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ABSTRACT

Cronobacter sakazakii is an opportunistic foodborne pathogen reported to cause necrotizing
enterocolitis, bacteremia, and meningitis in certain groups of infant. C. sakazakii has been reported to
survive at low ay or dryness. Presence of wild-type C. sakazakii in dry product is difficult to be
distinguished from naturally occuring C. sakazakii. A pGFPuv mutant of C. sakazakii has been reported to
have similar growth pattern, thus has the potential to be used in further investigation. The study aimed to
evaluate the effect of initial moisture content and relative humidity (RH) on the survival rate of C. sakazakii
pGFPuv in corn kernels during storage at room temperature. The study consists of drying corn kernels to
achieve moisture contents of 12 and 16% (w.b), inoculation of C. sakazakii pGFPuv, and storage at RH 50,
70 and 90% for 12 weeks. Every two week, corn kernels were sampled and the moisture content was
measured using oven method, water activity was measured with a,, meter, and total C. sakazakii pGFPuv
was enumerated by spread plate method. Meanwhile, total bacteria, mold and yeast were enumerated by
pour plate method. Corn kernels achieved equilibrium moisture content and ay after two weeks of storage.
The number of C. sakazakii decreased rapidly during storage at RH 70 and 90%, however they could
survived at RH 50% for 12 weeks, especially when the initial moisture content was 16%. The total bacteria
decreased by 3.5-3.9 Log CFU/g during storage at three RHs, but mold and yeast increased rapidly at RH
90%.
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ABSTRAK

Cronobacter sakazakii adalah bakteri patogen bawaan pangan oportunistik yang dapat menyebab-
kan necrotizing enterocolitis, bacteremia, dan meningitis pada kelompok bayi tertentu. C. sakazakii telah
dilaporkan dapat bertahan pada lingkungan dengan aw rendah atau kodisi kering. Penggunaan inokulan
C. sakazakii wild-type pada produk kering sulit dibedakan dengan C. sakazakii yang secara alami sudah
ada pada produk tersebut. Mutan C. sakazakii pGFPuv telah dilaporkan memiliki pola pertumbuhan serupa
dengan isolat wild-typenya, sehingga dapat digunakan untuk tujuan penelitian ini. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh kadar air awal dan kelembaban relatif (RH) terhadap sintasan C. sakazakii
pGFPuv dalam jagung pipilan selama penyimpanan pada suhu ruang. Penelitian ini terdiri dari
pengeringan jagung pipilan untuk mencapai kadar air awal 12 dan 16% (bb), inokulasi C. sakazakii
pGFPuv, dan penyimpanan pada RH 50, 70 dan 90% selama 12 minggu. Setiap dua minggu, jagung
pipilan diukur kadar airnya dengan metode oven, aktivitas airnya dengan a, meter, dan dihitung jumlah
C. sakazakii pGFPuv dengan metode sebar, total bakteri dan jumlah kapang dan khamir dengan metode
tuang. Jagung pipilan mencapai kadar air dan ay kesetimbangan setelah 2 minggu penyimpanan. Jumlah
C. sakazakii pGFPuv menurun dengan cepat selama penyimpanan pada RH 70 dan 90%, tetapi
C. sakazakii pGFPuv dapat bertahan hidup pada RH 50% selama 12 minggu penyimpanan, terutama
pada kadar air awal 16%. Total bakteri menurun sebesar 3,5-3,9 Log CFU/g pada ketiga RH
penyimpanan, sedangkan jumlah kapang dan khamir meningkat pada RH 90%.

Kata kunci: Cronobacter sakazakii pGPuv, jagung pipilan, kadar air, penyimpanan, RH
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PENDAHULUAN

Cronobacter sakazakii adalah bakteri patogen
bawaan pangan oportunistik yang dapat menyebab-
kan gejala infeksi seperti radang usus (necrotizing
enterocolitis), keracunan darah (bacteremia), dan
radang selaput otak (meningitis) pada kelompok
bayi tertentu dengan tingkat kematian 50-80%
(Healy et al., 2010). Menurut FAO-WHO (2008)
sejak tahun 1958 sampai juli 2008 di dunia telah
terjadi 120 kasus infeksi C. sakazakii pada bayi dan
anak-anak sampai usia 3 tahun. Pada tahun 2010
dilaporkan adanya dugaan transmisi C. sakazakii
dari susu formula ke bayi yang menyebabkan dua
bayi sakit di Mexico (Jackson et al., 2015). Sumber
kontaminasi C. sakazakii dapat berasal dari lingku-
ngan dan makanan (lversen dan Forsythe, 2003).
C. sakazakii telah diisolasi dari beberapa makanan
seperti susu formula bayi, makanan bayi kering,
produk keju dan ingredien makanan kering seperti
bumbu dan rempah-rempah (Estuningsih et al.,
2006; Friedamann, 2007). Akan tetapi, hanya susu
formula yang dihubungkan dengan infeksi
C. sakazakii (Bowen dan Braden, 2006).

