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Abstrak

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan mikroorganisme yang aman ditambahkan ke dalam
pangan. Bakteri asam laktat mampu menghambat bakteri patogen. Salah satu dari kelompok
bakteri asam laktatyang menghasilkan antibakteri adalah genus Lactobacillus. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri asam laktat Lactobacillus sp. (KG61) berpotensi dalam
menghambat pertumbuhan bakteriEscherichia coli dan Staphylococcus aureus dan lama waktu
inkubasi yang baik isolat bakteri asam laktat Lactobacillus sp. (KG6:1) dalam menghambat
pertumbuhan E. colidan S. aureus. Pengujian uji daya hambat menggunakan metode sumuran
pada media Nutrient Agar (NA) dengan perlakuan inkubasi 7 hari dan 14 hari serta ciprofloxacin
(kontrol positif) dan aquades steril (kontrol negatif) dengan waktu inkubasi 24 jam dan 48 jam.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri asam laktat berpotensidalam menghambat E. coli
dan S. aureus yang baik pada inkubasi 14 hari dengan rata-rata zona hambat 7,76 mm dan
31,17 mm dengan kategori sedang dan sangat kuat.
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antibakteri ini dapatmemperpanjang masa

PENDAHULUAN )
simpan (Galvez et al. 2007). Larsen et al.

Bakteri Asam Laktat (BAL) adalah sejenis
bakteri gram positif, tidak menghasilkan
spora, berbentuk bulat atau batang dan
memproduksiasam laktat sebagai produk
akhir metabolik utama selama proses
fermentasi (Ramesh, 2015). Bakteri asam
laktat yang telah diisolasi menghasilkan
senyawa  antibakterial food grade
microorganisme sebagai alternatif yang
digunakan untuk pengawetan dalam
mengontrol mikroba (Afriani et al. 2007).
Lactobacillus merupakan salah satu dari
kelompok Bakteri Asam Laktat yang dapat
menghasilkan antibakteri. Selain
menghambat pertumbuhan bakteri
pembusuk yang dapat merusak produk,

(1993) menyatakan bahwa Lactobacillus
acidophilus TK9201 mampumenghambat
bakteri Streptococcus, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis dan S.
aureus, selain itu L. fermentum, L.
plantarum, L. brevis,dan L. casei dari susu
mampu menghambat bakteri E. coli,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, dan
Streptococcus (Saranya dan
Hemashenpagam, 2011). Ekowati (1998)
melaporkan bahwa dua jenis isolat
Lactobacillus  yang diperoleh  dari
tempoyak mampu menghambat
pertumbuhan E. coli dan Streptococcus
haemoliticus. Menurut Narimo et al. (2019)
L. brevis asal espisang ijo, Lactobacillus
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casei dan L.plantarum ce hun tiau memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Proteus
mirabillis,  Salmonella thypi dan
Pseudomonas aeruginosa. Kajian
mengenai isolat bakteri asam laktat pada
durian biasa (D. zibetinus) yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri
patogen sudah beberapa kali dilakukan,
sedangkan pada durian pekawai (D.
kutejensis) belum banyak dikaji tentang
potensi isolat bakteri asam laktat durian
pekawai. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian tentang potensi isolat bakteri
asam laktat Lactobacillus sp. (KG61) yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen.

METODE

Penelitian dilakukan dari bulan Februari
sampai April 2022. Di Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan
Imu Pengetahuan Alam, Universitas
Tanjungpura, Pontianak. Alat-alat yang
digunakan pada penelitian ini adalah
aluminium foil, autoklaf, Biological Safety
Cabinet (BSC), bunsen, cawan petri,
erlenmeyer, gelas beker, gelas ukur, hot
stir- plate, inkubator shaker, jangka
sorong, jarum ose, pipet tetes, rak tabung,
tabung reaksi, sprayer, spuit, timbangan
analitik. Bahan-bahan yang digunakan
pada penelitian ini adalah isolat
Lactobacillus sp. (KG61) hasil isolasi oleh
Permatasari (2022), akuades, alkohol,
dMRS (de Man Rogosa Sharpe) Agar dan
Broth, NA (Nutrien Agar), NaOH 1 N, NaCl
0,85%, biakanbakteri anggota spesies E.
colidan S. aureus.

Prosedur KerjaSterilisasi Alat

Alat-alat yang disterilisasi berupa cawan
petri, tabung reaksi dan erlenmeyer
dibungkus menggunakan plastik mika
dengan kondisi kedap udara. Kemudian
disterilisasi dengan suhu 121°C tekanan 1
atm selama 15 menit.

Pemurnian Bakteri Asam Laktat

e-ISSN : 2599-3232

Pemurnian isolat BAL pada media MRS
Agar dilakukan dengan metode cawan
gores atauStreak Plate method. Cawan
tersebut dimasukkan ke dalam inkubator
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Tahap pemurnian dilakukan untuk
memperoleh isolat murni.

