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PRODUKSI DAN KARAKTERISASI BAKTERIOSIN Lactobacillus plantarum
FNCC 0026 YANG DIISOLASI DARI ASINAN SAYUR

Mafrudhotin Nadzifah, Liliek Harianie, M. Imamudin

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan bakteri anaerob fakultatif yang mampu hidup
pada berbagai habitat yang luas. Salah satunya dari asinan. Selain menghasilkan
asam laktat, spesies BAL yaitu L. plantarum FNCC 0026 dapat memproduksi
bakteriosin yang merupakan suatu protein yang bersifat antimikroba. Purifikasi
bakteriosin diperlukan untuk mendapatkan bakteriosin murni tanpa adanya
campuran dari senyawa lain yang dihasilkan oleh BAL. Karakterisasi bakteriosin
dapat membantu mengetahui stabilitas bakteriosin pada berbagai kondisi yang
berguna untuk mendapatkan kondisi yang sesuai untuk pengaplikasian bakteriosin.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui stabilitas bakteriosin yang dihasilkan L.
plantarum FNCC 0026 pada berbagai suhu pemanasan, pH, dan sensitivitasnya
terhadap enzim proteolitik. Stabilitas bakteriosin ditentukan dengan menguji
aktivitas hambatnya pada variasi suhu pemanasan (suhu ruang, 65 80, dan 100)°C;
variasi pH (2, 4, 6, dan 8) dan sensitivitasnya terhadap enzim proteolitik (pepsin
dan tripsin). Data diameter zona hambat (mm) dianalisis menggunakan Software
SPSS versi 25, kemudian dianalisis menggunakan analisis ANOVA (Analysis of
Variance) one way. Apabila hasil analisa menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan (berbeda nyata), maka dilanjutkan uji lanjut menggunakan metode
Duncan Multiple Range Test (DMRT), sedangkan data penurunan protein
dianasisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bakteriosin asal L.
plantarum FNCC 0026 stabil pada suhu ruang hingga suhu 100°C, stabil pada
kisaran pH 2 — 8 yang ditandai dengan masih ditemukanannya zona hambat pada
uji antagonistik dengan bakteri uji (Escherichia coli dan Staphylococcus aureus).
Bakteriosin yang dihasilkan Lactobacillus plantarum FNCC 0026 sensitif terhadap
enzim proteolitik tripsin dan pepsin dengan konsentrasi penurunan protein sebesar
67,56% dan 78,18%.

Kata Kunci: Bakteriosin, Lactobacillus plantarum FNCC 0026, stabilitas, stabilitas
sensitivitas
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOSIN
Lactobacillus plantarum FNCC 0026 ISOLATED FROM PICKLED
VEGETABLES

Mafrudhotin Nadzifah, Liliek Harianie, M. Imamudin

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim State Islamic University Malang

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are facultative anaerobic bacteria that can live in a wide
variety of habitats. One of them is pickled. In addition to producing lactic acid, LAB
species, namely L. plantarum FNCC 0026 can produce bacteriocin which is an
antimicrobial protein. Bacteriocin purification is needed to obtain pure bacteriocin
without any mixture of other compounds produced by LAB. The characterization
of bacteriocins can help determine the stability of bacteriocins under various
conditions which are useful for obtaining suitable conditions for the application of
bacteriocins. This study aims to determine the stability of the bacteriocin produced
by L. plantarum FNCC 0026 at various heating temperatures, pH, and its sensitivity
to proteolytic enzymes. The stability of bacteriocin was determined by testing its
inhibitory activity at various heating temperatures (room temperature, 65 80, and
100)°C; variations in pH (2,4,6, and 8) and their sensitivity to proteolytic enzymes
(pepsin and trypsin). Inhibition zone diameter data (mm) was analyzed using SPSS
software version 25, then analyzed using one-way ANOVA (Analysis of Variance)
analysis. If the results of the analysis show that there is a significant difference
(significantly different), then the further test is continued using the Duncan Multiple
Range Test (DMRT) method, while the protein reduction data is analyzed
descriptively. The results showed that the bacteriocin from L. plantarum FNCC
0026 was stable at room temperature to 100°C, stable in the pH range of 2-8 which
was indicated by the presence of an inhibitory zone in the antagonistic test with test
bacteria (Escherichia coli and Staphylococcus aureus). The bacteriocin produced
by Lactobacillus plantarum FNCC 0026 was sensitive to the proteolytic enzymes
trypsin and pepsin with a decreased protein concentration of 67.56% and 78.18%,
respectively.

Keywords: Bacteriocin, Lactobacillus plantarum FNCC 0026, stability, sensitivity
stability
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keamanan pangan merupakan suatu kondisi dan upaya yang diperlukan untuk
mencegah pangan dari kemungkinan cemaran biologis, kimia, dan benda lain yang
dapat mengganggu, merugikan dan membahayakan kesehatan manusia (Saparinto
dan Hidayati, 2006). Salah satu usaha mengontrol keberadaan mikroorganisme
pada bahan pangan dapat dilakukan dengan metode pengawetan/preservasi. Bahan
pengawet yang sering digunakan adalah pengawet sintetis karena mudah digunakan
dan harganya terjangkau, akan tetapi penambahan pengawet sintetis memiliki
resiko bagi kesehatan tubuh, jika terakumulasi secara terus menerus dalam waktu
yang lama. Pengawet sintetis bisa memicu pertumbuhan sel kanker akibat senyawa
karsiogenik dalam pengawet (Hayati 2015). Oleh karena itu, penggunaan bahan
yang alami, aman, dan biopreservatif alternatif yang efektif sangat dibutuhkan.

Bakteri asam laktat merupakan food grade microorganism karena tidak
menghasilkan  toksin sehingga aman untuk dikonsumsi dan sebagai
mikroorganisme yang generally recognized as safe (GRAS) yaitu mikroorganisme
yang tidak berisiko bagi kesehatan, bahkan beberapa jenis bakteri berguna bagi
kesehatan (Kusmiati dan Malik, 2002). Bakteri asam laktat diketahui memiliki
potensi untuk memproduksi senyawa antimikroba, eksopolisakarida, dan senyawa
penghambat seperti bakteriosin yang mampu menghambat bakteri patogen (Trang

Le et al., 2019 dalam Soenarno et al. 2020).



Allah Subhanahu wa ta’ala, berfirman dalam al-Qur’an surah al-Hijr [15]:

20):

N I e

G A il el s Sl s

Artinya :“Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan
hidup, dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu

sekali-kali bukan pemberi rezeki kepadanya” (al-Qur’an surah al-Hijr
[15]: 20).

Menurut Tafsir Kementrian Agama Republik Indonesia (2019) ayat ini
menerangkan anugerah Allah SWT yang tidak terhingga kepada manusia, yaitu Dia
telah menciptakan bermacam-macam keperluan hidup bagi manusia. Allah SWT
telah menjadikan bumi sebagai kebutuhan dasar kehidupan manusia berupa buah-
buahan dan biji-bijian. Allah juga menciptakan makhluk-makhluk, hewan dan
berbagai hewan ternak yang hanya disediakan oleh Allah SWT untuk mereka.
Rejeki yang Allah berikan kepada makhluk-Nya bisa dalam berbagai bentuk. Salah
satunya rejeki tersebut berupa protein bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat.

Bakteriosin merupakan produk metabolit sekunder dari bakteri asam laktat
(BAL) yang memiliki sifat antimikroba (Jati, 2012). Pemanfaatan bakteriosin dari
bakteri asam laktat sudah banyak dilakukan diantaranya bakteriosin asal
Lactobacillus plantarum DJ3 yang diaplikasikan pada daging sapi mampu
menurunkan jumlah total bakteri selama 12 jam penyimpanan yaitu dari 1.5x10%!
menjadi 2x10° (Hariani, 2013). Nisin yang diaplikasikan pada air kelapa mampu
menghambat pertumbuhan bakteri selama 10 hari penyimpanan, dan nilai sensori
masih baik pada hari ke-7 (Sumonsiri et al., 2019). Perlakuan bakteriosin L.

plantarum I11A-1A5 10% mampu mempertahankan kualitas daging dada ayam segar



pada ambang batas maksimum cemaran mikroba (1x10° cfu g*) hingga jam ke-20
pada suhu ruang sedangkan tanpa bakteriosin hanya sampai jam ke-5 (Nurraifah et
al., 2021)

Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat sangat potensial
digunakan sebagai pengawet makanan alami (Singh et al., 2013). Bakteriosin
memiliki sifat yang menguntungkan di antaranya yaitu tidak toksik, berasal dari
bahan alami, termostabil, mudah terdegradasi oleh enzim pencernaan, serta tidak
menimbulkan perubahan rasa dan tidak menimbulkan bau pada produk pangan
(Patrovsky et al., 2016 dalam Fatimah et al.,2020). Kemampuan bakterisidal dari
bakteriosin sebagai biopreservatif ini dapat dimanfaatkan sebagai alternatif
antibakteri yang aman dan juga efektif (Fatimah et al., 2020). Keberagaman dan
ketersediaan BAL yang cukup tinggi dapat dimanfaatkan untuk peningkatan
produksi dan karakterisasi bakteriosin yang kemudian dapat diaplikasikan.

Manusia sebagai hamba Allah SWT, harus mampu mengembangkan ide,
nalar dan pengamatan tentang segala sesuatu yang ada di Bumi. Salah satunya
adalah mengkarakterisasi bakteriosin yang dapat bermanfaat bagi banyak orang.
Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam al-Qur’an surah al-Imran [3]: 190-

191):
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi serta pergantian
malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang
yang berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri,
duduk, atau dalam keadaan berbaring, dan memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah



Engkau menciptakan semua ini sia-sia. Mahasuci Engkau. Lindungilah
kami dari azab neraka” (al-Qur’an surah al-Imran [3]: 190-191).

Berdasarkan Tafsir Al-Maraghi (1986), ayat tersebut menjelaskan bahwa
orang-orang yang berakal (ulul albab), yaitu orang-orang yang mau menggunakan
pikirannya, mengambil faedah, hidayah, dan menggambarkan keagungan Allah
SWT. Dari firman Allah ini, terdapat perintah Allah SWT kepada manusia yang
telah diberi kelebihan akal untuk meneliti dan mengkaji segala sesuatu yang ada di
langit dan bumi, karena tidak ada hasil ciptaan Allah SWT yang sia-sia. Semua
ciptaan Allah memiliki manfaat dan harus dimanfaatkan. Sebagai manusia yang
berakal, merupakan bentuk petunjuk bagi manusia untuk lebih mengkaji dan
meneliti segala ciptaan-Nya. Salah satunya dengan melakukan penelitian tentang
bakteriosin ini.

Tiga aspek penting dalam penelitian mengenai bakteriosin adalah mengenai
produksi, purifikasi, dan karakterisasi (Ogunbawo, 2003). Produksi bakteriosin
dipengaruhi oleh beberapa faktor salah satunya yaitu jenis bakteri penghasil
(Todorof & Dick, 2004 dalam Rosidah, 2018). Bakteriosin dapat diproduksi oleh
Lactococcus, Lactobacillus dan Pediococcus yang berasal dari berbagai sumber
yang berpotensi sebagai agen probiotik (Siswara et al., 2019). Lactobacillus adalah
genus terbesar dari famili Lactobacillaceae (Huang et al. 2018). Salah satu spesies
dari genus Lactobacillus yang potensial menghasilkan bakteriosin adalah
Lactobacillus plantarum.

L. plantarum dapat diisolasi dari berbagai sumber, salah satunya dari asinan
sayur seperti L. plantarum FNCC 0026 yang digunakan pada penelitian ini.
Menurut Fitriyani (2012) L. plantarum FNCC 0026 memiliki karakteristik

diantaranya yaitu mampu tumbuh pada suhu 37°C hingga 50 °C serta pada pH 3



hingga pH 9, dan mampu tumbuh pada penambahan garam hingga 6,5%, sehingga
digunakan isolat L.plantarum FNCC 0026 ini diharapkan bakteriosin yang
dihasilkan juga mampu stabil pada spektrum suhu dan pH yang lebih luas.

L. plantarum menghasilkan bakteriosin yang memiliki spektrum
penghambatan luas terhadap bakteri patogen dan penyebab pembusukan makanan.
Hal ini dibuktikan pada penelitian Ogunbunowo (2003) L. plantarum F1 yang
diisolasi dari fermentasi singkong menunjukkan spektrum penghambatan terbesar
yang menghambat 24 dari 32 strain indikator. Anas (2014) menyebutkan bahwa L.
plantarum yang diisolasi dari susu kambing mempunyai kemampuan untuk
menghambat mikroorganisme patogen dengan daerah penghambatan sebesar 28
mm dibandingkan BAL lainnya vyaitu L.casei mampu menghambat
mikroorganisme patogen sebesar 26 mm, L. rhamnosus sebesar 19 mm, L.
acidophilus sebesar 16 mm dan L. sakei sebesar 25 mm.

Setiap bakteriosin memiliki keunikan dan karakteristik tertentu dalam
menghambat mikroba patogen. Seperti halnya bakteriosin L. plantarum asal
bekasam daging sapi (Suryani etal., 2012, Ayuningtyas, 2017), dadih (Nurul 2019),
dadih susu kerbau (Sunaryanto and Marwoto, 2013) bubur fermentasi (Omar et al.,
2006) hingga asal makanan fermentasi tradisional Pliek U (Fachrial dan Harmileni,
2018) telah banyak dikarakterisasi. Sedangkan eksplorasi dan karakterisasi
bakteriosin L. plantarum asal asinan sayur belum banyak dikarakterisasi. Inilah
sebabnya mengapa eksplorasi, pemurnian dan karakterisasi bakteriosin baru perlu
dilakukan dan akan selalu bermanfaat.

Karakterisasi menjadi proses penting setelah produksi bakteriosin.

Karakterisasi dapat dilakukan dengan uji stabilitas pada suhu pemanasan, pH dan



uji sensitivitas terhadap enzim proteolitik (Sunaryanto dan Tarwadi, 2015).
Kestabilan pada suhu tinggi merupakan salah satu karakteristik bakteriosin yang
diperlukan sebagai biopreservasi pangan karena pada umumnya proses produksi
pangan menggunakan suhu pemanasan (Ningsih et al, 2018). Pada prinsipnya
penggunaan suhu tinggi dalam proses pengolahan bahan pangan dapat dibedakan
menjadi empat macam yaitu pasteurisasi, blanching, sterilisasi dan pemasakan.
Blanching dan pasteurisasi merupakan pemanasan bahan pangan dengan
menggunakan suhu kurang dari 100°C. Buckle (1987) mengatakan bahwa suhu
pasteurisasi adalah 65°C selama 30 menit. Blanching pada umumnya dilakukan
pada suhu 80°C. Selain blanching dan pasteurisasi pemanasan bahan pangan juga
dilakukan dengan cara pemasakan. Pemasakan bahan pangan dapat dilakukan
dengan cara kering maupun basah dengan suhu 100°C (Sobari, 2019). Berdasarkan
hal tersebut variasi suhu pemanasan pada penelitian ini adalah suhu ruang (kontrol),
65°C, 80°C dan 100°C sebagai representasi masing-masing proses pengolahan
pangan pada suhu tinggi.

Faktor pH seringkali menjadi pertimbangan bagi bahan pengawet yang akan
digunakan pada bahan pangan. Menurut Fardiaz (1989) dalam (Sitompul et al.
2015) pada pengolahan pangan, makanan dapat dibedakan atas beberapa kelompok
berdasarkan pH nya yakni bahan pangan berasam rendah, bahan pangan asam, dan
bahan pangan berasam tinggi. Bahan pangan yang memiliki pH contohnya seluruh
bahan pangan hewani diantaranya daging, susu, telur, ikan dan beberapa sayuran
seperti jagung dan buncis, yang mana bahan pangan tersebut mudah terjadi
pembusukan (Sobari et al., 2019). Selain itu, beberapa bakteri patogen dan

pembusuk makanan seperti Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dapat



bertahan hidup pada kondisi pH yang rendah (asam). Dengan demikian penggunaan
bahan pengawet harus tahan terhadap berbagai kondisi pH agar produk tersebut
tahan lama dan bebas mikroorganisme. Pengujian pengaruh pH terhadap aktivitas
bakteriosin dilakukan untuk mengetahui ketahanan bakteriosin terhadap berbagai
macam pH.

