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Abstrak

Bakteri asam laktat atau BAL merupakan bakteri yang dikategorikan sebagai generally recognized as
safe (GRAS) karena bersifat aman bagi kesehatan manusia dan non patogen sehingga berpotensi sebagai
biopreservatif. Beberapa produk metabolisme yang dihasilkan oleh BAL memiliki kemampuan sebagai
antibakteri, di antaranya ialah bakteriosin, diasetil, hidrogen peroksida dan asam organik. Isolat L. plantarum
INO5 dan L. rhamnosus IN13 yang diisolasi dari makanan fermentasi inasua dikaji potensinya sebagai
biopreservatif karena kemampuannya sebagai antibakteri. Kandungan protein hewani dalam ikan sangat
diminati oleh masyarakat, salah satunya adalah ikan patin yang banyak diminati masyarakat, namun ikan
patin mudah mengalami kerusakan dan penurunan mutu. Hal ini disebabkan oleh hadirnya bakteri patogen
Listeria monocytogenes yang memiliki kemampuan tumbuh pada suhu penyimpanan dingin (refrigerasi)
hingga beku. Penelitian ini bertujuan untuk mengaplikasikan supernatan bebas sel netral, supernatan
bebas sel, dan biomassa sel bakteri dari isolat L. rhamnosus IN13 dan L. plantarum INO5 serta formalin
dalam penyimpanan ikan patin filet yang terkontaminasi bakteri L. monocytogenes. Metode yang digunakan
mencakup produksi senyawa antibakteri, penentuan sensitivitas senyawa antibakteri terhadap bakteri uji,
uji konfirmasi senyawa antibakteri dengan penambahan proteinase K, aplikasi senyawa antibakteri pada
ikan patin filet, perhitungan total koloni bakteri, koloni bakteri L. monocytogenes, dan bakteri asam laktat,
serta pengukuran nilai pH ikan patin filet. Senyawa antibakteri SBSN dari L. rhamnosus IN13 memiliki
kemampuan mempertahankan ikan patin filet sampai lama penyimpanan 14 hari sesuai dengan syarat ikan
segar yang layak untuk dikonsumsi sesuai standar SNI tahun 2017 tentang persyaratan umum dan pedoman
untuk pengujian mikrobiologi. Nilai total mikrob 5,65 log CFU/g, nilai pH daging ikan patin filet 6,37, dan
nilai total bakteri L. monocytogenes yang menurun selama waktu penyimpanan.

Kata kunci: bakteri asam laktat (BAL), biopreservatif, Lactobacillus plantarum INO5, Lactobacillus rhamnosus
IN13, Pangasius sp.

Lactic Acid Bacteria Aplication from Inasua as Biopreservative for
Catfish (Pangasius sp.)

Abstract

Lactic Acid Bacteria or LAB are bacteria that are categorized as generally recognized as safe (GRAS)
because theyare safe forhuman health and are non-pathogenic, so they have the potential to be biopreservative.
Several metabolic products produced by LAB have antibacterial properties, including bacteriocin, diacetyl,
hydrogen peroxide and organic acids. Isolates of L. plantarum INO5 and L. rhamnosus IN13 isolated from
fermented inasua food were studied for their potential as biopreservatives because of their antibacterial
properties. The content of animal protein in fish is in great demand by the public, one of which is catfish
which is in great demand by the public, but catfish is easy to damage and decrease in quality. This is due
to the presence of the pathogenic bacterium Listeria monocytogenes which has the ability to grow at cold
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storage temperatures (refrigeration) to freezing. This study aimed to apply a neutral cell-free supernatant,
cell-free supernatant, and bacterial cell biomass from L. rhamnosus IN13 and L. plantarum INO5 isolates
and formalin in storage of catfish fillets contaminated with Listeria monocytogenes bacteria. The methods
used include the production of antibacterial compounds, determination of the sensitivity of antibacterial
compounds to test bacteria, confirmation test of antibacterial compounds with the addition of proteinase
K, application of antibacterial compounds to catfish fillets, calculation of total bacterial colonies, bacterial
colonies of L. monocytogenes, and lactic acid bacteria, as well as measurement of the pH value of catfish fillet.
The SBSN antibacterial compound from L. rhamnosus IN13 has the ability to maintain catfish fillets for up
to 14 days of storage in accordance with the requirements for fresh fish that are suitable for consumption
according to the 2017 SNI standard on general requirements and guidelines for microbiological testing. The
total microbial value was 5.65 log CFU/g, the pH value of catfish fillet meat was 6.37, and the total value of
L. monocytogenes bacteria decreased during storage time.

