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Abstrak

Kultur protektif merupakan salah satu bentuk biopreservasi yang dikembangkan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri yang merusak produk pangan. Pada penelitian ini diisolasi jenis-jenis bacteri asam
laktat dari Ikan Beronang dan Ikan Kakap yang telah disimpan dalam suhu rendah, serta melakukan skrining
berdasarkan kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang umum mengkontaminasi bahan
makanan yang disimpan pada suhu rendah. Isolasi bakteri asam laktat dilakukan dengan metode taburan
dalam medium MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) Ada dua kelompok bakteri asam laktat yang diisolasi
yaitu yang bersifat halofilik dan non-halofilik. Inkubasi kultur bakteri dilakukan pada suhu<20 °C. Isolat-
isolat Bakteri asam laktat (BAL) yang diperoleh selanjutnya diskrining untuk mendapatkan strain yang aktif
terhadap bakteri dan bakteri pembusuk dengan meto dedifusi agar menggunakan paper disc. Bakteri uji yang
digunakan untuk skrining adalah bakteri Escherichia coli, Staphylococcusaureus, Pseudomonas fluorescens
dan Pediococcus b 42. Indikator adanya aktivitas antibakteri ditunjukkan oleh terbentuknya zona
penghambatan. Hasil isolasi diperoleh total 68 isolat BAL dengan rincian 25 isolat aktif terhadap 4 jenis
bakteri uji, 13 isolat aktif terhadap 3 jenis bakteri uji , 7 isolat aktif terhadap 2 isolat uji, 11 isolat aktif
terhadap 1 jenis bakteri uji dan hanya 2 isolat yang tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji.
Hal ini menunjukkan bahwa BAL vyang berasal dari produk perikanan lautmemilikipotensiuntuk
dikembangkan sebagai kultur protektif pada industri perikanan.

Kata kunci :BakteriAsamLaktat, Kultur Protektif, Biopreservasi, AktivitasAntibakteri
Abstract

Protective culture is one of preservation method developed to inhibit the growth of bacteria that spoil
food products. In this research lactic acid bacteria of stored at low temperature origin were isolated and
screened for potential application as protective culture in fish product. All isolate were examined for
antimicrobial activity against pathogenic bacteria commonly contaminate in foodstuffs stored at low
temperatures. Lactic acid bacteria were isolated using pour-plate technique on MRS agar. Incubation
bacterial culture was carried out at < 20 °C. The isolates of lactic acid bacteria (LAB) were screened to
obtain strains active against E. coli, S. aereus, P. florescens and Pediococcus b 42 using agar diffusion
method paper disc technique. The results obtained a total of 68 isolates of LAB consist of 25, 13and7 isolates
respectively activeagainst4.3and2 typesof testbacteria, and only 2 isolates that do not have antibacterial
activity against the tested bacteria. This suggests that LAB derived from marine fisheries products have the
potential to be developed as a protective culture in the fishing industry .

Key words :Lactic Acid Bacteria, Protective Culture, Biopreservation, Antibacterial Activity.