Selain stabilitas pada suhu dan pH, uji sensitivitas bakteriosin terhadap enzim
proteolitik merupakan kriteria utama dalam karakterisasi bakteriosin. Enzim
proteolitik merupakan enzim golongan hidrolase yang akan memecah protein
menjadi molekul yang lebih sederhana (Setyati dan Subagiyo, 2012). Menurut
Jagadesswari (2010) Bakteriosin adalah komponen ekstraseluler berupa peptida
atau senyawa berupa protein antimikroba. Sehingga dilakukan uji ini untuk
membuktikan bahwa bakteriosin merupakan protein alami yang dapat dirusak oleh
salah satu enzim yang terdapat didalam saluran pencernaan dan membuatnya aman
dikonsumsi oleh manusia selain itu menjadi syarat utama diterimanya sebagai agen
biopreservatif (Sari et al., 2018). Enzim proteolitik yang digunakan dalam
karakterisasi bakteriosin adalah enzim tripsin dan pepsin yang keduanya merupakan
enzim proteolitik utama dalam sistem pencernaan manusia (Dunn, 2001). Pada
penelitian ini sensitivitas bakteriosin diuji melalui pengukuran konsentrasi protein
yang terkandung di dalam bakteriosin sebelum dan setelah penambahan enzim
tripsin dan pepsin sehingga didapatkan presentase penurunan protein bakteriosin
yang terdegradasi.

Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa bakteriosin tahan terhadap
suhu pemanasan, pH dan sensitif terhadap enzim proteolitik. Seperti yang telah

dilaporkan Ningsih et al., (2018) bahwa bakteriosin dari Lactobacillus brevis yang



diisolasi dari es pisang ijo dapat tumbuh pada suhu pemanasan 40°C,60°C, 80°C,
100°C dan tahan terhadap pH 2-8 yang ditandai dengan masih adanya zona hambat
pada uji antibakteri. Sunaryanto dan Tarwadi (2015) Bakteriosin yang dihasilkan
oleh Lactobacillus lactis stabil pada pemanasan sampai dengan 70 °C dan stabil
pada rentang pH 3 sampai dengan 7. Lv et al. (2018) menyatakan bahwa
plantaricin JY22 yang diisolasi dari usus ikan mas tetap aktif pada kisaran pH 2,5
hingga 5,5. Menurut Sari et al., (2018) stabilitas bakteriosin berbeda-beda terhadap
kisaran pH dan suhu. Dilain sisi (Lei et al., 2020) menunjukkan bahwa enzim
proteolitik seperti pepsin, papain, tripsin, dan proteinase K mempengaruhi aktivitas
zat antimikroba L. plantarum zrx03. Aktivitas antibakteri sisa dari fermentasi
supernatan setelah perlakuan tripsin hanya 64,52%, dan 79,03% setelah
penambahan pepsin.

Stabilitas bakteriosin terhadap variasi suhu dan pH dilihat dari zona hambat
yang dihasilkan dari uji antibakteri terhadap bakteri uji Gram positif
Staphylococcus aureus dan Gram negatif Escherichia coli. Kedua bakteri tersebut
merupakan kontaminan yang paling sering dijumpai pada bahan pangan (Istiani
dan Agustiani, 2021). Pada dasarnya struktur penyusun dinding sel bakteri Gram
positif dan negatif berbeda. Bakteri Gram positif tersusun atas membran tunggal
yang dilapisi peptidoglikan yang tebal. Selain itu dinding sel bakteri Gram-
positif memiliki asam teikoat dan teikuronat. Pada bakteri Gram negatif tersusun
atas membran ganda dengan peptidoglikan yang tipis terletak antara membran
luar dan membran dalam. Pada bagian membran luar mengandung
lipopolisakarida, sehingga bakteri Gram negatif memiliki ketahanan yang lebih

kuat dibandingkan bakteri Gram positif (Raningsih et al., 2021). Berdasarkan hal



tersebut diharapkan bakteriosin dapat menghambat bakteri Gram positif maupun

Gram negatif.

Penambahan bakteriosin sebagai biopreservatif dapat menjadi alternatif
untuk permasalahan keamanan bahan pangan. Bakteriosin diharapkan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk makanan dan patogen pada
pengolahan produk pangan setelah pemanasan maupun produk dengan pH rendah.
Sehingga, Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi bakteriosin yang
dihasilkan Lactobacillus plantarum FNCC 0026 dengan variasi pH dan suhu serta
uji sensitivitas terhadap enzim proteolitik.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut:

1. Bagaimana produksi bakteriosin sebagai antibakteri yang dihasilkan
Lactobacillus plantarum FNCC 0026 ?

2. Apakah bakteriosin sebagai antibakteri yang dihasilkan Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 stabil terhadap pengaruh variasi suhu pemanasan dan
pH?

3. Apakah protein bakteriosin yang dihasilkan Lactobacillus plantarum FNCC
0026 sensitif terhadap enzim proteolitik?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1.  Mengetahui produksi bakteriosin sebagai antibakteri yang dihasilkan

Lactobacillus plantarum FNCC 0026
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2. Mengetahui stabilitas bakteriosin sebagai antibakteri yang dihasilkan
Lactobacillus plantarum FNCC 0026 terhadap pengaruh variasi suhu
pemanasan dan pH

3. Mengetahui sensitivitas protein bakteriosin yang dihasilkan Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 terhadap enzim proteolitik

1.4 Hipotesis
Adapun hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1.  Bakteriosin sebagai antibakteri dapat diproduksi dari Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 dengan beberapa tahapan

2.  Bakteriosin sebagai antibakteri yang dihasilkan Lactobacillus plantarum
FNCC 0026 dapat tetap stabil dengan pengaruh variasi suhu pemanasan dan
pH

3. Protein bakteriosin yang dihasilkan Lactobacillus plantarum FNCC 0026
sensitif terhadap enzim proteolitik

1.5 Manfaat
Manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut.

1.  Sebagai sumber informasi bagi masyarakat mengenai pemanfaatan senyawa
dari bakteri asam laktat sebagai biopreservasi bahan pangan.

2. Menjadi informasi dan pengetahuan dalam bidang industri mengenai sifat

bakteriosin yang dapat dimanfaatkan sebagai biopreservasi sehingga dapat

mengurangi penggunaan bahan kimia sintetis
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1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut:

1 Isolat Lactobacillus plantarum FNCC 0026 yang digunakan merupakan hasil
isolasi dari asinan kubis koleksi dari Universitas Gadjah Mada Y ogyakarta

2 Media yang digunakan untuk produksi bakteriosin adalah de Man Rogosa
Sharpe Broth (MRSB)

3 Media yang digunakan dalam uji antagonistik dengan bakteri uji adalah
adalah Nutrient Agar(NA)

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

5 Variasi suhu pemanasan yang digunakan adalah suhu ruang, 65°C, 80°C dan
100°C

6.  Variasi pH yang digunakan adalah pH 2,4,6,8

7. Enzim proteolitik yang digunakan adalah enzim Trpsin dan Pepsin
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat atau yang biasa disebut BAL termasuk ke dalam bakteri
Gram positif, tidak mampu membentuk spora, apabila diuji katalase menunjukkan
hasil negatif, memiliki ketahanan pada kondisi lingkungan yang asam, dan
merupakan golongan bakteri anaerob fakultatif. Kebanyakan dari bakteri asam
laktat, umumnya tergolong ke dalam bakteri non patogen, namun beberapa spesies
tertentu bersifat patogen. BAL yang non patogen akan berstatus atau disebut
sebagai bakteri generally recognuzed as safe (GRAS) (Forsythe, 2000 dalam
Widodo, dkk., 2019).

Keberadaan bakteri termasuk bakteri asam laktat ini telah disebutkan Allah

SWT dalam al-Qur’an surat Yunus ayat 61 sebagai berikut:
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Artinya : “Engkau (Nabi Muhammad) tidak berada dalam suatu urusan, tidak
membaca suatu ayat al-Qur’an, dan tidak pula mengerjakan suatu
pekerjaan, kecuali Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu
melakukannya. Tidak ada yang luput sedikit pun dari (pengetahuan)
Tuhanmu, walaupun seberat zarah, baik di bumi maupun di langit. Tidak

ada sesuatu yang lebih kecil dan yang lebih besar daripada itu, kecuali
semua tercatat dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuz)”.

Dijelaskan dalam Al-Mahalli dan As-Suyuti (2007) dalam Tafsir Jalalain,
lafadz “dzarrah” memiliki arti semut yang paling kecil. Hal ini juga dijelaskan
oleh Musthofa (1942) bahwa dalam Tafsir Al Maraghi menyebutkan arti dari

“dzarrah” adalah semut kecil dan segala sesuatu yang serupa, yakni seperti sinar
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matahari dan debu. Begitu juga dengan Bahreisy (1988) menjelaskan dalam Tafsir
Ibn Katsir bahwa Allah SWT selalu mengerti akan segala sesuatu yang berkaitan
dengan makhluk-Nya. Apapun itu, yang bahkan seberat dzarrah ataupun yang
lebih kecil dari itu, tidak akan pernah luput dari jangkauan pengetahuan-Nya.
Setelah pemaparan beberapa tafsiran surat Yunus (10):61 di atas, maka dapat
dibuat kesimpulan bahwasannya lafadz “dzarrah” adalah segala sesuatu yang
ukurannya kecil, yang maksudnya adalah mencakup segala sesuatu yang mampu
dilihat dengan mata telanjang ataupun dengan alat bantu melihat seperti
mikroskop. Tafsir tersebut dalam bidang biologi, berarti adanya makhluk hidup
yang ukurannya sangat kecil atau mikroorganisme, seperti bakteri. Salah satu
kelompok bakteri adalah bakteri asam laktat.

Disebut bakteri asam laktat (BAL) karena kemampuannya dalam
memfermentasi gula menjadi asam laktat (Fardiaz, 1989). Selain itu, BAL mampu
melakukan produksi berbagai metabolit antimikroba yakni seperti asam organik,
hidrogen peroksida, bakteriosin, dan karbondioksida, yang mana dapat berfungsi
sebagai penghambat pertumbuhan bakteri patogen maupun bakteri pembusuk,
sehingga dapat memperpanjang masa simpan produk pangan, dan mampu
meningkatkan keamanannya (Jeevaratnam et al., 2005). Dalam proses
pengawetan produk pangan, beberapa strain BAL berkontribusi melalui
bakteriosin yang dihasilkannya. Hal ini dilakukan karena bakteriosin memiliki
kemampuan dalam penghambatan pertumbuhan mikroorganisme patogen
(Savadogo et al., 2006).

BAL dikategorikan menjadi dua kelompok yakni homofermentatif dan
heterofermentatif apabila dilihat berdasarkan produk akhir dari metabolismenya.
Dikategorikan homofermentatif karena kemampuannya menghasilkan asam laktat

sebagai produk akhir yang utama dan dikategorikan heterofermentatif karena
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menghasilkan asam laktat dan juga etanol, asam asetat, dan CO,. Contoh BAL
kategori homofermentatif yakni genus Streptococcus, Pediococcus, beberapa
strain genus Lactococcus dan Lactobacillus, sedangkan kategori heterofermentatif
seperti Weisella, Leunoctoc, dan beberapa strain genus Lactobacillus (Forsythe,
2000 dalam Widodo, dkk., 2019).

2.2 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus  plantarum yang termasuk dalam kategori BAL
homofermentatif mampu tumbuh di suhu 30-37°C, pH 5-7, memiliki sel berbentuk
batang berukuran pendek, koloninya berwarna putih susu hingga keabuan, dan
viabilitasnya tinggi apabila dipakai sebagai starter (Emanuel, et al.,2005). Bakteri
ini dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang bersifat patogen produk
pangan. Kemampuan penghambatannya cukup besar apabila dibandingan dengan
BAL lainnya. (Jenie dan Rini,1995 dalam Rosidah, 2018). Klasifikasi dari bakteri

asam laktat Lactobacillus plantarum menurut Bergey’s (2005):

Kingdom : Bacteria

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillus
Spesies . L. plantarum

Bakteriosin yang diproduksi oleh L. plantarum memiliki sifat antibakteri
(Buckle, 2007). Spesies bakteri asam laktat Lactobacillus plantarum1lA5
menghasilkan aktivitas penghambatan terbesar terhadap bakteri uji Staphylococcus

aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25922, dan Escherichia coli ATCC
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25922. Pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC25923 rata-rata diameter zona
hambatnya 8,99 mm, untuk Escherichia coli ATCC 25922 7,87 mm, dan

Salmonella typhimurium ATCC 14028 11,76 mm (Permanasari, 2008)

o
e P,

Gambar 2.1. Lactobacillus plantarum (Chaudhary et al., 2019)

2.3 Bakteriosin

Hasil produk dari bakteri asam laktat selain asam laktat dan asam asetat,
terdapat pula senyawa antimikroba yang bersifat antagonistik terhadap mikroba
lain. Spektrum dari senyawa antimikroba ini cukup luas sehingga berpotensi
digunakan sebagai pengawet pangan. Jumlah senyawa antimikroba yang diproduksi
BAL lebih sedikit apabila dibandingkan dengan asam laktat dan asam asetat, yakni
diantaranya seperti asam emak bebas, hidrogen peroksida, amonia, asam format,
asetonin, diasetil, etanol, asetaldehid, antibiotik, enzim bakteriolitik, benzoat,
bakteriosin, dan 2,3 butadienol. Aktivitas antagonistik senyawa tersebut
ditunjukkan pada beberapa mikroba patogen dan mikroba pembusuk bahan pangan
(Vuyst dan Vandamme, 1994 dalam Suwayvia, 2017).

Senyawa antimikroba dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri),
bakteristatik (menghambat pertumbuhan mikroba), fungisidal (membunuh kapang),

fungistatik (menghambat pertumbuhan kapang) serta germisidal (menghambat
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germinasi spora bakteri). Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
kemampuan dari senyawa atau zat antimikroba, diantaranya yakni sifat yang
dimiliki mikroba itu sendiri yang meliputi konsentrasi, umur, jenis, keadaan
mikroba tersebut, konsentrasi dari zat pengawet yang ditambahkan, waktu
penyimpanan, suhu dari lingkungan, dan juga dari sifat fisika maupun kimia bahan
pangan (yang meliputi nilai pH, kadar air, jenis dan jumlah senyawa yang
terkandung di dalamnya) (Fardiaz, 1992).

Bakteriosin didifinisikan sebagai peptida-peptida aktif maupun kompleks
peptida yang disintesis di ribosom. Bakteriosin memiliki sifat bakterisidal dan
bakteriostatik (Jeevaratnam dkk., 2005). Bakteri Gram positif yang menghasilkan
beberapa bakteriosin yang spektrum penghambatannya luas, sehingga berpotensi
untuk diaplikasikan sebagai agen antibakteri pada pengolahan bahan atau produk
pangan (Hata et al., 2010).

Sifat dari bakteriosin berikutnya yakni tahan terhadap panas atau disebut juga
heat stable, sedangkan pada suhu dingin hingga beku, kestabilannya berkurang.
Sifat peptida dari bakteriosin adalah peptida yang hidrofobik dan kationik. Muatan
positif bakteriosin memiliki nilai yang tinggi apabila berada pada keadaan pH
rendah. Peptida bakteriosin termasuk peptida ribosomal, bersifat amfifatik,
strukturnya p-sheet atau a-helical ataupun dapat keduanya. Pada peptida bakteriosin
terdapat tioeter, kelompok tiol bebas, dan jembatan disulfida. Umumnya jumlah
asam amino di dalam bakteriosin kurang dari 60 jenis, namun untuk efisiensi dari
sifat bakterisidal yang dimilikinya tidak bergantung pada jumlah asam amino yang
ada di dalamnya. Keefektifitasan dari bakteriosin dapat hilang apabila terdapat

enzim proteolitik yang menghidrolisis rantai peptidanya (Ray dan Bhunia, 2007).
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Pemanfaatan bakeriosin dari bakteri asam laktat telah dilakukan secara luas,
khususnya pada bidang pangan, yakni digunakan sebagai biopreservatif (Wiryawan
dan Tjakradidjaja, 2001). Pemanfaatan tersebut dilakukan karena bakteriosin
sebagai preservatif alami bersifat non-toxic dan mampu mencegah pembusukan
pada pangan yang disebabkan oleh bakteri patogen (Hata dkk., 2010). Pada variasi
pH dan suhu, bakteriosin memiliki sensitifitasan yang berbeda-beda. Pada beberapa
bakteriosin, mampu bertahan atau toleran terhadap nilai pH yang asam dan juga
stabil terhadap suhu pemanasan. Karakteristik bakteriosin yang penting apabila
diaplikasikan sebagai preservatif pangan adalah kestabilitasannya terhadap suhu
tinggi. Hal ini dikarenakan pada proses pengolahan pangan banyak melibatkan
proses pemanasan (Tagg, 1976 dalam Suwayvia, 2017).

