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ABSTRAK

Isolat LG71 merupakan isolat bakteri asam laktat asal sedimen mangrove Pantai Logending,
Kebumen. Isolat tersebut dilaporkan mampu menghasilkan metabolit berupa bakteriosin yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen. Namun optimasi pertumbuhan isolat LG71
perlu penelitian lebih lanjut untuk meningkatkan produksi bakteriosin. Produksi bakteriosin dapat
ditingkatkan dengan cara meningkatkan pertumbuhan BAL. Semakin tinggi biomassa sel semakin
tinggi pula bakteriosin yang dihasilkan. Peningkatan pertumbuhan BAL dapat dilakukan dengan
penambahan glukosa dan memperpanjang waktu inkubasi. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui
konsentrasi glukosa dan waktu inkubasi terbaik untuk produksi biomassa sel isolat LG71. Penelitian
dilakukan dengan tahapan peremajaan isolat BAL dan uji produksi biomassa sel BAL. Uji produksi
biomassa sel dilakukan menggunakan penambahan glukosa 0%, 0,25%, 0,5%, dan 0,75%,
sedangkan waktu inkubasi dilakukan selama 15 jam, 18 jam, 21 jam, dan 24 jam. Percobaan
dilakukan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) pola faktorial. Parameter yang diamati
antara lain jumlah sel, turbiditas kultur dan kadar asam laktat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
perlakuan pemberian tambahan glukosa dengan berbagai konsetrasi dan lama waktu inkubasi
berbeda tidak menunjukkan perbedaan hasil yang nyata terhadap total populasi isolat BAL LG71.
Kekeruhan kultur dan kadar asam laktat juga tidak mengalami peningkatan pada jam ke-15 sampai
24. Hal ini diduga karena kultur sudah memasuki fase stasioner pada jam ke-15 sehingga perlu
dilakukan pengujian produksi biomassa sel sebelum jam ke-15.

Kata kunci: Bakteriosin, BAL, glukosa, mangrove, optimasi

ABSTRACT
LG71 is an isolate of lactic acid bacteria from mangrove sediments of Logending Beach, Kebumen.
The isolate was reported to be able to produce bacteriocins which have antibacterial activity against
pathogenic bacteria. However, it is necessary to optimize the growth of LG71 isolate so that it can
increase the production of bacteriocin. Bacteriocin production can be increased by increasing the
growth of LAB. The higher the cell biomass, the higher the bacteriocin produced. The increase in
LAB growth can be done by adding glucose and extending the incubation time. The aim of this
study was to determine the best glucose concentration and incubation time for cell biomass
production of LG71 isolate. The study was conducted by re-culturing LAB isolates and testing LAB
cell biomass production. The cell biomass production test was carried out using the addition of
glucose as much as 0%, 0.25%, 0.5%, and 0.75%, while the incubation time was carried out for 15
hours, 18 hours, 21 hours, and 24 hours. The experiment was conducted using a factorial
Completely Randomized Design (CRD). Parameters observed were the number of cells, culture
turbidity and lactic acid levels. The results showed that the addition of glucose with various
concentrations and different incubation times did not significantly affect the total population of
LAB isolates LG71. Culture turbidity and lactic acid levels also did not increase at 15 to 24 hours.
This was presumably because the culture had entered the stationary phase at 15 hours so it was
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necessary to test cell biomass production before 15 hours.
Keywords: Bacteriocin, glucose, LAB, mangroves, optimization

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) telah dikenal sebagai kelompok bakteri yang menguntungkan
karena memiliki aktivitas probiotik potensial, berperan utama dalam proses fermentasi makanan,
dan dikenal sebagai agen preservasi pada industri makanan. BAL mampu menfermentasi gula
menjadi asam laktat yang dikenal sebagai agen biopreservatif dan perisa alami (Adnan dan Tan,
2007). Kemampuan biopreservatif BAL disebabkan oleh aktivitas metabolit yang dihasilkannya.
Beberapa isolat BAL dilaporkan sebagai penghasil metabolit berupa bakteriosin dan metabolit anti
fungi yang mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme (Yang et al., 2012; Gerez et al.,
2013; Cheong et al., 2014). Beberapa penelitian melaporkan bahwa bakteriosin mampu
menghambat bakteri pembusuk dan patogen tular makanan, seperti Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Vibrio sp. (Stiles 1996; Canak et al.,
2018).

Isolat BAL LG71 merupakan BAL koleksi Laboratorium Mikrobiologi yang diisolasi dari
sedimen mangrove Pantai Logending. Isolat ini telah diketahui mampu menghasilkan bakteriosin
dan ekstrak kasar bakteriosinnya memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa bakteri patogen
tular makanan, yaitu Salmonella typhi, Shigella flexneri, dan Listeria monocytogenes (Kusharyati
et al., 2021). Hal ini menunjukkan potensinya yang tinggi untuk dijadikan kandidat agen
biopreservasi produk hasil laut. Namun, isolat LG71 masih perlu diuji lebih lanjut untuk
mengoptimalkan pertumbuhan. Hal ini karena pertumbuhan erat kaitannya dengan peningkatan
jumlah sel dan produksi bakteriosin.