Keywords: biopreservatives, lactic acid bacteria (LAB), Lactobacillus plantarum INO5, Lactobacillus

rhamnosus IN13, Pangasius sp.

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat atau BAL merupakan
bakteri yang dikategorikan sebagai generally
recognized as safe (GRAS) karena bersifat
aman bagi kesehatan manusia dan non patogen
sehingga berpotensi sebagai biopreservatif
(Breton et al. 2020). BAL menghasilkan
beberapa produk metabolisme yang memiliki
kemampuan sebagai antibakteri, misalnya
asam organik, hidrogen peroksida, dan
diasetil. BAL dikenal memiliki kemampuan
memproduksi zat spesifik protein berupa
bakteriosin  yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen misalnya
genus Listeria, Clostridium, Bacillus, dan
Enterococcus (Khader et al. 2019).

Isolat BAL yang mampu menghasilkan
antibakteri dapat diisolasi dari makanan

fermentasi, contohnya inasua. Inasua
merupakan bentuk olahan fermentasi
ikan khas Maluku Tengah, Indonesia.

Mahulette et al. (2018) telah mengisolasi dan
mengidentifikasi BAL dari fermentasi inasua,
antara lain Lactobacillus plantarum INOS5,
Lactobacillus rhamnosus IN13 dan Leuconostoc
mesenteroides ITN17. Maulidayanti et al.

(2019) melaporkan bahwa bakteriosin
yang dihasilkan L. rhamnosus IN13 dapat
menghambat  pertumbuhan  Salmonella

typhimurium dan Listeria monocytogenes.
Bacillus cereus dapat dihambat oleh asam
organik yang dihasilkan BAL isolat SK (5) yang
memiliki kemiripan secara molekuler dengan
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum NC
8 dengan diameter zona hambat sebesar 15
mm (Desniar et al. 2020).
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Kebutuhan konsumsi ikan segar di
masyarakat sudah sangat massif dan diminati
karena kandungan protein hewani yang tinggi
(Mei et al. 2019). Ikan patin (Pangasius sp.)
merupakan salah satu dari banyak ikan segar
yang dikonsumsi di Asia, Eropa, Amerika,
dan Kanada. Rata-rata kenaikan produksi
ikan patin di Indonesia sebesar 17,5% dari
tahun 2015 hingga tahun 2019 (KKP 2019).
Produk ikan patin filet tanpa kulit dan duri
merupakan produk ikan yang paling banyak
dijual di pusat perbelanjaan (Thi et al. 2013).

Ikan patin  memiliki keunggulan
dibandingkan dengan ikan yang lain, yaitu
sisik dan duri yang relatif sedikit, daging
berwarna putih kemerahan, serta mudah
dikuliti, disamping itu ikan patin filet
juga memiliki kekurangan, karena mudah
mengalami  kerusakan dan penurunan
mutu (Sarika et al 2019). Penurunan mutu
produk ikan dapat terjadi karena hadirnya
bakteri patogen misalnya L. monocyogenes
(Lebow et al. 2017). L. monocytogenes
merupakanbakteripatogenyangmenyebabkan
keracunan dan berpengaruh sangat kuat
pada industri pangan, karena masih mampu
tumbuh pada suhu penyimpanan dingin atau
refrigerasi hingga suhu penyimpanan beku
(Buchanan et al. 2017). Mengatasi masalah
yang muncul pada ikan patin filet mendorong
adanya penanganan lebih lanjut dalam
penyimpanan produk ikan patin filet.

