telah divariasi konsentrasi inokulum dan lama 

fermentasi dilanjutkan  dengan memisahkan  metabolit sekunder dari sel bakteri 

menggunakan sentrifugasi sehingga dihasilkan supernatan bakteriosin kasar.  

Setiap supernatant bakteriosin yang telah hasilkan dilanjutkan uji aktivitas 

antibakterinya. Pada penelitian ini metode yang digunakan adalah metode difusi 

cakram terhadap bakteri Gram positif Staphylococcus aureus dan bakteri Gram 

negatif Escherichia coli (Suwayvia, 2012). Bakteriosin dengan zona hambat 

terbesar dilakukan purifikasi parsial menggunakan ammonium sulfat  untuk 

memaksimalkan aktivitas antibakteri bakteriosin dan juga diharapkan dapat 

menghilangkan pengaruh asam organik (Syahniar, 2009). Penelitian yang telah 

dilakukan Arief (2011) mengenai senyawa antimikroba bakteriosin oleh 

lactobacillus plantarum setelah dimurnikan dapat menghambat pertumbuhan 
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bakteri patogen lebih besar terhadap Escherichia coli ATCC 25922 sebesar 9,03 

mm, dan Staphylococcus aureus ATCC 25923 sebesar 8,34 mm. 

Berdasarkan penelitian-penelitian yang telah dijabarkan, dapat diketahui 

bahwa konsentrasi inokulum dan lama fermentasi mempunyai peranan penting 

dalam proses produksi bakteriosin sehingga perlu dikembangkan agar proses 

produksi dapat berjalan secara optimum dengan kadar bakteriosin yang cukup 

tinggi. Dilanjutkan purifikasi untuk mengetahui pengaruh purifikasi bakteriosin 

terhadap aktivitas antibakteri bakteriosin sehingga menghasilkan produk 

bakteriosin murni dengan aktivitas antibakteri yang besar. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana pengaruh konsentrasi inokulum dan lama fermentasi pada produksi 

bakteriosin oleh Lactobacillus plantarum? 

2. Bagaimana pengaruh purifikasi bakteriosin terhadap aktivitas antibakteri 

bakteriosin? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui  pengaruh konsentrasi inokulum dan lama fermentasi 

terhadap produksi bakteriosin oleh Lactobacillus plantarum. 

2. Untuk mengetahui pengaruh purifikasi bakteriosin terhadap aktivitas 

antibakteri bakteriosin. 
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1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah pada penelitian ini adalah : 

1. Sumber bakteri yang digunakan adalah bakteri Lactobacillus plantarum yang 

dibeli dari Universitas Gajah Mada (UGM) Yogyakarta. 

2.  Variasi konsentrasi inokulum yang digunakan yaitu 1%, 5%, dan 10%. 

3. Variasi  lama fermentasi yang digunakan yaitu  24 jam, 28 jam dan 32 jam. 

4.  Bakteri uji yang digunakan yaitu Escherichia coli dan Staphylococcus aureus 

5. Metode purifikasi bakteriosin menggunakan amonium sulfat. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada 

masyarakat tentang pengaruh konsentrasi inokulum dan lama fermentasi pada 

produksi bakteriosin oleh Lactobacillus plantarumdan juga pengaruh purifikasi 

bakteriosin terhadap aktivitas antibakteri bakteriosin. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Perspektif Bakteri dalam Al-Qur’an 

 Bakteri merupakan organisme mikroskopik terbanyak yang hidup bebas 

dan terdapat disemua tempat seperti udara, tanah, debu, air, didalam tubuh hewan, 

tumbuhan dan manusia. Bakteri mudah tumbuh dan mengkontaminasi bahan 

makanan yang menyebabkan produk makanan dan minuman rentan busuk ataupun 

basi. Di jaman sekarang ini, masyarakat tidak hanya menuntut aspek kenikmatan 

dari produk pangan tetapi juga menghendaki aspek kesehatan dan keamanan. 

Usaha mengontrol adanya mikroorganisme pada bahan pangan dapat dilakukan 

dengan metode pengawetan/preservasi. 

 Keberadaan makhluk kecil seperti bakteri ini telah disebutkan Allah dalam 

surah Al-Baqarah ayat 26 sebagai berikut: 

                              

                                

                   

Artinya :“Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 

nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, 

maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi 

mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk 

perumpamaan?" Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah, 

dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. 

Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik” 

 

Ibnu katsir (2015) menafsirkan bahwa lafadz  fama fauqohaa menunjukkan bahwa 

Allah SWT kuasa untuk menciptakan apa saja, yaitu penciptaan apapun dengan 

objek apa saja, baik yang besar maupun yang lebih kecil. Allah SWT tidak pernah 
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menganggap remeh sesuatu pun yang Dia ciptakan meskipun hal itu kecil, tidak 

terkecuali dengan makhluk hidup bersel tunggal seperti bakteri. Orang-orang yang 

beriman meyakini bahwa dalam perumpamaan penciptaan yang dilakukan oleh 

Allah SWT memiliki manfaat bagi kehidupan manusia (Al-mubarok, 2006). 

 

2.2 Bakteri Asam Laktat (BAL) 

 BAL merupakan bakteri yang mampu menghasilkan asam laktat, hidrogen 

peroksida, antimikroba dan hasil metabolisme lain yang dapat memberikan 

dampak positif bagi tubuh. Manfaat bagi kesehatan yang dihasilkan dari BAL 

yaitu memperlancar daya cerna laktosa, mengendalikan bakteri patogen dalam 

saluran pencernaan, menurunkan serum kolesterol, menghambat tumor, 

antimutagenik, antikarsinogenik, menstimulir sistem imun, pencegahan sembelit, 

produksi vitamin B, inaktivasi berbagai senyawa beracun dan produksi bakteriosin 

(Bachrudin, dkk., 2000). 

BAL memiliki karakteristik morfologi, fisiologi dan metabolit tertentu. 

Secara umum dari BAL termasuk dalam bakteri Gram positif, tidak berspora, 

berbentuk bulat maupun batang serta menghasilkan asam laktat sebagai mayoritas 

produk akhir selama memfermentasi karbohidrat (Axelsson, 2004). Pada 

fermentasi homofermentatif akan menghasilkan asam laktat sebagai produk 

utamanya sedangkan pada fermentasi  heterofermentatif akan dihasilkan asam 

laktat dan produk samping seperti asam asetat, etanol dan karbondioksida (CO2). 

Secara garis besar, keduanya memiliki kesamaan dalam mekanisme pembentukan 

asam laktat, yaitu piruvat akan diubah menjadi laktat (atau asam laktat) dan diikuti 

dengan proses transfer elektron dari NADH menjadi NAD
+
(Irawati, 2011).  
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BAL memproduksi berbagai komponen bermassa molekul rendah 

termasuk asam, alkohol, karbon dioksida, diasetil, hidrogen peroksida dan 

metabolit lainnya. Salah satu manfaat penting dari BAL adalah kemampuannya 

memproduksi komponen antimikroba, khususnya bakteriosin yang berpotensi 

menjadi biopreservatif menggantikan pengawet kimiawi pada bahan makanan 

guna memperpanjang daya simpan produk. Kemampuan bakteriosin dalam 

melakukan aktivitasnya sebagai biopresevatif dicapai dari kemampuan daya 

hambatnya terhadap mikroorganisme pathogen yang berbahaya (Savadogo, dkk., 

2006).  

 

2.3 Bakteriosin 

Bakteriosin yang diproduksi oleh BAL didefinisikan sebagai protein  aktif atau  

kompleks protein  yang menunjukkan  aksi bakterisidal melawan bakteri Gram 

positif dan terutama spesies yang berkerabat dekat dengan spesies penghasil, 

namun ada beberapa yang secara efektif melawan banyak bakteri dari spesies dan 

genus yang berbeda (Raydan Bhunia,2008). 

Bakteriosin yang diproduksi oleh BAL digolongkan dalam tiga kelas 

utama berdasarkan pada karakteristik biokimia dan sifat genetiknya, yaitu 

(Barefoot, dkk., 1993; Neetles, dkk., 1993; Tagg et al., 1976): 

1. Kelas I 

Bakteriosin kelas ini disebut sebagai Lantibiotik. Peptida pada bakteriosin 

ini merupakan peptida berbobot molekul kecil (<5 kDa). Berdasarkan gugus 

fungsional dan strukturalnya, lantibiotik dibagi dalam dua tipe yaitu tipe A dan B. 

Lantibiotik tipe A merupakan peptida kationik dan diperpanjang dengan jembatan 

lanthionine. Peptida ini bekerja dengan mengganggu membran sel organisme 
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target (contoh: nisin, subtilin dan epidermin). Lantibiotik tipe B merupakan 

peptida berbentuk bulat dan lebih kecil (sampai 19 residu asam amino). Peptida 

ini bekerja dengan mengganggu fungsi enzim organisme target, seperti 

menghambat biosintesis dinding sel (contoh: mersasidin, duramisin dan 

aktagardin). 

2. Kelas II 

Merupakan peptida berbobot molekul kecil (<10 kDa) yang tidak 

mengalami modifikasi dan tahan terhadap panas. Bakteriosin kelas ini membentuk 

struktur helik (amfipatik) dengan variabel hidrofobisitas dan struktur E-Sheet. 

Peptida ini stabil dalam pemanasan 100°C-121°C. Sejauh ini, lebih dari 50 

bakteriosin kelas II dari BAL yang telah diisolasi dan dikarakterisasi. 

Pengelompokan bakteriosin kelas II meliputi: 

a. Kelas IIa : Pediosin, merupakan subkelas paling besar dan paling banyak 

dipelajari. Peptida ini memiliki aktivitas anti-listerial yang kuat dan identitas 

paling besar dalam sekuensing (40-70%). 

b. Kelas IIb: Bakteriosin dua-peptida, Bakteriosin ini membutuhkan kombinasi 

dua peptida untuk aktivitas antimikroba penuh. Aktivitas tersebut tetap ada 

walaupun digunakan peptida secara terpisah, tetapi sangat dipengaruhi oleh 

keberadaan peptida kedua. Kecuali pada peptida laktokosin G dan 

laktokosin 705 yang tidak mempunyai aktivitas antimikroba jika digunakan 

secara terpisah. 

c. Kelas IIc: Bakteriosin yang sec-dependent. Bakteriosin ini akan 

menyeberangi membran sitoplasma melalui jalur sekresi sec dependent 
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(contoh: asidosin B, divergisin A, bakteriosin 31, enterosin P, dan listeriosin 

743A). 

d. Kelas IId: Bakteriosin tanpa sekuensing utama. Tidak seperti bakteriosin 

lain, bakteriosin ini disintesis tanpa terminal N utama atau sinyal 

sekuensing. Subkelas ini terdiri dari dua komponen bakteriosin enterosin 

L50 dan peptida tunggal enterosin Q, yang diproduksi oleh Enterococcus 

faecium L50, dan Aurosin A70 oleh Staphylococcus aureus A70.  

e. Kelas IIe: Bakteriosin dengan peptida siklik. Berbeda dengan bakteriosin 

linear, bakteriosin ini menjadi siklik oleh formasi pengikat peptida kepala-

ekor. (contoh: AS-48, gasserisin A, sirkularin A)  

f. Kelas IIf: Bakteriosin lain yang tidak dimodifikasi. Kelompok ini berisi 

bakteriosin kelas II lain yang tidak menyerupai struktur dan motif dari 

subkelas manapun. 

3. Kelas III 

Peptida yang berbobot molekul besar (>30 kDa) dan tidak tahan panas. 

Hanya beberapa bakteriosin dari kelas ini yang telah diidentifikasi (contoh: 

helvetisin J, helvetisin V, acidophilusin A, laktasin A dan B). 

Bakteriosin tersusun dari senyawa protein yang mengikuti pola sintesis 

protein. Sistem ini diatur oleh plasmid DNA ekstra kromosomal dan dipengaruhi 

oleh beberapa faktor terutama pH. Bakteriosin disintesis melalui jalur ribosomal. 

Prinsip regulasi sintesis bakteriosin diatur oleh adanya gen pengkode produksi dan 

pengkode immunitas(Usmiati, 2012). 

Ada tiga tahapan sintesis bakteriosin yaitu yang pertama replikasi DNA, 

dimana proses memperbanyak bahan genetik atau DNA yang berbentuk heliks 
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ganda akan membelah diri dan masing-masing rantai polinukleotida mampu 

membentuk rantai baru dengan pasangannya. Tahap kedua yaitu transkripsi, 

pembentukan molekul RNA sesuai yang diperintahkan oleh DNA, molekul RNA 

bertindak sebagai perantara dalam sintesis protein. Tahap ketiga yaitu translasi,  

molekul RNA menerjemahkan informasi genetik yang diberikan oleh DNA untuk 

pembentukan protein (Poedjiadi, 2004). 

Biosintesis bakteriosin dimulai dengan pembentukan peptida 

penginduksi (Induction factor/ IF) dan prepeptida bakteriosin. Prepeptida dan IF  

ini kemudian diurai dan dikeluarkan melalui ABC transporter. Pada batas 

konsentrasi tertentu dari peptida penginduksi yang telah dikeluarkan, histidin 

protein kinase (HPK) menjadi aktif dan menyebabkan terjadinya autofosforilasi. 