Peremajaan Kultur Murni Bakteri Uji

Kultur murni bakteri E. coli dan S. aureus,
diinokulasikan sebanyak satu ose pada
media agar miring NA dalam tabung
reaksi. Kemudian  kultur tersebut
dimasukkan ke dalam inkubator dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

Supernatan Isolat Bakteri Asam Laktat

Dua ose koloni bakteri bakteri asam laktat
diinokulasi pada 50 mL media MRS Broth
ke dalam erlenmeyer 100 ml, lalu
diinkubasi pada shaker dengan kecepatan
150 rpm selama 7 hari dan 14 hari pada
suhu ruang. Hasil kultur tersebut
kemudian dipindah ke dalam tabung
sentrifugasi dan disentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit.
Setelah proses sentrifugasi selesai, maka
akan terbentuk dua bagian lapisan yakni
supernatan(bagian atas) dan pelet (bagian
bawah). Supernatan yang mengandung
senyawa metabolit tersebut kemudian
disaring menggunakan kertas Whatman
No.1 sehinggadiperoleh filtrat. Supernatan
digunakan sebagai sampel uji zona
hambat (Mulyadi & Sulistyani, 2012).

Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Isolat kultur bakteri anggota spesies
Eschericia coli dan S. aureus, diambil
menggunakan jarum ose kemudian
dimasukkan ke dalam larutanNaCl 0,9%
sebanyak 10 ml dan kocok hingga
homogen dalam tabung reaksi. Kekeruhan
suspensi mikroba uji diukur dengan alat
spektrofotometer UV-Vis dan panjang
gelombang 600 nm dengan tingkat
kekeruhan disesuaikan dengan standart
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Mc Farland 0,5 (1,5x108) (Song et al.,
2015).

Uji Aktifitas Antibakteri

Uji aktifitas antibakteri supernatan isolat
bakteri asam laktat dilakukan
menggunakan metode sumuran (well
method). Inokulum bakteri Eschericia coli
dan S. aureus, tersebut kemudian
disebarkan di atas permukaan media
Nutrient Agar (NA) menggunakan kapas
swab steril. Sumuran pada medium dibuat
dengan menggunakan bagian ujung pipet
steril dengan diameter sebesar 6 mm
sebanyak tiga sumurandalam satu petri,
lalu dimasukkan hasil supernatan isolat
bakteri asam laktat sebanyak 25 pL,
aquades steril sebagai kontrol negatif,
ciprofloxacin sebagai kontrol positif
kemudian diinkubasi selama 24-48 jam
pada suhu 37°C. Setelah inkubasi selesai
kemudian diukur diameter zona hambat
yang terbentuk menggunakan jangka
sorong. Berdasarkanperhitungan diameter
zona hambat yang diamati pada media,
zona hambat dapat dikategorikan sebagai
berikut, untuk diameter

<56 mm dikategorikan lemah, 6-10 mm
dikategorikan  sedang, 11-20 mm
dikategorikan kuat dan >20 mm
dikategorikan sangat kuat (Rios et al.,
1988).
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Gambar 2 (a) inkubasi shaker hari ke-7, (b) inkubasi shaker hari ke-14 terhadap S.aureus

Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan, isolat bakteri asam laktat
Lactobacillus sp. (KG61) memiliki kemampuan
senyawa yang berbeda-beda dalam
menghambat pertumbuhan E. coli dan S.
aureus. Kemampuan menghambat ini ditandai
dengan terbentuknya zona hambat di sekitar
sumuran. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
perlakuan kontrol negatif dan inkubasi tujuh hari
bakteri asam laktat tidak memiliki kemampuan
menghambat E. coli dan S. aureus. Perlakuan
kontrol positif dan inkubasi 14 hari bakteri asam
laktat memiliki kemampuan menghambat E. coli
dan S. aureus.

sehingga tidak bisa
pertumbuhanbakteri patogen.

menghambat

Hasil uji daya hambat bakteri asam laktat
inkubasi 14 hari menunjukkan aktivitas
penghambatan terhadap bakteri patogen baik
gram positif maupun gram negatif. Aktivitas
penghambatan dapat terjadi karena senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat berupa asam laktat, diasetil dan
hidrogen peroksida (Daeschel, 1989 dalam
Sarkono et al., 2006). Asam laktat yang

Perlakuan inkubasi selama tujuh hari
terhadap

E. coli dan S. aureus vyang tidak
menghasilkan zona hambat dikarenakan
senyawa metabolit sekunder yang terkandung
di dalam bakteri asam laktat belum mampu
menghambat pertumbuhan E. coli dan S.
aureus. Inkubasi 14hari terhadap E. colidan S.
aureus menunjukkan zona hambat dengan
kategori sedang dan sangat kuat yaitu sebesar
7,76 mmdan 31,17 mm. Menurut Heni et al.
(2015) senyawa tidak efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri disebabkan
oleh jumlah senyawa metabolit sekunder yang
dihasilkan masih sedikit, akibatnya metabolit
sekunder tersebut tidak mampu menembus
dinding sel
dihasilkan berdisosiasi dalamsitoplasma sel
sehingga menurunkan pH sitoplasma sel
bakteri patogen. Penurunan pH ini menguras
energi untuk menjaga keseimbangan pH
intraseluler bakteri patogen dan mengganggu
fungsi sel bakteri patogen sehingga
menyebabkan kematian sel (Saranya &
Hemashenpagam, 2011). Semakin tinggi
kadar asam laktat maka semakin kuat
menghambat bakteri patogen. Selain asam
laktat, Hidrogen peroksida (H.O2) yang
dihasilkan juga bersifat antibakteri. Hidrogen
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peroksida memiliki efek bakterisidal karena
produksi superoksida oksigen dan radikal
hidroksil yang menyebabkan oksidasi sel
bakteri dan merusak struktur dasar molekul
dariprotein sel (Zalan et al., 2005).

