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ABSTRACT 
 

Pediocin production by Pediococcus pentosaceus 2A2 was done in 30% molasses based medium at 
37°C for 24 hours. The culture was then centrifuged to separate the cells and yield cell-free supernatant 
(CFS). Purification of the CFS was carried out by stepwise ammonium sulfate precipitation to achieve a 
90% concentrate, followed by dialysis using membrane with a molecular weight cut off 2.0 kDa resulting in 
pediocin crude extract (PCE). The PCE was purified by cation exchange chromatography using SP Se-
phadex C-25 and eluted with sodium acetat buffer at pH of 5.5; 6.0; 6.5; and 7.0 successively resulting in 4 
fractions (F1, F2, F3, F4). Each purification step resulted in the increase in antimicrobial activity against 
Listeria monocytogenes ATCC 7644. The PCE had specific antimicrobial activity up to 5 fold higher than 
the CFS. F4 fraction, which showed the largest inhibition zone among the other fractions, had a very high 
specific activity up to 435 fold higher than the CFS. The SDS-PAGE analysis suggested that the molecular 
weight of F4 was approximately 5.9 kDa. The minimum inhibitory concentration (MIC) of F4 to inhibit 1 log 
(90%) of L. monocytogenes ATCC 7644 was 143 ppm. The inhibitory phenomenon observed under 
scanning electron microscope (SEM) showed that L. monocytogenes’s cells exposed to F4 experience 
morphological changes such as cells shrinkage. 
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ABSTRAK1 
 

Produksi pediosin oleh Pediococcus pentosaceus 2A2 dalam media berbasis molase 30%, dilakukan 
pada suhu 37°C selama 24 jam lalu dipisahkan selnya dengan sentrifugasi sehingga dihasilkan superna-
tan bebas sel (SBS). Pemurnian SBS pediosin dilakukan dengan metode pengendapan amonium sulfat 
secara bertahap hingga konsentrasi 90%, diikuti dialisis menggunakan membran cut off 2,0 kDa untuk 
memperoleh ekstrak kasar pediosin (EKP). EKP dimurnikan dengan kromatografi pertukaran kation SP 
Sephadex C-25, dengan elusi bufer natrium asetat pada pH 5,5; 6,0; 6,5; dan 7,0 sehingga berturut-turut 
dihasilkan 4 fraksi (F1, F2, F3, F4). Jika dibandingkan dengan SBS, EKP memiliki aktivitas spesifik 
terhadap Listeria monocytogenes ATCC 7644 lebih tinggi 5 kali lipat. Fraksi F4, yang menunjukkan zona 
hambat terbesar di antara fraksi lainnya, memiliki aktivitas spesifik 435 kali lipat lebih tinggi dibandingkan 
SBS. Ka-rakterisasi dengan SDS-PAGE menunjukkan bahwa F4 memiliki berat molekul sekitar 5,9 kDa. 
Minimum inhibitory concentration (MIC) yang mampu menghambat 90% (1 log) pertumbuhan L. mono-
cytogenes ATCC 7644 adalah sebesar 143 ppm. Fenomena penghambatan F4 pada konsentrasi 2 x MIC 
terhadap L. monocytogenes ATCC 7644 di bawah scanning electron microscope (SEM) mengindikasikan 
perubahan morfologi sel berupa pengecilan ukuran sel. 

 
Kata kunci: karakterisasi, molase, Pediococcus pentosaceus 2A2, pediosin, pemurnian 
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PENDAHULUAN 
 

Pediosin yang merupakan salah satu bakterio-
sin yang diproduksi oleh Pediococcus spp. dapat 
menjadi alternatif pengawet alami untuk industri pa-
ngan (Kaur et al., 2012). Produksi pediosin umum-
nya membutuhkan media pertumbuhan BAL yaitu 
deMan Rogosa Sharp Broth (MRSB) yang harganya 
relatif mahal. Mulyani (2019) telah berhasil mempro-
duksi ekstrak kasar pediosin (EKP) dengan memodi-
fikasi MRSB menggunakan molase 30% dan Pedio-
coccus pentosaceus 2A2, yang diisolasi dari daging 
sapi lokal daerah Bogor (Arief et al., 2015b). EKP 
yang dihasilkan terbukti memiliki zona hambat terha-
dap Listeria monocytogenes ATCC 7644 yang tidak 
berbeda nyata jika menggunakan media MRSB 
(kontrol).  