C. sakazakii dilaporkan lebih resisten terhadap
kekeringan dibandingkan bakteri E. coli, Salmonella,
dan Enterobacteriaceae lainya dan dapat bertahan
dalam kondisi kering lebih dari 2 tahun (Breeuwer et
al., 2003; Osaili dan Forsythe, 2009). C. sakazakii
sudah dilaporkan bertahan dalam susu skim bubuk
selama penyimpanan 3 bulan pada RH 50, 70 dan
90% (Dewanti-Hariyadi et al., 2012). Bakteri patogen
ini bertahan lebih baik pada akivitas air (a,) rendah
(0,25-0,30) daripada a, tinggi (0,69-0,82) selama
penyimpanan 12 bulan (Beuchat et al., 2009). Pe-
nurunan jumlah C. sakazakii pada susu formula
lebih besar pada a,, 0,43-0,50 daripada a,, 0,25-0,30
selama penyimpanan 12 bulan (Gurtler dan
Beuchat, 2007).

Kemampuan C. sakazakii bertahan pada pro-
duk pangan kering selama penyimpanan berpotensi
menjadikan produk pangan kering tersebut sebagai
sumber bakteri patogen C. sakazakii. Untuk meneliti
sintasan C. sakazakii pada produk pangan kering,
penggunaaan galur wild-type memiliki keterbatasan
karena tidak dapat dibedakan dari C. sakazakii yang
mungkin terdapat secara alami pada produk pangan
tersebut. Untuk itu, penelitian ini memanfaatkan
mutan C. sakazakii hasil transformasi dengan
plasmid yang mengandung gen penyandi green
fluoresencent protein (pGFP) yang dapat berpendar
hijau (Nurjanah et al., 2014). Jagung dipilih karena
secara luas digunakan sebagai bahan baku untuk
produk pangan kering, baik dalam bentuk pati
maupun tepung jagung. Selain itu, beberapa
penelitian menunjukkan C. sakazakii telah diisolasi
dari jagung atau produk turunan jagung (Restaino et

al., 2006; Gitapratiwi et al., 2012). Kadar air awal
jagung dan kelembaban udara ruang penyimpanan
(RH) diduga dapat mempengaruhi sintasan
C. sakazakii selama proses penyimpanan. Untuk itu,
pada penelitian ini penyimpanan jagung dilakukan
dengan kadar air awal jagung (12 dan 16% bb) dan
tingkat kelembaban udara ruang penyimpanan yang
berbeda (RH 50, 70, dan 90%).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk meng-
evaluasi sintasan C. sakazakii selama penyimpanan
jagung pipilan dengan kadar air awal bahan dan RH
(relative humidity) yang berbeda dengan mengguna-
kan mutan C. sakazakii pGFPuv. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai dasar per-
timbangan dalam menyimpan jagung pipilan pada
kondisi kadar air awal bahan dan RH ruang pe-
nyimpanan yang tepat sehingga keamanan pangan
terjaga.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain jagung varietas Pioneer P27 Gajah
(Kebun Percobaan IPB Cikabayan, Indonesia) dan
isolat Cronobacter sakazakii pGFPuv E2 yang
sudah ditransformasi dengan plasmid pGFPuv
(SEAFAST Center, Indonesia).

Pembuatan jagung pipilan

Jagung varietas Pioneer P27 Gajah dengan
umur panen 98 hari dipipil secara manual dan
dikeringkan dengan cabinet dryer (H.ORTH GmbH,
West Germany) pada suhu 50°C hingga diperoleh
jagung pipilan dengan kadar air yang diinginkan
yaitu 12 dan 16% bb.