Penyimpanan produk ikan sering
menggunakan bahan kimia berbahaya yang
tergolong non food grade misalnya formalin
untuk memperpanjang masa simpan produk
ikan. Penggunaan formalin pada makanan

153



JPHPI 2022, Volume 25 Nomor 1

Aplikasi bakteri asam laktat dari inasua, Dewi et al.

dapat mengakibatkan keracunan sehingga
perlu upaya lain yang harus dilakukan.
Penggunaan pengawet biologi (biopreservatif)
menjadi pilihan untuk menjaga keamanan
pangan. BAL merupakan salah satu sumber
pengawet alami yang telah banyak diteliti
(Hafsan 2014). Genus Lactobacillus telah
diteliti dapat menjadi biopreservatif pada
ikan nila merah filet (Oktaviani 2017),
dengan demikian BAL asal inasua yaitu
L. plantarum INO5 dan L. rhamnosus IN13
perlu dikaji potensinya sebagai biopreservatif
pada ikan filet. Penelitian ini bertujuan
untuk mengaplikasikan supernatan bebas sel
netral (SBSN), supernatan bebas sel (SBS),
dan biomassa sel (SB) bakteri dari isolat
L. rhamnosus IN13 dan L. plantarum INO5
serta formalin dalam penyimpanan ikan patin
filet.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Isolat L. plantarum INO5 dan L. rhamnosus
IN13 hasil isolasi dari produk fermentasi ikan
(inasua) asal Maluku Tengah (Mahulette et al.
2016) dan bakteri uji Listeria monocytogenes
ATCC 7644 yang diperoleh dari IPB Culture
Collection (IPBCC), ikan patin filet dibeli
di supermarket dan ditimbang seberat 10
gram. Bakteri asam laktat ditumbuhkan pada
medium de Mann Rogosa Sharpe (MRS)
(Merck, Jerman), pipet mikro (Thermo
Scientific Vantaa).

Metode Penelitian

Penelitian ini meliputi beberapa tahapan,
di antaranya produksi senyawa antibakteri,
penentuan sensitivitas senyawa antibakteri
terhadap bakteri uji, uji konfirmasi senyawa
antibakteri dengan penambahan proteinase
K, aplikasi senyawa antibakteri pada ikan
patin filet, perhitungan total koloni bakteri,
Listeria monocytogenes, dan bakteri asam
laktat, serta pengukuran nilai pH ikan patin
filet. Kemudian data perhitungan total koloni
bakteri, Listeria monocytogenes, dan bakteri
asam laktat, serta pengukuran nilai pH ikan
patin filet.
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Produksi senyawa antibakteri
(Monafathia et al. 2018; Maulidayanti
et al. 2019; Ogunbanwo et al. 2003)

Isolat L. plantarum INO5 dan L. rhamnosus
IN13 yang telah diremajakan selanjutnya
diinokulasikan sebanyak satu ose ke dalam
media de Mann Rogosa Sharpe (MRS) cair
10 mL, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 30 jam untuk L. rhamnosus IN13, dan
24 jam L. plantarum INO5. Setelah itu diambil
sebanyak 0,5 mL (1%) dan diinokulasikan
kembali pada medium MRS cair sebanyak
50 mL. Kultur cair diinkubasi selama 30
jam untuk L. rhamnosus IN13, dan 24 jam
L. plantarum INO5.

Supernatan bebas sel netral (SBSN)
dihasilkan dengan cara memisahkan antara
supernatan dan endapan bakteri sebanyak
1 mL menggunakan sentrifugator pada
kecepatan 6.000 rpm selama 15 menit.
Supernatan yang diperoleh dinetralkan pada
pH 6,5 dengan penambahan 1 M NaOH,
selanjutnya supernatan disaring dengan
menggunakan milipore 0,22 um agar sel
bakteri dapat tersaring, sedangkan supernatan
yang diperoleh dari hasil sentrifugasi tanpa
dinetralkan  menggunakan 1M  NaOH
merupakan supernatan bebas sel (SBS).

