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Potensi Daya Antimikrobia Isolat Pediococcus Dari Bakasang Terhadap
Escherichia coli

Flelen "foan Larralata

Fakultas MIPA, Universitas Negeri Manado, email: larlalata_heien@yahoo.com

ABSTRAK

Bakasang merupakan salah satu produk t-ermentasi tradisional dengan bahan dasar ieroan ikan-ikan besar, ikan-
ikan kecil dan telrr ikan. Produk fermentasi iti digunakan sebagai penanibah rasa pada makanan. Kualitas produli
fermentasi ini tergantung pada beberapa faktor antara lain bahan atau substrat, lir.rgkungan dan bakteri yang aktifdalarn
lermentasi.

Mikrobia yang berperan dalam lermentasi bakasang ini didomhasr oleh bakteri asam lak1at (BAL) Bakterr rni
berpotensi memproduksi senyawa antimikrobia yang nlampu menghambat pertumbuhan bakteri lain.

Penelitian ini bertujuan untr.rk mempelajari potensi isolat Pediacoccus dari bakasang dalam menghambat
pertumbuhan Escherichia coll (bakteri patogenik). Penelitian ini rneiiputi beberapa langkah kerja yang diawaii
dengan mengisolasi dan mengidentifikasi bakleri asam laktat dari ;ampel batrrasang komersial. Penelitian ir.ri

diianju&an dengan uji daya hambat senya\r'a antimikrobia yang dirhasilkan oleh bakteri asam laktat terhadap
pertumbuhan E s ch eri chia c o li.

Hasil isolasi bakteri asam laictat (BAL) dari makanan fermentasi bakasang diperoleli 9 isolatPediococcus dari
15 bakteri penghasil asam.. Isolat Pediococcu.s lang diisoiasi dari bakasang berpotensi menghasilkan senyawa
antimikrobia yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogenik Eschefichio coli ATCC 352 18. Da-va hambat
senyawa antimikrobia dari ke-9 isolatPediococc'us terhadap bal<teri patogenik Escherichia coli ATCC 35218 yang

terlihat dari diarneter zona iernih berkisar antara 3.(l - 1 1 ,0 mm.

Kata kunci : Antimikrobia" BAL, Pediococcus, Bakasaag

1. PENDAHULUAN

Bakasang merupakan produk fermentasi ikan
yang dibuat secara tradisional dari jeroan

atau isi perut ikan cakalang, ikan-ikan kecil
dan telur ikan yang merupakan makanan khas

Sular,vesi Utara (Manado). Pada makanan
hasil fermentasi ikan, ternyata Bakteri Asam
Laktat (BAL) merupakan bakteri yang
memiliki peran penting di dalam proses

fermentasi Salah satu peran bakleri asam

laktat yaitu menghasilkan komponen
arrtimikrobia yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen dan bakten
pembusuk. Komponen yang bersifat
antagonistik tersebut berupa asam organik.
hidrogen peroksida, diasetil dan bakteriosrn
(Daeschel, 1989; Ouwehand. 1998:
Rahalu, 2000 Savadogo at al., 2004).

Antimikrobia alami yang dihasilkan
mikrobia khususnya bakleri asam laktat telah

lnas digunakan sebagai chemothercpeutic
agents .vang dapat mengendalikan
pertumbtrhan mikorbia patogen (Park et al..
2005). BAL termasuk mikroorganisme yang
amaniika ditambahkan dalam palgan karena
sifatnya tidak toksik dan tidak mengkasilkan
toksin. maka disebut .food grade
microorganism atau dikenal sebagai

mikroorganisme yang Gene rally Re cognized
As Sa.{e (GRAS) yaitu mikroorganisme yang
tidak beresiko terhadap kesehatan, bahkan
beberapa jenis bakteri tersebut berguna bagi
kesehatan. Di Indonesia telah banl-ak
dilaporkan hasil penelitian yang mengungkap
potensi bakten asam laktat sebagai penghasil
substansi antimikrobia da/, bahan makanan
hasil fermentasi (Raha1,u dkk.,1996t Danil
dkk.,1999: Santoso dkk., 1999). Penelitian
ini bertujuan unillk mengisolast dan



mengidentifikasi BAL pada bakasang dan

mengetahui aktivitas penghambatannva
terhadap bakten patogen dan pembusuk.

