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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) generally accepted as safe microorganism and play an important role in the fermen-
tation and preservation of food/feed. LAB is known to extend the shelf life of food/feed, because of its ability to
produce antibacterial compounds such as lactic acid, hydrogen peroxide and bacteriocins. The objective of this
study was antibacterial compounds produced by Lactobacillus plantarum and their application for fish preserva-
tive. The research results showed L. plantarum [Su-1s520, Su-1s530, Su-1s537] produces lactic acid from 71.16
to 77.91mg/mL, hydrogen peroxide from 0.17 to 0.25 mg/mL and producing bacteriocins indicated by the pres-
ence of the gene encoding plantaricin, an antibacterial compounds that act as food preservative. Lactic acid
1.5% and 3% salt was not able to suppress the growth of bacteria, while fermentation solution (supernatant) of
L. plantarum [Su-1s520, Su-1s530], chitosan 1.5% and a mixture of lactic acid 1.5% and salt 3% slightly sup-
press the growth of spoilage bacteria on the fish material stored 48 hours at room temperature. Treatment with
fermentation solution (supernatant) of L. plantarum Su-1s537 able to suppress strongly growth of spoilage bac-
teria in fish material for 24 and 48 hours storage. At 72 hours of storage the fish material rotted, the addition of
preservatives no longer able to suppress the growth of spoilage bacteria.
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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) umumnya dikenal sebagai organisme yang aman (GRAS) dan berperan penting di
fermentasi dan pengawetan makanan/pakan. BAL dikenal mampu memperpanjang masa simpan bahan pangan/
pakan, karena kemampuannya menghasilkan senyawa antibakteri seperti asam laktat, hidrogen peroksida dan
bakteriosin. Pada penelitian ini telah dilakukan analisis kandungan senyawa antibakteri yang dihasilkan Lacto-
bacillus plantarum dan aplikasinya untuk pengawetan bahan ikan. Hasil penelitian menunjukkan L. plantarum
[Su-1s520, Su-1s530, Su-1s537] menghasilkan asam laktat 71,16-77,91 mg/mL, hidrogen peroksida 0,17-0,25
mg/mL dan memproduksi bakteriosin ditunjukkan dengan keberadaan gen pengkode plantaricin yang merupa-
kan senyawa antibakteri yang berfungsi sebagai pengawet. Senyawa pengawet ikan yaitu asam laktat dengan
konsentrasi 1,5% dan garam 3 % tidak mampu menekan pertumbuhan bakteri pembusuk, sedangkan larutan
fermentasi (supernatant) L. plantarum [Su-1s520, Su-I1s530], khitosan 1,5%, campuran asam laktat 1,5% dan
garam 3 % sedikit menekan pertumbuhan bakteri pembusuk pada bahan ikan yang disimpan selama 48 jam di
temperatur ruang. Perlakuan menggunakan larutan fermentasi (supernatan) L. plantarum Su-1s537 mampu
menekan kuat pertumbuhan bakteri pembusuk pada bahan ikan yang disimpan 24 dan 48 jam. Pada
penyimpanan 72 jam bahan ikan membusuk, penambahan bahan pengawet tidak mampu lagi menekan
pertumbuhan bakteri pembusuk.

Kata Kunci: bakteri asam laktat (BAL), Lactobacillus plantarum, ikan, senyawa antibakteri, pengawetan

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) umumnya dikenal
sebagai organisme yang aman (mikroba GRAS,
Generally Recognized as Safe), berperan penting di
fermentasi makanan/pakan dan pengawetan,
baik sebagai mikroflora alami ataupun mikroflora
yang diberikan dalam bentuk starter (Yang et dl.
2012). Bakteri asam laktat seperti Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus dan
Streptococcus banyak digunakan untuk pengawetan

alami karena potensinya menghasilkan senyawa
antimikroba. Dari spesies tersebut mempunyai
kemampuan antagonis yang kuat terhadap bakteri
patogen (Zacharof & Lovit 2012; Lelise et al.
2014).

Efek pengawetan oleh BAL utamanya oleh
karena adanya produksi asam organik yang
menurunkan pH (Daeschel 1989). Selain itu
BAL juga memproduksi senyawa antimikroba
seperti hidrogen peroksida, CO,, diasetil,
asetaldehid, reuterin, bakteriosin dan lainnya
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(Yang et al. 2012). Bakteriosin merupakan
peptida yang disintesis di ribosom yang aktif
melawan bakteri lain, ada yang berspektrum
sempit (menghambat spesies yang sama) dan
ada yang berspektrum luas (menghambat
spesies lain). Saat ini bakteriosin asal BAL
menarik menjadi kajian karena berstatus GRAS,
dapat digunakan untuk mengontrol bakteri
patogen dan pembusuk pada makanan/pakan
sehingga  berpotensi menjadi  pengawet
(Djadouni & Kihal 2012; Zacharof & Lovit,
2012). Bakteriosin dari BAL menarik digunakan
sebagai pengawet karena berbentuk protein
yang dapat dinonaktifkan oleh enzim proteolitik
pencernaan, tidak toksik dan non-immunogenik,
inaktif terhadap sel eukaryota dan umumnya
bersifat termotoleran (Ananou et al. 2007).