Konfirmasi isolat Cronobacter sakazakii pGFPuv

Konfirmasi isolat C. sakazakii pGFPuv me-
ngacu pada penelitian Nurjanah et al. (2013). Stok
beku isolat mutan C. sakazakii pGFPuv diinkubasi
dalam media Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid Ltd,
UK) yang disuplementasi 100 pg/mL ampisilin (PT.
Erita Farma, Indonesia) pada suhu 37°C selama 24
jam. C. sakazakii pGFPuv dikonfirmasi dengan me-
numbuhkannya pada media TSAA vyaitu media
Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid Ltd, UK) yang
disuplementasi 100 pg/mL ampisilin dengan cara
menggoreskan satu loop ke permukaan media
tersebut. Setelah itu, kultur diinkubasi menggunakan
inkubator (Heraeus, Germany) pada suhu 37°C
selama 24 jam dan diamati di bawah sinar lampu UV
(Desaga, Heidelberg, Germany) dengan panjang
gelombang 366 nm. Koloni C. sakazakii pGFPuv
akan tampak berfluorosen (berpendar hijau).
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Persiapan Cronobacter sakazakii pGFPuv se-
bagai Inokulum

Pembuatan inokulum C. sakazakii pGFPuv
mengacu pada penelitian Nurjanah et al. (2013).
Koloni berfluoresen yang tumbuh pada media TSAA
disuspensikan dengan larutan pengencer Buffered
Peptone Water (BPW) (Oxoid Ltd, UK) dan disen-
trifugasi menggunakan sentrifus (HERMLE Z383K,
Germany) dengan kecepatan 3500 rpm (2.600 x Q)
selama 10 menit pada suhu 4°C. Setelah super-
natan dibuang, pelet dicuci dengan 10 mL BPW dan
disentrifugasi kembali. Pelet sel diresuspensi dalam
BPW, distandarisasi jumlah selnya dengan mengu-
kur Optical Density (OD) pada A=590 nm meng-
gunakan spektrofotometer UV-VIS (Shimadzu UV-
2450, Japan). Pengenceran dilakukan sampai men-
cagai nilai OD 0,4 yang setara dengan jumlah koloni
10° CFU/mL, dan selanjutnya suspensi mutan ini
digunakan sebagai inokulum.

Inokulasi dan penyimpanan jagung

Sejumlah C. sakazakii pGFPuv diinokulasikan
ke jagung pipilan dalam kantong plastik steril
kemudian diaduk rata sehingga jumlah awal
C. sakazakii pGFPuv pada jagung pipilan adalah
10° CFU/g. Kemudian, sampel disimpan di dalam
botol kaca yang berisi larutan garam teknis K,CO3
(RH #50%), NaNO; (RH +70%) dan BaCl, (RH
+90%) (Shen Zhen Yang Feng Industrial Co., Ltd.,
China) jenuh pada suhu ruang (27-30°C) selama 12
minggu (Greenspan, 1977). Percobaan diulang 2
kali untuk setiap perlakuan RH penyimpanan.

Analisis kadar air dan aktivitas air (a,) selama
penyimpanan jagung pipilan

Analisis kadar air dan a, dilakukan pada
kelompok kontrol setiap dua minggu selama 12
minggu penyimpanan. Kadar air jagung pipilan
diukur menggunakan oven kadar air (Memmert,
Western Germany) pada suhu 105°C selama
minimal 6 jam (Nielsen, 2010). Pengukuran a,,
dilakukan menggunakan alat a, meter (Rotronic,
USA) yang telah dikalibrasi (Passot et al., 2012).

Analisis jumlah C. sakazakii pGFPuv selama
penyimpanan jagung pipilan

Sebanyak 10 g sampel dilarutkan ke dalam 90
mL BPW, dihomogenkan dengan pengocokan
manual, dan dilakukan seri pengenceran untuk
dipupukan dengan metode sebar ke dalam media
TSAA ((TSA) + 100 pg/mL ampisilin). Setelah itu,
diinkubasi menggunakan inkubator pada suhu 37°C
selama +24 jam, kemudian koloni dihitung di bawah
sinar lampu UV dengan panjang gelombang 366
nm, sesuai Standard Plate Count (BAM, 2001).
Kurva jumlah C. sakazakii selama penyimpanan
dibuat dengan memplot jumlah koloni C. sakazakii
(Log CFU/g) pada sumbu Y dan interval waktu
(minggu) penyimpanan pada sumbu X.

Kurva sintasan C. sakazakii selama penyimpa-
nan jagung

Kurva ketahanan hidup isolat C. sakazakii
pGFPuv dibuat dengan memplotkan logaritma
jumlah koloni yang bertahan hidup pada waktu
tertentu (Nt) dibagi dengan jumlah koloni awal (No)
pada sumbu Y dan interval waktu (minggu) penyim-
panan pada sumbu X. Laju penurunan jumlah
(Log/minggu) selama penyimpanan ditunjukkan oleh
besarnya slope dari persamaan linier (Nurjanah et
al., 2013).