Salah satu faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan BAL adalah medium
pertumbuhan. Formulasi medium pertumbuhan yang tepat dapat meningkatkan pertumbuhan BAL.
Glukosa merupakan salah satu sumber karbon yang dapat dimanfaatkan oleh BAL. Penambahan
glukosa pada medium pertumbuhan telah dilaporkan dapat meningkat pertumbuhan BAL (Subagiyo
et al. 2015). Selain itu, waktu inkubasi juga berpengaruh terhadap pertumbuhan mikroba dan
produksi akhir biomassa (Leroy dan de Vuyst, 2001). Setiap jenis bakteri memiliki karakter yang
berbeda, sehingga terdapat perbedaan pada pola pertumbuhan, periode waktu yang dibutuhkan
untuk tumbuh dan beradaptasi, serta produk akhir yang dihasilkan. Kinetika pertumbuhan bakteri
adalah hubungan antara pertumbuhan biomassa yang berkorelasi dengan jumlah substrat yang
digunakan serta produk akhir yang dihasilkan (Safitri et al., 2016). Kombinasi antara penambahan
glukosa dan waktu inkubasi yang tepat perlu dikaji untuk bisa meningkatkan produksi biomassa sel
isolat LG71 sehingga akan berkorelasi positif dengan kuantitas bakteriosin yang dihasilkan.
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui konsentrasi glukosa dan waktu inkubasi terbaik dalam
produksi biomassa sel isolat LG71.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Biologi, Universitas
Jenderal Soedirman dari bulan April sampai Agustus 2021. Penelitian terdiri dari 2 tahap yaitu
peremajaan isolat dan uji produksi biomassa sel BAL.

Peremajaan isolat dan konfirmasi isolat BAL

Sebanyak satu ose isolat BAL diinokulasikan ke dalam 10 mL medium MRSB. Inkubasi
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dilakukan selama 48 jam pada suhu 37°C. BAL yang telah aktif kemudian dibuat stok pada medium
de Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) (Oxoid) dengan cara menggoreskan satu ose pada
medium MRSA miring dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.

Uji produksi biomassa sel BAL

Sebanyak 1 mL kultur aktif BAL diinokulasikan kedalam media de Man, Rogosa and Sharpe
Broth (MRSB) 20 mL dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Sebanyak 2 ml kultur tersebut
kemudian diinokulasikan ke dalam 4 jenis medium produksi biomassa sel (volume medium 200
ml), yaitu:

MRSB+Glukosa 0%

MRSB+Glukosa 0,25%

MRSB+Glukosa 0,5%

MRSB+Glukosa 1%

Masing-masing medium diinkubasi pada suhu 37°C pada shaker orbital dengan kecepatan
120 rpm. Pada jam ke-15, 18, 21, dan 24 dilakukan pengukuran jumlah sel, turbiditas kultur, dan
kadar asam laktat. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali sehingga akan terbentuk 48
unit percobaan.

Pengukuran jumlah sel

Pengukuran jumlah sel dilakukan dengan metode Total Plate Count (TPC). Sebanyak 1 ml
kultur BAL pada medium produksi biomassa sel dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10-8.
Sebanyak 1 ml suspensi dari tiga tabung pengenceran terakhir diinokulasikan ke dalam medium
MRSA secara pour plate. Media MRSA diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Koloni yang
tumbuh dihitung dan jumlah sel dinyatakan dalam satuan colony forming unit per ml (CFU’s/ml).
Rumus perhitungan koloni sebagai berikut:

CFU's/mI=JK x1FP

Keterangan:

CFU’s/ml : unit pembentuk koloni dalam 1 ml suspensi sampel
JK : Jumlah koloni

FP : Faktor pengenceran

Pengukuran turbiditas kultur BAL

Pengukuran turbiditas kultur BAL dilakukan dengan metode spektrofotometri. Sebanyak 3
ml kultur cair BAL diambil dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan natan disuspensikan dengan 3 ml buffer fosfat (pH 7). Suspensi diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm. Blanko yang digunakan adalah buffer fosfat (pH
7).

Pengukuran kadar asam laktat

Sampel diambil sebanyak 10 mL dan ditetesi indikator phenolphtalein (PP) 1% sebanyak 3
tetes. Sampel dititrasi hingga berwarna merah muda menggunakan NaOH 0,1 N. Persentase asam
laktat dihitung berdasarkan rumus berikut:

% asam laktat= V1xNx90V2x1000x10

Keteranga:

V1 = Volume NaOH yang digunakan (mL)
V2 = sampel yang dititrasi (mL)