Produksi biomassa (SB) L. plantarum
INO5 dan L. rhamnosus IN13 dilakukan dengan
menginokulasikan ke dalam media MRS cair
10 mL kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 30 jam untuk L. rhamnosus IN13, dan
24 jam L. plantarum INO5. Setelah itu diambil
sebanyak 0,5 mL (1%) dan diinokulasikan
kembali pada medium MRS cair sebanyak
50 mL. Kultur cair diinkubasi selama 30
jam untuk L. rhamnosus IN13, dan 24 jam
L. plantarum INO5. Biomassa dihasilkan
dengan mengencerkan endapan dariinokulum
yang telah disentrifugasi dengan kecepatan
6.000 rpm selama 15 menit menggunakan
NaCl fisiologis.

Penentuan  sensitivitas senyawa
antibakteri terhadap bakteri uji
(Apsari et al. 2019; Bauer et al. 1966)

Penentuan aktivitas senyawa antibakteri
dilakukan menggunakan metode difusi
kertas cakram. Bakteri uji L. monocytogenes
diinokulasi dan diinkubasi sampai dengan
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kepadatan sel 106 CFU/mL, sebanyak 100
uL diinokulasikan pada medium NA dengan
menggunakan teknik cawan tuang. Sebanyak
20 pL bakteriosin diteteskan di atas kertas
cakram berukuran 6 mm pada medium
yang telah diinokulasi bakteri uji dan sudah
padat, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Aktivitas senyawa antibakteri
ditunjukkan dengan terbentuknya zona
bening di sekitar koloni. Indeks penghambatan
dihitung untuk mengetahui aktivitas senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri.

Diameter zona hambat (mm)-Diameter kertas cakram (mm)
Indeks Penghambatan (IP) = Diameter kertas cakram (mm)

Uji konfirmasi senyawa antibakteri
dengan penambahan proteinase K
(Kusmarwati 2014; Savadogo et al.
2004)

Uji konfirmasi senyawa antibakteri
terhadap proteinase K dilakukan untuk
memastikan aktivitas penghambatan oleh
senyawa  antibakteri terhadap  bakteri
uji disebabkan oleh senyawa protein
bakteriosin. Pengujian ini dilakukan dengan
menambahkan sebanyak 20 uL proteinase
K (1 mg/mL) dalam 200 pL ekstrak kasar
bakteriosin dan dihomogenkan, kemudian
diinkubasi selama 2 jam pada suhu 37°C.
Selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas
penghambatan diuji terhadap bakteri uji.
Zona hambat yang terbentuk menunjukkan
bahwa bakteriosin yang dihasilkan isolat
bakteri merupakan senyawa protein.

Aplikasi senyawa antibakteri pada
ikan patin filet (Yulinery et al.
2009; Sudalayandi dan Manja 2012;
Cosansu et al. 2011)

Ikan patin filet yang telah didapat
kemudian dibilas menggunakan akuades
steril. Filet kemudian ditimbang seberat 10 g
dan diletakkan dalam stoples steril. Bakteri
uji L. monocytogenes dengan kepadatan 106
CFU/mL sebanyak 5 mL dilumurkan pada filet
ikan. Selanjutnya, perlakuan yang diberikan
pada filet ikan patin ada enam, yang pertama
dengan penambahan supernatan bebas sel
netral (SBSN) sebanyak 6 mL. Perlakuan kedua
filet ditambahkan supernatan bebas sel (SBS)
sebanyak 6 mL, perlakuan ketiga dilakukan
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dengan menambahkan biomassa sel bakteri
(SB) sebanyak 6 mL. Perlakuan keempat yaitu
penambahan formalin (F) sebanyak 6 mL
sebagai kontrol positif, dan perlakuan kelima
yaitu kontrol negatif dengan menambahkan
akuades (A) sebanyak 6 mL. Perlakuan terakhir
yaitu ikan patin filet yang ditambahkan
akuades tetapi tanpa penambahan bakteri uji
L. monocytogenes (ATL) yang bertujuan untuk
membandingkan kondisi ikan patin filet tanpa
adanya penambahan senyawa antibakteri.
Seluruh perlakuan filet ikan patin kemudian
direndam selama 10 menit. Sampel kemudian
dikemas dalam plastik HDPE steril dan diberi
label, selanjutnya disimpan pada refrigerator
dengan suhu 4+1°C. Penyimpanan dilakukan
selama 14 hari. Pengamatan dilakukan
sebanyak 3 kali, yaitu pada 0, 7, dan 14 hari
dengan analisis yang dilakukan adalah total
koloni bakteri, total bakteri L. monocytogenes,
total bakteri asam laktat (BAL), dan
pengukuran nilai pH ikan patin filet.