Detail molekular mengenai bagaimana peptida penginduksi mengaktifkan HPK 

belum banyak diketahui. HPK yang telah aktif kemudian berinteraksi dengan 

protein respon regulator (RR) melalui proses transfosforilasi dimana grup fosfat 

yang berada pada residu histidin pada HPK yang aktif berpindah ke RR. Reaksi 

fosforilasi ini mengaktifkan fungsi RR sebagai aktivator transkripsi yang 

mengikat promotor gen spesifik bakteriosin dan merangsang transkripsi. RR juga 

mengaktifkan gen yang mengkodekan 3 komponen sistem regulator dan 

dimulailahfeedback positif (Dride, 2006). 
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Gambar 2.1 Biosintesis bakteriosin (Supardjo, 2008) 

 

2.3.1 Faktor–Faktor yang Mempengaruhi Produksi Bakteriosin Yaitu 

Sebagai Berikut (Salminen dkk, 2004): 

1. pH Substrat 

BAL mampu bertahan dibawah pH 4. Semakin rendah pH  substrat maka 

banyak H
+
 yang terbebas ke dalam substrat dan menempel pada membran. Hal ini 

menyebabkan sisi aktif enzim berubah. Dengan demikian pH substrat tidak sesuai 

akan mengganggu permeabilitas membran dan menghambat produksi antibakteri. 

pH substrat yang sesuaiakan menghasilkan banyak antibakteri secara maksimal. 

2. Waktu Inkubasi 

Waktu inkubasi disesuaikan dengan pertumbuhan bakteri dalam memproduksi 

antibakteri. BAL memerlukan waktu inkubasi optimum selama 48 jam atau 3 hari 

untuk memproduksi banyak antibakteri.  

3. Umur Bakteri 

BAL hanya dapat bertahan selama1 bulan karena tidak menghasilkan spora. 

Umur bakteri sangat mempengaruhi produksi antibakteri. Kemungkinan BAL 

yang terlalu tua akan mengalami fase kematian. Kemamampuan bakteri akan 
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berkurang untuk menyerap nutrisi sehingga permeabilitas dalam membran  

terganggu. Umur bakteri yang sesuai dapat memproduksi banyak antibakteri 

secara optimal.  

4. Suhu 

BAL mampu bertahan pada suhu 30ºC (anaerob fakultatif). Suhu yang 

sesuai akan mempengaruhi banyak produksi antibakteri.  Suhu bakteri yang sesuai 

dapat dilihat dengan besarnya zona hambat. 

5. Konsentasi Inokulum 

Inokulum merupakan biakan bakteri yang dimasukkan kedalam media cair 

yang siap digunakan untuk fermentasi (pelczar, dkk., 2007). Kadar inokulum pada 

fermentasi menunjukkan pengaruh terhadap produk fermentasi (Franca, dkk., 

2009).                                                                                                                                              

2.3.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri 

Kurva pertumbuhan menunjukkan perkembangbiakan bakteri. Pertumbuhan 

bakteri merupakan suatu peningkatan massa atau jumlah sel total dan bukan  

dalam  hal   ukuran.  Pertumbuhan  sel   dan  pembentukan  produk mencerminkan 

kemampuan sel yang dapat dipengaruhi oleh lingkungan. Pelczardan Chan(2007) 

menyatakan bahwa istilah pertumbuhan umum digunakan untuk bakteri dan 

mikroorganisme lain dan biasanya menunjukkan perubahan di  dalam hasil panen 

(pertambahan total masa sel) dan bukan perubahan individu organisme.  
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Gambar 2.2 Kurva pertumbuhan bakteri 

Sumber : Food Tecnology (2012) 

 

Empat fase siklus pertumbuhan bakteri menurut Todar (2009) adalah (1) 

Fase Adaptasi, yakni fase dimana setelah inokulasi sel kedalam media tumbuh, 

bakteri di dalam nya relatif tetap atau tidak berubah untuk sementara waktu. 

Lamanya fase adaptasi atau fase lag akan tergantung pada berbagai faktor 

termasuk  ukuran inokulum, waktu yang diperlukan untuk pulih dari kerusakan 

fisik atau stress pada saat inokulasi, waktu yang diperlukan untuk sintesis 

koenzim penting dan waktu yang dibutuhkan untuk mensintesis enzim baru  yang 

diperlukan untuk membantu metabolisme substrat yang terdapat didalam media 

tumbuh. (2) Fase Eksponensial (logaritmik) adalah fase pertumbuhan  yang   

seimbang  dimana semua sel-sel membelah diri secara teratur melalui pembelahan 

biner. Sel-sel membelah dengan konstan tergantung pada komposisi media 

pertumbuhan  dan kondisi inkubasi. Laju pertumbuhan  eksponensial   dari kultur 

bakteri disebut  sebagai waktu generasi bakteri atau penggandaan populasi bakteri. 

(3) Fase Stasioner, tidak dapat ditentukan apakah beberapa sel telah mati dan 

sejumlah sel-sel lainnya sedang membelah diri atau bahkan populasi sel tersebut 

telah berhenti tumbuh dan membelah diri. Bakteri yang menghasilkan metabolit  

sekunder, seperti  antibiotik melakukan metabolit  sekunder  selama fase stasioner 

dalam siklus  pertumbuhan dan (4) Fase Kematian,  dimana terjadi penurunan  
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terhadap populasi sel hidup. Selama fase kematian, jumlah sel yang hidup 

menurun secara geometris (eksponensial) atau berkebalikan dari pertumbuhan 

selama fase logaritmik. 

Bakteriosin mencapai produksi tertinggi dengan aktivitas penghambatan  

terbesar pada pertengahan fase pertumbuhan eksponensial hingga awal fase 

stasioner dan aktivitasnya akan berkurang bahkan tidak terdeteksi lagi selama fase 

pertumbuhan stasioner (Rashid dkk., 2009). 

Salah satu BAL yang berpotensi menghambat mikroorganisme patogen pada 

bahan pangan dan memiliki daerah penghambatan terbesar dibandingkan  dengan   

bakteri   asam  laktat  lainnya adalah bakteri Lactobacillus plantarum.  

 

2.4 Lactobacillus plantarum 

  Lactobacillus plantarum merupakan salah satu jenis BAL 

homofermentatif yang tumbuh optimal pada suhu 30-37oC serta pada pH 5-7 

dengan ciri-ciri sel berbentuk batang  pendek, warna koloni putih susu sampai 

abu-abu, serta mempunyai viabilitas tinggi untuk digunakan sebagai starter 

(Emanuel, dkk.,2005). Lactobacillus plantarum mempunyai kemampuan untuk 

menghambat mikroorganisme patogen pada bahan pangan dengan daerah 

penghambatan terbesar  dibandingkan dengan bakteri  asam laktat lainnya (Jenie 

dan Rini,1995). Berdasarkan Taxonomic Outline of the Prokaryotes, Lactobacillus 

plantarum diklasifikasikan sebagai berikut (Fellis dan Dellaglio, 2008): 
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Gambar 2.3.Lactobacillus plantarum  

 

Kingdom : Bacteria 

Divisi  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Lactobacillaceae 

Genus  :  Lactobacillus 

Spesies  :  L. plantarum 

 

Menurut Permanasari (2008) Antimikroba yang dihasilkan oleh 

Lactobacillus plantarum1A5 mempunyai aktivitas penghambatan paling besar 

terhadap ketiga bakteri uji. Pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC25923 

menghasilkan diameter zona hambat dengan rataan 8,99 mm Escherichia coli 

ATCC 25922 dengan rataan 7,87 mm dan Salmonella typhimurium ATCC 14028 

dengan rataan 11,76 mm. Selain itu, nilai konsentrasi penghambatan minimumnya  

terhadap  ketiga  bakteri   uji  yaitu  90% .  
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2.5 Mekanisme Penghambatan Senyawa Antimikroba 

 

Gambar 2.4. Mekanisme aksi bakteriosin merusak membran sel bakteri patogen 

(Drider dkk. 2006) 

 

Mekanisme penghambatan pertumbuhan mikroba yaitu dengan cara 

merusak dinding sel bakteri yang menyebabkan lisis sehingga akan mengubah 

permeabilitas membran sitoplasma yang menyebabkan kebocoran nutrien di 

dalam sel, perusakan sistem metabolisme dalam sel dengan cara menghambat 

kerja enzim intraseluler (Pelczar,dkk., 1986 dalam syahniar, 2009). Beberapa cara 

antimikroba dalam melawan mikroorganisme yaitu dengan cara memberikan efek 

bakteriostatik, bakterisidal ataupun bakterilisis. Sifat bakteriostatik akan 

menghambat pertumbuhan dan replikasi mikroorganisme namun tidak 

menyebabkan kematian. Sifat bakterisidal berhubungan dengan kemampuan 

senyawa untuk menyebabkan kematian mikroorganisme, sedangkan sifat 

bakterilisis akan menyebabkan lisis sel mikroorganisme (Gonzales, dkk., 1996). 

Bakteriosin BAL memiliki sifat bakterisidal terhadap sel sensitif dan dapat 

mengalami kematian dengan sangat cepat pada konsentrasi rendah. Beberapa 

bakteriosin mempunyai sifat bakterisidal melawan beberapa strain dan spesies 

yang berelasi dekat tetapi beberapa dapat efektif melawan banyak strain dalam 
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spesies dan generasi yang berbeda. Namun, sel penghasil bakteriosin dapat 

mengalami ketahanan terhadap bakteriosin yang dihasilkan nya sendiri, 

Bakteriosin ini pada umumnya sangat efektif melawan sel dari bakteri Gram 

positif yang lain (Syahniar, 2009). 

Penentuan aktivitas antimikroba adalah terjadinya interaksi awal antara 

molekul-molekul kationik dari bakteriosin dengan polimer-polimer anionik di 

permukaan sel, salah satunya adalah asam teikoat. Asam teikoat tersebut 

merupakan reseptor bakteriosin yang hanya dihasilkan oleh bakteri Gram positif. 

Selanjutnya, aksi bakterisidal dari bakteriosin melawan sel yang sensitif akan 

dihasilkan melalui destabilisasi fungsi dari membran sitoplasmik, berupa 

peningkatan permeabilitas membran sehingga mengganggu keseimbangan barier 

dan dapat mengakibatkan kematian sel (Jack,dkk.,1995). Mekanisme-mekanisme 

aksi lainnya dari bakteriosin antara lain perubahan aktivitas enzim, penghambatan 

germinasi spora dan inaktivasi pembawa  anionik  langsung membentuk pori-pori 

selektif  dan  non  selektif  (Ray, 2004). 

 

2.6 Purifikasi Protein 

Metode yang dapat digunakan dalam purifikasi bakteriosin adalah 

metode purifikasi protein. Purifikasi protein umumnya menggunakan prosedur 

isolasi yaitu memisahkan protein yang dibutuhkan dari makromolekul lain yang 

tidak diinginkan. Metode pemisahan protein yang banyak digunakan adalah 

pengendapan menggunakan ammonium sulfat (Arief, 2005). Proses pengendapan 

protein dengan garam ammonium sulfat lebih sering digunakan karena memiliki 

beberapa kelebihan dibandingkan garam-garam yang lain yaitu mempunyai 

kelarutan yang tinggi, tidak mempengaruhi aktivitas enzim, mempunyai 
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pengendapan yang efektif, mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim, 

dapat digunakan pada berbagai pH dan harganya terjangkau (Scopes, 1982). 

proses ionisasi protein dipengaruhi oleh jumlah penambahan garam 

amonium sulfat, pada konsentrasi garam ammonium sulfat yang tinggi 

peningkatan muatan listrik disekitar protein yang akan menarik molekul-molekul 

air dan protein. Interaksi hidrofobik sesama molekul protein pada suasana ionik 

tinggi akan menyebabkan pengendapan protein yang disebut dengan salting 

out.Sedangkan pada penambahan garam ammonium sulfat dengan konsentrasi 

rendah, ion-ion ini akan melindungi molekul protein dan mencegah bersatunya 

molekul-molekul ini sehingga protein melarut.Peristiwa ini disebut sebagai salting 

in (Scopes, 1982). 

 

 

Gambar 2.5 Metode purifikasi dengan ammonium sulfat 

 

Pengendapan protein dengan amonium sulfat dilakukan pada kondisi dingin 

yaitu 2ºC - 4ºC sehingga protein akan mengendap tanpa mengalami denaturasi. 
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Menurut Tokuyasu,dkk (1996) dalam arief (2005) banyak keuntungan 

menggunakan garam ammonium sulfat karena mempunyai kelarutan tinggi, pH 

moderat, relatif lebih murah, non toksik dan tidak mempengaruhi enzim. 

Rangkaian metode selanjutnya adalah melakukan dialisis. Prinsip dialisis 

yaitu pemisahan molekul-molekul yang berukuran besar dari molekul-molekul 

berukuran kecil dengan gaya difusi selektif melalui membran semipermiabel. 

Sampel protein umumnya mengandung komponen yang tidak diinginkan  seperti 

garam ammonium sulfat. Garam-garam tersebut dapat menjadi inhibitor aktivitas 

enzim atau mengurangi kelarutan protein hingga harus dipisahkan dari protein 

(Arief, 2005). 

Salah satu metode yang digunakan untuk meningkatkan kemurnian enzim 

adalah dialisis. Prinsip dialisis yaitu memisahkan molekul-molekul yang besar 

dari molekul-molekul yang berukuran kecil dengan bantuan membran 

semipermeabel. Pemisahan ini penting dilakukan agar garam-garam anorganik 

tidak mengganggu tahap pemurnian selanjutnya. Dialisis dapat dilakukan dengan 

menggunakan kantong selofan, kantong ini memiliki ukuran pori-pori yang lebih 

kecil dari ukuran protein sehingga protein tidak akan dapat keluar dari kantong 

selofan. Penggunaan kantong selofan memiliki beberapa keuntungan yaitu mudah 

digunakan dan memiliki harga yang relatif terjangkau (Kristanti, 2001). 
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Gambar 2.6 Dialisis (Dennison, 2002) 

 

Proses dialisis yaitu difusi selektif yang melewati membran selofan. 