Analisis statistik

Perlakuan dilakukan sebanyak dua kali
ulangan. Data jumlah C. sakazakii pGFPuv yang
bertahan selama penyimpanan diuji normalitasnya
dengan metode Saphiro Wilk. Pengaruh kadar air
awal terhadap jumlah C. sakazakii pGFPuv selama
penyimpanan dianalisis menggunakan uji t ber-
pasangan jika data tersebar normal atau meng-
gunakan uji Mann-Whitney jika data tidak tersebar
secara normal. Pengaruh RH ruang penyimpanan
terhadap jumlah C. sakazakii pGFPuv selama
penyimpanan dianalisis menggunakan One Way
Anova dengan uji lanjut Duncan jika data tersebar
normal atau uji Friedman dengan uji lanjut Wilcoxon
jika data tidak tersebar secara normal.

Analisis total bakteri dan jumlah kapang dan
khamir selama penyimpanan jagung pipilan

Analisis total bakteri dan jumlah kapang dan
khamir pada jagung pipilan dilakukan setiap dua
minggu selama 12 minggu penyimpanan. Sebanyak
10 g sampel dilarutkan ke dalam 90 mL BPW,
dihomogenkan dengan pengocokan manual, dan
dilakukan seri pengenceran. Total bakteri dianalisis
menggunakan metode tuang dalam media Plate
Count Agar (PCA) (Oxoid Ltd., UK) dan diinkubasi
menggunakan inkubator pada suhu 35°C selama
+48 jam (BAM, 2001). Jumlah kapang dan khamir
dianalisis menggunakan metode tuang dalam media
media Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid Ltd, UK)
ditambah asam tartarat 10% (Merck, USA) dan
diinkubasi menggunakan inkubator (Fisher Scien-
tific, USA) pada suhu 25°C selama 3-5 hari, me-
ngacu pada penelitian Aguayo et al. (2006).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perubahan kadar air dan aktivitas air (a,) jagung
pipilan selama penyimpanan

Kadar air dan a, jagung pipilan mencapai
kesetimbangan setelah penyimpanan 2 minggu
pada RH penyimpanan 50, 70, dan 90% (Gambar 1
dan 2).
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Gambar 2. Perubahan aktivitas air jagung pipilan
dengan kadar air awal 12% (A) dan
16% (B)

Akan tetapi, jagung pipilan berkadar air awal
12% yang disimpan di RH 70% dan jagung pipilan
berkadar air awal 16% yang disimpan di RH 90%
sudah mengalami kadar air kesetimbangan dari
awal penyimpanan. Demikian juga, jagung pipilan
berkadar air 12% yang disimpan di RH 70% sudah
mengalami a,, kesetimbangan dari awal penyimpa-
nan. Kadar air kesetimbangan jagung pipilan yang
disimpan pada RH 50, 70, dan 90% berturut-turut
sebesar 9,9+0,09; 12,3+0,5; 16+0,08% pada kadar
air awal 12%, dan 9,9+0,15; 13,2+0,11; 16,1+0,01%
pada kadar air awal 16%. Sementara itu, a, kese-
timbangan jagung pipilan yang disimpan pada RH
50, 70, dan 90% berturut-turut sebesar 0,45+ 0,01;
0,67£0,03; 0,82+0,03 pada kadar air awal 12% dan
0,45+0,01; 0,68+0,01; 0.85+0.00 pada kadar air
awal 16%. Kadar air dan a, kesetimbangan jagung
pipilan tersebut dipengaruhi oleh RH penyimpanan.
Kingsly dan lleleji (2009) menyatakan kelembaban
udara (RH) yang tinggi memberikan nilai kadar air
kesetimbangan jagung pipilan yang tinggi juga.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dengan
kadar air awal yang berbeda jagung pipilan men-
capai kadar air kesetimbangan yang serupa pada
RH penyimpanan yang sama. Hal ini terjadi karena
bila jagung pipilan berkadar air awal 12% disimpan
di lingkungan dengan kelembaban relatif lebih tinggi
maka jagung pipilan tersebut akan menyerap uap air
dari lingkungannya hingga tercapai kondisi kadar air
kesetimbangan. Sementara itu, apabila jagung
pipilan berkadar air awal 16% disimpan di lingku-
ngan dengan kelembaban relatif lebih rendah maka
sebagian air dari produk pangan tersebut akan
berpindah ke lingkungannya hingga kadar air kese-
timbangan tercapai (Strelec et al., 2010).

