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RINGKASAN 

 

Ikan tongkol yang tergolong famili scombroidae jika dibiarkan pada suhu 

kamar, maka segera akan terjadi proses pembusukan serta kandungan air yang 

cukup tinggi pada tubuh ikan juga merupakan media yang cocok untuk 

kehidupan atau pertumbuhan bakteri pembusuk atau mikroorganisme yang lain, 

sehingga ikan sangat cepat mengalami proses pembusukan dan menjadi tidak 

segar lagi. Jika ikan tongkol yang telah mengalami proses pembusukan ini 

dikonsumsi akan menyebabkan keracunan. Keracunan disebabkan oleh 

kontaminasi bakteri pathogen seperti Escherichia coli, Salmonella, Vibrio 

cholerae, Enterobacteriacea dan lain-lain. Keracunan yang sering terjadi pada 

ikan tongkol yaitu keracunan histamin (scombroid fish poisoning). 

Proses pembentukan histamin pada ikan sangat dipengaruhi oleh aktivitas 
enzim L-Histidine Decarboxylase (HDC). Berbagai jenis bakteri yang mampu 
menghasilkan enzim HDC, termasuk  kelompok Enterobacteriaceae, misalnya: 
Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter intermedium, 
Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, dan Morganella morganii. Untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri ini, perlu dilakukannya tindakan preventif agar 
dapat memperlambat terjadinya perubahan histidin sehingga tidak menyebabkan 
alergi. Hal yang dapat dilakukan yaitu dengan menggunakan bakteriosin sebagai 
agen antibakterial. Salah satunya adalah penggunaan bakteriosin sebagai bahan 
pengawet alami. Diketahui bahwa Lactobacillus casei adalah bakteri penghasil 
bakteriosin yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa patogen umum 
dan mikroorganisme pembusuk makanan dengan produksi bakteriosinnya. 

Penelitian dilaksanakan pada bulan  Januari 2014 – Desember 2014, di 
Laboratorium Biologi dan Medikal (Biomedik) Fakultas Kedokteran, Laboratorium 
Penyakit dan Kesehatan Ikan, dan Laboratorium Sentra Ilmu Hayati Universitas 
Brawijaya dengan tujuan  (1) Mengetahui aktivitas hambat ekstrak bakteriosin 
Lactobacillus casei terhadap pertumbuhan bakteri pembentuk histamin; (2) 
Menentukan  stabilitas ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei terhadap suhu dan 
pH; (3) Mendapatkan berat molekul ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei dan 
(4) Mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei 
yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan bakteri pembentuk histamin. 

Penelitian dilakukan terdiri dari 2 (dua) tahap, yaitu karakterisasi 

bakteriosin (ekstraksi bakteriosin, pemurnian bakteriosin, dan karakterisasi 

bakteriosin meliputi stabilitas suhu dan lama pemanasan, pH dan berat molekul 

bakteriosin) dan aplikasi bakteriosin pada bakteri pembentuk histamin 

berdasarkan konsentrasi bakteriosin yang berbeda. Hasil yang didapatkan pada 

penelitian ini, yaitu ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei mampu menghambat 

bakteri Pseudomonas sp, Proteus morgani dan Micrococcus sp. Ekstrak 



 

 

bakteriosin Lactobacillus casei memiliki stabilitas suhu yang tinggi dimana pada 

suhu 95 oC masih memiliki aktivitas hambat terhadap bakteri pembentuk 

histamin. Suhu pemanasan terbaik terletak pada suhu 45OC selama 15 menit.  

Bakteriosin Lactobacillus casei pada bakteri Pseudomonas sp mempunyai 

aktivitas optimum pada pH 5 dengan aktivitas hambat sebesar 8,25 mm, 

sedangkan pada bakteri Micrococcus sp memiliki aktivitas optimum pada pH 4 

dengan aktivitas hambat sebesar 9,25 mm. Bakteriosin aktif pada pH asam. 

Bakteriosin Lactobacillus casei memiliki berat molekul 14,34 kDa yang masuk 

dalam kelompok bakteriosin kelas III, umumnya berukuran besar (>10 kDa), dan 

tidak tahan panas. Aktivitas hambat cenderung meningkat berbanding lurus 

dengan meningkatnya konsentrasi dalam perlakuan. 

 

  



 

 

AMIDYA Nugrahani (NIM 116,080,117,011,002). Characterization of Bacteriocin 
Lactobacillus casei to Inhibit the Growth of the Histamine-Forming Bacteria 
(Pseudomonas sp, Proteus morgani, Micrococcus sp and Staphylococcus sp). 
Supervisor : Dr. Ir. Hardoko, MS, Co-supervisor : Dr. Ir. Anik Martinah H., MSc.  

 
SUMMARY 

 
Swordfish belonging to the family scombroidae if left at room temperature, 

then soon there will be a process of decay and moisture content high enough on 
the fish's body is also a medium that is suitable for life or growth of bacteria or 
microorganisms else, so the fish very quickly undergo a process of decay and 
becomes fresh again. If the tuna that have undergone a process of decay is 
consumed will cause poisoning. Poisoning caused by contamination of 
pathogenic bacteria such as Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae, 
Enterobacteriacea and others. Poisoning often occurs on the cob, namely the 
histamine (scombroid fish poisoning).  

The process of formation of histamine in fish is influenced by the activity of 
the enzyme L-histidine Decarboxylase (HDC). Various types of bacteria are able 
to produce the enzyme HDC, including the Enterobacteriaceae, for example: 
Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter intermedium, 
alvei Hafnia, Klebsiella pneumoniae, and Morganella morganii. To inhibit bacterial 
growth, it is necessary to do preventive measures in order to slow down the 
change of histidine so as not to cause allergies. Things can be done by using 
bacteriocins as an antibacterial agent. One is the use of bacteriocins as a natural 
preservative. It is known that the bacteria Lactobacillus casei is a bacteriocin 
having antibacterial activity against several common pathogens and spoilage 
microorganisms bakteriosinnya food production.  

The research was conducted in January 2014 - December 2014, in the 
Laboratory of Biology and Biochemistry (Biomedicine) Faculty of Medicine, 
Laboratory of Disease and Health Fish and Laboratory Center of Biological 
Sciences Brawijaya University with the purpose of (1) Determine the inhibitory 
activity extract bacteriocin Lactobacillus casei against bacterial growth forming 
histamine; (2) determine the stability of bacteriocins extract of Lactobacillus casei 
to temperature and pH; (3) Obtain a molecular weight bacteriocins extract of 
Lactobacillus casei and (4) Determine the influence of the extract concentration 
of Lactobacillus casei different bacteriocins in inhibiting histamine-forming 
bacteria.  

The study was conducted consisting of two (2) phases, namely the 
characterization of bacteriocins (extraction bacteriocins, bacteriocins purification, 
and characterization of bacteriocins include temperature stability and prolonged 
heating, pH and molecular weight bacteriocins) and application of bacteriocins on 
histamine-forming bacteria based on the concentration of different bacteriocins. 
The results obtained in this study, namely Lactobacillus casei bacteriocins extract 
is able to inhibit the bacteria Pseudomonas sp, Proteus morgani and Micrococcus 
sp. Lactobacillus casei bacteriocins extract has high temperature stability which 
at a temperature of 95 ° C still has inhibitory activity against histamine-forming 
bacteria. Best heating temperature is at a temperature of 45 ° C for 15 minutes. 
Bacteriocins of Lactobacillus casei bacteria Pseudomonas sp has optimum 
activity at pH 5 with inhibitory activity of 8.25 mm, while the bacteria Micrococcus 
sp has optimum activity at pH 4 with inhibitory activity of 9.25 mm , Bacteriocins 
active at acidic pH. Bacteriocin Lactobacillus casei has a molecular weight of 
14.34 kDa were included in the group of class III bacteriocins, generally large (> 



 

 

10 kDa), and heat. Inhibitory activity tends to increase proportional to the 
increase in the concentration of the treatment.  
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1. PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang 

Produksi perikanan dunia meningkat selama 10 tahun terakhir hingga 11% 

(Van West, 2006). Berdasarkan data FAO (2010), terjadi peningkatan jumlah 

produksi produksi perikanan dari 996.659 ton pada tahun 2003 menjadi 

1.045.051 ton pada tahun 2004. Ikan merupakan bahan pangan yang sangat 

mudah mengalami kerusakan (perishable food) dan cepat mengalami 

pembusukan. Kerusakan ini dapat terjadi secara biologis oleh enzim atau 

mikroorganisme pembusuk (Tabrani, 1997).  

 Ikan tongkol yang termasuk famili scombroidae bila dibiarkan pada suhu 

kamar, maka akan segera terjadi proses pembusukan. Kandungan air yang tinggi 

pada tubuh ikan adalah media yang baik untuk pertumbuhan bakteri patogen 

atau pembusuk serta mikroorganisme yang lain sehingga ikan akan cepat 

mengalami pembusukan dan menjadi tidak segar lagi. Keracunan dapat terjadi 

jika ikan tongkol yang telah mengalami proses pembusukan ini dikonsumsi 

(Kurniawan et al., 2010). Penyebab keracunan adalah karena adanya 

kontaminasi bakteri patogen seperti Enterobacteriacea, Escherichia coli, Vibrio 

cholerae, Salmonella, dan lain-lain. Keracunan pada ikan tongkol yang sering 

terjadi disebut keracunan histamin (scombroid fish poisoning). Ikan jenis ini 

mengandung asam amino histidin yang tinggi apabila asam amino ini 

dikontaminasi oleh bakteri yang menghasilkan enzim histidin dekarboksilase 

maka akan membentuk histamin (Meryandini et al., 2009). 

Beberapa jenis ikan dari famili Scombroidae memiliki kandungan histidin 

bebas yang tinggi, seperti tuna ekor kuning 740mg/100g daging, tuna mata besar 

mencapai 491mg/100g, mahi-mahi 344mg/100g, kembung 600mg/100g, 

cakalang 1192mg/100g, dan albakor yang tertinggi sampai 2g/100g. Menurut 



 

 

hasil penelitian Gonowiak et al., (1990), daging ikan yang memiliki kandungan 

histidin bebas lebih dari 100 mg/100g daging dapat menghasilkan histamin. 

Penyakit histamine fish poisoning (HFP) yang disebabkan oleh keracunan 

histamin akibat dari akumulasi jumlah histamin yang dikonsumsi. Gejala penyakit 

histamine fish poisoning ditandai dengan sakit kepala, kerongkongan terbakar, 

pembengkakan lidah, muntah – muntah, mual, diare dan gatal–gatal serta 

berlangsung cepat dari 10 menit - 2 jam setelah mengkonsumsi makanan yang 

memiliki kandungan histamin yang tinggi. Histamin adalah suatu senyawa amin 

yang dihasilkan dari proses dekarboksilasi histidin bebas atau α-amina-β-inidosal 

asam propionat).  

Aktivitas enzim L-Histidine Decarboxylase (HDC) mempengaruhi proses 

pembentukan histamin pada ikan. Jenis bakteri yang dapat menghasilkan enzim 

L-Histidine Decarboxylase adalah kelompok Enterobacteriaceae, contohnya: 

Enterobacter agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Hafnia 

alvei, Enterobacter intermedium, dan Morganella morganii (Mangunwardoyo et 

al., 2007). Untuk menghambat pertumbuhan bakteri ini, perlu dilakukannya 

tindakan preventif agar dapat memperlambat terjadinya perubahan histidin 

sehingga tidak menyebabkan alergi. Hal yang dapat dilakukan yaitu dengan 

menggunakan bakteriosin sebagai agen antibakterial. 

Bakteriosin dihasilkan oleh bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. 

Bakteriosin sering dimanfaatkan sifat anatagonistiknya dalam bidang 

biopreservatif pangan, karena memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri 

Gram positif dan Gram negatif dan memiliki efek terapeutik (Cleveland et al., 

2001). Bakteriosin sebagai pengawet makanan memiliki kelebihan antara lain : 

bakteriosin dapat mengalami degradasi oleh enzim proteolitik dalam pencernaan 

manusia sehingga tidak membahayakan untuk kesehatan manusia, stabil 

terhadap pengaruh pH dan suhu, stabil pada kondisi asam maupun basa, stabil 



 

 

pada suhu - 20°C sampai 100°C (Nurhasanah, 2004). Berikut merupakan 

bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yaitu A. gassericin dari, 

plantaricin-149 dari Lactobacillus plantarum KTP 149 (Kato et al., 1994) dan 

Lactobacillus LA39 gasseri (Muriana dan Klaenhammer, 1991) yang sudah 

terdeteksi, dimurnikan dan dikarakterisasi. Bakteriosin diproduksi oleh bakteri 

asam laktat dimana bakteriosin dapat digunakan sebagai bahan pengawet 

makanan dan mempunyai potensi sebagai pengganti antibiotik (Reenen et al., 

2006). 

Diketahui bahwa Lactobacillus casei adalah bakteri penghasil bakteriosin 

yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa patogen umum dan 

mikroorganisme pembusuk makanan dengan produksi bakteriosinnya. Hal ini 

diterangkan oleh Chotiah (2013) dengan hasil penelitian yang diperoleh, yaitu 

crude bakteriosin Lactobacillus casei memiliki sifat antagonistik terhadap bakteri 

patogen (S.typhimurium; E. coli; B. cereus dan S. enteritidis). Aktivitas 

penghambatan terhadap E. coli K99 enterotoksigenik dan S. aureus BCC 

B2062/ATCC 25923 tidak terlihat. Berdasarkan hal di atas, maka dalam 

penelitian ini akan membahas mengenai karakteristik kimia dan fisik bakteriosin 

Lactobacillus casei serta aplikasinya pada bakteri pembentuk histamin. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian tersebut diatas maka dapat dirumuskan masalah 

sebagai berikut : 

1. Apakah ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri pembentuk histamin dengan parameter uji 

aktivitas hambat? 

 



 

 

2. Bagaimana karakteristik fisik ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei 

berdasarkan stabilitas suhu dan pH optimum? 

3. Bagaimana karakteristik kimia ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei 

berdasarkan berat molekulnya? 

4. Apakah konsentrasi ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei yang 

berbeda memberikan pengaruh dalam penghambat pertumbuhan 

bakteri pembentuk histamin? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efektifitas 

ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei dalam menghambat bakteri pembentuk 

histamin. 

Adapun tujuan khusus dari penelitian yang didapat dari perumusan 

masalah  yaitu:  

1. Mengetahui aktivitas hambat ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei 

terhadap pertumbuhan bakteri pembentuk histamin. 

2. Menentukan  stabilitas ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei 

terhadap suhu dan pH. 

3. Mendapatkan berat molekul ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei. 

4. Mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak bakteriosin Lactobacillus 

casei yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan bakteri 

pembentuk histamin. 

 

1.4  Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

efektivitas ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei dalam menghambat bakteri 

pembentuk histamin dengan mengetahui karakteristik ekstrak bakteriosin 



 

 

Lactobacillus casei yang meliputi karakteristik kimia (berat molekul) dan 

karakteristik fisik (stabilitas suhu dan pH optimum) sehinga dapat digunakan 

untuk bahan pengawet alami dalam penyimpanan dingin daging ikan tongkol. 

Serta dapat mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak bakteriosin Lactobacillus 

casei yang berbeda dalam menghambat bakteri pembentuk histamin. 

 

1.5  Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi dan Medikal 

(Biomedik) Fakultas Kedokteran, Laboratorium Penyakit dan Kesehatan Ikan, 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, dan Laboratorium Sentra Ilmu Hayati 

Universitas Brawijaya pada bulan Januari 2014 – Desember 2014. 

 

  



 

 

2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Peranan Lactobacillus casei 

Lactobacillus casei termasuk sebagai Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL 

diidentifikasikan sebagai bakteri pembentuk asam laktat dalam metabolisme 

karbohidrat dan terdiri dari berbagai macam kelompok bakteri gram positif. BAL 

mempunyai peranan penting dalam melawan bakteri patogen melalui senyawa 

peptida antimikroba (Suparjo, 2008). Larsen et al., (1993) menyatakan bahwa 

Lactobacillus acidophilus TK9201 dapat menghambat bakteri Streptococcus, 

Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis dan Staphylococcus aureus, selain itu 

Lactobacillus fermentum, L.plantarum, L. brevis, dan L. casei dari susu dapat 

menghambat bakteri Escherichiacoli, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, dan 

Streptococcus (Saranya dan Hemashenpagam, 2011). 

Lactobacillus casei merupakan bakteri berbentuk batang, Gram positif, 

bersifat anaerob fakultatif, non-motil, dan tidak dapat membentuk spora. Seperti 

BAL lainnya, Lactobacillus casei toleran terhadap asam dengan asam laktat 

sebagai produk metabolisme utama. Lactobacillus casei bersifat 

heterofermentatif dan dapat tumbuh pada suhu 15OC. Sebagai bakteri 

heterofermentatif, Lactobacillus casei juga menghasilkan etanol, asam asetat dan 

CO2 selain asam laktat dari proses fermentasi glukosa melalui jalur 6- 

phosphogluconate/phosphoketolase. Produk-produk tambahan tersebut 

dihasilkan jika tidak ada penerima elektron yang tersedia. Dalam teorinya, 

fermentasi heterolaktat menghasilkan 1 mol untuk masing asam laktat, etanol, 

dan CO2 serta 1 ATP bersih per mol glukosa (Axelsson, 1998). Bakteri 

Lactobacillus casei mampu tumbuh pada suhu 15ºC dan memiliki suhu optimum 

37ºC. Untuk pH optimal produksi asam laktat adalah 3,3-7,0 (Hadiwiyoto, 1994).  



 

 

Lactobacillus casei termasuk dalam kingdom Bacteria, filum firmicutes, 

klass Bacili, order Lactobacillales, family Lactobacillaceae, genus Lactobacillus 

dan spesies Lactobacillus casei. Lactobacillus casei adalah mesofil yang berarti 

pH optimum sekitar 5,5 sementara suhu optimum sekitar 30 sampai 40oC. 

