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ABSTRACT

The fillet of kakap fish is easy to spoil, because of bacteria deterioration. Antimicrobes produced by Lactobacillus is one of save
alternatives. The aim of this research was to know the potency of antimicrobes produced by the selected Lactobacillus to inhibit the
growth of pathogenic bacteria that contaminated the kakap fillet such as Vibrio sp. and S. aureus. Selected Lactobacillus had been
done by the variation of temperature treatments. Diffusion method was used to mesure the wide of clear zone made by Vibrio sp.and S.
aureus. In application, antimicrobe solution of selected microbes was used for soaking the kakap fillet, then the bacteria grown were
counted on the beginning and the seventh day. The result shown that the wide of the inhibition area on Vibrio sp. was wider compare

to the inhibition area made by S. aureus of kakap fillet. At treatment of temperature, antimicrobe solution remain to be active, only

its resistivity depend on stability of antimicrobe yielded by selected Lactobacillus. For application used the antimicrobe produced
by Lactobacillus (Mar 8) could inhibit the growth of Vibrio sp. and S. aureus on the 0 day and the seventh day, so that compound of

antimicrobe can be used as natural preservative at fish product.
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PENGANTAR

Ikan kakap merupakan jenis ikan yang mempunyai
nilai ekonomis dan banyak dikonsumsi masyarakat dalam
bentuk segar. Berdasarkan kandungan protein dan lemaknya
termasuk ikan tipe A dengan kategori protein tinggi
(15-20%) dan kadar lemak rendah (5%) (Direktorat Jendral
perikanan, 1990); serta 80,3% air; 0% karbohidrat; dan abu
1,1% (Afrianto dan Liviawaty, 1989).

Penanganan ikan yang baik perlu dilakukan agar dapat
sampai ke konsumen dalam keadaan segar. Salah satunya
dengan membuatnya menjadi fillet, akan tetapi fillet ikan
merupakan media yang sangat baik bagi pertumbuhan
bakteri. Bakteri yang dominan dijumpai pada ikan adalah
bakteri aerob atau aerob fakultatif antara lain Vibrio sp. yang
berasal dari air laut dan Staphylococcus aureus yang berasal
dari manusia pada waktu penanganan ikan tersebut.

Metode pendinginan dianggap cukup efektif dalam
menjaga kesegaran dan mempertahankan mutu fillet ikan,
namun pada beberapa proses penanganan ikan sering tidak
dapat dilakukan metode pendinginan yang baik sehingga
sering dilakukan cara lain, yaitu dengan penambahan bahan
pengawet kimia buatan (food additive) seperti kalium
sorbat dan fosfat untuk memperpanjang masa simpan.
Namun, penggunaan bahan tersebut dapat membahayakan

kesehatan jika dosisnya tidak tepat. Di samping saat ini
isu back to nature menyebabkan pengurangan penggunaan
bahan pengawet kimia buatan sehingga diperlukan alternatif
penanganan lain yang dapat menekan pertumbuhan mikroba
yang lebih alami dan aman.

Senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh food
grade microorganisme merupakan suatu alternatif untuk
pengendalian mikroba, seperti Bakteri Asam Laktat (BAL).
Metabolit yang dihasilkan oleh BAL dapat secara efektif
mengontrol pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk
(Holzapfel dkk., 1995). Genus BAL penghasil antimikroba
yang telah banyak diteliti dan dipublikasikan, di antaranya
adalah Lactobacillus. Bakteri ini dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen maupun pembusuk serta
perusak makanan sehingga dapat memperpanjang waktu
penyimpanan. Di samping menghasilkan metabolit berupa
asam laktat, asam asetat, asam format, asam suksinat,
etanol, dan karbondioksida (Fardiaz, 1992), juga senyawa
lain yang bersifat antimikroba, yaitu bakteriosin, hidrogen
peroksida (H,0,), karbondioksida, dan diasetil (Barefoot
dan Nettles, 1993). Terbentuknya asam laktat oleh BAL
dapat menyebabkan penurunan pH sehingga pertumbuhan
bakteri gram + dan gram - yang tidak tahan pH rendah akan
terhambat (Fardiaz, 1992; Jenie,1996).
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Efek bakterisidal dari hidrogen peroksida disebabkan
oleh efek oksidasi yang kuat pada sel bakteri dan perusakan
struktur molekul dasar dari sel protein (Lindgren dan
Dobrogosz, 1990). Jenie dan Rini (1995) melaporkan
L. plantarum dan L. casei subsp Rhamnosus mampu
memproduksi H,O, dalam jumlah yang tinggi sehingga
cukup potensial dalam menghambat pertumbuhan bakteri
patogen. Sebesar 6 pg hidrogen peroksida sudah dapat
bersifat bakteriostatik terhadap S. aureus dan + 35 ug
hidrogen peroksida/ml bersifat bakteriosidal terhadap
bakteri lainnya, sedangkan diasetil dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk pada pangan
dan daya kerjanya efektif terhadap bakteri gram negatif
(Gilliland, 1986).

