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ABSTRACT

Fermentation has a great potential to increase gamma amynobutiric acid (GABA) content, one
of which is fermented milk. In particular, fermentation by lactic acid bacteria can produce GABA in its
most natural and suitable form. The purpose of this study was to examine the potential of Lactobacillus
plantarum PH715 to produce GABA as a starter for fermented milk. Temperature and incubation time
are factors that affect the production of GABA in fermented milk. The pH measurement with pH meter,
population with scatter method, GABA content produced was analysed quantitatively using UPLC.
Based on the observation, L. plantarum PH715 is a gram-positive bacteria, bacil-shaped, purple in
colour, catalase negative and does not produce gas. The pH value at the fermentation time of 48 hours
with a temperature of 37°C and 43°C has met the pH requirements as fermented milk, which are 4.21
and 4.25. The population of L. plantarum PH715 at incubation times of 0, 12, 24, 36 and 48 hours at
temperatures of 37°C and 43 °C met the probiotic requirements. The highest GABA content of fermented
milk by L. plantarum PH715 was at an incubation temperature of 37°C for 48 hours with the addition
of 2% MSG at 2.09mg/mL.
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ABSTRAK

Fermentasi memiliki potensi besar untuk meningkatkan kandungan GABA (gamma
amino butyric acid) salah satuya adalah susu fermentasi. Secara khusus, fermentasi oleh bakteri
asam laktat dapat menghasilkan GABA dalam bentuknya yang paling alami dan sesuai.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melihat potensi L. plantarum PH715 penghasil GABA
sebagai starter susu fermentasi. Suhu dan waktu inkubasi merupakan salah satu faktor yang
memengaruhi produksi GABA pada susu fermentasi. Pengukuran pH dengan pH meter,
populasi dengan metode sebar, kadar GABA yang dihasilkan dianalisis secara kuantitatif
menggunakan UPLC. Berdasarkan hasil pengamatan L. plantarum PH715 merupakan bakteri
gram positif, berbentuk bacil, berwarna ungu, katalase negatif dan tidak menghasilkan gas.
Nilai pH pada waktu fermentasi 48 jam dengan suhu 37°C dan 43°C sudah memenuhi syarat
pH sebagai susu fermentasi yaitu 4,21 dan 4,25. Populasi L. plantarum PH715 pada waktu
inkubasi 0, 12, 24, 36 dan 48 jam pada suhu 37°C dan 43°C sudah memenuhi syarat probiotik.
Kadar GABA susu terfermentasi oleh L. plantarum PH715 tertinggi adalah pada suhu inkubasi
37°C selama 48 jam dengan penambahan 2% MSG sebesar 2,09 mg/mL.
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Kata kunci: Gaba, Lactobacillus plantarum, Susu Fermentasi

PENDAHULUAN

Asam  y-aminobutirat (GABA)
adalah asam amino non-protein yang
diproduksi melalui reaksi irreversible a
- dekarboksilasi dari asam amino L -
glutamat yang dikatalisis oleh enzim
asam glutamat dekarboksilase (Li et al.,
2010; Yalcinkaya et al., 2019; Zhuang et
al., 2018). GABA memiliki struktur
umum HoN(CH2)-CO2H (Anju et al,,
2014). GABA merupakan
transmiter, inhibitor
sistem saraf pusat dan berperan dalam

neuro-
utama pada
mengatur proses fisiologi (tekanan
darah dan detak jantung), psikologi,
meningkatkan konsentrasi plasma,
hormon pertumbuhan dan sintesis
protein di dalam otak (Cho et al., 2007;
Villegas et al., 2016; Watanabe et al.,
2015). yang
diperkaya GABA dapat menghambat
proliferasi sel kanker (Park & Oh,

2007), meningkatkan daya ingat serta

Konsumsi makanan

kemampuan belajar (Miura et al., 2006).
Kekurangan GABA dapat menyebab-
kan  beberapa

penyakit  seperti

Huntington, Parkinson, Alzheimer,

skrizofrenia, dan depresi (Diana et al.,
2014).

