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ABSTRAK 

Penggunaan  pengawet  tidak  aman  untuk  dikonsumsi  dan  sangat berbahaya  bagi  kesehatan. 
Bakteri  asam  laktat  (BAL) merupakan  bakteri  probiotik  yang  dapat  menghasilkan  bakteriosin 
yang  dapat  digunakan  sebagai  agen  biopreservatif. Bakteriosin  sudah  banyak  diaplikasikan 
sebagai pengawet makanan, tetapi secara komersial ketersediaannya masih sedikit dan harganya 
mahal. Penelitian ini dilakukan untuk menguji kemampuan 23 isolat bakteri  probiotik  lokal  Riau 
dalam menghasilkan  bakteriosin. Total Populasi BAL dihitung dengan metode TPC (Total Plate 
Count). Uji penghambatan BAL terhadap bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 0047 
dilakukan dengan metode sumuran (well diffusion). Uji konfirmasi antimikroba bakteriosin 
dilakukan pada suhu 100oC selama 15 menit, 30 menit dan 60 menit. Total populasi BAL tertinggi 
yaitu PSG4 (22,45 x 106 cfu/ml) dan yang terendah SLK2 (4,75 x 106 cfu/ml). BAL yang memiliki 
aktivitas penghambatan terbesar terhadap bakteri indikator S. aureus FNCC 0047 yaitu PSG2 
(15,1 mm) dan terendah SLK2 (10,75 mm) dengan aktivitas bakteriosin berturut-turut 
2575mm2/ml dan 792,6 mm2/ml. Hasil dari uji konfirmasi bakteriosin menunjukkan adanya zona 
hambat pada isolat JN5, PSG2 dan SLK2 dengan zona hambat terbesar pada pemanasan 30 menit 
dan 60 menit (19,2 mm, 19,5mm dan 16,8 mm) dan yang terkecil selama 60 menit dan 15 menit 
(12,8 mm, 15,6 mm dan 14,7 mm). 

Kata kunci : Bakteri probiotik, bakteriosin, biopreservatif, Staphylococcus aureus FNCC 0047. 
 

ABSTRACT 

The use of synthetic preservatives is not safe for consumption and very dangerous for health. 
Lactic acid bacteria (LAB) is a probiotic bacterium that can produce bacteriocins as 
biopreservatives agents. Bacteriocins have been widely applied as a food preservative, but its 
commercial availability is still low and very expensive. This study was conducted to test the ability 
of 23 isolates of local probiotic bacteria in Riau to produce bacteriocins. LAB total population was 
calculated by Total Plate Count (TPC) method. LAB inhibition test against indicator bacteria 
Staphylococcus aureus FNCC 0047 was conducted using well diffusion method. Bacteriocins 
antimicrobial confirmatory test was performed at 100OC for 15 minutes, 30 minutes, and 60 
minutes. The result showed that the highest LAB population was PSG4 (22.45 x 106 cfu/ml) and 
the lowest was SLK2 (4.75 x 106 cfu/ml). The greatest inhibitory activity against indicator bacteria 
S. aureus FNCC 0047 was found in PSG2 (15.1 mm) and the smallest was in SLK2 (10.75 mm) 
with the activity of bacteriocins 2575 mm2/ml and 792.6 mm2/ml respectively. The bacteriocins 
confirmatory test showed clear zone of isolates JN5, PSG2, and SLK2 with the largest inhibition 
zone was during heating for 30 minutes and 60 minutes (19.2 mm, 19.5 mm, and 16.8 mm) while 
the smallest was for 60 minutes and 15 minutes (12.8 mm, 15.6mm, and 14.7 mm). 

Keywords: Probiotic bacteria, biopreservatives, bacteriocins, Staphylococcus aureus FNCC 0047. 
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PENDAHULUAN 
Bakteri Asam Laktat (BAL) disebut juga dengan bakteri probiotik. BAL merupakan jenis 

bakteri yang menguntungkan, tidak bersifat patogen dan aman, sehingga dapat memperpanjang 
masa simpan produk pangan. BAL dapat memberikan citarasa pada makanan, menghambat bakteri 
pembusuk pada makanan maupun pakan dan juga dapat menghambat bakteri patogen (Antara, 
2004). Oleh karena itu, dalam industri makanan BAL memiliki reputasi aman dan dikenal dengan 
food grade organisms atau disebut juga Generally Recognized as Safe (GRAS). 