Ukuran sel Lactobacillus casei adalah sekitar 0,7 - 1,1 x 2,0-4,0 µm (Microbiologi 

Glossary, 2013). Menurut Widodo (2003), Lactobacillus casei strain shirota 

(bakteri Yakult) tumbuh pada suhu 15o – 41oC (optimum 37oC) dan aktivitas 

bakteri diperlambat pada temperatur di bawah 15oC. Dengan demikian, suhu 

merupakan faktor ekstrinsik dan merupakan faktor fisik yang sangat penting 

pengaruhnya terhadap pertumbuhan dan aktivitas mikroba. Suhu dapat 

mempengaruhi lamanya fase lag, kecepatan pertumbuhan, konsentrasi sel, 

kebutuhan nutrisi, kegiatan enzimatis dan komposisi sel (Nurwantoro dan 

Djarijah, 1997). Gambar bakteri Lactobacillus casei dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Lactobacillus casei(Microbiologi Glossary, 2013) 

Lactobacillus casei adalah bakteri asam laktat homofermentatif yang 

tahan terhadap enzim pencernaan dan dapat berkembang biak dalam saluran 

pencernaan. Bakteri asam laktat mengeluarkan peptidoglikan yang membantu 

pertahanan alamiah dan merangsang respon kekebalan dalam usus tubuh inang. 

Selain itu, Lactobacillus casei memproduksi senyawa bakteriosin yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen dalam usus halus sehingga dapat 

meningkatkan sistem kekebalan tubuh (Wahyudi dan Samsundari, 2008). 

Keberadaan Lactobacillus dalam saluran pencernaan penting untuk menjaga 



 

 

keseimbangan ekosistem mikroba dalam usus. Lactobacillus casei tergolong 

bakteri probiotik karena mampu bertahan dalam lambung dan cairan empedu, 

mampu mencapai dan berkoloni pada selaput lendir usus kecil, memproduksi 

asam laktat yang dapat memacu pertumbuhan bakteri seperti Bifidobacteria dan 

menghambat pertumbuhan bakteri merugikan (Widodo, 2003). 

Lactobacillus casei merupakan spesies yang tergolong probiotik dengan 

jumlah paling banyak dalam saluran cerna. Bakteri ini telah menunjukkan peran 

melawan bakteri patogen Eschericia coli pada percobaan yang menggunakan 

tikus yang memiliki penyakit infeksi saluran kemih, melawan Listeria 

monocytogenes pada tikus, menurunkan virus influenza pada tikus lansia, dan 

menurunkan konsentrasi Helico bacterpylori pada manusia (Goktepe et al., 

2006). Dari uji secara in vitro diketahui bahwa Lactobacillus mampu menghambat 

berbagai jenis bakteri patogen seperti Salmonella, Vibrio, Listeria, Shigella dan 

Staphylococcus. Kecuali asam laktat yang memiliki sifat antagonis, sejumlah 

Lactobacillus mampu menghasilkan komponen antimikroba yang disebut 

bakteriosin misalnya asidolin, asidofilin maupun laktosidin yang diperkirakan 

memiliki spektrum luas baik terhadap bakteri gram positif maupun negatif 

(Ahmed et al., 2010). 

Pertumbuhan bakteri asam laktat akan mengalami peningkatan dengan 

meningkatnya waktu inkubasi. Peningkatan ini berlangsung secara logaritma. 

Meningkatnya jumlah biomassa akan menyebabkan jumlah bakteriosin yang 

dihasilkan juga akan meningkat kemudian turun setelah mencapai fase stasioner 

(Boe, 1996). Fase adaptasi BAL pada awal pertumbuhan sangat diperlukan untuk 

menentukan usia kultur kerja setiap bakteri agar bakteri dalam kondisi yang sama, yaitu 

kondisi bakteri akan melakukan pertumbuhan secara eksponensial (titik akhir adaptasi). 

Hal ini juga dimaksudkan agar pertumbuhan BAL mencapai jumlah maksimal saat kultur 

starter dicampurkan dengan susu sebelum proses fermentasi (Suprihanto, 2009). Pada 



 

 

saat mikroba dipindahkan ke dalam suatu media, mikroba akan mengalami tahap awal 

yaitu penyesuaian diri dengan kondisi lingkungan (Middelbeek et al., 1992; 

Mangunwidjaja dan Suryani, 1994). Lama waktu pada fase adaptasi ditentukan 

oleh jumlah sel yang diinokulasikan, morfologis yang sesuai, kondisi fisiologis 

dan media kultivasi yang dibutuhkan (Scragg, 1991; Middelbeek et al., 1992; 

Fardiaz, 1987). 

Berdasarkan hasil penelitian Usmiati et al., (2011), kurva pertumbuhan 

Lactobacillus casei pada awal fase eksponensial pada jam ke-4. Selama 

pertumbuhan, suatu jenis bakteri melakukan perbanyakan sel dengan membelah 

diri menjadi dua, kemudian masing-masing membelah lagi menjadi dua sehingga 

jumlah tiap generasi menjadi dua kali populasi. Fase logaritmik/eksponensial 

dicirikan dengan adanya pertumbuhan yang signifikan dari sel-selnya. Menurut 

Middelbeek et al., (1992) pada fase logaritmik mikroba akan membelah dengan 

cepat dan konstan. Pada fase ini kecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi 

oleh media tempat tumbuhnya mikroba seperti pH, kelembaban udara 

kandungan nutrien dan kondisi lingkungan seperti suhu. Fase ini merupakan 

keadaan dimana pertumbuhan yang seimbang dengan laju pertumbuhan spesifik 

(μ) konstan, komposisi selular tetap, serta terjadi perubahan komposisi kimiawi 

media biakan akibat dari penggunaan substrat dan sintesis produk (Sa‟id, 1987; 

Judoamidjojo, 1990; Mangunwidjaja dan Suryani, 1994). 

Pada fase stasioner adalah kondisi dimana jumlah populasi sel tetap 

atau stasioner karena jumlah sel yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang 

mati. Sa‟id, 1987; Judoamidjojo, 1990; Middelbeek et al.,1992; Mangunwidjaja 

dan Suryani, 1994) menyatakan pada fase ini sel tetap membelah sehingga 

ukuran sel menjadi lebih kecil meskipun nutrisi telah habis dan juga mengalami 

penurunan laju pertumbuhan yang disebabkan karena kekurangan faktor 

pertumbuhan seperti vitamin dan unsur mineral (Gaman dan Sherrington, 1994). 



 

 

Berkurangnya beberapa nutrien esensial dalam media atau karena akumulasi 

autotoksin dalam media atau kombinasi dari keduanya dapat mengakibatkan 

berhentinya pertumbuhan sel. 

 

2.2 Bakteri Pembentuk Histamin 

Bakteri yang memiliki enzim histidin dekarboksilase atau bakteri 

pembentuk histamin, sebagian besar termasuk ke dalam famili 

Enterobacteriaceae. Jenis bakteri pembentuk histamin antara lain: Hafnia alvei, 

Morganella morganii, Clostridium perfringens, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 

freundii, Vibrio alginolyticus, Enterobacter aerogenes, dan Proteus sp. Hampir 

semua strain Morganella morganii dapat menghasilkan histamin mencapai 400 

mg% (Jay, 1996; Indriati et al., 2006). Niven et al., 1981 melaporkan bahwa 

Morganella morganii merupakan bakteri pembentuk histamin paling banyak yang 

ditemukan pada tuna segar, mahi-mahi dan mackerel, diikuti oleh Enterobacter 

aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Edwardsiella 

sp., Proteus sp., dan Vibrio spp. Pada kasus keracunan skombroid telah 

ditemukan adanya bakteri K.pneumoniae dengan kandungan histamin mencapai 

442 mg% pada tuna sashimi (Jay, 1996). Morganella morganii, Klebsiella sp., 

dan Proteus sp. merupakan bakteri pembentuk histamin utama dan sering 

ditemukan pada kasus keracunan histamin setelah mengkonsumsi ikan tuna 

(Respayeni et al., 2005). Proteus sp dan Hafnia alvei adalah bakteri pembentuk 

histamin lemah (Jay, 1996). 

Jenis bakteri penghasil histamin pada ikan laut dapat dilihat pada Tabel 1. 

Hampir semua bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif dan bersifat 

anaerobik fakultatif sehingga mampu tumbuh pada kondisi aerobik maupun 

anaerobik. 

 



 

 

Tabel 1. Bakteri Penghasil Histamin pada Ikan Laut 

Bakteri Spesifikasi 

Klebsiella sp. 
Clostridium sp. 
Escherichia coli 
Lactobacillus sp. 
Hafnia sp. 
Proteus sp. 
Enterobacter spp 

Gram-negatif, fakultatif anaerobik (Klebsiella pneumoniae) 
Gram-positif, fakultatif anaerobik (Clostridium perfringens) 
Gram-negatif, fakultatif anaerobik 
Gram-positif, fakultatif anaerobik (Lactobacillus 30a) 
Gram-negatif, fakultatif anaerobik (Hafnia alvei) 
Gram-negatif, fakultatif anaerobik (Proteus morganii) 
Gram-negatif, fakultatif anaerobik (Enterobacter aerogenes) 

Sumber : Martin et al., (1982) 

Bakteri pembentuk histamin biasa ditemukan secara alami di insang, otot 

dan isi perut ikan. Sumber bakteri ini kemungkinan besar terletak pada insang 

dan isi perut karena jaringan otot ikan segar bebas dari mikroorganisme (Omura 

et al., 1978). Bakteri tersebut akan menyebar ke seluruh tubuh ikan selama 

penanganan. Lopez-Sabater et al., (1996) melaporkan bahwa bakteri pembentuk 

histamin seperti Proteus morganii tumbuh baik pada pH netral, tetapi juga dapat 

tumbuh pada pH antara 4,7-8,1. Organisme ini tidak tahan terhadap NaCl, tetapi 

pada kondisi optimum dapat tumbuh dengan penambahan NaCl lebih dari 5%. 

Perbedaan dari jenis bakteri pembentuk histamin pada ikan golongan 

scombroidae diakibatkan perbedaan spesies ikan, prosedur penanganan, dan 

temperatur.  

Bakteri pembentuk histamin dapat tumbuh pada kisaran suhu yang luas. 

Pertumbuhan bakteri pembentuk histamin akan berlangsung lebih cepat pada 

temperatur yang tinggi (21,1 oC) daripada temperatur rendah (7,2 oC) (FDA, 

2001). Laporan-laporan yang berkaitan dengan suhu optimum dan batas suhu 

terendah bakteri pembentuk histamin sangatlah bervariasi. Menurut Yoguchi et 

al., (1990), penyimpanan suhu 250C selama 24 jam dapat meningkatkan 

kandungan histamin sebesar 120 mg/100 g. Menurut Kim et al., (1999), suhu 

optimum bakteri pembentukan histamin adalah suhu 25oC. Menurut Fletcher et 

al. (1996), pembentukan histamin sangatlah kecil bahkan dapat diabaikan pada 

suhu 0–5 0C. Hasil penelitian yang dilakukan oleh Price et al., (1991) juga 



 

 

menunjukkan bahwa pembentukan histamin akan terhambat pada suhu 00C atau 

lebih rendah. Oleh karena itu, Food and Drug Administration (FDA) menetapkan 

batas kritis suhu pertumbuhan histamin pada tubuh ikan yaitu 4,40C (FDA, 2001).  

Histamin atau biasa disebut [2-(4-imidazolyl)ethylamine] terbentuk dari 

proses dekarboksilasi yang dilakukan oleh enzim yang terdapat pada jaringan 

daging ikan secara alami. Jumlah histamin yang terbentuk karena aktivitas enzim 

selama proses autolisis sebesar 10-15 mg/100 g daging ikan sangat rendah 

dibandingkan jumlah histamin yang terbentuk karena aktivitas bakteri selama 

proses pembusukan berlangsung di bawah kondisi optimum (Heruwati et al., 

2008). Menurut Nahla et al., (2005) melaporkan bahwa kandungan histamin pada 

beberapa ikan spesies lokal di Mesir sebesar 7–26 mg/100 g daging ikan 

sedangkan kandungan histamin pada ikan impor sebesar 18–50 mg/100 g 

daging ikan. Keracunan histamin yang terjadi setelah mengkonsumsi produk 

perikanan atau ikan skombroid yang memiliki kadar histamin yang tinggi seperti 

tuna, bonito, dan mackerel,  atau biasa disebut scombroid poisoning (keracunan 

skombroid) (Jay, 1996; Sophia, 2007). Begitu pula pada beberapa ikan-ikan non 

scombroid dapat menyebabkan keracunan histamin seperti mahi-mahi (Niven et 

al., 1981). Jenis-jenis ikan ini mengandung histidin bebas yang cukup besar pada 

jaringan daging, dimana histidin bebas akan diubah menjadi histamin oleh enzim 

L-histidin dekarboksilase yang dihasilkan oleh bakteri pada kondisi tertentu (Sally 

et al., 1980). 

 

2.3 Bakteriosin 

Bakteri asam laktat memproduksi berbagai komponen bermassa molekul 

rendah yaitu asam, karbon dioksida, alkohol, hidrogen peroksida, diasetil dan 

metabolit lainnya. Metabolit dari bakteriosin memiliki spektrum aktivitas yang luas 

dalam melawan spesies lain dan dipengaruhi secara luas oleh matriks makanan 



 

 

itu sendiri dalam produksinya (Helander et al., 1997). Satu kemampuan bakteri 

asam laktat yang penting adalah kemampuannya dalam memproduksi komponen 

antimikroba, yaitu bakteriosin yang mempunyai potensi sebagai biopreservatif 

yang dapat menggantikan bahan pengawet kimiawi pada bahan makanan 

sehingga dapat memperpanjang umur simpan produk. Kemampuan bakteriosin 

melakukan aktivitasnya sebagai agen biopresevatif diperoleh dari aktivitas  

penghambatannya terhadap mikroorganisme patogen yang berbahaya 

(Savadogo et al., 2006). 

Bakteriosin adalah peptida-peptida aktif atau kompleks peptida yang 

disintesis di ribosom, mempunyai aktivitas bakteriostatik dan bakterisidal. 

Bakteriosin merupakan salah satu senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh 

bakteri asam laktat. (Jeevaratnam et al., 2005). Bakteriosin produksi BAL 

merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh ribosom, sensitif terhadap 

enzim proteolitik dan dapat diinaktivasi oleh enzim protease saluran pencernaan, 

umumnya tahan panas (60oC atau 100oC selama 30 menit atau lebih), stabil 

pada pH asam dan netral, diinaktivasi pada pH diatas 8,0 (De Vuyst dan 

Vandamme, 1994; Holzapfel et al., 1995). 

Beberapa spesies bakteri asam laktat yang telah diketahui memiliki 

kemampuan dalam memproduksi bakteriosin antara lain adalah Streptococcus 

lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus 

acidilactici, Enterococcus faecum, Enterococcus lactis, Leuconostoc 

mesenteroides dan Listeria monocytogenes (Lund et al., 2000). Berikut adalah 

bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yang dapat dilihat pada 

Tabel 2. 

 

 

 



 

 

Tabel 2. Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat 

Bakteri Asam Laktat Bakteriosin Spektrum Penghambatan 

Lactobacillus : 
L. acidophilus 11088 
L. helveticus 481 
L. delbrueckii 1106 
L. sake 706 

 
Laktasin F 
Helvetisin J 
Laktisin 
Sakasin A 

 
Laktobasili 
Laktobasili 
Laktobasili 
Bakteri asam laktat, gram + 

Leuconostoc : 
L. gelidium UAL181 
L. gelidium IN139 

 
Belum dinamai 

 
Bakteri asam laktat, gram + 
Bakteri asam laktat, gram + 

Lactococcus : 
L. lactis 11454 
L. lactis DRC1 
L. cremoris 346 
L. cremoris LMG230 

 
Nisin 
Drisin 
Diplokokin 
Laktokokin 

 
Bakteri asam laktat, gram + 
Laktokoki 
Laktokoki 
laktokoki 

Pediococcus : 
P. acidilactici H 
P. pentosaceus FBB61 

 
Pediosin AcH 
Pediosin A 

 
Bakteri asam laktat, gram + 
Bakteri asam laktat, gram + 

Sumber : Muriana, (2002) 

Bakteriosin diproduksi di dalam media kultur selama fase pertumbuhan 

eksponensial sampai fase pertumbuhan stasioner (De Vuyst dan Vandamme, 

1994). Menurut Drider et al., (2006) bakteri asam laktat mengalami modifikasi 

enzimatis pada awal fase stasioner, dan akan mengubah prebakteriosin menjadi 

bakteriosin yang aktif pada proses pasca translasi. Aktivitas bakteriosin dapat 

mengalami penurunan apabila waktu inkubasi yang digunakan terlalu lama, hal 

ini dikarenakan pengaruh inaktivator bakteriosin yang spesifik atau sifat 

reabsorpsi bakteriosin oleh sel produsen dan terbebasnya protease dari sel 

autolisis, bakteriosin juga merupakan molekul proteaneus dimana molekulnya 

mudah terdegradasi (Joe et al., 1996). 

Efek pengawetan dan daya hambat dari BAL berkaitan dengan substansi 

antimikrobanya (Abee et al., 1995; Conventry et al., 1995). Bakteri asam laktat 

akan menghasilkan metabolit-metabolit selama proses fermentasi yang 

menyebabkan perubahan bentuk makanan dan rasa serta menghambat 

pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk (Ray, 1992). Metabolit tersebut 

antara lain : asam organik (asam laktat dan asetat), diasetil, hidrogen peroksida 



 

 

dan bakteriosin, yang semuanya memiliki aktifitas antimikroba (De Vuyst dan 

Vandamme, 1994). 

Berikut beberapa kriteria penentuan bakteriosin, antara lain bakteriosin 

tersusun atas protein, aktif terhadap bakteri yang dekat secara filogenik, bersifat 

bakterisidal dan bakteriostatik, serta tidak membunuh bakteri penghasilnya (Tagg 

et al., 1976 dan Jack et al.,1995). Menurut Bhunia et al., (1987), bakteriosin 

mempunyai sifat yang unik, yaitu tetap aktif pada perlakuan suhu rendah maupun 

suhu tinggi dan tetap aktif pada kondisi asam kuat maupun basa kuat. 

Bakteriosin mudah terdegradasi oleh enzim proteolitik yang menunjukkan bahwa 

bakteriosin tersusun atas komponen protein yang dapat menghambat bakteri 

Gram positif dan bakteri Gram negatif, disamping itu juga dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri patogen yang kekerabatannya dekat secara filogenik 

dengan induk bakteri penghasil bakteriosin (Jack et al., 1995).  

