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Potensi Daya Antimikrobia Isolat Pediococcus Dari Bakasang Terhadap
Escherichia coli

Helen Joan Lawalata
Fakultas MIPA, Universitas Negeri Manado, email; lawalata_helen@yahoo.com

ABSTRAK

Bakasang merupakan salah satu produk fermentasi tradisional dengan bahan dasar jeroan ikan-ikan besar. ikan-
ikan kecil dan telur ikan. Produk fermentasi ini digunakan sebagai penambah rasa pada makanan. Kualitas produk
fermentasi ini tergantung pada beberapa faktor antara lain bahan atau substrat. lingkungan dan bakteri yang aktif dalam
fermentasi.

Mikrobia yang berperan dalam fermentasi bakasang ini didominasi oleh bakteri asam laktat (BAL) Bakteri ini
berpotensi memproduksi senyawa antimikrobia yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri lain.

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari potensi isolat Pediococcus dari bakasang dalam menghambat
pertumbuhan Escherichia coli (bakteri patogenik). Penelitian ini meliputi beberapa langkah kerja vang diawali
dengan mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri asam laktat dari sampe! bakasang komersial. Penelitian ini
dilanjutkan dengan uji daya hambat senyawa antimikrobia yang dithasilkan oleh bakteri asam laktat terhadap
pertumbuhan Escherichia coli.

Hasil isolasi bakteri asam laktat (BAL) dari makanan fermentasi bakasang diperoleh 9 isolat Pediococcus dari
15 bakteri penghasil asam.. Isolat Pediococcus vang diisolasi dari bakasang berpotensi menghasilkan senyawa
antimikrobia vang mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogenik Fscherichia coli ATCC 35218. Daya hambat
senvawa antimikrobia dari ke-9 isolat Pediococcus terhadap bakteri patogenik Escherichia coli ATCC 35218 yang
terlihat dari diameter zona jernih berkisar antara 3.0 — 11,0 mm.

Kata kunei : Antimikrobia, BAL, Pediococcus, Bakasang

1. PENDAHULUAN

Bakasang merupakan produk fermentasi ikan
vang dibuat secara tradisional dari jeroan
atau isi perut ikan cakalang, ikan-ikan kecil
dan telur ikan yang merupakan makanan khas
Sulawesi Utara (Manado). Pada makanan
hasil fermentasi ikan, ternyata Bakteri Asam
Laktat (BAL) merupakan bakteri vang
memiliki peran penting di dalam proses
fermentasi Salah satu peran bakter1 asam
laktat vaitu menghasilkan komponen
antimikrobia vang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen dan bakteri
pembusuk. Komponen vyang  bersifat
antagonistik tersebut berupa asam organik,
hidrogen peroksida, diasetil dan bakteriosin
(Daeschel,  1989;  Ouwehand, 1998;
Rahayu, 2000; Savadogo at al., 2004).
Antimikrobia alami  yang  dihasilkan
mikrobia khususnva bakteri asam laktat telah

luas digunakan sebagai chemotherapeutic
agents  vang  dapat  mengendalikan
pertumbuhan mikorbia patogen (Park ef al..
2005). BAL termasuk mikroorganisme yang
aman jika ditambahkan dalam pangan karena
sifatnya tidak toksik dan tidak mengkasilkan
toksin, maka disebut food  grade
microorganism  atau  dikenal  sebagai
mikroorganisme yvang Generally Recognized
As Safe (GRAS) yaitu mikroorganisme yang
tidak beresiko terhadap kesehatan, bahkan
beberapa jenis bakteri tersebut berguna bagi
kesechatan.  Di Indonesia telah banyak
dilaporkan hasil penelitian yang mengungkap
potensi bakteri asam laktat sebagai penghasil
substansi antimikrobia dari bahan makanan
hasil fermentasi (Rahayu dkk.,1996: Danil
dkk..1999; Santoso dkk., 1999).  Penelitian
ini  bertuyjuan untuk mengisolasi dan
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mengidentifikasi BAL pada bakasang  dan
mengetahui  aktivitas  penghambatannva
terhadap bakteri patogen dan pembusuk.

2. METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan vang digunakan sampel bakasang
(fermentasi jeroan ikan cakalang) komersial
Bakteri indikator dan media: Mikrobia
vang digunakan sebagai bakteri indikator
adalah Escherichia coli ATCC 35218 vang
ditumbuhkan dalam media NB, Media MRS
Agar dengan penambahan 1% CaCOs.

Metode

Isolasi Bakteri Asam Laktat

Isolasi bakteri asam laktat dilakukan
dengan metode pour plate. Sampel sebanvyak
10 gr dimasukkan dalam larutan NaCl 0,85%.
Kemudian dilakukan seri pengenceran 107
sampai dengan 107, Dari pengenceran 107,
10" dan 10”7 masing-masing diambil 1 ml dan
dituang ke dalam cawan petri lalu dituang:
media MRS Agar dan diratakan. Diinkubasi
pada 37°C selama 2-3 hari.
Koloni bakteri asam laktat yang tumbuh pada
media dikenali dengan adanva zona jemnih
disekeliling koloni. Koloni yang tumbuh
secara terpisah dan berbeda kenampakannya
dipindahkan  untuk dimurnikan dengan
metode goresan (sfreak plate). Isolat bakter
direisolasi beberapa kali untuk memastikan
kemurniannya. Isolat murni  dimasukkan
kedalam campuran gliserol (20%) dan milk
(10%) steril, dengan perbandingan | : .
Selanjutnya disimpan dalam suhu beku (-
20°C atau -80°C) untuk digunakan dalam
penelitian selanjutnya.

Karakterisasi dan Identifikasi Genus
(Generic Assignment) Isolat Bakteri Asam
Berdasarkan Metode Profile Matching

ISBN 978-602-52656-0-0

Karakterisasi 1solat bakteri asam laktat
dilakukan dengan menggunakan karakter
fenotipik yang meliputi (1) karakter morfologi
sel vaitu bentuk sel, cell arrangement. reaksi
pengecatan gram, pembentukan spora. dan
motilitas, (ii) karakter biokimiawi yaitu
reaksi katalase, produksi gas dari glukosa,
reduksi nitrat, hidrolisis gelatin, dan tipe
fermentasi. (ii) karakter fisiologis vaitu
kemampuan tumbuh pada suhu (4°C, 10°C,
30°C, 40°C, 45°C, dan 50°C), pH (4.2, 8.0,
8.5. dan 9.0), dan NaCl (5%, 6.5%. 10% , dan
18%).

Uji Daya Hambat isolat Pediococcus
terhadap petumbuhan bakteri patogenik
Escherichia coli