Bakteriosin merupakan metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh sel yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri terutama bakteri gram positif (Hozapfel dkk., 1995),
Selanjutnya Jimenez-Diaz dkk., (1993) mengatakan bahwa
senyawa ini merupakan protein sehingga dapat terdegradasi
dalam pencernaan manusia maupun hewan. Sejumlah
bakteriosin dihasilkan oleh Lactobacillus berasal dari bahan
pangan yang telah diisolasi dan diketahui memiliki efek
antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen antara lain plantarisin UG1 dari L. plantarum yang
diisolasi dari sosis kering dan plantarisin D dari strain
L. plantarum BFE 905 yang diisolasi dari salad sayur
dapat menghambat Listeria monocytogenes (Kusumawati,
2000). Di samping itu, acidosin A yang dihasilkan oleh
L. acidophilus TK0201 (Kanatani dkk., 1995); bavarisin
dari L. bavaricus M1401 yang diisolasi dari adonan
asam (Larsen dkk, 1993); dan bavarisin yang dihasilkan
L. sake MN (Kaiser dan Montville, 1996) juga dapat
menghambat L. monocytogenes. Amylosin yang dihasilkan
oleh L. Amylovorus US 121 mempunyai aktivitas hambatan
terhadap L. plantarum, L. monocytogenes, Streptococcus
agalactiae, dan S. aureus (Sudirman, 1996).

Staphylococcus aureus termasuk bakteri gram positif,
tahan terhadap a,,, (aktivitas air) rendah (minimum 0,86) serta
garam dengan konsentrasi tinggi (Baird-Parker, 2000) dan
tumbuh baik pada medium yang mengandung 7,5% NaCl
(Fardiaz, 1992). Bakteri ini bersifat acrob fakultatif sehingga
tahan hidup tanpa oksigen walaupun pertumbuhannya
sangat lambat. Bakteri ini dapat dijumpai dalam berbagai
makanan seperti daging dan produk daging, unggas, telur,
ikan, susu, dan produk susu. Selain pada makanan, bakteri
ini juga terdapat di udara, debu, air, lingkungan, hewan, dan
manusia (Pelczar dan Chan, 1988).

Vibrio merupakan bakteri negatif gram yang bersifat
anaerob fakultatif dan oksidasi positif. Beberapa spesies

Vibrio tidak dapat hidup pada medium tanpa NaCl,
konsentrasi NaCl yang optimum untuk pertumbuhan
Vibrio sebesar 3%. Sebagian besar spesies Vibrio hidup
pada habitat perairan laut, sedangkan pada air tawar hanya
hidup V. cholera dan V. mimicus. Beberapa Vibrio bersifat
patogen pada manusia. Jenis Vibrio yang patogen antara
lain adalah V. cholera, V. vulnificus.

Berdasarkan latar belakang serta permasalahan di
atas, maka dilakukan penelitian yang bertujuan untuk
mengetahui potensi antimikroba dari isolat Lactobacillus
terseleksi dalam menghambat pertumbuhan Vibrio sp. dan
S. aureus pada fillet ikan kakap.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini menggunakan 8 isolat bakteri Lactobacillus
yang diisolasi dari makanan fermentasi, yakni Mar 8 (dari
markisa), Lac 3 (acar), Bl.Smd.Ai (belimbing), P 8 (pikel),
P.Pdg.N3 (pado), C.Mnd.N4 (rumen sapi), L.Smd.AS5 (lobak
asin), Sg.Mnd.N5 (saguer). Bakteri uji yang digunakan
adalah Vibrio sp. dan Staphylococcus aureus.