Perhitungan total koloni bakteri,
L. monocytogenes, dan bakteri asam
laktat (SNI (2006); SNI (2017))

Perhitungan total koloni bakteri, koloni
L. monocytogenes, dan BAL dilakukan dengan
menimbang sebanyak 10 g sampel ikan patin
filet dihaluskan dan dilarutkan ke dalam 90
mL NacCl fisiologis hingga pengenceran 10-5.
Sebanyak 1 mL dituang ke dalam cawan lalu
ditambahkan medium Nutrient Agar (NA)
untuk menumbuhkan semua koloni bakteri
sebanyak 15 mL, medium de Mann Rogosa
Sharpe Agar (MRSA) untuk menumbuhkan
koloni BAL, dan medium PALCAM Listeria
Selective Agar untuk menumbuhkan koloni
L. monocytogenes. Inkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Perhitungan jumlah koloni
L. monocytogenes yang kurang dari 10 koloni
mengacu pada SNI (2017). Jumlah koloni
yang dihitung antara 25-250 koloni dengan
rumus perhitungan sebagai berikut:

2C

[(1 xn2)+(0,1 x n2)]x (d)

Keterangan:

N= jumlah koloni (/g)

2C= jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung
d= pengenceran

N =
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Pengukuran nilai pH ikan patin filet
(AOAC 1995)

PSampel ikan diukur menggunakan pH
meter. Instrumen dikalibrasi dengan bufer.
Sampel ikan ditimbang 10 g dan dihancurkan,
kemudian ditambah akuades 90 mL dan
dihomogenkan, sampel dipindahkan ke dalam
gelas ukur, pH meter dicelupkan ke dalam
sampel. Nilai pH diperoleh dengan membaca
skala yang tertera pada pH meter.

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap dengan dua faktor (waktu dan
perlakuan) dan dianalisis menggunakan SPSS
28.0.1.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sensitivitas Senyawa Antibakteri

Pengujian sensitivitas senyawa antibakteri
dilakukan untuk mengetahui kemampuan
penghambatan senyawa antibakteri yang
dihasilkan oleh BAL dalam menghambat
bakteri L. monocytogenes. Isolat L. rhamnosus
INI13 mampu  menghasilkan  indeks
penghambatan dari senyawa antibakteri SBS
sebesar 0,83. Indeks penghambatan terbesar
dari senyawa antibakteri isolat L. plantarum
INO5 dihasilkan dari perlakuan SB sebesar
0,33 (Table 1).

Diameter zona hambat yang dihasilkan
SBS tertinggi dapat disebabkan oleh asam
organik, hidrogen peroksida, diasetil, atau
senyawa antibakteri lain yang terkandung
dalam supernatan bebas sel sehingga mampu
menghambat  pertumbuhan  bakteri uji

(Desniar et al. 2020). Supernatan bebas sel yang
dinetralkan (SBSN) dari L. rhamnosus IN13
dan L. plantarum IN05 mampu menghambat
pertumbuhan L. monocytogenes. Supernatan
yang dinetralkan pH-nya menggunakan
NaOH 1 M bertujuan untuk menghilangkan
efek asam organik yang dihasilkan oleh BAL,
sehingga zona hambat yang terbentuk ialah
dari potensi BAL menghasilkan bakteriosin
(Maulidayanti et al. 2019).