Pediosin perlu dimurnikan dan dikarakterisasi 
agar dapat diaplikasikan pada berbagai bahan pa-
ngan. Penggunaan metode pemurnian yang berbe-
da dapat menghasilkan aktivitas spesifik yang ber-
beda pula (Simha et al., 2012). Pemurnian pediosin 
menggunakan amonium sulfat dilanjutkan dengan 
kromatografi pertukaran kation dapat meningkatkan 
aktivitas spesifik hingga 33,8 kali lipat (Kingcha et 
al., 2012) bahkan paling tinggi hingga 340 kali lipat 
(Simha et al., 2012), sementara pemurnian pediosin 
menggunakan partisi dua fase cairan antara polimer 
PEG 1450 dan kalium fosfat diikuti ultrafiltrasi hanya 
meningkatkan aktivitas spesifik hingga 7,3 kali lipat 
(Garsa et al., 2014b). Umumnya semakin tinggi ke-
murnian pediosin, maka aktivitas spesifiknya ikut 
meningkat. Aktivitas spesifik pediosin dari pediosin 
PA-1/AcH (Kingcha et al., 2012) dan pediosin PA-1 
(Simha et al., 2012; Garsa et al., 2014b) meningkat 
seiring peningkatan kemurnian pediosin. Peningkat-
an aktivitas spesifik ini dapat disebabkan oleh terpi-
sahnya peptida pediosin yang bersifat kationik, hid-
rofobik, berukuran kecil (<10 kDa) (Altuntas et al., 
2010; Elayaraja et al., 2014) dari komponen-kompo-
nen lainnya yang tidak diinginkan dalam aplikasinya 
sebagai pengawet pangan (Garsa et al., 2014a). 

Menurut Khan (2012), elusi kromatografi pertu-
karan kation dapat dilakukan dengan meningkatkan 
kekuatan ionik bufer ataupun mengubah pH bufer 
pada rentang 5-8. Saat ini, eluen yang umum digu-
nakan dalam kromatografi pertukaran kation adalah 
bufer natrium asetat ataupun bufer natrium fosfat 
yang mengandung NaCl pada berbagai konsentrasi 
(0,1-1 M) (Simha et al., 2012; Kingcha et al., 2012; 
Sood et al., 2013, Mehla dan Sood, 2011a). Semen-
tara dalam penelitian ini digunakan bufer natrium 
asetat pada berbagai pH yaitu 5,5-7,0 sebagai 
eluennya, dan belum ada peneliti yang melaporkan 
hasil elusi dengan bufer menggunakan variasi pH. 

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari 
Mulyani (2019) yang telah berhasil memproduksi 

pediosin menggunakan P. pentosaceus 2A2 dalam 
media berbasis molase 30%. Pemurnian pediosin di-
lakukan melalui tahap pengendapan amonium sulfat 
dilanjutkan dialisis serta kromatografi pertukaran ka-
tion SP Sephadex C-25, dengan elusi bufer natrium 
asetat pada variasi pH, yaitu 5,5; 6,0; 6,5; dan 7,0. 
Selanjutnya pediosin murni dikarakterisasi melalui 
penentuan berat molekul, pengukuran MIC terhadap 
L. monocytogenes ATCC 7644, dan pengaruh 
pediosin murni terhadap morfologi sel L. monocyte-
genes ATCC 7644, yang diamati di bawah SEM. 
Hasil yang diharapkan dalam penelitian ini adalah 
tahap pemurnian yang dilakukan mampu meningkat-
kan kemurnian pediosin melalui peningkatan aktivi-
tas spesifik pediosin sehingga dapat menjadi dasar 
untuk produksi pediosin sebagai bahan pengawet 
alami pangan. 

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan 
Bahan-bahan utama yang digunakan pada pe-

nelitian ini yaitu molase yang didapat dari PT. Raja-
wali Nusantara di Subang, kultur Pediococcus 
pentosaceus 2A2 yang diperoleh dari Laboratorium 
Terpadu Teknologi Hasil Ternak Fakultas Peterna-
kan IPB di Bogor, Listeria monocytogenes ATCC 
7644 (Oxoid, Canada), garam (NH4)2SO4 serta gel 
kromatografi pertukaran kation SP Sephadex C-25 
(Merck, Germany).  
 