Ikan merupakan bahan yang banyak
digunakan untuk komposisi makanan dan pakan
karena nilai nutrisinya yang tinggi. Namun
demikian ikan merupakan bahan yang mudah
sekali rusak/mengalami penurunan mutu oleh
karena kerusakan biokimia maupun mikrobiologi
(Ghanbari et al. 2013). Untuk memperpanjang
masa simpan ikan, pengawetan bahan ikan yang
aman menjadi hal yang penting. Pengawetan dengan
menggunakan bahan kimia sintetis saat ini sudah
mulai dikurangi dan ditinggalkan, beralih ke bahan
alami untuk menurunkan/mengurangi  dampak
negatif dengan tetap menjaga nilai nutrisi dan
sensorik dari bahan ikan. Pengawetan dengan produk
antibakteri asal BAL menjadi hal yang menarik
dilakukan karena berstatus GRAS, aman untuk
dipergunakan (Zacharof & Lovit 2012).Tujuan
penelitian ini dilakukan seleksi dan analisis
kandungan senyawa antibakteri (asam laktat,
peroksida dan  bakteriosin melalui deteksi gen
pengkode bakteriosin plantaricin) dari strain-strain
Lactobacillus plantarum serta aplikasinya untuk
pengawetan dan menekan pertumbuhan bakteri
patogen dan pembusuk pada bahan ikan yang
disimpan pada temperatur ruang.

BAHAN DAN CARA KERJA

BAL yang dipergunakan dalam seleksi
aktivitas antibakteri terdiri 84 strain L. plantarum [Su-
1s474 s.d. Su-1s561] yang diisolasi dari sayur
asin, Tabel 1. Bakteri indikator yang digunakan
dalam analisis antibakteri terdiri dari bakteri
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patogen Escherichia coli (EC), Pseudomonas
aeruginosa (PS), Staphylococcus aureus (SA),
Listeria  monocytogenes (LM), Aeromonas
hydrophila (AH) dan Bacillus cereus (BC) yang
diperoleh dari “Pusat Koleksi Mikroorganisme
InaCC — LIPI” dan “Balai Penelitian dan
Pengembangan Budidaya Ikan Hias — Depok”.
Spesies tersebut merupakan bakteri patogen dan
perusak pada bahan ikan (Ghanbari ef al. 2013).

Produksi larutan fermentasi/supernatan asal
L. plantarum dilakukan dengan cara ditumbuhkan
pada medium MRS broth selama 48 jam pada
temperatur 37°C selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 g selama 20 menit.
Larutan fermentasi / supernatan L. plantarum
digunakan untuk analisis antibakteri.

Uji antibakteri terhadap bakteri pembusuk
dan patogen menggunakan metode Well
Diffusion Test seperti disebutkan Djadouni &
Kihal (2012). Analisis antibakteri menggunakan
medium Muller Hinton Agar 1,8% sebanyak 20
ml di setiap cawanpetri kemudian dibiarkan
memadat. Medium selanjutnya ditutup dengan 5
mL media Muller Hinton Agar 0,8%
mengandung sel mikroba indikator sebanyak +
10° sel/ml. Medium dibiarkan memadat dan
kemudian dilubangi membentuk well (sumuran)
dengan diameter 5 mm. Bakteri indikator yang
digunakan sebelumnya ditumbuhkan 24 jam di
medium Brain Hearth Infusion pada temperatur
37°C. Supernatan L. plantarum sebanyak 50 pL
dimasukan kedalam sumuran, diinkubasi pada
temperatur 37°C selama 24 jam kemudian
diameter penghambatan (zona bening) diukur.
Analisis dilakukan dengan 2 kali pengulangan.

Strain L. plantarum yang mempunyai
aktivitas antibakteri kuat dan berspektrum luas
dikarakterisasi secara fisiologi meliputi pH (4
dan 3); NaCl (4; 6,5 dan 10%); produksi gas;
temperatur (8; 37 dan 45°C) pada MRS broth
yang diinkubasi selama 24 jam. Inkubasi
dilakukan di temperatur 37°C kecuali analisis
pertumbuhan di temperatur rendah diinkubasi
pada temperatur 8°C (Agalia & Jeevaratnam 2013).

