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REDUCTION OF PATHOGENIC BACTERIA DURING
FERMENTATION OF MASIN BY PROTEASE
AND BACTERIOCIN-PRODUCING LACTIC ACID
BACTERIA
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Ringkasan Contamination of pathogenic
and spoilage bacteria on fermentation
process of seafood and fisheries pro-
duct is a major concern on food safe-
ty. The aims of this study were isola-
ting and applying the bacteriocin- and
protease-producing lactic acid bacte-
ria from the gastrointestinal tract of mud
crab for starter culture of masin, a tra-
ditional fermented shrimp from East Ja-
va. This study consisted of characteri-
zation of lactic acid bacteria, the ap-
plication on the fermentation process
and microbial analysis. Ninety-four iso-
lates were isolated from mud crab was
screened for the bacteriocin and prote-
ase producing as well as characterized
by pH, salinity and biochemical. Iso-
late IKP-29 was exhibited strong pro-
tease and bacteriocin activity. Appli-
cation of Isolate IKP-29 on masin fer-
mentation showed that sharp reduction
of Escherichia coli, Vibrio sp. and la-
ctic acid bacteria counted. This study
suggested that the application of lactic
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acid bacteria which producing bacte-
riocin and protease improved the food
safety of traditional fermented fish.
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PENDAHULUAN

Salah satu permasalahan yang dihada-
pi terkait keamanan pangan ialah ada-
nya food-borne pathogen seperti Sal-
monella thypii penyebab demam tifus,
Eschericia coli penyebab gangguan pen-
cernaan, maupun Vibrio cholera penye-
bab kolera. Berbagai upaya untuk meng-
atasi permasalahan tersebut telah dila-
kukan, baik berupa preservasi dengan
termal maupun non termal. Preserva-
si pangan tersebut dengan termal dapat
berupa pengeringan, pemanasan dan pe-
masakan maupun dengan non termal
seperti ultrasonikasi, tekanan hiperba-
rik, ionisasi, dan aplikasi biopreserva-
si. Salah satu metode biopreservasi ia-
lah dengan aplikasi bakteri asam lak-
tat (BAL) penghasil bakteriosin seba-
gai starter (Hwanhlem et al., 2011) atau-
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pun aplikasi ekstrak bakteriosin pada
pangan (Udhayashree et al., 2012).

BAL tersebar luas di alam, termasuk
di dalam saluran pencernaan. Saluran
pencernaan ikan merupakan ekosistem
kompleks yang dihuni oleh mikrobio-
ta, baik mikrobia aerob, fakultatif ana-
erob maupun obligat anaerob (Talpur
et al., 2012). Hal tersebut menyebabk-
an saluran pencernaan dapat menyimp-
an potensi kolonisasi bakteri patogen
maupun penghasil antibakteri (Sugita
et al., 2002).

Isolasi BAL penghasil bakteriosin pa-
da produk fermentasi telah banyak di-
lakukan (Kopermsub and Yunchalard,
2010; Moroni et al., 2011Moraes et al.,
2010Pramono et al., 2015). Talpur et al.
(2012) telah melakukan isolasi BAL pa-
da saluran pencernaan rajungan untuk
tujuan probiotik. Namun masih sedikit
informasi terkait BAL penghasil bak-
teriosin pada saluran pencernaan kepi-
ting yang diaplikasikan sebagai kandi-
dat starter untuk memperbaiki mutu ser-
ta keamanan pangan produk fermenta-
si.

Scylla sp. merupakan salah satu jenis
kepiting yang banyak ditemukan pada
ekosistem mangrove Samudra Hindia,
Laut Merah, Samudra Pasifik dan ter-
masuk spesies yang paling banyak ter-
sebar di dunia (Shelley and Lovatelli,
2011). Genus Scylla memiliki ciri-ciri
sebagai berikut: panjang pasangan ka-
ki jalan lebih pendek daripada capit,
pasangan kaki terakhir berbentuk da-
yung, karapas berbentuk lebar, dileng-
kapi dengan 3–9 buah gigi anterolate-
ral, ruas dasar dari antena biasanya le-
bar, sudut anteroexternal seringkali ber-
lobi, flagel kadang-kadang berada pa-
da orbital mata (Fielder and Heasman,
1978).