Uji daya hambat dilakukan untuk
mengetahui kemampuan isolat bakteri asam
laktat dalam  menghasilkan  senyawa
antimikrobia yang mampu menghambat
pertumbuhan  bakteri wji  yang meliputi
bakteri patogenik FEscherichia coli ATCC
35218. Uji daya hambat dilakukan dengan
menggunakan metode  sumuran  (well
diffusion). Kultur isolat bakteri asam laktat
yang berumur 24 jam. Metode difusi agar
dilakukan dengan cara media MRS agar keras
(1.5 % agar) dituang ke dalam cawan petri.
Setelah MRS agar mengeras, dibuat sumuran
dengan cara meletakan ring yang berdiameter
6 mm di atas media MRS agar kemudian 15
ml media Nurien Agar (NA) lunak (agar
0,75%) vang sudah diinokulasikan dengan 50
ul (10° sel bakteri/ml). Kultur bakteri uji
dituang di atas media MRS agar dan
selanjutnya didiamkan pada suhu 4°C selama
1 jam. Ring dikeluarkan setelah media NA
memadat kemudian ke dalam sumuran
dituangkan 50 pl kultur isolat bakteri asam
laktat. Setelah itu didiamkan pada suhu 4°C
seclama 2 jam kemudian diinkubasikan pada
suhu 37°C  selama 24 jam. Aktivitas
antagonistik terhadap bakteri w1 ditunjukkan
dengan adanva zona jemnih disekeliling
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sumuran. Ukuran diameter zona jenth vang
muncul setara dengan besar kecilnya aktivitas
antimikrobia vang terdapat pada kultur
(Rahavu, 2008). Uji dava penghambatan
terhadap bakteri patogenik dilakukan pada
kultur isolat BAL dengan menggunakan
metode sumuran. Caranva adalah dengan
metode pour plate masing-masing bakter
patogenik menggunakan media nutrien dan
ke dalam sumuran di twang (50 pl) kultur
1solat bakteri asam laktat. Kultur bakteri asam
laktat vang memberikan zona jemnih adalah
kultur vang memiliki daya antagonistik
terhadap bakteri yang diuji. Besar kecilnva
zona jenth yang muncul setara dengan besar
kecilnya aktivitas antibakteri yang terdapat
pada kultur (Rahayu, 2008). Bakten
indikator yang digunakan adalah bakten
patogenik Escherichia coli ATCC 35218,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan Isolasi, diperoleh 27
isolat yang di duga sebagai bakteri penghasil
asam laktat karena mampu tumbuh dan
menghasilkan zona jernih di sekeliling koloni
vang ditumbuhkan pada media MRS vang
ditambahkan CaCO3 1 %. Asam laktat vang
dihasilkan akan bereaksi dengan CaCO 3 yang
tidak larut dalam media membentuk Ca -laktat
vang larut schingga terlihat zona jemnih
disekitar koloni bakteri yang tumbuh . Hal ini
menunjukkan bahwa kalsium karbonat
(CaCOs) merupakan indikator bahwa bakter
yang tumbuh pada media MRS adalah bakten
penghasil asam vang di antaranya adalah
bakten asam laktat (BAL) (Panthavee ef al..
2007. Hwanhlem et al, 2011:; Secley er
al.,2001). Isolat-1solat tersebut dikonfirmasi
scbagai bakteri asam laktat dengan
pengujian  pewarnaan gram. Kkatalase.
pembentukan spora, motilitas, dan produksi
gas dari glukosa. Yang termasuk dalam

ISBN 978-602-52656-0-0

kelompok bakteri asam laktat adalah bentuk
sel kokus dan/atau batang, gram positif,
katalase negatif, tidak membentuk spora,
tidak motil dan menghasilkan asam laktat.
Berdasarkan screening vang di-lakukan,
diperoleh scbanyak 27 isolat yang diduga
kuat sebagai BAL berdasarkan kriteria (i)
bersifat gram positif, (ii) sel bentuk kokus
atau batang. (i11) katalase negatif, (1v) tidak
membentuk spora, dan (v) tidak motil. Data
hasil screening isolat BAL vang berhasil
diperoleh dari  bakasang. Hal ini
menunjukkan bahwa isolat BAL telah
berhasil diperoleh dari bakasang dan
merupakan bakteri vang tumbuh dominan
selama proses fermentasi bakasang.

Beberapa penelitian telah dilakukan
vang menunjukkan bahwa BAL merupakan
bakteri vang dominan dalam proses
fermentasi ikan, di antaranya Paludan-Muller
et al. (1999) vang melaporkan bahwa jumlah
BAL pada produk fermentasi ikan Som-fak
vang ditambahkan bawang putih sebagai
sumber karbohidrat meningkat dari 107cfu g”
! menjadi 10° cfu g’ setelah dua hari
fermentasi. Selanjutnya Thapa ef al. (2006)
berhasil mengisolasi BAL dari produk
fermentasi ikan tradisional dari Nepal dan
India dan tumbuh dominan yang ditunjukkan
dengan peningkatan jumlah BAL selama
fermentasi yaitu dari 10*-10% cfu g™