PENDAHULUAN merupakan kebutuhan dasar manusia yang paling
Pengembangan  teknologi  pengawetan utama (UU No 7 tahun 1996 ; PP 28 tahun 2004)
bahan makanan dan produk  olahannya sehingga pemenuhan terhadap kebutuhan pangan
mempunyai nilai strategis dalam menunjang merupakan salah satu komponen dasar dalam
ketahanan dan keamanan pangan. Hal ini pembangunan sumber daya manusia (U U No 7
ditunjukkan oleh 3 hal utama yaitu : (1) Pangan tahun 1996 ) karena berpengaruh terhadap
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eksistensi dan ketahanan hidupnya, baik
dipandang dari segi kuantitas maupunkualitasnya.
Tersedianya pangan yang cukup, aman, bermutu
dan bergizi merupakan prasyarat utama yang
harus terpenuhi dalam upaya mewujudkan insan
yang berharkat dan bermartabat serta sumber daya
manusia yang berkualitas (PP 28 tahun 2004).
(2)Indonesia sebagai Negara agraris dan maritime
mempunyai potensi produksi pertanian dan
perikanan yang sangat besar. Salah satu sifat
bahan pangan adalah mudah rusak. Kerusakan
dapat terjadi baik secara fisis, kimiawi maupun
biologis. Menurut Baird-Parker, (2000) dalam
Ghaly er al., (2010) kerusakan yang disebabkan
oleh aktivitas kimia dan mikrobiologi mencapai
25 9% dari produk pertanian dan perikanan setiap
tahunnya. Sedangkan menurut Amos (2007)
dalam Ghaly er al., (2010) 30 % ikan yang
didaratkan mengalami kerusakan akibat aktivitas
mikrobia. Beberapa masalah yang muncul terkait
dengan teknologi pengawetan bahan pangan
diantaranya adalah : (1) Berkembangnya secara
luas penggunaan bahan pengawet kimia yang
berbahaya bagi kesehatan seperi formalin
danboraks Pemerintah melalui PerMen Kes No.
1 168/Menkes/Per/X/1999 telah

penggunaan formalin dan borak sebagai bahan

melarang

tambahan pada pangan. (2) Beberapa bahan
pengawet menyebabkan terjadinya perubahan
sensori produk pangan, dan cara / teknik
pengawetan yang lain menyebabkan perubahan
tekstur bahan pangan. (3) Pengawetan dengan
suhu rendah meskipun efektif untuk mencegah
kerusakan bahan pangan tanpa menyebabkan
perubahan sensori tetapi masih memunculkan
potensi terjadinya cemaran mikrobia pathogen
yaitu adanya bakteri patogenik yang bersifat
psikrofilik yaitu bakteri yang tumbuh baik pada
suhu ruangan dan suhu rendah seperti Listeria
monocytogenes (Yin et al., 2007 ; Vignoloer al.,
2008), Yersinia enterocolitica, Aeromonas
hydrophila (Vignoloet al., 2008). Pseudomonas
sp. (Yin et a.,, 2007).

Suatu teknologi preservasi yang baik dan
efektif adalah yang mampu memperpanjang masa
simpan produk, mencegah pertumbuhan mikrobia

yang tidak diinginkan dan perubahan sensori yang
minimal. Salah satu pendekatan yang dinilai
efektif adalah melalui biopreservasi dengan
pendekatan kultur protektif dan produk metabolit
mikrobia yang mempunyai aktivitas antibakteri
yang stabil pada berbagai kisaran pH dan
suhu.Penggunaan mikroorganisme sebagai kultur
protektif ~memiliki beberapa keuntungan
mikroorganisme tidak hanya sebagai sumber
peptida antimikrobia tetapi juga molekul-molekul
antimikrobial lain yang memilki spektrum luas
seperti asam organik, CO», ethanol, hidrogen
peroksida dan diasetil.Kultur protektif mampu
berkompetisi dengan pathogen potensial sehingga
menghambat  pertumbuhannya (Gaggia, et al,
2011).  Pentingnya kultur protektif sebagai
agensia biopreservasi produk hasil laut telah
direview oleh Pilet & Leroi (2011).Bakteri asam
laktat (BAL) mempunyai potensi yang paling
besar untuk dikembangkan dan diaplikasikan
sebagai kultur protektif karena kelompok bakteri
ini telah diketahui aman untuk dikonsumsi (status
GRAS = Generally Recognized As Safe) (Yin et
al., 2007 ; Vignoloet al, 2008) memiliki
kemampuan hidup pada suhu rendah dan mampu
menghambat pertumbuhan bakteri pathogen
melalui  produksi bermacam-macam senyawa
antibakteri (Vignoloer al.2008). Ke dua sifat ini
memungkinkan aplikasi kultur protektif yang
dikombinasi dengan suhu rendah sehingga proses
pengawetan menjadi semakin efektif.