Klaenhammer (1993) dalam Rosidah (2018) menjelaskan terkait
pengelompokkan bakteriosin menjadi tiga kelas. Untuk kelas | adalah bakteriosin
peptida kecil (yakni kurang dari 5kDa). Golongan ini disebut sebagai golongan
lantibiotik, contohya seperti laktisin 481, laktosin S, nisin, serta karmosin U149.
Untuk kelas Il adalah bakteriosin peptida kecil yang non lantibiotik (berat
molekulnya kurang dari 10 kDa), memiliki sifat yang tahan terhadap panas yakni
pada suhu 100°C selama 30 menit juga pada suhu 121 °C selama 15 menit. Contoh
bakteriosin kelas ini seperti laktokokin A, laktosin 27, diplokokin, laktasin F,
sakasin A, laktasin B, karnobakteriosin, leukosin A-UAL 187, plantaricin dan
pediosin PA-1. Untuk bakteriosin kelas 111 adalah bakteriosin peptida besar non
lantibiotik (lebih besar dari 30 kDa), bersifat tahan terhadap terhadap panas, dan
akan inaktif apabila berada pada suhu 60 sampai dengan 100°C dan selama 10

sampai dengan 15 menit.
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2.4 Biosintesis Bakteriosin

Bakteriosin disintesis selama fase eksponensial pertumbuhan sel mengikuti
pola klasik sintesis protein. Sistem ini diatur oleh plasmid DNA ekstrakromosomal
dan dipengaruhi oleh beberapa faktor terutama pH. Umumnya bakteriosin
disintesis melalui jalur ribosomal, sedangkan kelompok antibiotik disintesis secara
ribosomal sebagai prepeptida kemudian mengalami modifikasi. Sekresi prepeptida
dilakukan pada fase eksponensial dan diproduksi secara maksimal pada fase
stasioner (Hafsan, 2014). Dride (2006) menjelaskan bahwa sistem yang mengatur
regulasi produksi bakteriosin terdiri dari 3 gen dan dengan demikian disebut sebagai
3 komponen sistem regulator. Tiga komponen tersebut adalah (i) peptida
penginduksi (peptida feromon), (ii) histidine protein kinase transmembran (reseptor
feromon), dan (iii) respon regulator sitosolik.

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 dimulailah
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feedback positif (Dride, 2006).
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Gambar 2.2 Biosintesis Bakteriosin (Dride, 2006)

=EE Vo=

=

T 1 arap v ey
ATP
L
\

2.5 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Proses Produksi Bakteriosin

Proses produksi bakteriosin dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
yaitu jenis bakteri produser, media, nutrisi, pH produksi, suhu produksi dan
keberadaan enzim proteolitik (Todorov dan Dicks, 2004).
2.5.1 Media

MRSB (de Man Rogosa dan Sharpe Broth) dan TGE (Tryptone Glucose
ExtractYeast) merupakan media sintetik yang umumnya digunakan dalam produksi
bakteriosin. Namun diantara keduanya yang paling sering digunakan oleh BAL
dalam produksi bakteriosun adalah media MRSB (Abubakar, 2015). Hal ini
disebabkan karena MRS adalah media yang paling cocok sebagai media untuk
pertumbuhan dan produksi bakteriosin (Meng, et al., 2012).
2.5.2 pH produksi

Faktor nilai pH juga menjadi faktor penting dalam produksi bakteriosin.
Apabila pH meninggat hingga mencapai pH optimum, produksi bakteriosin akan
meningkat pula dan setelah itu penurunan akan terjadi (Jaya, 2004). Salah satu BAL

yang memiliki nilai pH optimum di angka 5-7 adalah L. Plantarum (Emanuel et al.,
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2005).
2.5.3 Suhu

Faktor suhu dalam proses produksi bakteriosin memberikan dua pengaruh
yakni suhu mampu meningkatkan produksi bakteriosin, namun juga mampu
menyebabkan kematian bakteri asam laktat yang memproduksi bakteriosin. Yang
menjadi batas antara dua pengaruh tersebut adalah suhu optimum (Caldera dan
Olivera 2004). Ketika suhu meningkat namun belum mencapai suhu optimumnya,
maka pertumbuhan bakteri dan produksi bakteriosinnya juga meningkat (Jaya,
2004). Hal ini ditambahkan oleh Emanuel, dkk., (2005) bahwa salah satu BAL
kategori homofermentatif yang memiliki suhu optimum di angka 30-37 °C adalah
L. Plantarum (Emanuel, dkk., 2005).
2.5.4 Nutrisi

Media kultur bakteri memiliki beberapa nutrisi yang dibutuhkan untuk
pertumbuhan bakteri asam laktat diantaranya adalah gliserol dan glukosa yang
menjadi sumber energi (sumber karbon), vitamin dan nitrogen didapat dari
kandungan yeast extract dan beef extract, ada pula sumber asam amino yakni N, S,
dan P dari pepton (atau tripton), juga terdapat berbagai mineral yang dibutuhkan
BAL seperti CaCO3z, MnSQO4, KoHPOs, KH2PO4, PeSO4, MgSO4 yang memiliki
fungsi untuk menstabilkan pH (Kamoun, 2009). Ditambahkan oleh Wala’a, (2011)
bahwa dalam yeast extract terkandung bermacam-macam asam amino yang
digunakan untuk sumber nitrogen dalam proses produksi bakteriosin.
2.5.5 Enzim Proteolitik

Enzim yang memiliki kemampuan untuk memecah rantai polipeptida protein

menjadi rantai atau unit yang lebih kecil disebut sebagai enzim proteolitik atau
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protease. Umumnya, enzim ini memiliki fungsi sebagai katalisator dalam proses
biokimia dengan menurunkan energi aktivasi sel dan memiliki sifat yang khas atau
unik (Murray, 2006 dalam Rosidah, 2018). Bakteriosin yang diproduksi L.
plantarum dan L. Brevis mampu dihentikan aktivitasnya karena kehadiran enzim
proteolitik (Ogunbanwo, 2003).

2.6 Mekanisme Penghambatan Senyawa Antimikroba

Senyawa antimikroba dalam melakukan penghambatan pertumbuhan bakteri
memiliki beberapa mekanisme yang berbeda. hal ini dipengaruhi oleh komposisi
sel dan strukrur dari sel mikroorganisme target itu sendiri. Mekanisme tersbut dapat
berupa kerusakan pada dinding sel, adanya perubahan permeabilitasan sel, kerja
enzim yang dihambat, adanya perubahan pada molekul protein dan asam
nukleatnya, serta pada sintesis protein dan asam nukleat yang dihambat (Damanik,
2018).

Penghambatan bakteri oleh bakteriosin pada bakteri Gram positif dan Gram
negatif memberikan dampak yang berbeda. Jenis bakteri Gram positif lebih sensitif
apabila dibandingkan dengan bakteri Gram negarif. Bakteri Gram negatif
senderung lebih resisten terhadap bakteriosin. Penyebab dari hal tersebut yakni
penyusun dari permukaan membran sitoplasma bakteri Gram negatif adalah
lipopolisakarida (LPS). Fungsi dari struktur ini adalah mencegah kontak antara
molekul pada bakteriosin dengan fosfolipid anionik pada membran sitoplasma
bagian dalam. Struktur LPS ini juga sebabkan bakteri Gram negatif lebih tahan
terhadap garam empedu. Namun bakteri Gram negatif juga dapat berubah menjadi
sensitif terhadap bakteriosin ketika adanya perlakuan kimia dan atau fisik, misalnya

memberikan tekanan yang tinggi terhadap sel (Ray dan Bhunia, 2007).
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Mekanisme penghambatan dengan sifat bakterisidal (bakteri mati dan lisis)
terhadap bakteri yang sensitif bermula pada destabilisasi dari fungsi membran
sitoplasma. Hal ini terjadi karena terjadi permeabilitasan membran meningkat dan
menyebabkan ketidakseimbangan barrier sehingga dapat menyebabkan sel bakteri
mati. Mekanisme penghambatan dimulai ketika molekul bakteriosin menempel
pada bagian permukaan dari membran sel dan membentuk sebuah pori sehingga
membran menjadi tidak selektif. Ketidakselektifan tersebut menyebabkan ion dan
molekul akan melewati membran secara bebas dan mengganggu metabolisme dari
sel bakteri yakni misalnya penghambatan sintesis ATP dan sistem transport sel
terganggu. Setelah itu, akan menyebabkan sel bakteri menjadi lisis (Jack dkk., 1995
dalam Ayuningtyas, 2015).

Reseptor bakteriosin di sel sensitif adalah polimer anionik yaitu asam teikoat
yang hanya dihasilkan oleh bakteri Gram positif. Molekul-molekul kationik dari
bakteriosin akan berinteraksi dengan polimer-polimer anionik dipermukaan
membran sel. Sifat hidrofobik dari bakteriosin juga berpengaruh saat aktivitas
penghambatan bakteri sensitif. Hal ini dikarenakan inaktivasi mikroorganisme oleh
bakteriosin tergantung pada interaksi hidrofobik antara sel-sel bakteri dengan
molekul bakteriosin (Ray dan Miller, 2003). Membran terluar bakteri Gram negatif
bersifat hidrofilik, akibatnya bakteriosin asal bakteri asam laktat tidak efisien dalam
menghambat bakteri Gram negatif (Ray dan Bhunia, 2007).

Pada bakteri yang sensitif terhadap bakteriosin reseptornya berupa polimer
anionik yakni asam teikoat yang banyak ditemukan pada dinding sel bakteri Gram
positif. Bagian molekul kationik bakteriosin mampu berinteraksi dengan polimer

anionik permukaan membran sel bakteri. Bakteriosin yang memiliki sifat
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hidrofobik akan mempengaruhi mekanisme penghambatan, ketika ada interakasi
hidrofobik antara bakteriosin dengan sel bakteri, sehingga mampu menyebabkan
inaktivasi bakteri tersebut (Ray dan Miller, 2003). Membran sel terluar bakteri
Gram negatif lebih hidrofilik, hal inilah yang menyebabkan penghambatan
bakteriosin pada bakteri Gram negatif kurang efisien ketika diujikan (Ray dan
Bhunia, 2007).
2.7 Produksi Bakteriosin

Proses produksi bakteriosin diawali dengan menginokulasikan isolat bakteri
asam laktat hasil peremajaan dalam media MRS broth yang ditambahkan inducer
berupa yeast extract 3%. MRSB memiliki kandungan nutrisi yang lengkap untuk
pertumbuhan bakteri asam laktat. Kusmiati (2002) melaporkan bahwa media MRS
merupakan media terbaik untuk pertumbuhan Lactobacillus plantarum dan
Leuconostoc mesenteroides. Yeast extract merupakan inducer hasil ekstrak khamir
yang banyak mengandung nitrogen. Ooi (2015) melaporkan bahwa yeast extract
merupakan sumber nitrogen terbaik untuk produksi bakteriosin asal L. plantarum
I-UL4 dan aktivitas bakteriosin tertinggi diperoleh dengan penambahan yeast
extract sebesar 3% dalam media MRS. Lama proses inkubasi menyesuaikan kurva
pertumbuhan BAL tdengan suhu 37°C. Rawal (2013) melaporkan bahwa suhu 37°C
merupakan temperatur yang optimum untuk produksi bakteriosin oleh spesies
Lactobacillus. Pada suhu 37°C aktivitas bakteriosin lebih besar dibandingkan pada
suhu 30°C maupun suhu ruang. L. plantarum merupakan BAL homofermentatif
dengan pertumbuhan optimal pada suhu 37°C (Emanuel, et al 2005).

Filtrat hasil fermentasi dipisahkan dari endapan selnya dengan disentrifugasi

pada kecepatan 4500 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C. Sentrifugasi dilakukan
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pada suhu dingin untuk mencegah terjadinya denaturasi protein akibat suhu yang
terlalu tinggi. Selanjutnya filtrat disaring dan dinetralkan pH nya dengan NaOH 1N.
Tujuan dari penambahan buffer NaOH 1N yaitu untuk mengurangi pengaruh asam
organik dalam supernatan antimikroba sehingga diharapkan dapat mengoptimalkan
aktivitas bakteriosin yang terbentuk (Prissilia, 2019). Tahap selanjutnya yaitu
purifikasi dan dialisis bakteriosin.
2.8 Purifikasi dan Dialisis Bakteriosin

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
pengendapan yang efektif, mempunyai efek penstabil terhadap kebanyakan enzim,
dapat digunakan pada berbagai pH dan harganya terjangkau (Siswara, 2019).

Proses pengendapan protein dengan garam ammonium sulfat dapat
dikelompokan menjadi dua bagian yaitu salting in dan salting out. Englard dan
Seifter (1990) dalam Ayuningtyas (2012) menyatakan pada konsentrasi garam
ammonium sulfat yang tinggi, garam dapat lebih mengikat molekul air. Menurunya
jumlah air yang terikat pada protein menyebabkan gaya tarik-menarik antara
molekul protein lebih kuat dibandingkan dengan gaya tarik menarik antara molekul

protein dengan air (mempertinggi interaksi hidrofobik), sehingga protein akan
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mengendap dari larutan atau berikatan dengan kolom hidrofobik. Peristiwa
pemisahan protein ini disebut salting out. Proses pengendapan harus dilakukan
dalam kondisi dingin sehingga protein akan mengendap tanpa mengalami
denaturasi. Endapan yang diperoleh kemudian dimurnikan kembali dengan dialysis
(Selvia et al., 2013).

Proses dialisis dilakukan untuk menghilangkan molekul garam amonium
sulfat sisa pengendapan serta molekul pengganggu lainnya. Dialisis dilakukan
dengan melarutkan endapan yang diperoleh dari hasil sentrifugasi dengan buffer
fosfat 0,2 M pH 7. Penambahan buffer ini bertujuan untuk melarutkan dan menjaga
kestabilan protein bakteriosin. Campuran larutan ini kemudian dimasukkan
kedalam membran dialysis (kantung selofan). Prinsip dialisis adalah difusi, yaitu
terjadinya perpindahan zat terlarut dari larutan berkonsentrasi tinggi ke larutan
berkonsentrasi yang rendah. Konsentrasi buffer di luar membran selofan lebih
rendah daripada konsentrasi bufer di dalam membran selofan sehingga amonium
sulfat dapat berdifusi ke luar membran selofan. Pada tahap dialisis juga terjadi
proses pemisahan molekul berdasarkan ukuran melalui pori membran selofan (5
kda). Hal ini menyebabkan molekul-molekul yang berukuran kecil akan keluar
melewati pori-pori membran, sedangkan molekul-molekul yang berukuran lebih
besar akan tertahan di dalam membran. Amonium sulfat akan keluar melewati
membran dialisis, sedangkan bakteriosin (<10kda) tetap berada pada kantong

selofan (Romualdo et al., 2010).
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2.9 Karakterisasi Bakteriosin
Tiga aspek penting dalam penelitian mengenai bakteriosin adalah mengenai
produksi, karakterisasi dan juga purifikasi (Ogunbawo, 2003). Karakterisasi
merupakan tahap yang dilakukan untuk menentukan sifat dari bakteriosin.
Karakterisasi terhadap bakteriosin perlu diteliti untuk mengetahui kestabilannya
dalam berbagai kondisi. Karakterisasi tersebut terdiri dari beberapa perlakuan,
diantaranya yaitu perlakuan pemanasan dan ketahanan terhadap pH yang bervariasi.
Stabilitas bakteriosin terhadap pemanasan mengindikasikan bahwa
bakteriosin tersebut dapat digunakan sebagai preservasi bahan pangan yang
dikombinasikan dengan pengolahan menggunakan suhu tinggi untuk produk
makanan. Suhu yang digunakan dalam pengolahan makanan ada tiga macam, yakni
suhu pasteurisasi dimana digunakan suhu sedang atau moderat berkisar 58-80°C
untuk memusnahkan mikroorganisme patogen dan juga pembusuk, suhu perebusan
berkisar 100°C, dan suhu sterilisasi yaitu pemanasan dengan suhu tinggi diatas
100°C untuk membunuh semua mikroorganisme pembusuk (Sobari et al., 2019)
Dundar (2006) menyatakan bahwa resistensi terhadap panas merupakan
karakteristik umum untuk berbagai jenis bakteriosin yang diproduksi oleh bakteri
asam laktat. Bakteriosin-bakteriosin memiliki kekebalan terhadap pemanasan
pada kisaran yang berbeda, mulai dari 60°C hingga 100°C selama lebih dari 30
menit (seperti lactocin 27, lactocin S, carnobaceteriocin A) hingga tahan terhadap
pemanasan autoklaf 121°C selama 15 menit (lactacin B, lactacin F,nisin).
Masih adanya aktivitas antibakteri oleh bakteriosin ketika diberi perlakuan
pemanasan diduga karena bakteriosin merupakan peptida pendek yang stabil

terhadap panas. Selain itu, karena adanya asam-asam amino tertentu pada
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bakteriosin tersebut yang mampu mempertahankan struktur bakteriosin dari
pengaruh panas (Kusmarwati, 2014). Najim (2012) menyebutkan bahwa stabilitas
terhadap panas dapat dihubungkan dengan formasi struktur globular yang kecil dan
menyebabkan kuatnya daerah hidrofobik, kestabilan ikatan silang dan kandungan
sistein yang tinggi.