Pengukuran kadar asam laktat dilakukan
mengikuti metode titrasi. Sebanyak 25 ml larutan
fermentasi (supemnatan) dari L. plantarum ditetesi 3
tetes indikator phenophtalein kemudian dititrasi
dengan NaOH 0,IN sampai warna muncul warna
merah muda. Setiap ml NaOH 0,1N ekuivalen
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dengan 90,08 mg asam laktat (Saranya &
Hemashenpagam 2011).

Pengukuran hidrogen peroksida dilakukan
dengan cara titrasi seperti yang disebutkan Saranya &
Hemashenpagam (2011) dengan modifikasi.
Produk fermentasi (supernatan) 1 mL diencerkan
dengan akuades hinggal total volume 25 ml
kemudian ditambah 25 ml H,SO,. Selanjutnya
dititrasi dengan potassium permanganate (KMnOQOy)
0,IN sampai terjadi dekolorisasi. Setiap ml
KMnO, 0,1N ekuivalen dengan 1,701 mg H,0,.

Deteksi gen bakteriosin pada L. plantarum
dilakukan dengan mengamplifikasi gen pengkode
plantaricin menggunakan primer plnA, pinB,
pinD, plnEF, plnl, plnl, plnK, pinG, pinN,
plantaricin NC8, plantaricin S, dan plantaricin
W. Amplifikasi dilakukan dengan mesin PCR
(Eppendorf German) dengan predenaturasi
pertama pada temperatur 94°C selama 3 menit,
dilanjutkan dengan 30 siklus yang terdiri dari
denaturasi pada temperatur 94°C selama 1
menit, penempelan primer pada temperatur 53°
C selama 1 menit, dan ekstensi pada temperatur
72°C selama 30 detik. Setelah 30 siklus selesai,
diikuti fase pemanjangan pada temperatur 72°C
selama 5 menit dan pendinginan pada temperatur 4°C
selama 20 menit. Produk PCR dielektroforesis
menggunakan agarose 2% dalam TAE 1 x pada
100 V selama 30 menit (Omar et al. 2006).

Bahan ikan adalah ikan laut tongkol
(Euthynnus affinis) diperoleh dari pasar tradisional.
Ikan selanjutnya diambil dagingnya dipotong
berukuran 3 x 3 cm. Daging ikan 200 g direbus
selama 15 menit dalam 500 ml larutan pengawet:
larutan asam laktat 1,5%, larutan garam 3 %,
larutan khitosan 1,5 %, larutan asam laktat 1,5% +
garam 3%, larutan fermentasi L. plantarum [Su-
1s520, Su-1s530, Su-Is537]+garam 3%, dan air/
kontrol negatif. Perlakuan dilakukan dua kali untuk
pengulangan. Daging ikan yang telah direbus dengan
pengawet ditiriskan kemudian disimpan di
tempat terbuka pada temperatur ruang (28-30°
C). Sampel ikan di Total Plate Count (TPC)
pada jam 0, 24, 48 dan 72 jam untuk menghitung
jumlah bakteri pembusuk.

Penghitungan bakteri pembusuk dilakukan
mengikuti metode Total Plate Count (TPC)
dengan pengenceran serial sampel dalam normal
saline (0,85% w/v), dengan mengencerkan 1 gr bahan
ikan yang telah diberi perlakuan dihaluskan dalam 9

ml normal saline (pengenceran 10)  sampai
pengenceran 10° gr/ml. Sampel yang telah
diencerkan serial diambil sebanyak 100 pl, pada
pengenceran 107 - 10 ditumbuhkan pada medium
Nutrien Agar (NA) menggunakan teknik tebaran
permukaan kemudian diinkubasi 2 hari pada
temperatur 37°C. Koloni bakteri yang tumbuh
dihitung untuk menentukan nilai TPC bakteri
pembusuk.  Penghitungan  bakteri  pembusuk
dilakukan pada pengenceran 10™ dan 10 pada pada
ikan yang disimpan pada O dan 1 hari, pada
pengenceran 10 dan 10 pada ikan yang disimpan 2
hari, dan pada pengenceran 10 dan 10 pada ikan
yang disimpan 3 hari.

Sebanyak 1 gr bahan ikan yang telah melalui
proses pengawetan selanjutnya dipanaskan dalam
oven pada temperatur 105°C, sampai diperoleh berat
kering yang konstan. Cara pengeringan dilakukan
menggunakan aluminium foil kosong. Aluminium
foil kosong ditimbang kemudian ditambah 1 g bahan
ikan ditotal beratnya sebagai A  (A=berat
aluminiumtikan) selanjutnya dioven sampai berat
keringnya konstan ditotal beratnya sebagai B
(B=berat ikan keringtaluminium). Kadar air % =
Berat (A-B)/berat ikan sebelum dikeringkan x 100%

Pengukuran pH bahan ikan selama proses
pengawetan dilakukan dengan menggunakan pH
universal (Merck).

