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Detail Artikel ABSTRAK

Virgin Coconut Qil (VCO), selama ini dikenal banyak sekali
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bakteriosin adalah peptide yang mempunyai kemampuan

bacteriocin menghambat pertumbuhan bakteri dan jamur yang berisifat
lactic acid bacteria patogen, bahkan dapat membunuh virus. Tujuan penelitian ini
VCO (Virgin Coconut Oil) adalah untuk mengkarakterisasi bakteriosin yang ada pada
characterization bakteri asam laktat Lactobacillus paracasei yang terdapat

Penulis Korespondensi pada lapisan minyak VCO.Adapun penelitian ini dimulai
dengan mengisolasi bakteriosin menggunakan media MRSB
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Muhammadiyah Sumatera Barat Karakterisasi dilakukan 4 macam, yaitu Kemampuan

Email : suryanimdiah@yahoo.com  yympyhnya BAL pada medium dilakukan dengan
memvariasikan pH tertentu; Kemampuan bakteriosin dihasilkan pada medium dengan variasi pH
tertentu, kemudian menganalisa antimikrobanya; Ketahanan bakteriosin tersebut pada pemanasan
dengan variasi temperatur tertentu; Penentuan Berat Molekul dengan SDS-PAGE. Hasil purifikasi
parsial yang paling bagus adalah pada pengendapan dengan 40% dan 60% ammonium sulfat . Untuk
kemampuan tumbuh BAL, ternyata mampu tumbuh pada pH 2-9, Kemampuan aktivitas mikroba
bakteriosin pada pH 2-6 untuk E Coli, pH 2-9 untuk B Sbtillis dan pH 2-10 untuk bakteri uji Listeria
monocytogenes dan S aureus. Bakteriosin ini tahan sampai pemanasan 121 0C. Sehingga dapat
disimpulkan bakteriosin ini bisa hidup pada manusia.

ABSTRACT

Virgin Coconut Oil (VCO), so far known for its many uses due to its high lauric acid content. But
apparently not only that but the presence of lactic acid bacteria that contain bacteriocin. Where
bacteriocin is a peptide that has the ability to inhibit the growth of bacteria and fungi that are
pathogenic, can even kill the virus. The purpose of this study was to characterize the bacteriocin present
in the Lactobacillus paracasei lactic acid bacteria found in the VCO oil layer. Characterization was
carried out in 4 types, namely the ability to grow LAB on the medium carried out by varying a certain
pH; The ability of bacteriocin is produced in a medium with a certain pH variation, then analyzes the
antimicrobials; The resistance of the bacteriocin to heating with certain temperature variations;
Determination of Molecular Weight with SDS-PAGE. The best partial purification results are
precipitation with 40% and 60% ammonium sulfate. For the ability to grow LAB, it was able to grow
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at pH 2-9, the ability of bacteriocin microbial activity at pH 2-6 for E Coli, pH 2-9 for B Shtillis and
pH 2-10 for the test bacteria Listeria monocytogenes and S aureus. This bacteriocin is resistant to 121
0C heating. So it can be concluded that this bacteriocin can live in humans.

PENDAHULUAN

Virgin Coconut Oil (VCO) adalah minyak kelapa murni, yang disebut juga dengan
minyak perawan, karena pembuatannya tanpa pemanasan, karena itu ikatan rantai karbon
dari asam—asam lemak yang dikandungnya tidak terputus, dan menghasilkan asam lemak rantai
sedang, yang dinamakan dengan Medium Chain Fatty Acid (MCFA), disebut juga dengan
Medium Chain Trigliserida (MCT) (HANDAYANI, 2009). VCO mempunyai banyak
kegunaan diantaranya sebagai suplemen yang dapat membantu untuk mengurangi akibat dari
penyakit osteoporosis (Hayatullina et al., 2012), karena VCO mampu melakukan oksidasi
lipid pada tulang, dilakukan penelitian dengan mennggunakan tikus sebagai hewan
percobaannya (Abujazia et al., 2012). VCO dapat berfungsi sebagai antibakteri atau
antimikroba, karena adanya asam laurat yang jumlahnya hampir 50% bahkan ada yang sampai
54,08%, sehingga dapat menghambat pertumbuhan bakteri seperti yang dilaporkan oleh
(Manohar et al., 2013), (Suryani et al., 2020), (Suryani et al., 2018), (Suryani et al., 2014),
(Suryani, Dharma A, Manjang Y, Arief S, 2016), (Widianingrum, Noviandi and Salasia, 2019),
(Suryani, 2016), (Suryani et al., 2017).