Selanjutnya 9 isolat BAL vyang
diperoleh dari hasil screening, diidentifikasi
dengan menggunakan metode profile
matching. Hasil karakterisasi dan identifikasi
genus (generic assignment) berdasarkan
profile matching (Tabel 1) menunjukkan
bahwa 9 isolat BAL vang diperoleh dari
semua sampel bakasang tergolong dalam
anggota genus Pediococcus. Karakter kunci
yang digunakan untuk membedakan isolat
BAL ke dalam level genus adalah karakter
bentuk sel. susunan sel, dan produksi gas dari
glukosa.
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Table 1. Identifikasi level genus (generic assignment) 1solat bakteri asam laktat vang diisolasi
selama proses fermentasi berdasarkan metode profile matching

o 3 e
B 3 2 3 2
3 S S 8 3
= 3 S S 2
E s s
3 ; 2 5
Karakter . o s m @ @
Jumlah Isolat 9
Pewarnaan Gram + - + - ¥
Bentuk sel :
Batang + = - = 3
Kokus « + + n n
Susunan sel (tetrad) - + 5 3 +
Produksi Gas dari Glukosa +/- - + " -
Katalase - - = s .
Pembentukan Spora - - - - .
Motilitas - . = . -
Tipe Fermentasi Homo/Hetero

*Karakter kunci deskripsi genus Lactobacillus, Enterococcus/Streptococcus, Leuconostoc dan Pediococcus
berdasarkan Bergey s manual Systematics of Bacteriology (Sneath ef al.. 1987) *Pediococcus

Dengan demikian, karakterisasi dan
identifikasi berdasarkan profile matching
dapat menunjukkan adanya keanekaragaman
strain bakteri yang tergolong BAL dan
anggota genus Pediococcus tumbuh dominan
di antara isolat BAL vang diperoleh selama
proses fermentasi bakasang. Sebanyak 16
isolat BAL vang memiliki karakter bentuk
koloni bulat, berwarna putth kekuningan,
bentuk sel bulat, susunan sel tetrad, gram
positif, katalase negatif, tidak membentuk
spora tergolong dalam anggota genus
Pediococcus.

Uji Daya Antimikroba

Sembilan isolat Pediococcus yang diperoleh
dari hasil isolasi. diuji daya hambatnya
terhadap pertumbuhan bakteri wji E. coli
ATCC 35218 dengan menggunakan metode
sumuran (Tabel 2). Keenam belas isolat

Pediococcus vang diisolasi selama proses
fermentasi  bakasang memiliki  daya
penghambatan yang ditunjukkan dengan zona
jemih vang dihasilkan pada media Nutrien
Agar (NA) dengan diameter zona antara 5,0 —
15,0 mm untuk kultur sel.

Ukuran diameter zona jernih yang terbentuk
di sckeliling koloni merupakan diameter
penghambatan (mm).

Hasil uji penghambatan menunjukkan
bahwa ke-9 isolat Pediococcus (kultur sel)
memiliki kemampuan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri patogenik E. coli
ATCC 35218 dan uji daya hambat isolat
Pediococcus terhadap pertumbuhan bakteri
wi £ coli ATCC 35218 tersebut me-
nunjukkan bahwa secara keseluruhan isolat
bakteri asam laktat dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji.