Kepiting pada ekosistem mangrove me-
miliki potensi besar untuk menjadi sum-
ber isolasi BAL penghasil bakteriocin-
likeuntuk aplikasi pangan sebagai agen
biopreservatif sekaligus starter perba-
ikan mutu produk. Hal ini disebabkan
kepiting mampu hidup pada salinitas
yang tinggi dan mengkonsumsi detri-
tus sehingga dimungkinkan adanya ko-
lonisasi bakteri pemecah protein yang
kuat. Oleh karena itu penelitian ini pen-
ting dilakukan untuk mendapatkan kan-
didat BAL penghasil bakteriosin kuat
pada saluran pencernaan kepiting un-
tuk kemudian dimanfaatkan sebagai star-
ter pada produksi fermentasi ikan tra-
disional.

Tujuan penelitian adalahmendapatkan
isolat starter bakteri asam laktat peng-
hasil bacteriocin-like untuk memperba-
iki produk fermentasi tradisional dan
mendapatkan data karakteristik produk
dan keamanan produk fermentasi ikan
yang dihasilkan dengan aplikasi star-
ter.

MATERI DAN METODE

Isolat Bakteri Asam Laktat

Isolat bakteri asam laktat (BAL) dipe-
roleh dari hasil penelitian sebelumnya.
Sebanyak 94 isolat BAL hasil isolasi
saluran pencernaan kepiting bakau te-
lah disimpan pada gliserol steril dan
disimpan pada suhu -10oC hingga pe-
nelitian dilakukan (Pramono et al.., 2015).Se-
belum uji dilakukan sebanyak 10 µL
isolat BAL-gliserol telah dikultur pada
1 mL de Mann, Rogosa, Sharpe (MRS
)broth (Merck, Darmstadt, Jerman) pa-
da suhu 30oC selama 48 jam.Bakteri
patogen indikator yang digunakan me-
rupakan Vibrio sp. hasil isolasi dari sa-
te kerang (Pramono et al.., 2015)dan E.
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coli ATCC 2595. Bakteri Vibrio sp. di-
kultur pada medium saline tryptic soya
broth (3% NaCl), sedangkan E. coli di-
kultur pada medium tryptic soya broth
(Merck, Darmstadt, Jerman). Uji Pro-
duksi Enzim Protease

Isolat BAL kandidat starter diuji ke-
mampuan menghasilkan senyawa enzim
proteolitik dengan menggunakan me-
dia skim milk agar (SMA) (skim milk
2%, agar 1,5%) untuk mengetahui ak-
tivitas penghasilan enzim proteolitik-
nya. Dua puluh mikroliter kultur bro-
th MRS isolat kandidat starter BAL di-
teteskan pada permukaan media SMA.
Plate kemudian diinkubasi pada suhu
37oC selama 24 jam. Isolat yang mam-
pu mendegradasi protein susu menun-
jukkan zona jernih di sekeliling kolo-
ni. Tiga isolat dengan diameter zona
jernih terbesar akan dikarakterisasi le-
bih lanjut untuk mendapatkan satu iso-
lat kandidat starter fermentasi ikan

Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

- Pengecatan Gram

Pengecatan Gram dilakukan dengan meng-
ambil satu ose larutan garam fisiolo-
gis dan diteteskan di atas gelas prepa-
rat kemudian satu ose biakan BAL di-
ratakan diatasnya kemudian difiksasi di
atas api bunsen. Setelah terfiksasi ber-
ikan Gram A (kristal violet) selama sa-
tu menit, bilas dengan air mengalir. Te-
teskan Gram B (Kalium Iodida) sela-
ma satu menit, bilas dengan air meng-
alir. Setelah itu teteskan Gram C (eta-
nol) selama 30 detik dan bilas dengan
air mengalir baru kemudian berikan Gram
D (safranin) selama dua menit sebelum
diamati di bawah mikroskop. Morfolo-
gi sel diamati di bawah lensa mikros-
kop untuk mengetahui bentuk, ukuran,
maupun konformasi sel BAL.

- Uji Oksidasi Fermentasi

Uji fermentasi dilakukan dengan meng-
gunakan medium O/F. Satu ose kultur
BAL diinokulasikan pada medium OF
secara aseptis, satu tabung ditutup de-
ngan parafin sedangkan satu tabung di-
tutup dengan kapas steril. Bakteri yang
mampu melakukan oksidasi ditunjukk-
an dengan warna kuning pada medi-
um OF tanpa parafin sedangkan bak-
teri yang mampu melakukan fermenta-
si ditunjukkan oleh warna kuning pada
medium OF berparafin.

- Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi dilakukan degan de-
ngan cara menginokulasikan 50 µL BAL
ke dalam medium MRS cair dalam ta-
bung reaksi yang telah dimasukkan ta-
bung durham dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37oC. bakteri yang meng-
hasilkan gas dinyatakan heterofermen-
tatif sedangkan yang tidak menghasilk-
an gas dinyatakan homofermentatif.

– Uji Produksi H2S

Produksi H2S dilakukan dengan meng-
gunakan medium triple sugar iron agar
(TSIA). Sebanyak satu ose kultur BAL
ditusukkan pada ujung medium TSIA
miring dan digoreskan dengan meng-
gunakan jarum inokulasi. Hasil streak
diinkubasi pada suhu 30oC selama 24
jam dan dilakukan pengamatan. Bakte-
ri yang mampu menghasilkan H2S ak-
an menunjukkan warna hitam pada me-
dia TSIA.

- Uji ketahanan Terhadap pH

Uji fisiologi yang dilakukan adalah uji
produksi gas dan uji pertumbuhan pa-
da pH 1, 3, 5, 7 dan 9. Medium MRS
broth diatur pH-nya dengan menggu-
nakan 1N HCl atau 1N NaOH untuk
mendapatkan pH yang sesuai. Sebanyak
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50 µL kultur BAL diinokulasikan pa-
da mikrotube yang telah diisi dengan
MRS dengan pH yang telah disesuaik-
an, yaitu 1,3,5,7, dan 9 kemudian te-
lah dilakukan inkubasi pada suhu 30oC
dan dilakukan pengamatan. BAL yang
tumbuh menimbulkan media MRS bro-
th menjadi keruh dan setelah diplate pa-
da medium MRS agar menunjukkan tum-
buhnya koloni.

- Uji Ketahanan Terhadap Salinitas

Uji ketahanan terhadap salinitas dila-
kukan dengan menggunakan medium
MRS. Sebanyak 50 µL kultur BAL di-
inokulasikan pada medium MRS bro-
th dengan konsentrasi NaCl yang ber-
beda (1%, 2%, 3%, 4%, dan 5%) dan
diinkubasi pada suhu 30oC selama 24
jam.BAL yang tumbuh menunjukkan
kekeruhan pada media dan setelah di-
plate pada medium MRS agar menun-
jukkan tumbuhnya koloni merupakan
bakteri yang tahan terhadap salinitas yang
digunakan.

Aplikasi Bakteri Asam Laktat Starter
pada Produksi Masin

- Preparasi masin dan inokulasi star-
ter

Masin diproduksi dengan mencampurk-
an 400 g udang dengan nasi kering yang
telah disangrai sebanyak 120 gram di-
tambah dengan 400 gram garam dapur,
dan 100 mL air keran. Setelah diaduk
merata, bakteri E.coli ATCC 2595, Vi-
brio sp. dan BAL starter dimasukkan
dalam adonan dengan kepadatan 6 log
CFU/g untuk campuran dari ketiga iso-
lat kuat (IKP-29, IKP-30, dan IKP-94).
Proses fermentasi dilakukan pada suhu
ruang dan dilakukan pengamatan ber-
upa analisis mikrobiologi dan pengu-
kuran pH pada jam ke-0, 24, 48, 72,
dan 96.

Tabel 1 Diameter zona hidrolisis kasein susu tiga iso-
lat terkuat

Isolat Zona hidrolisis (mm)
24 jam 48 jam 72 jam

IKP29 3 12 12
IKP30 5 6 6
IKP94 5 7 9

- Analisis mikrobiologi

Analisis mikrobiologi terdiri atas per-
hitungan jumlah E. coli, Vibrio sp., dan
BAL dengan metode TPC pada medi-
um eosin methylene blue agar (EMBA),
thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS),
dan de Man, Rogosa dan Sharpe (MRS)
agar, secara berurutan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Produksi Protease

