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Lactid acid bacteria are used to preserve variety of food because it can be produce
antimicrobial substances such as organic acids, hydrogen peroxide, carbon dioxide, diacetyl,
and bacteriocins which can be inhibit against several food spoilage microbia and food patogens.
Peda fish fermented research aim to known which is lactic acid bacteria genus have a role,
bacteriocins antimicrobial substances pruduce and bacteriocins capability to inhibit patogen
bacteria. The identification of lactic acid bacteria is doing until the genus level. Antimicrobial
substances bacteriocins produce are doing by growth isolates in MRS Broth medium and MRS
Broth medium without glucose and meat extract. Bacteriocins detect can be seen by protein
bands in SDS PAGE (Sodium Dodecyl Suphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). The
bacteriocins capability inhibit patogen bacteria Escherichia coli can be seen on the zone of
inhibition. Lactobacillus and leuconostoc are lactic acid bacteria which have a role in peda
fish fermented. Each Lactobacillus and leuconostoc can produced bacteriocins with weight
molecule 30,3 kDa and 34,4 kDa, also can be inhibit growth E. coli.

Key words : Lactid Acid Bacteria, bacteriocins, SDS PAGE

PENDAHULUAN Bakteri asam laktat mempunyai peranan

penting dalam proses fermentasi makanan, seperti

Kerusakan ikan dapat terjadi secara padafermentasi terasi dan ikan peda. Selama
biokimia maupun mikrobiologi. Kerusakan proses fermentasi, bakteri ini memetabolisme
biokimia terutama disebabkan adanyaenzimdan karbohidrat sebagai produk utamanya,
reaksi kimia yang masih berlangsung padatubuh  menghasilkan asam laktat (Mahyudanil, 2003).
ikan segar, sedangkan kerusakan mikrobiologi Bakteri asam laktat mempunyai pengaruh
disebabkan adanya aktivitas mikroba, terutama pengawetan karena menghasilkan senyawa-
bakteri perusak. Kerusakan ikan oleh bakteri senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan
terutama disebabkan oleh bakteri gram negatif ~berbagai mikroba. Sebagian besar pengaruh
dari genus Pseudomonas dan Actinobacter, antimikroba ini disebabkan oleh pembentukan
serta genus Corynebacterium dan Micrococcus — asam laktat dan asam asetat serta penurunan pH
(Mahyudanil, 2003), oleh karena itu perlu yangdihasilkan (Kusumawati, 2000) yang dapat
dilakukan berbagai usaha untuk mencegah menghambat perkembangan bakteri yang hidup
terjadinya kerusakan mikrobiologi. pada pH netral maupun alkali. Tan et al., (2001)
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telah mengisolasi dan mempurifikasi bakteriosin
yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat pada
Agos Os, suatu produk terfermentasi di Filipina
yaitu campuran daging babi dengan ketela
rambat. Bakteriosin yang diisolasi dihasilkan
Enterococcus faecalis VRE 1492. Isolasi,
karakterisasi, dan identifikasi bakteriosin yang
dihasilkan oleh mikroba diperoleh bahwa terdapat
6 isolat pada fermentasi Agos Os selama 3 -7
hari.

Kemampuan bakteri asam laktat pada
bahan pangan terfermentasi terutama pada ikan
terfermentasi untuk memproduksi substansi
antimikroba yang potensial sebagai pengawet
makanan belum banyak dilaporkan. Oleh karena
itu perlu dilakukan penelitian deteksi senyawa
antimikroba bakteriosin bakteri asam laktat pada
fermentasi ikan peda dan kemampuannya

-menekan pertumbuhan bakteri patogen.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Pascasarjana Bioteknologi, Laboratorium Hama
dan Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian dan
Laboratorium Analitik Universitas Udayana
Denpasar.