Selofan yang membungkus larutan protein memungkinkan buffer dan molekul 

kecil seperti garam dengan bebas keluar selofan melalui pori-pori. Larutan diluar 

selofan adalah larutan yang memiliki konsentrasi yang lebih kecil agar molekul 

dapat berdifusi keluar (Yuningsih, 2006). 

2.7 Antibakteri 

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan 

pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. Antibakteri ada yang memiliki 

spektrum hambat yang luas artinya antibakteri ini efektif untuk diaplikasikan bagi 

semua bakteri baik kokus, basil maupun spiril. Adapula yang memiliki spektrum 

hambat yang kecil artinya hanya efektif untuk diaplikasikan pada spesies bakteri 

tertentu.(Waluyo, 2004). 

Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa 

antibakteri diawali perusakan dinding sel dengan cara menghambat 

pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk, perubahan 

permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan bahan makanan keluar 

dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat, penghambatan kerja 

enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein. Di bidang farmasi, 
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bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu suatu substansi kimia 

yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain. 

Senyawa antibakteri dapat bekerja secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan 

bakteriolitik (Pelczar dan Chan, 1988). 

Menurut Madigan dkk. (2000), berdasarkan sifat toksisitas selektifnya, 

senyawa antimikrobia mempunyai 3 macam efek terhadap pertumbuhan mikrobia 

yaitu: 

1. Bakteriostatik memberikan efek dengan cara menghambat pertumbuhan tetapi 

tidak membunuh. Senyawa bakterostatik seringkali menghambat sintesis 

proteinatau mengikat ribosom. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan 

antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah 

penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total 

maupun jumlah sel hidup adalah tetap. 

2. Bakteriosidal memberikan efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak terjadi 

lisis sel atau pecah sel. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia 

pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan 

zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total tetap 

sedangkan jumlah sel hidup menurun. 

3. Bakteriolitik menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga jumlah sel 

berkurang atau terjadi kekeruhan setelah penambahan antimikrobia. Hal ini 

ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang 

berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase 

logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup menurun. 
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Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode 

pengenceran. Disc diffusion test atau uji difusi disk dilakukan dengan mengukur 

diameter zona bening (clear zone) yang merupakan petunjuk adanya respon 

penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam ekstrak. 

Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan/sensitivitas yaitu 105-108 CFU/mL 

(Hermawan dkk., 2007). Pengujian aktivitas antibakteri secara in vitro dapat 

dilakukan melui dua cara yakni (Tortora, dkk., 2001):  

1. Metode Difusi Cakram  

Prinsip metode difusi cakram adalah dengan menempatkan kertas cakram 

yang berisi senyawa antibakteri dan diletakkan pada media padat yang telah dicampur 

dengan bakteri uji. Metode ini akan menunjukkan adanya zona bening disekitar kertas 

cakram yang berarti tidak ada pertumbuhan bakteri uji. Bakteri yang sensitif terhadap 

senyawa antibakteri ditandai dengan adanya zona hambat disekitar cakram dan 

sebaliknya. 

2. Metode Dilusi  

 

Prinsip metode dilusi adalah penggunaan satu seri tabung reaksi dengan 

medium cair dan sejumlah bakteri uji kemudian masing-masing seri tabung reaksi 

berisi bakteri uji ditambahkan senyawa antibakteri.Metode dilusi digunakan untuk 

menentukan KHM (Kadar Hambat Minimum) dengan ditunjukkan adanya perbedaan 

kekeruhan. Hasil positif ditunjukkan dengan hasil biakan yang mulai tampak jernih 

Biakan dari tabung yang jernih ditumbuhkan pada media agar padat dan diamati 

apakah terdapat koloni bakteri yang tumbuh. Konsentrasi terendah senyawa 

antibakteri pada biakan medium agar padat ditunjukkan dengan tidak adanya 

pertumbuhan bakteri yang disebut dengan konsentrasi bunuh minimum senyawa 

antibakteri terhadap bakteri uji. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli - Desember 2017di 

Laboratorium Riset Biokimia dan Bioteknologi Jurusan Kimia Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Laminar Air Flow, 

spektrofotometer UV-Vis, neraca analitik, hot plate, autoclave, shaker, Sentrifus, 

mikropipet, vortex, Erlenmeyer, tabung reaksi, cawan petri, rak tabung reaksi, 

beaker glass, jarum ose, pipet tetes, spatula, stirer, gelas ukur, alumunium foil, 

kapas, plastik wrap, bunsen, korek api, pH meter, jangka sorong, kertas saring dan 

kantung selofan. 

3.2.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Lactobacillus 

plantarum yang dibeli dari UGM (Universitas Gadjah Mada), bakteri indikator 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, MRSA (de Man Rogosa Sharpe 

Agar), MRSB (de Man Rogosa Sharpe Broth), NA (Nutrient Agar), NB (Nutrient 

Broth), NaOH (Merck), aquades,dan spiritus, Ammonium sulfat, Bovin Serum 

Albumin (BSA), Na2HPO4, NaH2PO4,EDTA. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Faktorial (RAKF) 

yang terdiri dari dua faktor, yaitu konsentrasi inokulum (K) dan lama fermentasi 

(F). Percobaan ini dilakukan dengan 2 kali ulangan. Kombinasi perlakuan 

konsentrasi inokulumdan lama fermentasi ditampilkan pada tabel berikut : 

 

Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan antara pengaruh variasi konsentrasi 

inokulum dan lama fermentasi 

K                       

 

                     F 

Fase tengah 

logaritmik (F1) 

Fase akhir 

logaritmik 

(F2) 

Fase tengah 

stationer(F3) 

1%   (K1) K1F1 K1F2 K1F3 

5% (K2) K2F1 K2F2 K2F3 

10% (K3) K3F1 K3F2 K3F3 

 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi inokulum dan lama 

fermentasi sedangkan untuk variabel terikatnya adalah aktivitas antibakteri 

bakteriosin. Adapun proses penelitian dilakukan secara deskriptif dengan dua 

tahap yaitu pada tahap pertama bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi 

inokulum  dan lama fermentasi terhadap produksi bakteriosin. Variasi konsentrasi 

inokulum dibuat 1%, 5% dan 10% (v/v) dan variasi lama fermentasi selama 24 

jam, 28 jam dan 32 jam. Masing-masing perlakuan dilakukan 2 kali pengulangan. 

Pada tahap kedua yaitu purifikasi bakteriosin menggunakan amonium sulfat 

dan dialisis menggunakan kantung selofan. Bakteriosin yang telah dipurifikasi 

diuji aktivitas antibakteri menggunakan bakteri indikator yaitu Escherichia coli 
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dan Staphylococcus aureus untuk diamati zona hambatnya. Masing-masing 

perlakuan dilakukan 2 kali pengulangan. 

 

3.4 Tahapan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut: 

1. Preparasi Sampel 

2. Pembuatan Media Lactobacillus plantarum 

3. Regenerasi Bakteri dan Pembuatan Inokulum   

4. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri 

5. Proses Produksi Bakteriosin 

6. Purifikasi Parsial menggunakan Ammonium Sulfat dan Dialisis 

7. Penentuan Konsentrasi Protein 

8. Uji Aktivitas Bakteriosin 

9. Analisis Data 

 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Sterilisasi Alat(Widarta, 2013) 

 

Alat yang digunakan untuk menginokulasi bakteri seluruhnya dicuci 

bersih. Kemudian Erlenmeyer dan tabung reaksi dibungkus menggunakan plastik 

tahan panas. Selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121  C. 

 

3.5.2 Pembuatan Media Lactobacillus plantarum 

 

Isolat Lactobacillus plantarum ditumbuhkan pada media MRSA dan 

MRSB. Media MRSA (Man, Rogosa and Sharpe Agar) dibuat dengan menimbang 

6,82 gram MRSA kemudian dilarutkan dengan 100 mL akuades dan media MRSB 

(deMan, Rogosa and Sharpe Broth) dibuat dengan menimbang 5,515 gram MRSB 
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kemudian dilarutkan dengan 100 mL akuades. Seluruh media kemudian 

dipanaskan sampai mendidih dan dihomogenkan menggunakan stirrer. 

Selanjutnya media tersebut dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL dan 

disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 15 psi. 

 

3.5.3 Regenerasi dan Pembuatan Inokulum Lactobacillus plantarum (L.F. 

Coelho, 2011) 

 

Biakan Lactobacillus plantarum diambil sebanyak dua ose dan 

dimasukkan kedalam media MRSA, kemudian diinkubasi selama 48 jam pada 

suhu ruang. Lactobacillus plantarum yang telah diregenerasi digunakan untuk 

pembuatan stok inokulum. Tahap selanjutnya pembuatan inokulum Lactobacillus 

plantarum dengan cara dua ose biakan Lactobacillus plantarum dipindahkan 

kedalam 100 mL media MRSB, kemudian di goyang dengan shaker pada 

kecepatan 120 rpm selama 18 jam sampai fase eksponensial pada suhu 35
0
C. 

 

3.5.4 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri (Setianingsih, 2010) 

Tahap ini bertujuan untuk mengetahui fase-fase pertumbuhan dari bakteri 

Lactobacillus plantarum khususnya pada fase stationer sebagai dasar penentu 

lama waktu inkubasi produksi bakteriosin. Pembuatan kurva pertumbuhan diawali 

dengan menginokulasikan inokulum lactobacillus plantarum sebanyak 2%  

kedalam Erlenmeyer yang berisi media MRSB sebanyak 200 mL secara aseptis. 

Pertumbuhan bakteri diamati dengan cara memipet 4 mL suspensi bakteri dan 

dilakukan pengukuran Optical Density (OD) berdasarkan nilai absorbansi setiap 2 

jam (waktu inkubasi 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20, 22 sampai 40 jam). 

Pengukuran dilakukan menggunakan Spektrofotometer UV-vis pada panjang 

gelombang 600 nm. Pengenceran dilakukan jika OD mendekati 1 atau lebih dari 1 
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untuk menghindari penyimpangan data dikarenakan sampel yang terlalu pekat. 

Nilai absorbansi (A)  dikalikan dengan faktor pengenceran. 

OD= A (nilai Absorbansi) x FP (Faktor Pengenceran)..................... (3.1) 

 

3.5.5 Produksi Bakteriosin oleh Lactobacillus plantarum (Ogunbanwo, dkk., 

2003) 

Penghitungan jumlah sel bakteri dilakukan dengan metode total plate 

count (TPC). Masing-masing pengenceran diambil sebanyak 1 mL dan 

dimasukkan dalam cawan petri yang berisi media MRSA. Cawan petri digoyang-

goyang hingga merata dan  didiamkan hingga membeku kemudian diinkubasi 

dengan posisi terbalik selama 48 jam pada suhu 37ºC. Cara menghitung, dipilih 

cawan petri yang mempunyai koloni antara 30-300. 

Perhitungan jumlah bakteri = jumlah kolonix ......................................(3.2) 

Isolat Lactobacillus plantarum diinokulasi kedalam 100 mL media MRSB 

dengan konsentrasi inokulum 1%, 5% dan 10% kemudian masing-masing 

diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam, 28 jam dan 32 jam. Selanjutnya 

pemanenan dilakukan dengan cara kultur disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 

rpm selama 10 menit pada suhu 4ºC. Supernatan bebas sel yang diperoleh 

dikondisikan pada pH 7 menggunakan NaOH 1N. Selanjutnya supernatan 

bakteriosin netral diuji antagonistik dan dimurnikan menggunakan ammonium 

sulfat. 
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3.5.6 Purifikasi Parsial menggunakan Ammonium Sulfat (Ogunbanwo, 

dkk., 2003) 
 

Purifikasi (pemurnian) parsial bakteriosin dilakukan pada supernatan 

antimikroba netral yang berasal dari Lactobacillus plantarum. Serbuk ammonium 

sulfat ditambahkan dengan derajat kejenuhan 60% yaitu sebanyak 36,1 gram 

dengan sedikit demi sedikit kedalam supernatant antimikroba netral untuk 

mendapatkan endapan protein, kemudian dihomogenkan secara perlahan 

menggunakan stirrer pada suhu 4
o
C selama 24 jam. Setelah itu supernatant 

dipindahkan ke tabung sentrifus, kemudian dilakukan sentrifugasi 5.000 rpm 

selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Selanjutnya, supernatan dibuang dan didapatkan 

presipitat bakteriosin. Prespitat bakteriosin kasar tersebut dilarutkan dengan buffer 

fosfat 0,2 M pH netral (perbandingan 1:1) untuk menjaga dari kerusakan enzim. 

Selanjutnya dilakukan dialisis untuk menghilangkan protein dari kandungan 

garamnya (Rachmania, 2017). 

Dialisis dilakukan dengan cara kantong selofan dengan ukuran 14 KDa 

dididihkan selama 15 menit dalam 5% Na2CO3 (2,5 gr dalam 50 ml) selanjutnya 

dididihkan dengan 50 Mm EDTA ( 0,73 gr dalam 50 ml) untuk mencegah hilangnya 

aktivitas molekul-molekul yang didialisis. Setelah dingin, kantong selofan direndam 

dengan aquades kemudian diikat salah satu ujungnya menggunakan benang hingga 

membentuk kantung. Selanjutnya dimasukkan presipitat bakteriosin kasar yang 

telah ditambahkan dengan buffer fosfat 0,2 M kedalam kantong selofan dan ujung 

yang satunya diikat lagi kemudian direndam dalam larutan buffer fosfat 0,05 M. 

