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Sulistiani dan Khusniati - Potensi Antibakteri Tiga Species Bakteri Asam Laktat Asli Enggano

POTENSI ANTIBAKTERI TIGA SPESIES BAKTERI ASAM LAKTAT ASLI
ENGGANO TERHADAP BAKTERI PATOGEN
DAN PEMBUSUK MAKANAN
[Antibacterial Potential of Three Indigenous Lactic Acid Bacteria Species from
Enggano Against Pathogenic and Food Spoilage Bacteria]

Sulistiani” dan Tatik Khusniati
“Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI,
Jalan Raya Jakarta-Bogor km 46, Cibinong 16911
email: sulis_lipi@yahoo.com

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) strains have been known for their antimicrobial compounds that are important for food industry, including
extension of expired time for food products. In this study, LAB isolates were isolated anaerobically from coconut sap using MRSA medium.
Antibacterial analysis was carried out using microdilution method on microplate. The antibacterial assay showed that 85 isolates of LAB
exhibit antibacterial activities against Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, and Bacillus cereus. Molecular identification of 13 physiologically characterized LAB strains based on 16S rDNA sequence
determined three species, namely, Leuconostoc mesenteroides (strain EN17-1, EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17-34, EN17-41, EN17-43,
EN17-45, EN17-46, EN38-34), Lactobacillus fermentum (strain EN17-2, EN38-44) and L. satsumensis strain EN38-32. The strong and wide
broad spectrum antibacterial activity was produced by L. satsumensis strain EN38-32.

Key words: antibacterial activity, lactic acid bacteria, spoilage and pathogenic bacteria, Enggano.

ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) telah dikenal sebagai penghasil senyawa antibakteri penting di industri makanan, sebagai agensia untuk
memperpanjang masa simpan produk makanan. Dalam studi ini, BAL diisolasi dari nira kelapa secara anaerob dengan menggunakan medi-
um MRSA. Uji antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode mikrodilusi dalam microplate. Hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa
85 isolat BAL memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, dan Bacillus cereus. Hasil identifikasi molekuler berdasarkan sekuen 16S rDNA menunjukkan bahwa
13 strain BAL unggul termasuk ke dalam tiga spesies, yaitu Leuconostoc mesenteroides (strain EN17-1, EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17
-34, EN17-41, EN17-43, EN17-45, EN17-46, EN38-34), Lactobacillus fermentum (strain EN17-2, EN38-44) dan L. satsumensis strain
EN38-32. Aktivitas antibakteri yang kuat dan berspektrum luas dihasilkan oleh L. satsumensi strain EN38-32.

Kata kunci: aktivitas antibakteri, bakteri asam laktat, bakteri patogen dan pembusuk, Enggano.

PENDAHULUAN diasetil (2,3-butanedione) dan bakteriosin. Semua
Bakteri asam laktat (BAL) merupakan senyawa tersebut Dbersifat antagonis terhadap
kelompok bakteri gram positif berbentuk batang dan pertumbuhan  beberapa  bakteri patogen dan

kokus, non-acrob tetapi aero-toleran, katalase
negatif, dapat memfermentasikan karbohidrat

pembusuk makanan (Saranya dan Hemashenpagam,
2011).

menjadi asam laktat sebagai produk utamanya dan
umumnya dianggap aman untuk dikonsumsi karena
termasuk ke dalam kategori GRAS (Generally
Recognized as Safe) (Djadouni dan Kihal, 2012;
Galvez et al, 2014). Beberapa strain BAL
menghasilkan senyawa antibakteri yang penting bagi
industri makanan terutama untuk pengawetan atau
memperpanjang masa simpan produk makanan dan
pakan (Saranya dan Hemashenpagam, 2011).