Selain pemanasan, faktor pH juga menentukan keamanan bahan pangan
(Usmiati, 2007). Faktor pH seringkali menjadi pertimbangan bagi bahan pengawet
yang akan digunakan pada bahan pangan, khususnya bagi pangan hasil peternakan
dengan kondisi pH rendah seperti daging sapi, ham, bakso, susu, butter, keju dan
lain-lain. Sedangkan, beberapa bakteri patogen dan pembusuk makanan seperti
E.coli dan Staphylococcus aureus dapat bertahan hidup pada kondisi pH yang
rendah (asam). Beberapa bakteriosin diketahui dapat stabil pada kisaran pH yang
luas. Hal ini berhubungan dengan daya larut (solubilitas) bakteriosin asal bakteri
asam laktat; titik isoelektrik bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat
adalah sekitar 8,0-9,0. Kelarutan bakteriosin semakin menurun seiring dengan
meningkatnya nilai pH (De Vuyst dan Vandamme 1994 dalam Suwayvia, 2017).
2.10 Bakteri Patogen

Pada bahan bangan, kehadiran bakteri dapat merugikan karena bakteri yang
tumbuh di dalamnya terbagi menjadi dua kelompok yakni bakteri patogen dan
bakteri pembusuk bahan pangan. Bakteri pembusuk akan menyebabkan kebusukan
sedangkan bakteri patogen akan menimbulkan penyakit. Apabila dibandingkan,
maka jumlah bakteri patogen lebih sedikit daripada bakteri pembusuk (Fardiaz,
1992). Penyakit asal bahan pangan berhubungan dengan sejumlah kecil bakteri

patogen tertentu. Bahan pangan yang ditumbuhi bakteri patogen akan menjadi
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substrat untuk menunjang pertumbuhannya. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri
patogen dalam makanan terjadi melalui dua cara yakni infeksi dan intoksikasi.
Infeksi yakni ketika bakteri patogen mampu tumbuh dan berkembang biak dalam
sistem pencernaan manusia sedangkan intoksinasi yakni ketika bakteri mampu
memproduksi racun pada bahan pangan yang terkonsumsi manusia (Buckle
dkk.,1987).

Famili Enterobacteriaceae adalah contoh bakteri patogen yang sering
ditemukan. Anggota dari famili ini seperti Escherichia dan Salmonella. Selain itu,
terdapat contoh bakteri patogen lain seperti Pseudomonas, Staphylococcus aureus,
dan Bacillus cereus yang merupakan bakteri pembusuk makanan. Apabila
dikategorikan berdasarkan hasil pewarnaan, terdapat bakteri Gram positif dan Gram
negatif. Bakteri Gram merupakan pembagian bakteri berdasarkan susunan dinding
selnya (Fardiaz, 1989).

Pada dinding sel bakteri Gram positif terdapat 90% lapisan peptidoglikan dan
juga lainnya berupa asam teikoat yang merupakan reseptor bakteriosin. Untuk
struktur bakteri Gram negatif 5-20% berupa lapisan peptidoglikan sedangkan
lapisan lainnya berupa lipopolisakarida, lipoprotein, dan protein (Fardiaz, 1989).
Apabila dilakukan pewarnaan Gram, maka bakteri Gram positif akan menghasilkan
warna biru keunguan danbakteri Gram negatif akan berwarna merah (Tortora dkk.,
2006). Contoh bakteri Gram positif adalah Staphylococcus aureus dan Bacillus
cereus dan bakteri Gram negatif seperti Salmonella, Escherichia coli.

2.10.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus merupakan anggota dari family Micrococcaceae, memiliki

ciri-ciri yakni bentuknya bulat dan berbentuk tunggal maupun berpasangan, tetrad
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dan bentuknya seperti buah anggur. Staphylococcus aureus mampu memproduksi
pigmen kuning hingga oranye, bersifar aerobik fakultatif, dan memerlukan nitrogen
organik atau asam amino untuk nutrisi pertumbuhannya (Fardiaz, 1989).
Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif yang mampu memproduksi
toksin yang disebut hemolisin. Bakteri ini berbentuk kokus dan berdiameter 0,7 -
0,9 um. Staphylococcus aureus mampu memfermentasi manitol dan toleran
terhadap lingkungan dengan kadar garam tinggi yakni 7,5% NaCl (Fardiaz, 1989).

Staphylococcus aureus adalah bakteri patogen utama pada manusia yang
menyebabkan berbagai penyakit secara luas yang berhubungan dengan toxic schock
syndrome sebagai akibat dari keracunan pangan (Ayuningtyas, 2012). Supardi dan
Sukamto (1999) dalam Rosidah (2018 )menambahkan bahwa S. aureus dapat
tumbuh optimum pada rentang suhu 35-37 °C dengan suhu minimum 6,7 °C dan
suhu maksimum 45,5°C. Bakteri dapat tumbuh pada pH 4,0-9,8 dengan pH

optimum sekitar 7,0-7,8

Gambar 2.3. Staphylococcus aureus (Alwan and Mahmood, 2015)

2.10.2 Escherichia coli
Escherichia coli termasuk dalam kategori bakteri Gram negatif, bentuknya

batang dan pendek, dan bersifar anaerobik fakultatif, dan nilai pH optimumnya
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berada di angka 7,0-7,5. Bakteri ini termasuk bakteri koliform fekal. Hal ini
disebabkan ditemukannya bakteri ini pada saluran usus hewan dan manusia
sehingga sering ditemukan terdapat pada feses hewan dan manusia. Adanya bakteri
ini menjadi salah satu tanda adanya kontaminasi kotoran (Frazier dan Westhoff,
1998 dalam Rosidah, 2018). Escherichia coli bersifat fakultatif anaerob dan tumbuh
pada rentan suhu 10-40°C dan optimum pada suhu 37°C. Escherichia coli mempu
tumbuh pada beberapa media seperti media Nutrient Agar, MacConkey agar, blood
agar, dan Mueller- Hinton agar (Parija, 2012 dalam Alawiyah, 2019).

Dinding sel bakteri E. coli terdiri dari tiga lapis (multilayer) dengan
komponen lipidnya lebih tinggi apabila dibandingkan dengan bakteri Gram positif.
Komponen lipid pada dinding selnya mencapai 11-22% namun komponen
peptidoglikannya tipis, hanya terletak diantara membran luar dengan membran
sitoplasmik (Pelczar, 1986). Pertumbuahn Escherichia coli mampu dihambat oleh
bakteriosin. Abu bakar et al., (2015) pada penelitiannya menjelaskan bahwa ekstrak
kasar bakteriosin memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri E. coli dengan

zona meter penghambatannya sebesar 707,66 hingga 853,01 AU/MI

Gambar 2.4 Escherichia coli (Chauhan et al., 2017)
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis penelitian

Rancangan pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang terdiri 3 faktor perlakuan 6 ulangan. Faktor pertama yaitu variasi suhu
pemanasan yang terdiri dari 4 taraf perlakuan yaitu (suhu ruang (25°C), 65°C, 80°C
dan 100°C), faktor kedua adalah pH yang terdiri dari 4 taraf perlakuan yaitu (2, 4,
6, 8), dan faktor ketiga adalah enzim proteolitik yang terdiri dari 2 taraf perlakuan
yaitu (pepsin dan tripsin).
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Juni 2022 di Laboratorium
Mikrobiologi dan Biokimia Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi UIN
Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Variabel Penelitian

Variabel penelitian dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut.
1. Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah variasi perlakuan pH (2, 4, 6 dan 8),
variasi perlakuan suhu pemanasan (suhu ruang(25°C), 65°C, 80°C dan 100°C) dan
variasi enzim proteolitik (pepsin dan tripsin).
2. Variabel terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah pengukuran diameter zona
hambat yang dihasilkan oleh L. plantarum FNCC 0026 dan presentase penurunan
protein terdegradasi pada bakteriosin L. plantarum FNCC 0026

3. Variabel kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini terdiri dari jenis spesies bakteri asam
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laktat yang digunakan, bakteri patogen, dan media yang digunakan.
3.4 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain tabung reaksi, labu
erlenmeyer, gelas ukur, ose, pipet tetes, cawan petri, , mikro pipet, sentrifuse,
incubator, shaker incubator, kertas saring Whatman no. 1, magnetic stirrer,
spektrofotometer UV-Vis, kantong selofan dialisis, hot plate, alumunium foil,
kapas, water bath, autoklaf, timbangan analitik, laminar air flow, pH meter,
bunsen, jangka sorong, vortex, alat tulis.

Bahan yang digunakan pada penelitian adalah isolat Lactobacillus plantarum
FNCC 0026, bakteri uji Staphylococcus aureus dan Escherichia coli., Nutrient agar
(NA), De Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA), De Man Rogosa and Sharpe
broth (MRSB), NaCl 0.9 %, NaOH 1 N, garam amonium sulfat, yeast extract,
buffer potassium phosphate, BaCl»0,1 M, Bovin Serum Albumin (BSA), HCL 1N,
Biuret, enzim tripsin dan pepsin, alkohol, akuades, H2SO4,

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Pembuatan Media
3.5.1.1 Pembuatan Media BAL

Isolat Lactobacillus plantarum ditumbuhkan pada media MRSA dan MRSB.
Pembuatan media MRSA dilakukan dengan cara ditimbang serbuk MRSA
sebanyak 6,72 gr dan dilarutkan dengan 100 mL aquades. Pembuatan media MRSB
dilakukan dengan menimbang sebanyak 27,5 gr dan dilarutkan dengan aquades 500
ml. Selanjutnya semua media dipanaskan diatas hotplate hingga mendidih dan
dihomogenkan menggunakan stirer. Setelah homogen, media dituang kedalam

erlenmeyer dan ditutup dengan kapas yang dibungkus kasa kemudian disterilisasi
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pada suhu 121°C selama 15 menit (Mansur et al, 2019).
3.5.1.2 Pembuatan Media Bakteri uji

Pembuatan media NA dilakukan dengan cara ditimbang serbuk NA (Nutrient
Agar) sebanyak 6 gr, kemudian dilarutkan dengan aquades sebanyak 300 mL.
Setelah itu dipanaskan media diatas hotplate hingga mendidih dan dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya media dituang ke dalam erlenmeyer,
ditutup dengan kapas yang dibungkus kasa dan disterilisasi selama 15 menit pada
suhu 121°C menggunakan autoklaf. Selanjutnya media digunakan untuk stok
inokulum (Juariah dan Tiana, 2021).
3.5.2 Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dan bahan disterilisasi terlebih dahulu sebelum digunakan.
Langkah-langkah sterilisasi dengan autoklaf yaitu dicek banyaknya air (aqua
destilata) pada autoklaf, air harus berada pada batas yang ditentukan. Jika kurang
dituangkan aquades secukupnya kedalam autoklaf, kemudian dimasukkan semua
alat dan bahan yang akan disterilkan, tutup autoklaf dengan rapat agar uap tidak
keluar, autoklaf dihubungkan dengan stop kontak dan pastikan tombol power pada
posisi ON, pastikan suhu mencapai 121°C (2 atm) dan pertahankan sampai 15
menit. Ditunggu tekanan dalam kompartemen turun sampai sama dengan tekanan
udara di lingkungan (jarum pada preisure gauge menunjuk ke angka nol).
Kemudian dibuka klep pengaman dan keluarkan isi autoclave dan posisikan tombol

power ke OFF lalu lepas stop kontak (Suwastika, 2016)
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3.5.3 Peremajaan Bakteri
3.5.3.1 Peremajaan Lactobacillus plantarum

Isolat Lactobacillus plantarum diinokulasikan sebanyak satu ose kedalam
media MRSA kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam sehingga
didapatkan kultur aktif. Selanjutnya hasil peremajaan Lactobacillus plantarum

digunakan untuk pembutaan stok inokulum (Usmiati, 2007).

3.5.3.2 Peremajaan bakteri uji
Bakteri uji Escherichia coli dan Staphylococcus aureus diremajakan dengan
cara diinokulasikan sebanyak satu ose pada media NA secara aseptis. Kemudian

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Muhibah, 2013 dalam Rosidah, 2018).

3.5.4 Pembuatan Inokulum
3.5.4.1 Pembuatan Inokulum Lactobacillus plantarum

Dua sampai empat ose biakan L.plantarum diinokulasikan pada 100 mL
media MRS broth, diinkubasi pada shaker incubator dengan temperatur 37°C

selama 24 jam (Khairiyah, 2014 dalam Rosidah, 2018).

3.5.4.2 Pembuatan Inokulum Bakteri Uji

Koloni bakteri S. aureus dan E. coli hasil peremajaan diambil satu ose dan
disuspensikan dalam 10 mL NaCl 0,9% kedalam tabung reaksi. Kemudian kulltur
di vortex dan dibandingkan kekeruhannya mengunakan larutan McFarland 0,5

(konsentrasi bakteri 1,5 x 108 CFU/mL) (Barzavar, 2015).

3.5.5 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Lactobacillus plantarum
Pembuatan kurva pertumbuhan L. plantarum dilakukan untuk mengetahui

waktu yang optimal isolat tersebut untuk menghasilkan bakteriosin. Pembuatan
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kurva dilakukan dengan cara menginokulasikan isolat L. plantarum sebanyak satu
ml pada media MRS broth kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dan setiap 2 jam
sekali selama 32 jam diukur optical density (OD)nya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Jati, 2012).
3.5.6 Produksi Bakteriosin

Inokulum Lactobacillus plantarum diinokulasikan sebanyak 10 ml kedalam
media MRSB 100 ml yang telah ditambah yeast extract 3% (b/v), setelah itu
diinkubasi di shaker incubator pada suhu 37°C dan kecepatan 120 rpm selama 24
jam (sesuai kurva pertumbuhan), kemudian disentrifugasi filtrat hasil fermentasi
dengan kecepatan 4500 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit untuk mendapatkan
supernatan bebas sel. Terdapat cairan dua fase hasil sentrifugasi yaitu supernatan
dan endapan. Supernatan kemudian dipisahkan dengan cara disaring menggunakan
kertas saring Whatman No.1 kemudian dinetralkan filtrat bebas sel dengan NaOH
IN sampai pH 7 (Sari et al, 2018). Selanjutnya supernatan netral dimurnikan
dengan amonium sulfat dan dialisis.
3.5.7 Purifikasi Parsial dengan Presipitasi Amonium Sulfat

Supernatan bebas sel netral dipurifikasi dengan menggunakan ammonium
sulfat. Serbuk amonium sulfat ditambahkan secara bertahap dengan konsentrasi
80% sebanyak 51,6 gram ke dalam supernatan bebas sel netral untuk mendapatkan
endapan protein bakteriosin, kemudian dihomogenkan secara perlahan pada suhu
4°C selama 2 jam. Setelah itu supernatan dipindahkan ke tabung sentrifus,
kemudian dilakukan sentrifugasi 4500 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C.
Selanjutnya, supernatan dibuang dan didapatkan presipitat bakteriosin. Kemudian

prespitat bakteriosin dilarutkan dengan buffer fosfat 0,2 M pH 7 (perbandingan 1:1)
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dengan volume kurang lebih 2 mL, selanjutnya bakteriosin kasar dikoleksi pada
labu erlenmeyer steril (Kusharyati et al, 2020).
3.5.8 Dialisis
Presipitat bakteriosin didialisis untuk menghilangkan ammonium sulfat

yang masih bercampur. Dialisis dilakukan dengan menggunakan kantong selofan
dan buffer yang digunakan adalah buffer fosfat.. Bakteriosin kasar yang telah
dilarutkan dalam buffer fosfat 0,2 M sebanyak 5 mL dimasukkan kedalam kantong
selofan yang diikat kedua ujungnya dengan benang. Kemudian kantong selofan
tersebut direndam dalam 100 mL larutan buffer fosfat 0,05 M pH 7. Proses tersebut
dilakukan pada suhu dingin dan menggunakan stirer dengan kecepatan 100 rpm,
selanjutnya dilakukan penggantian buffer sebanyak 4 kali yaitu jam ke 2, jam ke 4
dan jam ke 6, hingga jam ke 8. Dialisis dihentikan apabila sudah tidak terbentuk
endapan putih, caranya yaitu dengan mengambil 2 mL buffer diluar membran dan
ditetesi HCI 0,1 M dan beberapa tetes BaCl,.(Mayasari, 2016).
3.5.9 Karakterisasi Bakteriosin
3.5.9.1 Pengaruh Suhu Pemanasan terhadap stabilitas Bakteriosin

Diambil sebanyak 2 ml bakteriosin dimasukkan kedalam eppendorf ukuran 2 ml
kemudian masing-masing dipanaskan pada suhu 65°C, 80°C dan 100°C selama 30
menit di waterbath thermostatic dan suhu ruang (25°C) sebagai kontrol. Selanjutnya
dilakukan uji antagonistik pada bakteriosin yang telah diberi perlakuan suhu

pemanasan (Ningsih et al, 2018).