Proses tersebut dilakukan di atas stirrer pada suhu 4
o
C dan dialisis dilakukan 

selama 24 jam. Selanjutnya ekstrak kasar bakteriosin dilakukan pengukuran 
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konsentrasi protein dengan metode biuret menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada λ = 550 nm.  

 

3.5.7 Penentuan Konsentrasi Protein (Martono, 2013) 

3.5.7.1 Pembuatan Kurva Standar 

 

Larutan standar BSA dibuat dengan konsentrasi 0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 

0,1mg/ml dalam 10 mL aquades. Kemudian dipipet masing-masing sebanyak 1 

mL dan ditambahkan 4 mL reagen biuret. Dihomogenkan dengan vortex dan 

didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit. Setelah itu diukur absorbansi 

masing-masing larutan dengan spektrofotometer pada λ 550 nm. Setelah diperoleh 

kurva standar dilakukan pengukuran protein bakteriosin. 

3.5.7.2 Analisis Konsentrasi Protein Bakteriosin Metode Biuret 

Sampel bakteriosin diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan dalam tabung 

reaksi. Kemudian ditambahkan aquades hingga volumenya menjadi 10 ml. 

Campuran larutan ini dihomogenkan dengan vortex. Dengan demikian maka 

sampel mengalami pengenceran10x. Kemudian dari larutan yang telah diencerkan, 

diambil 1 ml dan ditambahkan 4 mL reagen biuret, dihomogenkan dengan vortex 

dan didiamkan pada suhu ruang selama 30 menit. Kompleks berwarna yang 

terbentuk diukur absorbansinya pada λ 550 nm. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas 

antimikroba. 

 

3.5.8 Uji Aktivitas Antimikroba 

3.5.8.1 Pembuatan Media Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

 

Media NA (Nutrien Agar) dibuat dengan cara diambil sebanyak 2 gram 

dilarutkan dalam 100 mL aquades. NB (Nutrient Broth) sebanyak 1,8 gram 

dilarutkan dalam 100 mL aquades hangat menggunakan gelas kimia, kemudian di 
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panaskan menggunakan hotplate sampai mendidih. Dituang ke dalam Erlenmeyer 

yang ditutup dengan kapas steril. Media tersebut disterilkan di dalam autoklaf 

pada suhu 121
0
C, tekanan 15 psi. Ditunggu hingga agak dingin sekitar  suhu 40-

45
0
C. 

3.5.8.2 Regenerasi Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

(Muhibah, 2013) 
 

Biakan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli diambil satu 

ose kemudian digoreskan pada media NA (Nutrien Agar) miring secara aseptik. 

Tabung didekatkan ke api saat menggoreskan bakteri. Tabung kemudian ditutup 

dengan kapas dan diinkubasi selama 24 jam padasuhu 37ºC. 

3.5.8.3 Pembuatan inokulum Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

(Silaban, 2009) 

 

Diambil satu ose bakteri Staphylococcus aureus dengan menggunakan 

kawat ose steril, lalu ditanamkan pada media Nutrien Agar miring dengan cara 

menggores, setelah itu diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 18-24 

jam. Untuk pembuatan stok kultur bakteri Escherichia coli dilakukan cara yang 

sama seperti pada bakteri Staphylococcus aureus. Bakteri Eschericia coli yang 

digunakan sebanyak 7,8 x 108 cfu yang setara dengan OD 0,27 dan untuk bakteri 

Staphylococcus aureus yang digunakan sebanyak 2,79 x 108 cfu setara dengan 

OD 0,2. 

3.5.8.4 Uji Aktivitas Antibakteri (Fitriyah, 2015) 

 

Uji antibakteri dilakukan berdasarkan metode uji Kirby-Bauer dengan 

menggunakan kertas cakram. Kertas cakram dibuat dari kertas whatman dengan 

diameter 5 mm. Secara aseptik kertas cakram steril direndam dalam 50 μl ekstrak 

sampel bakteriosin selama 30 menit. Kemudian kertas cakram diambil dengan 
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pinset steril dan diletakkan diatas medium uji aktifitas antibakteri (Medium padat 

NA dalam cawan petri). Kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37
0
C. 

Diamati zona hambat yang terbentuk dan diukur diameternya. Sampel yang 

mempunyai aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat 

disekitar kertas cakram. Pengujian setiap isolat yang didapat dilakukan tiga kali 

pengulangan. 

Zona hambat diukur dengan menggunakan penggaris untuk menentukan aktivitas 

bakteri. Luas zona hambat ditentukan dengan rumus (Simarmata, 2007):  

Lz = Lav−Ld  

Keterangan:  

Lz = Luas zona hambat (mm)  

Lav = Luas keseluruhan zona hambat (mm)  

Ld = Luas diameter kertas cakram (mm)  

Hasil dari pengukuran zona hambat dibandingkan dengan kriteria kekuatan daya 

hambat bakteri. Kriteria daya hambat bakteri yang digunakan adalah kuat (zona 

hambat > 6 mm), sedang (zona bening 3-6 mm), lemah (0-3 mm) (Pan, dkk., 

2009). 

 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh diolah menggunakan Two Way Analisa Varian 

(ANOVA) dengan menggunakan SPSS 18. Data hasil penelitian disusun dalam 

tabel dan grafik kemudian diinterpretasikan sesuai dengan hasil pengamatan yang 

ada. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh konsentrasi inokulum 

dan lama fermentasi terhadap produksi antibakteri bakteriosin yang berasal dari 

Lactobacillus plantarum. Adanya bakteriosin didalam supernatan antimikroba 

ditentukan berdasarkan hasil uji zona hambat terhadap bakteri indikator 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Cara bakteriosin dalam melawan 

mikroorganisme yaitu dengan cara memberikan efek bakteriostatik,  bakterisidal 

ataupun  bakterilisis. Sifat bakteriostatik  yaitu menghambat pertumbuhan maupun 

replikasi mikroorganisme tetapi tidak menyebabkan kematian. Sifat bakterisidal 

yaitu  menyebabkan kematian mikroorganisme, sedangkan sifat bakterilisis yaitu 

menyebabkan lisis sel mikroorganisme (Gonzales, 1996). Supernatan bakteriosin 

yang efektif dalam menghambat bakteri indikator dilanjutkan dengan purifikasi 

parsial menggunakan ammonium sulfat untuk mendapatkan bakteriosin murni 

tanpa adanya pengaruh asam-asam organik. Selanjutnya bakteriosin yang sudah 

dimurnikan di uji aktivitas antimikroba menggunakan difusi cakram. 

 

4.1 Pembuatan Media 

Media pertumbuhan bakteri adalah suatu bahan yang terdiri atas campuran 

nutrisi yang digunakan oleh bakteri untuk tumbuh dan berkembangbiak. Bakteri 

yang telah tercukupi nutrisinya akan tumbuh dengan cepat dan diawali dengan 

peningkatan ukuran komponen penyusun sel bakteri. Media berfungsi sebagai 

tempat tinggal, sumber makanan dan penyedia nutrisi bagi bakteri yang akan 

dibiakkan. Media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri Lactobacillus 
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plantarum adalah media MRSA dan MRSB, sedangkan untuk bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli adalah media NA dan NB. Menurut 

Sinea (2017) media MRSA merupakan medium selektif bagi pertumbuhan bakteri 

asam laktat. Media MRSA (de Man Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (de Man 

Rogosa Sharpe Broth) mengandung protein yang tinggi seperti pepton, ekstrak 

daging, tripton dan polysorbate sehingga dapat menghasilkan populasi sel bakteri 

yang tinggi dan bakteriosin yang lebih banyak (Novirisandi, 2012). Media MRSA 

digunakan untuk regenerasi bakteri Lactobacillus plantarum dan media MRSB 

digunakan untuk membiakkan bakteri Lactobacillus plantarum dalam jumlah 

yang besar dan sebagai stok inokulum. Menurut Oktaviani (2014) jenis sumber 

karbon maupun sumber nitrogen yang digunakan pada media produksi akan 

mempengaruhi laju perrtumbuhan sel BAL dan berpengaruh terhadap 

metabolisme produksi bakteriosin. 

Media NA (Nutrien agar) dan NB (Nutrien Broth) merupakan media 

sederhana yang digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme yang tidak 

selektif. Media ini mengandung ekstrak beef dan pepton yang merupakan sumber 

protein, nitrogen, vitamin serta karbohidrat yang dibutuhkan oleh mikroorganisme 

untuk tumbuh dan berkembang (Indan, 2003). Semua media yang telah 

dipersiapkan disterilisasi menggunakan autoclave.  Prinsip dari autoclave adalah 

mensterilkan berbagai macam alat dan bahan menggunakan uap air panas 

bertekanan  2 atm dengan suhu 121
o
C selama 15 menit (Hendrati, 2013). 
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4.2 Regenerasi Bakteri Lactobacillus plantarum 

Isolat Lactobacillus plantarum penghasil bakteriosin yang digunakan 

harus disimpan di dalam lemari pendingin yang bertujuan untuk menghambat 

pertumbuhan bakteri menuju ke fase kematian. Bakteri yang akan digunakan 

untuk produksi bakteriosin harus selalu diregenerasi terlebih dahulu agar bakteri 

berada pada fase pertumbuhan atau fase produktifnya. Menurut Mas’ud (2011) 

peremajaan bakteri merupakan hal penting yang harus dilakukan untuk 

mendapatkan biakan bakteri yang baru dan muda sehingga dapat berkembangbiak 

dengan baik dan dapat optimal ketika digunakan proses fermentasi. Proses 

regenerasi bakteri dilakukan didalam laminar yang sebelumnya telah disterilkan 

menggunakan alkohol, kemudian ujung kawat ose dibakar sampai pijar 

menggunakan bunsen yang bertujuan untuk mematikan mikroorganisme yang 

menempel pada jarum ose (Waluyo,2011). Regenerasi bakteri Lactobacillus 

plantarum menggunakan media MRSA miring yang di streak dua ose isolat 

bakteri kemudian diinkubasi pada suhu ruang. Menurut Khairiyah (2014) 

Regenerasi isolat Lactobacillus plantarum dilakukan menggunakan media MRSA 

selama 48 jam untuk memberikan nutrisi dan menumbuhkan bakteri, pada jam ke– 

48 bakteri Lactobacillus plantarum mulai tumbuh pada media padat MRSA, pada 

kondisi ini bakteri siap dipanen dan diinokulasikan kedalam media MRSB untuk 

pembuatan inokulum. 

4.2.1 Pembuatan Inokulum   

Inokulum bakteri digunakan sebagai starter dalam suatu proses fermentasi. 

Pembuatan inokulum dilakukan menggunakan media MRSB  dan  secara aseptis 

di dalam Laminar air flow untuk meminimalisir kontaminasi dari bakteri lain. 
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Inokulum dibuat dengan cara menginokulasi 2 ose isolat bakteri Lactobacillus 

plantarum  kedalam 300 ml media MRSB dan selanjutnya di shaker dengan 

kecepatan 120 rpm selama 18 jam. Hal ini sesuai dengan penelitian Hariani (2013) 

Pembuatan inokulum dilakukan dengan cara menginokulasikan sebanyak 2 ose 

hasil peremajaan bakteri Lactobacillus plantarum DJ3 ke dalam 25 ml media 

MRSBkemudian diinkubasi pada shaker incubator dengan suhu 30˚C dan 

kecepatan 100 rpm sampai fase logaritmik. Pada jam ke 18  bakteri berada pada 

fase logaritmik yaitu bakteri akan  memulai untuk  pembelahan sel secara cepat 

dan stabil. Pada fase ini inokulum siap digunakan sebagai kultur kerja atau starter 

untuk preses fermentasi.  

 

4.3 Kurva Pertumbuhan Bakteri  

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri bertujuan untuk mengetahui pola 

pertumbuhan dari bakteri Lactobacillus plantarum sehingga dapat digunakan 

sebagai patokan untuk menentukan waktu fermentasi terbaik selama produksi 

senyawa antibakteri bakteriosin. Kurva pertumbuhan menunjukkan siklus 

perkembangbiakan dari bakteri yang ditandai dengan meningkatnya nilai 

kekeruhan (densitas) seiring dengan lamanya waktu inkubasi. 

Empat fase siklus pertumbuhan bakteri menurut Todar (2009) adalah (1) 

Fase Adaptasi, yakni fase dimana setelah inokulasi sel kedalam media tumbuh, 

bakteri didalamnya relatif tetap atau tidak berubah untuk sementara waktu (2) 

Fase Eksponensial (logaritmik) adalah fase pertumbuhan yang seimbang dimana 

semua sel-sel membelah diri secara teratur melalui pembelahan biner (3) Fase 

Stasioner, tidak dapat ditentukan apakah beberapa sel telah mati dan sejumlah sel-

sel lainnya sedang membelah diri, selama fase stasioner bakteri menghasilkan 
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metabolit sekunder, seperti antibiotik melakukan metabolit sekunder (4) Fase 

Kematian, dimana terjadi penurunan terhadap populasi sel hidup atau bakteri 

mengalami kematian. Kurva pertumbuhan bakteri Lactobacillus plantarum yang 

digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat dalam Gambar 4.1 berikut: 

 

 

Gambar 4.1 Kurva pertumbuhan bakteri Lactobacillus plantarum 

 

Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri Lactobacillus plantarum tidak 

mengalami fase lag. Fase lag atau fase adaptasi adalah fase untuk menyesuaikan 

diri dengan substrat dan kondisi lingkungan di sekitarnya. Cepatnya fase adaptasi 

dapat dipengaruhi oleh kultur Lactobacillus plantarum ketika diinokulasikan 

kedalam media MRSB masih berada pada fase logaritmik, sehingga bakteri 

Lactobacillus plantarum tidak membutuhkan waktu lama untuk beradaptasi dalam 

media baru  dan langsung melakukan aktivitasnya. 
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Selanjutnya fase logaritmik atau fase eksponensial di mana pertumbuhan 

jumlah bakteri berlangsung sangat cepat dimulai pada jam ke-0 hingga jam ke-24, 

pada fase ini satu jenis mikroba memperbanyak diri dengan cara membelah diri 

menjadi dua, kemudian masing-masing membelah lagi menjadi dua sehingga pada 

setiap generasi jumlahnya menjadi dua kali populasi sebelumnya. Hal ini sesuai 

dengan penelitian Hariani (2013) fase logaritmik ditandai dengan bertambahnya 

jumlah populasi yang signifikan dari sel bakteri. Fase selanjutnya yakni fase tetap 

(stasioner) yang terjadi pada jam ke 24 – 34 waktu inkubasi. Fase ini ditandai 

dengan pertumbuhan yang konstan antara bakteri yang hidup dan yang mati. 