 

2.3.1 Klasifikasi Bakteriosin 

Bakteriosin dapat diklasifikasikan menjadi dua tipe berdasarkan spektrum 

aktivitasnya. Tipe pertama adalah bakteriosin yang mempunyai spektrum 

aktivitas yang sempit, mempunyai efek sidal terhadap organisme yang 

mempunyai kekerabatan yang dekat. Plantaricin A, laktosin 27, dan diplokokin 

termasuk dalam bakteriosin tipe pertama. Tipe kedua adalah  bakteriosin yang 

memiliki spektrum yang luas dengan menghambat organisme gram positif. 

Reuterin, pediosin A, dan nisin termasuk dalam bakteriosin tipe kedua. Seperti 

Listeria monocytogenes dan Clostridium botulinium yang merupakan banyak 

spesies dari bakteri pembusuk dan patogen pada makanan termasuk dalam 

sasaran kelompok yang terakhir (Hurst, 1983; Lindgren dan Dobrogosz, 1990; 

Marugg, 1991).  



 

 

Menurut Jimenez-Diaz (1993), terdapat empat macam bakteriosin yang 

dihasilkan jenis BAL yangberbeda dan diketahui memiliki aktivitas hambat 

terhadap bakteri patogen dan pembusuk makanan serta meningkatkan daya 

simpan makanan, antara lain : 

a. Lantibiotik, merupakan bakteriosin yang mengandung cincin lantionin dalam 

molekulnya, seperti Nisin, Lacticin 481, Lacticin S, serta Streptococcin SA-

FF22. 

b. Bakteriosin berukuran kecil (< 10 kDa), bakteriosin ini relatif tahan 

terhadappanas, peptida pada sisi aktifnya tidak mengandung lantionin. Jenis 

ini dibagi lagi ke dalam 3 sub kelas yaitu peptida Listeria-aktif dengan 

sekumpulan sekuen N terminal, bakteriosin yang membentuk kelompok 

berpori dengan aktivitas duapeptida yang berbeda, serta bakteriosin yang 

memerlukan peptida teraktifasi-tioluntuk mengurangi residu sistein dalam 

aktivitasnya. 

c. Bakteriosin bermolekul protein besar (> 30 kDa), dimana mengandung 

proteinyang tidak tahan terhadap panas seperti Helvetion J dan Brevicin 27. 

d. Bakteriosin yang mengandung protein kompleks, dimana terdiri atas 

komponen karbohidrat maupun lipid, seperti Plantarisin S yang mengandung 

glikoprotein. 

Berdasarkan Klaenhammer (1990), bakteriosin yang berasal dari bakteri 

asam laktat dibagi menjadi empat kelas, yaitu (1) Kelas I, yaitu bakteriosin yang 

dikenal sebagai lantibiotik; (2) Kelas II, bakteriosin yang berukuran kecil (< 10 

kDa), bakteriosin ini mempunyai membran aktif yang stabil pada kondisi panas; 

(3) Kelas III. bakteriosin yang berukuran lebih besar (> 30 kDa), bakteriosin ini 

tidak stabil pada kondisi panas; (4) Kelas IV. Bakteriosin kompleks yang 

bergabung dengan karbohidrat atau lipid. Berikut ini adalah pengelompokkan 

bakteriosin yang dapat dilihat pada Tabel 3. 



 

 

Tabel 3. Pengelompokkan Bakteriosin 

 
Kategori Karakteristik Subkategori Contoh Sumber 

Kelas I Lantibiotik 
(mengandung 
lantionin dan β-
lantionin) 

Tipe A 
(molekul 
panjang, < 4 
kDa) 
 
Tipe B 
(molekul bulat, 
1,8-2,1 kDa) 

Nisin A (Lactococcus lactis)
a
 

Subtilin (Bacillus subtilis)
b
 

Epidermin (Staphylococcus 
epidermidis)

c
 

 
Mersacidin (Bacillus sp. Galur 
HIL Y-85, 54728)

d
 

Mutacin B-Ny266 
(Streptococcus mutans)

e
 

a
Cuesta et al., (2000) 

b
Teo & Tan (2005) 

c
Hoffmann et al., 
(2004) 
 
d
Altena et al., (2000) 

 
e
Meira et al., (2005) 

Kelas II Bakteriosin tidak 
termodifikasi, 
stabil panas, 
mengandung 
peptida dengan 
BM < 10 kDa 

Sub kelas IIa 
(bakteriosin 
antisteril 
seperti 
pediocin) 
 
Subkelas IIb 
(bakteriosin 
dua peptida) 
 
Subkelas IIc 
(bakteriosin 
peptida lain) 

Bavaricin A (Lactobacillus sakei) 
Coagulin (Bacillus coagulans) 
Enterocin SE-K4 (E. faecium) 
Lactoccoccin MMFII (L. lactis) 
Leucin A (Leuconostoc gelidum) 
 
Plantaricin EF (L.plantarum) 
Plantaricin JK (L.plantarum) 
 
 
Lactococcin 972 (Lactococcus 
lactis) 

 

Kelas III Bakteriosin 
dengan BM > 30 
kDa 

 Helveticin J (L. helveticus)
f
 

Millericin B (Streptococcus 
mileri)

g 

f
Mathot et al., (2003 

g
Heng et al., (2006) 

Sumber : Drider et al., (2006) 
 

 

2.3.2 Karakteristik Bakteriosin 

Karakterisasi merupakan tahap yang dilakukan untuk menentukan sifat 

dari bakteriosin yang dilihat pengaruh aktivitasnya terhadap perlakuan 

lingkungan seperti perlakuan enzimatis, suhu, tingkat keasaman, serta 

kemampuan mempertahankan aktivitasnya selama penyimpanan. Di dalam 

karakterisasi produk bakteriosin, sensitivitas bakteriosin terhadap enzim protease 

merupakan kunci utama penentu karakter bakteriosin. Enzim protease berperan 

sebagai agen penghambat (inhibitor) aktivitas bakteriosin. Hal tersebut 

menunjukkan bahwa bakteriosin tersusun atas komponen protein tinggi yang 

pada umumnya akan dihambat beberapa kali oleh enzim proteolitik (De Vuyst et 

al., 1994). Bakteriosin di karakterisasi dengan melihat aktivitasnya terhadap 

kestabilan suhu dan pH, kemudahan terdenaturasi oleh enzim proteolitik, dan 

kestabilan selama penyimpanan (Ogunbanwo et al., 2003). 



 

 

Ketahanan terhadap panas, karakteristik umum dari banyak bakteriosin 

dan substansi seperti bakteriosin yang diproduksi BAL bervariasi dari 60oC atau 

100oC selama lebih dari 30 menit (misalnya lactocin 27, lactocin S) hingga 

autoklaf 121oC selama 15-20 menit (misalnya nisin, lactacin B). Ketahanan 

terhadap panas kemungkinan terjadi karena formasi dari struktur globular kecil 

dan adanya region hidrofobik yang kuat, ikatan silang yang stabil, atau 

kandungan glisin yang tinggi (deVuyst dan Vandamme, 1993).Beberapa 

bakteriosin yang tahan terhadap pemanasan telah dilaporkan seperti Gonzalez et 

al,. (1994) melaporkan bahwa plantaricin C yang diproduksi Lactobacillus 

plantarum yang diisolasi dari susu menunjukkan aktivitas yang sangat stabil pada 

pemanasan pada suhu 100°C selama 60 menit dan 121°C selama 10 menit. 

Khalid et al.,(1999) yang mendeteksi dan mengkarakterisasi bakteriosin asal 

isolat Lactobacilli (lactocin) melaporkan bahwa lactocin dapat stabil terhadap 

pemanasan pada suhu 100°C selama 4 jam dan masih dapat mempertahankan 

aktivitasnya setelah pemanasan pada suhu 121°C selama 15 menit. 

Karakteristik dari bakteriosin antara lain : 1) memiliki spektrum aktivitas 

yang relatif sempit, terpusat di sekitar spesies penghasil bakteriosin (hubungan 

filogenik yang cukup dekat), 2) memiliki senyawa aktif yang tersusun atas protein 

yang disintesis di ribosom, 3) pada sel sasarannya terdapat reseptor, d) di 

plasmid terdapat gen penyandi penentu, yang mempunyai peran dalam produksi 

dan imunitas (Tagg et al., 1976). Karakter bakteriosin lainnya adalah bersifat 

tahan terhadap panas dan bersifat bakterisidal (Jack et al., 1995). 

Umumnya bakteriosin bersifat tahan panas pada pH rendah, sedangkan 

pada pH alkalis bakteriosin menjadi inaktif. Hal ini menunjukkan bahwa molekul 

bakteriosin meregang pada pH alkalis dan proses ini dipercepat dengan suhu 

yang ditingkatkan, sehingga bakteriosin terhidrolisis, daya larutnya berkurang, 

dan aktivitas biologisnya hilang. Perlakuan dengan enzim proteolitik 



 

 

menyebabkan aktivitas antibakterialnya menurun berturut-turut mulai dari ekstrak 

pankreas, papain, bromelin dan protease sedangkan dengan enzim 

amyloglukosidase aktivitasnya tetap (Tagg et al., 1976). Penyimpanan pada suhu 

refrigerator tidak merusak bakteriosin, bahkan pada suhu -20oC bakteriosin 

masih menunjukkan aktivitas hambat terhadap bakteri patogen dan pembusuk 

makanan (Gonzales et al., 1996). 

 

2.3.3 Mekanisme Penghambat Bakteriosin 

Pada dasarnya penggunaan BAL dalam makanan adalah untuk 

memperpanjang waktu penyimpanan, meningkatkan kualitas dan menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme patogen dan pembusuk (Holzapfel et al., 1995). 

Bakteriosin mempunyai mekanisme kerja tertentu untuk menghambat bakteri 

lain. Untuk melakukan aktivitasnya, bakteriosin ini terlebih dahulu harus masuk 

dahulu ke dalam sel sasarannya, melewati dinding atau membran sitoplasma 

untuk masuk atau teradsorpsi ke dalam sel sasaran (Hurst, 1983) dan hal ini 

tergantung pada permeabilitas dinding atau membran sel bakteri sasaran 

bakteriosin beberapa mekanisme kerja bakteriosin dalam menghambat bakteri 

sasarannya dapat berupa: penghambatan sintesis protein, penghambat 

komponen dinding atau membran sel, kerusakan komponen intra selular seperti 

ribosom atau ATP atau keluarnya ion K+ (Marugg, 1991). Beberapa bakteriosin 

menyebabkan bakteriolisis (melisis sel bakteri) karena kemampuannya 

menderegulasi sistem autolitik dari sel yang sensitif sehingga menyebabkan 

kerusakan pada lapisan peptidoglikan. Bakteriosin bekerja pada konsentrasi 

yang sangat kecil, yaitu dalam nanomilar (Nes & Holo, 2000).  

Mekanisme bakteriosin dalam menghambat pertumbuhan mikroba adalah 

: (1) perusakan dinding sel sehingga dinding sel mikroba mengalami lisis; (2) 

perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan 



 

 

kebocoran nutrien di dalam dinding sel; (3) denaturasi protein sel; (4) merusak 

sistem metabolisme dalam sel dengan menghambat kerja enzim intraseluler 

(Branen dan Davidson, 1993). Menurut Pelczar dan Chan, (1986), secara umum 

mekanisme aktivitas senyawa antimikrob dapat dilakukan oleh senyawa bioaktif 

melalui mekanisme yang berbeda, yaitu: (i) mengganggu atau merusak dinding 

sel, (ii) terjadinya perubahan atau peningkatan permeabilitas sehingga 

menyebabkan hilangnya komponen penyusun seluler akibat dari bereaksi 

dengan membran sel, (iii) enzim-enzim esensial menjadi inaktivasi, dan (iv) 

fungsi dari material genetik menjadi inaktivasi. 

Hipotesis mekanisme bakteriosin yang diterima secara luas adalah 

bakteriosin bekerja dalam dua tahap yaitu proses adsorpsi bakteriosin pada 

reseptor spesifik atau non spesifik pada permukaan sel yang mengakibatkan 

kematian sel. Membran sitoplasma merupakan target utama dari bakteriosin 

yang berasal dari bakteri asam laktat, karena bakteriosin memulai reaksi-reaksi 

dengan mengubah permeabilitas membran sehingga menghilangkan tenaga 

gerak proton atau mengganggu transport membran yang mengakibatkan 

produksi energi dan biosintesis protein atau asam nukleat menjadi terhambat 

(Nissen-Meyer, 1992). Semua sel hidup memiliki membran sitoplasma yang 

bersifat selektif permeable, melakukan pengangkutan aktif, sehingga mempunyai 

peran dalam pengendalian komponen dalam sel. Bila integritas fungsi sel 

sitoplasma terganggu akan menyebabkan substansi yang terdapat di dalam sel 

akan lolos dari sel sehingga mengakibatkan timbulnya kerusakan atau kematian 

sel (Drider et al., 2006). Mekanisme aksi penghambatan bakteriosin terhadap 

bakteri target dapat dilihat pada Gambar 2.  



 

 

 

Gambar 2. Mekanisme Aksi Bakteriosin Merusak Membran Sel Bakteri 
Patogen(Drider et al., 2006) 

 

Beberapa cara antimikroba dalam aksinya melawan mikroorganisme, 

yaitu efek bakterisidal, bakteriostatik ataupun bakteriolisis. Secara umum 

bakteriosin asal BAL memiliki kemampuan melawan bakteri lain dengan efek 

bakterisidal (Gonzalez et al., 1996). Aksi bakteriosin menghambat bakteri sensitif 

terutama efek bakterisidal diawali dengan destabilisasi fungsi membran 

sitoplasma. Destabilisasi fungsi membran berupa peningkatan permeabilitas 

membran, yang berakibat terganggu keseimbangan barier dan dapat 

menyebabkan kematian sel (Jack et al., 1995). Molekul bakteriosin akan 

menempel di permukaan membran sel bakteri dan membentuk pori-pori. Jika 

pori-pori terbentuk di membran sitoplasma sel, maka akan menyebabkan 

membran sitoplasma menjadi tidak selektif sehingga banyak molekul-molekul 

kecil dan ion-ion yang melewati membran. Hal ini akan berakibat proses 

metabolisme sel akan terganggu, seperti sintesis ATP akan terhambat dan 

sistem transport sel akan terganggu sehingga menyebabkan kematian sel dan 

akhirnya sel mengalami lisis. 

Kebocoran yang terjadi akibat pembentukan lubang pada membran 

sitoplasma ditunjukkan oleh adanya aktivitas keluar masuknya molekul-molekul 

seluler. Kebocoran yang terjadi berdampak pada penurunan gradient pH seluler. 

Secara umum, pembentukan lubang sitoplasma oleh bakteriosin menyebabkan 



 

 

terjadinya perubahan gradient potensial membran (ΔP) dan lepasnya molekul 

intraseluler serta masuknya substansi ekstraseluler (lingkungan). Dalam proses 

ini akan berefek pada terhambatnya pertumbuhan sel yang mengakibatkan 

terjadinya kematian sel yang sensitif terhadap bakteriosin (Drider et al., 2006). 

Misalnya pada Bacillus stearothermophilus dan Eschericia coli sintesis 

peptodoglikannya terhambat. Tentunya karena peptidoglikan merupakan bagian 

penting dari dinding sel bakteri gram positif, maka hal ini dapat berakibat cukup 

fatal bagi bakteri yang dikendalikan bakteriosin tersebut. Laktokokin B yang 

dapat dihasilkan oleh Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4, dapat 

menyebabkan lubang pada membran sitoplasma dan kerusakan komponen-

komponen intraselular (Venema et al., 1994). 

Efek bakterisidal dari bakteriosin dihasilkan dari perusakan kestabilan 

fungsimembran sitoplasma. Beberapa bakteriosin dapat menyebabkan lisis pada 

sel sensitif.Secara kimia, protein bakteriosin disintesis secara ribosomal, kationik, 

amphipathik,memiliki struktur α-helik dan β-sheet, atau keduanya dan dapat 

memiliki thioether, jembatan disulfid atau bebas dari kelompok thiol. Keberadaan 

struktur amphipathikα-helik menjadikan bakteriosin dapat berinteraksi dengan 

fase cair dan lemak ketika berikatan pada permukaan membran sensitif sel 

bakteri dan mengawali fungsinya untuk merusak kestabilan dan membunuh sel 

(Ray dan Bhunia, 2008). 

Bakteri gram positif umumnya lebih sensitif terhadap bakteriosin dan 

bakteri Gram negatif resisten terhadap bakteriosin. Hal ini dikarenakan bakteri 

gram negatif memiliki molekul lipopolisakarida (LPS) yang terdapat pada 

permukaan membran sitoplasma, yang berperan sebagai pembatas dalam 

pencegahan terjadinya kontak antara molekul bakteriosin dengan fosfolipid 

anionik di membran sitoplasma bagian dalam. Molekul lipopolisakarida inilah 

yang menyebabkan bakteri Gram negatif tahan terhadap garam empedu. 



 

 

Dengan memberikan perlakuan fisik maupun kimia contohnya dengan 

memberikan perlakuan tekanan tinggi terhadap sel, bakteri gram negatif dapat 

menjadi sensitif terhadap bakteriosin (Ray dan Bhunia, 2007). 

Spektrum antimikrob didefinisikan sebagai satuan galur yang sensitif 

terhadap bakteriosin yang diberikan. Sensitivitas ini tergantung dua tahap pada 

model fungsi in vivo. Tahap pertama, bakteriosin berinteraksi dengan struktur 

permukaan sel, seperti membran dan atau molekul reseptor. Tahap kedua, 

bakteriosin membuat permeabilisasi membran melalui pembentukan lubang. 

Pengikatan awal dipengaruhi oleh komposisi membran, muatan membran, dan 

adanya struktur molekul target (reseptor). Tahap kedua dipengaruhi leh 

komposisi membran, struktur C terminal pada bagian membran yang 

terpermeabilisasi, dan adanya protein imunitas (Drider et al., 2006). 