Bakteriosin adalah protein antimikroba yang memperlihatkan suatu respon berlawanan 
terhadap bakteri tertentu dan diproduksi dari bakteri asam laktat, akan tetapi tidak semua BAL 
mampu memproduksi protein antimikroba ini. Biopreservasi mulai menarik perhatian karena 
bakteriosin berpotensi untuk dijadikan pengawet pada pangan maupun pakan dengan mengontrol 
bakteri pembusuk dan patogen secara alami (Mataragas, 2003). Beberapa negara sudah 
menggunakan bakteriosin komersial seperti nisin sebagai agen biopreservatif (pengawet alami) 
untuk memperpanjang masa simpan produk makanan dengan dosis yang bervariasi. Bakteriosin 
sudah banyak diaplikasikan sebagai food preservative, tetapi secara komersial ketersediaannya 
masih sedikit dan harganya relatif mahal. 

Sari (2014) telah berhasil mengisolasi 29 isolat BAL dari buah-buahan di Riau (jambu 
nasi-nasi, manggis, nanas madu, salak, sirsak dan pisang barangan), namun potensi isolat-isolat 
BAL indigenus Riau ini dalam menghasilkan bakteriosin belum diketahui. Penelitian tentang 
isolasi BAL dan bakteriosin telah banyak dilakukan terutama pada produk-produk daging mentah 
ataupun kalengan, produk susu dan fermentasi, namun belum begitu banyak yang diisolasi dari 
buah-buahan. Karbohidat dan asam-asam organik yang terkandung secara alami dalam buah-
buahan merupakan medium pertumbuhan yang baik bagi BAL. 

Sampai saat ini eksplorasi BAL sebagai penghasil bakteriosin dari buah-buahan di Riau 
belum ada sama sekali, sehingga dalam penelitian ini dilakukan seleksi kemampuan ke-29 isolat 
BAL indigenus Riau tersebut (Sari, 2014) dalam menghasilkan bakteriosin. Diharapkan dari 
penelitian ini diperoleh isolat BAL indigenus Riau yang potensial dalam menghasilkan senyawa 
bioaktif bakteriosin, yang selanjutnya dapat diaplikasikan sebagai agen biopreservatif. 

 
 

METODE PENELITIAN 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2014 – September 2015 di Laboratorium 

Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Riau. 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Petridish, tabung reaksi, erlenmeyer, beaker 
glass, rak tabung reaksi, autoklaf, timbangan, vortex, mikropipet volume, ose, bunsen, shaker 
inkubator, kertas saring, jangka sorong dan sentrifuge. Adapun bahan yang digunakan adalah isolat 
bakteri asam laktat hasil isolasi dari buah-buahan lokal di Riau (jambu nasi-nasi, salak, pisang 
barangan, nanas madu, sirsak, dan manggis) (Sari, 2014) koleksi Laboratorium Mikrobiologi UR, 
Staphylococcus aureus FNCC 0047, aquades, agar bakto, pepton, yeast ekstract, beef extract, 
glukosa, MgSO4, MnSO4, K2HPO4, diammonium hydrogen sitrat, tween 80, natrium asetat, 
MnSO4, CaCO3, trypton, arginin, agardan akuades. 

Peremajaan 29 isolat BAL  
  Peremajaan isolat BAL dilakukan dengan menginokulasikan ke 29 isolat BAL pada 
medium NA miring dengan cara streak dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 28oC. 

Aktivasi isolat BAL 
  Aktivasi isolat BAL dilakukan dengan menginokulasikan 1 ose isolat BAL ke dalam 10 
ml MRS broth, kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24-48 jam dan dilakukan 
pengenceran sampai 10-5. Dipipet sebanyak 1 ml dari pengenceran 10-5, kemudian disebarkan 
diatas medium MRS agar yang telah memadat di dalam cawan petri dan diratakan menggunakan 
dryglaski. Inkubasi dilakukan pada suhu 37oC selama 24-48 jam (duplo) dan dihitung jumlah 
koloni dengan menggunakan TPC (Total Plate Count) (Usmiati & Marwati, 2007). Koloni yang 
dihitung yaitu koloni yang jumlahnya memenuhi standar antara 30-300 koloni.  