MATERI DAN METODE

Sampel ikan laut yang digunakan sebagai
sumber bakteri asam laktat adalah Ikan Kakap
(Lutianuscampechanus) dan Beronang
(Siganusguttatus). Sampel ikan disimpan di
dalam chiller selama 15 hari untuk mendapatkan
bakteri asam laktat (BAL) yang mampu tumbuh
pada suhu rendah. Bakteri uji yang digunakan
sebagai  indikator dalam seleksi agensia
biopreservasi adalah, Escherichiacoli,
Staphylococcusaureus, Pseudomonas fluorescens
dan Pediococcus Ib 42. Tsolasi bakteriasamlaktat
(BAL)dilakukan dengan metode pengenceran-

taburan menggunakan medium MRS agar yang
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diperkaya dengan CaCO;. Prosedur isolasi
mengiluti  metode yang dilakukan oleh
Matamoros.et  al.,(2006) yang dimodifikasi.
Sampel ikan laut dibeli dari tempat pelelangan
ikan (TPI) dandisimpan pada suhu 4°C-8°C
selama 15 hari.

Sampel sebanyak 1 gram tiap ikan diambil
secara  aseptik  dihancurkan  menggunakan
lumpang porselin, kemudian dibuat 4 seri
pengenceran. Tiap seri pengenceran ditanam
secara pour-plate (taburan) di media MRS agar.
Inkubasi pada suhu <20 °C selama 10 - 15 hari.
Koloni yang tumbuh dan menunjukkan zona
jemih diisolasi dan dimurnikan, selanjutnya
dilakukan skrining.

Skrining dilakukan dengan metode paper
disc. Nutrient agar yang telah dicairkan di
inokulasi dengan bakteri uji (umur 24 jam)
sebanyak 1 % (v/v) kemudian dituang secara
aseptik ke dalam cawan petri setril. Paper disc
steril diletakkan di dalam cawan petri steril
kemudian dipipetkan 50 uL kultur isolat BAL
yang akan diuji  aktivitas  antibakterinya,
selanjutnya secara aseptis diletakkan di atas media
agar dalam cawan petri yang telah diinokulasi
dengan bakteri uji. Setiap cawan petri diletakkan
5 paper disc untuk 5 isolat BAL yang berbeda.
Inkubasi dilakukan pada suhu 37 °C selama 2 x 24
jam. Aktivitas antibakteri ditunjukkan oleh
terbentuknya zone jernih disekitar paper disc.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi diperoleh total 68 isolat bakteri
asam laktat (data tidak ditampilkan dalam naskah
ini). Hasil uji aktivitas antagonis terhadap bakteri
uji diperoleh 47 isolat yang aktif terhadap E. coli,
43 isolat aktif terhadap S. aureus, 40 isolat aktif
terhadap P. fluorescens, 35 isolat aktif terhadap
Pediococcus 1b42, dan hanya 3 isolat yang tidak
menunjukkan aktivitas antagonis terhadap bakteri
uji. Sedangkan berdasarkan jumlah bakteri uji
yang dihambat diperoleh 25 isolat mampu
menghambat 4 jenis bakteri uji (Tabel 1), 13 isolat
mampu menghambat 3 bakteri uji, 7 isolat mampu
menghambat 2 bakteri uji, 11 isolat hanya
mampu menghambat 1 bakteri. Berdasarkan

jumlah bakteri uji yang dihambat dan diameter
zona penghambatannya dapat diseleksi 5 isolat
yang mempunyal potensi untuk dikembangkan
sebagai kultur protektif (Tabel 2).