Reiny (2012) menyebutkan bahwa pada fase stasioner akan terjadi penumpukan 

metabolit hasil aktivitas metabolisme sel dan kandungan nutrisi pada media  mulai 

habis. Akibatnya, akan terjadi kompetisi untuk mendapat kan nutrisi sehingga 

beberapa sel mati dan lainnya akan tetap tumbuh dan jumlah sel menjadi relatif 

konstan.  

Hasil metabolisme mulai dari fase log sebagian besar berupa asam laktat 

yang ditandai dengan penurunan nilai pH. Metabolit lain yang diproduksi selama 

pertumbuhan bakteri asam laktat adalah hidrogen peroksida (H2O2), CO2, diasetil 

dan bakteriosin. Produksi bakteriosin dengan maksimal terjadi selama fase 

stationer, hal ini sesuai dengan Dride dkk (2006) bahwa pada awal fase stasioner 

bakteri asam laktat mengalami modifikasi enzimatis yaitu prebakteriosin akan 

berubah menjadi bakteriosin yang aktif, sehingga lama inkubasi BAL sebaiknya 

dilakukan hingga fase stasioner berakhir, yakni pada jam ke-24 hingga jam ke-32, 

apabila waktu inkubasi yang terlalu lama dapat menyebabkan aktivitas bakteriosin 
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menurun yang disebabkan oleh terbebasnya protease dari sel autolisis akibat 

bakteriosin yang mudah didegradasi. 

4.4 Produksi Bakteriosin oleh  Lactobacillus plantarum 

Produksi bakteriosin dari Lactobacillus plantarum secara fermentasi 

diawali dengan pembuatan inokulum kerja sebanyak 250 ml kemudian dishaker 

selama 18 jam yang mana bakteri berada pada fase logaritmik. Hal ini sesuai 

dengan penelitian Fauziah (2013) fase pertumbuhan logaritmik terjadi pada jam ke 

18 inkubasi, Selama fase log sel membelah terus menerus konstan dengan 

kecepatan pertumbuhan yang tinggi.Selanjutnya di ukur nilai OD (Optical 

Density) untuk menentukan jumlah populasi mikroba antara 30 – 300 koloni. Bila 

jumlah populasi kurang dari 30 koloni maka akan menghasilkan penghitungan 

yang kurang teliti secara statistik, namun bila lebih dari 300 koloni akan 

menghasilkan hal yang sama karena terjadi persaingan diantara koloni.  Hal ini 

sesuai dengan Pratiwi (2008) metode penghitungan sel di dasarkan pada asumsi 

bahwa bakteri hidup akan tumbuh, membelah, dan memproduksi 1 koloni tunggal. 

Metode pengukuran ini di lakukan pada plate dengan jumlah koloni berkisar 25 - 

250 atau 30 – 300. Sehingga pada hasil penelitian dapatkan nilai optical density 

(OD) sebesar 0,6 atau setara dengan jumlah sel bakteri sebanyak 63,5 x10
7
Cfu/ml. 

Hasil inokulum diencerkan menjadi OD 0,6 sesuai dengan perhitungan 

jumlas sel bakteri dan divariasi konsentrasi 1%, 5% dan 10% selama 24 jam, 28 

jam dan 32 jam masing-masing kedalam 25 ml media MRSB. Filtrat hasil 

fermentasi dipisahkan dari endapan selnya dengan disentrifugasi pada kecepatan 

5000 rpm selama 10 menit 4˚C. Sentrifugasi dilakukan pada suhu yang dingin 

agar mencegah terjadinya denaturasi protein akibat suhu yang terlalu 
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tinggi.Supernatan hasil sentrifugasi kemudian disaring dan diukur nilai pHnya. 

Cairan yang terpisah di bagian atas setelah sentrifugasi merupakan supernatan 

bebas sel atau ekstrak kasar, ektrak kasar berada pada kondisi asam yaitu antara 

pH 3,7-3,9. Asam organik tersebut merupakan asam laktat karena Lactobacillus 

plantarum adalah bakteri asam laktat homofermentatif yang hanya menghasilkan 

asam laktat dari proses fermentasi karbohidrat (Ray dan Bhunia, 2007).  

Asam-asam organik yang dihasilkan dalam ekstrak kasar antimikroba 

tersebut dapat menutupi aktivitas bakteriosin yang terbentuk dalam menghambat 

bakteri indikator pada uji antagonistik. Sehingga perlu dilakukan penambahan 

buffer NaOH 0,1 N sampai ekstrak antimikroba mencapai kondisi pada pH 6,2. 

Penetralan asam laktat dengan NaOH menghasilkan ekstrak yang bersifat netral, 

dengan reaksi sebagai berikut: 

       C3H6O3 + NaOH                          H2O   + NaC3H5O3  

Asam laktat + Natrium hidroksida      air    + Natrium laktat 

 

 

Penambahan buffer NaOH bertujuan untuk mengurangi pengaruh asam organik 

dalam supernatan antimikroba dan diharapkan dapat mengoptimalkan aktivitas 

bakteriosin yang terbentuk. 

 Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian Djati (2012) yang telah 

melakukan penelitian bakteriosin menggunakan pH yakni berkisar antara 5,8-6,2. 

Hal tersebut dilakukan agar asam-asam organik yang terkandung di dalam 

supernatan bebas sel menjadi netral sehingga tidak mengganggu aktivitas 

penghambatan yang dilakukan oleh supernatan netral yang nantinya akan 

digunakan untuk tahapan selanjutnya yakni purifikasi parsial yang menggunakan 

garam untuk mengikat protein yang terkandung di dalam supernatan.  
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4.4.1 Pengaruh Konsentrasi Inokulum dan Lama Fermentasi terhadap 

Produksi  Bakteriosin 

 

Karakteristik BAL yang terpenting adalah kemampuannya dalam 

menghasilkan senyawa antimikroba yang salah satunya adalah senyawa 

bakteriosin. Produksi bakteriosin yang tinggi identik dengan aktivitas antibakteri 

yang tinggi. Adanya aktivitas bakteriosin dari supernatan Lactobacillus plantarum 

ditandai dengan munculnya zona hambat disekitar kertas cakram yang telah 

direndam didalam ekstrak bakteriosin kemudian zona hambat yang terbentuk 

diukur  menggunakan jangka sorong (mm). Rata-rata zona hambat yang terbentuk 

didalam penelitian ini dapat dilihat dalam Tabel 4.1. 

 

Tabel 4.1Hasil uji antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

Konsentrasi 

inokulum (%) 

Lama fermentasi 

(jam) 

Rata-rata zona 

hambat (mm) 

1 

24 3,0
b 

28 1,6
a 

32 2,4
ab 

5 

24 1,9
b 

28 2,6
a 

32 2,4
ab 

10 

24 3,0
b 

28 3,1
a 

32 5,0
ab 

Keterangan:Huruf superskrip yang berbeda pada baris yang sama 

menunjukkan hasil yang nyata(P ≤ 0,05) 
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Berdasarkan Tabel 4.1. Aktivitas bakteriosin tertinggi dalam menghambat 

pertumbuhan Staphylococcus aureus dapat dilihat dari rata-rata zona hambat yang 

terbentuk sebesar 5,0 mm. Sedangkan aktivitas bakteriosin yang  menghambat 

pertumbuhan bakteri uji Eschericia coli dapat dilihat pada Tabel 4.2. 

  

Tabel 4.2 Hasil uji antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli 

Konsentrasi 

inokulum (%) 

Lama fermentasi 

(jam) 

Rata-rata zona 

hambat (mm) 

1 

24 3,2
a 

28 1,8
a 

32 2,2
a 

5 

24 4,2
a 

28 2,0
a 

32 2,5
a 

10 

24 1,5
b 

28 2,5
b 

32 3,5
b 

Keterangan : Huruf superskrip yang berbeda pada baris yang sama 

menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata (P ≤ 0,05) 
 

 

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui bahwa diameter zona hambat bakteriosin 

terhadap Eschericia coli  tertinggi yaitu sebesar 4,2  mm. Aktivitas antibakteri 

bakteriosin yang berasal dari Lactobacillus plantarum terhadap kedua bakteri 

indikator mencapai angka tertinggi pada bakteri Staphylococcus aureusyaitu pada 

variasi konsentrasi inokulum 10% selama 32 jam. Sedangkan aktivitas antibakteri 

pada bakteri Escherichia coli tertinggi pada variasi konsentrasi inokulum 5% 

selama 24 jam. Hal ini dapat terjadi karena ketersediaan glukosa yang masih 

tinggi pada akhir fase stationer atau awal fase kematian sehingga senyawa 

antimikroba yang terbentuk juga besar. 
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Gambar 4.2 Luas zona hambat antibakteri bakteriosin terhadap bakteri (a) 

Staphylococcus aureus dan (b) Escherichia coli 

 

 Menurut Pan (2009) Diameter zona hambat dengan nilai 0 - 3 mm 

termasuk dalam kategori lemah, zona hambat antara 3 – 6 mm termasuk kategori 

sedang dan luas zona hambat lebih dari 6 mm termasuk dalam kategori kuat. 

Sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas antibakteri bakteriosin dari 

Lactobacillus plantarum terhadap bakteri indikator Escherichia coli 

danStaphylococcus aureus termasuk dalam kategori sedang. 

Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Harianie (2013) 

bahwa Lactobacillus plantarum menunjukkan sifat antibakteri dari bakteriosin 

yang lebih kuat terhadap bakteri-bakteri gram positif yaitu Staphylococcus aureus 

sebesar 5,33 mm dibandingkan Eschericia coli sebesar 4 mm. Bakteriosin yang 

berasal dari Lactobacillus plantarum merupakan bakteri Gram positif sehingga 

mampu melewati dinding sel dan melakukan aktivitas antimikroba nya terhadap 

bakteri Gram positif lain akibat adanya peptida-peptida kationik. Hal yang sama 

dilakukan oleh Hendriani, dkk (2009) yang telah melakukan penelusuran 

antibakteri bakteriosin dari bakteri asam laktat dalam yoghurt asal kabupaten 

a b 



47 

 

 

bandung barat terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli menghasilkan 

zona hambat sebesar 13,50 mm terhadap Staphylococcus aureus dan sebesar 10,15 

mm terhadap Escherichia coli. Penelitian yang telah dilakukan Goraya (2013) 

menunjukkan adanya aktivitas antibakteri bakteriosin yang diproduksi oleh BAL 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus sebesar 9 mm dan terhadap bakteri 

Escherichia coli sebesar 5 mm. 

Menurut Syahniar (2009) bakteri Gram positif mempunyai asam teikoat 

yang merupakan reseptor dari bakteriosin. Pada awalnya molekul bakteriosin akan 

menempel pada membran sel sehingga akan mengganggu potensial membran yang 

mengakibatkan ketidakstabilan membran sitoplasma dan terjadi pembentukan 

lubang atau pori pada membran sel melalui gaya gerak proton yang terganggu. 

Membran sel yang telah terbentuk lubang akan terjadi perubahan gradien potensial 

membran serta pelepasan molekul intraseluler ataupun masuknya substansi 

ekstraseluler. Pertumbuhan sel menjadi terhambat dan mempercepat kematian 

pada sel. 

Mekanisme kerja bakteriosin dalam pembentukan pori yaitu harus ada 

interaksi dengan membran sitoplasma yang mengandung lipid bermuatan negatif 

yang merupakan reseptor utama bakteriosin dalam proses pembentukan pori. 

Interaksi elektrostatik antara bakteriosin yang bersifat hidrofobik bermuatan 

positif dengan gugus fosfat yang bersifat negatif dari membran sel adalah tahap 

awal pengikatan bakteriosin dengan membran target. Bagian hidrofobik 

bakteriosin menembus kedalam membran sehingga membentuk pori (Suparjo, 

2008). 
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Bakteriosin Gram positif merupakan senyawa aktif membran yang bekerja 

melalui pembentukan pori pada membrane sel target, menghambat pembentukan 

enzim dan pertumbuhan  spora. Pembentukan pori pada membran sel merangsang 

permeabilitas membran yang dapat menggangu keseimbangan ADP (Adenosin 

diphospat) /ATP (Adenosin Tri Phospat) intraselular akibat kebocoran fosfat 

inorganik, mengurangi daya gerak proton, memungkinkan perembesan ion ( K
+
 

dan Mg 
2+

), asam amino (asam glutamate dan lisin). Hal ini menyebabkan 

terjadinya kematian terhadap sel, PMF (Proton Motif Force) merupakan gradien 

elektrokimia diatas membran sitoplasma yang terdiri atas gradien pH dan juga 

potensial membran. PMF bertugas memandu sintesis ATP dan mengakumulasikan 

ion dan metabolit lainnya (Gajic, 2003). 