Uji kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 
0047 

Uji kemampuan menghambat bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 0047 
dilakukan dengan mempersiapkan isolat BAL dalam bentuk metabolit ekstraseluler dengan cara 
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menginokulasikan kultur BAL sebanyak 2,5 ml kedalam 50 ml medium TGYE cair kemudian 
diinkubasi selama 96 jam (Bar & Harris, 1987). Pada akhir inkubasi disentrifus dengan kecepatan 
3500 rpm selama 20 menit. Supernatan disaring dengan membran filter (whatman diameter 0,2 
µm), sehingga diperoleh metabolit ekstraseluler steril (Sarkono, 2010). Uji menghambat 
pertumbuhan S. aureus FNCC 0047 dilakukan dengan metode difusi sumuran (well diffusion) 
(Delgado et al., 2001). S. aureus FNCC 0047 diinokulasikan kedalam medium NA padat dan 
diinkubasi selama 48 jam.  

Selanjutnya dituang medium NA lunak diatas medium NA padat dalam petridish dan 
didinginkan selama 1 jam. Setelah padat dibuat lubang sumuran dengan diameter 8 mm dengan 
pipet steril, pada masing-masing sumuran dimasukkan supernatan isolat BAL sebanyak 50 µl, 
didinginkan selama 1 jam, kemudian diinkubasi pada 30oC selama 72  jam. Zona bening yang 
terbentuk disekitar sumuran diukur diameternya.  

Uji konfirmasi antimikroba bakteriosin 
Uji konfirmasi antimikroba penghasil bakteriosin terhadap supernatan BAL terpilih 

dilakukan pada suhu 100oC pada beberapa variasi waktu 15 menit, 30 menit, dan 60 menit. Setelah 
dipanaskan, supernatan BAL diujikan lagi kemampuannya dalam menghambat bakteri indikator 
Staphylococcus aureus FNCC 0047 dengan tahap yang sama seperti pada prosedur kerja diatas. 
Hal ini dilakukan untuk melihat apakah masih ada aktivitas dari BAL tersebut setelah dipanaskan 
sehingga yang didapatkan itu benar bakteriosin dari BAL tersebut (Osmanagaoglu et al., 1998). 
Analisis data pada penelitian ini menggunakan analisis deskriptif berdasarkan pengamatan zona 
bening yang terbentuk, kemudian data disajikan dalam bentuk tabel dan gambar.  

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Peremajaan Isolat BAL dan Aktivasi Isolat BAL 

Peremajaan isolat BAL menggunakan media MRS menghasilkan 23 isolat BAL yang 
dapat diremajakan kembali. Dari 23 isolat BAL yang berhasil diremajakan kembali kemudian 
diaktivasi dengan metode pengenceran, tujuan aktivasi adalah untuk mendapatkan isolat yang 
masih menunjukkan kemampuan tumbuh yang tinggi ketika ditumbuhkan kembali setelah 
disimpan terlalu lama. Bakteri Asam Laktat (BAL) yang memiliki total populasi tertinggi dari 
masing-masing isolat buah adalah PSG4 (22,45 x 106 cfu/ml) dan total populasi yang terendah 
SLK2 (4,75 x 106 cfu/ml). Kesepuluh BAL yang mempunyai total populasi tinggi dilakukan uji 
selanjutnya yaitu uji penghambatan terhadap bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 0047. 
PSG4 memiliki nilai aktivasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan BAL lainnya dan SLK2 yang 
memiliki nilai aktivasi lebih rendah dibandingkan dengan BAL lainnya (Gambar 1).  

 
Gambar 1.  Total populasi  bakteri asam laktat pada media MRS agar.  