3.5.9.2 Pengaruh pH terhadap stabilitas Bakteriosin

Diambil masing-masing sebanyak 5 ml bakteriosin dan diuji stabilitasnya

terhadap beberapa nilai pH dari pH asam hingga basa (2, 4, 6 dan 8). Pengaturan
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pH asam dilakukan dengan menambahakan sedikit demi sedikit HCL 1N pada
larutan bakteriosin menggunakan pipet tetes hingga mencapai pH yang ditentukan.
Pengaturan pH basa dilakukan dengan menambahakan sedikit demi sedikit NaOH
1IN menggunakan pipet tetes hingga mencapai pH yang ditentukan. pengukuran
pH dilakukan dengan menggunakan pH meter. Setelah perlakuan pH, selanjutnya
bakteriosin diinkubasi selama 4 jam pada suhu ruang. Selanjutnya dilakukan
uji antagonistik pada bakteriosin yang telah diberi perlakuan pH untuk mengetahui
kestabilitasnya (Hata et al., 2010).
3.5.9.3 Uji Antagonistik Bakteriosin terhadap Bakteri uji

Bakteriosin yang telah diberi perlakuan suhu dan pH selanjutnya di uji
antogonistiknya dengan bakteri uji. Uji antibakteri berdasarkan uji Kirby-Bauer
dengan menggunkan kertas cakram. Sebanyak 1 mL inokulum bakteri patogen S.
aureus dan E. coli (konsentrasi bakteri 1,5 x 102 cfu/mL) dimasukkan ke dalam
cawan petri steril kemudian ditambahkan media NA steril. Cawan petri diputar
sesuai angka delapan agar bakteri menyebar rata pada media. Kertas cakram dibuat
dari kertas whatman dengan diameter 6 mm. Kertas cakram steril direndam dalam
50 ul bakteriosin selama 30 menit secara aseptis. Setelah media NA memadat,
kertas cakram diambil dengan pinset steril dan diletakkan diatas media NA.
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Yulinery, 2015; Sutrisna et
al., 2012). Luas zona hambat diukur menggunakan jangka sorong(digital caliper).
Rumus zona hambat adalah sebagai berikut (Simarmata, 2007):
Lz = Lav-Ld
Keterangan:
Lz = Luas zona hambat (mm

Lav = luas keseluruhan zona hambat (mm)
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Ld = Luas diameter kertas cakram (mm)

Hasil pengukuran zona hambat selanjutnya dibandingkan dengan Kkriteria
kekuatan daya hambat bakteri. Kriteria daya hambat bakteri digolongkan mejadi
empat kategori berdasarkan diameter zona hambat yang terbentuk yaitu sangat kuat
(>21 mm), kuat (11-20 mm), sedang (6-10 mm) dan lemah (< 5 mm) (Surjowardojo

etal., 2015).

3.5.9.4 Pengaruh Enzim Proteolitik Terhadap Sensitivitas Bakteriosin
Bakteriosin dari Lactobacillus plantarum FNCC 0026 diuji sensitivitasnya
terhadap enzim proteolitik (pepsin dan tripsin) dengan konsentrasi 1 mg/ml, yaitu
1 mg enzim ditambahkan larutan buffer pH 7 sebanyak 1 ml, kemudian. Ekstrak
bakteriosin sebanyak 1 ml dicampur dengan 1 mg/ml masing-masing enzim
proteolitik (1 : 1). Perlakuan enzim pepsin diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam
, sedangkan pada perlakuan enzim tripsin diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam.
Keberadaan protein bakteriosin murni setelah mendapat perlakuan enzim
proteolitik diukur absorbansinya pada panjang gelombang 550nm (Nurliana et al,
2002). Setelah itu dihitung presentase penurunan konsentrasi protein bakteriosin

sebelum dan sesudah penambahan enzim.

3.5.10 Pengukuran Konsentrasi Protein (Martono,2016)
3.5.10.1 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA)

Larutan standar BSA dibuat dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan
1mg/ml dalam 10 mL aquades. Kemudian dipipet setiap konsentrasi sebanyak 1 mL
dan ditambahkan sebanyak 4 mL reagen biuret. Selanjutnya dihomogenkan dengan
vortex dan didiamkan pada suhu ruang selama 30 menit. kemudian masing-masing

larutan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada A 550 nm.
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Setelah itu data absorbansi diolah menggunakan Excel untuk membuat grafik kurva
standar. Selanjutnya dilakukan pengukuran protein bakteriosin.
3.5.10.1 Pengukuran Konsentrasi Protein Sampel

Sebanyak 1 ml bakteriosin diambil dan dimasukkan secara aseptis dalam
tabung reaksi. Kemudian ditambahkan aquades hingga volumenya menjadi 10 ml
dan dihomogenkan dengan vortex. Dengan demikian maka sampel mengalami
pengenceranl10x. Selanjutnya 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 A 550 nm. Nilai
absorbansi sampel yang diperoleh dimasukan pada persamaan kurva standart
sebagai nilai y sehingga diperoleh nilai x. Nilai x yang diperoleh merupakan

konsentrasi sampel yang dianalisis (Lampiran L.2.4).

3.6 Analisis Data

Data diameter zona hambat di analisis secara statistik menggunakan SPSS
25.0 for windows berupa uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov, dilanjutkan uji One
Way ANOVA, dan uji Duncan untuk melihat ada tidak perbedaan nyata dari setiap

perlakuan. Data penurunan konsentrasi protein dianalisis secara deskriptif.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Produksi Bakteriosin

Penelitian ini diawali dengan pembuatan media pertumbuhan, peremajaan
isolat, pembuatan inokulum serta pembuatan kurva pertumbuhan Lactobacillus
plantarum FNCC 0026. Tujuan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri yaitu untuk
mengetahui pola pertumbuhan dari bakteri L. plantarum FNCC 0026, sehingga
dapat digunakan sebagai acuan untuk menentukan waktu fermentasi terbaik selama
produksisenyawa antibakteri bakteriosin. Kurva pertumbuhan menunjukkan siklus
perkembangbiakan bakteri yang ditandai dengan meningkatnya nilai kekeruhan

(densitas) seiring dengan lamanya masa inkubasi.

Kurva Pertumbuhan
3.5
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2.5
2
1.5

1

OD (optical densitiy)
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0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Waktu Inkubasi(Jam Ke-)

Gambar 4.1. Kurva Pertumbuhan isolat L. plantarum FNCC 0026 selama 32 jam.

Pertumbuhan bakteri ditandai dengan peningkatan nilai OD (OpticalDensity)
atau kekeruhan. Semakin tinggi nilai OD, maka semakin banyak pula jumlah sel

bakteri (Reiny, 2012). Kurva pertumbuhan L. plantarum FNCC 0026 dapat dilihat

40
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pada Gambar 4.1. Berdasarkan kurva pertumbuhan yang telah dibuat, menunjukkan
bahwa pertumbuhan L. plantarum FNCC 0026 selama inkubasi 32 jam terdiri dari
tiga fase yaitu fase lag, fase log, dan fase stasioner. Hal tersebut sesuai dengan kurva
pertumbuhan bakteri pada umumnya (Wang, et al. 2015).

Kurva pertumbuhan L. plantarum FNCC 0026 dimulai dengan fase lag
(adaptasi) dari jam ke-O sampai jam ke-2. Bakteri menyesuaikan diri dengan
lingkungan yang baru pada fase ini. Fase lag berada pada rentang waktu yang
singkat, hal ini dikarenakan media yang digunakan untuk pertumbuhan sama
dengan media yang digunakan untuk peremajaan. Hal ini sesuai dengan Saraswati
et al (2021) yang menyatakan bahwa lamanya fase lag dipengaruhi oleh beberapa
faktor seperti media yang digunakan, jumlah inokulum awal serta lingkungan
pertumbuhan. Jika media dan lingkungan pertumbuhan awal sama seperti media
dan lingkungan sebelumnya, akan memungkinkan fase lag berjalan lebih cepat.

Fase selanjutnya yaitu fase logaritmik (fase pertumbuhan) terjadi mulai jam
ke-2 sampai jam ke-24. Pada fase ini pertumbuhan sel-sel bakteri terjadi secara
signifikan, dimana pada kurva terlihat bahwa nilai OD-nya naik secara signifikan
dari 0,65 meningkat hingga 2,94. Menurut Hidayatullah et al (2019) bahwa fase log
L. plantarum terjadi mulai jam ke-3 sampai jam ke-24, sedangkan pada penelitian
Suwayvia (2017) yang menyatakan fase log L. plantarum yaitu pada jam ke-3
hingga jam ke-12 inkubasi. Perbedaan ini dapat disebabkan oleh perbedaan suhu,
pH, kondisi media serta asal isolat bakteri, dimana dari penelitian Hidayatullah
(2019) dari silase jagung serta peneltian Suwayvia (2017) dari sayuran kubis. Pada
fase ini, kebutuhan energi juga meningkat dibandingkan dengan pada fase lag.

Mahjani dan Putri (2020) menyatakan bahwa pada fase log digambarkan dengan
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sel membelah diri dengan laju yang konstan, massa menjadi dua kali lipat dengan
laju yang sama, aktivitas metabolisme konstan, serta keadaan pertumbuhan
seimbang.

Fase pertumbuhan berikutnya yaitu fase stasioner (tetap) yang terjadi pada
jam ke 24-32 waktu inkubasi. Pada fase ini tidak terjadi penambahan jumlah bakteri
secara signifikan. Menurut Hasanah et al (2019) pada fase stasioner jumlah sel yang
tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati karena cadangan makanan sudah mulai
menipis dan pada fase ini BAL akan menghasilkan metabolit sekunder sebagai
pertahanan diri terhadap lingkungannya dan mikroorganisme lain. Produksi
bakteriosin terbaik pada saat mencapai akhir fase logaritmik atau awal fase
stasioner (Yelnetty, 2014).

Produksi optimal bakteriosin terjadi pada fase logaritmik akhir dan awal
stasioner. Meningkatnya jumlah biomassa menyebabkan jumlah bakteriosin yang
dihasilkan akan meningkat kemudian menurun setelah mencapai fase stasioner. Hal
ini sebagaimana yang dilaporkan Khoiriyah (2014) bahwa bakteriosin dari
Lactobacillus sp. mulai terdeteksi pada awal fase eksponensial (logaritmik) dan
mencapai optimal pada awal fase stasioner. Hidayatullah (2019) melaporkan hal
yang serupa, bahwa senyawa metabolit dari L. plantarum dihasilkan secara optimal
pada fase logaritmik sampai awal stasioner yakni 15-24 jam masa inkubasi. Fase
eksponensial dari L. plantarum FNCC 0026 mencapai puncak setelah 24 jam
inkubasi. Awal fase stasionernya dimulai dari jam ke-24, sehingga produksi
bakteriosin dari L. plantarum FNCC 0026 dapat dilakukan dengan lama inkubasi

24jam.
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Bakteriosin murni yang dihasilkan pada penelitian ini sebanyak 30 mL dari
produksi awal sebanyak 100 mL. Bakteriosin asal L. plantarum FNCC 0026 yang
dihasilkan pada penelitian ini lebih banyak daripada bakteriosin asal L. plantarum
FNCC 0020 yang dihasilkan pada penelitian Suwayvia (2017), yaitu dari 500 mL
produksi awal hanya dihasilkan sebanyak 16 mL bakteriosin murni. Hal ini
membuktikan bahwa setiap strain bakteri asam laktat akan menghasilkan
bakteriosin dengan jumlah yang berbeda-beda. Selanjutnya, dilakukan uji
antagonistik bakteriosin murni terhadap bakteri uji Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus untuk mengetahui sifat antibakterinya.

Hasil uji antagonistik bakteriosin murni asal L. plantarum FNCC 0026
terhadap bakteri uji disajikan pada tabel 4.1. Kemampuan penghambatan
bakteriosin asal L. plantarum FNCC 0026 terhadap bakteri uji ditandai dengan
adanya zona hambat yang terbentuk disekitar kertas cakram.

Tabel 4.1. Hasil Uji Antagonistik Bakteriosin Murni terhadap Bakteri Uji

Bakteri indikator d zona hambat (mm) Rasio*
Escherichia coli 4,82 Sedang
Staphylococcus aureus 6,83 Kuat

*Keterangan : d = diameter

Berdasarkan data pada Tabel 4.1, diketahui bahwa diameter zona hambat
bakteriosin murni terhadap bakteri E.coli sebesar 4,82 mm dan terhadap bakteri
S.aureus sebesar 6,83 mm. Diameter penghambatan bakteriosin terhadap bakteri
S.aureus lebih besar dibandingkan terhadap E.coli (Gambar 4.2). Hal ini
dikarenakan struktur penyusun dinding sel bakteri Gram positif dan negatif yang
berbeda. Bakteri Gram positif S. aureus hanya mempunyai membran plasma
tunggal dikelilingi dinding sel tebal berupa peptidoglikan. Sekitar 90% dari dinding
sel tersebut tersusun atas peptidoglikan, sedangkan sisanya berupa molekul lain

bernama asam teikoat. Dinding sel bakteri Gram negatif lebih kompleks dan
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berlapis serta tidak mengandung asam teikoat sebagai salah satu reseptor
bakteriosin sehingga lebih resisten. Selain itu adanya perlindungan membran luar
yang membentuk lapisan terluar dari selubung sel yang berfungsi sebagai
penghalang (barrier) yang efisien melawan larutan hidrofobik tertentu (Lingga et

al., 2015).