Penelitian terbaru berfokus pada
cara-cara alami memproduksi GABA
bioaktif
digunakan di industri farmasi dan

sebagai senyawa untuk
makanan. Secara khusus, fermentasi
oleh bakteri laktat

menghasilkan GABA dalam bentuknya

asam dapat

yang paling alami dan sesuai (Xu et al.,
2017). Bakteri asam laktat menghasil-
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kan GABA selama fermentasi sebagai
mekanisme pertahanan untuk mem-

pertahankan kelangsungan  hidup
dalam kondisi asam, salah satunya
adalah susu terfermentasi. Bakteri

asam laktat menggunakan piridoksal
5'-fosfat (PLP) sebagai kofaktor untuk
mengatalisis a-dekarboksilasi asam
glutamat atau garamnya dalam media
(Shi & Li, 2011; Xu et al., 2017).
Kemampuan memproduksi GABA dari
strain BAL vyang berbeda dapat

bervariasi dan bergantung pada
parameter fermentasi atau aditif yang
berbeda, termasuk pH, suhu, waktu
fermentasi, penambahan PLP, dan
komposisi media (Song & Yu, 2018).
Berbagai bakteri penghasil GABA
telah diisolasi dari kimci, daun teh,
ikan fermentasi, keju, dan yoghurt
(Cho et al., 2007; Komatsuzaki et al.,
2005; Lu et al., 2008; Park et al., 2014;
2020).
Penelitian terbaru melaporkan BAL
dapat menyintesis GABA pada GABA
dalam konsentrasi yang tinggi pada
keju artisanal Meksiko (Gonzalez-
Gonzalez et al., 2019). Lactobacillus
rhamnosus YS9  memiliki  batas
konsentrasi MSG sebesar 200 mM,
suhu inkubasi 43°C, 200 uM PLP dan
pH medium 4,4 mampu menghasilkan
1,87 mM GABA (Lin, 2013). Hal ini

berbeda dengan Lactobacillus rhamnosus

Santos-Espinosa et  al.,

GG yang dipergunakan dalam
fermentasi kacang adzuki yang
menggunakan 2,27% MSG, 1,44%
galaktosa, 0,20% PLP pada suhu



inkubasi 37°C pada pH medium 4,4
mampu menghasilkan 1,12 mg/mL
GABA (Song & Yu, 2018). Mengingat
pentingnya peranan berbagai aspek
kesehatan, yang didapatkan dari bahan
alami

seperti pada makanan dan

minuman terfermentasi. Berdasarkan
uraian di atas, maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut dengan tujuan
melihat potensi Lactobacillus plantarum
PH715 GABA  yang

merupakan isolat lokal yang diisolasi

penghasil

dari pickle (acar) rebung sebagai starter
susu fermentasi.

METODE

Penelitian ini berlangsung selama
periode September-November 2021.
Penelitian ini meliputi penyiapan
kultur starter, pembuatan starter susu
terfermentasi, pembuatan susu
terfermentasi, pengukuran pH (pH
meter), analisis populasi bakteri asam
laktat pada susu terfermentasi (metode
sebar), kadar GABA
(UPLC).

Bahan kimia

penentuan

yang digunakan
dalam penelitian ini adalah media MRS

broth (Oxoid), MRS agar (Oxoid,
Natrium Clorida (Merck), Mono
Sodium Glutamat (MSG), standar

GABA (y-Amino butyric acid, Sigma),
HCI 6 N, standar AABA 2,5 mM (alpha
amino butyric acid), Accq. Tag Fluor
2A (f 6
aminoquinolyl-N-hydroksisucinimidil
karbamat (AQC), akuades, alkohol 70%
(Brataco chemika), dan spiritus. Alat

Borrate Buffer, Reagent

yang digunakan dalam penelitian ini
adalah tabung reaksi (iwaki-pyrex),

erlenmeyer (iwaki-pyrex), gelas beker
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(iwaki-pyrex), gelas ukur (iwaki-pyrex),
magnetic stirer, stirer bar (iwaki BS-3§),
cawan petri (iwaki-pyrex), kaca objek,
cover glass, tabung eppendorf 1,5 ml,

timbangan (Shimadzu AUX 220),
otoklaf (Tomy), laminer air flow cabinet
(ESCO), inkubator (Memmert),
mikroskop (Olympus), jarum ose,

pipetman (Gilson) ukuran 1000ul, 200
ul, 20 pl tips biru, kuning, kristal ( porex
bio product ), sentrifugasi (Hitachi),
vortex (Labinco), kulkas (Toshiba),
freezer -20 °C, UPLC (Waters), detector
(Waters), (Waters),
bunsen, selop tangan, masker, dan

coloum lampu

kertas tisu.