Produksi supernatan bebas sel (SBS) pediosin  

Produksi SBS pediosin mengacu pada Mulyani 
(2019). Media molase 30% dibuat dengan mencam-
purkan 10 g/L pepton, 8 g/L ekstrak daging, 34 g/L 
ekstrak khamir (Oxoid, Canada), serta 2 g/L 
K2HPO4, 3 g/L tween 80, 2 g/L CH3COONa, 2 g/L 
C6H17N3 O7, 0,2 g/L MgSO4, 0,05 g/L MnSO4 (Merck, 
Germany) dan 300 g/L molase. Media tersebut 
diatur pada pH 6,2 dengan penambahan HCl 1 N 
dan NaOH 1 N. Media diinokulasi kultur P. pentosa-
ceus 2A2 sebanyak 10% yang telah dipropagasi da-
lam MRSB pada suhu 37°C selama 24 jam (populasi 
bakteri 10

8
 CFU/mL), lalu diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 24 jam. Sampel disentrifugasi pada kecepat-
an 12.000xg, suhu 4°C, selama 15 menit dan super-
natan dipanen, dievaporasi menggunakan rotary 
evaporator (Rotavapor® RII, Buchi®, Switzerland) 
pada suhu 60°C selama 2 jam hingga volume berku-
rang setengahnya lalu diatur pH menjadi 6,8-7,0. 
Sampel difiltrasi dengan membran Millipore 0,2 µm 
(Merck, Germany) sehingga dihasilkan SBS pedio-
sin. SBS disimpan pada suhu 4°C selama menung-
gu analisis selanjutnya, yaitu pengukuran aktivitas 
antimikroba dan kadar protein. 
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Pengendapan amonium sulfat 
Pemurnian tahap awal SBS pediosin mengacu 

pada prosedur yang dilakukan Mulyani (2019) meli-
puti pengendapan amonium sulfat yang dilanjutkan 
dengan dialisis sehingga dihasilkan ekstrak kasar 
pediosin (EKP). SBS diendapkan dengan garam 
(NH4)2SO4 dan penambahannya dilakukan secara 
bertingkat hingga jenuh (20; 40; 60; 80; dan 90%) 
sambil diaduk menggunakan pengaduk magnetik 
(Thermolyne tipe Nouva II, USA). Pengadukan dila-
kukan pada suhu 4°C selama 2 jam lalu disentrifu-
gasi pada kecepatan 12.000xg, suhu 4°C, selama 
15 menit. Filtrat didialisis menggunakan membran 
cut off 2,0 kDa (Merck, Germany) sehingga dihasil-
kan EKP. EKP disimpan pada suhu 4°C selama me-
nunggu analisis selanjutnya, yaitu pengukuran akti-
vitas antimikroba dan kadar protein. 
 
Kromatografi pertukaran kation 

EKP dimurnikan dengan kromatografi pertukar-
an kation SP Sephadex C-25 yang mengacu pada 
Simha et al. (2012) dengan modifikasi. SP Sepha-
dex C-25 disetimbangkan dengan bufer CH3COONa 
20 mM (pH 4,6) selama 1 jam, lalu dicampur EKP 
dengan rasio 1:1 dan diaduk dengan pengaduk 
magnetik selama 1 jam. Dibiarkan stabil, lalu super-
natan dipisahkan dengan mikropipet (Gilson, USA). 
SP Sephadex C-25 dielusi dengan bufer CH3COO 
Na 20 mM pada variasi pH (5,5; 6,0; 6,5; dan 7,0) 
sambil diaduk dengan pengaduk magnetik selama 1 
jam. Penggunaan gel pertukaran kation hanya stabil 
pada pH 5-8. Kromatografi pertukaran kation mem-
butuhkan pH minimal 1 unit lebih rendah daripada 
pH isoelektrik sampel, untuk memfasilitasi pengikat-
an dan elusi sampel yang cukup. Pediosin memiliki 
pH isoelektrik 8,67-8,85 (Mehla dan Sood, 2011a; 
Simha et al., 2012). Sampel mulai terdisosiasi dan 
terelusi dari pertukaran kation pada interval 0,5 unit 
dari pH isoelektriknya sehingga 4 variasi pH yang 
digunakan untuk elusi sampel adalah pada pH 5,5; 
6,0; 6,5; dan 7,0. Dari hasil separasi diperoleh 4 
fraksi berdasarkan elusi dengan variasi pH. Ke-
empat fraksi disimpan pada suhu 4°C sampai tahap 
analisis selanjutnya, yaitu pengukuran aktivitas anti-
mikroba untuk menentukan fraksi terpilih yang me-
miliki zona hambat terbesar. Fraksi terpilih selanjut-
nya diukur kadar proteinnya untuk dapat dihitung 
aktivitas spesifiknya. 
 