Sementara itu (Rahmadi et al., 2013), melaporkan bahwa sifat antibakteri VCO
disebabkan oleh adanya bakteriosin hidrofobik , dengan menggunakan sampel bakteri ujinya
adalah E.coli dan Staphylococcus aureus, yang menghasilkan aktivitas penghambatan
antimikroba yang terbaik adalah oleh E.coli. Proses pembuatan VCO nya melalui fermentasi
dengan menambahkan bakteri Lactobacillus plantarum dari air kelapa dan Lactobacillus casei
dari yoghurt.

VCO juga dapat digunakan sebagai makanan atau suplemen yang dapat membantu
mengurangi berat badan (Liau et al., 2011). Bila VCO dikonsumsi dapat membantu mencegah
tekanan darah tinggi (Nurul-Iman et al., 2013).

Telah dilaporkan kegunaan VCO pada bidang nano teknologi di antaranya adalah untuk
persiapan Nano Partikel (NP) dalam hal ini Perak NP atau Ag-NP pada proses LA (Laser
Ablasi) di mana VCO digunakan sebagai pelarut. Penggunaan VCO disini karena VCO
mengandung trigliserida dan mempunyai karboksilat polar (Zamiri et al., 2011), Banyak nya
kegunaan VCO karena VCO mengandung asam laurat yang tinggi(Suryani et al., 2020).
Disamping itu juga karena VCO dibuat dengan cara fermentasi sehingga, mengandung bakteri
asam laktat. Sementara itu Bakteri asam laktat mempunyai bakteriosin yang dapat membunuh
bakteri jahat (Brosnan et al., 2012).

Bakteriosin adalah peptida, atau senyawa protein yang kompleks dihasilkan oleh
bakteri dan disintesa diribosom, mempunyai aktifitas antibakteri terutama terhadap bakteri
pattogen. Bakteriosin dapat berasal dari bakteri yang bersifat Gram positif dan Gram negatif
(Brosnan et al., 2012). Bakteriosin biasanya dianggap sebagai antibiotik spektrum sempit.
Pada umumnya bakteriosin dihasilkan oleh bakteri asam laktat (Udhayashree et al., 2012).

Bakteriosin pertamakali ditemukan oleh A.Gratia pada tahun 1925 di mana dia
menemukan colicine, bakteriosin yang dapat membunuh  E.coli sebagai alternatif
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pengembangan bakteriofaga pada pencarian cara lain untuk membunuh bakteri pattogen
(Mahrous, 2011). Dengan berjalannya waktu dan lebih berkembang nya penelitian tentang
bakteriosin, maka makin banyak pula bakteriosin yang ditemukan, sehingga perlu bakteriosin
itu dikelompok- kelompok kan (Lee and Kim, 2011).