Hal serupa terjadi pada aktivitas airnya dimana
dengan kadar air awal yang berbeda jagung pipilan
mencapai a, kesetimbangan yang serupa pada RH
penyimpanan yang sama. Jagung pipilan berkadar
air awal 12% memiliki a,, awal sebesar 0,67 dan
ketika disimpan di lingkungan dengan kelembaban
relatif tinggi akan menyerap uap air dari lingkungan
hingga dicapai a, kesetimbangannya. Sementara
itu, jagung pipilan berkadar air awal 16% memiliki a,,
awal sebesar 0,77 dan ketika disimpan di ling-
kungan dengan kelembaban relatif rendah akan
melepas sebagian airnya ke lingkungan hingga
dicapai a,, kesetimbangannya.

Perubahan jumlah C. sakazakii
pipilan selama penyimpanan

C. sakazakii pGFPuv pada jagung pipilan ber-
kadar air awal 12 dan 16% mengalami penurunan
selama penyimpanan pada tiga RH yang berbeda.
Penurunan jumlah C. sakazakii pGFPuv pada RH
50% lebih lambat daripada RH 70 dan 90%
(Gambar 3). Pada 12 minggu penyimpanan,
C. sakazakii pGFPuv yang bertahan pada jagung

pada jagung
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pipilan berkadar air awal 12 dan 16% di RH 50%
berturut-turut sebesar 0,7+0,92 dan 2,5+0,11 Log
CFU/g sedangkan pada RH 70 dan 90% sudah tidak
ada bakteri C. sakazakii pGFPuv yang bertahan. Pe-
nurunan C. sakazakii pGFPuv pada jagung pipilan
berkadar air awal 12 dan 16% yang disimpan pada
RH 50% selama 12 minggu berturut-turut sebesar
54 dan 3,8 Log CFU/g. Jumlah C. sakazakii
pGFPuv pada jagung pipilan setelah penyimpanan
tersebut dipengaruhi oleh RH penyimpanan
(P<0,05). Laporan serupa oleh Dewanti-Hariyadi et
al. (2012) juga menunjukkan penurunan C. sakazaki
pada susu skim selama 12 minggu penyimpanan
dipengaruhi oleh RH penyimpanan, dimana penuru-
nan terbesar terjadi pada RH 90% dibandingkan RH
50 dan 70%.
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Gambar 3. Perubahan jumlah C. sakazakii pGFP-
uv pada jagung pipilan dengan kadar
air awal 12% (A) dan 16% (B)

Penurunan jumlah C. sakazakii pGFPuv yang
lambat pada RH 50% juga berkaitan dengan
penurunan a,-nya selama penyimpanan. Menurut
Gurtler dan Beuchat (2007) kelangsungan hidup
C. sakazakii meningkat ketika a, sangat rendah.
Aktivitas air jagung pipilan yang disimpan pada RH
50% lebih rendah daripada RH 70% dan RH 90%.
a,, jagung pipilan berkadar air awal 12 dan 16% di
RH 50% berturut-turut sebesar 0,45+0,01 dan 0,45
+0,01 sedangkan di RH 70% sebesar 0,67+0,03 dan
0,68+0,01, dan di RH 90% sebesar 0,82+0,03 dan

0,85+0,00. Penelitian Beuchat et al. (2009) menun-
jukkan C. sakazakii bertahan lebih baik pada for-
mula dan sereal bayi dengan a,, 0,25-0,30 daripada
a,, 0,69-0,82 selama penyimpanan 12 bulan. Lin dan
Beuchat (2007) menyatakan dengan meningkatnya
a,, dapat mempercepat laju kematian C. sakazakii.
Selain itu, meningkatnya jumlah kapang dan khamir
pada jagung pipilan yang disimpan di RH 90% juga
dapat menyebabkan penurunan jumlah C. sakazakii
pGFPuv yang sangat cepat dibandingkan pada
jagung pipilan yang disimpan di RH 50%.