 

2.4 Potensi Bakteriosin 

Bakteriosin adalah peptida-peptida atau protein yang memiliki efek 

bakterisidal atau bakteristatik. Bakteriosin dari bakteri asam laktat dapat 

digunakan sebagai bahan pengawet alami dalam industri pangan (Larsen et al., 

1993). Bakteri asam laktat sering ditemukan sebagai mikroflora dominan yang 

menghambat bakteri pembusuk dan patogen dalam fermentasi spontan. Bakteri 

asam laktat termasuk mikroorganisme yang aman jika ditambahkan dalam 

makanan karena tidak menghasilkan toksin dan bersifat tidak toksik, atau dikenal 

sebagai food grade microorganis (Holzapfel et al., 1995) atau disebut juga 

mikroorganisme yang tidak beresiko terhadap kesehatan (Garver dan Muriana, 

1993). 

Penggunaan bakteriosin sebagai agen biopreservatif mempunyai 

beberapa keuntungan, yaitu (a) bakteriosin tidak termasuk dalam bahan toksik 

dan mudah mengalami biodegradasi oleh enzim proteolitik karena bakteriosin 



 

 

merupakan senyawa protein, (2) dapat digunakan sebagai bahan pengawet 

makanan sebagai upaya dalam pengurangan penggunaan bahan kimia karena 

bakteriosin aman terhadap lingkungan, (3) mudah dicerna oleh enzim-enzim 

saluran pencernaan sehingga tidak berbahaya dalam mikroflora usus, dan (4) 

dapat dijadikan sebagai kultur bakteri unggul yang dapat menghasilkan senyawa 

senyawa antimikrobial yang telah dimurnikan atau sebagai senyawa antimikroba 

terhadap bakteri patogen (Nurliana, 1997). 

Penggunaan bakteriosin sebagai bahan pengawet makanan dapat 

mempertahankan sifat organoleptik dan kandungan nutrisi tidak hilang. Hal ini 

dapat menjamin keamanan makanan, kesegaran rasa, kesiapan untuk 

disajikan,dan penampakan dari produk. Fungsi Bakteriosin jika ditambahkan 

pada makanan anatara lain : sebgai bahan pengawet, zat additif atau bumbu 

perasa, starte rbakteriogenik, bahan tambahan untuk melindungi kultur mikroba, 

bakteriosin yang diimobilisasi dapat digunakan sebagai bioactive food packaging. 

(Galvez et al., 2007). Bakteriosin produksi BAL sangat menjanjikan untuk 

digunakan sebagai bahan pengawet pangan secara biologis (De Vuyst dan 

Vandamme, 1994) dan banyak peneliti mempelajari kemungkinan pemakaian 

bakteriosin produksi BAL sebagai biopreservatif makanan (Abee et al., 1995). 

Bakteriosin yang menjadi bakterisidal untuk patogenik Gram positif danbakteria 

perusak yang sangat penting pada makanan. Akan tetapi hanya sedikit yangtelah 

diuji pada sistem makanan. Beberapa studi menyatakan bahwa satu strain 

bakteriosin yang telah diinokulasi dengan patogenik atau bakteria perusak akan 

menghasilkan bakteriosin yang dapat mengontrol pertumbuhan dari bakteria 

perusakdan yang patogen itu sendiri. Bakteriosin ini sangat efektif dipakai untuk 

mengontrol bakteri patogen dan perusak pada produk makanan yang dingin dan 

makanan dalam kantung vakum yang diharapkan agar mempunyai daya simpan 

yang lama (Balia, 2009). 



 

 

3. KERANGKA KONSEP PENELITIAN 

3.1 Kerangka Pikir 

Ikan merupakan bahan pangan yang sangat mudah mengalami 

kerusakan (perishable food) dan cepat mengalami pembusukan. Kerusakan ini 

dapat terjadi secara biologis oleh enzim atau mikroorganisme pembusuk.  Faktor-

faktor penyebab kebusukan disebabkan adanya sistem enzim dari ikan itu 

sendiri, sistem enzim dari mikroorganisme dan penegikan. Proses pembusukan 

ikan dapat terjadi karena adanya perubahan aktivitas enzim-enzim tertentu yang 

terdapat di dalam tubuh, perubahan aktivitas bakteri dan mikroorganisme lain 

serta karena oksidasi lemak oleh udara. Proses kemunduran mutu ikan makin 

cepat jika cara penanganan atau penangkapan yang kurang baik, sanitasi yang 

tidak memadai serta terbatasnya saran distribusi dan pemasaran sehingga 

diperlukan penanganan yang khusus untuk mempertahankan mutu kesegaran 

ikan. Penanganan ikan segar adalah salah satu hal penting dari mata rantai 

industri perikanan karena dapat mempengaruhi mutu ikan segar. Mutu ikan segar 

dipengaruhi oleh cara penanganan ikan segar baik atau buruk (Afrianto dan 

Liviawaty, 2010).  

Ikan tongkol yang termasuk famili scombroidae bila dibiarkan pada suhu 

kamar, maka akan segera terjadi proses pembusukan. Kandungan air yang tinggi 

pada tubuh ikan adalah media yang baik untuk pertumbuhan bakteri patogen 

atau pembusuk serta mikroorganisme yang lain sehingga ikan akan cepat 

mengalami pembusukan dan menjadi tidak segar lagi. Keracunan dapat terjadi 

jika ikan tongkol yang telah mengalami proses pembusukan ini dikonsumsi 

(Kurniawan et al., 2010).  Keracunan yang sering terjadi pada ikan tongkol, yaitu 

keracunan histamin (scromboid fish poisoning).  Keracunan histamine fish 

poisoning atau keracunan histamin adalah keracunan yang disebabkan oleh 



 

 

histamin setelah mengkonsumsi ikan laut yang mengandung histidin bebas (free 

histidine) yang tinggi, dimana histidin bebas adalah prekursor histamin. Histamin 

merupakan senyawa amin yang dihasilkan dari proses dekarboksilasi histidin 

bebas (α-amina-β-inidosal asam propionat) (Mangunwardoyo et al., 2007).  

Keberadaan histamin pada bahan pangan ini menandakan tingkat 

kemunduran mutu bahan tersebut. Pembentukan amina biogenik ini tergantung 

dari ketersediaan asam amino bebas, keberadaan dekarboksilase yang 

dikandung oleh mikroorganisme (bakteri dengan enzim yang dapat 

menyebabkan dekarboksilasi asam amino bebas) dan kondisi yang mendukung 

pertumbuhan mikroba dan aktifitas enzimatis (Putro, 2002). Histamin dihasilkan 

pada daging ikan melalui reaksi dekarboksilase histidin bebas oleh bakteri yang 

mengandung enzim histidin dekarboksilase (Purves et al., 2001). 

Untuk mengurangi terjadinya keracunan histamin, perlu dilakukan 

penghambatan pertumbuhan bakteri pembentuk histamin yang dapat 

menyebabkan terjadinya dekarboksilasi asam amino bebas dengan 

menggunakan  metabolit BAL. Efek pengawetan dan daya hambat dari BAL 

berkaitan dengan substansi antimikrobanya (Abee et al., 1995; Conventry et al., 

1995). Bakteri asam laktat akan memproduksi metabolit-metabolit yang 

menyebabkan terjadinya perubahan rasa dan bentuk makanan serta 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk selama proses 

fermentasi (Ray, 1992). Metabolit yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat antara 

lain :, hidrogen peroksida, diasetil, asam organik (asam laktat dan asetat) dan 

bakteriosin, yang semuanya memiliki aktifitas antimikroba (De Vuyst dan 

Vandamme, 1994).  

Bakteriosin didefinisikan sebagai peptida-peptida aktif atau kompleks 

peptida yang disintesis di ribosom, dan mempunyai aktivitas bakteriostatik dan 

bakterisidal.  Bakteriosin adalah suatu senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh 



 

 

bakteri asam laktat (Jeevaratnam et al., 2005). Dengan adanya sifat bakteriosin 

yang memiliki aktivitas bakteriostatik dan bakterisidal, bakteriosin dapat 

digunakan sebagai bahan biopreservatif pada bahan pangan guna 

memperpanjang umur simpan produk karena mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri pembusuk. Bakteriosin memiliki kemampuan dalam melakukan 

aktivitasnya sebagai biopresevatif yang ditunjukkan oleh efek penghambatannya 

terhadap mikroorganisme patogen yang berbahaya (Savadogo et al., 2006). 

Branen dan Davidson, (1993) menyatakan mekanisme bakteriosin dalam 

menghambat pertumbuhan mikroba oleh bakteriosin adalah : (1) perusakan 

dinding sel sehingga sel mikroba mengalami lisis atau menghambat 

pertumbuhan dinding sel pada sel yang sedang tumbuh; (2) perubahan 

permeabilitas membran sitoplasma sehingga terjadi menyebabkan kebocoran 

nutrien di dalam dinding sel; (3) protein sel mengalami denaturasi; (4) 

menghambat kerja enzim intraseluler yang berakibat rusaknya sistem 

metabolisme dalam sel. 

Telah diketahui bahwa bakteriosin adalah suatu senyawa antimikroba 

yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yang memiliki aktivitas bakterisidal  dan 

bakteriostatik yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk pada 

bahan pangan, hal ini terlihat pada peneletian Chotiah (2013) yang menyatakan 

bahwa Lactobacillus casei memiliki spektrum luas dalam menghambat 

pertumbuhan beberapa bakteri kontaminan penyebab pembusukan makanan 

dan foodborne disease dimana diameter zona hambat sebesar 17mm terhadap 

B. cereus sehingga perlu dilakukannya penelitian mengenai karakteristik 

bakteriosin Lactobacillus casei serta aplikasinya pada bakteri pembentuk 

histamin dengan tujuan untuk mengetahui apakah bakteriosin Lactobacillus casei 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri pembentuk histamin. Kerangka 

konsep penelitian dapat dilihat pada Gambar  3.:  
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Gambar 3. Kerangka Konsep Penelitian 

Ikan tongkol 
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3.2 Kerangka Operasional Penelitian 

 

 

 

 

 

Tahap II : 

Aplikasi pada 

bakteri 

pembentuk 

histamin 

 Pembuatan kultur 

kerja Lactobacillus 

casei  

Tahap I : 

Karakterisasi 

Bakteriosin 

Input Proses 

- Kultur Lactobacillus casei selama 24 

jam 

- Penentuan MIC dan MBC 

- Perlakuan konsentrasi yang berbeda 

terhadap bakteri uji 

 

- Ekstraksi bakteriosin 

- Pemisahan bakteriosin (ultrasentrifugasi) 

- Penentuan aktivitas hambat terhadap 

bakteri uji 

- Stabilitas terhadap suhu,waktu dan pH 

- Penentuan berat molekul 

Output 

- MIC dan MBC 

- Beda nyata perbedaan 

konsentrasi ekstrak 

bakteriosin 

- Aktivitas hambat 

- Stabilitas bakteriosin 

terhadap suhu, waktu dan 

pH 

- Berat molekul ekstrak 

bakteriosin 

-  Data pertumbuhan 

Lactobacillus casei (kurva 

pertumbuhan, waktu generasi 

dan laju pertumbuhan) 

Gambar 4. Kerangka Operasional Peneltian 



 

 

 
 

3.3  Hipotesis 

 

Adapun hipotesis dari penelitian ini, antara lain : 

- Umum: 

Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei efektif dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri pembentuk histamin 

- Khusus 

1. Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei memiliki aktivitas hambat 

terhadap pertumbuhan bakteri pembentuk histamin 

2. Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei stabil terhadap suhu dan pH. 

3. Berat molekul ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei, yaitu 5 – 15 

kDa. 

4. Pemberian konsentrasi ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei yang 

berbeda memberikan pengaruh terhadap penghambatan bakteri 

pembentuk histamin. 
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4. METODE PENELITIAN 

4.1 Bahan dan Peralatan 

4.1.1  Bahan Penelitian 

Isolat bakteri asam laktat yang digunakan adalah bakteri Lactobacillus 

casei ATCC 7649 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya. Bakteri pembentuk histamin sebagai bakteri 

uji yang digunakan, yaitu Pseudomonas sp. (bakteri Gram Negatif), Proteus 

morgani (bakteri Gram Negatif), Micrococcus sp (bakteri Gram Positif) dan 

Stapylococcus sp (bakteri Gram Positif) diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

Bahan yang digunakan pada ekstraksi bakteriosin antara lain media 

MRS Broth merk MERCK, yeast merk MERCK, media Nutrient Agar (NA) merk 

MERCK, glukosa, peptone, NaOH 1 M merk MERCK, ammonium sulfat 60% 

merk MERCK, pottasium phosphat buffer pH 7, Na2CO3 5% merk MERCK, EDTA 

50 mM pH 8, akuades steril, kantong selofan, kapas, kertas, karet, spirtus dan 

tissue. Bahan-bahan yang digunakan untuk uji karakteristik bakteriosin dan 

aplikasi bakteriosin pada bakteri pembentuk histamin antara lain media Nutrient 

Broth (NB) merk MERCK, media MHA merk MERCK, Na fisiologis, Buffered 

Pepton Water, NaOH 1M merk MERCK,  HCl 1M merk MERCK, Tris-Cl 1,5 M pH 

8,8, Acrylamide 30%, Ammonium Persulfate (APS), Sodium Dodecyl Sulphate 

(SDS), tetrametiletilendiamin (TEMED), Reducing Sample Buffer (RSB), 

commasie blue, metanol, asam asetat glasial, kertas cakram, alkohol 70% dan 

akuades. 

 

 

 



 

 

 
 

4.1.2  Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam ekstraksi bakteriosin antara lain:  jarum 

ose, bunsen, sprayer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, inkubator, mikropipet 

(eppendorf) 1000 µl, blue tip, waterbath, spatula, autoklaf, erlenmeyer 500 ml, 

erlenmeyer 1000 ml, beaker glass 500 ml, spektrofotometer, timbangan analitik, 

sentrifugasi suhu rendah tipe Allegra “64R Centrifuge merk Beckman Coulter, 

pipet volume 10 ml, bola hisap, membran filter 0,2 µm, cuvet, spatula, magnetic 

stirer, hotplate, yellow tip, penjahit selofan, dan lemari pendingin. Peralatan yang 

digunakan untuk pemisahan bakteriosin antara lain ultrasentrifugasi tipe Optima 

Max-XP Ultracentrifuge merk Beckman Coulter, cuvet, eppendorf dan mikropipet 

merk eppendorf. 

Alat-alat yang digunakan untuk uji karakterisasi bakteriosin dan aplikasi 

bakteriosin pada bakteri pembentuk histamin antara lain Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS PAGE), eppendorf, mikropipet merk 

eppendorf, yellow tip, hot plate, rak tabung reaksi, vorteks,  power supply, jangka 

sorong atau penggaris, tabung reaksi, bunsen, cawan petri dan beaker glass 250 

ml.  

 

4.2   Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode deskriptif dan 

eksperiman. Metode deskriptif yang dilakukan pada penelitian ini, yaitu 

mendeskripsikan karakteristik bakteriosin Lactobacillus casei yang meliputi 

karakterisasi biologis (aktivitas hambat bakteriosin terhadap bakteri pembentuk 

histamin), karakterisasi fisik (suhu dan lama pemanasan, serta pH) dan 

karakterisasi kimia (berat molekul bakteriosin). Metode deskriptif yang bersifat 

eksploratif, bertujuan untuk menggambarkan keadaan atau status fenomena. 

Data yang terkumpul diklasifikasikan ke dalam kelompok data kualitatif dan data 



 

 

 
 

kuantitatif. Data kualitatif digambarkan dengan kalimat, sedangkan data 

kuantitatif berupa angka-angka hasil perhitungan atau pengukuran, dijumlahkan 

dan diproses melalui analisis perhitungan untuk mengambil kesimpulan 

(Arikunto, 2006).  

Metode eksperimen yang dilakukan pada penelitian ini, yaitu melakukan 

eksperimen dengan mengaplikasikan bakteriosin dengan konsentrasi yang 

berbeda pada bakteri pembentuk histamin yang selanjutnya diamati aktivitas 

hambat bakteriosin. Metode eksperimen merupakan salah satu metode statistik 

yang digunakan sebagai alat untuk meningkatkan dan melakukan perbaikan 

kualitas. Eksperimen berperan penting dalam mengembangkan proses dan 

dapat digunakan untuk menyelesaikan permasalahan dalam proses agar kinerja 

proses meningkat (Irawan dan Astuti, 2006). Penelitian eksperimen merupakan 

penelitian untuk menguji hipotesis berbentuk hubungan sebab-akibat melalui 

pemanipulasian variabel bebas (yaitu treatment) dan menguji perubahan-

perubahan yang diakibatkan oleh pemanipulasian tadi (variabel terikat) (Nazir, 

2009). 

Penelitian yang akan dilakukan terdiri dari 2 (dua) tahap, yaitu 

karakterisasi bakteriosin (ekstraksi bakteriosin, pemisahan bakteriosin, dan 

karakterisasi bakteriosin) dan aplikasi bakteriosin terhadap bakteri pembentuk 

histamin. 

 

4.2.1  Tahap I : Karakterisasi Bakteriosin  

a.  Karakter Pertumbuhan Lactobacillus casei (Hadioetomo, 1990) 

Tahap ini bertujuan untuk mengetahui kurva pertumbuhan bakteri 

Lactobacillus casei dan fase pertumbuhannya. Fase-fase yang terbentuk akan 

berguna untuk menentukan waktu generasi bakteri, khususnya fase 

eksponensial hingga fase pertumbuhan stasioner dimana bakteriosin 



 

 

 
 

berakumulasi di dalam media kultur selama fase pertumbuhan eksponensial 

hingga fase pertumbuhan stasioner. Menurut Jimenez Diaz (1993) produksi 

bakteriosin terbaik pada saat mencapai akhir fase eksponensial atau awal fase 

stasioner. Tahap kurva pertumbuhan bakteri dilakukan dengan mengacu pada 

metode Hadioetomo, (1990). Kurva pertumbuhan bakteri dilakukan selama 24 

jam inkubasi dan dilakukan sampling setiap 1 jam untuk mengetahui fase-fase 

yang ada. Sebanyak 5 % (v/v) dari kultur kerja ditanam dalam MRS Broth dan 

diinkubasi pada suhu 37ºC. Pertumbuhan bakteri diikuti setiap jam dengan 

mengamati nilai kerapatan optik atau optical density (OD) dari starter pada media 

MRS dengan metode turbidimetrik dengan panjang gelombang 620 nm. Setelah 

didapatkan kurva pertumbuhan bakteri, langkah selanjutnya adalah dihitung 

kecepatan/laju pertumbuhan dan waktu generasi bakteri.  