Konfirmasi Senyawa  Antibakteri
dengan Penambahan Proteinase K
Pengujian konfirmasi dengan

penambahan proteinase K dilakukan untuk
memastikan bahwa aktivitas penghambatan
yang dihasilkan BAL (SBSN) merupakan
aktivitas bakteriosin dan bukan dari senyawa
lain. Bakteriosin berupa polipeptida dapat
terdegradasi oleh enzim proteolitik Proteinase
K (Sunaryanto dan Tarwadi 2005), sehingga
pertumbuhan bakteri uji tidak mampu
untuk dihambat, dan ditandai dengan tidak
terbentuk zona hambat. Hasil menunjukkan
bahwa perlakuan SBSN yang dihasilkan dari
kedua isolat BAL yang telah ditambahkan
proteinase K tidak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji, hal itu ditandai
dengan tidak terbentuknya zona hambat
(Table 2). Perlakuan SBS+Proteinase K
yang menunjukkan adanya zona hambat.
Hal ini menunjukkan adanya senyawa lain
selain bakteriosin yang dihasilkan BAL
dalam  menghambat  L.monocytogenes,
misal asam organik dan hidrogen peroksida
(Desniar et al. 2020).

Table 1 Sensitivity test of isolates producing antimicrobial compounds against test bacteria

Treatment

Inhibition Index

Neuralized cell-free supernatant (SBSN) L. rhamnosus IN13
Neuralized cell-free supernatant (SBSN) L. plantarum IN05
Cell-free supernatant (SBS) L. rhamnosus IN13

Cell-free supernatant (SBS) L. plantarum INO5

Bacterial cell biomass (SB) L. rhamnosus IN13

Bacterial cell biomass (SB) L. plantarum IN05

Chloramphenicol 100 ppm
Aquadest

0.67+0.01
0.17£0.01
0.83+0.01
0.17+0.01
0.67£0.01
0.33+0.01

1+0.01
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Table 2 Confirmation test results for antimicrobial compounds produced by LAB with the
addition of proteinase K to L. monocytogenes

Treatment

Inhibition Index

SBSN L. rhamnosus IN13+ Proteinase K
SBSN L. plantarum INO5 + Proteinase K

SBS L. rhamnosus IN13 + Proteinase K
SBS L. plantarum INO5 + Proteinase K

Proteinase K

0.33+0.01
0.33+0.01

Total Koloni Bakteri

Hasil interaksi antara  perlakuan
dengan lama waktu penyimpanan isolat
L. rhamnosus IN13 dan L. plantarum INO5
memiliki pola interaksi yang sama, interaksi
perlakuan SBSN, dan SBS dengan lama waktu
penyimpanan memiliki pengaruh terhadap
jumlah total bakteri pada ikan patin filet.
Interaksi perlakuan SBSN dan SBS pada hari
ke-0 dan 14 tidak memiliki pengaruh yang
nyata, sedangkan interaksi perlakuan SBSN
dengan lama waktu penyimpanan hari ke-7
berbeda nyata, artinya interaksi ini memiliki
pengaruh terhadap total bakteri, nilai total
bakteri pada perlakuan SBSN dan SBS secara
berturut-turut ialah 5,55 log CFU/g dan
5,73 log CFU/g. Menurut BSN (2006) (SNI
01-2696-2006), nilai TPC ikan segar ialah
maksimal 5x10° CFU/g atau 5,69 log CFU/g
(Figure 1).

Perlakuan F sebagai kontrol positif dengan
lama waktu penyimpanan memiliki pengaruh
terhadap nilai total bakteri. Perlakuan F
berpengaruh nyata terhadap total bakteri

(I

(=Tl R S -
PR T T T T |

A |5B5\| SBS| 8B |
Treatment

Number of Bacterial Colomes
Log CFUlg

m day-0 0O day-7 o day-14

(A)

L. monocytogenes karena pada formalin
terdapat unsur aldehida yang memiliki
sifat mudah bereaksi dengan protein dan
berikatan dengan unsur protein pada seluruh
bagian ikan patin filet, sehingga protein ikan
patin tidak dapat dijadikan sebagai sumber
nutrisi bagi bakteri lain (Rong et al. 2015).
Mekanisme formalin sebagai pengawet
makanan yaitu dengan cara mengkoagulasi
protein atau tergabung dengan asam amino
bebas dari protoplasma sel. Formaldehid
merupakan  senyawa antibakteri yang
mampu menginaktivasi protein dengan cara
mengkondensasi dengan amino bebas dalam
protein menjadi campuran lain (Sulistiani dan
Handayani 2018).