2. METODE PENELITIAN

Bahan
Bahan yang digunakan sampel bakasan-u

(fermentasi jeroan ikan cakalang) komersial
Bakteri indikator dan media: Mikrobra
yang digunakan sebagai bakteri indikator
adalah Escherichia coli ATCC 35218 i'ang
ditumbuhkan dalam medra NB, Media MRS
Agar dengan penambahan 1% CaCO:

Metode

Isolasi Bakteri Asam Laktut
Isolasi bakteri asam laktat dilakukan

dengan metode pour plate. Sampel sebanvak
10 gr dimasukkan dalam larutan NaCl 0.85'l'"
Kemudian dilakukan seri pengenceran 10'l
sampai dengan 10-7. Dari pengenceran l0-i
10-6 dan 10-7 masing-masing diambil 1 rnl dan

dituang ke dalam cawan petri lalu dituangr
media MRS Agar dan diratakan. Diinkubasr
pada 37oC selama 2-3 bai.
Koloni bal'1eri asam laktat _vang tumbuh pada

rnedia dikenali dengan adanya zona jernth
disekeliling koloni. Koloni -vang tumbuh
secara terpisah dan berbeda kenampakannl-a
dipindahkan untrk dimurnika.n dengan
metode goresan (streak plate). Isolat baktcn
direisolasi beberapa kali untuk memastikan
kemumiannya. Isolat murni dimasukkan
kedalarn campuran gliserol (20%) dan milk
(10%) steril, dengan perbandingan I : 1

Selanjutnla disimpan dalam suhu beku (-
Z}oC alau -80'C) untuk digunakan dalam
penelitian selanj utnya.

Karakterisasi dan Identifikasi Genus
(Generic Assignmenf) Isolat Bakteri Asam
Berdasarkan Metode ProJile Matchin g

PROSIDING SEMINAR NASIONAL BIOLOGI TAHUN 2OT7
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Karakterisasi isolat bakteri asal1t laktat
dilakukan dengan menggunakan karakter
fenotiprl' 1,ang meliputi (i) karakter morfologr
sel ,vaitu bentuk sel. cell orrangemenf. reaksi
pengecafan gram, pembentukan spora, dan

motiiitas. (,') karakter biokrmiawi -vaitu
reaksi katalase, produksi gas dari glukosa,
reduksi nitrat. hidrolisis gelatin, dan tipe
fermentasi" {iii) karakter fisiologis yaitu
kemampuan tumbuh pada suhu (4oC, 10"C"

30oC, 4()oC. ,15oC, dan 50"C)" pH (4.2, 8.0.

8.5. dan 9.0)" dan NaCl (59'o, 6,5o4,109'o . dan
18%).

Uji Daya Hambat isolat Pediococcus
terhadap petumbuhan bakteri patogenik
Escheri&ia coli

Llji da,va hambat dilakukan untuk
mengetahui kemampuan isolat bakteri asam

laktat dalam menghasilkan se nva\\'a
antimikrobra yang mampu menghambat
perturnbuhan bakteri qi yang meliputi
bakleri patogenik Escherichia coli ATCC
35218. Uii daya hambat dilakukan deugan
menggunakan metode sumuran (we ll
di./fusion). Kultur isolat baL:teri asam laktat
yang berumur 24 jam. Nletode difusi agar
dilakukan dengax cara media MRS agar keras
(1.5 % agar) dituang ke dalarn caw'an petrl.
Setelah MRS agar mengeras, dibuat sumuriu:l

dengan cara meletakan ring yang berdiameter
6 mm di atas media MRS agar kemudian 15

ml media Nurien Agar (NA) lunak (agar

A-75%) r.ang sudah diinokulasikan dengan 50

prl (106 sel bakteriiml). Kultur bakteri uji
dituang di atas media MRS agar dan

selanjutnl'a didiamkan pada suhu 4oC selama
I jam. Ring dikeluarkan setelah rnedia NA
memadat kemudian ke dalam sumuran
dituangkan -i0 pl kultur isolat bakten asam

laktat. Setelah itu didiamkan pada suhu 4oC

selama l lam kemudian diinkubasikan pada

suhu 37'C selama 24 jam. Aktivitas
antagoni stik te rhadap bakteri uj i ditunl ukkan
dengan adanya zona jemih disekeliling

10
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sumuran. Ukuran diameter zona jenih r,ang

muncul setara dengan besar keciln-va aktivitas
antimikrobia yang terdapat pada kultur
(Rahar,u, 2008). Uji daya penghambatan
terhadap bakteri patogenik dilakukan pada
kultur isolat BAL dengan menggunakan
metode sumuran. Caranva adalah dengan
metode pour plale masing-masing bakten
patogenik menggunakan media nutrien dan
ke dalam sumuran di tuang (50 pl) kultur
isolat bakteri asam laktat. Kultur bakleri asam
laktat y-ang membenkan zona jemih adalah
kultur ,vang memiliki daya antagonrstrk
terhadap bakteri yang diuji. Besar kecilnr,a
zonajenih yang muncul setara dengan besar
keciln-va aktivitas antibaken 1'ang terdapat
pada kultur (Raha,vu, 2008). Bakterr
indikator yang digunakan adalah haken
patogenik E,scherichia coli ATCC 35218