Menurut Brock dan Madigan (1991), pengetahuan mengenai kecepatan 

pertumbuhan bersifat penting dalam menentukan keadaan atau status kultur 

sebagai kesatuan. Jika satu dugaan waktu lipat-dua jumlah sel bakteri awal (No) 

pada waktu g, konsentrasi akhir mikroorganisme (N)t ialah: 

Nt = No x 2n …………………………. (1) 

Dimana n adalah jumlah pembelahan sel pada waktu t. Persamaan  

g = 
 

 
  ................................................ (2)  

mengekspresikan waktu lipat-dua atau waktu generasi. Istilah waktu lipat-dua 

menampilkan waktu generasi rata-rata dalam biakan sebagai kesatuan, biasanya 

ditentukan oleh kelipatan-dua masa mikroba dalam biakan. Sebaiknya waktu 

generasi ditentukan dengan perhitungan. Peningkatan massa sel ditentukan 

dalam interval waktu yang diketahui dan waktu generasi dihitung dari nilai yang 

diperoleh. 

Persamaan (2) disusun kembali menjadi : 



 

 

 
 

n = 
 

 
 

Kemudian dimasukkan ke dalam persamaan (1), maka 

Nt = No x 2n (1) Nt = No x 2t/g (3) 

Dengan mengkonversi mejadi bentuk logaritmik, maka diperoleh 

g = 
     

         
 = 

      

         
  .........................(4) 

Persamaan (4) merupakan rumus untuk menghitung waktu generasi dari dua 

pengukuran yang memberikan peningkatan masa pada waktu t. Pengukuran 

harus dilakukan dalam kondisi konstan, dan sebaiknya sejumlah mikroorganisme 

ditentukan sebagai berat kering. Untuk menghitung laju pertumbuhan spesifik 

atau laju pertumbuhan eksponensial suatu mikroorganisme, digunakan bentuk 

logaritmik dengan persamaan (3) : 

ln Nt = t 
    

 
 + ln No   ............................. (5) 

Untuk fase pertumbuhan eksponensial, ekspresi (ln 2)/g konstan. Oleh karena 

itu, pada persamaan (5) kita dapat menggantinya sehingga menghasilkan 

persamaan : 

ln Nt = ( t + ln No) ................................. (6) 

Ketika nilai t dipetakan pada absis dan nilai ln Nt pada ordinat, diperoleh garis 

lurus dan konstan merupakan lereng dari garis lurus tersebut. Hal tersebut 

menentukan laju pertumbuhan masa bakteri sebagai fungsi waktu. Oleh karena 

itu disebut laju pertumbuhan spesifik (specific growth rate atau instataneous 

growth rate) konstan. Nilainya dapat ditentukan dengan grafik atau dengan 

perhitungan dimana µ adalah konstanta kecepatan pertumbuhan : 

µ = 
   

 
 = 

    

 
 ....................... (7) 

atau dapat dihitung langsung dari persamaan (6): 

µ = 
         

  
  ..................... (8) 



 

 

 
 

dimana waktu t merupakan interval waktu t1 - t2 selama masa bakteri meningkat 

menjadi nilai Nt. 

 

b.  Pembuatan Kultur Kerja (Usmiati dan Marwati, 2007) 

Pada penelitian mengunakan bakteri asam laktat, yaitu Lactobacillus 

casei. Isolat bakteri asam laktat  yang digunakan dalam bentuk biakan agar 

miring yang diremajakan dengan MRS Broth yang ditambahkan yeast sebanyak 

0,5% (b/v). Peremajaan atau aktivasi kultur Lactobacillus casei dilakukan dengan 

cara menumbuhkan satu ose isolat yang ditumbuhkan dalam media agar miring 

ke dalam 10 ml MRS Broth, kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24-48 

jam. Setelah itu, diambil 1 ml kultur dari MRS Broth tersebut untuk ditumbuhkan 

dalam 10 ml MRS Broth, kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24-48 jam 

sehingga didapatkan kultur kerja. Peremajaan bakteri juga dilakukan pada 

bakteri uji dengan menggunakan media TSA.  

 

c. Ekstraksi Bakteriosin 

Tahapan ekstraksi bakteriosin mengacu pada metode Ogunbanwo et al., 

(2003). Kultur aktif Lactobacillus casei sebanyak 10% (v/v) dipropagasi dalam 

1000 ml MRS Broth (pH 7,0; glukosa 0,25% w/v; peptone 0,5% w/v) selama 20 

jam pada suhu 30oC. Kultur disentrifuse dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

20 menit pada suhu 4oC dan dinetralkan menggunakan 1M NaOH sampai pH 

7.0. Larutan yang diperoleh kemudian disaring dengan menggunakan membran 

filter 0,2 µm untuk mendapatkan supernatan bebas sel. Tahapan presipitasi 

mengacu pada metode Ohmomo et al., (2000). Supernatan bebas sel yang 

diperoleh dari proses ekstraksi diendapkan dengan larutan amonium sulfat jenuh 

60% (b/v) dan dihomogenkan dengan magnetic stirer selama 24 jam pada suhu 

4oC. Kemudian, larutan presipitasi disentrifus selama 30 menit dengan kecepatan 



 

 

 
 

12000 rpm pada suhu 4oC. Pelet dilarutkan dalam 25 ml 0,05 M pottasium 

phosphate buffer (pH 7,0). Pelet yang didapat dari presipitasi bakteriosin dengan 

ammonium sulfat didialisis selama 18 jam dengan menggunakan membran 

dialisis (1,0 kDa) dan  buffer yang digunakan yaitu pottasium phosphate buffer 

(pH 7,0), selanjutnya dilakukan penggantian buffer setiap 6 jam pada suhu 4oC 

sehingga akan didapat ekstrak bakteriosin (Ogunbawo et al., 2003). Berikut 

adalah prosedur ekstraksi bakteriosin pada Gambar 5. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Kultur aktif Lactobacillus casei 

Dipropagasi sebanyak 10% dalam 1000 ml MRSB (pH 7,0; glukosa 0,25% 
w/v; peptone 0,5% w/v) selama 20 jam pada suhu 30

o
C 

Disentrifuse dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit pada suhu 4
o
C 

Dinetralkan menggunakan 1M NaOH sampai pH 7 

Disaring dengan menggunakan membran filter 0,2 µm 

Supernatan bebas sel 

Diendapkan dengan larutan amonium sulfat jenuh 60% (b/v)  

Dihomogenkan dengan magnetic stirer selama 24 jam pada suhu 4
o
C 

Larutan presipitasi 

Disentrifuse selama 30 menit dengan kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4
o
C 

Diambil pellet 

Diresuspensi dg 25 ml 0,05 M pottasium phosphate buffer (pH 7,0) 

Dilakukan dialisis selama 18 jam (1,0 kDa) dengan penggantian buffer (pottasium 
phosphate) setiap 6 jam pada suhu 4

o
C 

Ekstrak bakteriosin 

Gambar 5. Prosedur ekstraksi bakteriosin 



 

 

 
 

d.  Pemisahan Bakteriosin (Fadda et al., 2010) 

Setelah dilakukan dialisis, tahapan selanjutnya yang dilakukan adalah 

pemisahan bakteriosin dengan menggunakan ultrasentrifugasi. Larutan 

bakteriosin hasil dialisis disentrifugasi dengan ultrasentrifugasi pada kecepatan 

50.000 rpm selama 30 menit pada suhu 4oC dan didapatkan supernatan sebagai 

ekstrak bakteriosin. Ultrasentrifugasi dilakukan di Laboratorium Sentra Ilmu 

Hayati, Universitas Brawijaya. 

 

e. Karakterisasi Bakteriosin 

- Karakteristik Biologi (Aktivitas Hambat Bakteriosin) 

Pengujian daya hambat bakteriosin terhadap bakteri uji menggunakan 

metode difusi cakram  berdasarkan modifikasi Nurlia (1997) dan Nurliana (2009). 

Bakteri pembentuk histamin yang telah aktif pada media Nutrient Broth 

diresuspensi ke dalam 5 mL garam fisiologis (NaCl 0,85%) yang kemudian 

dibandingkan kekeruhannya menggunakan standar McFarland No. 9 (setara 

dengan kekeruhan 109 sel bakteri/mL).  Selanjutnya, suspensi bakteri yang 

sudah dibandingkan kekeruhannya diencerkan dalam media Buffered Pepton 

Water yang steril dengan target populasi mencapai populasi 106 sel/mL (Usmiati 

et al., 2009). 

Media MHA steril dituang sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri dan 

didiamkan hingga memadat pada suhu kamar.  Media MHA yang sudah 

memadat diinokulasikan dengan 0,1 ml suspensi bakteri uji dan diratakan 

dengan hockey stick, kemudian didiamkan sampai kering selama 15 menit. 

Cakram kertas ditetesi ekstrak bakteriosin sebanyak 50 µl. Selanjutnya, cakram 

kertas diletakkan di atas media MHA yang telah diinokulasikan bakteri uji, dan 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Zona bening yang terbentuk 

menunjukkan adanya daya hambat bakteriosin terhadap pertumbuhan bakteri uji. 



 

 

 
 

Langkah selanjutnya yaitu melakukan pengukuran diameter hambat atau 

diameter zona bening (mm) dengan menggunakan jangka sorong atau 

penggaris. Pengukuran diameter zona bening diukur sebanyak tiga kali di daerah 

yang berbeda dan hasilnya kemudian dirata-rata.  

 

- Karakterisasi Fisik 

Karakterisasi fisik yang dilakukan pada ektrask bakteriosin meliputi 

stabilitas terhadap suhu dan pH.  

Stabilitas Terhadap Suhu dan Lama Pemanasan 

Uji ini dilakukan dengan memanaskan bakteriosin sebanyak 400µl pada 

suhu 45oC, 70oC, dan 95oC selama 15, 30 dan 45 menit. Selanjutnya larutan 

bakteriosin diuji aktivitas hambat dengan metode difusi cakram. 

Stabilitas Terhadap pH  

Uji ini dilakukan dengan menambahkan 0,1 M NaOH atau 0,1 M HCl 

untuk membuat perbedaan level pH dari 2 sampai 9. Volume ekstrak bakteriosin 

yang digunakan yaitu 400µl. Kemudian, larutan bakteriosin dan NaOH atau HCl 

dihomogenkan dan didiamkan beberapa menit sebelum diuji aktivitas hambat 

terhadap bakteri pembentuk histamin. 

 

- Karakterisasi Kimia (Berat Molekul Bakteriosin) 

Penentuan berat molekul bakteriosin menggunakan Sodium Deodecyl 

Sulfate Polyacrilamide Gel Electroforesis (SDS-PAGE) berdasarkan metode 

Fatchiyah et al., (2006). 

 Persiapan Separating dan Stacking gel 

- Plate gel dibuat dengan cara merangkai 2 plate kaca jarak ± 1 mm. 

- Dibuat 2 lapis gel yaitu gel sebagai pengumpul sampel (stacking gel dan 

gel sebagai media untuk memisahkan protein (separating gel). Campuran 



 

 

 
 

separating gel 45 µ dimasukkan ke dalam plate (tempat lapisan gel), 

ditunggu selama 10 menit sampai separating gel terbentuk. 

- Stacking gel dimasukkan di atas separating gel dan dipasang sisir untuk 

membuat sumuran, kemudian didiamkan selama 30 menit sampai 

terbentuk gel dan sisir diangkat dengan hati-hati. 

- Plate dipasang pada alat elektroforesis dan dituangkan buffer 

elektoforesis ke dalam chamber elektroforesis. 

 Injeksi Sampel Pada Sumur Gel 

- Plate yang berisi gel dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis. 

- Running buffer dituang sampai gel terendam di bagian ats dan bawah. 

- Sebanyak 20 µl bakteriosin ditambah dengan 20 µl Reduksi Sampel 

Buffer (RSB) kemudian divortex untuk menghomogenkan, selanjutnya 

dipanaskan dengan pemanas air suhu 1000C selama 5 menit. Setelah 

dingin, sampel dimasukkan ke dalam sumuran elektoforesis, volume ± 40 

µl untuk setiap sumur menggunakan Hamilton syringe. Syringe dibilas 

sampai 3 x menggunakan aquades atau dengan running buffer sebelum 

dipakai untuk memasukkan sampel yang berbeda pada sumur gel 

berikutnya.  

 Running Sampel 

 Perangkat elektroforesis dihubungkan dengan power supply. Running 

dilakukan pada constan current 20 mA selama  40-50 menit atau sampai 

tracking dye mencapai jarak 0,5 cm dari dasar gel. Setelah selesai, running 

buffer dituang dan gel diambil dari plate. 

 Pewarnaan dan pencucian 

 Pewarnaan dilakukan dengan merendam gel dalam larutan staining 

selama 30-60 menit, penghilangan warna dilakukan dengan merendam gel 



 

 

 
 

dalam larutan desstaining, digoyang-goyangkan dengan shaker sampai gel 

menjadi jernih. 

 Pembuatan kurva standar berat molekul 

- Pergerakan masing-masing protein standar diukur dan dihitung nilai Rfnya 

- Menggambarkan kurva standar berat molekul yang diperoleh dengan 

mengeplotkan nilai Rf pada sumbu X dan log dari berat molekul pada 

sumbu Y. Kemudian dihitung persamaan garis linier y = a + bx. 

Rf = 
 arak pergerakan protein dari tepi awal (a)

Jarak pergerakan akhir tracking (b)
 

 Pengukuran berat molekul protein sampel 

Jumlah band protein dihitung dan diamati dengan cermat. Masing-masing 

band protein dihitung nilai Rfnya, dari setiap nilai Rf yang diperoleh dihitung berat 

molekulnya dengan bantuan persamaan garis linier dari kurva standar berat 

molekul, hasil yang diperoleh dicatat dan masukkan dalam tabel. 

 

4.2.2 Tahap II : Aplikasi Bakteriosin pada Bakteri Pembentuk Histamin 

Pada tahap II ini dilakukan penerapan aplikasi bakteriosin Lactobacillus 

casei dengan menguji daya hambat ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei pada 

konsentrasi ekstrak bakteriosin yang berbeda terhadap bakteri pembentuk 

histamin. Bakteri pembentuk histamin yang digunakan, yaitu Pseudomonas sp., 

Proteus morganii (bakteri Gram Negatif)  dan Staphylococus sp., Micrococcus sp. 

(bakteri Gram Positif). Perlakuan yang digunakan yaitu konsentrasi ekstrak 

bakteriosin (2 x MBC (A) ; 3 x MBC (B) ; 4 x MBC (C); 5 x MBC (D)). Untuk 

menentukan konsentrasi ekstrak bakteriosin yang akan digunakan, sebelumnya 

dilakukan penentuan Minimum Inhibitory Concentration dan Minimum 

Bactericidal Concentration (Bloomfield, 1991) pada ekstrak bakteriosin. 



 

 

 
 

Pengujian daya hambat bakteriosin pada konsentrasi ekstrak bakteriosin 

yang berbeda terhadap bakteri pembentuk histamin menggunakan metode difusi 

cakram  berdasarkan modifikasi Nurlia (1997) dan Nurliana (2009). Bakteri 

pembentuk histamin yang telah aktif pada media Nutrient Broth diresuspensi ke 

dalam 5 mL garam fisiologis (NaCl 0,85%) yang kemudian dibandingkan 

kekeruhannya menggunakan standar Mc Farland No. 9 (setara dengan 

kekeruhan 109 sel bakteri/mL). Selanjutnya, suspensi bakteri yang sudah 

dibandingkan kekeruhannya diencerkan dalam media Buffered Pepton Water 

yang steril dengan target populasi mencapai populasi 106 sel/mL (Usmiati et al., 

2009). 

Media MHA steril dituang sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri dan 

didiamkan hingga memadat pada suhu kamar. Media MHA yang sudah memadat 

diinokulasikan dengan 0,1 ml suspensi bakteri uji dan diratakan dengan hockey 

stick, kemudian didiamkan sampai kering selama 15 menit. Cakram kertas 

ditetesi ekstrak bakteriosin sebanyak 50 µl. Selanjutnya, cakram kertas 

diletakkan di atas media MHA yang telah diinokulasikan bakteri uji, dan 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Zona bening yang terbentuk 

menunjukkan adanya daya hambat bakteriosin terhadap pertumbuhan bakteri uji. 

Langkah selanjutnya yaitu melakukan pengukuran diameter hambat atau 

diameter zona bening (mm) dengan menggunakan jangka sorong atau 

penggaris. Pengukuran diameter zona bening diukur sebanyak tiga kali di daerah 

yang berbeda dan hasilnya kemudian dirata-rata. 

 

 

 



 

 

 
 

a. Penentuan Minimum Inhibitory Concentration dan Minimum 

Bactericidal Concentration (Bloomfield, 1991) pada Ekstrak 

Bakteriosin. 

Pengujian  (Minimum Inhibitory Concentration dan Minimum Bactericidal 

Concentration) terhadap bakteri uji dilakukan pada ekstrak bakteriosin. Metode 

Bloomfield (1991) digunakan untuk memproses data yang didapatkan dari 

aktivitas antimikroba ekstrak pada setiap masing-masing ekstrak untuk 

menentukan nilai MIC dan MBC. Pada Gambar 5 dijelaskan bahwa nilai 

logaritma dari konsentrasi ekstrak (Mo) pada sumbu X dan nilai kuadrat diameter 

zona hambat (Z2) pada sumbu Y. Nilai Mt adalah titik dimana garis regresi Y = aX 

+ b memotong sumbu X. MIC adalah nilai perkalian dari 0,25 x Mt dimana MBC 

adalah 4 x MIC atau sama dengan nilai Mt. Konsentrasi ekstrak bakteriosin yang 

digunakan, yaitu 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% dan 90%. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 6. Grafik untuk menentukan MIC 

 

Setelah dilakukan penentuan MIC dan MBC ekstrak bakteriosin, maka 

didapatkan nilai MIC dan MBC ektrak bakteriosin dimana nilai ini digunakan 

untuk menentukan konsentrasi perlakuan yang akan dilakukan. 