Penentuan aktivitas total pediosin 

Pengukuran aktivitas antimikroba dilakukan de-
ngan metode cakram (Bhattacharya dan Das, 2010). 
L. monocytogenes ATCC 7644 yang telah ditumbuh-
kan pada media Trypticase Soy Broth (TSB) (Oxoid, 
Canada) pada suhu 37°C selama 24 jam (populasi 
bakteri 10

8 
CFU/mL) diinokulasikan sebanyak 0,1 

mL pada permukaan media Mueller Hinton Agar 
(MHA) (Oxoid, Canada) (15-20 mL) yang telah ditu-

ang pada cawan petri. MHA dibiarkan memadat lalu 
ditempelkan kertas cakram berdiameter 6 mm 
(Merck, Germany) yang telah menyerap sampel pe-
diosin hasil pemurnian sebanyak 23 µL. Cawan di-
kondisikan pada suhu 4°C selama 2 jam sehingga 
sampel pediosin dapat berdifusi ke dalam agar, lalu 
diinkubasi pada suhu 37

o
C selama 24 jam. Zona 

hambat yang positif ditunjukkan dengan zona bening 
di sekitar kertas cakram lalu diukur diameternya 
menggunakan jangka sorong digital (KW06-351, 
Krisbow, Germany). 

Aktivitas total pediosin didefinisikan dengan AU 
(Aktivitas Unit), yaitu 1 AU dinyatakan sebagai rasio 
luas zona bening dikurangi luas kertas cakram 
(mm

2
) terhadap volume sampel pediosin yang di-

ujikan (mL) (Abbasiliasi et al., 2014).  
 
Pengukuran kadar protein 

Metode pengukuran kadar protein mengacu pa-
da Lowry et al. (1951) dengan standar protein meng-
gunakan Bovine Serum Albumin (BSA) (Merck, 
Germany) pada konsentrasi 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 
dan 1,0 mg/mL. Standar dan sampel pediosin hasil 
pemurnian masing-masing sebanyak 100 µL diisikan 
pada lubang 96 well microplate (Costar 3590, 
Corning, USA) kemudian ditambah dengan 200 µL 
pereaksi biuret yang diperoleh dengan mencampur-
kan 0,5 mL CuSO4 1%, 0,5 mL C4H4KNaO6  2%, dan 
50 mL Na2CO3 2% (Merck, Germany) dalam NaOH 
0,1 N. Larutan didiamkan pada suhu ruang selama 
10-15 menit, lalu ditambah dengan 20 µL pereaksi 
Folin & Ciocalteu 1 N (Merck, Germany) kemudian 
didiamkan pada suhu ruang selama 30 menit. 
Absorbansi dibaca menggunakan microplate reader 
(Benchmark, Bio-Rad, USA) pada panjang gelom-
bang 655 nm.  
 
Penentuan aktivitas spesifik pediosin 

Aktivitas spesifik pediosin (AU/mg) dihitung ber-
dasarkan rasio dari aktivitas total pediosin (AU) ter-
hadap total protein pediosin (mg) (Kingcha et al., 
2012). Rendemen (%) dihitung berdasarkan rasio 
volume sampel setelah dan sebelum tahap pemurni-
an (Tiwari dan Srivastava, 2008). Kemurnian relatif 
dihitung berdasarkan rasio aktivitas spesifik setelah 
dan sebelum tahap pemurnian (Hata et al., 2010). 
 
Penentuan berat molekul fraksi pediosin 

Fraksi pediosin terpilih diukur berat molekulnya 
menggunakan Sodium Dodecyl Sulfate Polyacryla-
mide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Gel poliakri-
lamida yang digunakan adalah gel pemisah 15% 
dan gel pengumpul 4% (Mulyani, 2019). Penanda 
pita protein (marker) yang digunakan adalah Marker 
Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder (Ther-
mo Scientific, USA) dengan berat molekul rendah, 
yaitu 4,6-40 kDa. Sebanyak 60 µL fraksi pediosin 
terpilih dan marker diteteskan pada sumur gel lalu 
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dielektroforesis dengan arus 20 mA, voltase 60 V, 
selama 3 jam. Gel direndam dengan AgNO3 0,1% 
(Merck, Germany) kemudian dicuci dengan akuabi-
des. Setelah itu terlihat pita-pita protein yang terben-
tuk. Berat molekul dapat dihitung dari logaritma jarak 
relatif pita protein marker dan sampel. 
 