Salah satu masalah utama dalam
pengembangan teknologi pasca panen perikanan
adalah mudahnya produk mengalami kerusakan
terutama kerusakan akibat proses mikrobiologis
dan kontaminasi oleh pathogen. Kultur protektif
merupakan salah satu pendekatan pengendalian
produk perikanan dari kerusakan dan penurunan
kualitas baik oleh aktivitas bakteri pembusuk
maupun bakteri pathogen. Pada penelitian ini ada
3 jenis bakteri indikator kontaminasi pathogen
dan 1 jenis baakteri pembusuk yang digunakan
sebagai bakteri uji dalam melakukan seleksi BAL.
Novotny,et al (2004) dalam reviewnya mengenai
ikan sebagai sumber potensial bakteri pathogen
bagi manusia menyebutkan bahwa diantara
bakteri pathogen itu adalah E. coli dan S. Aereus.
E. coli merupakan contoh klasik dari bakteri
enterik penyebab gastroenteritis. E.coli termasuk
coliform  dan  bakteri lainnya  seperti
Staphylococcusspp dan kadang-kadang
enterococci biasanya digunakan sebagai indeks
kondisi berbahaya selama pemrosesan ikan.

Kontaminasi makanan yang berasal dari
ikan dengan E. Coli pathogen mungkin terjadi
selama penanganan ikan dan selama proses
produksi. E celi enterotoksigenik (EHEK)
menyebabkan penyakit diare. Enterotoksin yang
dihasilkan ada yang bersifat termolabil tetapi ada
yang bersifat thermostabil. Strain E. coli yang
lain yaitu E. Colientero haemorrhagic (EHEC).
Strain  O157 dapat bertahan pembekuan dan
konsentrasi tinggi NaCl dan mempertahankan
patogenisitas  untuk manusia. S.  aereus
menghasilkan enterotoksin yang menyebabkan
gastroenteritis yang serius.

Beberapa penelitian mengenai
kontaminasi produk perikanan oleh bakteri
pathogen diantaranya adalah oleh Abisoye ef al
(2011) yang menunjukkan total coliforms berkisar
antara 3.01 x 106- 24.66 x 106¢ctu/ml. Sedangkan
bakteri pathogenik lain yang terdeteksi adalah
Pseudomonas, spp, Vibrio Spp-»
danStaphylococcus spp. Teophilo et al., (2002)
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mendapatkan 32 strain E coli dari ikan red
snapper (Lutjanus purpureus) dan seabob shrimp

jumlah rata-rata Staphylococcus aureus 0,5 x 103

koloni/gram sedangkan di tingkat penjual, ikan

(Xiphopenaeus kroyeri). Empat belas strain asap jumlah rata-rata S.aureus sebesar 2.9 x 103.
menghasilkan  eksotoksin, 7 strain  bersifat P. fluorescens dikenal sebagai salah satu jenis
thermostabil (ST) dan 7 lainnya bersifat bakteri yang  bertanggung  jawab  untuk
thermolabil (LT). pembusukan makanan dingin. Produk ikan

Hasil penelitian bakteriologis ikan asap di berfungsi sebagai substrat pertumbuhan yang baik

kota Semarang menunjukkan di tingkat produsen untuk genus Pseudomonas, terutama di bawah

Tabel 1. [solat bakteriasamlaktat (BAL) yang mampu menghambat 4 jenis bakteri uji

No Isolat E. coli S. aureus P. fluorescens Pediococcus 1b42
1 BFI 02 12400 1154071 11+0.0 12.5+0.0
2 BFI 03 17+1.41 12,540,71 10.540.71 1340.71
3 BFI 04 15+1.41 12400 9.540.71 13400
4 BFI 10 10400 954071 9+0.,0 10,5+0.71
5 KPIF 01 11.5+0.71 11+0.0 12400 10400
6 KPIF 02 12400 12,5+0,71 14+0.0 10+0.0
7 KPIF 04 9+0,0 14+0.0 11+0.0 10400
8 KPIF 05 11.5+00 14+0.0 13+0.0 10400
9 KPIF 07 10+0,0 12+0.0 12400 12400
10 KPF101 12400 15+0.0 14,5+0,0 12400
11 KPF102 12+0,0 15,540,71 13+0.0 12400
12 KPF103 12,5+0,71 15+0,0 15400 12400
13 KPF105 13400 1554071 14+0,0 12400
14 KPF106 12400 15400 13+0.0 10+0.0
15 KPF108 12,540,71 15,540,71 13+0.0 12400
16 KPIF104 13400 15+0.0 14+00 12400
17 KPIF107 11400 14+1.4 11+0.0 12400
18 SB202 11400 13+0.0 15400 10+0.0
19 SB203 12400 13+0.0 13400 10+0.0
20 SB204 12+0,0 13+0.0 15+0.0 10+0.0
21 SB205 11.5+0.71 13+0.0 16+0.0 10400
22 SB206 12+0,0 13+0.0 14+0.0 10400
23 SB208 12+0,0 11+0.0 15400 10+0.0
24 SB209 14,5+0,71 16+0.0 17+1.4 11400
25 SB210 12+0,0 12400 12400 10400