Penyiapan Kultur Starter

Strain Lactobacillus plantarum PH715
yang sudah tumbuh dalam media MRS
broth dihomogenkan dengan divortex,
kemudian dipisahkan antara supernatan
dan massa sel dengan sentrifugasi
berkecepatan 7000 rpm selama 5 menit.
Massa sel yang diperoleh selanjutnya
dilarutkan dengan 5 mL susu (Anggraini

et al., 2019).

Pembuatan Starter Susu Terfer-

mentasi

Susu skim  cair (Diamond)
dipasteurisasi pada suhu 80°C selama 30
menit, kemudian didinginkan sampai
45°C, ditambahkan
v/v  (kultur aktif
plantarum PH715) dan

diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C

suhu mencapai
inokulum 2%
Lactobacillus

hingga mencapai pH 4-4,5, starter siap
digunakan.

Pengukuran pH susu terfermentasi
menggunakan pH meter digital (Martini
instruments Mi-105). Sampel ditimbang



sebanyak 10gram kemudian dimasuk-
ke
ditambahkan 10 mL aquades lalu diukur

kan dalam gelas piala dan
pHnya. Sebelum mengukur larutan, pH
meter dikalibrasi dengan menggunakan
buffer pH 4 dan 7 (Sudarmadji et al,,

1997).

Pembuatan Susu Terfermentasi

Susu skim cair dipasteurisasikan
pada suhu 80°C selama 30 menit, lalu
didinginkan hingga mencapai suhu 45
°C. Setelah dingin, ditambahkan starter
PH715
(penambahan starter pada pembuatan

Lactobacillus plantarum
susu fermentasi sebanyak 5% b/v). Susu
yang telah  ditambahkan
diinkubasi dalam inkubator pada suhu
37°C dan 43°C selama 0, 12, 24, 36, dan 48
jam (pH 4-4,5). Selanjutnya dilakukan

starter

pengukuran pH. Metode pengujiannya
sama dengan pengujian pH pada starter
susu terfermentasi.

Produksi GABA Susu Terfermen-
tasi

Susu terfermentasi yang sudah
mencapai waktu inkubasi dihentikan
fermentasinya dengan merendam susu
terfermentasi pada waterbath suhu 75°C
selama 15 menit (Santos-Espinosa et al.,
2020). Produksi GABA

terfermentasi diawali dengan penyiapan

susu

supernatan. Sebanyak 1 ml susu
terfermentasi disentrifugasi pada 13.000
rpm selama 10 menit pada suhu 4°C,
kemudian supernatan diambil dan diuji
secara kuantitatif dengan UPLC (Seo et
al., 2013).

Analisis secara kuantitatif dengan
Ultra Perfomance Liquid Chromatography

(UPLC) (Waters) (Sheliya&Shah, 2013;
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Szkudzin’ska et al., 2017). Kultur yang
sudah tumbuh pada media MRS Broth
dihomogenkan dengan vortex,
kemudian dipipet sebanyak 1 ml dan
ke

sentrifugasi, selanjutnya disentrifugasi

dimasukkan dalam  tabung
pada 10000 rpm selama 15 menit pada
4oC.

dipipet dan dipindahkan pada tabung

suhu Selanjutnya supernatan
sentrifugasi yang baru. Supernatan ini
siap dipreparasi untuk UPLC.