Penentuan minimum inhibitory concentration 
(MIC) fraksi pediosin  

MIC diukur dengan mengacu pada Arief et al. 
(2013). MIC adalah konsentrasi minimum fraksi pe-
diosin terpilih yang dapat menghambat 90% (1 log) 
pertumbuhan bakteri indikator. Fraksi pediosin terpi-
lih diencerkan sebanyak 50; 60; 70; 80; dan 90% de-
ngan Nutrient Broth (NB) (Oxoid, Canada) di dalam 
microtube, lalu diinokulasi dengan kultur L. monocy-
togenes ATCC 7644 yang telah berumur 24 jam  
(suhu 37°C), dengan populasi bakteri 10

5 
CFU/mL. 

Fraksi pediosin yang telah diinokulasi bakteri indika-
tor tersebut selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C 
selama 24 jam. Pertumbuhan bakteri dihitung meng-
gunakan metode hitungan cawan. 
 
Pengaruh pediosin terhadap morfologi sel L. mo-
nocytogenes ATCC 7644 yang diamati dengan 
scanning electron microscope (SEM) 

Pengaruh pediosin terhadap morfologi sel L. 
monocytogenes ATCC 7644 yang diamati dengan 
SEM mengacu pada Kaur et al. (2012) yang dimodi-
fikasi. L. monocytogenes ATCC 7644 (populasi bak-
teri 10

5 
CFU/mL) dipapar dengan fraksi pediosin ter-

pilih pada konsentrasi 2 x MIC (Wang et al., 2014) 
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 
jam. Cairan disentrifugasi, pelet ditambah dengan 
glutaraldehid 2% b/v (Merck, Germany). Larutan di-
sentrifugasi kembali dan ditambah dengan bufer 
C2H6AsNaO2 0,2 M (pH 7,4) (Wako, Japan) dan 
OsO4 1% (Merck, Germany) dalam bufer C2H6AsNa 
O2 0,2 M (pH 7,4). Sampel dikeringkan secara bertu-
rut-turut dengan etanol (70; 80; dan 95%) (Merck, 
Germany), dibekukan, lalu dikeringanginkan. Sam-
pel kering dilapisi emas kemudian diamati di bawah 
SEM (JSM 5310 LV, JEOL, Japan) dengan perbe-
saran 10.000. 
 
Analisis statistik 

Penelitian ini menggunakan rancangan acak 
lengkap (RAL) dengan analisis sidik ragam (one way 
analysis of variance) menggunakan SPSS 20.0. Jika 
ada perbedaan nyata di antara perlakuan, maka di-
gunakan uji beda nyata terkecil (BNT) sebagai uji 
lanjut dengan taraf uji α = 5%. Setiap pengujian di-
ulang sebanyak dua kali dan pengukuran dilakukan 
secara duplo.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Aktivitas antimikroba pada setiap tahap pemur-
nian 

Aktivitas total SBS pediosin meningkat setelah 
diendapkan dengan amonium sulfat yang dilanjutkan 
dengan dialisis, tetapi aktivitasnya menurun setelah 
dimurnikan dengan kromatografi pertukaran kation 
SP Sephadex C-25 (Tabel 1). Aktivitas total yang 
meningkat pada EKP hasil pengendapan amonium 
sulfat diikuti dengan dialisis kemungkinan disebab-
kan oleh adanya pemekatan protein, karena SBS 
pediosin sebelum tahap pemurnian masih mengan-
dung media pertumbuhan yang tidak diinginkan da-
lam aplikasinya sebagai pengawet pangan (Garsa et 
al., 2014a). Aktivitas total fraksi pediosin terpilih (F4) 
hasil pemurnian dengan kromatografi pertukaran 
kation SP Sephadex C-25 menurun, kemungkinan 
diakibatkan sifat hidrofobisitas dari fraksi pediosin 
sehingga sulit berdifusi dalam media agar. Menurut 
Anastasiadou et al. (2008), sifat hidrofobisitas dari 
peptida dapat menghambat difusi bakteriosin pada 
media agar. Penurunan aktivitas total pediosin juga 
dilaporkan oleh Kingcha et al. (2012) dengan 
pediosin PA-1/AcH. 

Kadar protein SBS menurun dengan adanya 
proses pemurnian. EKP hasil pengendapan dengan 
amonium sulfat yang diikuti dengan dialisis menu-
runkan total protein lebih dari setengahnya jika di-
bandingkan dengan SBS. Hal ini disebabkan oleh 
komponen yang memiliki berat molekul rendah (<2,0 
kDa) terpisah pada tahap dialisis dengan membran 
cut off 2,0 kDa. F4 hasil pemurnian dengan kroma-
tografi pertukaran kation SP Sephadex C-25 juga 
mengalami penurunan jumlah protein karena SP 
Sephadex C-25 mampu mengikat protein yang ber-
sifat kationik dan hidrofobik dari EKP sehingga pro-
tein yang bersifat anionik, kurang kationik, dan ku-
rang hidrofobik dapat dielusi dan dipisahkan berda-
sarkan variasi pH (Khan, 2012). Penurunan jumlah 
protein yang besar akibat tahap pemurnian yang sa-
ma, juga dilaporkan Kingcha et al. (2012) untuk pe-
diosin PA-1/AcH dan Simha et al. (2012) untuk pe-
diosin PA-1. 