Bahan —bahan yang digunakan terdiri dari
ikan kembung yang dibeli di pasar Badung
Denpasar, garam, aquades, media pertumbuhan
MRS broth, MRSA, EMBA, serta untuk
pengamatan bakteriosin yang terbentuk, dengan
SDS PAGE. Alat-alat yang digunakan berupa
alat-alat untuk membuat ikan peda seperti toples
plastik berdiameter 30 cm, tinggi 35 cm, besek
bambu, peralatan SDS PAGE serta untuk
pengujian senyawa antimikroba bakteriosin yang
terdapat pada ikan peda.

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dengan mengumpulkan data dengan
pengamatan langsung dan melakukan serangkaian
uji-uji yang diperlukan. Penelitian dilakukan
secara bertahap, yaitu pembuatan ikan peda,
tahap deteksi terbentuknya senyawa antimikroba
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bakteriosin pada ikan peda, serta kemampuan
bakteriosin menekan bakteri patogen.
Pembuatan ikan Peda dilakukan melalui dua
tahap, yaitu proses penggaraman dan proses
fermentasi. Pada proses penggaraman,
sebanyak 12 ekor (2 kg) ikan kembung
(Rastrelliger sp.) dibuang insang dan isi
perutnya, digarami sebanyak 20% berat ikan,
garam diletakkan berselang-seling dalam toples
plastik dan bagian atas ditutup dengan garam,
wadah ditutup rapat. Setelah proses
penggaraman yang berlangsung selama tiga hari,
ikan dicuci dengan air garam yang terdapat pada
proses penggaraman dan ditiriskan. Ikan yang
telah bersih dilapisi garam dapur, disusun dalam
wadah besek dengan dialasi jerami, pada bagian
atas ditutup garam dan wadah ditutup rapat.
Selama fermentasi yang berlangsung selama 9
hari, ikan dalam wadah bambu disimpan pada
tempat yang bersih (Rahayu, 1993 ; Afrianto dan

‘Liviawaty, 1993 ; Murnivati dan Sunarman,
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2000).

Isolat bakteri asam laktat diidentifikasi
berdasarkan penotipe. Identifikasi berdasarkan
penotipe meliputi : morfologi sel, pengecatan
gram, uji katalase, produksi gas dari glukosa,
dan uji motilasi. Data yang diperoleh untuk
penotipe dibandingkan dengan deskripsi standar
menurut Bergeys Manual of Systematic
Bacterilogy (Sneath et al., 1986).

Total bakteri asam laktat ditentukan dengan
metode permukaan (Fardiaz, 1992). Sebanyak
10 g sampel dihancurkan dalam wadah steril dan
dimasukkan ke dalam botol pengencer yang telah
berisi 90 ml larutan Bacteriological Pepton 0,1%
steril, sehingga diperoleh pengenceran 10
kemudian dikocok hingga homogen, selanjutnya
dipipet sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang telah berisi 9 ml Bacteriological
Pepton 0,1% steril, sehingga diperoleh
pengenceran 102, Demikian seterusnya untuk
mendapatkan pengenceran yang lebih besar,
sampai pengenceran 10-%. Dari pengenceran 10
4, 107, 10%, 107, 10°%, dipipet 1 ml ke dalam
cawan Petri, kemudian dituang media MRSA
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sebanyak 15—20 ml. Komposisi MRSA terdiri
dari 10 g/l peptone, 10 g/l ekstrak daging, 5 g/l
ekstrak yeast, 2 g/l K2HiP04, 2 g/l amonium
sitrat, 20 g/l glukosa, 5 g/l sodium asetat, 0,58 g/
1 MgSO,7H,0 dan 0,28 g/l MnSO,4H,0.
Cawan Petri yang sudah ditanami selanjutnya
dimasukkan ke dalam inkubator dengan cara
terbalik dan diinkubasi pada suhu 30°C selama
24 jam. Koloni-koloni yang tumbuh pada agar
cawan Petri dihitung dengan metode angka
lempeng total.