Dengan banyaknya bakteriosin yang ditemukan maka perlu diatur penamaannya seperti
nama bakteriosin disesuaikan dengan bakteri penghasilnya contoh Lactococcin A, Lactococcin
Gal, Lactococcin Gb, Lactococcin B, Lactococcin 972, dihasilkan oleh Lactococcus lactis (R.
Majidzadeh Heravi, 2011). Produksi bakteriosin telah dikaukan oleh (Gao et al., 2012). Dari
bakteri Enterococcus avium dihasilkan bakteriosin yang diberi nama Avicin A (Birri et al.,
2010). Di bagian lain Tulini (Tulini, Gomes and Martinis, 2011) telah mengkarakterisasi dan
memurnikan bakteriosin Enterococin yang dihasilkan oleh Enterococcus faecium, dan berat
molekulnya telah ditentukan, yaitu 3,5 kDa— 6,5 kDa. Bacteriosin yang lain seperti
Carnobactericin dihasilkan oleh bakteri Carnobacterium, bakteriosin Aurecin dihasilkan oleh
bakteri Staphylococcus aureus, Bacillocin adalah bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri
Bacillus licheniformis, bakteriosin Acidolin, Acidophilin, dan bakteriosin yang dihasilkan oleh
bakteri Lactobacillus acidophilus diberi nama Lactacin (Elamathy and Kanchana, 2013), telah
mengkarakterisasi bakteriosin ini, dan hasilnya bakteriosin ini ternyata dapat menghambat
pertumbuhan bakteri pattogen Staphylococcus sp. Sebelumnya Todorov (2011), telah pula
mempelajari aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri pattogen Listeria monocytogenes
oleh bakteriosin yang dihasilkan bakteri Lactobacillus acidophylus ini. Lactocin dan Helveticin
adalah bakteriosin dari bakteri Lactobacillus helveticus, serta Plantaricin adalah bakteriosin
dari Lactobacillus plantarum. Plantaricin yang telah dipelajari di antaranya Plantaricin yang
berasal dari Lactobacillus plantarum strain NC8 (CCUG 61730) juga telah dipelajari
sekuuensing genomnya (Abdel-Rahman et al., 2011), (Sankar et al., 2012). Sankar (2012) juga
mepelajari bakteriosin yang berasal dari bakteri Lactobacillus plantarum yang diisolasi dari
susu sapi, dan bakteriosin ini menunjukkan aktivitas antimikrobanya terhadap bakteri pattogen
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, E.coli dan Enterococcus fecalis, dan telah
pula dianalisa dengan SDS-PAGE ukuran molekulnya yaitu 9,5 kDa. Tetapi bakteriosin dari
bakteri asam laktat yang ada pada VCO belum dipelajari, sehingga penelitian ini bertujuan
mempelajari bakteriosin yang ada pada VCO dan mempelajati karakterisasinya.

METODE PENELITIAN
Tempat

Penelitian dilakukan di Laboratorium LLDIKTI Wilayah X Padang.
Alat dan Bahan
Bahan:

Untuk Isolasi bakteriosin, bahan yang digunakan adalah media MRSB (Merck),
Lactobacillus paracasei, Ammonium Sulfat (NH4)2SO4 (teknis), Buffer Posphat pa, DEAE
ssellulosa, butanol (pa), stacking gel SDS dan marker.
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Untuk pemurnian/ purifikasi parsial bakteriosin, zat yang digunakan Ammonium
Sulfat (NH4)2SO4 (teknis), buffer Posphat, DEAE ssellulosa, butanol, stacking gel SDS dan
marker, isolat Lactobacillus paracasei, Ammonium Sulfat (NH4)>SOs, buffer Kalium Posphat
(teknis), DEAE ssellulosa, butanol, stacking gel SDS serta marker.

Untuk karakterisasi bakteriosin bahan yang digunakan adalah media MRSB
(Merck), untuk variasi pH digunakan HCI (pa), bis akrilamid 0,8 %, SDS, sampel buffer 5x
Tris HCI ,SDS 2 gr. bromfenol blue dan gliserin Buffer elektroda glisin dan tris APS dan PBS.

Alat:

Untuk Isolasi bakteriosin Alat yang digunakan adalah cawan petri, tabung, shaker dan
alat gelas lain yang umumnya dipakai.

Untuk pemurnian/ purifikasi parsial bakteriosin, digunakan alat-alat gelas yang
biasa dipakai seperti pipet tetes, pipet takar, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
sentrifuse, penangas air untuk memngatur temperatur. serta tabung dialysis.

Untuk karakterisasi bakteriosin Alat-alat gelas yang biasa dipakai seperti pipet tetes,
pipet takar, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, sentrifuse, penangas air untuk
memngatur temperatur. Dan untuk elektroforesis dipakai SDS-PAGE.