HASIL

Seleksi strain Lactobacillus plantarum yang
mempunyai aktivitas antibakteri

Hasil seleksi 84 strain L. plantarum asal
sayur asin menunjukkan aktivitas antibakteri
yang beragam (Gambar 1) (Tabel 1).

Gambar 1. Penghambatan supernatan L. plantarum
pada bakteri patogen S. aureus dan A.
hydrophila ditunjukkan dengan zona bening/
zona hambat.
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Tabel 1. Diameter penghambatan (mm) supernatan L. plantarum terhadap bakteri patogen E. coli (EC), P.
aeruginosa (PS), S. aureus (SA), L. monocytogenes (LM), A. hydrophila (AH) dan B. cereus (BC).

No Isolat —ES BC PS sAa a@ M  EC BC PS SA AH LM
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 Suls474 - - - - - - - - - - - . 43 Sul51§ - - - - - - - - 1 & - -
2 Suls475 - - - - - o - . o . . M SulsS19 - - - - - o - o o o o .
3 Sul476 9 9 - - - - . - - . _ 45 Suls520 10 11 5555 10 9 10 11 8§ 9 11 11
4 Suls477 8 8 - - - - - - 7T 8 8 8 46 Suls521 10 105555 9 8 9 9 9 9 10 10
5 Suls479 9 8 - - - - - - - - . . 47 Suls522 10 10 655 9 & 9 10 & & 10 10
6 Suls480 - - - - - - - - 7T 7T - - 48 SulsS23 - - - - - o o o o o o
7 Sulsd82 - - - - - - - - o - o - 49 Suls324 - - - - - o o - o o . .
8 Suls483 - - - - - - - - 7 7 - - 50 SulsS25 - - - - - - - - 1 7T . -
9 Suls484 - - - - - - . - - - - - 581 Suls%26 - - - - - - - - 1 71 . -
10 Suls485 & 8 - - - - - - 8 8 - - 52 Suk527T - - - - - - - - 8 & - -
11 Suls48 - - - - - - - - - - - . 53 Suls528 - - - - - - - - 7T 7T . -
12 Suls487 9 8 - - - - - - T 7T - . 54%ukS29 - - - - - - - - 1 7 . -
13 Suls488 10 10 55 55 10 10 10 10 9 9 10 10 55 Suls530 9 105555 8 8 8 8 9 9 9 9
14 Suls480 & 8 - - - - - - - . _ . 5 Suls531 8§ 95555 - - & 8 8 & 9O 9
15 Suls490 - - - - - - - - . . _ . 57 %532 8§ 95555 - - 8 8 7 7 9 9
16 Suls491 8 8 - - - - - - T 7T - - 58 SwlS33 - - - - - - - - - - o
17 Suls492 - - - - - - - - T 7T - . 59 Suls$34 - - - - - - - o o o o .
18 Suls493 - - - - - - - - 8 T - . 60 SulS35 - - - - - - - o o . o .
19 Suls494 - - - - - - - - T 8 - - 6l Sul536 - - - - - - - - - - - -
20 Suls495 - - - - - - - - 7 7 - . 6 Suls537 9 105555 9 9 8 8§ 8§ 9 10 10
21 Suls496 - - - - - - - - - - - - 63 Suls538 - - - - - - - o o - . .
22 Suls497 - - - - - - - - 8 T - - 64 Suls539 - - - - - - - - o - . .
23 Suls498 - - - - - - - - . o o 65 SulsS40 - - - - - o - o o o o .
24 Suls499 - - - - o - . . - . 66 Suls541 - - - - - o - o o o o .
25 Suls500 - - - - - - - - 8§ 8 - - 67 SwlsS2 - - - - - - - - o - . .
26 Suls501 - - - - - - - - 8 7 - - 6% Suls543 - - - - - - o o .
27 Suls502 - - - - - o - o o o 69 SulsS44 - - - - o o - . o o o .
28 Suls503 - - - - - - - - 7T 7T - - 70 SuwlsS45 - - - - - - - - T T - -
29 Suls504 - - - - - - - - - - - . 71 Suls546 9 85555 8 8§ 9 9 9 7 9 9
30 Suls505 - - - - - - - - T 7T - - 72Suls’47 - - - - - o o . o o o .
31 Suls506 - - - - - - - - - - - _ 73 Suls548 10 10 55 55 9 9 10 10 10 10 11 10
32 Suls507 10 115555 9 & 9 9 9 10 10 10 74 Suls549 - - - - - - - - - o
33 Suls508 10 105555 8 & 9 8 9 10 10 9 75 Suls550 - - - - - - - - 1 7
34 Suls509 - - - - - - - - 7 7 - - 76 Suls551 - - - - - o - - . o o
35 Suls510 - - - - - - - - 7 & - - 77 Suls554 10 10 5555 8 & 11 11 10 10 10 10
36 Suls511 - - - - - - -« - - - - . 78sSuls555 9 9 - - 9 § 8 8 9 9 9 9
37 Suls512 10 10 5555 9 9 10 10 10 10 10 10 79 Suls55%6 9 9 - - 9 8§ § 8 9 9 9
38 Suls513 8 95555 - - . - 7 7 - - 80 Suls557 9 10 - - 9 9 9 9 10 10 9 9
39 Suls514 9 95555 8 8 8 8 7 8 - - B8 Suls558 - - - - 8 8§ 8 8 8 7T 9 9
40 Suls515 10 95555 € § 10 10 9 10 10 10 8 Suls559 - - - - - - - - 9 7 9 9
41 Suls516 10 105555 € & 8 8 9 9 9 O 8 Suls560 - - - - - - - - o - o .
42 Suls517 9 95555 8 & 8 8 7 9 9 9 8 Suls561 - - - - - - - - T 6 - -