Sebanyak 94 isolat bakteri asam laktat
(BAL) penghasil bakteriosin-like yang
telah diuji dengan netralisasi pH dan
uji sumuran terhadap bakteri indikator
telah diperoleh dari saluran pencerna-
an kepiting bakau (Pramono et al., 2015)
kemudian telah diuji aktivitas produksi
enzim protease. Berdasarkan hasil uji
aktivitas proteolitik, tiga isolat yang mam-
pu menghasilkan protease kuat (>6 mm)
pada medium skim milk adalah isola
IKP29, IKP30, dan IKP94. Kemampu-
an bakteri dalam menghasilkan prote-
ase ekstraseluler menyebabkan terjadi-
nya lisis pada kasein susu pada medi-
um skim milk agar sehingga terdapat
zona jernih disekeliling koloni (Nespo-
lo and Brandelli, 2010). Semakin be-
sar zona yang dihasilkan maka sema-
kin besar aktivitas proteolitik isolat yang
diuji. Hasil penelitian menunjukkan bah-
wa terdapat 3 isolat BAL yang mampu
menghasilkan enzim protease > 6 mm
pada jam ke 72 (Tabel 1).
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Enzim protease dihasilkan mikrobia un-
tuk mendapatkan asam amino dan pep-
tida dari hidrolisis protein. Asam ami-
no tersebut digunakan oleh bakteri se-
bagai bahan penyusun protein seluler,
baik fungsional maupun struktural, atau
sebagai sumber nitrogen pada sel bak-
teri (Setyati and Subagiyo, 2012; Re-
migio et al., 2012).

Karakterisasi Bakteri Asam Laktat Peng-
hasil Protease

Identifikasi BAL didasarkan pada dua
metode umum yaitu metode morfologi
dan fisiologidan dengan menggunakan
metode molekuler (Mohammed et al.,
2009) yaitu dengan sekuensing gen 16S
rDNA. Identifikasi BAL dengan meto-
de morfologi dan fisiologi dilakukan de-
ngan tahapan: pengecatan Gram, ben-
tuk sel, uji motilitas, uji fisiologi dan
biokimia (uji katalase, tipe fermentasi,
dan pertumbuhan sel pada pH terten-
tu).

Hasil pengecatan Gram dan morfolo-
gi (Tabel 2) menunjukkan bahwa keti-
ga isolat merupakan Gram positif. Iso-
lat IKP29 dan IKP94 memiliki bentuk
bulat sedangkan isolat IKP30 berben-
tuk batang pendek. Bakteri asam lak-
tat merupakan kelompok bakteri Gram
positif dengan bentuk batang ataupun
bulat (Speranza et al., 2017). Bebera-
pa spesies bakteri asam laktat mampu
menghasilkan senyawa antimikrobia se-
perti bakteriosin, hidrogen peroksida,
maupun asam organik(Putra et al., 2018).

Hasil uji TSIA menunjukkan bahwa BAL
tersebut tidak menghasilkan hidrogen
disulfida. Ketiga isolat mampu mela-
kukan fermentasi glukosa dan terma-
suk dalam katagori BAL homofermen-
tatif yang melakukan fermentasi glu-
kosa menjadi asam laktat.Menurut Sai-
thong et al. (2010)salah satu parameter

BAL dapat dimanfaatkan sebagai kul-
tur starter fermentasi ikan ialah terma-
suk dalam jenis homofermentatif. Ha-
sil uji oksidase dan katalase menunjukk-
an ketiga isolat tidak menghasilkan enzim
oksidase dan katalase. BAL termasuk
dalam ordo Lactobacillales (Ludwig et al.,
2015)) yang memiliki ciri: Gram po-
sitif, berbentuk batang atau kokus, ti-
dak berspora, non motil, katalase nega-
tif dan oksidase negatif. BAL menggu-
nakan karbohidrat sebagai sumber ener-
gi dan menghasilkan asam laktat se-
bagai produk utama atau satu-satunya
fermentasi dan merupakan golongan bak-
teri fakultatif anaerob (Willey et al., 2009).Bak-
teri asam laktat termasuk penghasil bak-
teriosin yang masuk dalam golongan
generally recognized as safe (GRAS)
oleh WHO sehingga aman digunakan
dalam produk pangan.Hasil uji ketahan-
an terhadap pH dan salinitas ditunjukk-
an oleh Tabel 3. Ketahanan terhadap
salinitas dan pH penting kaitannya de-
ngan kemampuan bakteri starter dalam
matrik pangan. Berdasarkan hasil uji
ketahanan terhadap pH, dapat diketa-
hui bahwa ketiga isolat memiliki ren-
tang ketahanan yang baik pada salini-
tas dan pH yang bervariasi. Meskipun
demikian, isolat IKP29 memiliki ren-
tang ketahanan yang terbaik terhadap
salinitas dan pH sehingga isolat IKP29
dapat digunakan sebagai kultur starter
yang potensial pada produk dengan ka-
dar garam yang tinggi dan pH yang lu-
as. Hasil identifikasi isolat IKP29 me-
nunjukkan bahwa isolat termasuk da-
lam Genus Pediococcus.