Prosedur

Isolasi bakteriosin

Isolasi bakteriosin dikatakan juga sebagai produksi bakteriosin, dimulai dengan dengan
penanaman kultur isolat BAL (Lactobacillus paracasei), dengan mengambil 10% inokulum
dari volume media yang digunakan /1000 ml ) . Dimana diasumsikan jumlah selnya 108 CFU
/ml. Kemudian diinkubasi 48 jam dengan di shaker karena memerlukan aerasi kecepatan
shaker 150 rpm, pada 37 °C. Kultur isolat (Lactobacillus paracasei) ini disentrifuse pada
10.000 rpm selama 15 menit, akan terdapat supernatan dan endapan dimana supernatan
mengandung bakteriosin, karena bakteriosin ini adalah metabolit sekunder ekstra selluler dan
endapannya adalah sel yang tidak diperlukan. Pada isolasi bakteriosin ini inkubasi selama 48
jam, sebab bakteriosin akan diproduksi setelah fase log sampai fase menuju kematian sel.
Supernatan nya diambil dan ini adalah crude bakteriosin (Khan, 2013), (Sankar et al., 2012),
(Sarmiento-Rubiano et al., 2010).

Pemurnian/ purifikasi parsial bakteriosin

Setelah didapatkan supernatan hasil isolasi bakteriosin, 10 ml supernatant itu ditambah
dengan Ammonium Sulfat yang divariasikan konsentrasinya, yaitu 20 %, 40%, 60 %, dan
80 %. Kemudian dihomogenkan sampai tidak dapat larut lagi, lalu disimpan pada temperatur
4°C, selama 24 jam. Campuran ini disentrifuse 6000 rpm 10 menit, untuk mengambil
endapannya dan endapan ini dicuci dengan meresuspensinya menggunakan buffer Kalium
Posfat. Terakhir dilakukan dialisis dengan coloum DEAE cellulose dan untuk menentukan
besar molekulnya menggunakan SDS-PAGE. (Sankar et al., 2012), (Todorov et al., 2011),
(Sankar et al., 2012), (Udhayashree et al., 2012).
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Karakterisasi Bakteriosin
Karakterisai bakteriosin yang dilakukan ada 4 macam yaitu:

1) Kemampuan tumbuhnya BAL pada medium dilakukan dengan memvariasikan pH
tertentu. dimana pH media diatur dengan menambahkan HCI. Variasi pH dibuat dari
pH =2 sampai pH = 12.1solat BAL dalam hal ini Lactobacillus paracasei di tumbuhkan
pada variasi pH tersebut, kemudian diinkubasi semalam pada 37 °C. Diamati
pertumbuhan nya dengan melihat kekeruhan dari inokulum.

2) Kemampuan bakteriosin dihasilkan pada medium dengan variasi pH tertentu.

Isolat yang tumbuh di sentrifuse dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit,
Kemudian supernatan nya diambil dan diuji aktivitas antimikrobanya, dengan
menginkubasi semalam, dan diamati zone bening yang dihasilkan.

3) Ketahanan bakteriosin tersebut pada pemanasan dengan variasi temperatur tertentu.
Untuk karakterisasi ketahanan bakteriosin, adalah dengan ditumbuhkan nya isolat
Lactobacillus paracasei pada media MRSB (Merck), semalam pada 37 °C.lIsolat yang
tumbuh disentrifuse dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit, lalu supernatannya
dipanaskan pada variasi temperatur -20°C,4°C , 55°C,70°C, 85°C, 100°C, 121°C 1
atm.