 

 

Z2 
Mt 

Y = aX + b 

Ln Mo 

MIC = 0,25 x Mt 



 

 

 
 

4.3 Analisa Data 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis secara statistik 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan perlakuan konsentrasi ekstrak 

bakteriosin yang berbeda dengan tiga kali ulangan. Peubah yang diamati adalah 

aktivitas hambat ekstrak bakteriosin. Selanjutnya, dilakukan pengolahan data 

penelitian dengan menggunakan software SPSS. Data yang telah dianalisa 

selanjutnya dibahas dengan literatur yang mendukung. 

  



 

 

 
 

5. HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1  Fase Pertumbuhan Lactobacillus casei 

Fase pertumbuhan Lactobacillus casei digunakan untuk menentukan 

waktu inkubasi selama produksi senyawa antibakteri. Fase-fase yang terbentuk 

digunakan untuk menentukan waktu generasi bakteri, khususnya fase 

eksponensial hingga fase pertumbuhan stasioner dimana bakteriosin 

berakumulasi di dalam media kultur selama fase pertumbuhan eksponensial 

hingga fase pertumbuhan stasioner. Kurva pertumbuhan Lactobacillus casei 

dapat dilihat pada Gambar 7.  

 

 

 

Gambar 7. Kurva pertumbuhan Lactobacillus casei  

Berdasarkan kurva diatas didapatkan fase pertumbuhan Lactobacillus 

casei. Fase pertumbuhan Lactobacillus casei terdiri dari fase lag, fase 

eksponensial, fase stasioner dan fase kematian. Fase lag terjadi selama jam ke-0 

sampai jam ke-6. Pada fase lag ini bakteri melakukan proses adaptasi terhadap 

kondisi lingkungannya dan terjadi peningkatan jumlah sel bakteri yang 
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Keterangan : Nt = jumlah sel setelah tumbuh selama waktu t 
          No = jumlah sel mula-mula selama fase eksponensial 
     = titik grafik antara nilai Nt/No pada tiap jam selama 24 jam 
     = kurva eksponensial pertumbuhan bakteri 



 

 

 
 

berlangsung lambat. Fase kedua adalah fase eksponensial dimana pada fase ini 

pertumbuhan bakteri berlangsung secara cepat. Fase eksponensial terjadi pada 

jam ke-7 sampai pada jam ke-19. Fase ketiga adalah fase stasioner dimana pada 

fase ini jumlah sel bakteri yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati. Fase 

stasioner terjadi pada jam ke-20 sampai jam ke-24. Fase berikutnya adalah fase 

kematian dimana jumlah sel bakteri mengalami penurunan karena nutrien dalam 

media dan cadangan energi dalam sel mulai menipis.  

Berdasarkan kurva pertumbuhan Lactobacillus casei yang didapat, 

diperoleh juga karakter pertumbuhan Lactobacillus casei yang dapat dilihat pada 

Tabel 4. Perhitungan karakter pertumbuhan dapat dilihat pada Lampiran 1. Untuk 

mendapatkan data karakter pertumbuhan pada Tabel 4, dilinearkan dari kurva 

pertumbuhan bakteri (Gambar 7) dengan cara logaritma dari persamaan 

eksponensial ln Nt = t 
    

 
 + ln No sehingga diperoleh persamaan linier y = 

0,1493x – 0,7629.  

Tabel 4. Karakter Pertumbuhan Lactobacillus casei 

Karakter Pertumbuhan Nilai  

Kecepatan pertumbuhan maksimal (per 
jam) 

0,1493 

Lag time (jam) 
Nilai maksimal jumlah sel (A) 

5,1098 
2,002 

Waktu generasi (jam) 13,4098 
Konstanta laju pertumbuhan spesifik 0,0517 

 

Kecepatan pertumbuhan spesifik didasarkan pada persamaan yang 

berlaku pada fase pertumbuhan logaritmik (Pramono, 2003). Kecepatan 

pertumbuhan spesifik Lactobacillus casei adalah 0,0517 per jam. Sedangkan 

waktu generasi Lactobacillus casei adalah 13,4 jam. Waktu generasi merupakan 

waktu yang diperlukan mikroorganisme untuk meningkatkan jumlah sel menjadi 

dua kali lipat jumlah semula. Pada fase eksponensial terjadi peningkatan jumlah 

sel dan digunakan untuk untuk menentukan waktu generasi. Beberapa contoh 



 

 

 
 

waktu generasi pada suhu pertumbuhan yang optimal antara lain 30 menit untuk 

Bacillus cereus, 20 menit untuk Escherichia coli dan Salmonella,  dan 10 menit 

untuk Clostridium perfringens (Yudhabuntara, 2003). Waktu generasi pada setiap 

bakteri tidak sama, ada yang hanya memerlukan 20 menit sampai berjam-jam 

atau berhari-hari (Sumarsih, 2003). Semakin cepat lag time, maka semakin cepat 

waktu generasi bakteri. Pada bakteri uji Pseudomonas sp memiliki kecepatan 

pertumbuhan sebesar 0,136 jam-1 (Diswanto dan Edwan, 2015). Hal ini 

menandakan bahwa kecepatan pertumbuhan bakteri Lactobacillus casei lebih 

cepat dari kecepatan pertumbuhan bakteri uji Pseudomonas sp yang berarti 

bahwa dimungkinkan pertumbuhan bakteri Lactobacillus casei mampu 

menghambat pertumbuhan Pseudomonas sp. Pada bakteri Staphylococcus 

aureus memiliki waktu generasi selama 15-20 menit (Pelczar and Chan, 2006). 

Hal ini menandakan bahwa waktu generasi dari Lactobaciillus casei lebih lambat 

dari waktu generasi pertumbuhan bakteri Staphylococcus sp. Berdasarkan Sterrit 

dan Lester (1988) dalam Microbiology for Environmental and Public Health 

Engineers, interaksi antar mikroorganisme pada sistem batch akan didominasi 

oleh interaksi yang bersifat kompetisi. Interaksi ini mengakibatkan spesies yang 

tumbuh lebih cepat akan menguasai spesies yang pertumbuhannya lebih lambat, 

kecuali laju pertumbuhannya identik. 

Selama pertumbuhan bakteri asam laktat, produksi maksimum terjadi 

pada fase akhir ekponensial atau awal fase stasioner. Waktu inkubasi yang 

digunakan adalah pada jam ke-19 dimana pada fase ini terjadi produksi 

bakteriosin. Menurut Jimenez Diaz (1993) produksi bakteriosin terbaik pada saat 

mencapai akhir fase eksponensial atau awal fase stasioner. Pada penelitian 

Suprihanto (2009) menyatakan bahwa fase awal eksponensial Lactobacillus 

casei terjadi pada jam ke-11. Hal ini diperkuat dengan hasil penelitian dari 



 

 

 
 

Harmayani et al., (2001) yang menyatakan bahwa ketiga isolat potensial 

(Lactobacillus sp. Dad 13, L. acidophilus D2, L. plantarium Mut &) memasuki fase 

logaritmik akhir (awal stasioner) pada jam ke 16-18 inkubasi.  

Bakteriosin merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh sel yang 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri terutama bakteri gram positif (Hozapfel 

et al., 1995). Schannel et al., (1998) juga menyatakan bahwa bakteriosin 

merupakan metabolit ekstraseluler yang disintesis dalam ribosom sel BAL 

selama pertumbuhan fase eksponensial, biasanya mengikuti pola sintesis 

protein. Bakteriosin diproduksi oleh bakteri asam laktat, didefinisikan sebagai 

produk primer atau produk modified yang diproduksi ekstraseluler, disintesis oleh 

ribosom bakteri yang dapat mempunyai spektrum yang relatif sempit dalam 

aktivitas bakterisidal (Sriwira dan Intarapichet, 2005). Bakteriosin disintesis 

selama fase pertumbuhan eksponensial. Aktivitas bakteriosin menurun apabila 

waktu inkubasi yang memanjang setelah fase stasioner dikarenakan protease 

dibebaskan dari sel pada saat sel memasuki fase kematian (Nurhajati et al, 

2012). 

 

5.2  Karakterisasi Bakteriosin 

5.2.1  Karakterisasi Biologi Bakteriosin 

Hasil uji aktivitas hambat ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei terhadap 

masing-masing bakteri uji ditunjukkan dengan adanya diameter hambat. 

Diameter hambat yang terbentuk dapat berupa zona bening di sekeliling sumur 

yang menunjukkan sifat bakterisidal (membunuh bakteri) maupun zona semu 

yang menunjukkan sifat bakteriostatik (menghambat pertumbuhan mikroba). 

Zona bening terbentuk karena adanya metabolit sekunder atau senyawa aktif 

antimikroba lainnya yang dihasilkan. Menurut Ray (1996) terdapat dua macam 



 

 

 
 

zona bening yang dihasilkan oleh aktivitas senyawa antibakteri yaitu zona bening 

dengan batas tepi lingkaran yang tegas dan jelas disebabkan oleh aktivitas 

bakteriosin, sedangkan zona bening dengan tepi lingkaran yang keruh 

disebabkan aktivitas asam. Terbentuknya zona bening dengan tepi lingkaran 

yang keruh disebabkan semakin jauh difusi asam dalam media agar, maka 

konsentrasi asam yang terdapat dalam supernatan semakin rendah sehingga 

dapat mengakibatkan aktivitas hambat mengalami penurunan akibat asam. 

Terbentuknya zona bening yang tegas dan jelas pada bakteriosin disebabkan 

karena bakteriosin memiliki sifat single hit inactivation dimana satu molekul 

bakteriosin akan membunuh satu sel bakteri indikator. Hasil uji aktivitas hambat 

ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei dapat dilihat pada Gambar 8. 

 

Keterangan :  
Notasi huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan nyata (p < 0,05) 
Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (p > 0,05) 

Gambar 8. Grafik aktivitas hambat ekstrak bakteriosin Lactobacillus 
casei 

 

Hasil analisis keragaman aktivitas hambat ekstrak bakteriosin 

Lactobacillus casei pada Lampiran 3 menunjukkan bahwa perlakuan antar 

bakteri pembentuk histamin berpengaruh nyata terhadap diameter hambat 

bakteriosin dan interaksi keduanya (p<0.05) sehingga dilanjutkan dengan uji 

8,28 ± 0,21b  8,10 ± 0,31b 
10,20 ± 0,15c 
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BNT. Berdasarkan uji Beda Nyata Terkecil 5% didapatkan bahwa perlakuan 

bakteri uji berbeda nyata antar bakteri pembentuk histamin tetapi tidak berbeda 

nyata pada bakteri Pseudomonas sp dan Proteus morgani. Perbedaan aktivitas 

hambat dikarenakan bakteriosin mempunyai aktivitas hambat yang spesifik, dan 

biasanya mempunyai hubungan kekerabatan (filogenik) dekat dengan bakteri 

penghasil bakteri tersebut, serta tergantung perbedaan jenis dinding sel bakteri 

yang dihambat, yang berpengaruh pada ketahanan suatu bakteri terhadap zat 

antimikroba, karena perbedaan struktur dinding sel. Pada penghambatan bakteri 

Staphylococcus sp tidak terdapat zona bening sehingga dapat dinyatakan bahwa 

bakteriosin Lactobacillus casei tidak dapat menghambat bakteri Staphylococcus 

sp dikarenakan bakteri Staphylococcus sp memiliki daya tahan terhadap asam 

dan memiliki dinding sel yang kuat (terikat secara kovalen) sehingga bakteri ini 

lebih tahan terhadap asam dan zat antagonik lain yang dihasilkan Lactobacillus 

casei (Suseno et al,  2000). 

Berdasarkan Ela et al., (1996), kriteria penetapan aktivitas antibakteri 

yaitu antibakteri aktif dan sangat aktif yang memiliki zona hambat > 11 mm, aktif 

sedang yang memiliki zona hambatan 6-11 mm, dan tidak aktif yang memiliki 

zona hambatan < 6 mm. Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei terhadap bakteri 

uji memiliki aktivitas hambat sedang dimana memiliki diameter hambat antara 6-

11 mm. Berikut adalah gambar hasil aktivitas hambat bakteriosin dengan adanya 

diamater hambat atau zona bening dapat dilhat pada Gambar 9.  



 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Hasil diamater hambat bakteriosin Lactobacillus casei 
terhadap bakteri pembentuk histamin 

 

Pseudomonas sp, Proteus morgani dan Micrococcus sp merupakan 

bakteri pembentuk histamin dimana mampu menghasilkan enzim L-Histidine 

Decarboxylase. Berdasarkan hasil aktivitas hambat bakteriosin terhadap bakteri 

pembentuk histamin dapat disimpulkan bahwa ekstrak bakteriosin Lactobacillus 

casei mampu menghambat pertumbuhan bakteri pembentuk histamin. 

Penghambatan enzim L-Histidine Decarboxylase mengakibatkan tertundanya 

atau tidak terbentuknya produk sehingga mengakibatkan pengurangan atau 

bahkan tidak dihasilkannya histamin (Wendakoon dan Sakaguchi, 1995). 

Savadogo et al. (2006) menyatakan bahwa umumnya bakteriosin adalah peptida-

peptida kationik yang terdapat dalam bentuk substansi yang bersifat hidrofobik 

atau amphifilik dan membran bakteri merupakan target utama dari aktivitas yang 

dilakukan oleh bakteriosin, yaitu aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan 

bakteri perusak dan pembusuk. Pada penelitian Mangunwardoyo et al., (2007) 

menyebutkan bahwa Micrococcus diversus memiliki kadar histamin sebesar 

102,52 mg/100ml dan Staphylococcus spp memiliki kadar histamin sebesar 

124,37 mg/100ml. 

A B 

C D 

Keterangan :  

(A) Pseudomonas sp 

(B) Proteus morgani 

(C) Micrococcus sp 

(D) Staphylococcus sp 



 

 

 
 

Aktivitas antimikroba BAL menyebabkan adanya perubahan dinding sel 

pada bakteri patogen sehingga mengakibatkan lisis. Adanya suatu zat 

antimikroba yang dihasilkan BAL mengakibatkan perubahan permeabilitas 

membran sitoplasma pada bakteri uji sehingga terjadi kebocoran zat nutrisi 

dalam sel dengan cara menghambat kerja enzim bakteri patogen. Terhambatnya 

kerja enzim bakteri patogen akan menyebabkan denaturasi protein sel serta 

perusakan sistem metabolisme dalam sel sehingga yang berakibat pada 

kematian pada bakteri patogen (Wisti et al, 2014). Ogunbanwo et al (2003) 

menyatakan bahwa bakteriosin dari Lactobacillus brevis dapat menghambat 

bakteri E. coli, S. thypimurium dan L. monocytogenes. Dua isolat BAL (L. casei 

LA17 dan Lactobacillus paracasei LA02) dari produk ikan fermentasi asal 

Malaysia menunjukkan aktivitas antimikroba terhadap Bacillus cereus, 

Salmonella enterica, Listeria monocytogenes dan Eschericia coli (Liasi et al., 

2009). Bakteriosin pada Pediococcus acidilactici F-11 yaitu pediosin mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri pembentuk histamin Morganella morganii 

(Rinto, 2010).  

Bakteriosin dapat merusak permeabilitas membran sel bakteri dengan 

membentuk pori pada sel bakteri sehingga membran sel akan mengalami 

kebocoran. Terjadinya kebocoran akan menyebabkan terganggunya kestabilan 

membran sel sehingga pertumbuhan sel bakteri akan terhambat dan sel bakteri 

akan mengalami kematian (Jack et al., 1995). Bakteriosin akan mempengaruhi 

membran, sintesis DNA dan sintesis protein. Umumnya bakteriosin menunjukkan 

aktivitas bakterisidal atau bakteriostatik terhadap bakteri lain yang sangat erat 

dengan strain penghasil. Mekanisme utama bakteriosin, yaitu pembentukan pori-

pori dalam membran sitoplasma atau penghambatan biosintesis dinding sel dan 

aktivitas enzim dalam sel target (Chotiah, 2013). Mekanisme penghambatan 

bakteriosin terhadap bakteri target dapat dilihat pada Gambar 10. 



 

 

 
 

 

Gambar 10. Mekanisme Aksi Bakteriosin Merusak Membran Sel Bakteri 
Patogen(Drider et al., 2006) 

 

De Vuyst dan Vandame, (1994) menyatakan bahwa target utama 

bakteriosin adalah membran sitoplasma sel bakteri melalui perusakan 

permeabilitas membran dan menghilangkan proton motive force (PMF) sebagai 

reaksi awal, sehingga menghambat pembentukan energi dan biosintesis asam 

nukleat. Secara umum bakteriosin mempunyai kemampuan melawan bakteri lain 

dengan efek bakterisidal dengan mekanisme sebagai berikut : (a) molekul 

bakteriosin kontak dengan membran sel, (b) mengganggu potensial membran 

sitoplasma dengan destabilitasi sehingga sel menjadi tidak kuat, dan (c) 

ketidakstabilan membran sel mengakibatkan pembentukan lubang atau pori pada 

membran dengan mengganggu PMF. Pembentukan lubang pada sitoplasma 

merupakan akibat adanya bakteriosin yang menyebabkan terjadinya perubahan 

gradien potensial membran (DP) dan pelepasan molekul intraseluler maupun 

masuknya substansi ekstraseluler (dari lingkungan). Efeknya pertumbuhan sel 

terhambat dan menyebabkan proses kematian sel yang sensitif terhadap bakteri 

(Usmiati dan Nur, 2011). 

 

5.2.2  Karakterisasi Fisik Bakteriosin 

Karakterisasi bakteriosin dilakukan untuk menentukan sifat dari 

bakteriosin terhadap pengaruh perlakuan lingkungan yaitu suhu dan pH. Dengan 



 

 

 
 

mengetahui sifat bakteriosin berdasarkan pH dan suhu, dapat bermanfaat dalam 

proses pengolahan dan pengawetan produk perikanan. Pada tahap karakterisasi 

bakteriosin ini dilakukan pada bakteri pembentuk histamin yang memiliki 

diameter hambat tertinggi pada masing-masing jenis bakteri Gram Negatif, yaitu 

Pseudomonas sp dan jenis bakteri Gram Positif, yaitu Micrococcus sp. 