Seleksi Isolat Lactobacillus Dalam Menghambat
Bakteri Uji

Penelitian ini dilakukan untuk memilih isolat
Lactobacillus yang paling berpotensi menghasilkan
antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
uji, yaitu Vibrio sp. dan S. aureus.

Pembuatan Starter

Starter dibuat dari biakan Lactobacillus dan bakteri
uji dengan menanamnya pada medium GYP (Glucose
Yeast Peptone) cair. Diambil 1 ose bakteri Lactobacillus
dan diinokulasikan dalam medium GYP cair sebanyak 5
ml (biakan starter), kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 30° C. Kemudian biakan dinokulasikan 4%
ke dalam 10 ml medium GYP cair dan diinkubasi selama
48 jam pada suhu 30° C. Demikian juga terhadap bakteri
uji, yaitu diambil 1 ose bakteri Vibrio sp. dan S. aureus
masing-masing ditanam ke dalam medium LB (Luria
Bertany) sebanyak 10 ml dan diinkubasi pada suhu 30° C
selama 24 jam.

Pembuatan Supernatan

Setiap isolat Lactobacillus setelah ditumbuhkan
dalam medium GYP dengan konsentrasi 108 sel/mL lalu
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10
menit sehingga diperoleh supernatan. Supernatan disaring
dengan menggunakan membran filter milipore ukuran
0,45 wm. Pada tahap ini, supernatan yang diperoleh diberi
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berbagai perlakuan suhu yang berbeda. Supernatan diberi
perlakuan suhu selama 10 menit dengan cara disimpan pada
suhu beku (0° C), suhu refrigerator (4° C), suhu kamar
(30° C) dan dididihkan (100° C). Hal ini dimaksudkan
untuk mengetahui suhu terbaik bagi supernatan dalam
menghambat bakteri uji. Ini berkaitan dengan suhu
penyimpanan fillet ikan pada saat aplikasi. Sudah lama
dikenal bahwa senyawa yang diekskresikan oleh bakteri
tersebut di antaranya bakteriosin. Beberapa bakteriosin telah
diteliti oleh bebera kelompok penelitian seperti Bhunia et
al., (1988); Larsen et al., (1993); Ohmomo et al., (1999);
dan Ohmomo et al., (2000).

Uji Aktivitas Antimikroba

Metode yang digunakan adalah metode cakram. Biakan
Vibrio sp. ditanam pada medium Merine, sedangkan S.
aureus pada medium MSA (Manitol Salt Phenol-red Agar,
Merck). Cakram diameter 6 mm direndam 5 menit di dalam
supernatan yang telah diberi perlakuan suhu. Kemudian
cakram diletakkan pada cawan yang telah ditanam dengan
bakteri uji, lalu diinkubasi pada suhu 30° C selama 24
jam. Sebagai kontrol adalah cakram yang direndam dalam
medium GYP steril. Aktivitas hambatan supernatan terhadap
pertumbuhan bakteri uji tampak sebagai zona bening di
sekitar cakram. Pengamatan dilakukan dengan mengukur
dan membandingkan zona bening dari setiap perlakuan
tiap isolat. Kandidat terbaik adalah isolat dengan perlakuan
supernatan yang memiliki zona hambat terluas. Isolat dan
cara perlakuan yang terbaik akan digunakan dan diterapkan
untuk aplikasi.

Aplikasi Antimikroba Isolat Lactobacillus
Terseleksi Pada Fillet lkan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan
antimikroba dari Lactobacillus terseleksi sebagai pengawet
alami pada fillet ikan kakap. Isolat Lactobacillus yang
digunakan merupakan isolat dengan hasil terbaik pada
tahap seleksi. Supernatan yang dihasilkan digunakan untuk
merendam fillet ikan kakap.