Aktivitas spesifik EKP meningkat setelah dilaku-
kan pemurnian dengan pengendapan amonium sul-
fat yang diikuti dialisis jika dibandingkan SBS. Hal ini 
kemungkinan disebabkan EKP sudah tidak mengan-
dung media pertumbuhan karena komponen pedio-
sin lebih murni. Protein dan garam amonium sulfat 
yang berukuran kurang dari 2,0 kDa telah terpisah-
kan pada tahap dialisis oleh membran cut off 2,0 
kDa (Ly dan Gabelli, 2014) sehingga EKP yang di-
hasilkan merupakan protein, polipeptida, dan pepti-
da dengan berat molekul di atas 2,0 kDa, yang di-
perkirakan mengandung peptida pediosin. 
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Tabel 1.  Pemurnian pediosin dari P. pentosaceus 2A2  

Tahap Pemurnian 
Volume 

(mL) 
Aktivitas Total

a
 

(AUx10
3
) 

Total 
Protein

b
 (mg) 

Aktivitas Spesifik
c 

(AU/mg) 
Rendemen

d
 

(%) 
Kemurnian

 

Relatif 

Supernatan bebas sel 
(SBS) 

300 
 

1,72 
 

20.439,00 
 

0,08 
 

100 
 

1 
 

Pengendapan 
amonium sulfat- dialisis 
(EKP) 

160 
 

2,04 
 

  5.132,80 
 

0,40 
 

53 
 

5 
 

Kromatografi 
pertukaran kation (F4)

e 
147 1,38 39,69 34,77 49 435 

Keterangan: 
a
Pengukuran aktivitas total pediosin terhadap L. monocytogenes ATCC 7644 dengan metode cakram 

(Bhattacharya dan Das, 2010)= (luas zona bening-luas kertas cakram)/volume sampel (Abbasiliasi et al., 2014); 
b
Pengukuran total protein menggunakan metode Lowry et al. (1951); 

c
Aktivitas spesifik= aktivitas total/total protein 

(Kingcha et al., 2012); 
d
Rendemen= volume setelah pemurnian/volume sebelum pemurnian (Tiwari dan Srivastava, 

2008); 
e
Fraksi hasil elusi bufer natrium asetat pada pH 7,0 

 
Peningkatan yang tajam pada aktivitas spesifik 

hasil pemurnian menggunakan kromatografi pertu-
karan kation SP Sephadex C-25 kemungkinan dise-
babkan pemisahan bertingkat yang terjadi pada SP 
Sephadex C-25, yaitu (1) peptida pediosin yang ber-
sifat kationik, terpisah akibat terikat pada gugus 
fungsional sulfopropil yang bersifat anionik kuat, (2) 
ikatan gugus sulfopropil pada matriks yang berikatan 
silang dengan epiklorohidrin yang bersifat hidrofobik, 
menyebabkan terpisahnya peptida yang bukan 
hanya bersifat kationik saja, melainkan juga yang 
bersifat hidrofobik, (3) sifat dari Sephadex C-25 
yang dapat memisahkan peptida berdasarkan berat 
molekulnya, yaitu di bawah 30 kDa yang memung-
kinkan pemisahan peptida pediosin yang bukan 
hanya bersifat kationik dan hidrofobik, tapi juga yang 
berukuran kecil (2,0-30,0 kDa) (Pharmacia Biotech, 
2016).  

EKP yang dilewatkan pada SP Sephadex C-25 
dapat terpisah menjadi 4 fraksi, yaitu Fraksi 1 (F1), 
Fraksi 2 (F2), Fraksi 3 (F3), dan Fraksi 4 (F4). 
Fraksi-fraksi tersebut diuji aktivitas antimikrobanya, 
lalu diperoleh F4 yang memiliki zona hambat terbe-
sar di antara fraksi pediosin lainnya (Tabel 2). F4 
memiliki zona hambat yang lebih besar dari 2 mm. 
Mengacu pada Todorov et al. (2010), zona dianggap 
positif jika memiliki aktivitas antimikroba berdiameter 
di atas 2 mm. 