Total E. coli ditentukan dengan metode
permukaan (Fardiaz, 1992), sebanyak 10 g
sampel dihancurkan dalam wadah steril dan
dimasukkan ke dalam botol pengencer yang telah
berisi 90 ml larutan Bacteriological Pepton 0,1%
steril, sehingga diperoleh pengenceran 10
Dikocok hingga homogen, selanjutnya dipipet
sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang telah berisi 9 ml Bacteriological
Pepton 0,1 % steril, sehingga diperoleh
pengenceran 102, Demikian seterusnya untuk
mendapatkan pengenceran yang lebih besar
sampai pengenceran 10-*. Dari pengenceran 10
2,103, 10, dipipet 1 ml ke dalam cawan Petri,
kemudian dituang media EMBA (Eosin
Methylene Blue Agar) sebanyak 15 — 20 ml.
Komposisi EMBA terdiri dari 10 g/ peptone,
10 g/l1aktose, 2 g/l K. HPO,, 0,4 g/l eosin, 0,065
g/l methylen blue, dan 15 g/l agar, pH 6,8 +0,2.
Cawan petri yang sudah ditanami selanjutnya
dimasukkan ke dalam inkubator dengan cara
terbalik dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Setelah waktu inkubasi 24 jam, amati
mikroba yang tumbuh. Adanya mikroba ini
terlihat berwarna hijau metalik pada media.
Koloni-koloni yang tumbuh pada agar cawan
Petri dihitung dengan metode angka lempeng
total.

Produksi metabolit sekunder yang
merupakan senyawa antimikroba bakteriosin
dilakukan dengan menumbuhkan isolat bakteri
asam laktat pada media kaya nutrien dan media
miskin nutrien. Sebelum ditumbuhkan pada
media yang berbeda, untuk menstabilkan

52

Vol. 18. No. 1 : 50-58

pertumbuhannya, koloni bakteri ditumbuhkan
pada media LB cair selama 24 jam pada suhu
30°C dengan pengocokan (shaker).

Produksi metabolit sekunder dapat dilihat
dengan adanya tingkat kekeruhan media pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang
600 nm. Hasil pengukuran produksi metabolit
sekunder dapat dilihat dari grafik pertumbuhan
mikroba (Lay dan Hastowo, 1992). Metabolit
sekunder diproduksi pada fase stasioner
mendekati akhir siklus pertumbuhannya (Said,
1987 ; Yang and Ray, 1994). Isolat bakteri asam
laktat pada media miskin nutrien bakteri
diharapkan menghasilkan metabolit sekunder.
Komposisi media MRS broth yang kaya nutrien
yaitu 10 g/l Bacto pepton, 10 g/l ekstrak daging,
5 g/l ekstrak yeast, 2 g/l K. HPO,, 2 g/l Amonium
sitrat, 20 g/l Glukosa, 5 g/l Sodium asetat, 0.58
g/l MgSO, 7H,0, 0.28 g/l MnSO,.4H,0, pH
6,3. Pada media miskin tidak ditambahkan
ekstrak daging dan glukosa. Penumbuhan
bakteri pada kedua media dilakukan selama 96
jam pada suhu 30°C dengan pengocokan (shaker)
dan diperkirakan sudah mengalami pertumbuhan
fase stasioner dan mendekati akhir siklus
kehidupannya (Coventry et al., 1997).

Isolat bakteri asam laktat yang ditumbuhkan
pada media kaya dan miskin, diambil sebanyak
1,5 ml (1 eppendorf), kemudian disentrifugasi
pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.
Untuk deteksi senyawa antimikroba dengan SDS
PAGE, sebanyak 600 pl supernatan
ditambahkan 300 ul sample buffer (0,01 M Tris;
2,5 % SDS, 5% Mercaptoetanol dan 25%
sucrosa) dan ditambahkan pewarna 300 ul
Comassie Brillian Blue (1 g Comassie Brillian
Blue, 200 ml metanol, 40 ml Acetic acid).
Suspensi diletakkan dalam mikrotube (1,5 ml)
dan divortek, diinkubasikan pada suhu 95°C
selama 5 menit kemudian didinginkan.
Disentrifugasi pada 5000 rpm selama 15 detik,
selanjutnya dilakukan pemisahan molekul-
molekul protein dengan SDS-PAGE.