Aplikasi Bakteri Asam Laktat Starter
pada Produksi Masin Analisis mikro-
biologi dan pH

Hasil analisis menunjukkan bahwa ter-
jadi penurunan jumlah bakteri yang sig-
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Tabel 2 Hasil uji morfologi dan fisiologi

Isolat Gram Morfologi TSIA Gas H2S O/F Tipe Fermentasi glukosa oksidase Katalase
IKP29 Positif Bulat - - - F Homofermentatif - -
IKP30 Positif Batang - - - F Homofermentatif - -
IKP94 Positif Bulat - - - F Homofermentatif - -

Tabel 3 Uji salinitas dan ketahanan terhadap pH

Isolate Salinitas pH
1 2 3 4 5 1 3 5 7 9

IKP29 + + + + + - - + + +
IKP30 + - + + - - - + + +
IKP94 + + + + + - - - + +

nifikan pada E. coli dan Vibrio sp. pa-
da hari ke dua dan relatif konstan pa-
da hari ke 3 dan 4 (Gambar 1). Isolat
IK29 berdasarkan hasil analisis bioki-
mia dan morfologi merupakan Genus
Pediococcus.

Pada awal inkubasi (hari pertama) jum-
lah bakteri asam laktat dan E.coli dan
Vibrio relatif sama, yaitu pada Log 5
CFU/g, namun pada hari ke-dua terja-
di penurunan drastis E.coli dan Vibrio
sp. Hal tersebut selaras dengan hasil
aplikasi kultur starter bakteri asam lak-
tat pada produksi Plasoom (Saithong
et al., 2010). Penurunan bakteri pato-
gen hingga level Log 1 CFU/g mengin-
dikasikan bahwa aplikasi kultur starter
bakteri asam laktat dari saluran pen-
cernaan kepiting bakau mampu mem-
pertahankan keamanan pangan produk
olahan fermentasi udang yang dipro-
duksi secara tradisional.

Pada awal inkubasi (hari pertama) jum-
lah bakteri asam laktat dan E.coli dan
Vibrio relatif sama, yaitu pada Log 5
CFU/g, namun pada hari ke-dua terja-
di penurunan drastis E.coli dan Vibrio
sp. Hal tersebut selaras dengan hasil
aplikasi kultur starter bakteri asam lak-
tat pada produksi Plasoom (Saithong
et al., 2010). Penurunan bakteri pato-
gen hingga level Log 1 CFU/g mengin-

dikasikan bahwa aplikasi kultur starter
bakteri asam laktat dari saluran pen-
cernaan kepiting bakau mampu mem-
pertahankan keamanan pangan produk
olahan fermentasi udang yang dipro-
duksi secara tradisional.

Penelitian sebelumnya, aplikasi bakte-
ri asam laktat untuk tujuan mereduk-
si jumlah bakteri patogen pada produk
fermentasi Salami, sosis, produk fer-
mentasi ikan juga telah dilaksanakan.
Hasil dari aplikasi tersebut adalah pe-
nurunan jumlah bakteri potensial pa-
togen hingga level yang dapat diteri-
ma (Saithong et al., 2010). Penekanan
pertumbuhan bakteri tersebut dimung-
kinkan karena produksi asam organik
oleh bakteri asam laktat yang menu-
runkan pH dan menyebabkan pertum-
buhan E.coli terganggu (Schnürer and
Magnusson, 2005).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat
diketahui bahwa terdapat bakteri poten-
sial kandidat kultur starter fermentasi
produk ikan tradisional dari saluran pen-
cernaan kepiting bakau. Hasil aplika-
si kultur starter menunjukkan reduksi
bakteri E.coli dan Vibrio pada hari ke-
2 pasca fermentasi sehingga dapat mem-
pertahankan keamanan pangan.
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