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ABSTRACT

Cincalok is a fermented food originating from West Kalimantan. This study aimed to obtain
lactic acid bacterial isolates (LAB) capable of producing y-aminobutyric acid (GABA), to
characterize the LAB isolates obtained, and to obtain GABA by the Thin Layer
Chromatography (TLC) method. Bacterial growth and GABA production was carried out by
adding 5% MSG and without MSG, and measured spectrophotometrically. In this study, 4 LAB
bacterial isolates were obtained which were coded CIN-1, CIN-2, CIN-3, and CIN-4. GABA
identification of all the LAB isolates using TLC Silica Gel 60 F254 with butanol: acetic acid:
distilled water (5: 3: 2) as eluent yielded Rf 0.61 and Rf MSG 0.38. The highest growth was
achieved by isolate CIN-3 with an absorbance of 1.488 (at 48 hour) in non-MSG medium, while
the addition of 5% MSG resulted in an absorbance of 1.631 (at 42 hour). GABA production
was achieved by isolate CIN-3 with 5% MSG treatment with a concentration of 201.472 mM
and without MSG with a concentration of 171.195 mM.
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ABSTRAK

Cincalok merupakan pangan fermentasi yang berasal dari Kalimantan Barat. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri asam laktat (BAL) yang mampu menghasilkan y-
aminobutyric acid (GABA), melakukan karakterisasi isolat BAL yang diperoleh dan dapat
diperoleh GABA dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Penumbuhan bakteri dan
produksi GABA dilakukan dengan penambahan MSG 5% dan tanpa MSG, dan diukur
menggunakan spektrofotometer. Dalam penelitian ini diperoleh 4 isolat bakteri BAL yang diberi
kode CIN-1, CIN-2, CIN-3, dan CIN-4. Identifikasi GABA dari semua isolat BAL tersebut
menggunakan KLT Silica Gel 60 F254 dengan eluen butanol: asam asetat: aquades (5: 3: 2),
menghasilkan Rf 0,61 dan Rf MSG 0,38. Pertumbuhan tertinggi terjadi pada isolat CIN-3 non
MSG dengan absorbansi 1,488 (jam ke-48), sedangkan dengan penambahan MSG 5%
menghasilkan absorbansi 1,631 (jam ke-42). Produksi GABA dicapai isolat CIN-3 dengan
perlakuan MSG 5% dengan konsentrasi 201.472 mM dan tanpa MSG dengan konsentrasi
171,195 mM.

Kata Kunci: bakteri asam laktat, cincalok, GABA, kromatografi lapis tipis, MSG
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PENDAHULUAN

Pangan fermentasi di Indonesia sangat
beragam, seperti tempoyak (Mardalena
2016) dadih (Afriani 2010), bekasam
(Desniar et al. 2011). Pangan fermentasi dari
Kalimantan Barat yaitu cincalok memiliki
komposisi yaitu udang rebon, dicampur gula
dan garam dengan perbandingan tertentu
serta disimpan dalam waktu yang tertentu.
Formula cincalok yang digunakan dengan
perbandingan komposisi antara udang, gula,
garam dan serbuk bawang sebesar20:4:1
: 1. Hasil penelitian yang telah dilakukan
Dyastuti et al. (2013) terhadap pangan
fermentasi cincalok yang telah diuji
perhitungan  mikrobanya  menunjukkan
keberadaan bakteri asam laktat (BAL). BAL
yang diperoleh merupakan genus
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus
dan Enterococcus.

Salah satu mikroba yang berperan
pada fermentasi pangan adalah BAL. Bakteri
ini  termasuk kelompok bakteri yang
menghasilkan asam laktat dari fermentasi
gula atau karbohidrat dan biasanya
dimanfaatkan dalam berbagai industri.
Bakteri ini memiliki manfaat, yaitu mampu
menghasilkan  senyawa-senyawa yang
memberikan rasa pangan fermentasi yang
khas serta aroma yang spesifik. Pangan
fermentasi yang mengandung BAL dapat
mudah dicerna dikarenakan pangan yang
sulit dicerna oleh tubuh telah diubah terlebih
dahulu menjadi pangan yang lebih mudah
dicerna. Fungsi lain dari BAL adalah sebagai
antimikroba yang menghambat
pertumbuhan  mikroba patogen dan
pembusuk, sehingga produk pangan dapat
disimpan dalam waktu yang lama
(Handayani et al. 2016).