Pertumbuhan BAL dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti pH, kandungan nutrisi, 
waktu inkubasi, jumlah BAL secara alami yang terdapat pada sampel buah dan sumber karbon 
maupun nitrogen. Dengan meningkatnya waktu inkubasi maka pertumbuhan BAL juga akan 
mengalami peningkatan. Peningkatan ini berlangsung secara logaritmik, meningkatnya jumlah 
biomassa menyebabkan jumlah bakteriosin yang dihasilkan meningkat selanjutnya turun setelah 
mencapai fase stasioner (Boe, 1996). 
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B. Uji Kemampuan Bakteri Asam Laktat (BAL) Menghambat Bakteri Indikator 
Staphylococcus aureus FNCC 0047 

  Hasil uji kemampuan BAL dalam menghambat bakteri indikator S. aureus FNCC 0047 
dengan metode sumuran (well diffusion) diperoleh sebanyak 3 dari 10 isolat BAL mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri indikator ditandai dengan terbentuknya zona hambat disekitar 
sumuran. Diameter zona hambat yang terbentuk berbeda-beda dari ke-3 isolat BAL tersebut, 
seperti terlihat pada Tabel 1. Hal ini diduga karena bakteriosin yang dihasilkan oleh BAL 
menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap spesies bakteri yang bersifat sensitif.  
   
Tabel 1. Hasil uji daya hambat bakteri asam laktat (BAL) terhadap bakteri indikator 

Staphylococcus aureus FNCC 0047 

 
   Berdasarkan Tabel 1 terlihat bahwa ketiga isolat BAL menghasilkan daya  hambat yang 
berbeda-beda terhadap bakteri indikator S. aureus FNCC 0047. Zona hambat terbesar dihasilkan 
oleh PSG2 (15,1 mm) dan yang terendah dihasilkan oleh SLK2 (10,7 mm). Selain itu, dapat juga 
terlihat bahwa aktivitas bakteriosin terbesar dihasilkan oleh PSG2 (2575 mm2/ml) dan yang 
terendah yaitu SLK2 (792,6 mm2/ml). Diduga kandungan dan kuantitas zat antimikroba dalam 
masing-masing BAL tersebut berbeda-beda sehingga menghasilkan diameter zona hambat yang 
berbeda pula. Rai et al. (2009) mengatakan kemampuan dari metabolit ekstraselular BAL 
membentuk zona hambat berbeda-beda tergantung dari jenis bakteri, konsentrasi bakteriosin dan 
kandungan nutrisi dalam media. 
  Hasil penelitian ini secara keseluruhan menghasilkan zona hambat yang lebih rendah 
dibandingkan dengan penelitian Sarkono et al., (2011). Pada penelitian Sarkono et al. (2011) 
diameter zona hambat yang dihasilkan oleh BAL yang berasal dari buah-buahan masak di 
Kabupaten Sleman Yogyakarta berkisar antara 10 mm–25 mm. Zona hambat tertinggi dihasilkan 
oleh isolat BAL yang berasal dari Pepaya 6 (25 mm) dan zona hambat terendah dihasilkan oleh 
Nanas 2 (10 mm). Hasil pengujian aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri S. 
aureus FNCC 0047 disajikan pada Gambar 2. 
 
 
 
 
 

  
 
 
Gambar 2.  Pengujian aktifitas penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri indikator S. aureus 

FNCC 0047, (1) PSG2 positif zona hambat, (2) JN5 positif zona hambat, (3) SLK2 
positif zona hambat 

 
C. Hasil Uji Konfirmasi Antimikroba Bakteriosin 

Uji konfirmasi antimikroba bakteriosin ini merupakan uji stabilitas bakteriosin terhadap 
suhu tinggi. Uji ini dilakukan dengan pemanasan supernantan bakteri asam laktat (BAL) pada suhu 
100oC dengan variasi waktu 15 menit, 30 menit dan 60 menit, kemudian diuji lagi kemampuannya 
dalam menghambat bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 0047. 