Rata-rata uji daya hambat bakteri asam
laktat inkubasi 14 hariterhadap S. aureus lebih
besardibandingkan dengan E. coli. Menurut
Fauziah et al. (2014), perbedaan besar daerah
hambat pertumbuhan yang dibentuk pada
setiap bakteridisebabkan perbedaan aktivitas
hambat yang dipengaruhi oleh jenis dinding
sel bakteri yang dihambat. Hal ini berpengaruh
pada ketahanan suatu bakteri terhadap zat
antimikrob karena perbedaan pada struktur
dinding sel. Dinding sel bakteri gram positif
cenderung lebih sensitifterhadap antibakteri,
karena struktur bakteri gram positif tidak
dilapisi oleh membran luar sehingga senyawa
antibakteri dapat masuk dengan mudah ke
dalam sel bakteri gram positif. Sedangkan
struktur bakteri gram negatif dilapisi oleh
membran luar yang tebal sehingga sulit
ditembus oleh senyawa antibakteri (Kusmayati
dan Agustini, 2007).

Dinding sel bakteri gram positif tersusun
dari polisakarida, diantaranya mengandung
peptidoglikan, asam teikoat dan asam
teikuronat. Dinding sel bakteri gram positif
seperti S. aureus terdiri dari polisakarida dan
tidak memiliki membran luar sehingga lebih
mudah mengalami kerusakan dibandingkan
dinding yang tersusun oleh fosfolipid. Menurut
Helmiyati & Nurrahman (2010), dinding sel
bakteri yang paling mudah rusak adalah
dinding sel yang tersusun dari polisakarida
dibandingkan dengan yang tersusun dari
fosfolipid.

Bakteri gram positif memiliki lapisan
peptidoglikan yang tebal tetapi tidak memiliki
membran luar. Sedangkan pada bakteri gram
negatif, memiliki lapisan peptidogkian yang
tipisdan memiliki membran luar yang tersusun
atas Lipopolisakarida dan protein. Hal ini
sesuai dengan penelitian Hariani (2013) yang
menunjukkan bahwa L. plantarum mempunyai
aktivitas penghambatan lebih kuat terhadap S.
aureus dengan rata-rata zona hambat 5,33
mm daripada E. coli dengan rata-rata zona
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hambat 4 mm. Hartayanie et al. (2015) juga
menyatakan bahwa BAL dari genus
Lactobacillus yang diisolasi dari makanan
fermentasi asinan rebung memiliki
kemampuan antimikroba lebih kuat terhadap
S. aureus dengan zona hambat sebesar 14,53
mm dan terhadap E. coli denganzona hambat
sebesar 10,93 mm.

Penggunaan  antibiotik  ciprofloxacin
sebagai kontrol positif merupakan sebagai
pembanding efek antara obat antibiotik
dengan supernatan bakteri asam laktat.
Antibiotik ciprofloxacin menghasilkan zona
hambat yang lebih besar dari pada
supernatan bakteri asam laktatterhadap E.
coli dan S. aureus dikarenakan antibiotik
berasal dari bakteri yang telah dilemahkan
dan kemudian dapat membunuhbakteri lain
yang ada dalam tubuh makhluk hidup.
Mikroba terutama jamur adalah penghasil
antibiotik yang dapat menghambat atau
membunuh pertumbuhan dari mikroba lain
(Nastiti, 2011). Antibiotik bersifat bakteri
bakterisida yaitu yang bekerja mematikan
bakteri, sedangkan supernatan bakteri asam
laktat bersifat bakteriostatik yang bekerja
menghambat pertumbuhan bakteri.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan dapat
disimpulkan bahwa:

Isolat bakteri asam laktat Lactobacillus sp.
(KG61) berpotensi menghambat
pertumbuhan

E. coli dan S. aureus dengan rata-rata
zona hambat 7,76 mm dan 31,17 mm. Waktu
inkubasibakteri asam laktat Lactobacillus sp.
(KG6:) dapat menghambat pertumbuhan
bakteri E. colidan S. aureus dengan kategori
sedang dansangat kuat adalah inkubasi 14
hari.

Saran

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan, disarankan agar melakukan
penelitian untuk mengetahui potensi ekstrak
metabolit isolat bakteri asam laktat
Lactobacillus sp. (KG61) dengan konsentrasi

29



Agroprimatech
Vol. 6 No. 1, Oktober 2022

berbeda. Serta dilakukan uji untuk
mengetahui berbagai senyawametabolit yang
ada di isolat bakteri asam laktat Lactobacillus
sp. (KG61).
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