Efek antibakteri pada BAL, terutama asam
laktat yang dihasilkan, dapat menurunkan derajat
keasaman (pH). Selain itu, BAL memproduksi
berbagai macam senyawa antibakteri seperti
hidrogen peroksida (H,O,), karbon dioksida (CO,),

Nira kaya akan mikroflora endogen yang
terdiri dari BAL, khamir dan bakteri asam asetat
(BAA) (Manel et al., 2011). Penyadapan nira kelapa
tradisional telah menjadi tradisi atau kebiasaan yang
umum di Pulau Enggano, Provinsi Bengkulu,
Indonesia. Namun demikian, eksplorasi BAL dari
nira di pulau Enggano dan kajian potensi aktivitas
antibakterinya belum pernah dipelajari dan
dilaporkan. Sehingga nira kelapa dari pulau Enggano
menjadi potensi sumber daya alam yang menarik
untuk dikaji, terutama dalam kaitannya dengan
eksplorasi mikroba indigenus penghasil senyawa
antibakteri yang dapat dimanfaatkan untuk
pengawetan bahan makanan dan pakan.

*Diterima: 20 Juni 2016 -Diperbaiki: 19 Oktober 2016 -Disetujui: 28 November 2016
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BAHAN DAN CARA KERJA
Isolasi BAL dari nira kelapa

Sampel nira kelapa dikoleksi dari Pulau
Enggano, Provinsi Bengkulu, Indonesia pada tanggal
19 April 2015. Sampel disimpan dalam kotak es
sampai tiba di laboratorium. Medium MRS (deMan,
Rogosa, Sharpe) Agar digunakan untuk isolasi dan
penghitungan populasi BAL dalam sampel. Teknik
isolasi dan penghitungan BAL dalam nira dilakukan
dengan cara pengenceran berseri menggunakan
medium garam fisiologis cair 0,85% NaCl (w/v)
pada tabung reaksi dengan mengencerkan 1 mL
sampel nira dalam 9 ml medium (pengenceran 10
sampai pengenceran 10® mL/mL). Sampel yang
telah diencerkan diambil sebanyak 100 pl kemudian
ditumbuhkan pada medium MRSA menggunakan
teknik tebaran permukaan kemudian diinkubasi
secara anaerob dalam anaerobic jar selama 4 hari
pada temperatur 37°C. Bakteri yang membentuk
zona bening diduga sebagai BAL yang merupakan
bakteri penghasil asam yang mampu melarutkan
CaCOs (Cai et al., 1999).

Untuk memastikan bahwa koloni yang
menunjukkan zona bening adalah isolat-isolat BAL,
maka uji katalase dan KOH (kalium hidroksida)
dilakukan.  Uji  katalase  dilakukan  dengan
menambahkan satu tetes reagen H,O, 3% ke atas
gelas objek kemudian ditambahkan satu koloni
bakteri (Hassan, 2006). Uji KOH dilakukan dengan
menambah satu tetes KOH 3% ke atas gelas objek
kemudian ditambahkan satu koloni bakteri dan
dihomogenkan (Purwohadisantoso et al, 2009).
Kelompok BAL ditandai dengan hasil uji katalase
negatif dan KOH 3% negatif. Bakteri asam laktat
selanjutnya  diuji antibakteri  dan
diidentifikasi secara molekuler. Semua isolat BAL
yang digunakan dalam penelitian ini disimpan di
Laboratorium Mikrobiologi Industri, Pusat Penelitian
Biologi LIPI dengan kode isolat EN38-1 - EN17-55
(Tabel 1 dan 2).