Tabel 2 menunjukkan bahwa diameter zona hambat terbesar dihasilkan oleh PSG2 pada 
waktu pemanasan 30 menit (19,5 mm) dan terkecil pada waktu pemanasan 15 menit (15,6 mm), 
SLK2 menghasilkan zona hambat terbesar pada waktu pemanasan 60 menit (16,8 mm) dan zona 
hambat terkecil pada waktu pemanasan 15 menit (14,7 mm), dan JN5 menghasilkan zona hambat 
terbesar pada waktu pemanasan 30 menit (19,2 mm) dan zona hambat terkecil pada waktu 

Isolat 
BAL 

Diameter 
sumur 
(mm) 

Diameter 
zona hambat  

(mm) 

Luas 
sumuran 
(Ls) mm2 

Luas zone 
hambat 

(LZ) mm2 

Volume 
sampel 

(ml) 

Aktivitas bakteriosin 
(mm2/ml) 

PSG2 8 15,1 50,24 178,99 0,05 2575 
SLK2 8 10,7 50,24 89,87 0,05 792,6 
JN5 8 14,7 50,24 169,63 0,05 2387,8 

a b 

2 

3 

1 
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pemanasan 60 menit (12,8 mm). Hal ini menunjukkan bahwa yang dihasilkan oleh supernatan 
BAL yang berasal dari buah-buahan indigenus Riau adalah bakteriosin karena masih adanya 
aktivitas antimikroba setelah dilakukan pemanasan pada suhu 100oC. 

Tabel 2. Hasil uji konfirmasi antimikroba bakteriosin pada pemanasan 100oC selama  15, 30 dan 
60 menit terhadap bakteri indikator S. aureus FNCC 0047. 
 

Isolat BAL 
 

Diameter zona bening (mm) 
Aktivitas Bakteriosin 

15 menit 30 menit 60 menit 

PSG2 15,6 19,5 16 + 
SLK2 14,7 15,2 16,8 + 
JN5 13 19,2 12,8 + 
Hasil ini sesuai dengan penelitian Arifah et al. (2014), dimana bakteri asam laktat (BAL) 

yang berasal dari RK4 (Rusip Kalimantan) masih menunjukkan aktivitas antimikroba setelah 
diberi perlakuan panas pada suhu 50oC, 100oC dan 121oC sehingga diduga bahwa senyawa 
antimikroba yang dihasilkan oleh RK4 adalah bakteriosin. Penelitian lainnya (Ogunbawo et al., 
2003) juga menyebutkan bahwa pada bakteriosin yang dihasilkan oleh L. plantarum F1 dan L. 
brevis OG1 yang masih menunjukkan aktivitas pada pemanasan 100oC selama 10-30 menit dan 
pemanasan pada suhu 121oC selama 10-60 menit. Masih adanya aktivitas antimikroba oleh 
bakteriosin ketika diberi perlakuan panas diduga karena bakteriosin merupakan peptida pendek 
yang stabil terhadap panas. Selain itu karena adanya asam amino tertentu pada bakteriosin tersebut 
yang mampu mempertahankan struktur bakteriosin dari pengaruh panas (Rahayu et al., 2004). 

 
 

KESIMPULAN 
 Bakteri probiotik indigenus Riau telah teruji kemampuannya dalam menghasilkan 
senyawa bioaktif bakteriosin. Isolat BAL yang mempunyai kemampuan tumbuh yang tinggi 
dengan total populasi tertinggi dihasilkan oleh PSG4 yaitu 22,45 x 106 cfu/ml dan total populasi 
yang terendah pada SLK2 yaitu 4,75 x 106 cfu/ml. Berdasarkan uji penghambatan BAL terhadap 
bakteri indikator Staphylococcus aureus FNCC 0047 hanya terdapat tiga isolat BAL yang 
menunjukkan aktivitas penghambatan yaitu PSG2, SLK2, dan JN5. Diameter zona hambat terbesar 
dimiliki isolat PSG2 (15,1 mm) dan terendah pada SLK2 (10,75 mm) dengan aktivitas bakteriosin 
berturut-turut sebesar 2575 mm2/ml dan 792,6 mm2/ml. Uji konfirmasi antimikroba pada 
pemanasan 100oC selama 30 menit menghasilkan zona hambat terbesar oleh isolat JN5 dan isolat 
PSG2 yaitu 19,2 mm dan 19,5 mm, sedangkan SLK2 menghasilkan diameter zona hambat terbesar 
pada pemanasan 60 menit yaitu 16,8 mm. Perlu dilakukan uji lanjut terhadap bakteriosin yang 
dihasilkan BAL indigenus Riau dengan uji karakterisasi bakteriosin dan uji aplikasi bakteriosin 
sebagai biopreservasi terhadap bahan pangan. 
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