Gambar 4.2 Aktivitas penghambatan bakteriosin murni terhadap bakteri (a)
Staphylococcus aureus dan (b) Escherichia coli, (A) zona bening,
(B) kertas cakram yang telah direndam bakteriosin, (C) bakteri uji
Hasil pengujian aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen, bakteriosin
isolat L. plantarum FNCC 0026 memiliki spektrum yang luas. Dibuktikan dengan
terbentuknya zona bening di sekitar cakram pada kedua bakteri uji yang terdiri dari
bakteri Gram positif yaitu S. aureus dan bakteri Gram negatif yaitu E. coli. Hal
tersebut sesuai dengan pendapat Karpinski dan Szkaradkiewicz (2013) bahwa
bakteriosin mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri Gram positif dan
Gram negatif.
4.2 Karakterisasi Bakteriosin terhadap suhu pemanasan dan pH

4.2.1 Stabilitas Bakteriosin terhadap suhu pemanasan

Pengaruh pemanasan terhadap aktivitas bakteriosin dilakukan untuk
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mengetahui stabilitas bakteriosin pada berbagai suhu pemanasan. Stabilitas
bakteriosin terhadap suhu penting dilakukan ketika bakteriosin akan digunakan
sebagai pengawet makanan karena proses produksi makanan biasanya melibatkan
pemanasan. Suhu pemanasan yang digunakan meliputi suhu ruang (25°C), 65° C,
80°C, dan 100°C. Aktivitas penghambatan bakteriosin asal L. plantarum FNCC
0026 diamati dari diameter zona hambat yang dihasilkan terhadap bakteri uji. Hasil
analisis ragam menunjukkan bahwa besar zona hambat terhadap bakteri E. coli
berbeda nyata, yang artinya terdapat pengaruh perlakuan pemanasan terhadap daya
hambat bakteriosin. Nilai diameter zona hambat bakteriosin asal L. plantarum

FNCC 0020 terhadap bakteri uji E. coli dan S.aureus disajikan pada tabel 4.2

Tabel 4.2. Pengaruh Variasi Suhu Pemanasan terhadap Diameter Zona Hambat
(mm) Bakteriosin L. plantarum FNCC 0026 pada Bakteri Uji

Zona Hambat(mm)
Perlakuan
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Suhu Ruang (25°C) 6,602b 4,748¢
65°C 6,548b 3,568b
80°C 5,567ab 3,068ab
100°C 4,818a 2,560a

Keterangan: Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil
berbeda nyata menurut Uji Duncan a 5%

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa signifikansi < 0,05 yang artinya
terdapat pengaruh perbedaan suhu pemanasan terhadap diameter zona hambat yang
dihasilkan bakteriosin. Analisis lebih lanjut menunjukkan bahwa pada pengujian
terhadap Staphylococcus aureus, diameter zona hambat pada perlakuan suhu ruang
(25°C) memberikan hasil yang tidak berbeda nyata dengan diameter zona hambat
pada perlakuan suhu 65°C dan 80°C, namun berbeda nyata dengan perlakuan suhu

100°C. Diameter zona hambat pada perlakuan suhu 80°C tidak berbeda nyata
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dengan zona hambat pada semua perlakuan. Sedangkan diameter zona hambat pada
perlakuan suhu 100°C berbeda nyata dengan diameter zona hambat pada perlakuan
suhu ruang (25°C) dan 65°C, namun tidak berbeda nyata dengan diameter zona
hambat pada perlakuan suhu 80°C.

Pengujian terhadap Escherichia coli menghasilkan diameter zona hambat
yang berbeda nyata pada perlakuan suhu ruang (25°C) dengan diameter zona
hambat pada semua perlakuan. Perlakuan suhu 65°C menghasilkan diameter zona
hambat yang tidak berbeda nyata dengan diameter zona hambat pada perlakuan
suhu 80°C, namun berbeda nyata dengan diameter zona hambat pada perlakuan
suhu ruang (25°C) dan suhu 100 °C. Diameter zona hambat pada perlakuan suhu
100°C berbeda nyata dengan diameter zona hambat pada perlakuan suhu ruang
(25°C) dan suhu 65°C, namun tidak berbeda nyata dengan diameter zona hambat
pada perlakuan suhu 80°C. Hal ini membuktikan bahwa bakteriosin tetap stabil
pada perlakuan suhu ruang (25°C) hingga suhu 80°C, namun kestabilan berkurang
pada perlakuan suhu 100°C. Semakin tinggi suhu pemanasan, diameter zona
hambat yang dihasilkan semakin berkurang. Hal ini sesuai dengan Mardhika et al
(2020) bahwa pemanasan yang terlalu tinggi akan mengakibatkan protein
mengalami denaturasi dan akan mengalami kerusakan.

Lactobacillus plantarum FNCC 0026 menunjukkan aktivitas antibakteri
dengan perlakuan suhu ruang hingga suhu pemanasan 65°C, 80°C, dan 100°C
selama 30 menit ditandani dengan masih terbentuknya zona hambat pada uji
antibakteri. Stabilitas bakteriosin terhadap panas mungkin disebabkan oleh formasi
struktur globular kecil, adanya ikatan silang yang stabil, daerah hidrofobik yang

kuat dan adanya asam amino sistein yang mampu mempertahankan struktur
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bakteriosin dari pemanasan (Barman et al., 2018). Hasil serupa dilaporkan
(Ogunbawo, 2003) bahwa bakteriosin yang diproduksi oleh L. brevis OG1 dan L.
plantarum F1 diisolasi dari ogi (makanan fermentasi Nigeria) masih memiliki
aktivitas pada suhu pemanasan 100°C selama 10-30 menit. Hasil penelitian (Sari,
2018) menyatakan bahwa L. plantarum asal ce hun tiau masih menunjukkan
aktivitas antibakteri dengan suhu pemanasan 40-100°C selama 30 menit, sedangkan
penelitian Sunaryanto dan Tarwadi (2015) Bakteriosin yang dihasilkan oleh
Lactobacillus lactis stabil pada pemanasan sampai dengan 70°C, namun aktivitas
bakteriosin hilang sama sekali pada pemanasan suhu 90°C selama 30 menit atau
lebih dan pemanasan suhu 100°C. Bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus
casei dari sotong kering stabil terhadap pemanasan pada suhu 40°C selama 30
menit. Namun aktivitas antibakteri bakteriosin tersebut hilang pada suhu
pemanasan 60, 80, dan 100°C selama 30 menit ditandai dengan tidak terbentuknya
zona hambat saat diuji aktivitasnya pada bakteri E. coli dan S. aureus (Andarilla et
al.,2018). Perbedaan stabilitas bakteriosin ini mengindikasikan bahwa bakteriosin
yang dihasilkan oleh setiap bakteri-bakteri asam laktat ini memiliki karakteristik
yang berbeda-beda. Hal ini membuktikan bahwa perbedaan strain L. plantarum
akan mempengaruhi karakteristik bakteriosin yang dihasilkan (Saenz et al., 2009).

Perubahan suhu dan pH dapat mengurangi aktivitas biokimia protein
(Poedjiadi, 2006). De Vuyst (1994) dalam Suwayvia (2017) juga menambahkan
bahwa sebagian besar bakteriosin yang diproduksi oleh bakteri asam laktat
merupakan bakteriosin dari kelas | dan I, dideskripsikan sebagai protein yang
memiliki ikatan hidrofobik dengan struktur tersier, yang menyebabkan adanya sifat

kestabilan terhadap pemanasan. Kestabilan terhadap pemanasan ini merupakan
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suatu keuntungan dan merupakan parameter yang sangat penting jika bakteriosin
akan diaplikasikan sebagai pengawet makanan sebab prosedur-prosedur
pemrosesan makanan banyak melibatkan pemanasan.

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa bakteriosin dari L. plantarum FNCC 0026
yang telah diberi perlakuan pemanasan mampu menghambat pertumbuhan S.
aureus sebesar 4,818-6,602 mm dengan kategori kuat pada perlakuan suhu ruang
(25°C) dan 65°C, kategori sedang pada perlakuan suhu 80°C dan 100°C. Sedangkan
diameter zona hambat yang dihasilkan terhadap E. coli sebesar 2,450-4,748 mm
dengan kategori sedang pada perlakuan suhu ruang, 65°C, 80°C dan kategori lemah
pada suhu 100°C. Kriteria daya hambat bakteri digolongkan mejadi empat kategori
berdasarkan diameter zona hambat yang terbentuk yaitu sangat kuat (> 21 mm),
kuat (11-20 mm), sedang (6-10 mm) dan lemah (< 5 mm) (Surjowardojo et al.,
2015). Hal ini mengindikasikan bahwa aktivitas penghambatan bakteriosin efektif
terhadap bakteri Gram positif maupun Gram negatif.

Hal serupa dilaporkan pula oleh Sihombing et al (2021) bahwa bakteriosin
dari isolat BAL PR.6.10.5 dan PR.6.15.2 dari asinan rebung bambu tabah yang
dipanaskan pada suhu 100°C mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus
ATCC 25923 dan E. coli ATCC 8739 dengan rata-rata diameter 3,67-11,50 mm
dan 3,00-9,00 mm terhadap bakteri E. coli ATCC 8739. Noordiana (2013) juga
menyatakan bahwa bakteriosin hasil isolasi dari sirip salmon yang telah diberi
perlakuan pemanasan hingga suhu 80°C mampu menghambat pertumbuhan E. coli
dan S. typhimurium dengan nilai diameter zona hambat sebesar 0,20 — 2 mm dan

0,30 - 2,80 mm.
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Hasil pengujian aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen, bakteriosin
isolat L. plantarum FNCC 0026 memiliki spektrum yang luas. Dibuktikan dengan
terbentuknya zona bening di sekitar cakram pada kedua bakteri uji yang terdiri dari
bakteri Gram positif yaitu S. aureusdan bakteri Gram negatif yaitu E. coli. Rata-
rata diameter zona hambat yang dihasilkan bakteriosin L. plantarum FNCC 0026
terhadap S. aureus lebih besar dari pada terhadap E. coli. Hal ini sesuai dengan
Suwayvia (2017) yang melakukan uji aktivitas bakteriosin dari L. plantarum FNCC
0020 mendapatkan aktivitas hambat lebih besar pada S. aureus yaitu 9,57 mm
sedangkan E. coli 6,32 mm. Rosidah (2018) bakteriosin memiliki aktivitas dalam
menghambat pertumbuhan E. coli dengan luas hambatan paling tinggi 3,92mm dan
terhadap S. aureus paling tinggi 4,03 mm.

Perbedaan zona hambat yang dihasilkan dikarenakan struktur penyusun
dinding sel bakteri Gram positif dan negatif berbeda. Dinding sel bakteri
mengandung peptidoglikan yang terletak di luar membran sitoplasmik.
Peptidoglikan yaitu gabungan protein dan polisakarida. Peptidoglikan berperan
dalam kekerasan dan memberikan bentuk sel. Pada bakteri Gram positif 90%
dinding selnya terdiri atas lapisan peptidoglikan selebihnya adalah asam teikoat
yang mengandung alkohol (gliserol atau ribitol), serta lipid dengan kandungan yang
terhitung rendah (sekitar 1-4%) (Silhavy et al., 2010 dalam Raningsih et al., 2021).

Gram negatif memiliki susunan dinding sel yang walaupun tidak kompak
tetapi lebih kompleks dibandingkan dengan bakteri Gram positif. Menurut Pelczar
& Chan (2006) dalam Pratiwi (2008), E. coli memiliki kandungan dinding sel
dengan lapisan peptidoglikan yang hanya berkisar 10% dari berat kering selnya

serta tidak memiliki asam teikoat, tetapi memiliki kandungan lipid yang terhitung
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tinggi (sekitar 11 - 22%). Struktur dari dinding sel bakteri Gram negatif tersusun
atas tiga lapisan yaitu lapisan luar oleh lipopolisakarida (lipid yang dirangkaikan
dengan polisakarida), lapisan tengah oleh lipoprotein (lipid yang dirangkaikan
dengan protein), dan lapisan dalam oleh peptidoglikan sehingga senyawa
antimikroba menjadi lebih sulit untuk masuk ke dalam sel (Silva et al., 2012).
Lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram negatif terletak di bagian membran
periplasma (suatu membran yang terdapat diantara membran plasma (membran
dalam) dan membran luar). Lapisan lipopolisakarida yang tebal merupakan bentuk
pertahanan bakteri Gram negatif terhadap zat-zat asing, termasuk senyawa
antibakteri (Pelczar & Chan, 2006; Pratiwi, 2008).

Bakteriosin yang dihasilkan L. plantarum disebut plantaricin. Plantaricin
merupakan bakteriosin yang memiliki mekanisme kerja dengan merusak
permeabilitas membran sel. Pada mekanisme ini, bakteriosin teradsorpsi oleh
bakteri yang rentan pada reseptor yang spesifik, selanjutnya terjadi perubahan
permeabilitas dan integritas membran menyebabkan sel kehilangan
kemampuannya untuk membelah diri dan terjadi lisis (Marwati et al., 2012).

Penghambatan bakteri Gram positif oleh bakteriosin diduga melalui
mekanisme berupa pembentukan kompleks antara bakteriosin dan asam lipotekoat
yang terdapat pada dinding sel bakteri Gram positif, untuk mengawali insersi
kerusakan membran sel bakteri tersebut. Asam lipotekoat yang merupakan jenis
dari asam tekoat, yang merupakan molekul anion pada permukaan bakteri Gram
positif baik pada bakteri Gram positif yang resisten maupun sensitif (Usmiati dan
Rahayu, 2011). Selain itu, bakteriosin umumnya Dbersifat kationik (karena

mengandung residu lisil dan arginil yang berlebih) yang tersusun dari 12-45 asam
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amino (Moll et al., 1999). Sementara itu, bakteri Gram positif mengandung lipid
anionik pada membrannya. Lipid atau fosfolipid anionik inilah yang diikat dengan
cepat oleh bakteriosin, sehingga menginisiasi terjadinya kerusakan membran sel
bakteri (Moll et al., 1999). Kedua hal tersebut menyebabkan bakteri Gram positif
mudah diserang atau dihambat oleh bakteriosin. Setelah terjadi pengikatan antara
membran sel atau sel reseptor bakteri oleh bakteriosin, terjadi pembentukan lubang,
kemudian sel bakteri mengalami degradasi DNA seluler, pemotongan spesifik pada
16S rDNA, dan penghambatan sintesis peptidoglikan. Pada akhirnya sel akan
mengalami lisis atau kematian (De Vuyst dan Vandamme, 1994 dalam Abu bakar,
2015).

Aktivitas yang dimiliki oleh bakteriosin dari L. plantarum FNCC 0026 dalam
menghambat E. coli dikarenakan dinding luar bakteri E. coli bersifat permeabilitas
tinggi sehingga bakteriosin lebih sulit masuk ke dalam sel bakteri yang
mengakibatkan tidak terhambatnya pertumbuhan. Selain itu, E. coli memiliki
membran luar lipoprotein yang mengandung molekul protein yaitu porin dan
lipopolisakarida. Porin inilah yang bersifat hidrofilik, sedangkan bakteriosin
bersifat hidrofobik. Karena perbedaan sifat inilah, molekul bakteriosin menjadi
lebih sukar masuk ke dalam bakteri (Widyasanti et al., 2015). Tortora et al (2007)
menambahkan aktivitas hambat bakteriosin terhadap E. coli diduga karena adanya
sisi aktif pada bakteriosin yang bersifat sangat hidrofobik (atau bermuatan negatif),
sehingga mampu mengikat Mg2+ pada membran luar E. coli. Terikatnya ion-ion
Mg2+ oleh bakteriosin akan menghilangkan integritas lapisan lipopolisakarida dan
merusak membran luar dinding sel E. coli.

Dalam aplikasinya, bakteriosin yang dihasilkan oleh L. plantarum FNCC
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0026 ini mampu bekerja pada suhu ruang (25°C) hingga suhu 100°C. Berdasarkan
profil ini, bakteriosin ini cocok untuk digunakan sebagai pengawet makanan alami
baik untuk yang tidak membutuhkan proses pemanasan seperti daging segar
maupun produk makanan yang membutuhkan pemanasan suhu tinggi seperti sosis,
kornet dan makanan kaleng.
4.2.2 Stabilitas Bakteriosin terhadap variasi pH

Faktor pH seringkali menjadi pertimbangan bagi bahan pengawet yang akan
diaplikasikan pada bahan pangan khususnya bahan hasil peternakan dengan kondisi
pH yang rendah, diantaranya yaitu susu, keju, daging sapi,ham, bakso, kornet dan
lain-lain (Jay, 2000 dalam Suwayvia, 2017). Karakterisasi bakteriosin pada variasi
pH bertujuan untuk melihat ketahanan bakteriosin L. plantarum FNCC 0026
terhadap kondisi pada berbagai pH yang terdiri dari rentang pH asam hingga basa
meliputi pH 2, 4, 6, dan 8. Pengaturan pH dilakukan dengan menambahakan HCI
1N dan NaOH 1N. Adapun diameter zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada

Tabel 4.3

Tabel 4.3. Pengaruh Variasi pH terhadap Diameter Zona Hambat (mm) Bakteriosin
L. plantarum FNCC 0026 pada Bakteri Uji

Zona Hambat (mm)
Perlakuan — -
Staphylococcus aureus Escherichia coli
2 18,275b 16,835¢
4 6,172a 6,128b
6 4,048a 3,700a
8 3,582a 2,405a

Keterangan: Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil
berbeda nyata menurut Uji Duncan a 5%

Tabel 4.3 menunjukkan bahwa perlakuan variasi pH mempengaruhi aktivitas

penghambatan bakteriosin yang dihasilkan oleh L. plantarum FNCC 0026. Hasil
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analisis ragam menunjukkan signifikansi < 0,05 yang berarti terdapat pengaruh
perlakuan variasi pH terhadap aktivitas dari bakteriosin. Analisis lebih lanjut
menunjukkan bahwa pada pengujian antibakteri Staphylococcus aureus, perlakuan
pH 2 menghasilkan diameter zona hambat yang berbeda nyata dengan semua
perlakuan, sedangkan perlakuan pH 4, 6 dan 8 menghasilkan diameter zona hambat
yang tidak berbeda nyata. Diameter zona hambat pada perlakuan pH 2 dan 4
berbeda dengan semua perlakuan pada pengujian antibakteri E coli, sedangkan
perlakuan pH 6 dan 8 menghasilkan diameter zona hambat yang tidak berbeda
nyata. Hal ini membuktikan bahwa bakteriosin yang dihasilkan L. plantarum FNCC
0026 stabil terhadap kondisi pH 2-8 ditandai dengan masih terbentuknya zona
hambat pada uji antibakteri, namun sifat antibakterinya berkurang seiring dengan
bertambahnya nilai pH.