Prosedur yang digunakan adalah menurut
Rybicki and Purves (1996) dan Bhunia et al.,
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(1987). Resolving gel dengan konsentrasi 12%
yang terdiri dari Acrylamide mix 2,73 ml, 1,5M
Tris pH 8,8 (2 ml), 10% SDS (0,1 ml), 10%
ammonium persulphate (0,1 ml), 0,01 ml Temed
dan 4,57 ml destilled water dituang ke dalam
cetakan gel. Ruang untuk penempatan sisir dan
stacking gel disisakan + 1 cm, setelah terjadi
polimerisasi (30 menit) tuangkan stacking gel
dengan konsentrasi 4% yang berisi 6,4 ml
destilled water, 0,9 ml acrylamide mix, 0,5 M
Tris pH 6,8 sebanyak 2,5 ml; 0,1 ml 10% SDS;
0,1 ml 10% ammonium persulphate dan 0,01 ml
Temed, kemudian masukkan sisir ke dalam
stacking gel secara perlahan, setelah polimerisasi
stacking gel (30 menit) sisir diangkat dan gel
dipasang pada alat elektroforesis, tambahkan
buffer elektrophoresis pH 8,8 pada bagian atas
dan dasar alat elektroforesis. Buffer
elektroforesis terdisi dari Tris 6,0 g; glycine 28
g, SDS 1,0 g yang telah dilarutkan pada destilled
water sehingga volume menjadi 1000 ml. Protein
sampel dimasukkan pada masing-masing well
sebanyak 40 pl, kemudian dilakukan
elektroforesis pada voltage 50 V dan voltage
ditingkatkan 70 V setelah sampel masuk ke
resolving gel, dan elektroforesis dihentikan bila
pewarna telah sampai pada bagian bawah
resolving gel.

Gel direndam pada larutan Coomassie
Brillian Blue selama 1 — 2 jam yang terdiri dari
campuran Coomassie Brillian Blue (CBB) 1 g,
Methanol 200 ml, Acetic Acid 200 ml yang telah
dilarutkan pada destilled water sehingga volume
menjadi 400 ml CBB berikatan dengan molekul
protein bila dicuci dengan metanol sehingga pita-
pita protein tampak jelas, kemudian gel dicuci
dengan destaining solution yang berisi Methanol
250 ml, Acetic Acid 70 ml yang telah dilarutkan
pada destilled water sehingga volume 1000 ml
selama 30 menit untuk pencucian pertama, untuk
pencucian berikutnya dilakukan selama 12 jam
(over night) kemudian dicuci dengan aquadest,
dan gel yang sudah dicuci tersebut disimpan pada
kantong plastik, box plastik dan dapat dilihat hasil
elektroforesis dengan melihat posisi pita-pita
(band) dari tiap sampel dan membandingkan
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dengan protein marker yang telah dilarutkan pada
marker buffer pH 6,8 yang mengandung 0,01 M
Tris; 2,5 % SDS dan Mercaptoethanol.

Isolat bakteri asam laktat yang ditumbuhkan
pada media kaya dan miskin, diambil sebanyak
1,5 ml (1 eppendorf), kemudian disentrifugasi
pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.
Supernatan yang diperoleh diberi perlakuan
berbeda, cara pertama dengan langsung
diteteskan pada kertas absorbance dan
diletakkan pada media EMBA yang telah berisi
biakan Escherichia coli. Cara kedua,
supernatan diberi perlakuan dengan ditambahkan
Ba(OH), jenuh 65% dan biarkan semalam
sampai terbentuk endapan. Endapan diencerkan
dengan buffer fosfat ( 0,8 g/l NaCL, 0,2 g/l
KH,PO,, 2,9 g/l Na,HPO,LH,0, 0,2 g/l KCl,
pH7,4) dengan perbandingan 1: % dan
dimasukkan ke tabung selofan, direndam dalam
aquadest semalam. Untuk persiapan bakteri
indikator, maka dilakukan pembiakan bakteri E,
coli pada media LB selama 24 jam dan dari
suspensi tersebut diambil 1 ml untuk dibiakkan
dalam cawan petri dengan media agar (EMBA)
sebanyak 15 — 20 ml pada suhu 45 — 50°C dan
biarkan memadat. Setelah media yang berisi E.
coli padat, maka kertas absorbance yang telah
mengandung suspensi senyawa antimikroba
bakteriosin diletakkan diatasnya dan inkubasikan
pada suhu 37°C selama 48 jam dan diamati zona
yang terbentuk. Jika zona hambatan terbentuk
berarti dapat dipastikan bahwa senyawa
antimikroba bakteriosin memang dapat
menghambat pertumbuhan dari baktéri patogen
E. coli. (Bhunia et al., 1987 : Coventry et al.,
1997). Data yang diperoleh dari 2 kali ulangan
dianalisis secara deskripsi dan ditampilkan dalam
bentuk tabel dan gambar.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Identifikasi Bakteri Asam
Laktat. Pada penelitian ini diperoleh tiga isolat
bakteri asam laktat, selanjutnya dilakukan
identifikasi bakteri asam laktat, seperti pada
Tabel 1.
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Tabel 1. Identifikasi Bakteri Asam Laktat pada Fermentasi Ikan Peda