Perlakuan Supernatan Pada Fillet Ikan

Potongan fillet ikan kakap sekitar 6 g direndam dalam
supernatan dengan perbandingan 1:2 selama 10 menit
sedangkan untuk kontrol tidak dilakukan perendaman,
masing-masing dengan 3 ulangan. Fillet yang sudah
direndam kemudian ditiriskan dan dimasukkan ke plastik,
begitu pula dengan kontrol. Semua sampel disimpan
pada suhu -2°-0° C. Pengamatan dilakukan pada hari
ke-0 dan 7.

Pemeriksaan Kuantitatif Bakteri Uji

Pemeriksaan ini dilakukan secara TPC (Total Plate
Count) untuk melihat jumlah total bakteri, jumlah bakteri
Vibrio sp. dan S. aureus pada tiap sampel.

Fillet ikan sebanyak 1 g dihaluskan dan ditambahkan
NaCl 0,85% lalu dilakukan pengenceran 10-1-10-3 dan
masing—masing pengenceran diambil 1 ml dimasukkan
dalam cawan petri dan dilakukan teknik agar tuang dengan
menggunakan medium NA (Nutrien Agar, Oxoid) untuk
jumlah total bakteri, TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts
Sucrose, Difco) untuk Vibrio sp. dan MSA garam tinggi
untuk S. aureus. Masing-masing dilakukan duplo kemudian
diinkubasi pada suhu 30° C selama 24 jam. Setelah inkubasi
diamati koloni bakteri yang tumbuh pada setiap media.
Pada media NA dihitung keseluruhan bakteri yang tumbuh.
Media TCBS, diamati Vibrio sp. yang koloninya berwarna
hijau/kuning sedangkan S. aureus pada medium MSA akan
membentuk koloni putih kekuningan dengan zona kuning
di sekitar koloni.

HASIL

Daya Hambat Isolat Lactobacillus terhadap
Bakteri Vibrio sp. dan S. aureus

Kemampuan isolat Lactobacillus dalam menghambat
bakteri uji dapat dilihat dari zona hambatan yang terbentuk
(Gambar 1 dan 2).
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Gambar 1. Rata-rata diameter zona hambat antimikroba beberapa
isolat Lactobacillus terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dengan perlakuan suhu

Aplikasi Antimikroba Isolat Lactobacillus Mar 8
pada Fillet Ikan Kakap

Berdasarkan hasil seleksi terpilih isolat Lactobacillus
Mar 8 yang digunakan dalam aplikasi fillet ikan kakap.
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Tabel 1. Jumlah rata-rata total bakteri, Vibrio sp. dan S. aureus setelah diberi perlakuan supernatan Lactobacillus Mar 8 pada fillet ikan
hari ke-0 dan ke-7 (dalam satuan CFU/qg)
0 hari 7 hari
Perlakuan
Total bakteri Vibrio sp. S. aureus Total bakteri Vibrio sp. S. aureus
Supernatan 1920 + 702,35 230+26,46 11,67+7,64 1153,33+132,04 10+5 63,33+18,93
Kontrol 1,42.105£165.103 1453,33+£529,37 235+73,65 66500+19918,58 210+131,05 168,33+96,74
Persentase 98,65% 84,17% 95,03% 98,27% 95,23% 62,38%
penghambatan
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Gambar 3. Histogram daya hambat antimikroba (supernatan)
Mar 8 dan kontrol terhadap jumlah total bakteri pada hari ke-0
dan hari ke-7
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Gambar 4. Histogram daya hambat antimikroba (supernatan)
Mar 8 dan kontrol terhadap jumlah Vibrio sp. pada hari ke-0 dan
hari ke-7