aktivitas

Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri BAL terhadap
bakteri  pembusuk dan patogen dilakukan
menggunakan metode mikrodilusi di microplate.
Bakteri uji yang digunakan terdiri dari bakteri
patogen: Salmonella enterica (SE), Escherichia coli
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(EC), Pseudomonas aeruginosa (PS),
Staphylococcus aureus (SA), Listeria monocytogenes
(LM) dan bakteri pembusuk makanan: Bacillus
cereus (BC). Kultur bakteri uji ditumbuhkan selama
24 jam menggunakan media cair brain heart infusion
(BHI). Suspensi bakteri dimasukkan ke dalam
medium Mueller-Hinton (MH) broth sehingga
diperoleh suspensi bakteri indikator + 10° sel/ mL.
Isolat BAL ditumbuhkan pada medium cair MRS
selama 24 jam pada temperatur 37°C, selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 9000 g selama 15
menit. Supernatan yang digunakan dalam analisis
dipisahkan dari pelet/sel. Suspensi bakteri uji
sebanyak 150 pL dimasukkan ke dalam well (sumur)
pada microplate dan ditambahkan 50 puL supernatan
BAL. Inkubasi dilakukan selama 24 jam kemudian
diukur optical density (OD) pada temperatur 37°C
pada 595 nm. Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali
sebagai pengulangan. Kekuatan antibakteri dari
setiap strain BAL dihitung dalam presentase (%),
rumus penghitungan sebagai berikut:

Persentase (%) aktivitas antibakteri = (A-B) - (C-B) x 100%
A-B
A. OD kontrol positif; B. OD kontrol negatif; C. OD sampel

Karakterisasi fisiologi

Isolat-isolat BAL unggul (ditunjukkan
dengan aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji)
kemudian dikarakterisasi secara fisiologi dengan
menganalisa pertumbuhannya pada temperatur 8°C,
37°C dan 45°C, medium dengan pH 3,5; 4,5; 6,74;
7,28; 7,82 dan NaCl 4%, 6,5%, 10% dalam
medium cair MRS (Agaliya and Jeevaratnam, 2013).

Identifikasi molekuler

Identifikasi  bakteri dilakukan secara
molekuler dengan mengamplifikasi sekuen 16S
ribosomal DNA (16S rDNA) (Stackebrandt and
Goebel, 1994; Stackebrandt and Ebers, 2006).
Amplifikasi daerah 16S rDNA bakteri dilakukan
menggunakan metode colony PCR. Amplifikasi PCR
dilakukan pada 30 mL reaksi menggunakan primer
27F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") posisi 8
-27 pada kromosom E. coli dan primer 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") posisi 1510-1492
pada kromosom E. coli (Nikolova et al., 2009).
Komposisi reaksi PCR terdiri atas: 15 mL Go TaqO
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Green Master Mix 2x (Promega), 2,4 mL primer 27F
10 mM, 2,4 mL primer 1492R 10 mM, 1 mL cetakan
DNA dan 9,2 mL ultrapure water DNA/RNA se free.
Reaksi PCR menggunakan mesin PCR (Eppendorf
German) dengan predenaturasi pada temperatur 95°C
selama 90 detik, dilanjutkan dengan 30 siklus yang
terdiri dari denaturasi pada temperatur 95°C selama
30 detik, penempelan primer pada temperatur 50°C
selama 30 detik dan ekstensi pada temperatur 72°C
selama 90 detik. Setelah 30 siklus selesai, diikuti
fase pemanjangan pada temperatur 72°C selama 5
menit dan pendinginan pada temperatur 4°C selama
20 menit.

Hasil amplifikasi PCR (produk PCR)
dielektroforesis menggunakan agarose gel 1%, dan
didokumentasi menggunakan gel documentation
system. Hasil amplifikasi PCR sekuen 16S ribosomal
DNA bakteri menghasilkan pita DNA tunggal
dengan ukuran =+ 1500 bp.