Sintasan C. sakazakii pGFPuv pada jagung
pipilan dapat diketahui dengan membandingkan laju
penurunan jumlah koloni yang bertahan hidup pada
waktu tertentu (Nt) dengan jumlah koloni awal (No).
Laju penurunan jumlah C. sakazakii pGFPuv per
minggu ditunjukkan oleh besarnya slope yang di-
peroleh dari persamaan linier kurva sintasan. Laju
penurunan jumlah isolat C. sakazakii pGFPuv pada
jagung pipilan berkadar air awal 12 dan 16% yang
disimpan di RH 50% lebih lama dibandingkan pada
RH 70 dan 90% (Gambar 4). Hal ini ditunjukkan
dengan nilai slope dari persamaan linier RH 50%
lebih kecil dibandingkan RH 70 dan 90%. Pada
jagung pipilan berkadar air awal 12 dan 16%, laju
penurunan C. sakazakii pGFPuv pada RH 50% ber-
turut-turut sebesar 0,789 dan 0,557 siklus Log/
minggu, sedangkan pada RH 70% berturut-turut
sebesar 2,001 dan 1,487 siklus Log/minggu, dan
pada RH 90% berturut-turut sebesar 2,024 dan
2,058 siklus Log/minggu.

Lama Penyimpanan (Minggu)
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O = L 1 1 1 1 )
-1 4N
o
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o RH 50% (b)
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* RH 90% (a)
a RH 90% (b)

Gambar 4. Sintasan C. sakazakii pGFPuv mutan
pada jagung pipilan berkadar air awal
12% (a) dan 16% (b) selama penyimpa-
nan pada RH 50, 70, dan 90%
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Pada RH 50%, Ilaju penurunan jumlah
C. sakazakii pGFPuv di jagung pipilan berkadar air
awal 16% lebih lambat dibandingkan dengan jagung
pipilan berkadar air awal 12%. Hal ini ditunjukkan
dengan nilai slope dari persamaan garis linier
jagung pipilan berkadar air awal 16% yang lebih
kecil dibandingkan dengan jagung pipilan berkadar
air awal 12%. Pada RH 50%, laju penurunan jumlah
C. sakazakii pGFPuv di jagung pipilan berkadar air
awal 12 dan 16% berturut-turut sebesar 0,789 dan
0,557 siklus Log/minggu. Akan tetapi, berdasarkan
uji non parametrik independent samples, kadar air
awal jagung pipilan berpengaruh tidak nyata
(P>0,05) terhadap jumlah C. sakazakii pGFpuv yang
bertahan hidup di RH 50% setelah penyimpanan.
Hal ini disebabkan karena kedua taraf kadar air awal
jagung pipilan tersebut pada RH 50% mengalami
kadar air kesetimbangan setelah minggu kedua dan
memiliki kadar air yang serupa selama penyim-
panan. Kadar air jagung pipilan berkadar air awal 12
dan 16% berturut-turut memilki kadar air selama
penyimpanan 9,4-9,9% dan 9,8-10,1%.

Penelitian Breeuwer et al. (2003) menunjukkan
sintasan C. sakazakii pada kondisi kering disebab-
kan oleh kemampuannya mengakumulasi trehalosa,
yang berperan dalam menstabilkan membran fos-
folipid dan proteinnya. Trehalosa akan berikatan
(ikatan hidrogen) secara langsung dengan gugus
polar dari fosfolipid sehingga dapat menstabilkan
ikatan yang sebelumnya ditempati air (Patist dan
Zoerb, 2005). Trehalosa dapat meningkatkan
tegangan permukaan dengan cairan intraseluler
sehingga dapat mencegah terjadinya autolisis.
Semakin banyak cairan intraseluler terikat dengan
trehalosa maka interaksi hidrofobik intramolekuler
akan semakin meningkat, sehingga kerusakan
membran dan protein dapat dicegah (Leslie et al.,
1995). Selain trehalosa, adanya zat terlarut betaine
juga dapat membuat C. sakazakii resisten terhadap
kondisi kering (Feeney et al., 2014). Menurut
penelitian Riedel dan Lehner (2007) C. sakazakii
dapat bertahan dalam keadaan kering karena
adanya akumulasi protein yang berperan struktural
dan protektif. Protein tersebut adalah protein heat
shock (Hsp), protein cold shock (Cspc), protein
perlindungan dan perbaikan (Dps), protein pengika-
tan DNA (Hns) seperti histon, dan protein protektif
yang melawan oksigen radikal, superoksida dis-
mutase, dan alkil hidroperoksida reduktase.