Keterangan : nilai adalah rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri uji (mm)

Tabel 2. [solat BAL potensial sebagai kultur protektif

Isolat Uji
No Isolat BAL E. coli S. aereus P. ﬂuoriscem Pediococcus 1b42
1 BFI 03 17+1.41 12,5+0.71 10.5+0.71 1340.71
2 BFI 04 154141 12400 9.5+0.71 13400
3 KPIF103 12,540.71 15+0,0 15+0,0 12400
4 KPIF105 13400 15,5+0.71 14400 12400
5 SB209 14.5+0.71 16+0,0 17+1.4 11400

Keterangan : nilai adalah rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri uji (mm)
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penyimpanan esaerobik. Genus ini dianggap
sebagai produsen utama dari senyawa volatil yang
bertanggung jawab untuk perubahan aromaikan
(aldehida, ketondan ester) (Franzetti &

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan
bahwa isolat BAL hasil isolasi sebagian besar
mempunyai aktivitas terhadap bakteri uji terutama
bakteri pathogen dan pembusuk. Total 68 isolat
yang diperoleh hanya 2 isolat yang tidak
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri
uji. Kemampuan penghambatan pertumbuhan
bakteri uji merupakan gabungan antara asam
organik dan bakteriosin. Asam organik yang
dihasilkan oleh isolat BAL ditunjukkan oleh
terbentuknya zona jernihdisekitar koloni pada
medium MRS agar yang diperkaya dengan
CaCOs;. Asam yang dihasilkan oleh koloni akan
bereaksi dengan CaCQO; membentuk zona bening.
BAL menghasilkan asam laktat dan asetat sebagai
produk utama yang mempunyai aktivitas
antibakteri yang tinggi. Asam organik ini dapat
menyebabkan penghambatan pertumbuhan E coli,
S, aureus dan P. fluorescens . Efek inhibitor asam
organik terutama disebabkan oleh bentuk-bentuk
molekul yang tidak terdisosiasi yang menembus
membran sel kedalam sitosol yang bersifat lebih
akalin dan berinterfensi dengan fungsi-fungsi
metabolikesensial. Efek toksik asam laktat dan
asam setat meliputi reduksi pH intraseluler dan
hilangnya potensial membran (Suskovic et al.,
2010).

Penggunaan bakteri Pediococcus Lb 42
sebagai indikator adanya Dbakteriosin yang
disekresikan oleh BAL digunakan sebagai salah
satu pendekatan untuk mengetahui mekanisme
penghambatan BAL. Berdasarkan hasil pengujian
yang telah dilakukan terhadap 60 isolat BAL
diperoleh bahwa 35 isolat aktif terhadap
Pediococcus  Lb 42 artinya  ditengarai
menghasilkan bakteriosin. Bakteriosin menurut
Drider et al. (2006) dalam reviewnya menyatakan
bahwa bakteriosin adalah antimicrobial peptide
atau protein yang dihasilkan oleh bacteria
Beberapa penelitian bakteriosin yang dihasilkan
oleh bakteri asam laktat  antara lain oleh
Lactobacillus  plantarum C11  menghasillan
bakteriosin PInE, PInF, PlnJ, PInK, dan PInN
(Anderssen et al., 1998), Lactobacillus

amylovorusDCE 471 menghasilkan amylovorin
LAT71 (Callewaert et al., 1999), Lactobacillus
acidophilus DSM 20079 menghasilkan acidocin
D20079 (Deraz et al., 2005), L. plantarum LR/14
menghasilkan plantaricin LR14a dan -f (Tiwari
&Srivastava, 2008).