Produk PCR selanjutnya dipurifikasi dan di
cycle seqencing dengan primer 27F dan 1492R.
Analisis sekuensing dilakukan di laboratorium First
Base (Malaysia). Data hasil sekuensing selanjutnya
ditrimming dan di assembling dengan program
BioEdit dan selanjutnya dikonversi dalam bentuk
FASTA. Selanjutnya dilakukan analisis BLAST/
homologi

Analisis  filogenetik dilakukan dengan
menyejajarkan sekuen DNA yang dianalisis dengan
sekuen DNA homolog yang diunduh dari GenBank.
Penyejajaran dilakukan menggunakan MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation)
dalam software MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) versi 6 (Tamura et al., 2013).
Rekonstruksi ~ pohon  filogenetik  dilakukan
menggunakan metoda Neighbor Joining (NJ),
program MEGA versi 6 dengan 1000 kali ulangan
(bootstrap). Parameter-parameter statistik dalam
merekonstruksi pohon filogenetik dengan metode NJ
berdasarkan setelan standar dari program MEGA
versi 6. Nilai bootstrap > 50% ditampilkan pada
percabangan pohon filogenetik.

HASIL
Jumlah isolat BAL dari nira kelapa

Sebanyak 35 isolat BAL diperoleh dari nira
kelapa tinggi dan 55 isolat BAL dari nira kelapa

hibrida (Tabel 1). Jumlah BAL pada nira kelapa
tinggi adalah 25x10” cfu/mL dan BAL pada nira
kelapa hibrida adalah 52 x10’ cfu/mL. Tingkat
keasaman (pH) nira kelapa tinggi 4,0, sedangkan pH
nira kelapa hibrida 3,6.

Aktivitas antibakteri BAL terhadap bakteri uji

Hasil uji antibakteri menunjukkan aktivitas
antibakteri isolat-isolat BAL terhadap E. coli sebesar
0-97%, S. enterica (0-100%), S. aureus (0-93%), P.
aeruginosa (0-97%), L. monocytogenes (0-100%)
dan B. cereus (0-100%) (Tabel 1). Isolat BAL yang
mempunyai aktivitas antibakteri kuat (BAL unggul)
yaitu strain EN38-6, EN38-32, EN38-44 dari sampel
nira dari kelapa tinggi (Tabel 1) dan strain EN17-1,
EN17-2, EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17-34,
EN17-41, EN17-43, EN17-45, EN17-46 dari sampel
nira kelapa hibrida (Tabel 2) (ditulis tebal).

Karakter fisiologis BAL unggul

Hasil karakterisasi fisiologi pertumbuhan
BAL unggul ditampilkan pada Tabel 3. Semua isolat
tumbuh pada temperatur 37°C, hanya 2 isolat (EN38-
32, EN38-44) yang mampu tumbuh pada temperatur
45°C. Semua isolat tumbuh pada pH netral (6,74;
7,28) sedangkan 3 isolat (EN38-32, EN38-34, EN38-
44) mampu tumbuh pada pH asam (3,5) dan 2 isolat
(EN38-34, EN38-44) mampu tumbuh pada pH basa
(7,82). Semua isolat tahan terhadap garam 4% dan
terhambat pertumbuhannya dengan garam 6,5%.
Sebanyak 12 isolat memproduksi gas dan 1 isolat
(EN38-32) tidak memproduksi gas.

Hasil amplifikasi PCR sekuen 16S ribosomal
DNA BAL unggul

Produk  PCR  sampel  divisualisasi
menggunakan gel documentation system
(Gambar 1).

Analisis filogenetik BAL unggul berdasarkan
sekuen 16S rDNA

Hasil  identifikasi  secara  molekuler
menggunakan analisis filogenetik menunjukkan
bahwa sebanyak 10 strain BAL unggul (EN17-1,
EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17-34, EN17-41,
EN17-43, EN17-45, EN17-46, EN38-34) termasuk
kedalam Leu. mesenteroides dengan nilai bootstrap
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Tabel 1. Aktivitas antibakteri (%) BAL indigenus Enggano dari nira kelapa tinggi (antibacterial activity (%)
of indogenous LAB from tall coconut sap on growth of pathogenic and food spoilage bacteria).