 

a. Stabilitas Terhadap Suhu dan Lama Pemanasan 

Penelitian mengenai stabilitas bakteriosin terhadap suhu dan lama 

pemanasan sangat penting dikaji apabila bakteriosin akan diaplikasikan pada 

bahan makanan. Penggunaan bakteriosin sebagai pengawet alami dalam 

makanan perlu mempertimbangkan pula sifat-sifat bakteriosin tersebut 

mengingat pwngolahan makanan sering melibatkan suhu tinggi, suhu rendah, 

pengeringan, penyimpanan yang lama, dan sebagainya (Nugroho dan Endang, 

2003). Dari hasil pengujian karakteristik bakteriosin terhadap suhu ini, didapatkan 

aktivitas hambat bakteriosin pada bakteri Pseudomonas sp yang hasilnya dapat 

dilihat pada Gambar 11 dan pada bakteri Micrococcus sp yang hasilnya dapat 

dilihat pada Gambar 12.  



 

 

 
 

 

Keterangan :  
Notasi huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan nyata (p<0,05) 
Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (p > 0,05) 

Gambar 11. Grafik aktivitas hambat bakteriosin terhadap perlakuan suhu 
dan lama pemanasan pada bakteri Pseudomonas sp 

 

Keterangan :  
Notasi huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan nyata (p<0,05) 
Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (p > 0,05) 

Gambar 12. Grafik aktivitas hambat bakteriosin terhadap perlakuan suhu  
dan lama pemanasan pada bakteri Micrococcus sp 
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Hasil analisis keragaman faktor suhu dan lama pemanasan pada 

Lampiran 3 menunjukkan bahwa peningkatan suhu pemanasan dan lama 

pemanasan yang digunakan berpengaruh nyata terhadap diameter hambat 

bakteriosin dan interaksi keduanya (p<0.05) sehingga dilanjutkan dengan uji 

BNT. Berdasarkan uji Beda Nyata Terkecil 5% didapatkan bahwa kombinasi 

suhu dan waktu antar perlakuan memiliki perbedaan yang nyata. Pada perlakuan 

kombinasi suhu 45oC selama 30 menit dan 45 menit, dan suhu 70 oC selama 15 

menit tidak berbeda nyata.  

Bakteriosin Lactobacillus casei tidak kehilangan aktivitas hambat pada 

kisaran suhu 45oC, 70oC dan 95oC, namun demikian bakteriosin ini mengalami 

penurunan aktivitas hambat terhadap kedua bakteri pembentuk histamin, yaitu 

Pseudomonas sp dan Micrococcus sp. Aktivitas hambat bakteriosin terhadap 

bakteri Pseudomonas sp dan Microccoccus sp tertinggi terletak pada suhu 45oC 

selama 5 menit dengan diameter hambat sebesar 8,30 mm dan 9,25 mm, 

sedangkan aktivitas hambat bakteriosin terhadap bakteri Pseudomonas sp dan 

Microccoccus sp terendah terletak pada suhu 90oC selama 45 menit dengan 

diameter hambat sebesar 6,54 mm dan 6,75 mm.  

Penurunan aktivitas hambat bakteriosin terus berlanjut seiring dengan 

meningkatnya suhu pemanasan dan lama yang digunakan. Semakin tinggi suhu 

yang digunakan, maka semakin kecil diameter hambat bakteriosin terhadap 

bakteri pembentuk histamin, begitu pula dengan waktu. Semakin lama waktu 

yang digunakan, maka semakin kecil diameter hambat bakteriosin terhadap 

bakteri pembentuk histamin. Penurunan aktivitas hambat ekstrak bakteriosin 

terhadap bakteri Pseudomonas sp pada suhu 45 C sebesar 14,79% atau setara 

dengan 0,0356 mm/menit, pada suhu 70 C sebesar 13,10% atau setara dengan 

0,0315 mm/menit, pada suhu 95 C sebesar 8,56% atau setara dengan 0,0816 

mm/menit. Sedangkan penurunan aktivitas hambat ekstrak bakteriosin terhadap 



 

 

 
 

bakteri Micrococcus sp pada suhu 45 C sebesar 24,16% atau setara dengan 

0,0601 mm/menit, pada suhu 70 C sebesar 1,39% atau setara dengan 0,0033 

mm/menit, pada suhu 95 C sebesar 5,77% atau setara dengan 0,013 mm/menit.  

De Vuyst dan Vandamme (1994) menyatakan bahwa bakteriosin dari bakteri 

asam laktat tahan terhadap pemanasan sampai suhu 100oC selama 30 menit 

bahkan sampai suhu autoklaf. Hal ini karena dalam bakteriosin tersebut mungkin 

ada senyawa - senyawa globuler kecil dan adanya daerah hidrophobik yang 

kuat. Hal ini dapat membedakannya dari bakteriophage yang tak tahan panas 

sampai autoklaf. 

Menurut Djaafar et al., (1995) dan Leroy (2007), bakteriosin yang 

diproduksi oleh bakteri asam laktat memiliki sifat tahan panas terhadap 

pengolahan panas mulai dari suhu 98°C selama 30 menit sampai 121°C selama 

15 menit. Bakterisoin mesenterococin yang diproduksi oleh Leuconostoc 

mensenteroides tahan pada suhu 100°C selama 15 menit. Bakterisoin Lactacin F 

yang diproduksi oleh Lactobacillus acidophilus tahan pada suhu 121°C selama 

15 menit. Hal ini juga sesuai dengan hasil penelitian Suriasih (2014), yang 

menyatakan bahwa senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh bakteri asam 

laktat Lactobacillus acidophilus dan Lactobacillus fermentum, masih tahan pada 

suhu tinggi 80 oC, 90 oC dan 100 oC selama 30 menit walaupun sudah ada 

sedikit penurunan daya hambat terhadap patogen. 

  

b. Stabilitas Terhadap pH 

Faktor pH seringkali menjadi pertimbangan bagi bahan pengawet yang 

akan digunakan pada bahan pangan, khususnya bagi pangan hasil peternakan 

dengan kondisi pH rendah seperti daging sapi, ham, bakso, susu, butter, keju, 

dan lain-lain (Jay, 2000). Dari hasil pengujian karakteristik bakteriosin terhadap 

nilai pH ini, didapatkan aktivitas hambat bakteriosin pada bakteri pembentuk 



 

 

 
 

histamin (Pseudomonas sp, dan Micrococcus sp) yang hasilnya dapat dilihat 

Gambar 13.   

 

Keterangan :  
Notasi  huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan nyata  (p < 0,05) 
Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (p > 0,05) 

Gambar 13. Grafik aktivitas hambat ekstrak bakteriosin terhadap pH 

Hasil analisis keragaman faktor pH pada Lampiran 4 menunjukkan bahwa 

peningkatan nilai pH yang digunakan berpengaruh nyata terhadap diameter 

hambat bakteriosin dan interaksi keduanya (p<0.05) sehingga dilanjutkan dengan 

uji BNT. Berdasarkan uji Beda Nyata Terkecil 5% yang dilakukan, didapatkan 

bahwa perlakuan pH berbeda nyata dengan yang lain. Perlakuan pH 3,4 dan 6 

tidak berbeda nyata pada bakteri Pseudomonas sp. Pada perlakuan pH 3, 5, 6 

tidak berbeda nyata pada bakteri Micrococcus sp.  

Bakteriosin Lactobacillus casei pada bakteri uji Pseudomonas sp 

mempunyai aktivitas optimum pada pH 5 dengan diameter hambat sebesar 8,25 
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mm, sedangkan pada bakteri uji Micrococcus sp memiliki aktivitas optimum pada 

pH 4 dengan diameter hambat sebesar 9,25 mm. Aktivitas daya hambat 

bakteriosin berkurang seiring dengan meningkatnya nilai pH (mendekati pH 

basa) dan aktif pada pH asam. Menurut Jack et al. (1996), semakin tinggi pH 

yang diberikan maka aktivitas bakteriosin akan berkurang, hal ini terlihat pada 

bakteriosin piscicolin yang aktivitas bakteriosinnya menghilang pada pH tinggi 

mendekati pH 8. Hasil penelitian Mehta et al., (1983) mendapatkan bahwa 

bakteriosin dihasilkan bakteri Lactobacillus acidophilus mempunyai aktivitas 

optimum pada kisaran nilai pH 4-5.  

Hilangnya aktivitas hambat bakteriosin pada pH basa dimungkinkan 

karena terdegradasinya bakteriosin atau rusak nya bakteriosin akibat dari pH. 

Menurut  Parente et al., (1994), hilangnya aktivitas bakteriosin pada pH 10 

kemungkinan disebabkan terdegradasi oleh enzim proteolitik, agregasi protein, 

diserap oleh sel penghasil dan regulasi umpan balik. Hal ini diperkuat oleh 

Avonts et al., (2004) degradasi bakteriosin terjadi seiring dengan fase kematian 

sel penghasil. Awalnya sel mengalami lisis kemudian diikuti dengan akumulasi 

protease intraseluler yang menyebabkan rusaknya bakteriosin. 

 

5.2.3  Karakterisasi Kimia (Berat Molekul) 

Prinsip penggunaan metode gel poliakrilamid ini adalah migrasi 

komponen akrilamida dengan N.N` bisakrilamida. Kisi – kisi tersebut berfungsi 

sebagai saringan molekul untuk mengoptimalkan kondisi migrasi komponen 

protein yang diatur berdasarkan konsentrasi atau rasio akrilamid dengan 

bisakrilamid. Metode ini digunakan untuk menentukan berat molekul suatu 

protein selain untuk memonitor pemurnian protein (Wilson dan Walker, 2000). 

Deterjen ionik (SDS) yang memiliki muatan negatif akan mendenaturasi sebagian 

besar struktur kompleks protein yang secara kuat tertarik ke anoda sehingga 



 

 

 
 

molekul akan bermigrasi melalui gel poliakrilamid ke kutub anoda, molekul yang 

kecil akan bermigrasi lebih cepat daripada yang besar, sehingga akan terjadi 

pemisahan.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Pada Gambar 14 di atas menunjukkan bahwa bakteriosin Lactobacillus 

casei memiliki berat molekul 14,34 kDa dengan nilai (a) sebesar 5,5 dan nilai (b) 

sebesar 8. Berat molekul bakteriosin spesies Lactobacillus berbeda-beda, 

memiliki range berat molekul yang lebar. Bakteriosin dari Lactobacillus 

acidophilus IFO 3205 (Hosono et al, 1977) dan lactacin B dari Lactobacillus 

acidophilus N2 termasuk salah satu yang terkecil dengan berat molekul 3,5 kDa 

dan 6,5 kDa. Untuk lactocin 27 memiliki berat molekul 12,4 kDa dilaporkan oleh 

Upreti dan Hinsdill, (1975). Helveticin J memiliki berat molekul 37 kDa (Joerger 

14,34 kDa 
(bakteriosin like) 
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Keterangan : B = bakteriosin 
         M = Marker 

 

Gambar 14. Hasil elektroforesis SDS-PAGE bakteriosin Lactobacillus casei 



 

 

 
 

dan Klaenhammer 1986). Kedua produsen dari strain Lactobacillus helveticus 

menunjukkan berat molekul yang besar. Lee dan Kim, (2011) menyatakan 

berdasarkan ukuran, morfologi dan fisik, bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri 

Lactobacillus casei dikelompokkan dalam bakteriosin kelas III, umumnya 

berukuran besar (>10 kDa), dan tidak tahan panas yang terdiri dari dua tipe. Tipe 

IIIa adalah bakteriolisin yang merupakan enzim bakteriolitik. Contoh yang banyak 

dipelajari pada tipe ini adalah lisostaphin. Tipe IIIb adalah bakteriosin tipe non-

litik, salah satunya adalah helvetisin J (37 kDa) yang diproduksi oleh 

Lactobacillus helveticus. Untuk perhitungan berat molukel dapat dilihat pada 

Lampiran 4. 

 

5.3 Aplikasi Bakteriosin pada Bakteri Pembentuk Histamin 

5.3.1 Penentuan MIC dan MBC 

Pada tahap ini bertujuan untuk menentukan konsentrasi ekstrak 

bakteriosin yang akan digunakan berdasarkan nilai MIC dan MBC sehingga 

mendapatkan konsentrasi terendah bakteriosin Lactobacillus casei dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri pembentuk histamin. Hasil uji penentuan nilai 

MIC dan MBC dapat dilihat pada Tabel 5. MIC (Minimum Inhibitory 

Concentration) adalah konsentrasi minimum ekstrak bakteriosin yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri uji sedangkan MBC (Minimum Bacteriocidal 

Concentration) adalah konsentrasi minimum ekstrak bakteriosin yang dapat 

membunuh bakteri uji.  

Tabel 5. Hasil Uji Penentuan MIC dan MBC ekstrak bakteriosin 

Bakteri Uji MIC (%) MBC (%) 

Pseudomonas 
sp 

0,55 2,22 

Proteus 
morgani 

0,59 2,37 

Micrococcus sp 0,36 1,45 



 

 

 
 

Dari Tabel 5 di atas didapatkan bahwa nilai konsentrasi terkecil ekstrak 

bakteriosin Lactobacillus cassei untuk menghambat pertumbuhan bakteri 

Pseudomonas sp adalah 0,55%, sedangkan nilai konsentrasi terkecil ekstrak 

bakteriosin Lactobacillus casei untuk membunuh bakteri Pseudomonas sp adalah 

2,22%. Nilai konsentrasi terkecil ekstrak bakteriosin Lactobacillus cassei untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri Proteus morgani adalah 0,59%, sedangkan 

nilai konsentrasi terkecil ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei untuk membunuh 

bakteri Proteus morgani adalah 2,37%. Nilai konsentrasi terkecil ekstrak 

bakteriosin Lactobacillus cassei untuk menghambat pertumbuhan bakteri 

Micrococcus sp adalah 0,36%, sedangkan nilai konsentrasi terkecil ekstrak 

bakteriosin Lactobacillus casei untuk membunuh bakteri Micrococcus sp adalah 

1,45%. Nilai MIC terendah terletak pada bakteri uji Micrococcus sp, hal ini 

menandakan bahwa ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei memiliki aktivitas 

yang tinggi terhadap bakteri Gram Positif. Semakin kecil nilai MIC maka semakin 

baik kekuatan antibakteri suatu senyawa. Nilai MBC yang didapat akan 

digunakan sebagai penentuan perlakuan konsentrasi ekstrak bakteriosin pada 

tahap selanjutnya. Pada penelitian Magdalena (2009) hasil MIC yang didapat 

menunjukkan bahwa konsentrasi minimum substrat kasar bakteriosin 

Lactobacillus fermentum 2B2 yang dapat mengurangi jumlah bakteri S.aureus 

ATCC 25923 terjadi pada konsentrasi substrat kasar bakteriosin sebesar 70% 

dengan pengurangan sebesar 1,67 log cfu/ml yang dimulai dari konsentrasi 10%. 

 

5.3.2 Aplikasi Bakteriosin Terhadap Konsentrasi yang Berbeda 

Tahap perlakuan konsentrasi bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

konsentrasi ekstrak bakteriosin dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji 

(Pseudomonas sp, Proteus morgani,  Micrococcus sp). Hasil aktivitas hambat 

bakteriosin Lactobacillus casei terhadap bakteri uji (Pseudomonas sp, Proteus 



 

 

 
 

morgani dan Micrococcus sp) pada perlakuan konsentrasi yang berbeda dapat 

dilihat pada Gambar 15.  

 

Keterangan :   
Perlakuan 2 x MBC berturut- turut (4,4%; 4,7%; 2,7%)  
Perlakuan 3 x MBC berturut-turut (6,6%; 7,1%; 4,1%) 
Perlakuan 4 x MBC berturut-turut (8,8%; 9,5%; 5,4%) 
Perlakuan 5 x MBC berturut-turut (11,1%; 11,8%; 6,8%)  
Notasi huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan nyata (p<0,05) 
Notasi huruf yang sama menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (p > 0,05) 

 

 

 

Hasil analisis keragaman perbedaan konsentrasi pada Lampiran 7, 8 dan 

9 menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi bakteriosin berpengaruh nyata 

terhadap diameter hambat bakteriosin dan interaksi keduanya (p<0.05) sehingga 

dilanjutkan dengan uji BNT. Dari uji Beda Nyata Terkecil 5% pada bakteri 

Pseudomonas sp terlihat bahwa perlakuan konsentrasi 4,4% (2 x MBC) berbeda 

nyata dibandingkan perlakuan konsentrasi lainnya. Perlakuan konsentrasi 6,6% 

(3 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 8,8% (4 x MBC) berbeda nyata dengan 

perlakuan konsentrasi 4,4% (2 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 11,1% (5 x 

MBC) tetapi tidak berbeda nyata satu sama lain. Pelakuan konsentrasi 11,1% 
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Gambar 15. Grafik aktivitas hambat ekstrak bakteriosin pada konsentrasi yang 

berbeda terhadap bakteri pembentuk histamin 



 

 

 
 

berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi lainnya. Semakin tinggi konsentrasi 

yang digunakan, maka semakin tinggi pula aktivitas hambat bakteriosin terhadap 

bakteri Pseudomonas sp. 

Dari uji Beda Nyata Terkecil 5% pada bakteri Proteus morgani terlihat 

bahwa perlakuan konsentrasi 4,7% (2 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan 

konsentrasi 11,8% (5 x MBC) tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan 

konsentrasi 7,1% (3 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 9,5% (4 x MBC). 

Perlakuan konsentrasi 7,1% (3 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 9,5% (4 x 

MBC) tidak berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi lainnya. Perlakuan 

konsentrasi 11,8% (5 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 4,7% 

(2 x MBC) tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 7,1% (3 x 

MBC) dan perlakuan konsentrasi 9,5% (4 x MBC).  

Dari uji Beda Nyata Terkecil 5% pada Micrococcus sp terlihat bahwa 

perlakuan konsentrasi 2,7% (2 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan 

konsentrasi 4,1% (3 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 6,8% (5 x MBC) tetapi 

tidak berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 5,4% (4 x MBC). Perlakuan 

konsentrasi 4,1% (3 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 2,7% 

(2 x MBC), tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Perlakuan 

konsentrasi 5,4% (4 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 6,8% 

(5 x MBC), tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Perlakuan 

konsentrasi 6,8% (5 x MBC) berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi 2,7% 

(2 x MBC) dan perlakuan konsentrasi 5,4% (4 x MBC), tetapi tidak berbeda nyata 

dengan perlakuan konsentrasi 4,1% (3 x MBC).  