Keterangan: (-) tidak menghasilkan senyawa antibakteri.

Karakterisasi fisiologi pertumbuhan L. plantarum
dengan aktivitas antibakteri kuat dan berspektrum
luas

Hasil karakterisasi fisiologi pertumbuhan 25
strain L. plantarum dengan aktivitas antibakteri yang
kuat dan berspektrum luas menunjukkan isolat
tumbuh pada medium mengandung NaCl 3 & 6,5%,
pada temperatur 37°C, pH 4 dan tidak menghasilkan
gas, Tabel 2. Beberapa strain mampu tumbuh pada
medium yang mengandung NaCl 10% dan
strain Su-Is 537 mampu tumbuh di pH 3.
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Hasil analisis kadar asam laktat, kadar hidrogen
peroksida dan pH dalam produk fermentasi L.
plantarum

Hasil pengukuran kadar asam laktat dan
peroksida dalam produk fermentasi L. plantarum
berkisar 67,56-72,51 mg/ml, sedangkan kadar
peroksida antara 0,17-0,25 mg/ml. L. plantarum Su-
1s520 menghasilkan asam laktat paling rendah 67,56
mg/ml dibandingkan 3 isolat lainnya dan L.
plantarum Su-1s537 menghasilkan peroksida paling
rendah 0,17 mg/ml dibandingkan 3 isolat lainnya,
Tabel 3.
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Tabel 2. Hasil karakterisasi fisiologi pertumbuhan
strain L. plantarum yang dengan aktivitas
antibakteri kuat pada berbagai konsentrasi
NaCl, temperatur dan produksi gas.

No. Strain

3

NaCl (%) Temperatur (°C) Produksi pH

65 10 8 37 45 gas
+ -+ +- -
+ +-

Su-Is 487
Su-ls 488
Su-Is 507
Su-Is 508
Su-Is 512
Su-Is 513
Su-ls 514
Su-Is 515
Su-Is 516
10 Su-ls 517
11 Su-1s 520
12 Su-ls 521
13 Su-ls 522
14 Su-ls 530
15 Su-ls 531
16 Su-1s 532
17 Su-ls 537
18 Su-ls 546
19 Su-ls 548
20 Su-ls 554
21 Su-ls 555
22 Su-ls 556
23 Su-ls 557
24 Su-ls 558
25 Su-ls 559

LV T T R o O R I
S A
T oF

A A
A A A A ol

L
E A A
Ca

F N A A
B S S S S S S S S S S S A T e [

S T T A A T T T T T A e i i e I
B S S S S O T St S S S S S S R R S S RS
S S S S e e S i o S S S S S S S S S S

i A
L A A A A A A

*

Hasil aplikasi pengawetan pada bahan ikan

Perlakuan pengawetan pada bahan ikan
menggunakan larutan fermentasi L. plantarum Su-
1s537 menunjukkan hasil yang terbaik. Perlakuan
menggunakan produk fermentasi L. plantarum Su-
1s537 tersebut mampu menekan jumlah bakteri
pembusuk dibandingkan perlakuan lainnya seperti
perlakuan dengan kontrol air, kontrol garam 3%,
asam laktat 1,5%, asam laktat 1,5%+garam 3%,
khitosan 1,5%, dan larutan fermentasi BAL lainnya
sampai 48 jam penyimpanan pada temperatur kamar
(28-30°C) di kondisi terbuka/tanpa pengemasan. Hal
tersebut ditunjukkan dengan nilai TPC bakteri
pembusuk.