 
Tabel 2.  Zona hambat fraksi pediosin hasil pemi-

sahan kromatografi pertukaran kation SP 
Sephadex C-25 terhadap L. monocytoge-
nes ATCC 7644 

Fraksi Pediosin*
 

Zona Hambat (mm) 

F1  1,42±0,29
ab

 
F2 1,57±0,34

b
 

F3 1,13±0,22
a
 

F4 2,74±0,24
c
 

Keterangan: *Fraksi yang dielusi pada bufer pH 5,5 (F1), 
pH 6,0 (F2), pH 6,5 (F3), pH 7,0 (F4). Angka-angka 
yang diikuti oleh huruf berbeda menunjukkan perbeda-
an nyata (P<0,05) 

 

F4 ini merupakan fraksi yang terelusi paling 
akhir sehingga F4 merupakan fraksi yang bersifat 
paling kationik dan hidrofobik dibandingkan fraksi 
lainnya. Seperti yang dinyatakan Altuntas et al. 
(2010), pediosin yang dihasilkan oleh Pediococcus 
spp. masuk ke dalam bakteriosin kelas IIa, yang 
menurut Elayaraja et al. (2014) merupakan peptida 
antimikroba yang bersifat kationik dan hidrofobik. 
Kromatografi pertukaran kation SP Sephadex C-25 
telah berhasil memisahkan peptida yang bersifat 
anionik, kurang kationik, dan kurang hidrofobik, 
menjadi 3 fraksi yang terelusi pada awal. Hal ini 
menunjukkan keberhasilan pemurnian pediosin 
menjadi F4 yang lebih murni. Selanjutnya F4 ini 
dipilih sebagai fraksi yang dikarakterisasi karena 
memiliki zona hambat terbesar di antara fraksi 
lainnya. 
 
Berat molekul fraksi pediosin terpilih 

Berdasarkan Gambar 1, terlihat satu pita pada 
SDS-PAGE yang menunjukkan bahwa F4 pediosin 
(elusi bufer natrium asetat pH 7,0) memiliki berat 
molekul sekitar 5,9 kDa. Berdasarkan hasil peneli-
tian lain, pediosin yang telah dimurnikan memiliki 
berat molekul yang bervariasi bergantung pada 
strain penghasilnya, yaitu pediosin PA-1 sebesar 4,6 
kDa (Simha et al., 2012; Sood et al., 2013), pediosin 
PA-1/AcH sebesar 4,6 kDa (Devi dan Halami, 2011), 
serta bakteriosin dari P. pentosaceus ST44AM 
sebesar 6,5 kDa (Todorov dan Dicks, 2009). 

F4 memiliki berat molekul yang kecil (<10 kDa) 
sehingga pediosin ini termasuk ke dalam jenis bak-
teriosin kelas IIa, yaitu peptida antimikroba yang 
berukuran kecil, bersifat kationik, hidrofobik, stabil  
terhadap  panas dan bersifat  antilisteria  kuat 
(Elayaraja et al., 2014). Altuntas et al. (2010) juga 
menyatakan bahwa pediosin yang dihasilkan oleh 
Pediococcus spp. masuk ke dalam bakteriosin kelas 
IIa seperti yang dijelaskan Elayaraja et al. (2014), 
dengan aktivitas antimikroba yang kuat terutama 
terhadap L. monocytogenes. 
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Gambar 1.   SDS-PAGE dari F4 hasil pemisahan 

dengan kromatografi pertukaran kation 
SP Sephadex C-25 (B) dibandingkan 
marker (A) 

 
MIC fraksi pediosin terpilih 

F4 dapat menurunkan populasi L. monocytoge-
nes ATCC 7644 secara signifikan pada rentang kon-
sentrasi 135-270 ppm jika dibandingkan dengan 
kontrol tanpa menggunakan pediosin (Gambar 2).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: Notasi huruf yang berbeda pada diagram me-

nunjukkan perbedaan nyata (P<0,05) 
 

Gambar 2.   Pengaruh konsentrasi F4 hasil pemi-
sahan kromatografi pertukaran kation 
SP Sephadex C-25 terhadap populasi 
L. monocytogenes ATCC 7644 

 
F4 dapat menurunkan populasi L. monocytoge-

nes ATCC 7644 sebanyak 90% (1 log) pada kon-
sentrasi sekitar 143 ppm (Gambar 2). Hal ini menun-
jukkan bahwa F4 memiliki efek antimikroba yang 
kuat dan lebih efektif hingga 48 kali dibandingkan 
EKP yang dilaporkan Mulyani (2019) dengan MIC 

sebesar 6.828 ppm. Penurunan MIC F4 ini kemung-
kinan diakibatkan oleh adanya peningkatan kemurni-
an dari pediosin. F4 dapat dijadikan sebagai alterna-
tif pengawet alami untuk menggantikan pengawet 
sintetik seperti natrium benzoat dan natrium nitrit, 
yang memiliki MIC terhadap L. monocytogenes ber-
turut-turut adalah sebesar 200 ppm dan 100-150 
ppm (Kashani et al., 2012). 
 