Aktivitas hambat mengalami peningkatan seiring dengan meningkatnya 

konsentrasi bakteriosin yang diberikan. Hal ini ditunjukkan pada Gambar 16 

dimana aktivitas hambat tertinggi pada masing – masing bakteri uji terdapat pada 

perlakuan D yang memiliki konsentrasi paling tinggi dan aktivitas hambat 



 

 

 
 

terendah pada masing – masing bakteri uji terdapat pada perlakuan A yang 

memiliki konsentrasi paling rendah.  

Pada bakteri Pseudomonas sp terjadi peningkatan diameter hambat 

sebesar 9,72% antara perlakuan (2 x MBC) dan (3 x MBC), 2,39% antara 

perlakuan (3 x MBC) dan (4 x MBC), serta 3,11% antara perlakuan (4 x MBC) 

dan (5 x MBC). Pada bakteri Proteus morgani terjadi peningkatan diameter 

hambat sebesar 2,03% antara perlakuan (2 x MBC) dan (3 x MBC), 1,99% antara 

perlakuan (3 x MBC) dan (4 x MBC), serta 7,82% antara perlakuan (4 x MBC)  

dan (5 x MBC). Pada bakteri Micrococcus sp terjadi peningkatan diameter 

hambat sebesar 4,48% antara perlakuan (2 x MBC) dan (3 x MBC), 5,55% antara 

perlakuan (3 x MBC) dan (4 x MBC), serta 3,56% antara perlakuan (4 x MBC) 

dan (5 x MBC). Hal ini dapat dikatakan bahwa setiap peningkatan konsentrasi 

yang dilakukan, maka terjadi pula peningkatan diameter hambat bakteriosin pada 

bakteri pembentuk histamin.  

Hasil penelitian didapatkan bahwa aktivitas hambat cenderung meningkat 

berbanding lurus dengan meningkatnya konsentrasi dalam perlakuan, walaupun 

terdapat inkonsistensi aktivitas hambat dari setiap ulangan per perlakuan. Hal ini 

disebabkan perbedaan difusi senyawa antibakteri pada media agar serta jenis 

bakteri uji dan konsentrasi senyawa bakteri yang berbeda juga memberikan 

aktivitas hambat yang berbeda. Fardiaz (1992) juga menyatakan bahwa zat 

antimikroba bersifat bakterisidial (membunuh bakteri), bakteristatik (menghambat 

pertumbuhan bakteri), fungisidal (membunuh kapang), fungistatik (menghambat 

pertumbuhan kapang), dan germisidal (menghambat germinasi spora bakteri). 

Kemampuan suatu zat antimikroba terhadap penghambat pertumbuhan bakteri 

dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain (1) konsentrasi bahan pengawet, (2) 

suhu lingkungan, (3) waktu penyimpanan dan (4) sifat-sifat mikroba (jenis, umur, 

dan konsentrasi). 



 

 

 
 

6. KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

1. Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei mampu menghambat bakteri 

Pseudomonas sp, Proteus morgani dan Micrococcus sp. 

2. Ekstrak bakteriosin Lactobacillus casei memiliki stabilitas suhu yang tinggi 

dimana pada suhu 95 oC masih memiliki aktivitas hambat terhadap bakteri uji. 

Suhu pemanasan terbaik terletak pada suhu 45oC selama 15 menit.  

3. Bakteriosin Lactobacillus casei pada bakteri uji Pseudomonas sp mempunyai 

aktivitas optimum pada pH 5 dengan diameter hambat sebesar 8,25 mm, 

sedangkan pada bakteri uji Micrococcus sp memiliki aktivitas optimum pada 

pH 4 dengan aktivitas hambat sebesar 9,25 mm. Bakteriosin aktif pada pH 

asam. 

4. Bakteriosin Lactobacillus casei memiliki berat molekul 14,34 kDa yang masuk 

dalam kelompok bakteriosin kelas III, umumnya berukuran besar (>10 kDa), 

dan tidak tahan panas. 

5. Aktivitas hambat cenderung meningkat berbanding lurus dengan 

meningkatnya konsentrasi dalam perlakuan. 

 

6.2 Saran 

Untuk penelitian selanjutnya disarankan untuk dilakukan optimasi 

produksi bakteriosin Lactobacillus casei dan aplikasi nya pada produk perikanan. 
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Lampiran 1. Perhitungan karakter pertumbuhan bakteri 

 

 

 

Karakter Pertumbuhan Nilai  

Kecepatan pertumbuhan maksimal (per 
jam) 

0,1493 

Lag time (jam) 
Nilai maksimal jumlah sel (Å) 

5,1098 
2,002 

Waktu generasi (jam) 13,4098 
Konstanta laju pertumbuhan spesifik 0,0517 

Keterangan : 

Kecepatan pertumbuhan maksimal = persamaan nilai a 

- Lag time                  = persamaan nilai b / kecepatan 

      pertumbuhan maksimal 

   = 0,7629 / 0,1493 

   = 5,1098 

- Waktu generasi                 = nilai maksimal jumlah sel /kecepatan 

      pertumbuhan maksimal 

    = 2,002 / 0,1493 

    = 13,4098 

- Konstanta laju pertumbuhan spesifik = Ln(2) / waktu generasi 

     = Ln (2) / 13,4098 

     = 0,0517 

y = 0,1493x - 0,7629 
R² = 0,9732 
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Lampiran 2. Data ANOVA dan uji BNT aktivitas hambat ekstrak bakteriosin 

 

Bakteri 
Diameter hambat (mm) Total 

(mm) 
Rerata 
(mm) 

STD 
1 2 3 

Pseudomonas sp 8,05 8,35 8,45 24,85 8,28 0,21 

Proteus morgani 7,82 8,05 8,43 24,30 8,10 0,31 

Micrococcus sp 10,20 10,05 10,35 30,60 10,20 0,15 

Staphylococcus sp 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Tests of Normality
b
 

 

Bakteri 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 1 .292 3 . .923 3 .463 

2 .231 3 . .980 3 .731 

3 .175 3 . 1.000 3 1.000 

a. Lilliefors Significance Correction     

b. Diameter is constant when Bakteri = 4. It has been omitted.   

 

ANOVA 

Diameter      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 184.786 3 61.595 1.5333 .000 

Within Groups .321 8 .040   

Total 185.107 11    

 

Diameter 

 

Bakteri N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Tukey HSD
a
 4 3 .0000   

2 3  8.1000  

1 3  8.2833  

3 3   10.2000 

Sig.  1.000 .688 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.  



 

 

 
 

Lampiran 3. Data ANOVA dan uji BNT karakterisasi suhu dan waktu 

pemanasan 

Bakteri 
Suhu  
(
o
C) 

Waktu 
(menit) 

Diameter hambat 
(mm) 

Total 
(mm) 

Rerata (mm) STD 

1 2 3 

Pseudomonas sp 45 15 8,28 8,30 8,32 24,90 8,30 0,02 

  30 8,20 8,15 8,25 24,60 8,20 0,05 

  45 7,25 7,23 7,21 21,69 7,23 0,02 

 70 15 8,10 8,30 8,20 24,60 8,20 0,10 

  30 7,28 7,40 7,52 22,20 7,40 0,12 

  45 7,25 7,12 7,38 21,75 7,25 0,13 

 95 15 7,15 7,05 7,10 21,30 7,10 0,05 

  30 6,63 6,95 6,97 20,55 6,85 0,19 

  45 6,44 6,50 6,68 19,62 6,54 0,12 

Micrococcus sp 45 15 9,36 9,02 9,37 27,75 9,25 0,20 

  30 8,32 8,65 8,68 25,65 8,55 0,20 

  45 7,55 7,59 7,21 22,35 7,45 0,21 

 70 15 7,25 7,35 7,15 21,75 7,25 0,10 

  30 7,22 7,31 7,37 21,90 7,30 0,08 

  45 7,15 7,22 7,23 21,60 7,20 0,04 

 95 15 7,09 7,16 7,17 21,42 7,14 0,04 

  30 7,05 7,02 7,08 21,15 7,05 0,03 

  45 6,85 6,50 6,90 20,25 6,75 0,22 

 

 

Tests of Normality 

 

Suhu 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 45 .159 18 .200
*
 .917 18 .115 

70 .314 18 .000 .715 18 .000 

95 .184 18 .111 .861 18 .013 

a. Lilliefors Significance Correction     

*. This is a lower bound of the true significance.    

Tests of Normality 

 

Waktu 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 15 .240 18 .007 .838 18 .005 

30 .209 18 .037 .894 18 .045 

45 .224 18 .018 .897 18 .051 

a. Lilliefors Significance Correction     

 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:Diameter     



 

 

 
 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 23.050
a
 10 2.305 31.950 .000 

Intercept 555.771 1 555.771 7.7033 .000 

Waktu 5.433 2 2.717 37.653 .000 

Suhu 13.026 2 6.513 90.276 .000 

Bakteri .589 2 .295 4.084 .024 

Waktu * Suhu 1.999 4 .500 6.925 .000 

   . . . 

Error 3.102 43 .072   

Total 3064.103 54    

Corrected Total 26.153 53    

  

 
  



 

 

 
 

Lampiran 4. Data ANOVA dan uji BNT karakterisasi pH 

 

Bakteri pH 

Diameter hambat 
(mm) 

Total 
(mm) 

Rerata 
(mm) 

STD 

1 2 3 

Pseudomonas sp 2 7,12 7,20 7,13 21,45 7,15 0,04 

 3 7,20 7,23 7,32 21,75 7,25 0,06 

 4 8,14 8,21 8,10 24,45 8,15 0,06 

 5 8,30 8,20 8,25 24,75 8,25 0,05 

 6 7,40 7,50 7,30 22,20 7,40 0,10 

 7 7,55 7,45 7,50 22,50 7,50 0,05 

 8 7,15 7,10 7,20 21,45 7,15 0,05 

 9 6,65 6,81 6,88 20,34 6,78 0,12 

Micrococcus sp 2 8,25 8,15 8,20 24,60 8,20 0,05 

 3 9,02 9,15 9,13 27,30 9,10 0,07 

 4 9,15 9,28 9,32 27,75 9,25 0,09 

 5 7,80 8,20 8,15 24,15 8,05 0,22 

 6 8,21 8,45 8,39 25,05 8,35 0,12 

 7 7,75 7,92 7,97 23,64 7,88 0,12 

 8 7,25 7,56 7,57 22,38 7,46 0,18 

 9 6,50 6,70 6,75 19,95 6,65 0,13 

 

Tests of Normality 

 

pH 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 2 .295 6 .112 .742 6 .017 

3 .300 6 .097 .728 6 .012 

4 .291 6 .124 .768 6 .029 

5 .333 6 .036 .764 6 .027 

6 .260 6 .200
*
 .830 6 .108 

7 .235 6 .200
*
 .890 6 .316 

8 .271 6 .191 .826 6 .099 

9 .146 6 .200
*
 .978 6 .943 

a. Lilliefors Significance Correction     

*. This is a lower bound of the true significance.    

 
  



 

 

 
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:Diameter     

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 15.801
a
 9 1.756 6.587 .000 

Intercept 542.441 1 542.441 2.0353 .000 

Bakteri .639 2 .319 1.198 .313 

pH 15.142 7 2.163 8.115 .000 

Bakteri * pH .000 0 . . . 

Error 10.129 38 .267   

Total 2935.496 48    

Corrected Total 25.930 47    

a. R Squared = ,609 (Adjusted R Squared = ,517)   

 

Diameter 

 

pH N 

Subset 

 1 2 3 

Tukey HSD
a
 9 6 6.7150   

8 6 7.3050 7.3050  

2 6  7.6750  

7 6  7.6900  

6 6  7.8750 7.8750 

5 6  8.1500 8.1500 

3 6  8.1750 8.1750 

4 6   8.7000 

Sig.  .508 .097 .134 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = ,267. 

 
 

  



 

 

 
 

Lampiran 5. Perhitungan berat molekul bakteriosin 

Marker 
 

     Pita ke- (a) (b) Rf BM Log BM 

1 0,5 8 0,0625 148 2,1703 

2 0,9 8 0,1125 94 1,9731 

3 1,3 8 0,1625 64 1,8062 

4 2,2 8 0,2750 50 1,6990 

5 3,3 8 0,4125 36 1,5563 

6 5,3 8 0,6625 22 1,3424 

7 5,9 8 0,7375 16 1,2041 

8 6,5 8 0,8125 6 0,7782 

 

 

 

Sampel 

Pita ke- (a) (b) Rf y BM 

1 5,5 8 0,6875 1,1564 14,34 

 

  

y = -1,449x + 2,1526 
R² = 0,9268 
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Lampiran 6. Grafik penentuan nilai MIC dan MBC 

1. Grafik Penentuan Nilai MIC dan MBC ektrak bakteriosin pada Pseudomonas 

sp 

 

Persamaan : 

Y = 11,759x – 26,092 

0 = 11,759x – 26,092 

Mt (x) = 2,22 

MIC = 0,25 (Mt) = 0,55 

MBC = 4 (MIC) = 2,22 

  

y = 11,759x - 26,092 
R² = 0,8536 
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2. Grafik Penentuan Nilai MIC dan MBC ektrak bakteriosin pada Proteus 

morganii 

 

Y = 10,108x – 23,990 

0 = 10,108x – 23,990 

Mt (x) = 2,37 

MIC = 0,25 (Mt) = 0,59 

MBC = 4 (MIC) = 2,37  

 

  

y = 10,108x - 23,993 
R² = 0,9056 
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3. Grafik Penentuan Nilai MIC dan MBC ektrak bakteriosin pada Micrococcus 

sp 

 

Y = 8,9038x – 12,925 

0 = 08,9038x – 12,925 

Mt (x) = 1,45 

MIC = 0,25 (Mt) = 0,36 

MBC = 4 (MIC) = 1,45 

 

  

y = 8,9038x - 12,925 
R² = 0,8124 
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Lampiran 7. Data ANOVA dan uji BNT konsentrasi yang berbeda terhadap 
Pseudomonas sp 

 

Konsentrasi (%) 
Diameter hambat (mm) Total 

(mm) 
Rerata 
(mm) 

STD 
1 2 3 

A(4,4%) 9,45 8,82 9,20 27,47 9,16 0,32 

B(6,6%) 9,85 10,05 10,24 30,14 10,05 0,20 

C(8,8%) 10,30 10,35 10,21 30,86 10,29 0,07 

D(11,1%) 10,50 10,62 10,70 31,82 10,61 0,10 

Tests of Normality 

 

Konsentrasi 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 4.4 .221 3 . .986 3 .774 

6.6 .177 3 . 1.000 3 .972 

8.8 .241 3 . .974 3 .688 

11.1 .219 3 . .987 3 .780 

a. Lilliefors Significance Correction     

ANOVA 

Diameter      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3.484 3 1.161 30.196 .000 

Within Groups .308 8 .038   

Total 3.791 11    

Diameter 

 

Konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Tukey HSD
a
 4.4 3 9.1567   

6.6 3  10.0467  

8.8 3  10.2867 10.2867 

11.1 3   10.6067 

Sig.  1.000 .481 .265 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.  

 
  



 

 

 
 

Lampiran 8. Data ANOVA dan uji BNT konsentrasi yang berbeda terhadap 
Proteus morgani 

 

Konsentrasi 
(%) 

Diameter hambat (mm) Total 
(mm) 

Rerata 
(mm) 

STD 
1 2 3 

A(4,7%) 8,25 8,75 8,05 25,05 8,35 0,36 

B(7,1%) 8,85 8,70 8,02 25,57 8,52 0,44 

C(9,5%) 8,35 8,50 9,21 26,06 8,69 0,46 

D(11,8%) 9,25 9,32 9,55 28,12 9,37 0,16 

Tests of Normality 

 

Konsentrasi 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter 4.7 .276 3 . .942 3 .537 

7.1 .322 3 . .880 3 .325 

9.5 .324 3 . .876 3 .313 

11.8 .300 3 . .913 3 .430 

a. Lilliefors Significance Correction     

ANOVA 

Diameter      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.808 3 .603 4.296 .044 

Within Groups 1.123 8 .140   

Total 2.931 11    

Diameter 

 

Konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 

Tukey HSD
a
 4.7 3 8.3500  

7.1 3 8.5233 8.5233 

9.5 3 8.6867 8.6867 

11.8 3  9.3733 

Sig.  .699 .091 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 



 

 

 
 

Lampiran 9. Data ANOVA dan uji BNT konsentrasi yang berbeda terhadap 
Micrococcus sp 

 

Konsentrasi 
(%) 

Diameter hambat (mm) Total 
(mm) 

Rerata 
(mm) 

STD 
1 2 3 

A(2,7%) 10,25 10,05 10,21 30,51 10,17 0,11 

B(4,1%) 12,05 10,23 11,25 33,53 11,18 0,91 

C(5,4%) 11,35 9,50 11,55 32,40 10,80 1,13 

D(6,8%) 12,20 11,90 12,55 36,65 12,22 0,33 

 

 

ANOVA 

Diameter      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 6.622 3 2.207 3.965 .053 

Within Groups 4.453 8 .557   

Total 11.075 11    

 

 

Diameter 

 
Konsent

rasi N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 

Tukey HSD
a
 2.7 3 10.1700  

5.4 3 10.8000 10.8000 

4.1 3 11.1767 11.1767 

6.8 3  12.2167 

Sig.  .405 .171 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

  



 

 

 
 

Lampiran 10. Dokumentasi penelitian 

 

 

 

 

Hasil sentrifugasi 10.000 rpm selama 20 menit 4oC 

Medium sebelum diendapkan larutan amonium sulfat jenuh 60% 



 

 

 
 

 

 

 

  

 

  

 

 

Medium setelah diendapkan larutan amonium sulfat jenuh 60% 

Hasil sentrifugasi larutan presipitasi 



 

 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

Hasil Dialisis 

Ekstrak bakteriosin setelah dialisis 

Hasil ultrasentrifugasi 