PEMBAHASAN

Proses pengawetan bahan pangan/pakan
dapat dilakukan dengan beberapa cara, salah satunya
dengan memanfaatkan bakteri yang bersifat

Tabel 4. Hasil deteksi gen plantaricin pada L.
plantarum.

Cen Strain

plantaricin

Su-1s520 Su-1s530 Su-1s537

Keterangan: (+) tumbuh baik, (+-) tumbuh sedikit, (-)
tidak tumbuh.

Tabel 3. Hasil pengukuran kadar asam laktat dan kadar
peroksida (H,O,) dalam produk fermentasi L.

plantarum.
) Kadar Asam Kadar H;0,
Strain Laktat (mg/mL) pH
m
(mg/mL)

L. plantarum Su-1s520 67.56 0.25 3.26
L. plantarum Su-1s530 71.16 0.25 3.25
L. plantarum Su-1s537 72.51 0.17 3.21

Deteksi gen bakteriosin pada strain L. plantarum

Hasil deteksi gen pengkode bakteriosin
menunjukkan L. plantwum Su-1s520 ditemukan 2
gen pengkode plantaricin (p/nN dan Plantaricin S), L.
plantarum Su-1s530 mempunyai 2 gen plantaricin
(p/nG dan Plantaricin S) dan L. plantarum Su-1s537
mempunyai 9 gen plantaricin (p/nB, plnD, pInEF,
plnl, plnK, pinG, pinN, Plantaricin S dan W) (Tabel
4). Visualisasi gen plantaricin di setiap strain L.
plantarum dapat dilihat di Gambar 2.

pinA - - -
pinB - - T
pinC - - -
pinD - - 1
pinEF - - 1
pinl - - 1
pin] - - -
pinE - - 1
pinG - + +
pinl + - 1
Plantaricin

NCE

Plantaricin § + + +
Plantaricin W - - +

’
MABCDEFI J K GNNC8S W

C. Su-1s537

Gambar 2. Visualisasi gen plantaricin (A) L.
plantarum Su-1s520, (B) L. plantarum Su-1s530
dan (C) L. plantarum Su-1s537.
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antagonis terhadap bakteri pembusuk dan patogen
pada bahan pangan, misalnya bakteri asam laktat.
Seperti yang ditunjukkan dalam hasil penelitian,
strain-strain L. plantarum menunjukkan aktivitas
antibakteri yang beragam, ada yang menghambat
semua mikroba indikator. Seperti disebutkan
Ghanbari et al. (2013) salah satu persyaratan
penting untuk menjadi pengawet, mikroba
tersebut harus bersifat antagonis dan mempunyai
spektrum luas terhadap bakteri dan jamur
patogen dalam bahan pangan. Selain itu ada hal
penting lainnya yaitu karakter fisiologi mikroba.
Dari 25 strain L. plantarum (Tabel 2) menunjukkan
karakter fisiologi beragam, ada yang mampu
tumbuh di NaCl 10%, ada juga bertahan hidup
di temperatur panas 45°C. Ketahanan pada
temperatur panas ini sangat menguntungkan
pada proses fermentasi dan produksi di skala
industri (Al-Madboly et al. 2015).

Lactobacillus plantarum [Su-1s520, Su-
1s530, Su-Is537] dipilih untuk aplikasi pengawetan
karena mempunyai aktivitas antibakteri yang
kuat dan berspektrum luas, mampu menghambat
bakteri pembusuk kelompok gram negatif dan
positif. Isolat-isolat tersebut menghasilkan senyawa
antibakteri yang berfungsi sebagai pengawet/
biopreservatif seperti asam laktat 71,16-77,91 mg/
ml, hidrogen peroksida 0,17-0,25 mg/ml dan
memproduksi bakteriosin yang ditunjukkan dengan
keberadaan gen plantaricin. Isolat L. plantarum Su
-1s520 menghasilkan asam laktat 67,56 mg/ml,
H,O, 0,25 mg/ml dan mempunyai (2) gen
plantaricin N, S; Isolat L. plantarum Su-1s530
menghasilkan asam laktat 71,16 mg/ml, H,O, 0,25
mg/ml dan mempunyai (2) gen plantaricin G, S;
isolat L. plantarum Su-1s537 menghasilkan asam
laktat 72,51 mg/ml, H,0, 0,17 mg/ml dan mempunyai
(9) gen plantaricin B, D, EF, [, K, G, N, S, W.