Berdasarkan hasil tersebut terlihat bahwa bakteriosin L. plantarum FNCC
0026 menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan E coli pada rentang
pH yang luas yaitu pH 2 hingga pH 8. Aktivitas hambat terbesar pada pH 2 dengan
kategori kuat yaitu sebesar 16,835 mm terhadap bakteri E. coli dan sebesar
18,275mm dengan terhadap bakteri S.aureus. Perlakuan pH 4 dihasilkan zona
hambat kategori sedang yakni sebesar 6,172 mm terhadap bakteri S.aureus dan 6,128
mm terhadap bakteri E. coli, sedangkan pada perlakuan pH 6 dan 8 menghasilkan
zona hambat dengan kategori lemah sebesar 4,048 dan 3,582 mm terhadap bakteri
S.aureus, serta 3,700 dan 2,405 mm terhadap bakteri E. coli. Semakin bertambahnya
nilai pH, zona hambat yang terbentuk semakin kecil. Tingginya zona hambat yang
dihasilkan pada perlakuan pH 2 disebabkan karena protein antimikroba bakteriosin

masih terlarut sempurna selain itu disebabkan oleh kondisi pH media yang jauh dari
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pH isoelektris sebagian besar asam-asam amino bakteriosin. Triyono (2010),
menyatakan bahwa semakin jauh perbedaan pH dari titik isoelektrik maka kelarutan
protein akan semakin meningkat.

Lehninger (1982) dalam Pratiwi (2018) menyebutkan bahwa pengaruh pH
didasarkan pada adanya perbedaan muatan antara asam-asam amino penyusun
protein, daya tarik menarik yang paling kuat antar protein terjadi pada pH
isoelektrik, sedangkan pada pH di atas dan di bawah titik isoelektrik, protein akan
mengalami perubahan muatan yang menyebabkan menurunnya daya tarik menarik
antar molekul protein, sehingga molekul lebih mudah terurai. Parada (2007)
menambahkan bahwa aktivitas antibakteri umumnya semakin meningkat pada pH
yang asam. Hal ini disebabkan karena pH asam dapat meningkatkan interaksi
bakteriosin dengan reseptor membran. Molekul akan lebih banyak menempel pada
dinding sel, sehingga molekul yang sifatnya bakterisidal akan semakin kuat.

Hasil penelitian berbeda sedikit dengan penelitian Ogunbawo (2003) yang
menyatakan bahwa bakteriosin Lactobacillus brevis OG1 stabil pada pH 2-8
sedangkan Lactobacillus plantarum F1 stabil pada rentang pH 2-6. Sedangkan pada
penelitian Narimo et al (2018) Bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus
brevis asal es pisang ijo, Lactobacillus casei dan Lactobacillus plantarum asal ce
hun tiau memilki aktivitas pada rentang pH 2-10. Hata (2010) menyatakan bahwa
plantaricin ASM 1 stabil pada pH 5,5 hingga pH 8,5. Sunaryanto dan Tarwadi
(2015) menambahkan bahwa bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus lactis
stabil pada rentang pH 3 sampai dengan 7, namun pada pH di bawah 3 dan di atas
7 mengalami penurunan aktivitas.

De Vuyst dan Vandamme (1994) dalam Suwayvia (2017) menyebutkan
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bahwa respon sensitivitas bakteriosin sangat berbeda-beda terhadap inaktivasi oleh
perubahan pH dan suhu. Banyak bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat
hanya stabil pada pH asam dan netral dan tidak aktif pada pH diatas 8 (seperti nisin,
lactosptrepcin, pediocin AcH, dan lain lain). Suhardi (1991) dalam Triyono (2010)
menyatakan tiap-tiap asam amino memiliki titik isoelektrik yang berbeda-beda.
Titik isoelektrik adalah saat pH asam amino berada pada bentuk amfoter (zwitter
ion), dan pada saat titik isoelektrik ini kelarutan protein menurun dan mencapai
angka terendah, protein akan mengendap dan menggumpal. Titik isoelektrik
bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat adalah sekitar 8,0-9,0 dan kelarutan
bakteriosin semakin menurun seiring dengan meningkatnya nilai pH. Semakin jauh
perbedaan pH media dari titik isoelektrik maka kelarutan protein akan semakin
meningkat (Triyono, 2010).

Stabilitas bakteriosin pada kisaran pH yang luas penting kaitannya dalam
penerapannya sebagai biopreservatif pada berbagai jenis pangan, baik pangan
dengan asam tinggi, netral maupun basa. Bakteriosin asal L. plantarum FNCC 0026
ini aktif dan stabil pada pH 2 hingga pH 8 sehingga cocok digunakan untuk
pangan dengan pH asam hingga basa. Gautam (2014) menambahkan bahwa
stabilitas bakteriosin pada pH netral cocok untuk diaplikasikan pada produk
makanan dengan pH netral dan dapat digunakan sebagai alternatif menggantikan
nisin yang hanya aktif pada pH 5,0 dan 5,5. selain itu dapat digunakan sebagai
bahan pengawet produk-produk fermentasi maupun produk ikan dalam kaleng
dengan medium saus tomat yang bersifat asam dan produk pangan asam (salad
dressing) (Sunaryanto dan Tarwadi, 2015). Meskipun suatu pangan sudah dalam

suasana asam (pH rendah) juga dapat memungkinkan terjadinya pertumbuhan



56

mikroba. Menurut Pigott dan Tucker (1990) dalam Andriani (2013), ada beberapa
bakteri yang bersifat toleran terhadap keasaman misalnya Lactobacilli Acetobacter,
dan Sarcina ventriculi (patogen penyebab gastritis emfisematous). Bakteri yang
bersifat asidofilik misalnya Thiobacillus dan jamur yang umumnya dapat hidup
pada kisaran pH rendah sehingga tetap diperlukan bakteriosin sebagai
biopreservatif untuk menghambat pertumbuhan mikroba serta memperpanjang
masa simpan suatu bahan pangan tersebut.
4.3 Sensitivitas Bakteriosin terhadap Enzim Proteolitik

Bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus plantarum FNCC 0026 diuji
aktivitasnya terhadap penambahan enzim-enzim yang terdiri dari enzim tripsin dan
enzim pepsin. Tujuan dari uji sensitivitas enzim proteolitik adalah memastikan
bahwa bakteriosin yang dihasilkan Lactobacillus plantarum FNCC0026 aman
dikonsumsi. Bakteriosin merupakan protein yang mudah terdegradasi oleh adanya
enzim proteolitik sehingga aman digunakan sebagai agen biopreservatif pada bahan
pangan. Adapun konsentrasi protein bakteriosin Lactobacillus plantarum
FNCCO0026 dengan penambahan enzim proteolitik disajikan pada tabel 4.4 berikut:

Tabel 4.4. Konsentrasi Protein Bakteriosin dengan Penambahan Enzim Proteolitik

Perlakuan Konsentrasi Protein(mg/ml)
Kontrol Bakteriosin 5,255
Bakteriosin+ Tripsin 1,705
Bakteriosin+ Pepsin 1,147

Berdasarkan data pada Tabel 4.4 penurunan konsentrasi protein bakteriosin
terjadi setelah diberi penambahan tripsin yang diinkubasi selama satu jam pada

suhu 25 °C dan perlakuan pepsin yang diinkubasi selama satu jam pada suhu 37 °C.
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Hasil uji statistik menunjukkan bahwa penambahan enzim tripsin dan pepsin
berpengaruh secara signifikan (p<0,05) terhadap penurunan konsentrasi protein
dihasilkan oleh bakteriosin dari L. plantarum asal asinan sayur. Hal tersebut
menandakan bahwa enzim proteolitik mampu mendegradasi protein atau peptida -
peptida yang merupakan komponen aktif utama didalam bakteriosin. Data
penurunan konsentrasi protein bakteriosin diolah lebih lanjut dalam bentuk
persentase penurunan konsentrasi protein, sehingga dapat terlihat lebih jelas
bagaimana sensitivitas dari bakteriosin terhadap degradasi enzim proteolitik.
Persentase penurunan konsentrasi protein dari bakteriosin Lactobacillus plantarum

FNCC 0026 dapat dilihat secara lengkap pada Gambar 4.3

Diagram Penurunan Protein

Konsentrasi Protein(mg/ml)
N w ~ (9]

[EEN

Bakteriosin Murni B+T B+P

M konsentrasi protein M persentase penurunan protein

Gambar 4.3. Histogram Persentase (%) Penurunan Konsentrasi Protein
Bakteriosin Murni setelah Didegradasi Enzim proteolitik

Berdasarkan data pada Gambar 4.3 diketahui bahwa, persentase penurunan

konsentrasi protein bakteriosin yang ditambah enzim tripsin cenderung lebih rendah

dibandingkan penambahan enzim pepsin, hal ini dapat dilihat dari persentase
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penurunan proteinnya yaitu 67,56% dengan penambahan tripsin dan 78,18%
dengan penambahan pepsin. Hal ini kemungkinan disebabkan karena pepsin dan
tripsin memiliki respon yang berbeda terhadap asam-asam amino yang dapat
dihidrolisis. Enzim tripsin merupakan enzim endopeptidase yaitu mengkatalisis
hidrolisa pada peptida dibagian tengah rantai. Enzim tripsin tidak mengkatalisis
hidrolisa untuk semua ikatan peptida, enzim tripsin hanya akan memecah ikatan
peptida pada gugus yang spesifik, yaitu gugus karbonil residu lisin dan agrinin
(Suhartono, 1998 dalam Ayuningtyas, 2012). Sedangkan enzim pepsin memotong
ikatan peptida terutama ikatan peptida pada sisi terminal C dari residu
tirosine,fenilalanin, leusin, tirosin, dan triptofan (Prastika et al, 2019, Ismanto,
2017). Urutan asam amino dari bakteriosin dapat menjadi faktor penentu degradasi
bakterisoin tersebut oleh enzim proteolitik. Bakteriosin yang berasal dari bakteri
asam laktat yang berbeda, dapat memiliki urutan asam amino yang sama ataupun
berbeda. Umumnya bakteriosin memiliki kurang dari 60 jenis asam amino, namun
efisiensi aksi bakterisidalnya tidak bergantung pada banyaknya asam amino yang
terkandung dalam bakteriosin tersebut (Ray dan Bhunia, 2007). Plantaricin ASM1
yang telah diteliti sebelumnya, diketahui terdiri atas 43 residu asam amino, dengan
titik isoelektrik pada pH 6,97 (Hata et al., 2010)

Presentase penurunan protein bakteriosin L. plantarum FNCC 0026
dengan penambahan enzim proteolitik tidak jauh berbeda dengan penelitian
Ayuningtyas (2012) yang mana presentase penurunan protein bakteriosin L.
plantarum 2B2 sebesar 66,02% dengan penambahan enzim tripsin yang
menandakan bahwa bakteriosin sensitif terhadap enzim proteolitik. Sari et al,

(2018) juga menyatakan bahwa zona hambat bakteriosin yang dihasilkan oleh L.
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plantarum asal ce hun tieu setelah penambahan enzim tripsin dan pepsi menghilang,
hal itu membuktikan bahwa bakteriosin merupakan protein alami yang dapat
dirusak oleh salah satu enzim yang terdapat didalam saluran pencernaan dan
membuatnya aman dikonsumsi oleh manusia.

4.4 Bakteriosin dan Bakteri dalam Pandangan Islam

Pemurnian protein antimikroba dari Lactobacillus plantarum FNCC 0026 ini
bertujuan untuk mendapatkan protein murni dari bakteri asam laktat. Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 sendiri merupakan bakteri asam laktat hasil isolasi dari
asinan sayur. Protein antimikroba murni yang diperoleh kemudian dikarakterisasi
untuk mengetahui kestabilannya pada beberapa kondisi. Protein ini nantinya
diharapkan dapat berguna sebagai bahan preservasi makanan, menggantikan bahan
pengawet buatan.

Dalam menjalani kehidupan, seorang muslim harus memperhatikan
Mu’amalah ma’a Allah, mu’amalah ma’annas, dan mu’amalah ma’a alam. Tiga
perkara ini bernilai ibadah dan merupakan misi kehidupan manusia sebagai khalifah
di muka bumi. Mu’amalah ma’a Allah adalah hubungan manusia dengan sang
pencipta yaitu Allah. Salah satu pengamalan mu ’amalah ma’a Allah adalah dengan
mensyukuri atas rezeki dan nikmat yang telah Allah SWT berikan kepada manusia
salah satunya yaitu akal. Bentuk syukur atas nikmat ini dapat dilakukan dengan
senantiasa melihat dan berpikir akan adanya tanda-tanda kebesaran Allah.

sebagaimana firman Allah SWT dalam al-Qur’an surah al-Imran [3]: 190-191):
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi serta pergantian
malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang
yang berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri,
duduk, atau dalam keadaan berbaring, dan memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah
Engkau menciptakan semua ini sia-sia. Mahasuci Engkau. Lindungilah
kami dari azab neraka” (al-Qur’an surah al-Imran [3]: 190-191).

Berdasarkan Tafsir Al-Maraghi (1986), ayat tersebut menjelaskan bahwa
orang-orang yang berakal (ulul albab), yaitu orang-orang yang mau menggunakan
pikirannya, mengambil faedah, hidayah, dan menggambarkan keagungan Allah
SWT. Dari firman Allah ini, terdapat perintah Allah SWT kepada manusia yang
telah diberi kelebihan akal untuk meneliti dan mengkaji segala sesuatu yang ada di
langit dan bumi, karena tidak ada hasil ciptaan Allah SWT yang sia-sia. Semua
ciptaan Allah memiliki manfaat dan harus dimanfaatkan. Sebagai manusia yang
berakal, merupakan bentuk petunjuk bagi manusia untuk lebih mengkaji dan
meneliti segala ciptaan-Nya. Salah satunya dengan melakukan penelitian tentang
bakteriosin ini sebagai bentuk pengamalan mu’amalah ma’a Allah.

Bakteiosin merupakan protein antimikroba yang mampu mencegah
terjadinya pembusukan pada makanan dengan cara menekan pertumbuhan bakteri
patogen dan bakteri penyebab pembusukan (Nurraifah et al., 2021), sehingga dapat
digunakan sebagai biopreservatif untuk memenuhi keperluan hidup manusia. Allah

Subhanahu wa ta’ala berfirman dalam al-Qur’an surah al-Hijr [15]: 20:
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CA SRR RA R A A AT SA L] (e
O2)R 9 e e o)
/



61

Artinya :“Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan
hidup, dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu
sekali-kali bukan pemberi rezeki kepadanya” (al-Qur’an surah a-Hijr
[15]: 20).

Menurut Tafsir Kementrian Agama Republik Indonesia (2019) ayat ini
menerangkan anugerah Allah SWT yang tidak terhingga kepada manusia. Diatelah
menciptakan bermacam-macam keperluan hidup bagi manusia, salah satunya
keperluan dalam menggunakan biopreservatif dari bakteriosin. Biopreservatif ini
diharapkan dapat menggantikan penggunaan bahan-bahan pengawet sintetis yang
diketahui dapat menimbulkan berbagai macam penyakit. Bentuk mu’amalah
ma’an-Nas yang berarti hubungan dengan sesama manusia yaitu dengan saling
memberi manfaat satu sama lain. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteriosin
Lactobacillus plantarum FNCC 0026 stabil terhadap suhu pemanasan, pH, dan
sensitif terhadap enzim proteolitik sehingga cocok digunakan sebagai pengawet
alami pada bahan pangan. Alternatif penggunaan bakteriosin  Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 dapat dimanfaatkan untuk mengurangi penggunaan
pengawet sintetis yang dapat beresiko terhadap kesehatan manusia, karena sejatinya
sesama manusia harus saling menjaga satu sama lain dan saling memberi manfaat.