Kode Aktivitas antibakteri (antibacterial activity) (%)
No. strain
(strain EC SE BC SA PS LM
code)
1 EN38-1 30 13 57 0 31 76
2 EN38-2 27 9 54 0 0
3 EN38-3 13 11 39 0 81
4 EN38-5 34 32 94 0 91
5 EN38-6 42 66 100 0 16 100
6 EN38-7 0 17 95 0 0 94
7 EN38-8 0 0 34 0 21 79
8 EN38-9 18 12 29 0 0 83
9 EN38-14 18 21 23 0 9 76
10 EN38-15 12 10 37 0 0 78
11 EN38-17 0 0 47 20 32 0
12 EN38-18 31 23 39 0 10 84
13 EN38-20 0 0 39 28 6 0
14 EN38-22 0 0 54 9 0 0
15 EN38-24 21 30 93 0 11 88
16 EN38-26 37 26 41 0 2 87
17 EN38-31 3 7 56 7 0 0
18 EN38-32 97 90 95 93 97 93
19 EN38-34 39 92 44 0 12 97
20 EN38-35 41 23 61 0 7 85
21 EN38-37 45 41 35 0 11 60
22 EN38-38 50 29 7 0 27 100
23 EN38-39 28 16 28 0 0 0
24 EN38-40 41 22 36 0 10 84
25 EN38-41 34 17 56 0 0 0
26 EN38-44 51 62 85 83 86 85
27 EN38-46 44 42 72 0 0 96
28 EN38-48 0 15 49 0 10 88
29 EN38-49 44 47 36 0 0 100
30 EN38-50 0 0 43 10 0 90
31 EN38-51 34 17 36 0 3 0
32 EN38-52 37 57 29 0 0 0
33 EN38-53 12 17 58 0 0 0
34 EN38-54 3 3 39 0 0 0
35 EN38-55 36 46 67 0 15 95

Keterangan (Notes): EC (Escherichia coli), SE (Salmonella enterica), BC (Bacillus cereus), SA
(Staphylococcus aureus) PS, (Pseudomonas aeruginosa), LM (Listeria monocytogenes)
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Tabel 2. Aktivitas antibakteri (%) BAL indigenus Enggano dari nira kelapa hibrida (antibacterial activity
(%) of indogenous LAB from hybrid coconut sap on growth of pathogenic and food spoilage

bacteria).
Kode Aktivitas antibakteri (antibacterial activity) (%)
strain
No. .
(strain EC SE BC SA PS LM
code)
1 EN17-1 67 57 100 0 14 100
2 EN17-2 67 70 92 91 93 86
3 EN17-3 41 0 68 0 9 81
4 EN17-4 0 37 36 15 17 0
5 EN17-5 50 28 40 7 34 81
6 EN17-6 55 0 68 0 0 82
7 EN17-7 41 0 70 0 13 80
8 EN17-8 73 100 100 0 5 100
9 EN17-9 38 2 74 0 19 79
10 EN17-10 54 31 95 0 10 91
11 EN17-11 55 68 96 0 19 89
12 EN17-12 48 50 97 4 15 97
13 EN17-13 49 16 68 6 14 87
14 EN17-14 34 21 64 0 0 92
15 EN17-15 56 85 96 0 14 96
16 EN17-16 43 8 93 0 2 85
17 EN17-18 34 21 29 5 0 84
18 EN17-20 37 0 0 0 19 82
19 EN17-21 43 6 65 0 10 82
20 EN17-22 0 0 43 13 3 0
21 EN17-23 22 24 35 0 19 96
22 EN17-24 42 9 73 3 28 88
23 EN17-25 48 29 57 3 29 88
24 EN17-26 51 5 25 0 20 86
25 EN17-27 32 9 39 0 18 81
26 EN17-28 38 26 40 0 0 0
27 EN17-29 77 98 89 49 87 100
28 EN17-30 32 17 43 0 9 83
29 EN17-31 42 14 66 0 24 79
30 EN17-33 0 0 47 19 5 0
31 EN17-34 53 84 84 2 9 96
32 EN17-35 42 33 65 5 17 89
33 EN17-36 0 0 9 20 27 0
34 EN17-37 36 38 34 8 0 91
35 EN17-38 53 45 98 0 18 87
36 EN17-39 22 15 39 0 16 84
37 EN17-40 41 30 93 0 13 84
38 EN17-41 60 60 100 0 0 99
39 EN17-42 34 0 66 0 0 79
40 EN17-43 56 85 97 0 4 99
41 EN17-44 0 0 29 7 1 0
42 EN17-45 59 97 99 0 0 97
43 EN17-46 52 91 98 0 9 96
44 EN17-47 24 0 17 0 28 77
45 EN17-48 44 17 43 0 13 86
46 EN17-49 38 51 85 0 31 93
47 EN17-50 21 19 51 0 23 85
48 EN17-53 30 4 49 0 21 86
49 EN17-54 18 0 26 1 24 76
50 EN17-55 19 0 59 0 7 85