N = Normalitas NaOH
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Data jumlah sel setiap perlakuan dianalisis menggunakan analisis variansi (ANOVA) pada
tingkat kesalahan 5% dan 1%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Percobaan produksi biomassa sel menunjukkan bahwa perlakuan penambahan glukosa dan
waktu inkubasi berbeda tidak berpengaruh terhadap produksi biomassa sel isolat LG71. Hasil
analisis ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan penambahan glukosa, waktu inkubasi dan
interaksi antara kedua perlakuan tidak menunjukkan perbedaan pada biomassa sel BAL LG71. Hal
ini ditunjukkan dengan hasil total populasi bakteri yang hampir sama untuk setiap perlakuan (Tabel
1). Pengamatan jam ke-15 sampai 24 tidak menunjukkan adanya kenaikan biomassa sel yang
signifikan dan cenderung stagnan. Hasil penelitian ini berbeda dengan laporan penelitian yang lain.
Penambahan glukosa 1% memberikan pengaruh meningkatkan produksi sel setelah waktu
pertumbuhan 18 jam dan 24 jam (Subagiyo et al. 2015). Glukosa merupakan salah satu sumber
karbon yang baik untuk pertumbuhan bakteri asam laktat. Glukosa merupakan monosakarida yang
bisa langsung dimanfaatkan oleh bakteri asam laktat dalam metabolismenya. Keberadaan glukosa
pada medium pertumbuhan juga dilaporkan sangat mempengaruhi pertumbuhan bakteri asam laktat.
Penambahan glukosa 5% dan ammonium sulfat 1% pada substrat whey tahu meningkatkan laju
pertumbuhan bakteri asam laktat Pediococcus pentosaceus (Safitri et al. 2016).

Tabel 1. Jumlah Sel LG71 pada Perlakuan Konsentrasi Glukosa dan Waktu Inkubasi Berbeda

Konsentrasi Glukosa Waktu Inkubasi
15 jam 18 jam 21 jam 24 jam
0% 7,85+0,18 (a) 7,53%+0,92 (a) 7,43+1,10 (a) 8,58+0,81 (a)
0,25% 8,19+0,03 (a) 7,70+0,91 (a) 7,61+1,21(a) 7,57%0,86 (a)
0,5% 7,93+0,17 (a) 8,00+0,61 (a) 8,02+1,55(a) 8,07+1,38 (a)
075% 7,63+1,08 (a) 6,95+0,54 (a) 7,52+0,80 (a) 8,29+0,25 (a)

Keterangan: Huruf di dalam tanda kurung menunjukkan notasi hasil analisis sidik ragam pada
taraf kepercayaan 5% dan 1%. Huruf yang sama menunjukkan tidak adanya perbedaan hasil antar
perlakuan.

Hasil pengukuran kekeruhan kultur pada konsentrasi glukosa 0%; 0,25%; dan 0,5% tidak
menunjukkan peningkatan pada jam ke-15 sampai 24 (Gambar 1a). Hasil berbeda ditunjukkan oleh
perlakuan glukosa 0,75%, yaitu absorbansi pada jam ke-18 dan 21 menurun dan kembali naik pada
jam ke-24. Kadar asam laktat dan kekeruhan kultur juga tidak ada kenaikan yang signifikan pada
jam ke-15 sampai 24 (Gambar 1b). Peneliti lain melaporkan hasil yang berbeda. Peningkatan kadar
glukosa di awal fermentasi batch mengakibatkan peningkatan konsentrasi asam laktat di akhir
fermentasi (Hujanen et al. 2001).
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Gambar 1.  Pengaruh Perlakuan Konsentrasi Glukosa dan Waktu Inkubasi Berbeda terhadap
Kekeruhan Kultur LG71 dan Kadar Asam Laktat. (a) Kekeruhan Kultur LG71 (b) Kadar Asam
Laktat

Tidak adanya peningkatan biomassa sel isolat LG71 pada jam ke-15 sampai 24 diduga karena
kultur telah melewati fase logaritmik dan sudah mencapai fase stasioner. Dugaan ini berlandaskan
pada tidak terjadi peningkatan jumlah populasi isolat yang signifikan pada setiap interval 3 jam
perlakuan dari jam ke-15 sampai 24. Begitu pula dengan kadar asam laktat dan kekeruhan kultur.
Biomassa sel mencapai tingkat maksimal saat memasuki fase stasioner yang ditandai dengan
jumlah sel yang cenderung stabil dan peningkatan jumlah sel berhenti (Safitri et al. 2016).
Pengujian pengaruh konsentrasi glukosa terhadap biomassa sel isolat LG71 akan lebih baik bila
dilakukan sebelum jam ke-15 untuk mengetahui peningkatan kecepatan pertumbuhan pada fase
logaritmik.

KESIMPULAN

Hasil pengujian menunjukkan bahwa pemberian glukosa 0%; 0,25%; 0,5% dan 0,75% tidak
berpengaruh terhadap peningkatan biomassa sel bakteri LG71 pada waktu inkubasi 15 jam, 18 jam,
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21 jam, dan 24 jam. Hal ini diduga karena kultur LG71 sudah mencapai fase stasioner pada jam ke-
15 sampai dengan jam ke-24.
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