Preparasi sampel diawali dengan
ditimbang 0,1-1,0 g sampel ke dalam vial
head space 20 mL (Waters No.
186000384C), ditambahkan 5 mL HCI 6
N, lalu vial ditutup. Sampel dipanaskan
di dalam oven pada suhu 110°C selama
22

didinginkan,

jam, kemudian diangkat dan

dipindahkan
sampel ke dalam labu ukur 50 mlL,

larutan

selanjutnya dibilas vial head space dan
diencerkan dengan akuabides sampai
tanda batas, lalu dihomogenkan. Larutan
sampel disaring dengan kertas saring tak
berabu grade 42, disaring kembali
dengan syringe filter GHP/RC 0,2 pm
(Millipore-USA). Sampel yang sudah
disaring dipipet 500 pL ke dalam tube 2
mL, ditambahkan 40 pL internal standar
AABA 2,5 mM (alpha amino butyric acid)
460 pL
Selanjutnya, proses derivatisasi larutan

dan akuabides, vortex.
sampel.
dilakukan

dengan dipipet masing-masing 10 pL

Proses  derivatisasi
larutan standar atau sampel yang telah
ditambahkan internal standar AABA ke
dalam insert vial, tambahkan 70 pL Accq.
(Waters),
vortex, kemudian ditambahkan 20 pL

Tag Fluor Borrate Buffer



Reagent 2A
hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC)
(Waters),
heating block dengan suhu 60°C selama

(f 6 aminoquinolyl-N-

vortex, dipanaskan pada
tepat 10 menit, kemudian diangkat,
didinginkan sampai suhu ruang, lalu
diinjeksikan larutan ke sistem UPLC
(Waters). Kondisi kromatografi adalah
kolom : AccQ.Tag Ultra C18 1,7 pm (2,1 x
100 mm) (Waters), fase gerak : A :
Accq.Tag Ultra Eluent A 100%, B :
Accq.Tag Ultra Eluent B : akuabides 90 :
1, C : Akuabides, D : Accq.Tag Ultra
0,5
: Gradien,

Eluent B 100% dengan laju alir :
mL/menit, sistem pompa
volume injeksi : 1 pL, suhu kolom : 49 °C
dan detektor : PDA 260 nm (WATERS).

Analisis Statistik

Analisis data diperoleh dari hasil
pengulangan tiga kali yang disajikan
dalam bentuk meantstandar deviasi.
Data diuji statistik One-Way ANOVA
dengan menggunakan software SPSS 16.
Level signifikan yang ditetapkan sebesar
a = 0,05.

HASIL
Lactobacillus plantarum PH715 dan
Pertumbuhannya

Lactobacillus ~ plantarum ~ PH715

merupakan strain yang diisolasi dari

pickle rebung yang merupakan koleksi
dari Udayana University Culture Collection
(UNCC) yang berpotensi menghasilkan
GABA. Uji konfirmasi ini dilakukan
dengan empat cara yaitu uji pewarnaan
Gram yang bertujuan untuk mengetahui
isolat bakteri yang digunakan tergolong
dalam bakteri Gram positif atau Gram
negatif, sel
bakteri
mengetahui bentuk dari bakteri, uji

pengamatan morfologi

dengan mikroskop  untuk

katalase untuk mengetahui apakah
bakteri tersebut dapat menghasilkan
enzim katalase atau tidak. Morfologi L.
plantarum PH715 dapat dilihat pada
Gambear 1.

Produksi GABA Susu Terfermen-
tasi

Pembuatan susu fermentasi
diawali dengan pembuatan starter,
berdasarkan perhitungan didapatkan
nilai pH dan populasi dari starter yaitu
4,15 dan 4,5x10%fu/ml. Berdasarkan
hasil
didapatkan data nilai pH, populasi dan
kadar GABA (Tabel 1). Waktu
munculnya GABA pada media MRS
MSG dan pada susu

fermentasi dan nama puncak serta luas

uji yang dilakukan maka
dengan 2%

area dapat dilihat pada Gambar 2.

D

Gambar 1. Morfologi L. plantarum PH715 (P1000x)
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Tabel 1.
Nilai pH, populasi dan kadar GABA susu terfermentasi L. plantarum PH715 yang
diinkubasi pada suhu dan waktu yang berbeda

Suhu
Waktu 37°C 43°C
. . Kadar . Kadar
(jam) pH P(;pulafl GABA pH P(;pula]fl GABA
(cfu/mL) (mg/mL) (cfw/ml) 1 o/mI)
0 6,57 2,1x102 0 6,57 2,1x102 0
12 6,20 1,22x105 0 6,18 2,15x105 0
24 5,37 1,25x108 0 5,18 2,11x108 0
36 4,72 1,33x10° 0 4,76 1,92x10° 0
48 4,12 1,04x10° 2,92 4,25 1,13x10° 0,06
a - 3 b
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Gambar 2. Waktu munculnya GABA pada media MRS dengan 2% MSG (a) dan
pada susu terfermentasi L. plantarum PH715 (b)