Daya Hambat Isolat Lactobacillus terhadap
Bakteri Vibrio sp. dan S. aureus

Pada Gambar 1 dan 2 diketahui bahwa isolat
Lactobacillus Mar§ mempunyai daya hambat yang tinggi
terhadap S. aureus dengan zona hambatan 8§ mm yang
diinkubasi pada suhu kamar dan refrigerator (4° C) dan
terhadap bakteri Vibrio sp. 13,25 mm pada suhu 4° C
Sedangkan isolat Bl.Smd.Ai memiliki zona hambat yang
tinggi pada suhu beku terhadap Vibrio sp. yakni 14 mm dan
terhadap S. aureus dengan zona hambatan 7,25 mm yang
diinkubasi pada suhu kamar dan didih. Daya hambatan ini
disebabkan oleh adanya senyawa yang bersifat antimikroba
yang dihasilkan Lactobacillus. Senyawa antimikroba yang
dihasilkan Lactobacillus adalah asam organik, hidrogen
peroksida, diasetil, dan bakteriosin (Barefoot dan Nettles,
1993).
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Adanya perbedaan daya antimikroba dikarenakan
perbedaan jenis Lactobacillus sehingga spesies yang
berbeda akan menghasilkan penghambatan dan aktivitas
yang beda karena perbedaan komponen metabolit yang
dihasilkan.

Hasil sidik ragam senyawa antimikroba yang dihasilkan
isolat Lactobacillus berpengaruh nyata (P<0,05) dalam
menghambat bakteri uji. Asam-asam organik yang
dihasilkan seperti laktat, asetat, format menyebabkan
penurunan pH sehingga suasana menjadi asam yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Rahayu dkk.,
1992). Di samping itu, bakteriosin yang lebih berperan dalam
menghambat bakteri uji karena bersifat stabil sehingga
aktivitasnya tidak terganggu walaupun pada suhu tinggi
maupun suhu rendah (Sudirman, 1996). Menurut Eckner
(1992) mekanisme kerja bakteriosin dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji diawali dengan menempelnya
molekul protein pada reseptor yang terdapat pada permukaan
sel bakteri kemudian masuk melalui dinding sel dan kontak
dengan membran. Hal ini akan menyebabkan membran
sitoplasma menjadi tidak stabil, akibatnya viabilitas sel
rendah dan menyebabkan keluarnya material yang terdapat
dalam inti sel bakteri sehingga sel menjadi mati. Lindgren
dan Dobrogosz (1990) menyatakan hidrogen peroksida juga
mempunyai efek bakterisidal yang menyebabkan oksidasi
yang kuat pada sel bakteri dan perusakan struktur molekul
dasar dari protein sel.

Uji BNJ (P<0,05) memperlihatkan perbedaan yang
bermakna antara Mar 8 terhadap P8 dan Sg.Mnd.N5, begitu
pula dengan Lac 3, BL.Smd.Ai, PPdg.N3, C.Mnd.N4 dan
L.Smd.A5. Hal ini berarti keenam isolat ini memiliki daya
hambat yang lebih besar dibandingkan isolat P8 dan Sg.Mnd.
NS, namun antara isolat Mar 8 tidak memberikan hasil yang
berbeda secara statistik dengan kemampuan keenam isolat
ini dalam menghambat bakteri Vibrio sp. dan S. aureus sama.
Menurut Ray (2004) strain dan spesies yang berbeda dapat
memproduksi bakteriosin yang sama. Bakteriosin bavarisin
dihasilkan L. bavaricus M1401 (Larsen dkk., 1993) dan L.
sake MN (Kaiser dan Montville, 1996).

Isolat P8 dan Sg.Mnd.NS5 kurang berpotensi
menghambat bakteri uji, hal ini dikarenakan konsentrasi
Lactobacillus dari setiap isolat tersebut kurang banyak
untuk menghasilkan konsentrasi senyawa antimikroba yang
cukup untuk menghambat bakteri uji. Menurut Davidson
dan Parish (1989) senyawa antimikroba harus memiliki
konsentrasi yang cukup untuk bersifat bakterisidal dan
setiap jenis bakteri butuh konsentrasi yang berbeda-beda
untuk menghambat.

Dari delapan isolat tersebut, Mar 8 memiliki laju
pertumbuhan yang lebih cepat bila dibandingkan dengan
isolat lain. Semakin cepat pertumbuhan bakteri maka
semakin banyak jumlah bakteri dan semakin banyak
antimikroba yang dihasilkan sehingga dipilih Mar 8 sebagai
isolat yang berpotensi dalam menghambat pertumbuhan
bakteri uji.