Berdasarkan hasil analisis ragam two way annova menunjukkan bahwa 

pada uji aktivitas antibakteri bakteriosin terhadap Staphylococcus aureus 

menunjukkan  nilai signifikasi <0,05 yang artinya ada interaksi antara konsentrasi 

inokulum dan lama fermentasi terhadap aktivitas antibakteri bakteriosin. Analisis 

lebih lanjut menunjukkan hasil aktivitas antibakteri bakteriosin berbeda nyata 

pada perlakuan inkubasi 24 jam dengan 28 jam dan perlakuan inkubasi 28 jam 

tidak berbeda nyata dengan 32 jam. uji aktivitas antibakteri bakteriosin terhadap 

Escherichia coli menunjukkan nilai signifikasi >0,05 yang artinya tidak ada 

interaksi antara konsentrasi inokulum dan lama fermentasi terhadap aktivitas 

antibakteri bakteriosin. Analisis lebih lanjut menunjukkan hasil aktivitas 

antibakteri bakteriosin tidak berbeda nyata. 
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4.5 Purifikasi Parsial menggunakan Ammonium Sulfat  dan Dialisis 

Proses purifikasi bakteriosin diawali oleh proses purifikasi parsial dengan 

menggunakan amonium sulfat yang ditambahkan kedalam supernatan bakteriosin. 

Hal ini bertujuan untuk memisahkan protein-protein yang berada di dalam 

supernatan khususnya protein yang memiliki aktivitas antimikroba dapat berikatan 

dengan garam ammonium sulfat sehingga akan terbentuk endapan protein yang 

mengapung di atas larutan. Supernatan bakteriosin yang dimurnikan yaitu variasi 

inokulum 5% selama 24 jam karena efektif membunuh semua bakteri indikator 

dari awal pengujian dan berdasarkan kurva pertumbuhan selama 24 jam sel-sel 

bakteri Lactobacillus plantarum dapat berkembangbiak secara optimal sehingga 

dapat menghasilkan senyawa antibakteri bakteriosin dengan optimal pula.  

Penambahan  ammonium sulfat kedalam supernatan netral sedikit demi 

sedikit sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer dengan kondisi dingin. 

Konsentrasi ammonium sulfat  yang digunakan adalah 60%. Menurut Ogunbanwo 

(2013) bakteriosin yang berasal dari Lactobacillus plantarum F1 dan 

Lactobacillus brevis OG1 mengikuti pengendapan ammonium sulfat 60% dengan 

peningkatan aktivitas protein spesifik 9.4 dan 5.2 AU/µg . Hasil yang didapatkan 

pada purifikasi parsial ini disebut presipitat plantaricin. Tahap purifikasi 

berikutnya adalah dialisis dalam kondisi dingin (4˚C). 

Proses dialisis dilakukan untuk menghilangkan garam amonium sulfat 

dan molekul berukuran kecil lainnya yang masih terkandung dalam presipitat 

plantaricin. Molekul plantaricin yang berukuran lebih besar akan terperangkap 

didalam membran dialisis, sedangkan garam amonium sulfat akan berdifusi keluar 

melewati membran dialisis. Molekul zat terlarut akan berpindah dari larutan yang 
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memiliki konsentrasi tinggi ke larutan yang memiliki konsentrasi rendah. Dialisis 

dilakukan dengan cara melarutkan endapan yang diperoleh dari hasil sentrifugasi 

dengan buffer fosfat 0,2 M yang berfungsi untuk melarutkan dan menjaga 

kestabilan protein bakteriosin. Selanjutnya larutan tersebut dimasukkan kedalam 

kantong selofan yang diikat atas dan bawah dengan sangat rapat. Selanjutnya, 

kantong selofan direndam dalam larutan buffer fosfat dengan konsentrasi 0,05 M 

sampai memenuhi sedikit diatas kantong selofan.  

Dialisis dilakukan pada suhu dingin agar tidak terjadi penurunan 

kestabilan protein bakteriosin dan juga disertai dengan pengadukan kecepatan 

rendah menggunakan magnetic stirer untuk mempermudah keluarnya molekul 

berukuran kecil dari membran dialisis. Proses dialisis dilakukan selama 24 jam 

dengan pergantian buffer fosfat konsentrasi 0,05 M sebanyak 3 kali. Pergantian 

buffer setiap 8 jam dilakukan ketika larutan didalam kantong dan diluar kantong 

telah mencapai kesetimbangan, sehingga proses difusi dapat terus berjalan. 

Setelah 24 jam hasil dialisis yaitu bakteriosin murni disimpan di wadah steril 

untuk dilakukan uji protein dan uji aktivitas antibakteri. 

 

4.6 Konsentrasi Protein  Bakteriosin 

 

Supernatan bakteriosin yang telah dipurifikasi selanjutnya diukur 

konsentrasi proteinnya. Pengujian protein dilakukan menggunakan metode biuret. 

Reaksi biuret yang terjadi yaitu warna ungu menunjukkan adanya 2 atau lebih 

ikatan peptida. Penentuan konsentrasi protein bakteriosin menggunakan kurva 

standart dari Bovin serum albumin (BSA) yang berfungsi untuk mengetahui 

absorbansi dan konsentrasi larutan protein. Pengukuran konsentrasi protrein 



51 

 

 

Sampel konsentrasi protein (mg/ml) 

Bakteriosin sebelum 

purifikasi 

35,03 

Bakteriosin setelah 

purifikasi 

0,262 

 

selanjutnya dilakukan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 550 nm. Kurva standart protein dapat dilihat pada Tabel 4.2. 

 

 

Gambar 4.3 Kurva standart protein bakteriosin dari Lactobacillus plantarum 

 

Berdasarkan kurva 4.3 dapat diketahui konsentrasi protein bakteriosin dari 

supernatan bebas sel dan ekstrak bakteriosin murni, sehingga dapat dilihat 

perbedaan konsentrasi protein dari kedua bentuk bakteriosin tersebut. Hasil 

pengukuran konsentrasi protein dari tahapan diatas dapat dilihat pada Tabel 4.3 

 

Tabel 4.3 Kadar konsentrasi protein bakteriosin dari Lactobacillus plantarum 
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Berdasarkan Tabel 4.3 diketahui bahwa konsentrasi protein pada 

supernatan bakteriosin lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak bakteriosin 

murni. Supernatan bakteriosin mempunyai nilai konsentrasi protein yang lebih 

tinggi karena diasumsikan  masih bercampur dengan suspensi bakteri atau masih 

adanya media MRSB yang memiliki kandungan pepton dan yeast ekstrak yang 

tinggi (Bariyah, 2012). Sedangkan setelah proses dialisis terjadi penurunan 

konsentrasi protein sehingga dapat diasumsikan bahwa berkurangnya atau 

hilangnya  pengaruh dari media MRSB yang digunakan selama proses dialisis 

berlangsung.  

Bakteriosin yang terdapat pada bakteri Lactobacillus plantarum disebut 

plantarisin. Plantarisin merupakan salah satu jenis bakteriosin yang termasuk kelas 

II yang tahan panas. Bakteriosin kelas IIb merupakan bakteriosin yang terdiri dari 

dua buah peptida yang tidak termodifikasi karena mengandung dua peptida yang 

berbeda satu sama lain, terdapat dalam jumlah yang sama, membentuk pori pada 

membran sel target, dan mengganggu gradien proton dari sel target (Todorov, 

2009). Reaksi biuret merupakan reaksi warna yang umum untuk gugus peptida (-

CO-NH-) dan protein. Reaksi ini positif ditandai dengan terbentuknya kompleks 

warna ungu karena terbentuk senyawa kompleks antara Cu
2+

 dan N dari molekul 

ikatan peptida. Ikatan peptida merupakan ikatan kovalen yang terbentuk antara 

dua molekul asam amino ketika atom karbon pada gugus karboksil bereaksi 

dengan atom N pada gugus amina dari asam amino yang lain dengan melepas 

molekul air. Banyaknya asam amino yang terikat pada ikatan peptida 

mempengaruhi warna reaksi ini. Reaksi biuret dengan protein dapat dilihat pada 

Gambar 4.2 : 
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CuSo4.5H2O+ 2 NaOH                Cu(OH)2  + Na2SO4+ 5H2O 

 

Cu(OH)2 Cu2+ +2OH- 

 

 

 

Gambar 4.4 Reaksi biuret dengan  senyawa protein (Primafandi, 2011). 

 

Ikatan Peptida dan gugus karboksil pada asam amino dapat dilepaskan 

dengan proses dekarboksilasi dan menghasilkan suatu amina. Sintesis peptida 

pada dasarnya mereaksikan gugus –COOH dengan gugus -NH2. Sifat peptida 

dapat ditentukan oleh gugus -NH2, gugus –COOH dan gugus R. sifat asam dan 

basa pada peptida ditentukan oleh gugus -NH2, dan –COOH, namun pada peptida 

rantai panjang, gugus -NH2 dan –COOH tidak berpengaruh (Poedjiadi, 2012). 

Konsentrasi protein yang dihasilkan Lactobacillus plantarum ini adalah 

sebesar 0,262 μg/ml. Rajaram (2010) melaporkan bahwa konsentrasi protein dari 

bakteriosin asal Lactobacillus lactis adalah sebesar 28,7 mg/ml, Bakteriosin asal 

Lactobacillus plantarum IIA-IA5 adalah sebesar 0,765 mg/ml (Elfrida, 2014), Hal 

ini membuktikan bahwa perbedaan spesies dan strain Lactobacillus 

mempengaruhi karakteristik plantarisin yang dihasilkan (Saenz dkk., 2009). 
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4.7 Uji Aktivitas Bakteriosin 

Ekstrak bakteriosin murni yang dihasilkan dari Lactobacillus plantarum 

mempunyai karakteristik protein yang hidrofobik. Selain itu, kebanyakan 

bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat adalah berbentuk kecil, tahan 

panas, termasuk peptida-peptida kationik dan mempunyai sifat hidrofobik (Jack 

dkk, 1995 Savadogo dkk., 2006). Bagian hidrofobik didalam molekul bakteriosin 

merupakan hal yang diperlukan untuk aktivitasnya dalam menghambat bakteri 

sensitif karena inaktivasi mikroorganisme oleh bakteriosin tergantung pada 

interaksi hidrofobik antara sel-sel bakteri dengan molekul-molekul bakteriosin 

(Parada dkk., 2007). Aktivitas penghambatan ekstrak bakteriosin murni terhadap 

masing-masing bakteri indikator ditunjukkan dengan rataan diameter zona hambat 

yang dapat dilihat pada Tabel 4.4 : 

 

Tabel 4.4Aktivitas penghambatan bakteriosin sebelum dan sesudah purifikasi 

 

Bakteri 

Indikator 

Sebelum Purifikasi Setelah Purifikasi 

Protein 

(mg/ml) 

Zona Hambat 

(mm) 

Protein 

(mg/ml) 

Zona Hambat 

(mm) 

Stapylococcus 

aureus 

 

35,03 

2,77  

0,262 

5.61 

Escherichia 

coli 

2.60 6.05 

 

Diameter zona hambat untuk ekstrak bakteriosin setelah dipurifikasi 

menunjukkan hasil lebih besar dibanding sebelum purifikasi. Hal ini disebabkan 

tingginya peptida aktif dalam plantaricin yang mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri indikator. Luas zona hambat bakteriosin setelah dipurifikasi dapat dilihat 

pada Gambar 4.3: 
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Gambar 4.5 Luas zona hambat Antibakteri bakteriosin setelah dimurnikan 

terhadap bakteri (a) Staphylococcus aureus dan (b) Escherichia coli. 

 

Luasnya zona hambat yang terbentuk terhadap Escherichia coli menunjukkan 

hasil lebih besar dibandingkan dengan Staphylococcus aureus.Hal ini 

menunjukkan bahwa bakteriosin yang diproduksi oleh bakteri Gram positif dapat 

efektif menghambat bakteri Gram negatif tanpa penambahan komponen aktif. Ray 

dan Bhunia (2008) menyatakan bahwa suatu strain yang sensitif terhadap 

bakteriosin dapat menjadi resisten, namun strain tersebut akan sensitif terhadap 

bakteriosin yang lain. 

 Penelitian Djati (2012) menunjukkan hasil zona hambat terhadap bakteri 

Escherichia coli sebesar 8,12 mm sedangkan Staphylococcus aureus sebesar 7,27 

sebelum dipurifikasi, hasil setelah dipurifikasi dan dialisis menujukkan luas zona 

hambat meningkat yaitu sebesar 10,12 mm terhadap bakteri Escherichia coli dan 

sebesar 10,79 terhadap Staphylococcus aureus. Pada penelitian Marie (2012) yang 

melakukan purifikasi bakteriosin yang berasal dari Lactobacillus plantarum 

menghasilkan zona hambat terhadap Staphylococcus aureus sebesar 17 mm 

sebelum dipurifikasi dan zona hambat bertambah luas setelah dipurifikasi yaitu 

k k 

a b 
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menjadi 22 mm. Sedangkan luas zona hambat yang dihasilkan bakteriosin 

terhadap Escherichia coli yaitu sebesar 13 mm dan mengalami pertambahan luas 

zona menjadi 18 mm setelah dipurifikasi.  

Bakteriosin merupakan senyawa protein antibakteri yang dapat mencegah 

strain-strain yang sensitif yakni bakteri Gram negatif dan Gram positif (Savadogo, 

2004). Bakteriosin kasar yang dihasilkan dari tahap dialisis merupakan senyawa 

antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan sel bakteri patogen. 

Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk 

dilakukan oleh senyawa antimikroba dengan cara merusak dinding sel mikroba 

sehingga sel yang sedang tumbuh akan terlisis atau terurai, protein sel juga 

terdenaturasi dan terjadi perusakan sistem metabolisme di dalam sel dengan cara 

menghambat kerja enzim intraseluler (Pelczar dan Rheid, 1986). 

 

4.8 Tinjauan  Bakteriosin dan Bakteri dalam Perspektif Islam 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteriosin yang berasal dari 

Lactobacillus plantarum  memiliki aktivitas antimikroba terhadap bakteri Gram 

positif maupun Gram negatif sehingga berpotensi sebagai biopreservasi/ 

pengawetan bahan pangan. Protein bakteriosin dimurnikan menggunakan metode 

dialisis bertujuan untuk mendapatkan protein antimikroba yang mana memiliki 

zona hambat lebih besar dibanding sebelum dimurnikan. Hal ini menjelaskan 

bahwa segala sesuatu yang apabila difikirkan maka akan mendapat manfaat atau 

faedah seperti halnya bakteri yang sangat kecil sekalipun berpotensi sebagai 

pengawet makanan. Hal ini dijelaskan dalam Al-Qur’an Q.S An-nahl ayat 8 : 

                            
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dan (Dia telah menciptakan) kuda, baghal, dan keledai, agar kamu 

menungganginya dan (menjadikannya) perhiasan. Dan Allah menciptakan apa 

yang tidak kamu ketahui.” (QS. An-Nahl : 8) 

 

Pada ayat diatas disebutkan “Dan  Allah menciptakan apa yang tidak kamu 

ketahui” menunjukkan bahwa Allah telah menciptakan keberadaan bentuk-bentuk 

kehidupan yang manusia sebelumnya tidak mengetahui. Manusia masih 

mengungkap ayat Al-Qur’an tentang keberadaan adanya kehidupan itu, baru 

kemudian setelah alat mikroskop ditemukan, manusia mulai dapat melihat dengan 

mata penglihatannya tentang makhluk hidup yang terkecil. Makhluk terkecil yang 

tidak kasat mata itulah yang sering disebut mikroorganisme atau bakteri. 

Adanya protein antimikroba yang dihasilkan beberapa jenis bakteri, 

berguna untuk melindungi bakteri penghasilnya dari bakteri lain yang bersifat 

merugikan. Protein antimikroba ini tidak hanya berguna bagi bakteri penghasilnya 

itu sendiri, namun dapat pula dimanfaatkan untuk keperluan manusia.Kurniawan 

(2012) menyebutkan bahwa bahwa protein antimikroba yang dihasilkan bakteri 

asam laktat memiliki potensi untuk dapat diaplikasikan sebagai bahan 

biopreservatif pada produk pangan, khususnya pangan dari produk peternakan 

yang memiliki pH rendah.Biopreservatif ini diharapkan dapat menggantikan 

penggunaan bahan-bahan pengawet sintetis yang diketahui dapat menimbulkan 

berbagai macam penyakit. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil 

kesimpulan sebagai berikut: 

1. Bakteri Lactobacillus plantarum dapat menghasilkan senyawa antibakteri 

bakteriosin, produksi bakteriosin tertinggi ditandai dengan luas zona hambat 

yang terbentuk terhadap bakteri indikator Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. Rata-rata zona hambat tertinggi yaitu 5,0 mm terhadap 

Staphylococcus aureusdan 4,2 mm terhadap Escherichia coli. 

2. Diameter zonahambat untuk ekstrak bakteriosin setelah dipurifikasi 

menunjukkan hasil lebih besar dibanding sebelum purifikasi.Hal ini 

disebabkan tingginya peptida aktif dalam plantaricin yang mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri indikator yaitu sebesar 5,61mm terhadap 

Staphylococcus aureusdan 6,05 mm terhadap Escherichia coli. 

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi produksi bakteriosin 

yang dihasilkan oleh Lactobacillus plantarum yang dipengaruhi olehfaktor nutrisi, 

suhu maupun media pengganti yang lebih murah sehingga didapatkan bakteriosin 

yang optimal.Serta perlu dilakukan Elektroforesis SDS-PAGE untuk mengetahui 

berat molekul dari bakteriosin yang telah diproduksi. 
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Lampiran 2. 

DIAGRAM ALIR 

 

1.1 Pembuatan Media MRSA (Man, Rogosa and Sharpe Agar) 

 

 

– Ditimbang 6,82 gr 

– Dilarutkan dengan 100 mL aquades 

– Dipanaskan sampai mendidih dan diaduk 

– Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL  

– Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121 ºC, tekanan 15 psi 

selama 15 menit 

– Didinginkan dalam keadaan miring 

 

 

1.2 Media MRSB (Man, Rogosa and Sharpe Broth) 

 

 

– Ditimbang 5,6 gr 

– Dilarutkan dengan 100 mL aquades 

– Dipanaskan sampai mendidih dan diaduk 

– Dimasukkan kedalam erlenmeyer 500 mL  

– Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121ºC, tekanan 15 psi 

selama 15 menit 

– Didinginkan 

 

 

 

 

 

MRSA 

Hasil 

MRSB 

 

Hasil 
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1.3 Regenerasi Lactobacillus plantarum 

 

 

– Diambil 2 ose 

– Digoreskanpada media MRSA miring 

– Diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang 

 

 

1.3.1 Pembuatan Inokulum Lactobacillus plantarum 

 

 

– Diambil 2 ose 

– Dipindahkan kedalam 100 mL media MRSB dan ditutup dengan 

kapas 

– Di shaker dengan kecepatan 150 rpm selama 18 jam sampai fase 

stasioner pada suhu 35
0
C 

  

 

1.1 Pembuatan Kurva bakteri 

 

 

– Diambil sebanyak  2%  pada media MRSA 

– Diinokulasikan pada 100 mL media MRSB 

– Dipipet 2 mL suspensi bakteri  

– Diamati Optical Density (OD) setiap 4  jam selama 24 jam 

– Diukur menggunakan Spektrofotometer UV-VIS pada panjang 

gelombang 600 nm. 

 

 

 

Lactobacillus plantarum 

Hasil 

Lactobacillus plantarum 

 

Inokulum 

Biakan Lactobacillus plantarum 

Inokulum 
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1.2 Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 

 

 

– Dimasukkan kedalam 10 tabung reaksi dengan volume masing-

masing 9 ml 

– Ditambahkan inokulum bakteri sebanyak 1 ml pada tabung pertama 

dan divortex 

– Dipipet larutan dalam tabung 1 sebanyak 1 ml 

– Dimasukkan dalam tabung 2 

– Dilakukan perlakuan yang sama sampai tabung ke 10 

– Dihitung jumlah total bakteri dengan metode total plate count 

(TPC) 

 

 

1.3 Produksi Bakteriosin Media MRSB  

 

 

– Diinokulasi ke dalam 100  mL media MRSB dengan konsentrasi 

inokulum 1%, 5% dan 10% 

– Diinkubasi pada suhu 37ºC selama fase tengah logaritmik, fase 

akhir logaritmik dan fase tengah stationer. 

– Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 

– Dikondisikan pada pH 7 menggunakan NaOH 1M 

– Dimurnikan menggunakan ammonium sulfat dan dialisis 

 

 

 

 

 

 

 

 

NaCl 0,9% steril 

 

Hasil 

Isolat Lactobacillus plantarum 

Hasil 
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1.4 Purifikasi Parsial Menggunakan Ammonium Sulfat 

 

 

– Ditambah dengan padatan amonium sulfat 60% sebanyak 258 gram 

– Diaduk selama 24 jam pada suhu 4ºC 

–  Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 

(4ºC) 

– Dilarutkan25 ml buffer kalium fosfat 0,2 M (pH 7.0) 

– Didialisis menggunakan kantong selulosa 

– Didiamkan dalam buffer kalium fosfat 0,2 M sebanyak 500 ml 

suhu 4ºC 

– Ditetesi larutan BaCl20,1 M 

– Dihentikan setalah tidak ada endapan putih 

– Diukur konsentrasi protein dengan metode biuret 

 

 

1.5 Penentuan Konsentrasi Protein 

1.9.1 Pembuatan Kurva Standar 

 

– Dibuat dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1mg/ml 

– Dipipet masing-masing 1 ml dan ditambah 4 ml reagen biuret 

–  Dihomogenkan dengan vortex 

– Didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit 

– Diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada λ 550 nm 

 

 

 

 

 

 

 

Supernatan Antimikroba Netral 

Hasil 

Larutan standart BSA 

Hasil 
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1.9.2 Analisis Konsentrasi Protein Bakteriosin 

 

 

– Diambil sebanyak 1 ml 

– Ditambahkan aquades hingga volume menjadi 10 ml 

– Dihomogenkan menggunakan vortex 

–  Diambil 1 ml dan ditambah 4 ml reagen biuret 

– Dihomogenkan dengan vortex 

– Didiamkan selama 30 menit 

– Diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada λ 550 nm 

 

 

 

1.6 Uji Aktivitas Antimikroba 

1.6.1 Media NA(Nutrien Agar) 

 

 

– Ditimbang 5,6 gr 

– Diambil sebanyak 2 gram 

– Dilarutkan dengan 100 mL aquades 

– Dipanaskan sampai mendidih dan diaduk 

– Dimasukkan ke dalam tabung reaksi secara aseptis 

– Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121ºC, tekanan 15 psi 

selama 15 menit 

– Didinginkan dengan posisi miring 

 

 

 

 

 

 

Protein Bakteriosin 

Hasil 

NA 

Hasil 
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1.6.2 Media NB(Nutrient Broth) 

 

 

– Ditimbang 5,6 gr 

– Diambil sebanyak 1,8 gram 

– Dilarutkan dengan 100 mL aquades hangat 

– Dipanaskan sampai mendidih 

– Dimasukkan kedalam Erlenmeyer 250 mL 

– Ditutup dengan kapas steril 

– Disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121ºC, tekanan 15 psi 

selama 15 menit 

– Didinginkan hingga suhu sekitar 40- 45ºC 

 

 

1.10.3 Regenerasi Bakteri uji 

 

 

– Diambil1ose 

– Digoreskan pada media NA miring 

– Ditutupdengankapas 

– Diinkubasi selama 24 jam padasuhu 37ºC 

 

 

1.10.4 Pembuatan Inokulum Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

 

– Diambil 2 ose 

– Dipindahkan kedalam 100 mL media MRSB dan ditutup dengan 

kapas 

– Dishaker dengan kecepatan 150rpm selama 18 jam sampai fase 

stasioner pada suhu 35
0
C 

 

NB 

Hasil 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Hasil 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Inokulum 



72 
 

  

  

1.10.5 Uji Aktivitas Antimikroba Metode Difusi cakram  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Inokulum 

 
- Diambil sebanyak 50 μl  

 

- Dibuat kertas cakram steril dengan diameter 6 mm  

 

- Direndam didalam larutan ekstrak selama 30 menit  

 

- Diambil dan diletakkan kertas cakram mengandung       

ekstrak kasar metabolit sekunder diatas medium uji 

aktivitas antibakteri  

 

- Diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 370C  
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Lampiran 3. 

Perhitungan Pembuatan Bahan 

1. PembuatanLarutan NaOH 1 N 

 

 

 

 

m= 4 gram  

 

 

2. Pembuatan NaCl 0,9% 

%b/v  =  x 100% 

0,9% = x 100% 

0,9 x 100 = 100 x berat zat terlarut 

0,9 gram = berat zat terlarut 

 

3. Pembuatan Konsentrasi inokulum 

a. 1% 

%v/v  =  x 100% 

1%  = x 100% 

1 x 200 ml = 100 x volume zat terlarut 

200ml = 100 x volume zat terlarut 
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= 2 ml volume zat terlarut 

b. 5% 

%v/v =  x 100% 

5% = x 100% 

5 x 200ml  = 100 x volume zat terlarut 

1000 ml = 100 x  zat terlarut 

= volume zat terlarut 

10 ml   =  Volume zat terlarut 

c. 10% 

%v/v  =  x 100% 

10% = x 100% 

10 x 200 = 100 x  zat terlarut 

2000 = 100 x  volume zat terlarut 

20 ml    = volume zat terlarut 

4. Pembuatan Amonium Sulfat 60% 

Untuk kejenuhan 60% dalam 10 ml media, maka ditambahkan 

amonium sulfat sebanyak = 361     x 10 

     1000 

         =3,61gram
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5. Pembuatan Buffer Fosfat  

a.) Pembuatan NaH2PO4stok 1M    

 

 

 

 

  n =  1M x 0,025 L 

      n = 0,025 mol 

 

Untuk membuat larutan NaH2PO41M diperlukan 3 gr dan dilarutkan 

dengan aquades kemudian ditanda bataskan dalam labu ukur 25 ml. 

 

b.) Pembuatan Na2HPO4.12H2O  stok 1M 

 

 

 

 

n =1M x 0,025 L 

n = 0,025 mol  

 

untuk membuat larutan buffer 1M pH 7 diperlukan 3,55 gr Na2HPO4 dan 

dilarutkan dengan aquades kemudian ditanda bataskan menggunakan labu ukur 25 

ml. 

c.) Pengenceran 1M menjadi 0,5 M 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1M = 20 ml x 0,5M 

                V1 = 200/0,5 

 

0,025 mol =  

Massa = 0,025 mol x 120 gr/mol 

Massa = 3 gr 

 

0,025 mol =  

Massa = 0,025 mol x 142 gr/mol 

Massa = 3,55 gr 
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  = 10 ml 

Dilarutkan 10 ml larutan stok dengan aquades sampai volume 20 ml dan diatur pH 

nya. 