DISKUSI

Berdasarkan hasil pengamatan L.
plantarum PH715 merupakan bakteri
gram positif, berbentuk basil, berwarna
dan tidak

ini

ungu, katalase negatif,
Hal
dengan pernyataan Salminen et al.
(2004) bahwa bakteri

adalah bakteri Gram positif, non motil,

menghasilkan gas. sesuai

asam laktat
katalase negatif, dan memproduksi

Diskusi

yang ditemukan

asam laktat dari
hasil
dalam penelitian dan membanding-

glukosa.
memaknai

kannya dengan teori/konsep/temuan
dari hasil penelitian lain menggunakan
acuan primer.
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Nilai pH susu terfermentasi yang
dihasilkan berdasarkan perlakuan ini
berkisar dari 4,21-6,57 (Tabel 1). Hal ini
menunjukkan suhu

bahwa waktu

fermentasi memengaruhi  aktivitas
fermentasi sehingga perlu waktu yang
tepat untuk mendapatkan nilai pH yang
sesuai dengan syarat sebagai susu
fermentasi, sesuai pernyataan Askar dan
Sugiarto (2005); SNI Yoghurt (2009)
menyatakan bahwa pH produk susu
terfermentasi seharusnya berkisar antara
pH 3,68 sampai pH 4,2. Jadi berdasarkan
nilai pH waktu fermentasi 48 jam pada

suhu 37°C dan 43°C sudah memenuhi



syarat pH sebagai susu fermentasi yaitu
4,21 dan 4,25.

Hasil
aktivitas fermentasi mungkin terkait

ini menunjukkan bahwa
dengan kapasitas untuk menghasilkan
GABA, telah dilaporkan bahwa enzim
GAD (glutamic acid decarboxylase) bekerja
secara optimal pada biokonversi asam
glutamat ke GABA pada pH 4,4 (Huang
et al, 2016). Hal ini sejalan dengan
penggunaan Lactococcus spp dalam
pembuatan susu fermentasi penghasil
GABA yang berada pada kisaran pH 4-6
pada suhu 37°C (Espinosa et al., 2020).
Suhu optimum produksi GABA adalah
36°C (Harnentis et al., 2019), pH dan
jumlah prekursor (glutamat), sumber
karbon, sumber nitrogen, dan aditif
media kultur lainnya merupakan faktor
yang memengaruhi produksi GABA
oleh mikroorganisme, serta pH optimum
untuk aktivitas dekarboksilase glutamat
sangat tergantung spesies (Diana et al.,
2014).
Berdasarkan hasil

populasi L. plantarum PH715 pada waktu

penelitian

inkubasi 24, 36, dan 48 jam pada suhu
37°C dan 43°C sudah memenuhi syarat
probiotik. Populasi L. plantarum PH715
pada media MRS adalah 108cfu/ml dan
pada starter dan susu terfermentasi
adalah 10%cfu/ml. Populasi ini telah
memenuhi syarat sebagai probiotik,
dimana  syarat minimal total BAL
sebanyak 10¢ cfu/mL (Kailasapathy et
al., 2000) dan untuk syarat total BAL
pada susu terfermentasi yaitu 1,0 x 108
cfu/mL (Tamime & Robinson, 2002).
Lactobacillus merupakan genus yang
paling

sering  dilaporkan  sebagai
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penghasil GABA dan strain ini telah
diisolasi dari susu, keju, susu fermentasi,
pickle, the, dan minuman nabati, dan
kehadiran GAD telah diidentifikasi (Di
Cagno et al., 2010; Franciosi et al., 2015;
Lin, 2013; Nejati et al., 2013; Santos-
Espinosa et al., 2020; Siragusa et al., 2007;
Song & Yu, 2018). Susu fermentasi yang

dibuat pada penelitian ini dengan
menggunakan  susu  skim  dan
Lactobacillus ~ rhamnosus  tanpa ada