Jumlah dan variasi senyawa antibakteri
tersebut akan berpengaruh pada kekuatan
pengawetan pada bahan yang diawetkan seperti
bahan ikan yang diberi perlakuan. Asam laktat
yang dihasilkan oleh bakteri merupakan bersifat
antibakteri. Asam akan berdisosiasi dalam sitoplasma
sel sehingga menurunkan pH sitoplasma sel
target. Penurunan pH ini akan menguras energi
untuk menjaga keseimbangan pH intraseluler
sel target selain itu penurunan pH intraselular
mengganggu fungsi sel target sehingga menyebabkan
kematian sel (Saraya & Hemashenpagam 2011).
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Semakin tinggi kadar asam laktat akan semakin
kuat menghambat bakteri indikator, namun
demikian akan mempengaruhi rasa pada bahan
yang akan diawetkan sehingga perlu menjadi
bahan pertimbangan lebih lanjut. Selain asam
laktat, hidrogen peroksida juga bersifat antibakteri.
Senyawa tersebut mengoksidasi gugus sulthidril
yang menyebabkan denaturasi enzim dan
peroksidasi lipid membran yang menyebabkan
peningkatan permeabilitas membran sel target.
Selain itu peroksida (H,O,) dapat menjadi
sumber radikal bebas yang bersifat bakterisidal
seperti superoksida (O,) dan hidroksil (OH)
yang dapat merusak DNA (Ammor et al. 2000).
Bakteriosin juga bersifat antibakteri. Mekanisme kerja
bakteriosin ini dapat membentuk porus pada
membran bakteri target sehingga terjadi kebocoran sel
yang menyebabkan kematian sel (Ananou et al.
2007). Deteksi keberadaan plantaricin dapat
dilakukan dengan mudah, cepat dan akurat
dengan metode berbasis PCR. Dengan metode
ini dapat diketahui secara langsung keberadaan
gen yang mengkode plantaricin yang berperan
untuk antimikroba (Yi et al. 2010). Plantaricin
menghambat bakteri dengan spektrum luas.
Kelompok plantaricin yang penting adalah plantaricin
EF, plantaricin W, Plantaricin JK dan plantaricin S.
Salah satu pemanfaatan L. plantaum penghasil
plantarisin S digunakan untuk fermentasi dan
mengawetkan buah zaitun (Zacharof & Lovit 2012).
Ikan yang digunakan dalam penelitian
dikategorikan dalam fase post rigor, untuk
menekan penurunan kualitas, bahan ikan diberi
perlakuan dengan perebusan untuk menonaktifkan
enzim ikan dan menekan pertumbuhan bakteri
pembusuk. Selain itu juga diberi perlakuan dengan
penambahan bermacam-macam bahan pengawet
(as. laktat 1,5%, as. laktat 1,5%+garam 3%, garam
3%, khitosan 1,5%, biopreservatif asal L. plantarum
[Su-1s520, Su-1s530, Su-1s537]+garam 3%).
Hasil aplikasi pengawetan dengan cara
perebusan dan penambahan bahan pengawet,
bahan ikan yang disimpan selama 24 jam di
temperatur ruang menunjukkan hasil yaitu
campuran asam laktat 1,5%+garam 3%, larutan
fermentasi L. plantarum [Su-1s520, Su-1s530,
Su-1s537] mampu menekan pembusukan ikan.
Penghambatan bakteri pembusuk terkuat terlihat
pada perlakuan menggunakan larutan fermentasi
L. plantarum Su-1s537 ditunjukkan dengan nilai
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TPC 2x10° cfu/g, dibandingkan kontrol negatif
(air) 1,7x10® cfu/g. Tampaknya campuran asam
laktat dan garam bersinergi mempunyai aktivitas
antibakteri yang lebih kuat dibandingkan dengan
penambahan garam atau asam laktat saja. Dari
hasil juga menunjukkan larutan fermentasi juga
lebih kuat menghambat bakteri patogen, hal ini
dimungkinkan campuran asam laktat, peroksida
dan bakteriosin bersifat mengawetkan bahan
ikan. Pada bahan ikan yang disimpan selama 48
jam, pengawet asam laktat 1,5% dan garam 3 %
tidak mampu menekan pertumbuhan bakteri
pembusuk, sedangkan campuran asam laktat
1,5% dan garam 3 %, khitosan 1,5%, larutan
fermentasi L. plantarum [Su-1s520, Su-1s530]
sedikit menekan pertumbuhan bakteri pembusuk.
Perlakuan larutan fermentasi L. plantarum Su-
1s537 mampu menekan pertumbuhan bakteri
pembusuk ditunjukkan dengan nilai TPC bakteri
pembusuk 7x10° cfu/g dibandingkan dengan
kontrol negatif (air) nilai TPC lebih dari 3 x10°
cfu/g, Tabel 5. Seperti disebutkan oleh Zacharof
and Lovit (2012) plantaricin yang berperan
penting sebagai preservatif adalah plantaricin
EF, plantaricin W, Plantaricin JK dan
plantaricin S, dalam hal ini L. plantarum Su-1s537
mempunyai gen bakteriosin yang lebih banyak
(plantaricin EF, W dan S) sehingga mempunyai
aktivitas antibakteri yang lebih kuat dan mampu