12
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Tabel 2. Daya Hambat Isolat Pediococcus Terhadap Bakteri Uji

Indicator Bacteria (50ul)

No Isolate Code Escherichia coli ATCC 35218 (mm)

K SA

1 BLo* 15.0 13.0

| 2 B20 8.0 8.0
3 B30 11,0 7.0

4 B3l 5.0 5.0

5 B4l 7.0 5.0

6  B5.1 11,0 10.0

7  B23 7.0 5.0

8§ B33 7.0 4.0

9  B43 10,0 10.0

Menurut  Ray  (1996), bakteriosin
menghasilkan zona jernih yang jelas. bulat
dan luas schingga apabila zona vang
dihasilkan tidak demikian maka
diperkirakan bahwa zona jemih vang
terbentuk adalah akibat aktivitas asam,
hidrogen peroksida atau diasetil. Sepertfi
diketahui bahwa BAL mampu memproduksi
senyawa-senyawa antimikrobia seperti asam
organik dan komponen -komponen metabolit
lainnya yaitu diasetil, hidrogen peroksida,
dan bakteriosin (Daeschel, 1989:
Vandenbergh, 1993; Ouwehand, 1998;
Rouse et al., 2007).

Asam organik yang diproduksi
memberikan efek antimikrobia secara
langsung  dengan  menurunkan  pH
lingkungan sehingga tidak menguntungkan
bagi pertumbuhan bakteri vang lain. dan
selain itu juga dapat berpengaruh terhadap
permeabilitas membran sel bakten uji
schingga sistem transport substrat menjadi
terganggu (Yang, 2000). Namun demikian,
senyawa antimikrobia yang lain selain asam
organik juga dapat berperan dalam cfek
antimikrobia yang terjadi karena senyawa

antimikrobia yang diproduksi oleh BAL
saling bekerja sama secara sinergi dalam
memberikan efek antimikrobia meskipun
mekanisme kerjanya hingga saat i belum
diketahui secara pasti (Ouwehand. 1998).
Beberapa penelitian telah dilakukan
pada produk-produk fermentasi dan berhasil
memperoleh isolat BAL vang memiliki sifat
antagonistik, di antaranya penclitian yang
telah dilakukan oleh Danil (1999) yang telah
berhasil memperoleh isolat BAL dari produk
fermentasi tradisional yaitu ikan asin dan
ikan terfermentasi vang berasal dart Demak,
Yogvakarta, dan Banjarmasin yaitu vang
merupakan anggota spesies E. faecium, Lb.
acidophilus, Lb. fermentum, Lb. plantarum,
Ln. paramesenteroides, P. acidilactici, P.
pentosaceus, dan S. thermophillus vang
memiliki aktivitas penghambatan terhadap
bakteri uji yaitu bakteri patogenik dan
bakteri pembusuk (Bacillus cereus FNCC
0057, Escherichia coli FNCC 0091, Listeria
Monocytogenes ATCC 7644, Morganella
morganii  FNCC 0122,  Salmonella
choleraesius JCM 3919, Shigella sp.,
Staphylococcus aureus FNCC 0047, dan

13
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Vibrio parahaemoliticus JCM 2147) dengan
diameter zona penghambatan berkisar antara
0.5 — 6,5 mm dan P. acidilactici dan .
plantarum mempunyai aktivitas
penghambatan terhadap bakteri uji yaitu £
faecalis Ml dan P. acidilactici LB 42.
Hasil uji daya hambat menunjukkan
bahwa isolat Pediococcus yang diperolch
selama proses fermentasi bakasang memailiki
sifat antagonistik yang ditunjukkan dengan
kemampuannya dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji berdasarkan zona
penghambatan vang dihasilkan. Dengan
demikian, bakasang merupakan habitat
isolat Pediococcus yang memiliki sifat
antagonistik terhadap bakter uji.

Kesimpulan

Hasil isolasi bakteri asam laktat
(BAL) dari makanan fermentasi bakasang
diperoleh 9 isolat Pediococcus.. Isolat
Pediococcus dari makanan fermentasi
bakasang berpotensi menghasilkan senvawa
antimikrobia vang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogenik E. coli
ATCC 35218. Daya penghambatan isolat
Pediococcus terhadap E. coli ATCC 35218
vang ditunjukkan dengan diameter zona
jemih yaitu antara 5,0 — 15,0 mm untuk
kultur sel.
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