4) Penentuan Berat Molekul dengan SDS-PAGE. Membran dipotong sesuai ukuran
kemudian direndam dalam akuades selama 30 menit untuk menghilangkan gliserolnya,
lalu cuci dengan akuades. Kemudian tambahkan sodiumbikarbonat 10 mM ke dalam
wadah,dan ditunggu sampai mendidih, diinkubasi selama 10 menit. Lalu cuci dengan
akuades dan tambahkan 10 mM Na > EDTA tunggu sampai mendidih inkubasi 10
menit cuci dengan akuades dan simpan dalam alkohol 20% pada 4°C sebelum
digunakan. Adapun prosedur untuk menggunakan membrane dialysis, adalah dengan
mengambil sebanyak 800 ml, 20 mM buffer Posfat pada 4°C (buffer sampel) yang
terdiridari 320 ml buffer ditambah dengan akudes 480 ml dimasukkan ke dalam tabung
dialisis. Kemudian sampel yang sudah dicuci lagi dengan akuades, masukkan
dimasukkan kedalam tabung dialysis, dimana membran dialisis nya sudah disiapkan
dalam alkohol 20% dan pada 4°C. Kalau terdapat udara dalam tabung, dikeluarkan
udaranya terlebih dahulu, baru proses dialisis dilakukan selama 24 jam. Maka akan
didapat sampel yang bisa ditentukan berat molekulnya. Sebelum dilakukan penentuan
berat molekul dengan SDS-PAGE dilakukan dulu uji kandungan proteinnya dengan
cara mengukur absorban supernatan pada panjang gelombang 595 nm , dengan ukuran
kuvet 5 pl.
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Pembuatan gel SDS-PAGE
Sebelumnya perlu dibuat gel SDS-PAGE, dengan komposisi gel SDS sebagai berikut:

Bahan Resolving 10% Stocking 5%
Akuades steril 4,95 ml 3,1 mi
Akrilamid 30% 4,15 ml 0,75 mi

Tris HCI pH 8,8 3,15 ml pH 6,8 5,65
SDS 10 % 125 ul 45l

Temed 10% 9ul 4 ul

APS 125 ul 45l

Jumlah 12,ml 4.5 ml

Adapun bentuk susunan nya adalah sebagai berikut:

Dengan memasukkan 5 ml resolving ditambah dengan 200 ul butanol lalu ditunggu hingga
beku kemudian bilas dengan akuades setelah itu dikeringkan dengan kertas saring dan
dipasang sisir kemudian tambahkan 2 ml Stocking Gel tunggu hingga beku, lalu dimasukkan
ke kotak elektroforesis kemudian masukkan 1,3 L buffer elektroda lalu di run dengan 100 V
selama 15 menit. Terakhir dilakukan elektroforesis protein (bakteriosin) dengan SDS-PAGE
dengan mengambil Sebanyak 20 sampel 4 buffer sampel (1: 5) yang di spindown lalu
dipanaskan selama 3 menit, kemudian di spindown lagi lalu dimasukkan dalam kedalam gel
SDS running 100 volt selama 4 jam.Gel direndam dalam larutan staining lalu diganti larutan
staining dengan destaining sampai terlihat pita-pita protein. Disimpan dalam asetat 10 %.
Untuk keperluan pemotretan, gel dikeringkan lalu ditekan kemudian discan. Akan dapat data
tentang besar molekul bakteriosin.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi Bakteriosin dari BAL

Pada isolasi bakteriosin, keberhasilan isolasi ditandai dengan adanya endapan yang
terjadi dari, pada proses pengendapan dengan menggunakan ammonium sulfat seperti yang
dapat dilihat pada 1.Gambar berikut. Hasil pengendapan dengan Ammunium sulfat.

Endapan yang di duga ada
bakteriosin

Gambar 1, Hasil pengendapapan dengan Ammonium Sulfat

Gambar 1.memperlihatkan endapan yang dihasilkan pada pengendapan dengan NHs
(SO4)Setelah dilakukan pengendapan endapan dicuci dengan buffer fosfat lalu dilakukan uji
aktivitas antibakterinya, di mana hasilnya dapat dilihat pada tabel 1. Berikut

Pemurnian/ purifikasi parsial bakteriosin

Tabel 1. Hasil pemurnian bakteriosin dengan pengendapan ( NH4).SO4 pada variasi
konsentrasi

_Kode % (NH4)2SO4 Diameter hambat mikroba
isolat
E.coli S.aureus S.Thypi B.subtilis Listeria
20 - - - - -
1 MO 40 15 9 10 10 10
60 15 10 8 8 12
80 - - - - -