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan Isolasi, diperoleh 27
isolat vang di duga sebagai baLleri penghasii
asam laltat karena mampu tumbuh dan
menghasilkanzona jemih di sekeliling kolonr
yang ditumbuhkan pada media MRS vang
ditambahkan CaCO: 1 %. Asam laktat vang
dihasrlkan akan bereaksi dengan CaCO; 1'ang
tidak larut dalam media membentuk Ca-laktat

-vang larut sehingga terlihat zona jemih
disekitar koloni bakteri yang tumbuh. Hal rnr

menunjukkan bahrva kalsium karbonat
(CaCO:) merupakan indikator bahwa bakten

,vang tumbuh padamedia MRS adalah bakten
penghasil asam yarlg di antaranya adalah
bakteri asam laktat (BAL) (Panthavee er ol.
2007; Hwanhlem et ctl., 2011; Seeley e,I

a/., 2001). Isolat-isolat tersebut dikonfirmasr
sebagai bakteri asam laklat dengan
pengujian pewarnaan gram, katalase
pembentukan spora, motilitas, dan produksr
gas dari glukosa. Yang termasuk dalam

kelompok bakteri asam lakiat adalah bentuk
se1 kokus danlatan batang, gram positii
katalase negatif, tidak membentuk spora,

tidak mi;til dan menghasilkan asam laktat.
Berdasarkan .screening )'ang di-lakukan,
diperoleh scban,vak 27 isolat vang diduga
kuat sehagai BAL berdasarkan kriteria (i)
bersifat gram positif, (ii) sel bentuk kokus
atau batang. (iii) katalase negatif. (iv) tidak
membentuk spora, dan (v) tidak rnotil. Data
hasll screenrng isolat BAL rrang berhasil
diperoleh dari bakasang. Hal ini
menunjukkan bahrva isolat BAL telah
berhasil diperoleh dan bakasang dan
merupakan bakeri yang tumbuh dominan
selama proses fermentasi bakasang.

Beberapa penelitian telah dilakukan
)-ang mcnuntukkan bahwa BAL menrpakan
bakteri ],ang dominan dalam proses

fermentasi ikan, di antaranya Paludan-Muller
er al. { 1999) 1ang melaporkan bahr,va lumlah
BAL pada produk fermentasi lkan Slom-.fak

,vang ditambahkan bawang putih sebagai

sumber karbohidrat meningkat dari 107cfu g-
1 meniadr 10e cfu g-1 setelah dua hari
fennentasi. Selaniutnya Thapa et al. (2006)
berhasil mengisolasi BAL dari produk
fermentasi ikan tradisional dari Nepal dan

Indra dar tumbuh dominan yang ditunlukkan
dengan peningkatan iumlah BAL selama
fermentasi y-aitu dari 104-108 cfu g-1.

Selanjutnya 9 isolat BAL ).ang
diperoleh dari hasil,rcreening, diidentifikasi
dengan menggunakan metode pro-/ile
rn atchin g. Hasil karakterisasi dan identifikasi
genus (generic assignntent) berdasarkan
profile matching (Tabel 1) menunjukkan
bahr,va 9 isolat BAL yang diperoleh dari
semua sampel bakasang tergolong dalam
anggota genlls Pediococctts. Karakter kunci

1,ang digunakan untuk membedakan isolat
BAL ke dalam level genus adalah karal'1er
bentuk sel. susunan sel, dan produksi gas dari
glukosa.

77
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Table 1. Identifikasi level genus (genericassignment) isolatbakteri asamlaktat yangdiisolasi
selama proses fermentasi berdasarkan metode profile matching

\u

H SP3 8HF HSs, $${ fr€ r

,t]

uj

.6
o
rl'

i*]"Ka er
Jumlah Isolat
Pewarnaan Gram
Bentuk sel :

Batang
Kokus

Susunan sel (tetrad)
Produksi Gas dari Glukosa
Katalase
Pembentukan Spora
Motilitas
Tipe Fermentasi

+

ir-

Homofuetero

9
+

+
+

+

+

+
+

*Karakter kunci deskripsi genus Lactobacillus, Enterococcus/Streptocaccus, Leuconostoc dan Pediococcus
berdasarkan Bergey's rusttual Systematics af Bacterialogt (Sneath et al., 1987)uPediococcus

Dengan demikian, karaft:terisasi dan
identifikasi berdasarkan profile matching
dapat memrnjukkan adanya keanekaragaman
strain bakteri yang tergolong BAL dan
anggota genus P e di o c oc cus tumbuh domin an

di antara isolat BAL yang diperoleh selama
proses fermentasi bakasang. Sebanyak 16

isolat BAL yang memiliki karakter bentuk
koloni bulat, berwarna putih 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 uji E coli
ATCC 35218 dengan menggunakan metode
sumuran (Tabel 2). Keenam belas isolat