Pengaruh pediosin terhadap sel L. monocytoge-
nes ATCC 7644 yang diamati dengan SEM 

Berdasarkan hasil pengamatan SEM pada 
Gambar 3 terlihat bahwa terjadi perubahan morfolo-
gi pada sel L. monocytogenes ATCC 7644 akibat di-
papar dengan F4. Perubahan morfologi tersebut be-
rupa pengecilan ukuran sel yang ditunjukkan 
dengan tanda panah. Diduga pengecilan ukuran sel 
ini diakibatkan sel yang mengalami lisis. Menurut 
Rodriguez et al. (2002), pediosin termasuk bersifat 
bakterisidal terhadap bakteri Gram positif yang sen-
sitif. Dengan sifat hidrofobisitasnya, paparan dengan 
pediosin menyebabkan membran bakteri menjadi ti-
dak stabil sehingga sel mengalami lisis. Membran si-
toplasma dari bakteri Gram positif merupakan target 
aksi pediosin (Papagianni dan Anastasiadou, 2009). 
Menurut Mehla dan Sood (2011b), peptida kationik 
dari pediosin berikatan dengan membran sel L. mo-
nocytogenes yang bersifat anionik (bermuatan nega-
tif). Residu kationik pada N-terminal dari pediosin 
yang sebagian berbentuk struktur β-sheet dapat ber-
ikatan dengan permukaan membran sel target, se-
mentara bagian hidrofobik dari C-terminal yang se-
bagian membentuk struktur heliks berpenetrasi pada 
bagian inti hidrofobik membran sel bakteri target 
(Nissen-Meyer et al., 2009).  

Hasil pengamatan SEM pada penelitian ini be-
lum jelas menunjukkan adanya pembentukan pori 
seperti yang dilaporkan peneliti lainnya (Rodriguez 
et al., 2002; Simha et al., 2012). Hal ini diduga 
karena keterbatasan skala pembesaran alat SEM 
yang digunakan. Penelitian ini menggunakan perbe-
saran 10.000 kali sedangkan peneliti lain lebih dari 
20.000 kali (Arief et al., 2015a; Devi et al., 2014; 
Jodoin dan Hincke, 2018). 

KESIMPULAN 
 

Pediosin dari P. pentosaceus 2A2 telah berhasil 
dimurnikan dengan metode pengendapan amonium 
sulfat yang diikuti dialisis dan kromatografi pertukar-
an kation SP Sephadex C-25. Hal ini terlihat dari pe-
ningkatan aktivitas spesifik terhadap L. monocytge-
nes ATCC 7644 hingga 5 kali lipat dengan pengen-
dapan amonium sulfat yang diikuti dialisis kemudian 
meningkat tajam hingga 435 kali lipat setelah pe-
murnian dengan kromatografi pertukaran kation SP 
Sephadex C-25. 
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Keterangan: Tanpa F4 (A) dan dengan penambahan F4 sebanyak 2 x MIC (B). Tanda panah menunjukkan terjadinya 
pengecilan ukuran sel 

 
Gambar 3.   Analisis SEM pada perbesaran 10.000 terhadap L. monocytogenes ATCC 7644 

 
Fraksi 4 (F4) pediosin merupakan fraksi terpilih 

dari hasil pemurnian dengan SP Sephadex C-25 
yang memiliki zona hambat terbesar di antara fraksi-
fraksi lainnya. Satu pita protein yang terbentuk pada 
hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa F4 memiliki 
berat molekul sekitar 5,9 kDa, MIC sebesar 143 ppm 
yang sebanding dengan MIC pengawet sintetik se-
hingga F4 berpotensi dijadikan sebagai pengganti 
pengawet sintetik. MIC ini dapat menurunkan popu-
lasi L. monocytogenes ATCC 7644 sebanyak 90% 
(1 log). Paparan F4 pada konsentrasi 2 x MIC terha-
dap sel L. monocytogenes ATCC 7644 yang diamati 
dengan SEM menunjukkan terjadinya perubahan 
morfologi sel berupa pengecilan ukuran sel. 
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