Berdasarkan Tabel 1 dapat dilihat bahwa untuk pengendapan dengan 40% dan 60% ammonium
sulfat, hasil yang paling bagus, sehingga untuk melakukan pemurnian parsial informasi ini
yang dijadikan acuan. Informasi ini dipakai untuk mengkarakterisasi bakteriosin dengan
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mengukur berat molekul. Pada umumnya peneliti-peneliti yang lain juga memvariasikan
ammonium sulfatnya dengan variasi 20 %, 40 %, 60 % dan 80%, seperti yang dilakukan oleh
Pieterse, (Pieterse, Todorov and Dicks, 2008) yang mempelajari pemurnian parsial bakteriosin
ST91KM yang dihasilkan oleh Streptococcus gallotycus subsp.macedonicus ST91KM dengan
pengendapan ammonium sulfat juga dan dengan variasi ammonium sulfat juga 20%, 40%,
60%, dan 80%. Tidak berbeda jauh dengan, (Gautam and Sharma, 2009), yang mengisolasi
bakteriosin dari Lactobacillus plantarum dari udang laut memvariasikan ammonium sulfat
nya dengan variasi 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 % dan mendapat kan hasil yang baik pada
pengendapan 50 %. Isolasi bakteriosin dan karakterisasi atau pemurnian parsialnya
menggunakan pengendapan dengan ammonium sulfat dilakukan oleh (Khan, 2013) dan
menggunakan 45 % ammonium sulfatnya. Cherif, (Cherif et al., 2008) melakukan pula
purifikasi parsial bakteriosin Entomocin HD110 yang diisolasinya dari Bacillus thuringiensis
subsp. Entomocidus HD110, yang menggunakan pengendapan dengan ammonium sulfat
dengan konsentrasi 80%. Chemimi,(Chehimi et al., 2007) yang juga melakukan purifikasi
bakteriosin yang diisolasinya yaitu Thuricin S yang berasal dari Bacillus thuringiensis dengan
menggunakan HPLC. Pemurnian bakteriosin dengan menggunakan Mass Spektrometrijuga
dilakukan, Birri, (Birri et al., 2010). Begitupun (Chaney et al., 2009) melakukan pemurnian
bakteriosin dengan manggunakan MALDI-TOF (Proteomik analisa) pada waktu mempelajari
pemurnian bakteriosin Mutacin 1140

Karakterisasi Bakteriosin

Kemampuan tumbuhnya BAL pada medium dengan variasi pH tertentu

Hasil dari analisa kemampuan tumbuhnya BAL pada variasi pH tertentu dapat dilihat pada
gambar 2 berikut:
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Pada gambar 2, (1) dapat dilihat bahwa isolat Listeria monocytogenes ditumbuhkan pada
media MRSB dengan tidak diatur pH nya (dengan sendirinya pH adalah 4) , tumbuh baik
dengan ditandai warna keruh yang terbentuk pada tabung reaksi (sel bakteri yang tumbuh);
(2) adalah kontrol positif ( sama dengan no 1); (3) adalah kontrol negatif, hanya media
MRSB saja yang tidak diinokulasi, dan terlihat bahwa warna yang terjadi tidak keruh atau
coklat bening yang menandakan bahwa tidak ada sel bakteri;dan setrusnya sampai no (8)
menunjukkan isolat Listeria monocytogenes yang ditumbuhkan pada media pH 6 sampai
dengan pH 11. Isolat yang ditanam pada media dengan pH 12, terlihat pada gambar tidak
terjadi perubahan warna, yang menunjukkan bahwa isolat tidak dapat tumbuh pada pH 12.

Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada tabel 6 berikut:
Tabel 2. Uji karakteristik pengaruh pH media tumbuh

No. pH Tumbuh/tidak kuantitas
1. 2 v ++

2. 3 v ++

3. 4 N i

4. 5 N et

S. 6 N +++

6. 9 N et

7. 10 - -

8. 11 - -

9. 12 - -

Pada tabel 2, ternyata BAL terpilih mampu tumbuh pada range pH yang sempit yaitu dari
pH 2 sampai pH 9 . Bila dihubungkan dengan aplikasi pada lambung bakteriosin ini mampu
hidup baik di lambung. Dibandingkan, dengan bakteriosin yang diisolasi oleh Khalil, 2009
hanya mampu tumbuh pada range pH 4.5- 5. Sementara Pieterse, 2008 nengkarakterisasi
bakteriosin ST91 KM yang diisolasinya hanya mampu tumbuh pada pH 2. Disisi lain Soumya
T.V, 2012 mengkarakterisasi kemampuan tumbuh BAL yang menghasilkan bakteriosin yang
diisolasinya, mampu tumbuh pada range pH 4,5- 9 juga. Sharma, 2011 mengkarakterisasi pH
medium tempat tumbuh BAL yang menghasilkan bakteriosin dari Bacillus subtilis R75 mampu
tumbuh di range pH yang luas yaitu dari 3 — 11.

Kemampuan bakteriosin dihasilkan pada medium dengan variasi pH tertentu

Bila dianalisa kemampuan bakteriosin yang dihasilkan pada saat ditumbuhkan pada
berbagai variasi pH, maka hasilnya dapat dilihat pada Tabel 3 berikut:
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Tabel 3. Hasil Uji antibakteri kemampuan bakteriosin dihasilkan pada pH
tertentu (diamater zone hamhat /mm)

Diameter hambat antimikroba ( mm)

pH E.coli B.subtilis S.thypi Listeria S.aureus
2 15 13 18 15 23
3 11 11 14 11 11
4 15 19 13 12 12
5 13 15 15 18 20
6 14 23 24 12 15
9 - 11 12 - 9
10 - - 11 - 10
11 - - - - -
12 - - - - -

Kemampuan bakteriosin terhadap penghambatan dengan bakteri uji Salmonella thypi yang
paling besar adalah pada bakteriosin yang ditanam pada media dengan pH 6 yaitu 2, yang
diikuti dengan penanaman pada pH 2 yaitu 18 mm?, kemudian, pH 5 yaitu 15 mm? lalu pH
3 yaitu 13mm?, pH 9 vyaitu 12mm? dan pH 10 yaitu 11 mm2. Demikian juga dengan
kemampuan penghambatan bakteriosin terhadap bakteri uji S.aureus yang ditanam pada
media dengan berbagai variasi pH. Bila dilihat secara umum bakteriosin yang dihasilkan oleh
BAL terpilih mampu hidup pada rage pH yang panjang yaitu dari pH 2 — pH 12. Sesuai juga
dengan data yang dapat dilihat pada gambar 31. Berikut:

Pada Tabel 3, bakteriosin yang dihasilkan dari penanaman BAL pada pH media 2 dan
pH 4 memberikan hasil uji anti mikroba terhadap penghambatan E.coli yang besar zone bening
nya dibanding dengan variasi pH yang lain yaitu 15 mm?, berarti pada pH 2 dan pH 4
kemampuan BAL memproduksi bakteriosin bagus dan mampu tumbuh pada pH 2 dan pH 4.
Dibandingkan dengan kemampuan bakteriosin yang dihasilkan pada pH 6 adalah 14 mm? dan
pH 5 adalah 13mm? serta pH 3 adalah 11mm?, sementara pada pH 11 dan pH 12 adalah 10
mm?. Begitu juga dengan penghambatan bakteri pattogen Bacillus subtilis dengan penanaman
BAL yang menghasilkan bakteriosin dengan media pada pH 6 yang paling bagus yaitu 23 mm?
kemudian pada pH 4 19 mm?, lalu pada pH 2 sebesar 13mm? berikutnya pada pH 3, 11
dan 12 adalah 11mm?.

Hasil ini sesuai juga dengan yang dipelajari oleh Todorov, 2011 yang mempelajari
karakterisasi bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus acidophilus La-14 dimana
kemampuan tumbuh BAL nya pada range pH dari 2-12. Soumya T.V, 2012 mengkarakterisasi
bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus sp, dengan memvariasikan pH media
tumbuhnya BAL terpilih yang menghasilkan bakteriosin ternyata mempunyai range pH 4,5
-9.