Allah SWT berfirman dalam al-Qur’an surah al-A’raf [7]: 56

JGMJJ“M\ g.,v?')d\ w) bf"j’cb\} \.@.>-\)..0\ Mu‘)\“d\jmyj
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-

Artinya: “Janganlah kamu berbuat kerusakan di bumi setelah diatur dengan baik.
Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut dan penuh harap.
Sesungguhnya rahmat Allah sangat dekat dengan orang-orang yang
berbuat baik ” (al-Qur’an surah al-A’raf [7]: 56)

Al-Mahalli dan As-Suyuti (2007) dalam tafsir Jalalain menjelaskan

bahwa lafadz wa laa tufsiduu fil ardi bermakna “dan janganlah kamu membuat
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kerusakan di muka bumi dengan melakukan kemusyrikan dan perbuatan- perbuatan
maksiat”. Larangan membuat kerusakan ini mencakup semua bidang, seperti
merusak pergaulan, jasmani dan rohani orang lain, kehidupan dan sumber-sumber
penghidupan (pertanian, perdagangan, dan lain-lain), merusak lingkungan dan lain
sebagainya. Bumi ini sudah diciptakan Allah dengan segala kelengkapannya,
seperti gunung, lembah, sungai, lautan, daratan, hutan dan lain-lain, yang semuanya
ditujukan untuk keperluan manusia, agar dapat diolah dan dimanfaatkan dengan
sebaik-baiknya untuk kesejahteraan mereka. Diketahui bahwa Lactobacillus
plantarum FNCC 0026 merupakan hasil isolasi dari asinan sayur. Sayur merupakan
hasil alam yang biasanya hanya dikonsumsi, namun diketahui bahwa hasil alam
tersebut juga dapat digunakan sebagai media pertumbuhan Lactobacillus plantarum
yang dapat menghasilkan bakteriosin. Dengan penelitian ini, bakteriosin tersebut
dikarakterisasi untuk siap digunakan sebagai biopreservatif, sehingga secara tidak
langsung ini merupakan bentuk pemanfaatan hasil alam dengan baik sebagai bentuk

pengamalan mu’amalah ma’a alam.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dipaparkan, dapat disimpulkan

bahwa:

1.

5.2 Saran

Produksi optimum bakteriosin L. plantarum FNCC 0026 yaitu pada jam
ke-24. Bakteriosin murni didapatkan melalui tahap purifikasi dan dialisis.
Dihasilkan sebanyak 30 mL bakteriosin murni dari produksi awal
sebanyak 100 mL. Bakteriosin L. plantarum FNCC 0026 mampu
menghambat E. coli dan S. aureus.

Bakteriosin asal L. plantarum FNCC 0026 stabil pada suhu ruang (25 °C)
hingga suhu 100°C dengan luas zona hambat 2,560 — 6,602 mm dengan
kategori kuat pada suhu ruang dan 65°C dan kategori sedang pada suhu
80°C dan 100°C (pengujian terhadap S. aureus), kategori sedang pada
perlakuan suhu ruang, 65°C, 80°C dan kategori lemah pada suhu 100°C
(pengujian terhadap E. coli), dan stabil pada variasi pH 2, 4, 6 dan 8
dengan nilai penghambatan terhadap bakteri patogen sebesar 2,405 —
18,275 mm dengan kategori kuat pada perlakuan pH 2, sedang pada
perlakuan pH 4, dan lemah pada perlakuan pH 6 dan 8.

Bakteriosin yang dihasilkan L. plantarum FNCC 0026 sensitif terhadap
enzim proteolitik tripsin dan pepsin dengan konsentrasi penurunan

protein sebesar 67,56 % dan 78,18%

Perlu karakterisasi lanjutan terkait kestabilan bakteriosin L.plantarum FNCC

0026 terhadap suhu penyimpanan dingin serta berat molekul bakteriosin.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Perhitungan

L.1.1 Pembuatan larutan NaOH 1N
_ n(mol)

~ v(volume)

_ m/Mr

v

IM = gram 1
=720 F01L

M

4 = gram dalam 100 ml
L.1.2 Pembuatan larutan BaCl22H20 0,1M ( Mr =244)

L berat
Molaritas = Mr % Volume
X gram
01M = 4ax0,05

X= 1,22 gram BaCl.2H.0 dalam 50 ml aquades

L.1.2 Pembuatan Yeast Ekstrak

berat zat terlarut
%b/v = x 100%
Volume larutan
39 berat zat terlarut 100%
0 100ml 0"
Berat zat terlarut = 3 gram

L.1.3 Pembuatan Amonium Sulfat 80%

516
80% =

1000 x100

= 51,6 gram dalam 100 ml
Lampiran 2. Pembuatan Kurva Standar Protein

Pembuatan larutan Bovine Serum Albumin (BSA) untuk kurva standar uji
kadar protein menggunakan metode biuret.

L.2.1 Cara pembuatan larutan stok 2000 ppm
2000mg

1000 ml

= 2 mg/ml

L.2.2 Pembuatan larutan kurva standar
e Konsentrasi 0,1 mg/ml
VIXM1 =V2x M2
V1ix2 =10x0,1
V1 =0,5 ml dalam 9,5ml aquades
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e Konsentrasi 0,25 mg/ml
VIXxM1=V2x M2
V1x2=10x0,25
V1 =1,25 ml dalam 8,75 mL aquades

e Konsentrasi 0,5 ppm
VIXxM1=V2x M2
V1x2=10x0,5
V1 =25 ml dalam 7,5 mL aquades

e Konsentrasi 0,75 ppm
VIx M1 =V2x M2
V1x2=10x0,75
V1 = 3,75 ml dalam 6,25 mL aquades

e Konsentrasi 1 ppm
VIx M1 =V2x M2
V1ix2=10x1
V1 =5 ml dalam 5 mL aquades

e Konsentrasi 1,25 ppm
VIXxM1=V2x M2
V1x2=10x1,25
V1 =6,25 ml dalam 3,75 mL aquades

e Konsentrasi 1,5 ppm
VIxM1=V2x M2
Vix2=10x1,5
V1 =175 ml dalam 2,5 mL aquades

L.2.3 Hasil pengukuran absorbansi BSA

Konsentrasi BSA Rata-Rata Absorbansi
(mg/ml)
0.1 0.018
0.25 005
0.5 0.107
0.75 0.192
1 0.257
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1.25 0.308
15 0.367

Kurva Standar Protein
0.35

0.3
0.25 e
02 o

y = 0.2565x - 0.008
0.15 R? =0.9951

Absorbansi

0.1 .'..,...-‘

0.05 e

I 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
-0.05

Konsentrasi Protein Standar(mg/ml)

L.2.4 Perhitungan konsentrasi protein bakteriosin
Konsentrasi protein bakteriosin atau X ditentukan dengan menggunakan

persamaan linear dari kurva standar Larutan BSA sebagaimana berikut.

Misal : y —ax+b
y =0,2565x - 0,008
1,34 = 0,2565x-0,008
X — 1,34+0,008
0,2565
X = 5,255 mg/ml
L.2.5 Data Absorbansi dan konsentrasi protein
Sampel Absorbansi Konsentrasi Protein (mg/ml)
Bakteriosin murni 1,34 5,255
Bakteriosin + Pepsin 0,429 1,075
Bakteriosin + Tripsin 0,286 1,147
Lampiran 3. Pembuatan Kurva Perumbuhan Lactobacillus plantarum FNCC
0026
L.3.1 Hasil Pengukuran Absorbansi (OD) Lactobacillus plantarum FNCC
0026
Jam ke- Nilai OD
0 0.525
2 0.654
4 1.064
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6 1.163
8 1.361
10 1.983
12 2.42

14 2.543
16 2.697
18 2.751
20 2.891
22 2.901
24 2.943
26 2.835
28 2.822
30 2.801
32 2.798

L.3.2 Kurva Pertumbuhan Lactobacillus plantarum FNCC 0026

Kurva Pertumbuhan

3.5

2.5

1.5

OD (optical densitiy)

0.5

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Waktu Inkubasi(Jam Ke-)

Lampiran 4. Data Hasil Pengukuran Zona Hambat dan Penurunan Protein

L.4.1 Tabel Stabilitas Bakteriosin terhadap Variasi Suhu Pemanasan

Staphylococcus aureus

\W

Ruang 65 80 100
ulangan

1 6.36 6.63 5.86 4.32

2 6.39 7.01 5.91 4.18

3 6.69 7.97 6.16 4.08

4 6.67 4.64 4.82 5.71

5 6.46 4.92 5.68 5.47

6 7.04 8.12 4.97 5.15

rata-rata 6.601667 6.548333 5.566667 4.818333
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Escherichia coli
perlakuan
ulangan Ruang 65 80 100
1 5.48 4.9 1.6 3.35
2 3.75 1.72 2.05 2.25
3 5.9 3.96 3.5 2.01
4 4.83 4.51 4.05 1.93
5 4.15 3.02 3.99 2.27
6 4.38 3.3 3.22 2.62
Rata-rata 4.748333 3.568333 3.068333 2.405

L.4.2 Tabel Stabilitas Bakteriosin terhadap pH

Staphylococcus aureus
erlakuan 5 4 6 8
ulangan

1 15.25 11.12 423 6.48

2 22.38 6.83 4.04 4.58

3 19.88 5.89 1.93 3.79

4 19.33 4.25 3.85 1.82

5 16.57 4.07 5.89 1.99

6 16.24 4.87 4.35 2.83
Rata-rata 18.275 6.172 4.048 3.582

Escherichia coli
erlakuan
2 4 6 8
ulangan

1 18.92 9.35 3.97 3.35

2 18.18 7.08 4.18 2.25

3 17.99 5.67 4.62 2.01

4 17.65 6.32 2.82 1.93

5 14.95 4.38 3.64 2.27

6 13.32 3.97 2.97 2.62
Rata-rata 16.835 6.128 3.700 2.405

L.4.3 Tabel Sensitivitas Bakteriosin terhadap Enzim Proteolitik

Konsentrasi Protein (mg/ml)

erlakuan . . . . .
}nggn\ Bakteriosin murni bakteriosin+pepsin bakteriosin+tripsin
1 5.267 1.848 0.846
2 6.086 1.708 1.548
3 4.413 1.559 1.049
4 5.254 1.804 0.915
5 4.351 1.676 1.436
6 6.161 1.635 1.091
rata-rata 5.255 1.705 1.147




Presentase Penurunan Protein =

%bakteriosin+pepsin =

%bakteriosin+pepsin =

5,255-1,705

5,255-1,147

konsentrasi protein (awal—akhir)
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x 100%

konsentrasi protein awal

255 X 100%

=67,56%

255 X 100%

=78,18%

Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Pembuatan kurva
Pertumbuhan

e

Media produksi
bakteriosin (MRSB+YE)

Bakteriosin Kasar

/i
¥

roduksi Bakteriosin

Sentrifugasi

Supernatan dan pelet




S

Penyaringn

Persipitat bakteriosin

Perlakuan pH

Pengukuran Konsentrasi
Protein

sulfat

Puifikasi Amnium

Perlakuan suhu
pemanasan

Pengukuran Zona
Hambat
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Lampiran 6. Aktivitas Bakteriosin terhadap Bakteri Uji

L. 6.1 Staphylococcus aureus

Variasi Suhu Pemanasan

Variasi pH

S. aureus (suhu ruang (25°C))

S. aureus (pH 2)




S. aureus (pH 4)

S. aureus (pH 6)

S. aureus (100°C)

S. aureus (pH 8)
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L. 6.2 Escherichia coli

Variasi Suhu Pemanasan

Variasi pH

E. coli (suhu ruang (25°C))

E. coli (pH 2)




E. coli (65°C)

E. coli (80°C)

E. coli (pH 6)

E. coli (100°C)

E. coli (pH 8)
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Lampiran 7. Perhitungan Statistik Hasil Penelitian Diameter Zona Hambat
Bakteriosin dengan SPSS One Way Anova dan Uji Lanjut
Duncan

L.7.1 Perlakuan Variasi Suhu Pemanasan Bakteriosin terhadap
Staphylococcus aureus

L.7.1.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Zona hambat

N 23
Normal Parameters®? Mean 5.9157
Std. Deviation 1.12694
Most Extreme Differences Absolute .104
Positive .104
Negative -.088-
Test Statistic .104
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢°4d

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

L.7.1.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Zona  Based on Mean 2.867 3 19 .064
hamba Based on Median 1.490 3 19 .249
t Based on Median and with 1.490 3 11.143 271
adjusted df
Based on trimmed mean 2.761 3 19 .070

L.7.1.3 Uji One Way Anova

ANOVA
Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 10.831 3 3.610 4.009 .023
Within Groups 17.109 19 .900




Total 27.940 22

L.7.1.4 Uji Duncan

ZONA HAMBAT

Duncan?

Subset for alpha = 0.05
SUHU N 1 2
100 6 4.8183
80 6 5.5667 5.5667
65 6 6.5483
ruang 6 6.6017
Sig. .155 .066

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.
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L.7.2 Perlakuan Variasi Suhu Pemanasan Bakteriosin terhadap Escherichia

coli
L.7.2.1 Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
ZONA HAMBAT
N 24
Normal Parameters° Mean 3.4475
Std. Deviation 1.21876
Most Extreme Differences Absolute 125
Positive 125
Negative -.080-
Test Statistic 125
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢%4

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

L.7.2.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene

Statistic

dfl

df2 Sig.




ZONA Based on Mean 1.442 3 20 .260
HAMBAT Based on Median 1.179 3 20 .343

Based on Median and 1.179 3 17.163 .347

with adjusted df

Based on trimmed mean 1.421 3 20 .266

L.7.2.3 Uji One Way Anova
ANOVA
ZONA HAMBAT
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 17.624 3 5.875 7.104 .002
Within Groups 16.540 20 .827
Total 34.164 23

L.7.2.4 Uji Duncan

ZONA HAMBAT

Duncan?
Subset for alpha = 0.05

SUHU N 1 2 3

100 6 2.4050

80 6 3.0683 3.0683

65 6 3.5683

ruang 6 4.7483
Sig. 221 .352 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

L.7.3 Perlakuan Variasi pH Bakteriosin terhadap Staphylococcus aureus

L.7.3.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized

Residual
N 24
Normal Parameters° Mean .0000000
Std. Deviation 3.72493350
Most Extreme Differences Absolute .103

Positive .076
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Negative -.103-
Test Statistic .103
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢4

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

L.7.3.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

ZONA Based on Mean 1.703 3 20 .199
HAMBAT Based on Median 1.318 3 20 .296

Based on Median and 1.318 3 13.471 .310

with adjusted df

Based on trimmed mean 1.587 3 20 .224

L.7.3.3 Uji One Way Anova
ANOVA
ZONA HAMBAT
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 864.326 3 288.109 60.510 .000
Within Groups 95.227 20 4.761
Total 959.552 23
L.7.3.4 Uji Duncan
ZONA HAMBAT
Duncan?
Subset for alpha = 0.05

pH N 1 2
8 6 3.5817
6 6 4.0483
4 6 6.1717
2 6 18.2750

Sig. 065 1.000




Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

L.7.4 Perlakuan Variasi pH Bakteriosin terhadap Escherichia coli
L.7.4.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized

Residual
N 24
Normal Parameters° Mean .0000000
Std. Deviation 291411777
Most Extreme Differences Absolute 116
Positive .069
Negative -.116-
Test Statistic 116
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢4

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

L.7.4.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
zona hambat Based on Mean 1.877 3 20 .166
Based on Median 1.262 3 20 .314
Based on Median and 1.262 3 14.518 .324
with adjusted df
Based on trimmed mean 1.828 3 20 174
L.7.4.3 Uji One Way Anova
ANOVA
zona hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 775.234 3 258.411 109.651 .000
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Within Groups 47.133 20 2.357
Total 822.368 23

L.7.4.4 Uji Duncan

zona hambat

Duncan?
Subset for alpha = 0.05
pH N 1 2 3
4 6 2.4050
g 6 3.7000
2 6 6.1283
1 6 16.8350
Sig. .160 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

L.7.5 konsentrasi protein dengan perlakuan enzim proteolitik

ANOVA
PROTEIN
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 59.580 2 29.790 127.798 .000
Within Groups 3.497 15 .233

Total 63.076 17
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