Total Bakteri L. monocytogenes
Hasil  perhitungan  total  bakteri
L. monocytogenes menunjukkan bahwa
interaksi senyawa antibakteri dengan semua
lama waktu penyimpanan dari kedua isolat
BAL memiliki pola interaksi yang sama, yaitu
interaksi antara perlakuan F, A, SB, dan ATL
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Figure 1 Total bacterial colonies of catfish filet treated with antimicrobial compounds from isolates
(A) L.rhamnosusIN13,and (B) L. plantarumINO5.Information: F=formalinadministration
(Control+),A=distilledwater (Control-),SBSN=neutralized cell-freesupernatant,SBS=cell-
free supernatant, SB=bacterial cell biomass, ATL=distilled water without L. monocytogenes.
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dengan semua waktu penyimpanan tidak
memberi pengaruh terhadap total bakteri L.
monocytogenes. Interaksi perlakuan SBSN
dan SBS dengan lama waktu penyimpanan
14 hari memberikan pengaruh terhadap total
bakteri L. monocytogenes. Total bakteri L.
monocytogenes pada perlakuan SBSN memiliki
nilai 5,32 log CFU/g dan pada perlakuan SBS
ialah 5,46 log CFU/g (Figure 2).

Total Bakteri Asam Laktat

Nilai total BAL pada isolat L. rhamnosus
IN13 dan L. plantarum memiliki pola yang
sama, interaksi perlakuan F, A, SB, dan ATL
tidak memberikan pengaruh terhadap nilai
total BAL, pada perlakuan SBS dan SBSN
memiliki pengaruh terhadap nilai total BAL.
Interaksi perlakuan dengan lama waktu
penyimpanan pada SBSN memiliki pengaruh
terhadap nilai total BAL pada hari ke-14
dibandingkan perlakuan SBS (Figure 3).

Nilai total BAL pada perlakuan SBSN
sebesar 4.16 log CFU/g dan telah terjadi
penurunan dari nilai total BAL sebelumnya.
Penurunan ini dapat disebabkan oleh
menurunnya nilai total koloni bakteri dan
total bakteri L. monocytogenes oleh senyawa
antibakteri dari SBSN yang diduga adalah
bakteriosin. Penurunan nilai total koloni
bakteri, L. monocytogenes oleh SBSN juga akan
menurunkan nilai total BAL karena sifat SBSN
yang netral sehingga tidak terbentuknya efek
asam. Interaksi perlakuan SBS dengan lama

o= S_
'E 74 g9g
EE
5F bbb
T%;;,#_
=55
57 9 2
= 2
-y
= 0
F | A |SBS'_\'|SBS| 5B |_-‘Cll
Treatment
m day-0 g day-7 @jday-14
(A)

waktu penyimpanan 14 hari berpengaruh
terhadap nilai total BAL karena adanya efek
asam yang terbentuk dari asam organik yang
dihasilkan oleh BAL (Costa et al. 2018), oleh
karena itu pada nilai total koloni bakteri dan
nilai total L. monocytogenes menurun karena
aksi dari SBS yang mengandung senyawa
antibakteri asam organik.

Nilai pH lkan Patin Filet

Nilai pH ikan patin filet pada interaksi
antara perlakuan dengan lama waktu
penyimpanan, bahwa pada perlakuan E A,
dan ATL pada semua waktu penyimpanan
tidak memberikan pengaruh terhadap nilai
pH, tetapi perlakuan SBSN, SBS, dan SB
memiliki pengaruh terhadap nilai pH ikan
patin filet. Pola interaksi ini terlihat sama
pada kedua isolat BAL. Interaksi perlakuan
SBS dengan masing-masing lama waktu
penyimpanan memiliki pengaruh terhadap
nilai pH, perlakuan SBS memberikan efek
asam dari asam organik yang dihasilkan oleh
BAL, nilai pH yang menurun selama waktu
penyimpanan berkorelasi dengan nilai total
BAL yang semakin meningkat, nilai total
koloni bakteri, dan nilai total L. monocytogenes
menurun selama masa penyimpanan ikan
patin filet. Hal ini membuktikan bahwa SBS
merupakan senyawa antibakteri yang dapat
mengurangi nilai total koloni bakteri dan
nilai total L. monocytogenes. Asam organik
mampu berdifusi melalui membran plasma
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= 6 m
EEER
25 4{bby
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Figure 2 Total bacteria L. monocytogenes catfish fillet treated with antimicrobial compounds from
isolates (A) L. rhamnosus IN13, and (B) L. plantarum INO5. Information: F= formalin
administration (Control +), A= distilled water (Control -), SBSN= neutralized cell-free
supernatant, SBS= cell-free supernatant, SB= bacterial cell biomass, ATL= distilled water