Identifikasi A (atas) B (tengah) C (bawah)
Uji pewarnaan Gram Positif positif positif

Uji morfologi Batang batang bulat

Uji motilasi Negatif negatif negatif

Uji katalase Negatif negatif negatif

Uji produksi gas dari glukosa Positif negatif positif

Tipe fermentasi Heterofermentatif =~ Homofermentatif =~ Heterofermentatif
Genus Lactobacillus Lactobacillus Leuconostoc

Tabel 2. Nilai Optical Density Isolat Bakteri Asam Laktat

Nilai OD isolat bakteri asam laktat
Jam ke-
AK BK CK AT BT CT
0 0.059 0.052 0.630 0.028 0.032 0.012
24 1.005 0.758 0.845 0.084 - 0.064 - 0.058
36 0.995 0.845 0.895 0.081 . ~ 0.069 0.072
48 0.985 0.870 0.830 0.085 0.067 0.075
54 0.965 0.870 0.790 0.081 0.065 0.076
60 0.950 0.870 0.782 0.082 0.066 0.070
66 0.945 0.870 0.718 0.078 0.071 0.069
72 0.905 0.880 0.710 0.076 0.069 0.065
78 0.885 0.860 - -0.692 0.074 - 0.061 0.063
84 0.830 0.752 *0.695 0.065 0.058 - 0.050
90 0.815 0.728 0.660 0.051 0.055 0.042
96 0.810 0.725 0.658 0.045 0.051 0.039

Keterangan : AK = isolat Lactobacillus heterofermentatif (A) pada media kaya nutrien; BK = isolat Lactobacillus
homofermentatif (B) pada media kaya nutrien ; CK = isolat Leuconostoc pada media kaya nutrien ; AT = isolat
Lactobacillus heterofermentatif (A) pada media miskin nutrien ; BT = isolat Lactobacillus homofermentatif (B)
pada media miskin nutrien ; CT = isolat Leuconostoc pada media miskin nutrien

Pada Tabel 1 dapat dilihat dari 3 isolat garamdan terbentuknya asam akan menghambat
bakteri asam laktat pada fermentasi ikan peda, ~Organisme yang tidak dikehendaki. Karena pada
menurut Sneath et al., (1989), 2 isolat fermentasi ikan peda diawali dengan proses
diidentifikasi sebagai genus Lactobacillus dan ~ Penggaramarn, maka bakteri asam laktat genus
I isolat sebagai genus Leuconostoc. Hasil Lactobacillus dan Leuconostoc yang dapat

penelitian ini mendukung pendapat Buckle er berkembang. . o
al. (1987), yang menyatakan bahwa bakteri Bakteri asam laktat dikelompokkan menjadi 2,

asam laktat genus Lactobacillus dan Yaitu yang bersifat homofermentatif dan
Leuconostoc dapat tumbuh cepat dengan adanya
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heterofermentatif. (Buckle ez al., 1987 ; Jay,
1992 ; Schlegel and Schmidt, 1994). Genus
Lactobacillus dapat bersifat homofermentatif
atau heterofermentatif, sedangkan Leuconostoc
bersifat heterofermentatif. Pada penelitian ini,
genus Streptococcus dan Pediococcus tidak
terdapat selama fermentasi. Hal ini disebabkan
karena pada fermentasi ikan peda menggunakan
konsentrasi garam yang cukup tinggi, sehingga
hanya genus Lactobacillus dan Leuconostoc
yang mampu berkembang pada kadar garam
yang tinggi (Buckle ez al., 1987).