6. Pembuatan Reagen Biuret 

Tembaga (II) sulfat (CuSO4.5H2O) sebanyak 1,5 g dan 0,6 g kalium natrium tatrat 

(KNaC4H4O6) dilarutkan dengan aquades dalam labu takar 100 mL. Larutan 

ditambah 30 mL natrium hidroksida 10% sambil dikocok-kocok dan selanjutnya 

ditambah aquades sampai tanda batas. 

 

7. Pembuatan NaOH 10% 

%b/v  =  x 100% 

10% = x 100% 

10 x 100 = 100 x berat zat terlarut 

10 ram = berat zat terlarut 

8. Preparasi kantung selofan 

a. Kantong selofan dididihkan dalam 5% Na2CO3 (2,5 gram dalam 50 ml) 

selama 15 menit. 

b. Didihkan dengan 50 Mm EDTA (0,73 gram dalam 50 ml). 

c. Dicuci dengan aquades steril mendidih selama 15 menit. 

d. Rendam kantung selofan dalam air, jangan sampai kering. 

9. Pembuatan Kurva Standar Protein 

Cara membuat larutan stok Bovin Serum Albumin (BSA) 1 ppm adalah 

1 ppm = 50 mg/50 mL 

 Untuk membuat larutan protein standar 1 ppm dibutuhkan 50 mg Bovin 

Serum Albumin (BSA) yang dilarutkan dalam 50 mL aquades. Selanjutnya dibuat 

larutan BSA dengan variasi konsentrasi 0,1;0,2; 0,4; 0,6; 0,08; 1 ppm dalam 10 ml 

aquades sesuai dengan hasil perhitungan berikut: 
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a) Konsentrasi 0,2 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1  = 10  x 0,2 

 V1 = 2 ml dalam 8 mL aquades 

b) Konsentrasi 0,4 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1  = 10  x 0,4 

 V1 = 4 ml dalam 6 mL aquades 

c) Konsentrasi 0,6 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1  = 10  x 0,6 

 V1 = 6 ml dalam 4 mL aquades 

d) Konsentrasi 0,8 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1  = 10  x 0,8 

 V1 = 8 ml dalam 2 mL aquades 

e) Konsentrasi 1 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1  = 10  x 1 

 V1 = 10 ml dalam 9 mL aquades 

 

 

9.1 Kurva Standar Protein 
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9.2 Hasil Pengukuran Absorbansi BSA 

Konsentrasi 

protein (mg/ml) 
Absorbansi 

0.1 0.011 

0.2 0.023 

0.4 0.051 

0.6 0.078 

0.8 0.106 

1 0.115 

 

9.3 Menentukan Konsentrasi Protein Bakteriosin 

Konsentrasi protein bakteriosin atau X ditentukan dengan menggunakan 

persamaan linear dari  kurva standar larutan BSA sebagaimana berikut: 

 

Setelah Purifikasi 

Misal: y  = ax + b 

 y  = 0,122x + 0,000 x fp 

 0,0055 = 0,122x  x fp 

 x  = 0,0055 / 0,122 x 10 

   = 0,045 mg/ml 

y  = 0,122x + 0,000 x fp 

 0,0027 = 0,122x  x fp 

 x  = 0,0027 / 0,122 x 10 

   = 0,022 mg/ml 

 

 x  = (0,045 + 0,022) : 2 

   = 0,033 mg/ml 
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Sebelum Purifikasi 

Misal: y  = ax + b 

 y  = 0,122x + 0,000 x fp 

 0,4204 = 0,122x  x fp 

 x  = 0,4204/ 0,122 x 10 

   = 3,445 mg/ml 

 

y  = 0,122x + 0,000 x fp 

 0,4074 = 0,122x  x fp 

 x  = 0,4074/ 0,122 x 10 

   = 3,339 mg/ml 

 

 x  = (3,445 + 3,339) : 2 

   = 3,392 mg/ml 
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Lampiran 4 

4.1 Nilai Optical Density (OD) Kurva Pertumbuhan 

Jam Absorbansi 

0 0,5154 

2  1,2141 

6  2,0925 

8  2,3300 

10  2,4802 

12  2,5366 

14  2,6078 

16  2,6455 

18  2,7519 

20  2,7305 

22  2.9280 

24  2.8831 

26  3.0635 

28  2.9214 

30  3.0182 

32 2.9071 

34  2.8374 

36  2.7226 

40  2.6876 
 

 

4.2 Hasi perhitungan jumlah bakteri (TPC) 

 

 

Factor 
Pengenceran 

Jumlah Bakteri Hitung 

A B C D E 

10
-5

 TBUD TBUD TBUD SPRIDER SPRIDER 

10
-6

 134,5 238 550,5 TBUD TBUD 

10
-7

 16 26,5 63,5 95 728 

10
-8

 1 3 6 12,5 40,5 

10
-9

 0 1 4 1 5 

10
-10

 0 0 0 0 0 

Sampel Absorbansi 

A 0,1979 

B 0,4273 

C 0,6054 

D 0,8170 

E 0,9982 

Hasil absorbansi yang dipilih adalah 0,6054 

Jumlah bakteri = bakteri hitung x 1/fp 

                            = 63,5 x 10
-7

 

                             = 63,5 x 10
-7

cfu 



81 
 

  

 

Tabel Hasil Uji Antibakteri terhadap Bakteri Indikator 

4.3  Bakteri Staphylococcus aureus 

Konsentrasi 

inokulum 

Lama 

fermentasi(jam) 

Luas zona  hambat (mm) 

Ulangan 1          Ulangan 2 

 

1% 

24 3, 23 2,9 

28 2,0 1,3 

32 2,68 2,2 

 

5% 

24 1,2 2,7 

28 3,26 1,95 

32 2,55 2,3 

 

10% 

24 2,65 3,33 

28 2,3 3,9 

32 4,25 5,9 

 

 

4.4  BakteriEscherichia coli 

Konsentrasi 

inokulum 

Lama fermentasi 

(jam)  

Luas zona  hambat (mm) 

Ulangan 1  Ulangan 2 

1% 24  2,95  3,5  

28  1,55  2,0  

32  2,2  2,13  

5% 24  4,01 4,48  

28  2,53  1,5  

32  2,0  3,1  

10% 24  1,6  1,4  

28  2,4  2,6  

32  3,85  3,11  
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4.5 Hasil produksi bakteriosinLuas zona hambat terhadap kedua bakteri uji 

 

1% selama 24 jam 

 

 

 

1% selama 28 jam 

 

 

 

 

 

1% selama 32 jam 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E. coli(1) E. coli(2) S. aureus (1) S. aureus (2) 

S. aureus (1) 

E. coli(1) 

E. coli(2) 

 

S. aureus (2) 
E. coli(1) 

E. coli(1) E. coli(2) S. aureus (1) S. aureus (2) 
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5% selama 24 jam 

 

 

 

5 % selama 28 jam 

 

 

5% selama 32 jam 

 

  

 

 

 

 

 

 

S. aureus (1) E. coli(1) S. aureus (2) 

S. aureus (1) 

S. aureus (1) 

E. coli(2) 

S. aureus (2) E. coli(2) 

E. coli(2) E. coli(1) 
S. aureus (2) 

E. coli(1) 
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10% selama 24 jam  

 

 

 

 

10 % selama 28 jam 

 

 

10% selama 32 jam 

  

  

 

 

 

E. coli(1) 

S. aureus (1) 

S. aureus (1) S. aureus (2) 

S. aureus (2) E. coli(1) 

E. coli(1) 

E. coli(2) 

E. coli(2) 

E. coli(2) S. aureus (1) S. aureus (2) 
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Lampiran 5  

Tabel 5.1 Aktivitas ekstrak bakteriosin sebelum dan setelah purifikasi 

 

Bakteri 

Indikator 

Sebelum Purifikasi Setelah Purifikasi 

Protein 

(mg/ml) 

Zona Hambat 

(mm) 

Protein (mg/ml) Zona Hambat 

(mm) 

Stapylococcus 

aureus 

 

35,03 

2,77  

0,262 

5.61 

Escherichia 

coli 

2.60 6.05 

 

5.2 HasilAktivitas ekstrak bakteriosin sebelum dan setelah purifikasi 

5.2.1 Escherichia coli 

  

  

 

5.2.2 Staphylococcus aureus 

   

Ulangan 1 

Ulangan 1 Ulangan 2 

Ulangan 2 

Ulangan 3 

Ulangan 3 



86 
 

  

Univariate Analysis of VarianceStaphylococcus aureus 

 
 

[DataSet0]  

 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:aktivitas     

Source 

Type III Sum 

of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 12.611
a
 8 1.576 7.818 .003 

Intercept 122.253 1 122.253 606.329 .000 

konsentrasi 1.016 2 .508 2.521 .135 

inkubasi 2.536 2 1.268 6.289 .020 

konsentrasi * 

inkubasi 
9.058 4 2.265 11.231 .002 

Error 1.815 9 .202   

Total 136.678 18    

Corrected Total 14.425 17    

a. R Squared = .874 (Adjusted R Squared = .762)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Between-Subjects Factors 

 N 

konsentrasi 1 6 

10 6 

5 6 

inkubasi 24 6 

28 6 

32 6 



87 
 

  

Post Hoc Tests 
 
konsentrasi 

Multiple Comparisons 

aktivitas 

Tukey HSD 

     

(I) 

konsentrasi 

(J) 

konsent

rasi 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 10 -.1050- .25925 .914 -.8288- .6188 

5 -.5483- .25925 .142 -1.2722- .1755 

10 1 .1050 .25925 .914 -.6188- .8288 

5 -.4433- .25925 .254 -1.1672- .2805 

5 1 .5483 .25925 .142 -.1755- 1.2722 

10 .4433 .25925 .254 -.2805- 1.1672 

Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .202. 

    

 

 
Homogeneous Subsets 

 

aktivitas 

Tukey HSD  

konsentrasi N 

Subset 

1 

1 6 2.3883 

10 6 2.4933 

5 6 2.9367 

Sig.  .142 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .202. 
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inkubasi 

 

 

 
Homogeneous Subsets 
 

 

 

aktivitas 

Tukey HSD   

inkubasi N 

Subset 

1 2 

28 6 2.0967  

32 6 2.7317 2.7317 

24 6  2.9900 

Sig.  .085 .597 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .202. 

 

   

 

 

  

Multiple Comparisons 

aktivitas 

Tukey HSD 

     

(I) 

ink

ub

asi 

(J) 

inkuba

si 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

24 28 .8933
*
 .25925 .018 .1695 1.6172 

32 .2583 .25925 .597 -.4655- .9822 

28 24 -.8933
*
 .25925 .018 -1.6172- -.1695- 

32 -.6350- .25925 .085 -1.3588- .0888 

32 24 -.2583- .25925 .597 -.9822- .4655 

28 .6350 .25925 .085 -.0888- 1.3588 

Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .202. 

   

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.   
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Univariate Analysis of VarianceEschericia coli 

 
 

[DataSet0]  

 

Between-Subjects Factors 

 N 

konsentrasi 1 6 

10 6 

5 6 

inkubasi 24 6 

28 6 

32 6 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:aktivitas     

Source 

Type III Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Corrected Model 15.448
a
 8 1.931 3.278 .048 

Intercept 142.242 1 142.242 241.480 .000 

konsentrasi 7.472 2 3.736 6.343 .019 

inkubasi 2.411 2 1.205 2.046 .185 

konsentrasi * 

inkubasi 
5.565 4 1.391 2.362 .131 

Error 5.301 9 .589   

Total 162.992 18    

Corrected Total 20.750 17    

a. R Squared = .745 (Adjusted R Squared = .517)   
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Post Hoc Tests 
 
konsentrasi 

 

Multiple Comparisons 

aktivitas 

Tukey HSD 

     

(I) 

kons

entra

si 

(J) 

konsent

rasi 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound Upper Bound 

1 10 -1.3367
*
 .44311 .035 -2.5738- -.0995- 

5 .0583 .44311 .991 -1.1788- 1.2955 

10 1 1.3367
*
 .44311 .035 .0995 2.5738 

5 1.3950
*
 .44311 .029 .1578 2.6322 

5 1 -.0583- .44311 .991 -1.2955- 1.1788 

10 -1.3950
*
 .44311 .029 -2.6322- -.1578- 

Based on observed means. 

 The error term is Mean 

Square(Error) = .589. 

    

*. The mean difference is significant at the 0.05 

level. 

   

 

 
Homogeneous Subsets 

 

aktivitas 

Tukey HSD   

konsentrasi N 

Subset 

1 2 

5 6 2.3267  

1 6 2.3850  

10 6  3.7217 

Sig.  .991 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 
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 The error term is Mean Square(Error) = .589. 

 

   

 
 
 
inkubasi 

 

 

 
Homogeneous Subsets 

 

aktivitas 

Tukey HSD  

inkubasi N 

Subset 

1 

28 6 2.4517 

24 6 2.6683 

32 6 3.3133 

Sig.  .182 

Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 

.589. 

Multiple Comparisons 

aktivitas 

Tukey HSD 

     

(I) 

inkub

asi 

(J) 

inkubasi 

Mean 

Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound Upper Bound 

24 28 .2167 .44311 .878 -1.0205- 1.4538 

32 -.6450- .44311 .355 -1.8822- .5922 

28 24 -.2167- .44311 .878 -1.4538- 1.0205 

32 -.8617- .44311 .182 -2.0988- .3755 

32 24 .6450 .44311 .355 -.5922- 1.8822 

28 .8617 .44311 .182 -.3755- 2.0988 

Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .589. 
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