penambahan MSG ataupun PLP dalam
pembuatan susu terfermentasi sebagai
prekursor GABA. Namun Schmidt et al.,
(2017) menyatakan bahwa PLP terdapat
pada susu dalam konsentrasi rendah (3
M)
enzimatis yang dimiliki oleh bakteri

dan PLP merupakan kofaktor

digunakan untuk meningkatkan efisiensi
atau aktivitas enzim GAD sehingga
mendukung produksi GABA (Li et al,,
2016). GABA tertinggi dihasilkan oleh
Lactobacillus plantarum PH715 yaitu 2,09
mg/mL. GABA yang dihasilkan ini
tergolong

memang rendah

dibandingkan strain Lactobacillus
plantarum lainnya.

Berbagai penelitian telah dilakukan
dalam rangka mengevaluasi produksi
GABA di berbagai substrat, seperti
media kultur, sayuran minuman, produk
daging, makanan laut, dan terutama
produk susu (Di Cagno et al, 2010;
Ratanaburee et al., 2013; Shan et al., 2015;
Taoka et al., 2019). Semua laporan studi

ini menyatakan produksi GABA yang

alami  tergantung terutama pada
konsentrasi  glutamat di  matriks
makanan dan strain BAL yang

digunakan serta kondisi fermentasi.



Sebagai contoh, yoghurt ditambahkan

dengan Lactobacillus

NDC75017
GABA yang mencapai 3145,6 mg/kg

plantarum
memengaruhi  produksi
(Shan et al., 2015). Dalam penelitian lain,
Lactobacillus brevis 877G menghasilkan
1,95 g/L GABA dalam susu skim. Jika
menggunakan campuran Lactobacillus
brevis 877G dan Lactobacillus sakei 795
(1:1) lebih meningkatkan produksi
GABA menjadi 2,32 g/L (Seo et al., 2013).
Hal ini berbeda dengan Lactobacillus
rhamnosus GG yang dipergunakan dalam
fermentasi kacang adzuki mampu
menghasilkan 1,12 mg/mL GABA (Song
& Yu, 2018). Pada penelitian ini produksi
GABA yang dihasilkan masih tergolong
rendah, hal ini disebabkan oleh kondisi
pertumbuhan optimal mereka
(Minervini et al.,, 2009) atau ekspresi
enzim GAD dari strain (Li et al., 2013).
Selain itu, beberapa strain mungkin ada
kekurangan dalam sistem transportasi
glutamat-GABA menuju bagian dalam
dan luar sel (Feehily & Karatzas, 2013)
di
metabolisme lain, yang akan membatasi
produksi GABA (Fernandez & Zuiiiga,
2006).

Aktivitas biokatalitik
meningkat dengan meningkatnya suhu

atau asimilasi glutamat jalur

enzim

dan menurun dengan cepat setelah
optimum. Karena denaturasi protein,
suhu optimum biasanya tidak lebih
tinggi dari 40°C (Berg et al., 2002). Selain
suhu optimum untuk aktivitas GABA,
mikroorganisme memiliki suhu
pertumbuhan optimum. Butuh waktu
bagi mikroorganisme untuk terbiasa

dengan lingkungan baru mereka dan

76

Produksi GABA
umumnya meningkat dengan waktu

memulai fermentasi.

fermentasi, tetapi waktu fermentasi yang
lebih tinggi menyebabkan hilangnya
biomassa. Hal ini umumnya disebabkan
yang
diperlukan dari media atau karena efek

oleh menipisnya komponen
penghambatan konsentrasi GABA yang
tinggi atau metabolit lainnya (Sattley &
Madigan, 2015).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan = bahwa  Lactobacillus
plantarum PH715 dapat dijadikan

starter susu terfermentasi yang mampu

menghasilkan GABA. Lactobacillus
plantarum PH715 mampu
menghasilkan GABA sebesar 2,09

mg/mL pada suhu inkubasi 37°C
selama 48 jam dan 0,06 mg/mL pada
suhu 43°C selama 48 jam. Produksi
GABA  masih
sehingga dilakukan riset lebih lanjut

tergolong rendah,

terkait penambahan prekursor GABA
untuk meningkatkan produksi GABA.
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