Keterangan (Notes): EC (Escherichia coli), SE (Salmonella enterica), BC (Bacillus cereus), SA
(Staphylococcus aureus) PS, (Pseudomonas aeruginosa), LM (Listeria monocytogenes)
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Tabel 3. Hasil karakterisasi fisiologi BAL unggul [physiological characterization results of selected

LAB].
Kode
strain Temperatur .
[strain [termperature] Garam |[salt] Produksi
No. Nama Isolat code] (°C) pH (%) Gas [gas
[isolate name]) produc-
tion)
8§ 37 45 35 45 6,74 728 782 4 65 10
. EN17-1
1 Leu.mesenteroides - + - - +- + + - + 4+ - +
2 L. fermentum EN17-2 -+ + + + + + + + 4= - +
3 Leu.mesenteroides  EN 17-8 - + - - + + + + + o+ - +
4 Leu.mesenteroides ~EN17-12 - + - - + + + - + 4+ - +
5 Leu.mesenteroides ~ EN17-15 -+ - - + + + - + 4+ - +
6 Leu.mesenteroides EN17-34 - + - - + + + - + e _ +
7 Leu.mesenteroides ~ EN17-41 - + - - - + + - + 4 . +
8 Leu.mesenteroides EN17-43 - + - - +- + + - + 4+ - +
9 Leu. mesenteroides EN 17-45 - + - - +- + + - + +- - +
10 Leu.mesenteroides ~EN17-46 -+ - - - + + - + 4 - +
11 L.satsumensis EN38-32 -+ + +- + + + - + + - R
12 Leu.mesenteroides ~ EN38-34 - + - +- - + + +- + 4+ - +
13 L.fermentum EN38-44 -+ + + + + + + + 4+ - +
Keterangan: +: tumbuh baik; +-: tumbuh sedikit; -: tidak tumbuh; Leu.: Leuconostoc; L.: Lactobacillus.
[note: +:good growth ; +-: poor growth; -:no growth; Leu.: Leuconostoc; L.: Lactobacillus)
99% (khususnya subspesies suionicum dengan nilai aktivitas metabolisme isolat-isolat BAL yang

bootstrap 60%), dua isolat termasuk kedalam L.
Sfermentum (strain EN17-2 dan EN38-44) dengan
nilai bootstrap 99%, dan satu isolat termasuk ke
dalam L. satsumensis (strain EN38-32) dengan nilai
bootstrap 99% (Gambar 2). Semua isolat Leu.
mesenteroides kemungkinan merupakan subspesies
Leu. mesenteroides subsp. suionicum. Hal tersebut
disebabkan kesepuluh strain BAL berada satu klade
dengan spesies tipe Leu. mesenteroides subsp.
suionicum LMG 8159" (AB680075) dengan nilai
bootstrap 60%.