Pediococcus yang diisolasi selama proses
fermentasi bakasang memiliki daya
penghambatan yang ditunjukkan dengan zona
jemih yang dihasilkan pada media Nutrien
Agar (NA) dengan diameter zona arfiara 5,0 -
15,0 mm untuk kultur sel.
Ukuran diameter zona jernih yang terbentuk
di sekeliling 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
uji E. coli ATCC 35218 tersebut me-
nunjukkan bahwa secara keseluruhan isolat
bakteri asam laktat dapat menghambat
perhrmbuhan bakteri uji.

t2



PROSIDING SEMINAR NASIONAL BIOLOGI TAHUN 2017
rsBN 97 I -602-52656-0-0

Tabel 2. Daya HambatlsolatPediococcus Terhadap Bakteri Uji

No

1

2
3

4
5

6
7
8

9

Isolate Code

81.0*
B2.0
83.0
83.1
B'4.T

85.1
82.3
B3.3
84.3

Indicator Bacteria (50p1)
Escherichiacoli ATCC 35218 (mm)
KSA

15,0 13,0

8,0 8,0

11,0 7,0

5,0 5,0

7,A 5,0

I I ,0 10,0
7,A 5,0

7,0 4.0
10,0 10,0

Menurut Ray (1996), bakteriosrn
menghasilkafl zofiajernih yang jelas, bulat
dan luas sehingga apabila zorta yaflg
dihasilkan tidak demikian maka
diperkirakan bahwa zorra jemih yang
terbentuk adalah akibat aktivitas asarn,
hidrogen peroksida atau diasetil. Seperti
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 a1.,2007).
Asam organik yang diproduksi

memberikan efek antimikrobia secara
langsung dengan menurunkan pH
lingkungan sehingga tidak menguntungkan
bagi pertumbuhan bakteri yang lain, dan

selain itu juga dapat berpengaruh terhadap
permeabilitas membran sel bakeri uji
sehingga sistem transport substrat menjadi
terganggu (Yang, 2000). Namun demikian,
senyawa antimikrobiayarrg lain selain asam
organik juga dapat berperan dalam efek
antimikrobia yang terjadi karena senyawa

antimikrobie yang diproduksi oleh BAL
saling bekerja sirma secara sinergi dalam
memberikan efek antimikrobia meskipun
mekanisme kerjanya hingga saat ini belum
diketahui secara pasti (Ouwehand, 1998).

Beberapa penelitian telah dilakukan
pada produk-produk fermentasi dan berhasil
memperoleh isolat BAL yang memiliki sifat
antagonistik, di atrtararrya penelitian yang
telah dilakukan oleh Danil (1999) yang telah
berhasil memperoleh isolat BAL dari produk
fermentasi tradisional yaitu ikan asin dan
ikan terfermentasi yang berasal dari Demak,
Yogyakarta, dan Banjarmasin yaitu yang
merupakan anggota spesies E. faecium, Lb.
acidophilus, Lb. fermentum, Lb. plantarum,
Ln. paramesenteroides, P. acidilactici, P.

pentosaceus, dan .L thermophillus yang
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 A122, Salmonella
choleraesius JCM 3919, Shigella sp.,

Staphylococcus aureus FNCC A047, dan

13



Vibrio parahae moliti cus ICh{ 2147) dengan
diamete r zona pengharrrb atan be rkisar antar a

0,5 - 6,5 mm dan P. acidilactici dan L.
plantarum mempunyal aktivitas
penghambatan terhadap bakteri uji yaitu E
faecalis MI dan P. qcidilqctici LB 42.

Hasil uji dayaharrbat menunjukkan
bahwa isolat Pediococcus yang diperoleh
selama proses fermentasi bakasang memiliki
sifat antagonistik yang ditunjukkan dengan
kemampuannya dalam menghambat
perlumbuhan balteri uji berdasarkan zana
penghambatan yang dihasilkan. Dengan
demikian, bakasang merupakan habitat
isolat Pediococcus yang memiliki sifat
antagonistik terhadap bakteri uj i.

Kesimpulan

Hasil isolasi bakteri asarn laklrat
(BAL) dari makanan fermentasi bakasang
diperoleh 9 isolat Pediococcus.. Isolat
Pediococcus dari makanan fermentasi
bakasang berpotensi menghasilkan senyawa
antimikrobia yafig mampu menghambat
perfumbuhan bakteri patogenik E. coli
ATCC 35218. Daya penghambatan isolat
Pediococcus terhadap E. coli ATCC 35218
yang ditur4ukkan dengan diameter zona
jemih yaitu antara 5,0 - 15,0 mm untuk
kultur sel.
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