BAL yang terdapat pada pangan
fermentasi dapat  menghasilkan  y-
aminobutyric acid (GABA). GABA
merupakan hasil dari  dekarboksilasi
glutamat dengan bantuan enzim glutamate
decarboxylase (Handayani et al. 2016).
Pangan fermentasi yang berasal dari Korea,
yaitu kimchi, menghasilkan produksi GABA
dari Lactobacillus brevis IFO 12005, L.
brevis OPK 3, L. buchneri (Yokoyama et al.
2002, Park dan Oh 2007). Saat ini, GABA
banyak digunakan pada obat-obatan dan
sebagian besar terdapat pada pangan
seperti keju, teh gabaron dan shochu.
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Dengan berbagai macam manfaat GABA,
menyebabkan peningkatan produksi GABA
secara komersial. Metode biosintesis GABA
jauh lebih banyak menjanjikan daripada
metode sintesis kimia karena memiliki
prosedur reaksi sederhana, efisiensi katalitik

tinggi dan kompatibilitas terhadap
lingkungan (Dhakal et al. 2012).
Achmad et al. (2012)

mengkarakterisasi Lactobacillus RED; dari
cincalok dengan pengujian berupa toleransi
asam, aktivitas enzim (amilase, protease
dan lipase) dan kemampuannya terhadap
aktivitas antimikroba. Peningkatan kualitas
cincalok dapat dilakukan dengan pemberian
serbuk bawang putih dan serbuk cabai
(Dyastuti et al. 2013). Menurut Nofiani dan
Ardiningsih (2018), cincalok komersial relatif
aman untuk dikonsumsi, sedangkan
beberapa produk lain masih mengandung
bakteri patogen seperti strain
Enterobacteriaceae.

Penelitan mengenai BAL sebagai
penghasil GABA yang terdapat pada pangan
fermentasi cincalok di Indonesia masih
sangat kurang. Dengan demikian, penelitian
mengenai isolasi BAL yang memproduksi
GABA pada pangan fermentasi cincalok
sangat diperlukan. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mendapatkan isolat BAL yang
mampu menghasilkan GABA tertinggi.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi, UPT Laboratorium Terpadu dan
Laboratorium Bioteknologi Fakultas Sains
dan Matematika, Universitas Diponegoro,
Semarang pada bulan Desember 2018 -
Agustus 2019.

Bahan

Penelitian ini menggunakan bahan
cincalok merek Mak Kundil yang berasal dari
Kalimantan Barat (JI. Prof. M. Yamin No.la,
Pontianak — 78112, GPS N 0° 2' 52.5804", E
109° 19' 3.1548"), media MRSA, CaCOs,
H.O0> 3%, butanol, asam asetat, cat
pewarnaan Gram, aquades, alkohol 70%,
pelat KLT, ninhydrin, dan minyak imersi.

Isolasi BAL
Cincalok sebanyak 1 g dipindahkan ke
dalam wadah yang berisi aquades 9 mL



(pengenceran 10Y) untuk dibuat
pengenceran 102 hingga 10% Hasil
pengenceran ditumbuhkan pada media
MRSA + CaCOs3 0,75% dan diinkubasi pada
inkubator pada suhu 37 °C selama 48 jam.
Koloni bakteri yang tumbuh dipindahkan
dengan menggunakan ose bulat dan ditanam
kembali pada media MRSA dengan metode
gores. Pemurnian Kkoloni bakteri terus
dilakukan hingga mendapatkan koloni bakteri
tunggal.

Karakterisasi isolat BAL

Isolat BAL yang telah menjadi kultur
murni dikarakterisasi secara mikroskopik,
menggunakan pewarnaan Gram, uji katalase,
uji motilitas dan uji produksi gas, sesuai
dengan metode yang digunakan oleh
Sunaryanto dan Marwoto (2012).