memperpanjang masa simpan bahan ikan
dibanding dengan perlakuan dengan isolat yang
lainnya. Pada penyimpanan 72 jam, bahan ikan
sudah membusuk, hal ini menunjukkan proses
perebusan dan penambahan bahan pengawet tidak
mampu lagi menekan pertumbuhan bakteri pembusuk.
Pertumbuhan bakteri pembusuk tersebut karena
3 hal yaitu kadar air bahan ikan yang tinggi 43,5
-71,8% (Tabel 6), temperatur penyimpanan yang
hangat 28-30°C, yang merupakan temperatur optimum
pertumbuhan mikroba, dan ikan sendiri merupakan
sumber nutrisi yang baik untuk pertumbuhan
mikroba (Tuara 1997).

KESIMPULAN

Lactobacillus plantarum [Su-1s520, Su-
1s530, Su-1s537] menghasilkan senyawa antibakteri:
asam laktat, hidrogen peroksida dan bakteriosin.
Isolat L. plantarum Su-1s520 menghasilkan
asam laktat 67,56 mg/ml, H,O, 0,25 mg/ml dan
mempunyai (2) gen plantaricin N, S; Isolat L.
plantarum Su-1s530 menghasilkan asam laktat
71,16 mg/ml, H,O, 0,25 mg/ml dan mempunyai (2)
gen plantaricin G, S; isolat L. plantarum Su-1s537
menghasilkan asam laktat 72,51 mg/ml, H,O, 0,17
mg/ml dan mempunyai (9) gen plantaricin B, D, EF,
I K, G, N, S, W. Hasil aplikasi pengawetan
menunjukkan larutan fermentasi L. plantarum [Su-

Tabel 5. Hasil penghitungan bakteri pembusuk pada sampel bahan ikan yang telah melalui proses pengawetan
dengan produk fermentasi BAL yang disimpan selama 3 hari pada temperatur ruang (28-30°C).

Lama Asam laktat As, laktat Khitosan Su-ls Su-ls Su-ls
penyvimpana Air Garam 3% 1.5% 1.5%+garam 1.5% 520Hgaram 53Hgaram S3T+garam
n : 304 : 30 3% 304

Tam 0 <10 <10* <10* <10t <10t <10 <10* =10*

Jam 24 1.7510° 95107 1,5510° 1.4510° 1.1x107 2.5x10° 1x10f 2x10°

Jam 48 =3 x10° =3 x10° 2.5x10° 5x107 8.3 x10 3.9x107 9.8 x10 7x10°

Jam 72 =3 x10° =3 x10° >3 x10° =3 107 =3 x10° =3 x10° >3 x10° =3 x10°

Tabel 6. Hasil pengukuran pH dan kadar air bahan ikan yang telah melalui proses pengawetan yang disimpan
selama 3 hari pada temperatur ruang (28-30°C).

Kadar air selama penyimpanan (jam}

No Perlakuan dengan pengawet pH

0 24 43 12
1 Air (kontrol negatif) i} 639 62.8 58.9 524
2 As laktat 1.5% 4 T1.8 39.6 559 537
3 As laktat 1 5%+garam 3% 5 64.8 605 572 472
4 Garam 3% 6 64 333 339 4335
5 Khitosan 1.5% 5 67.8 61.5 608 52
6 L plantarum Su-1s320Hgaram 3% 5 67.7 583 374 53.7
1 L plantarum Su-1s330Hgaram 3% 5 632 o1 339 44
8 L plamigrum Su-1s337+garam 3% 5 633 63.1 58.9 52.7
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1s520, Su-1s530, Su-1s537] dan campuran asam laktat
1,5%tgaram 3%, mampu menekan pembusukan
bahan ikan dengan penyimpanan 24 jam. Perlakuan
larutan fermentasi L. plantarum Su-1s537 mampu
menekan pertumbuhan bakteri pembusuk pada bahan
ikan yang disimpan selama 48 jam. Hal ini
dimungkinkan karena L. plantarum Su-1s537
mempunyai gen bakteriosin yang lebih banyak
sehingga memproduksi bakteriosin dan aktivitas
antibakterinya lebih kuat.
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