Perubahan total bakteri
selama penyimpanan
Total bakteri pada jagung pipilan mengalami
penurunan selama 12 minggu penyimpanan pada
ketiga RH (Gambar 5). Pada jagung pipilan dengan
kadar air awal 12%, total bakteri setelah penyim-
panan pada RH 50, 70, 90% berturut-turut sebesar
2,3+0,15; 2,3+0,25 dan 2,2+0,14 Log CFU/g dari

pada jagung pipilan

jumlah awal 6,1+0,1 Log CFU/g. Sementara itu,
pada jagung pipilan dengan kadar air awal 16%,
total bakteri setelah penyimpanan pada RH 50, 70,
90% berturut-turut sebesar 2,8+0,06; 2,7+0,02; dan
2,6+0,08 Log CFU/g dari jumlah awal 6,3+0,05 Log
CFU/g. Total bakteri pada jagung pipilan setelah
penyimpanan tersebut tidak berbeda signifikan
meskipun kadar air awal dan RH yang berbeda.

Total Bakteri (Log CFU/g)
O P N W b 01 O N

0 2 4 6 8 10 12
Lama Penyimpanan (Minggu)

—e—RH 50% —=—RH 70% ——RH 90%

Total Bakteri (Log CFU/Q)
O P N W > 01 O N

0 2 4 6 8 10 12
Lama Penyimpanan (Minggu)
—e—RH 50% —=—RH 70% ——RH 90%
Gambar 5. Perubahan total bakteri pada jagung
pipilan dengan kadar air awal 12% (A)
dan 16% (B)

Total bakteri di jagung pipilan berkadar air awal
12% turun lebih banyak daripada jagung pipilan
berkadar air awal 16% selama 12 minggu penyimpa-
nan. Penurunan total bakteri di jagung pipilan
berkadar air awal 12% sebesar 3,8; 3,8; 3,9 Log
CFU/g berturut-turut pada RH 50, 70, dan 90%,
sedangkan pada jagung pipilan berkadar air awal
16% sebesar 3,5; 3,6; 3,7 Log CFU/g berturut-turut
pada RH 50, 70, dan 90%. Penurunan total bakteri
pada RH 50 dan 70% dapat disebabkan oleh
penurunan nilai a,, jagung pipilan selama penyimpa-
nan dimana a, tersebut tidak sesuai untuk per-
tumbuhan bakteri. Nilai a, jagung pipilan berkadar
air 12 dan 16% selama penyimpanan sebesar 0,43-
0,46 pada RH 50% dan 0,66-0,69 pada RH 70%.
Penelitian Leong et al. (2012) menemukan bakteri
asam laktat (Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
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citreum) muncul di awal penyimpanan dan bakteri
Enterobacteriaceae dominan selama penyimpanan
jagung. Akan tetapi, pertumbuhan bakteri asam
laktat dan Enterobacteriaceae dipengaruhi oleh nilai
a,-nya, dimana bakteri asam laktat dan Entero-
bacteriaceae tidak dapat tumbuh berturut-turut pada
a,, di bawah 0,90 dan 0,95. Ketika bakteri terpapar
pada lingkungan ber-a,, rendah, jumlah air bebas
pada jagung pipilan tersebut tidak cukup untuk
mempertahankan viabilitas selnya sehingga sel
mengalami dehidrasi dan tidak mampu untuk
tumbuh atau bahkan mengalami kematian (Sperber
dan Doyle, 2009). Sementara itu, penurunan total
bakteri pada RH 90% dapat disebabkan oleh
meningkatnya jumlah kapang dan khamir akibat
meningkatnya a, jagung pipilan pada RH 90%.
Peningkatan jumlah kapang dan khamir tersebut
menyebabkan interaksi antagonis dengan bakteri
dalam bersaing mendapatkan nutrisi dari substrat
jagung pipilan (Mille-Lindblom et al., 2006).

Perubahan jumlah kapang dan khamir
jagung pipilan selama penyimpanan

Jumlah kapang dan khamir pada jagung pipilan
berkadar air 12% setelah penyimpanan 12 minggu
pada RH 50, 70, dan 90% berturut-turut adalah
310,01; 3+0,03 dan 7,2+0,01 Log CFU/g dari jumlah
awal 4,1+0,07 Log CFU/g. Sementara itu, jumlah
kapang dan khamir pada jagung pipilan berkadar air
awal 16% setelah penyimpanan 12 minggu di RH
50, 70, dan 90% berturut-turut sebesar 3,5+0,14;
4,2+0,11 dan 7,4+0,01 Log CFU/g dari jumlah awal
4,1+0,04 Log CFU/g. Selama penyimpanan 12
minggu, jumlah kapang dan khamir pada jagung
pipilan berkadar air awal 12% yang disimpan pada
RH 50 dan RH 70% mengalami penurunan sebesar
1,1 Log CFU/g, sedangkan pada RH 90% me-
ngalami peningkatan sebesar 3,1 Log CFU/g, dan
jumlah kapang dan khamir pada jagung pipilan
berkadar air awal 16% yang disimpan pada RH 50%
mengalami penurunan sebesar 0,6 Log CFU/g,
sedangkan pada RH 70 dan RH 90% mengalami
peningkatan berturut-turut sebesar 0,1 dan 3,3 Log
CFU/g (Gambar 6). Jumlah kapang dan khamir pada
jagung pipilan setelah penyimpanan tersebut dipe-
ngaruhi oleh RH penyimpanan. Menurut Kusuma-
ningrum et al. (2010), kelembaban relatif merupakan
faktor yang mempengaruhi pertumbuhan kapang
A. flavus pada jagung pipilan di daerah Bojonegoro
selama penyimpanan.