Identifikasi GABA dengan KLT

Identifikasi GABA dilakukan dengan
kromatografi lapis tipis dengan menggunakan
larutan monosodium glutamate (MSG) dan
pregabalin sebagai penanda. Inokulum BAL
yang diperoleh ditumbuhkan pada MRSB,
dan dipindahkan ke tabung sentrifugasi.
Sentrifugasi dilakukan pada kecepatan 6.000
rpom dengan suhu 4 °C selama 15 menit
(Handayani et al. 2016). Supernatan yang
diperoleh digunakan dalam metode KLT.
Pregabalin berperan sebagai penanda dari
GABA. Pelat yang telah ditotolkan spot
supernatan bakteri dan penanda dimasukkan
ke bejana yang berisi eluen n-butanol, asam
asetat, dan aquades dengan perbandingan 5
: 3 : 2. Pelat silika diangkat dari bejana
kemudian  disemprot dengan larutan
ninhydrin 0,4% (w/v). Hasil spot yang telah
bergerak lalu dihitung nilai Retention factor
(Rf)-nya berdasarkan nilai Rf standar GABA
0,61 (Agung Yogeswara et al. 2018).

Rf = a
==
Keterangan:
a = jarak yang ditempuh senyawa atau
substansi

b = jarak yang ditempuh oleh pelarut

Pembuatan kurva pertumbuhan

Untuk pembuatan starter untuk kurva
pertumbuhan, 1 ose LAB dipindahkan ke
dalam 25 mL MRSB dengan penambahan
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MSG 5% dan tanpa MSG (v/v). Selanjutnya
starter diinkubasi selama = 12 jam pada
rotary shaker dengan kecepatan 120 rpm
pada suhu 37 °C. Inkubasi dilakukan hingga

jumlah sel mencapai 10° CFU mL*
berdasarkan densitas optik 1,0 pada
spektrofotometer dengan panjang

gelombang 600 nm. Starter sebanyak 5%
(v/v) dipindahkan ke 100 mL media MRSB
dengan perlakuan MSG 5% dan tanpa MSG
(viv), kemudian diinkubasi pada rotary
shaker selama 72 jam pada kecepatan 120
rom dan suhu 37 °C. Setiap 6 jam sekali

dilakukan pengambilan sampel untuk
mengamati  pertumbuhan sel secara
spektrofotometri dengan panjang

gelombang 600 nm.

Pengukuran GABA dengan spektrofotometer

Sebanyak 4 mL kultur isolat BAL
diambil setiap 6 jam sekali selama 72 jam,
disentrifugasi pada kecepatan 6.000 rpm,
suhu 4 °C selama 15 menit. Supernatan yang
diperoleh dianalisis dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 425 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat BAL dan karakteristiknya

Dari studi sebelumnya, isolasi BAL
dari pangan fermentasi cincalok
menghasilkan  empat isolat (Agung
Yogeswara et al. 2018). Isolat tersebut
diberi kode CIN-1, CIN-2, CIN-3 dan CIN-4
(Gambar 1). Isolat BAL tersebut selanjutnya
dikarakterisasi secara makroskopik dan
morfologi koloni.

Keempat isolat yang diperoleh
menghasilkan zona bening pada media
MRSA + CaCOs 0,75%. Ini disebabkan
bakteri mampu mensekresikan asam pada
media tersebut (Irwansyah et al. 2018).
Karakterisasi secara morfologi koloni dan
morfologi sel, uji fermentasi, motilitas serta
uji katalase ditampilkan pada Tabel 1.

Isolat BAL tersebut memiliki sifat
morfologi dengan bentuk koloni bulat,
berwarna putih atau putih susu, permukaan
cembung, tepian rata. Sifat BAL vyaitu
katalase negatif, non motil dan memiliki
produksi gas yang dibedakan menjadi
homofermentatif atau heterofermentatif,
serta pewarnaan Gram berwarna ungu
(positif) dengan bentuk batang atau bulat
(Suciati et al. 2016).
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Gambar 1. Isolat BAL: A). CIN-1, B). CIN-2, C). CIN-3, dan D). CIN-4

A C D E F G
2 % % % 5 8 > GABA

Gambar 2. Hasil identifikasi GABA dengan metode KLT: A). Pregabalin, B). MSG, C). Isolat CIN-1 non MSG, D). Isolat
CIN-1 MSG, E). Isolat CIN-2 non MSG, F). Isolat CIN-2 MSG, G). Isolat CIN-3 non MSG, H). Isolat CIN-3
MSG, I). Isolat CIN-4 non MSG dan J). Isolat CIN-4 MSG
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Tabel 1. Karakterisasi morfologi koloni dan sel isolat BAL dari cincalok