Respon Vibrio sp. dan S. aureus terhadap
Antimikroba Lactobacillus

Pada sidik ragam terlihat bahwa respon antara kedua
bakteri uji terhadap senyawa antimikroba yang dihasilkan
isolat Lactobacillus berbeda nyata (P<0,05). Hal ini berarti
kedua bakteri uji mempunyai sensitivitas yang berbeda-
beda terhadap senyawa antimikroba isolat Lactobacillus.
Perbedaan sensitivitas ini disebabkan setiap jenis bakteri
memiliki respon membran sel yang berbeda-beda (Nester,
2001).

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa ada interaksi
antara isolat Lactobacillus dengan bakteri uji (P<0,05),
seluruh isolat Lactobacillus lebih menghambat bakteri Vibrio
sp. dibandingkan S. aureus seperti terlihat pada gambar 1
dan 2. Hal ini dikarenakan Vibrio sp. merupakan bakteri
gram negatif yang memiliki lapisan dinding peptidoglikan
lebih tipis bila dibandingkan dengan S. aureus. Selain itu
senyawa antimikroba yang dihasilkan Lactobacillus lebih
efektif menghambat Vibrio sp.

Meskipun menurut Jack dkk. (1995), bakteriosin
lebih menghambat bakteri yang berkerabat dekat dengan
penghasil bakteriosin tersebut, namun Larsen dkk. (1993)
menunjukkan bahwa bakteriosin dari Lactobacillus
plantarum tidak menghambat S. aureus. Bakteriosin dari
L. acidophilus menghambat bakteri gram negatif (Lindgren
dan Dobrogosz, 1990). Gilliland (1986) menambahkan
diasetil dapat menghambat paling efektif terhadap bakteri
gram negatif. Fardiaz (1992) juga menambahkan bahwa
kondisi pH rendah juga akan menghambat pertumbuhan
bakteri gram negatif.

Ketahanan Senyawa Antimikroba Lactobacillus
terhadap Perlakuan Suhu

Pengaruh suhu terhadap antimikroba pada sidik ragam
menunjukkan tidak bermakna (P>0,05), artinya aktivitas
antimikroba dari Lactobacillus masih dapat menghambat
bakteri uji pada suhu beku, refri, kamar maupun didih
walaupun zona hambat yang dihasilkan kecil. Hal ini
berarti aktivitas antimikroba dari Lactobacillus tetap aktif
pada suhu tinggi maupun rendah. Beberapa bakteriosin
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yang mempunyai ukuran molekul relatif kecil biasanya
stabil terhadap panas (Jimenez-Diaz dkk, 1993). Aktivitas
senyawa antimikroba yang dihasilkan Lactobacillus tetap
stabil pada penyimpanan suhu —10° C selama 4 bulan.
Sifat senyawa antimikroba tersebut cocok sebagai agen
pengawet makanan karena beberapa proses pengolahan
makanan meliputi tahap pemanasan dan juga pendinginan
yang merupakan prosedur penyimpanan umum (Garver
dan Muriana, 1994).

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa ada interaksi
antara suhu dengan antimikroba isolat Lactobacillus
(P<0,05). Adanya variasi penghambatan antimikroba isolat
Lactobacillus terhadap bakteri uji disebabkan perlakuan
suhu (Gambar | dan 2). Perbedaan jenis Lactobacillus
menyebabkan antimikroba yang dihasilkan berbeda
sehingga aktivitas serta kestabilan antimikroba pun berbeda.
Umumnya bakteriosin tahan terhadap perlakuan panas
dengan kisaran suhu 100° C selama 10 menit. Demikian
juga pada suhu rendah 4° C atau suhu refrigerasi dalam
penyimpanan tidak mempengaruhi aktivitas bakteriosin,
bahkan —20° C. Bakteriosin laktosin S stabil pada suhu
60° C selama 30 menit, sedangkan laktasin S dan laktasin
B stabil pada 121° C selama 15 sampai 30 menit (de Vuyst
dan Van Damme, 1994). Menurut Vaughan dkk. (1992),
aktivitas helvitisin V-1829 menurun pada suhu 50° C
selama 30 menit.