Jumlah kapang dan khamir setelah penyimpa-
nan pada jagung pipilan baik berkadar air awal 12
maupun 16% yang disimpan di RH 90% lebih besar
daripada RH 50 dan 70%. Selain disebabkan oleh
RH penyimpanan yang lebih tinggi, pertumbuhan
kapang dan khamir pada RH 90% tersebut berkaitan
dengan peningkatan a,-nya, yaitu 0,83-0,87, yang
merupakan a, yang sesuai untuk pertumbuhan

pada

kapang dan khamir. a, minimal untuk pertumbuhan
kapang dan khamir pembusuk berturut-turut adalah
0,84 dan 0,90 (Sperber dan Doyle, 2009). Menurut
Marin et al. (1998), kapang Aspergillus spp. pada
media ekstrak jagung dapat bergerminasi pada a,,
0,85-0,88, dimana Aspergillus niger mampu ber-
germinasi pada a,, 0,8, sedangkan Aspergillus flavus
pada 0,85. A. awamori yang diisolasi dari jagung
pipilan memiliki a,, minimal pertumbuhan 0,85 pada
suhu 30°C (Astoreca et al., 2007).

A

O P, N W H 01 O N

Jumlah Kapang dan Khamir
(Log CFU/qg)

0 2 4 6 8 10 12
Lama Penyimpanan (Minggu)

——RH 50% —=—RH 70% —*— RH 90%

O R, N W M OO N

Jumlah Kapang dan Khamir
(Log CFUI/qg)

0 2 4 6 8 10 12
Lama Penyimpanan (Minggu)
——RH50% —=—RH70% ——RH90%

Gambar 6. Perubahan jumlah kapang dan khamir
pada jagung pipilan dengan kadar air
awal 12% (A) dan 16% (B)

Selain karena a,, jagung pipilan, pertumbuhan
kapang dan khamir pada RH 90% juga disebabkan
oleh peningkatan kadar airnya. Kadar air jagung pipil
berkadar air awal 12 dan 16% yang disimpan di RH
90% setelah penyimpanan sebesar 16-16,9 sedang-
kan di RH 70% sebesar 12,3-13,4, dan di RH 50%
sebesar 9,4-10,1. Menurut penelitian Reed et al.
(2007) jagung yang berkadar air lebih tinggi me-
ngalami pertumbuhan kapang yang lebih banyak
daripada jagung yang berkadar air lebih rendah.
Jumlah kapang pada jagung yang berkadar air 18%
lebih tinggi dibandingkan dengan jagung berkadar
air 14,8% setelah penyimpanan selama 2 minggu
pada suhu 25°C .
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KESIMPULAN

Sintasan C. sakazakii pGFPuv pada jagung
pipilan lebih dipengaruhi oleh RH ruang penyimpa-
nan dibandingkan dengan kadar air awal jagung
pipilan. C. sakazakii pGFPuv lebih bertahan hidup
pada RH 50% dibandingkan RH 70 dan 90% selama
12 minggu penyimpanan. Ketahanan hidup
C. sakazakii pGFPuv ini berkaitan dengan kemam-
puannya untuk bertahan hidup pada kondisi a,, yang
lebih rendah selama penyimpanan di RH 50% yaitu
a, 0,43-0,46. C. sakazakii pGFPuv dapat bertahan
hidup pada RH 50%, terutama pada jagung pipilan
berkadar air awal 16%. Dengan demikian, sebaiknya
penyimpanan jagung pipilan dilakukan dengan kadar
air awal 12% (bb) pada RH 50%, karena selain
menurunkan jumlah kapang dan khamirnya sebesar
1,1 Log CFU/g dan total bakteri sebesar 3,8 Log
CFU/g, juga dapat menurunkan jumlah C. sakazakii
sebesar 5,4 Log CFU/g.
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