Ketahanan bakteriosin tersebut pada pemanasan dengan variasi temperatur tertentu
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Berikut adalah hasil analisa ketahanan bakteriosin dari BAL terpilih pada
pemanasan dengan berbagai variasi suhu atau karakterisasi bakteriosin dengan Heat Treatmen
yang hasilnya seperti tabel 4

Tabel 4. Karakterisasi bakteriosin denganpengaruh temperatur

No. TO° Waktu (jam) Diameter Hambat antimikroba (mm)
E.Coli B.subtilis  S.thypi Listeria  S.Aureus
1. 15 17 12 15 18 14
4 30 17 12 15 18 14
45 20 20 16 22 18
60 14 15 16 17 15
15 17 17 20 16 20
30 16 16 22 18 16
2. -20 45 14 14 13 16 17
60 12 12 12 13 12
15 13 16 12 15 17
30 18 17 14 13 20
3. 55 45 15 15 14 20 20
60 14 19 14 14 12
15 12 10 15 13 11
30 12 12 14 19 10
4. 70 45 14 10 12 15 8
60 16 10 13 20 -
15 15 8 13 16 10
5. 85 30 14 9 14 15 11
45 13 20 16 18 12
60 12 15 10 15 13
15 12 14 14 13 11
30 14 12 11 19 10
6. 100 45 12 12 10 15 8
60 18 11 13 20 -
7. 121 15 16 19 20 21 21

Bila diperhatikan tabel dan gambar yang memuat informasi tentang kemampuan
hambat isolat terpilih (MO) terhadap bakteri uji pada berbagai temperatur, menunjukkan bahwa
bakteriosin dapat dihasilkan pada -20°C ,4°C, 45 °C ,60 °C sampai dengan pada keadaan
121°C dapat diproduksi dan menghasilkan aktfitas antibakterinya.

Penentuan Berat molekul dengan SDS-PAGE

Sebelum dilakukan penentuan berat molekul dengan SDS-PAGE dilakukan dulu
analisa penentuan kadar protein dari sampel yang berisi bakteriosin, sebagai data pendukung
bahwa sampel mengandung protein yang diharapkan adalah bakteriosin. Hasil penentuan kadar
protein
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Tabel 5. Hasil penentuan kadar Protein sampel
No. Sampel A 595 [protein]jmg/ml Keterangan
1. MO 0,217 1,576 Bakteriosin Crude
Bakteriosin crude kadar proteinnya lebih sedikit dari bakteriosin yang diperlakukan
dengan freez dry , demikian juga kadar protein bakteriosin yang diendapkan dengan
ammonium sulfat kadar proteinnya lebih tinggi dari yang diperlakukan dengan freez dry.

Hasil Penentuan Berat molekul dengan SDS-PAGE
Penentuan berat molekul dapat dilihat pada gambar berikut:

200 kD Sampel
bakteriosi
116.25 kD n
97.4kD Kira-kira
3.5kDa
66.2 kD
45kD

Gambar 3. Hasil running SDS-PAGE bakteriosin

Dari gambar 3 di atas, dapat dilihat ukuran berat molekul sampel yang dianalisa berada di
bawah standar yang ada skalanya, maka untuk menentukan berat molekul sampel bisa dengan
membuat kurva linear, dengan menghubungkan titik—titik yang di buat menjadi garis lurus
sehingga bisa diekstrapolasi, akan di dapat berat molekul sampel adalah berkisar kira — kira
3,5 kDa. Data ekstrapolasi nya adalah sebagai berikut:

X Berat mo Y (' migrasi bakteriosin)
200 58
116,25 50
94,4 47
66,2 33
45 18
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SIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa isolat BAL Listeria monocytogenes dapat
diisolasi bakteriosinnya dengan karakteristik dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen
dalam range pH yang panjang yaitu dari pH 2 — pH 9 . Masih mempunyai aktifitas pada
temperatur sampai 121 ° C, dengan berat molekulnya sekitar 3,5 kD (SDS-PAGE).
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