Pada suhu rendah asam dan hidrogen peroksida masih
tetap aktif dan dapat merusak membran sel dari bakteri
Vibrio sp. Pada suhu panas yang masih tetap aktif adalah
bakteriosin, bakteriosin ini yang akan menghambat S.
aureus. Menurut Jack dkk. (1995), bakteriosin bersifat
bakteriosidal terhadap mikroorganisme yang berkerabat
dekat dengan bakteri penghasil bakteriosin tersebut.

Aplikasi Antimikroba Isolat Lactobacillus Mar 8
pada Fillet Ikan Kakap

Hasil penelitian aplikasi pada fillet ikan kakap
menunjukkan bahwa supernatan isolat Lactobacillus Mar
8 dapat menghambat pertumbuhan total bakteri, Vibrio sp.,
dan S. aureus pada hari ke-0 dan ke-7 (tabel 1).

Dilihat dari sidik ragam antarperlakuan berpengaruh
nyata dalam menghambat total bakteri (P < 0,05) (Tabel 5).
Fillet ikan yang telah diberi supernatan dengan fillet ikan
yang tidak diberi perlakuan (kontrol) terdapat perbedaan
jumlah total bakteri. Supernatan dapat menghambat total
bakteri sebesar 98,65% pada hari ke-0 dan 98,27% pada hari
ke-7. Hal ini dapat terjadi karena supernatan yang dihasilkan
oleh Lactobacillus Mar 8 mengandung senyawa antimikroba
yang mirip bakteriosin, bakteriosin merupakan (gliko)

protein. Aktivitas mirip bakteriosin pada Lactobacillus
Mar 8 mungkin tergolong dalam kelompok bakteriosin.
kemungkinan senyawa tersebut hanya diproduksi ketika
Lactobacillus membutuhkannya, yakni ketika menerima
signal dari mikroba targetnya.

Pengaruh hari terhadap perubahan jumlah total bakteri,
pada sidik ragam menunjukkan tidak bermakna (P >
0,05). Artinya pada hari ke-0 dan hari ke-7 jumlah total
bakteri bisa dikatakan tetap. Tidak adanya perubahan yang
nyata dari jumlah total bakteri pada hari ke-0 dan ke-7,
ditunjukkan pula pada Gambar 2. Hal ini membuktikan
bahwa penyimpanan suhu rendah (hari ke-7) kurang efektif
untuk menghambat petumbuhan total bakteri pada fillet
ikan.

Jumlah Vibrio sp. pada fillet ikan yang telah diberi
supernatan berbeda nyata (P < 0,05) dengan fillet ikan
yang tidak diberi perlakuan (kontrol). Hal ini menunjukkan
bahwa supernatan Lactobacillus Mar 8 mampu menghambat
Vibrio sp.

Pada fillet yang diberi supernatan menunjukkan hasil
yang bermakna (P < 0,05) dalam menghambat Vibrio sp.
dibandingkan dengan kontrol baik pada hari ke-0 maupun
hari ke-7 (Gambar 3). Supernatan dapat menghambat Vibrio
sp. sebesar 84,17% pada hari ke-0 dan 95,23% pada hari
ke-7 (Tabel 1).

Selama penyimpanan supernatan Lactobacillus Mar 8
dapat menurunkan jumlah Vibrio sp. pada fillet ikan yaitu
hari ke 0 sebesar 2,3.102 CFU/g menjadi 1. 10! CFU/g
pada hari ke 7. Begitu pula dengan kontrol dari 1,45.103
CFU/g pada hari ke-0 menjadi 2,1.102 CFU/g pada hari
ke-7 (Tabel 1).