PEMBAHASAN

Nira kelapa diketahui mengandung banyak
nutrisi yang mendukung pertumbuhan berbagai
mikroorganisme seperti bakteri mesofilik aerob,
BAL, dan khamir (Manel et al, 2011). Hasil
penelitian menunjukkan populasi BAL indigenus
Enggano cukup tinggi dengan populasi sel 25x10’
cfu/mL dalam nira kelapa tinggi dan 52 x107 cfu/mL
dalam nira kelapa hibrida. Adanya aktivitas populasi
BAL tersebut menurunkan pH nira sebagai akibat
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menghasilkan asam organik sebagai hasil konversi
glukosa menjadi asam laktat (Leroy and de Vuyst,
2004).  Analisis dari 85
menunjukkan aktivitas antibakteri yang bervariasi
terhadap bakteri patogen dan pembusuk. Aktivitas
antibakteri BAL mampu menghambat pertumbuhan
bakteri patogen dan pembusuk makanan E. coli (0-
97%), S. enterica (0-100%), S. aureus (0-93%), P.
aeruginosa (0-97%), L. monocytogenes (0-100%),
dan B. cereus (0-100%). Aktivitas penghambatan
BAL disebabkan oleh adanya kombinasi beberapa
faktor seperti produksi asam laktat yang dapat
menurunkan pH medium dan beberapa senyawa
bioaktif lainnya (Ishola and Adebyo-Tayo, 2012).
Asam yang dihasilkan oleh BAL dapat berdifusi ke
dalam sel bakteri patogen dan pembusuk. Di dalam
sel, asam akan terdisosiasi (terpecah) menjadi proton
dan anion. Keberadaan proton di dalam sel akan
mengganggu sistem transport nutrisi, oleh sebab itu
proton harus dikeluarkan. Untuk mengeluarkan
proton dibutuhkan energi yang besar. Apabila
keadaan ini terus terjadi, maka bakteri tersebut akan

antibakteri isolat
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Hasil amplifikasi PCR sekuen 16S ribosomal DNA dari isolat-isolat BAL unggul. Ladder
DNA 1Kb (M): No. 1: EN17-1; 2: EN17-2; 3: EN17-8; 4: EN17-12; 5: EN17-15; 6: EN17-34;
7: EN17-41; 8: EN17-43; 9: EN17-45; 10: EN17-46; 11: EN38-32; 12: EN38-34; 13: EN38-44
[The results of PCR amplification of 16S ribosomal DNA sequences of selected LAB isolates.
Ladder DNA IKb (M): No. 1: EN17-1; 2: EN17-2; 3: EN17-8; 4: EN17-12; 5: EN17-15; 6:
EN17-34; 7: EN17-41; 8: EN17-43; 9: EN17-45; 10: EN17-46, 11: EN38-32; 12: EN38-34; 13:
EN38-44].
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Pohon filogenetik BAL unggul berdasarkan data sekuen 16S rDNA menggunakan metoda
Neighbor Joining (NJ) menunjukkan kekerabatan sekuen-sekuen BAL unggul dengan strain tipe
(Phylogenetic tree of superior BAL based on 16S rDNA sequence data using the Neighbor
Joining (NJ) shows the sequence relationship of selected BAL with type strain).

mati (Indriati et al., 2006). Bakteri asam laktat selain
menghasilkan asam laktat dan asam organik lainnya,
juga menghasilkan senyawa metabolit lain yang
mempunyai efek antibakteri terhadap bakteri
pembusuk dan patogen. Senyawa metabolit tersebut
berupa bakteriosin, hidrogen peroksida (H,0,),
karbon dioksida (CO,), diasetil (Rachmawati et al.,
2005).