Spektrum  penghambatan
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan

merupakan

bakteri gram positif dan bakteri gram negatif.
Suatu isolat dikatakan mempunyai aktivitas
antibakteri  berspektrum luas apabila  aktif
terhadap bakteri gram negatif dan bakteri gram
positif. Pada penelitian ini bakteri uji yang
bersifat gram negatif adalah E. coli dan P.
fluorescence, sedangkan bakteri uji yang bersifat
gram positif §. aureus dan Pediococcus LB 42.
Berdasarkan hasil pengujian menunjukan ada 25
isolat BAL yang mempunyai  aktivitas
penghambatan berspektrum luas dan mampu
menghambat 4 jenis bakteri uji. Semakin banyak
jenis bakteri pathogen dan pembusuk yang
dihambat semakin baik suatu isolat bakteri untuk
dikembangkan sebagai kultur protektif. Hal ini
didasarkan pada kenyataan bahwa proses
pembusukan bahan makanan termasuk
didalamnya adalah produk perikanan dilakukan
oleh banyak jenis dan strain bakteri. Menurut
Doyle (2007) empat spesies bakteri Pseudomonas
(P. fluorescens, P. fragi, P. lundensis, dan P.
viridiflava), ~ Shewanella  putrefaciens,  dan
Xanthomonas campestris merupakan jenis-jenis
bakteri bakteri pembusuk makanan yang dominan.

Menurut  Ghaly, et al (2010) Pseudomonas
(Alteronomas) putrifaciens, Pseudomonas
(altreomonas) fluorescens dan Fluorescent

pseudomonads
pembusuk ikan yang mempunyai aktivitas

merupakan  jenis  bakteri

pembusukan yang tinggi. Demikian juga
kontaminasi pathogen pada produk makanan
termasuk hasil perikanan dapat terjadi oleh
banyak jenis bakteri pathogen. Kontaminasi bahan
makanan atau produk olahan terutama disebabkan
oleh rekontaminasi selama proses pasca produksi
sehingga kondisi sanitasi memegang peranan
penting dalam proses kontaminasi patogen.
Bakteri pathogen yang biasa mengkontaminasi
bahan makanan termasuk ikan adalah S.aureus
dan E. coli (Eze,etal.,2011).
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Berdasarkan hal tersebut diatas
menunjukkan bahwa isolat hasil skrining
mempunyai aktivitas menghambat pertumbuhan
bakteri pathogen dan pembusuk ikan, khususnya
terhadap bakteri pathogen dan bakteri pembusuk
ikan yang digunakan sebagai bakteri uji. Aktivitas
antagonis ditunjukan oleh besarnya diameter
penghambatan pertumbuhan uji, semakin besar
diameter penghamabatan yang dibentuk semakin
besar aktivitas antagonisnya. Sehingga
berdasarkan diameter penghambatan dapat dipilih
isolat-isolat yang mempunyai aktivitas yang tinggi
untuk dikembangkan sebagai kultur protektif.

SIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa BAL yang diisolasi dari
produk perikanan mempunyai potensi untuk
dikembangkan sebagai kultur protektif dan
penghasil bakteriosin yang bermanfaat bagi
pengembangan teknologi biopreservasi produk
pangan. Pada penelitian ini  diperoleh total 68
isolat bakteriasamlaktat (BAL) dengan rincian 25
isolat aktif terhadap 4 jenis bakteri uji, 13 isolat
aktif terhadap 3 jenis bakteri uji , 7 isolat aktif
terhadap 2 isolat uji, 11 isolat aktif terhadap 1
jenis bakteri uji dan hanya 2 isolat yang tidak
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji.
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