Produksi Metabolit Sekunder
(Bakteriosin). Produksi metabolit sekunder
(bakteriosin) dilakukan dengan pengukuran
tingkat kekeruhan isolat yang ditumbuhkan pada
media kaya dan miskin dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 600 nm, data nilai
optical density dapat dilihat pada Tabel 2.

Untuk dapat menghasilkan metabolit
sekunder yang merupakan substansi antimikroba
bakteriosin, maka pertumbuhan bakteri asam
laktat berada pada fase stasioner mendekati akhir
siklus pertumbuhannya. Metabolit sekunder
dikeluarkan oleh mikroba tidak untuk
pertumbuhannya, tetapi untuk dapat
mempertahankan hidupnya. (Buckle et al, 1987
; Said, 1987 ; Schlegel and Schmidt, 1994 : Yang
and Ray, 1994). Produksi metabolit sekunder
bakteriosin tersebut dapat maksimal, diatas 60%
setelah sel pada phase stasioner (Yang and Ray,
1994).

Substansi antimikroba bakteriosin yang
dihasilkan bakteri asam laktat dari fermentasi ikan
peda diamati pada kedua media pertumbuhan
isolat bakteri asam laktat yaitu media kaya nutrien
dan media miskin nutrien. Pada pengamatan
bakteriosin dengan SDS PAGE pada inkubasi
72 jam tidak diperoleh pita-pita protein. Hal
tersebut menunjukkan bahwa bakteri asam laktat
yang diisolasi dari ikan peda belum mampu
membentuk bakteriosin, dan baru diproduksi
pada inkubasi 96 jam (Coventry et al., 1997).

Deteksi senyawa antimikroba
bakteriosin dengan SDS-PAGE. Dari isolat
yang diambil pada media pada pertumbuhan
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pada fase stasioner, dilakukan pengukuran pita-
pita protein dengan SDS PAGE. Dari hasil SDS
PAGE diperlihatkan bahwa dari 3 isolat bakteri
asam laktat yang berperan pada fermentasi ikan
peda hanya 2 isolat yang memproduksi
bakteriosin yaitu isolat yang ditumbuhkan pada
media miskin nutrien. Isolat Lactobacillus
heterofermentatif dan Leuconostoc dapat
memproduksi senyawa antimikroba bakteriosin
pada media miskin nutrien, masing-masing 30,3
kDa dan 34,4 kDa, seperti pada Gambar 1.
Hasil penelitian ini mendukung pernyataan Bhunia
et al., (1987) yang menyatakan bahwa berat
molekul substansi antimikroba yang dihasilkan
bakteri asam laktat adalah 2700 — 100000
Dalton.

Analisis protein dengan menggunakan SDS-
PAGE dapat dilihat perubahan spesifik yang
terjadi pada protein dengan berat molekul
tertentu. Ketajaman pita protein hasil SDS PAGE
berhubungan dengan konsentrasi protein
(Ilminingtyas et al., 2000). Menurut Bhunia et
al. (1988) bakteriosin merupakan protein atau
protein kompleks yang biasanya memiliki berat
molekul kecil, dan telah ditemukan berat molekul
Pediocin PA-1 sebesar 16,5 kDa, yang dihasilkan
oleh Pediococcus acidilactici PAC-1.
Sedangkan Ray (1993) menyatakan bahwa berat
molekul Nisin 3510 Da dengan 34 asam amino,
Pediocin AcH 4628 Da dengan 44 asam amino.
Djaafar et al. (1996) juga telah mengisolasi
metabolit sekunder bakteri asam laktat
Lactobacillus casei, dan mendapatkan berat
molekul 14.700.