L Kode Isolat
Karakterisasi
CIN-1 CIN-2 CIN-3 CIN-4
Bentuk koloni bulat bulat bulat bulat
Warna koloni putih susu putih kekuningan putih susu putih kekuningan
Elevasi cembung cembung cembung cembung
Tepian rata rata rata rata
Morfologi sel batang batang bulat bulat
Gram (+) +) (+) (+)
Motilitas ) ) ) “)
Katalase ) ) ) “)
Produksi gas HT HM HM HM
Keterangan: HM (Homofermentatif)
HT (Heterofermentatif)
Tabel 2. Konsentrasi GABA tertinggi dari masing-masing isolat
Isolat
CIN-1 CIN-2 CIN-3 CIN-4
Non MSG Non MSG Non MSG Non MSG
Jam ke- 42 48 48 48
Konsentrasi GABA 158,224 154,754 171,195 144,275
(mM)
Isolat
CIN-1 CIN-2 CIN-3 CIN-4
MSG 5% MSG 5% MSG 5% MSG 5%
Jam ke- 36 42 42 42
Konsentrasi GABA 193,143 169,291 201,472 170,797
(mM)

Identifikasi GABA menggunakan KLT

Nilai Rf pregabalin 0,61 digunakan
sebagai standar GABA, demikian pula nilai Rf
GABA 0,61 yang ditunjukkan oleh isolat CIN-
1, CIN-2 CIN-3, dan CIN-4 (Gambar 2). Ini

menunjukkan keberadaan GABA yang
dihasilkan oleh BAL pada cincalok yang
berasal dari Kalimantan Barat yang

digunakan dalam penelitian ini. Penelitian
yang telah dilakukan oleh Agung Yogeswara
et al. (2018) menunjukkan bahwa BAL yang
diperoleh dari fermentasi kacang kedelai dan
ikan dapat menghasilkan GABA dengan nilai
Rf 0,61. Nilai Rf MSG yang diperoleh pada
penelitian kali ini adalah 0,38, sedangkan nilai
Rf MSG sebesar 0,35 dari penelitian yang
dilakukan oelh Bamnia (2011). Selain
cincalok Pangan fermentasi seperti Nham
(Ratanaburee et al. 2013), keju Italia
(Siragusa et al. 2007), dan kimchi (Cho et al.
2011) juga mengandung BAL yang dapat
memproduksi GABA.

Pertumbuhan BAL

Isolat BALndiinkubasi selama 72 jam
pada suhu 37°C untuk mengetahui kurva
pertumbuhan. Pengukuran pertumbuhan BAL
isolat CIN-1, CIN-2, CIN-3 dan CIN-4 diberi
perlakuan tanpa MSG (Gambar 3) dan
dengan penambahan MSG 5% (Gambar 4)
pada media MRSB. Masing-masing isolat
BAL memiliki pertumbuhan optimum yang
berbeda-beda pada medium MRSB non MSG
dan medium MRSB dengan penambahan
MSG 5%. Puncak kurva pertumbuhan
(absorbansi 1,250-1,488) dicapai pada jam
ke-42 (CIN-1) dan ke-48 (CIN-2, CIN-3, dan
CIN-4) pada medium MRSB non MSG.
Sebaliknya, pada medium MRSB plus MSG
5% puncak kurva ini cenderung lebih tinggi
(absorbansi 1,369-1,631) dan lebih cepat
dicapai, yakni pada jam ke-36 (CIN-1) dan ke-
42 (CIN-2, CIN-3, dan CIN-4). Isolat CIN-3
memperlihatkan pertumbuhan tertinggi pada
kedua media tersebut, yakni medium MRSB
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non MSG (absorbansi 1,488 pada jam ke-48)
dan pada medium dengan penambahan MSG
5% (absorbansi 1,631 pada jam ke-42).

Secara umum, pertumbuhan mikroba
dengan penambahan MSG 5% lebih cepat
dibandingkan tanpa penambahan MSG
dikarenakan MSG merupakan substrat dari
GABA, sehingga pertumbuhan selnya lebih
cepat berkembang biak. Kurva pertumbuhan
bakteri di atas merupakan metabolit primer,
dikarenakan kurva produksi mengikuti kurva
pertumbuhan.