Aktivitas antibakteri yang kuat ditunjukan
oleh BAL unggul, yaitu Leu. mesenteroides (EN17-1,
EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17-34, EN17-41,
EN17-43, EN17-45, ENI17-46, EN38-34), L.
satsumensis strain EN38-32, dan L. fermentum
(strain EN17-2 dan EN38-44). Aktivitas antibakteri
oleh kelompok Leuconostoc bisa diakibatkan oleh
produksi bakteriosin (bacteriocin) contohnya adalah
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Leucocin OZ yang dihasilkan Leu. carnosum
(Osmanagaoglu, 2007), senyawa peptida atau enzim
berukuran kecil (3,66-10 kD) seperti mesenterisin
yang dihasilkan oleh Leu. mesenteroides (Hasting et
al. 1994) dan asam organik (Di Cagno et al., 2016).
Senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh kelompok
Lactobacillus contohnya adalah plantarisin (Parada
et al., 2007) dan asam-asam organik seperti asam
laktat, asam asetat, asam suksinat, asam propionat,
asam format dan asam butirat (Ozcelik et al., 2016).
Dalam penelitian ini ditemukan 2 strain L.
Sfermentum (EN17-2, EN38-44) dengan aktivitas anti-
bakteri kuat. Selain itu ditemukan 1 isolat L.
satsumensis strain EN 38-32 dengan aktivitas anti-
bakteri yang kuat dan berspektrum luas. Kemampuan
antibakteri yang bersprektum luas dari L. fermentum
dan L. satsumensis belum pernah dilaporkan
sebelumnya. Lactobacillus satsumensis strain EN 38-
32 menghambat EC sebesar 97%, SE 90%, BC 95%,
SA 93%, PS 97% dan LM 93%. Mengingat potensi
yang cukup besar dari senyawa atau metabolit dari
strain-strain Leu. mesenteroides, L. satsumensis
strain EN38-32 dan L. fermentum (strain EN17-2 dan
EN38-44), perlu dilakukan studi lanjut untuk
menganalisis jenis senyawa metabolit yang memiliki
aktivitas antibakteri tersebut.

Analisis fisiologi pertumbuhan
menunjukkan BAL unggul tumbuh dengan baik pada
temperatur 37°C tetapi tidak dapat tumbuh pada
temperatur 8°C, dan beberapa isolat seperti L.
fermentum (strain EN17-2 dan EN38-44) dan L.
satsumensis strain EN 38-32 mampu tumbuh baik
pada temperatur tinggi 45°C. Ketiga strain tersebut
berpotensi untuk dikembangkan sampai skala
industri karena tahan pada  suhu tinggi yang
merupakan kondisi produksi yang umum ditemukan
pada berbagai industri makanan. Semua strain
tumbuh baik pada media yang mengandung NaCl 4%
tetapi tidak dapat tumbuh pada NaCl 10% dan
tumbuh sedikit pada NaCl 6,5%. Semua strain Leu.
fermentum  bersifat
heterofermentatif yaitu menghasilkan asam laktat,
asam organik lainnya dan gas CO, sebagai produk
akhir fermentasi. Lactobacillus satsumensis bersifat
homofermentasi yang tidak menghasilkan gas pada
produk fermentasi (Tabel 4). Kemampuan L.

mesenteroides  dan L.

fermentum strain EN17-2 dan L. fermentum strain
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EN38-44 untuk mampu tumbuh dengan baik pada
pH asam (pH 3,5) menunjukkan potensinya sebagai
bakteri probiotik. Salah satu syarat utama probiotik
adalah tahan terhadap pH rendah (Balamurugan et
al.,2012).

KESIMPULAN

Sebanyak 85 isolat BAL berhasil diisolasi
dari nira kelapa hibrida dan nira kelapa tinggi asal
Enggano. Aktivitas antibakteri kuat dan berspektrum
luas dihasilkan oleh L. satsumensi strain EN 38-32
asal nira kelapa tinggi. Hasil identifikasi molekuler
menunjukkan bahw 10 strain BAL unggul (EN17-1,
EN17-8, EN17-12, EN17-15, EN17-34, EN17-41,
EN17-43, EN17-45, EN17-46, EN38-34) adalah Leu.
mesenteroides subsp. suionicum, dua isolat termasuk
kedalam L. fermentum (strain EN17-2 dan EN38-44)
dan satu isolat adalah L. satsumensis (strain EN38-
32).
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