Uji aktivitas senyawa antimikroba
bakteriosin terhadap pertumbuhan
Escherichia coli. Pada media miskin nutrien,
kondisi pertumbuhan isolat bakteri asam laktat
tertekan, sehingga mampu memproduksi
metabolit sekunder. Zona hambatan dapat
terbentuk pada kertas absorbance yang
mengandung senyawa antimikroba bakteriosin
yang terdapat pada media miskin nutrien, baik
yang diendapkan dengan Ba(OH), maupun
tanpa Ba(OH), Bakteriosin yang dihasilkan oleh
isolat Lactobacillus heterofermentatif dan isolat
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Gambar 1. Analisis Pita-pita Bakteriosin dari Isolat Bakteri Asam Laktat Ikan Peda. M = Marker,
lajur 1 dan 7 isolat lactobacillus heterofermentatif (A) pada media kaya nutrien, lajur
2 dan 8 isolat lactobacillus homofermentatif (B) pada media kaya nutrien, lajur 3 dan
9 isolat leuconostoc pada media kaya nutrien, lajur 4 isolat lactobacillus
heterofermentatif (A) pada media miskin nutrien, lajur 5 isolat lactobacillus
homofermentatif (B) pada media miskin nutrien, lajur 6 isolat leuconostoc pada media
miskin nutrien '

Gambar?2. Pengujian Aktivitas Bakteriosin Terhadap Pertumbuhan E. coli dengan Terbentuknya
Zona Hambatan. A. Pada media kaya nutrien, B. Pada media miskin nutrien.
a).Bakteriosin dari Lactobacillus Heterofermentatif, b). Bakteriosin dari Lactobacillus
Homofermentatif, c). Bakteriosin dari Leuconostoc.
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Leuconostoc, mampu membentuk zona
hambatan. Pada media kaya nutrien, tidak
terbentuk zona hambatan, karena isolat bakteri
asam laktat masih dapat hidup pada kondisi
normal, dengan nutrien yang masih mencukupi
untuk kelangsungan hidupnya.

Terbentuknya zona hambatan menunjukkan
kemampuan metabolit sekunder bakteriosin yang
dihasilkan bakteri asam laktat untuk rnenghambat
bakteri patogen. Pengujian aktivitas antimikroba
dibuktikan dengan terbentuknya cincin-cincin
hambatan diatas cawan agar biak yang ditumbuhi
secara padat dengan E. coli, akan nampak tidak
terjadi pertumbuhan di sekeliling koloni. Hasil
penelitian ini mendukung pendapat Davidson and
Braner (1991) dan Tan et al. (2001) yang
menyatakan bahwa E. coli dapat dihambat oleh
bakteriosin yang dapat diproduksi oleh bakteri
asam laktat genus Streptococcus dan
Pediococcus. Schlegel and Schmidt (1994) juga
menyatakan bahwa antimikroba berdifusi keluar
dari koloni ke dalam agar dan mengakibatkan
pembentukan cincin-cincin hambatan di sekitar
pertumbuhan bakteri yang padat.

Bakteriosin banyak diterapkan sebagai
antimikroba bahan pangan, karena efektif
menghambat dan mematikan sejumlah bakteri
patogen pada bahan pangan. Bakteriosin efektif
melawan pertumbuhan bakteri gram positif,
bakteri gram negatif, dan bakteri patogen (Bhunia
etal., 1988 ; Ray, 1993 ; Djaafar et al., 1995 ;
Tan et al., 2001 ; Anon, 2003 ).

SIMPULAN

Isolat bakteri asam laktat Lactobacillus dan
Leuconostoc pada fermentasi ikan peda dapat
memproduksi substansi antimikroba bakteriosin
dengan berat molekul masing-masing 30,3 kDa
dan 34,4 kDa. Substansi antimikroba bakteriosin
tersebut mampu menekan pertumbuhan mikroba
patogen Escherichia coli.
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