Produksi GABA dari BAL
Produksi GABA tertinggi dicapai pada
jam ke-48 oleh isolat CIN-2, CIN-3 dan CIN-4

1,8 -
e 1,5
c
o
3 1,2
<
©
®
S 0,9
2
g o6 —+—CIN-1
2 el C|N-2
o]
< 0,3 =g C|N-3
=@=CI|N-4

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Inkubasi (Jam)

Gambar 3. Pertumbuhan isolat BAL non MSG pada

medium MRSB
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Gambar 5. Produksi GABA isolat BAL pada medium
MRSB tanpa MSG

30

tanpa perlakuan MSG (Gambar 5) dan pada
jam ke-42 dengan penambahan MSG 5%
(Gambar 6). Isolat CIN-1 dengan penambahan
MSG 5% menghasilkan produksi GABA
tertinggi pada jam ke-36, sedangkan non MSG
terjadi pada jam ke-42. Menurut Li et al.
(2010), penambahan glutamat dalam media
dapat meningkatkan biomasa dari mikroba.
Glutamat merupakan substrat dari GABA.
Aktivitas enzim GAD dapat meningkat dan
mengikat substrat sehingga produksi GABA
akan meningkat. Glutamat yang berlebihan
pada konsentrasi tertentu dapat menghambat
pertumbuhan mikroba tersebut. Penambahan
MSG pada konsentrasi 0,25-0,5 M dianggap
paling baik untuk pertumbuhan L. brevis

1,8 ~
15 A
1,2

0,9

==4==C|N-1

Absorbansi pada A 600 nm

0,6
—8—CIN-2
0.3 —4—CIN-3
—e—CIN-4

0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Inkubasi (Jam)

Gambar 4. Pertumbuhan isolat BAL dengan penambahan
MSG 5% pada medium MRSB
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Gambar 6. Produksi GABA isolat BAL pada medium
MRSB dengan penambahan MSG 5%



NCL912 dalam produksi GABA. Produksi
GABA oleh mikroba disebabkan adanya
aktivitas enzim glutamate decarboxylase yang
mengkatalis L-glutamate (Ueno 2000).

Tabel 2 menampilkan produksi GABA
dengan konsentrasi tertinggi dari masing-
masing isolat. Produksi GABA tertinggi dari
keempat isolat dengan perlakukan MSG 5%
dicapai oleh CIN-3 dan yang terendah adalah
oleh CIN-2. Penelitian ini konsisten dengan
penelitian yang telah dilakukan oleh Lee et al.
(2013). Mereka memperoleh konsentrasi
GABA 212 mM dengan perlakuan
penambahan MSG 5% yang dilakukan pada
isolat L. buchneri MS. Penambahan MSG 5%
dapat mempercepat dan meningkatkan
produksi GABA, dibandingkan dengan yang
tidak diberi penambahan MSG. Kim et al.
(2007) melaporkan Lactobacillus brevis BH2
yang dikultur pada medium MRS dengan
pemberian MSG 5% memproduksi GABA
sebesar 194 mM. Produksi GABA 14,86 mM
dicapai oleh Enterococcus faecium JK29
dengan penambahan MSG 0,5% pada
medium MRS teroptimasi (Lim et al. 2016),
sedangkan penambahan 3% MSG pada
medium MRS broth menyebabkan
Enterococcus avium M5 memproduksi GABA
dengan konsentrasi 18,47 mg mL* (Lee et al.
2017). Menurut Yuan et al. (2019), MSG
dapat memacu peningkatan konsentrasi
GABA disebabkan konversi MSG di dalam
media oleh enzim glutamate decarboxylase
menjadi GABA.

KESIMPULAN

BAL dapat ditemukan pada pangan
fermentasi cincalok. Keempat isolat BAL
yang didapatkan memiliki kandungan GABA
yang diidentifikasi melalui KLT. Pertumbuhan
BAL dan produksi GABA dengan
penambahan MSG 5% dapat meningkatkan
jumlah biomassa dan kandungan GABA
dibandingkan dengan yang tanpa MSG.
Kandungan GABA tertinggi di antara semua
isolat yang ditemukan dihasilkan oleh isolat
CIN-3, yakni sebesar 201,472 mM.
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