Penurunan ini dikarenakan adanya kerja sinergis
antara aktivitas antimikroba dengan suhu penyimpanan
(Kusumawati, 2000). Aktivitas senyawa antimikroba yang
dihasilkan oleh isolat Lactobacillus Mar 8 pada suhu rendah
masih dapat menghambat (aktif) terhadap Vibrio sp. Di
samping itu, adanya pengaruh suhu penyimpanan, yaitu
penanganan dingin mampu menghambat Vibrio sp. Pada
umumnya Vibrio sp. bersifat mesofilik sehingga sensitif
terhadap suhu rendah. Menurut Liviawaty (1999) suhu
rendah akan mengurangi aktivitas dan jumlah mikroba.
Pengaruh pendinginan terhadap mikroba dalam bahan pangan
tergantung pada sifat mikroba dan suhu penyimpanannya.
Semakin besar perbedaan suhu penyimpanan dengan
suhu pertumbuhan optimum mikroba maka kecepatan
pertumbuhan menjadi lambat dan akhirnya mati. Ilyas
(1983) membuktikan bahwa pertumbuhan bakteri pada ikan
berkurang pada suhu —1° C hingga 5° C.
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Jumlah S. aureus pada fillet ikan yang telah diberi
supernatan menunjukkan beda nyata (P<0,05) dengan
fillet ikan yang tidak diberi perlakuan (kontrol). Hal ini
menunjukkan bahwa supernatan Lactobacillus Mar 8
dapat menghambat S. aureus pada fillet ikan. Antimikroba
yang lebih berperan dalam menghambat S. aureus adalah
bakteriosin. Karena bakteriosin menghambat bakteri yang
berkerabat dekat dengan penghasil bakteriosin tersebut.
Penelitian yang dilakukan Fujita and Okamoto (1999),
juga mendukung bahwa kelompok bakteri asam laktat dari
Lactobacillus dapat memproduksi substansi antimikrobial
dan bakteriosin yang bersifat bakterisidal terhadap mikroba
patogen.

Peningkatan dan penurunan jumlah S. aureus pada
hari ke-0 dan ke-7, terlihat jelas pada Gambar 4. Begitu
pula interaksi antara perlakuan dengan hari menunjukkan
beda nyata (P < 0,05). Jumlah S. aureus mengalami
peningkatan pada hari ke-7 dibandingkan dengan hari
ke-0 yaitu dari 1,17.10! CFU/g menjadi 6,33.10' CFU/g
(Tabel 1) dengan perlakuan supernatan pada fillet ikan.
Peningkatan jumlah S. aureus tersebut disebabkan oleh
bakteriosin yang dihasilkan oleh Lactobacillus Mar 8
terdegradasi oleh senyawa antimikroba yaitu asam, di mana
asam lebih berperan pada suhu rendah (suhu penyimpanan),
sedangkan bakteriosin terdegradasi oleh adanya asam. Hal
ini disebabkan bakteriosin merupakan senyawa protein
(Jimenez-Diaz dkk., 1993). S. aureus lebih dihambat
oleh bakteriosin, namun dengan adanya asam aktivitas
bakteriosin tersebut hilang. Oleh karena itu, S. aureus
masih tetap tumbuh pada penyimpanan pada hari ke-4.
Sedangkan pada fillet yang tidak diberi perlakuan jumlah
S.aureus menurun dari 2,35.10! CFU/g menjadi 1,68.10!
CFU/g. Hal ini dikarenakan adanya pesaingan antara S.
aureus dengan bakteri lainnya. Jumlah populasi bakteri
dalam komunitas banyak sehingga persaingan bakteri
lain dengan S. aureus menyebabkan jumlah S. aureus
berkurang (Gambar 5). Adanya kompetisi dengan mikroba
lain di dalam makanan merupakan salah satu penyebab
penting dalam menghilangkan kemampuan S. aureus untuk
memproduksi toksin (Buckle dkk., 1987).

Senyawa antimikroba Lactobacillus dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio sp. dan S. aureus. Senyawa
antimikroba Lactobacilus lebih menghambat Vibrio sp.
dibandingkan dengan S. aureus. Senyawa antimikroba dari
isolat Lactobacillus terseleksi Mar 8 dapat menurunkan
jumlah total bakteri, Vibrio sp., dan S. aureus pada
fillet ikan. Senyawa antimikroba Lactobacillus Mar 8
berpotensi sebagai pengawet alami produk ikan. Diperlukan
penelitian yang lebih lanjut terhadap karakterisasi senyawa
bakteriosin, struktur dan kestabilan senyawa antimikroba

yang dihasilkan isolat Lactobacillus Mar 8 sehingga dapat
digunakan sebagai pengawet alami dari produk ikan.
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