without L. monocytogenes.
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Figure 3 Total LAB of catfish fillet treated with antimicrobial compounds from isolates (A)
L. rhamnosus IN13, and (B) L. plantarum INO5. Information: F= formalin administration
(Control +), A= distilled water (Control -), SBSN= neutralized cell-free supernatant,
SBS= cell-free supernatant, SB= bacterial cell biomass, ATL= distilled water without L.

monocytogenes.

mikroorganisme patogen dan menghambat
glikolisis, karena enzim kunci dalam jalur ini
sensitif terhadap pH rendah (Stoyanova et al.
2012).

Interaksi perlakuan SBSN dengan lama
waktu penyimpanan memiliki pengaruh
yang berbeda. Nilai pH ikan patin filet pada
waktu penyimpanan hari ke-0, ke-7, dan ke-
14 berturut-turut 6,93, 6,63, dan 6,37 (Figure
4), nilai pH dari hasil tersebut masih dalam
rentang nilai pH kategori ikan segar menurut
(Kayim dan Can 2010) yakni berkisar 6,2-7,0.
Nilai pH tersebut berkorelasi dengan nilai
total koloni bakteri dan nilai total bakteri

8 - . o
R I e R S . -
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2
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L. monocytogenes ~ yang  cenderung
menurun selama masa penyimpanan.
Maulidayanti et al (2019) menyatakan
bahwa senyawa antibakteri pada SBSN
berupa bakteriosin dari isolat L. rhammnosus
IN13 memiliki aktivitas optimum dalam
menghambat  pertumbuhan  bakteri L.
monocytogenes pada pH 6,7, dan 8. Bakteriosin
dari isolat L. rhamnosus IN13 juga memiliki
karakteristik stabil pada pH 2 sampai dengan
10, stabil terhadap penambahan garam, dan
stabil terhadap beberapa surfaktan. Faktor pH
memiliki peranan penting dalam menentukan
keamanan pangan sebagai bahan pengawet
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Figure 4 The pH value of catfish fillet treated with antimicrobial compounds from isolates (A)
L. rhamnosus IN13, and (B) L. plantarum INO5. Information: F= formalin administration
(Control +), A= distilled water (Control -), SBSN= neutralized cell-free supernatant,
SBS= cell-free supernatant, SB= bacterial cell biomass, ATL= distilled water without L.

monocytogenes.
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makanan (Usmiati 2007). Kemampuan
bakteriosin yang stabil pada pH netral cocok
diaplikasikan pada prosuk pangan dan
dapat menjadi pilihan pengganti nisin yang
diketahui hanya aktif pada pH 5,0 dan 5,5
(Gautam et al. 2014). Kemampuan stabilitas
bakteriosin pada kisaran pH vyang luas
diperlukan dalam aplikasi berbagai jenis
pangan, baik pangan dengan tingkat keasaman
tinggi, netral maupun rendah (Costa et al.
2018).

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan  bahwa  aplikasi  senyawa

antibakteri berupa supernatan bebas sel
netral (SBSN), supernatan bebas sel (SBS),
dan biomassa sel bakteri (SB) dari isolat
L. rhamnosus IN13 dan L. plantarum
INO5 mampu menghambat pertumbuhan
L. monocytogenes untuk pengawetan ikan
patin filet. Penggunaan SBSN dari kedua
bakteri asam laktat dengan lama penyimpanan
14 hari merupakan perlakuan senyawa
antibakteri  terbaik untuk pengawetan
ikan patin filet yang terkontaminasi
L. monocytogenes dibandingkan perlakuan SBS
dan SB. Perlakuan SBSN tidak menurunkan
pH hingga 5,0 seperti pada SBS dan SB.
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