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Abstrak

Bakteriosin merupakan senyawa protein yang memiliki efek bakterisida terhadap mikroorganisme lain. Bakteriosin yang
dihasilkan bakteri asam laktat sangat potensial untuk digunakan sebagai pengawet makanan alami. Tujuan penelitian ini
untuk mengetahui pengaruh medium pertumbuhan MRS, CMG, LTB dan CM terhadap aktivitas antimikroba Leuconostoc
mesenteroides Pbacl. Penentuan zona hambatan pertumbuhan terhadap bakteri indikator Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides, Staphylococcus aureus, Lactobacillus pentosus dan Lactobacillus acidilactici, dilakukan
melalui uji antagonisme dengan metode difusi sumur agar. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri indikator yang
sensitif yaitu L. plantarum dan L. acidilactici, sedangkan media terbaik untuk pertumbuhan bakteri indikator sensitif
adalah MRS. Diameter zona hambatan terhadap L. plantarum adalah 1,28 cm dan terhadap L. acidilactici adalah 1,23 cm.
Media terbaik untuk memproduksi supernatan Leuconostoc mesenteroides Pbacl dengan aktivitas bakteriosin tertinggi
adalah MRS dengan diameter zona hambatan terhadap L. plantarum 1,28 cm dan terhadap L. acidilactici 1,19 cm. Titer
aktivitas bakteriosin adalah 100 AU/ml. Berdasarkan hasil di atas, mediaM RS digunakan untuk uji aktivitasbakteriosin dari
supernatan kultur L. mesenteroides Pbacl dengan sumber karbon berbeda yaitu glukosa, maltosa dan manosa. Hasil
menunjukkan bahwa glukosa merupakan sumber karbon terbaik dengan diameter zona hambatan terhadap L. plantarum
dan L. acidilactici adalah 1,23 cm. Titer aktivitas bakteriosin terhadap bakteri indikator pada uji tersebut adalah 100 AU/ml.

Abstract

Bacteriocin activity of Leuconostoc mesenteroides Pbacl bacteria on several media Bacteriocin is a proteinaceous
compound that has bactericidal action against microorganisms. Bacteriocinsfrom lactic acid bacteriaarevery potential as
natural food biopreservatives. The aim of the research was to know the influence of the growth medium; MRS, CMG, LTB
and CM on antimicrobial activity of Leuconostoc mesenteroides Pbacl. Growth inhibition zone determination has been
carried out by antagonism assay, aswell as diffusion method usingLactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenter oi des,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus pentosus and Lactobacillus acidilactici asindicator strains. The results showed
that L. plantarum and L. acidilactici were the sensitive indicators. The best growth medium for antagonism assay of the
two sensitiveindicator bacteriawas MRS, which showed inhibition zone diameter of 1.28 cmand 1.23 cm, respectively. The
most active supernatant was produced by L. mesenteroides Pbacl grown on MRS, which inhibited the growth of L.
plantarum and L. acidilactici with respective zone diameter of 1.28 cm and 1.19 cm. Bacteriocin titre activity against
sensitiveindicator bacteriawas 100 AU/ml. Based ontheresult, MRSwasfurther utilized to study the effect of the different
carbon sourcesi.e glucose, maltose and mannose on bacteriocin activity of L. mesenteroides Pbacl. Theresults showed
that glucose was the best carbon source as indicated by the widest diameter of inhibition zone, i.e 1.23 cm, against both
indicator strains. Bacteriocin titre activity of thelatter study was 100 AU/ml.
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Pendahuluan

Bakteri asam laktat (BAL) secara luas digunakan sebagai
starter untuk fermentasi minuman, daging dan sayuran.
BAL umum digunakan dalam industri fermentasi saos
dilaporkan oleh Stiles dan Hastings!. Selain itu berperan
sebagai bahan flavor dan pengembang warna*
Mikroorganisme ini berperan dalam perubahan tekstur,
aroma, warna, kecernaan dan kualitas nutrisi produk
fermentasi 3.

Bakteri asam laktat termasuk mikroorganisme yang aman
jikaditambahkan dalam pangan karenasifatnyatidak toksik
dan tidak menghasilkan toksin, maka disebut food grade
microor ganismatau dikenal sebagai mikroorganismeyang
Generally Recognized As Safe (GRAS) yaitu
mikroorganisme yang tidak beresiko terhadap kesehatan,
bahkan beberapa jenis bakteri tersebut berguna bagi
kesehatan. BAL bermanfaat untuk peningkatan kualitas
higiene dan keamanan pangan melalui penghambatan
secara alami terhadap flora berbahaya yang bersifat
patogen*5 BAL dapat berfungsi sebagai pengawet
makanan karena mampu memproduksi asam organik,
menurunkan pH lingkungannya dan mengeksresikan
senyawa yang mampu menghambat mikroorganisme
patogen seperti H,0,, diasetil, CO,, asetaldehid, d-isomer
asam asam amino dan bakteriosin. Bakteriosin merupakan
senyawa protein yang dieksresikan oleh bakteri yang
bersifat menghambat pertumbuhan bakteri lain terutama
yang memiliki kekerabatan erat secarafilogenik®7’. Senyawa
ini mudah terdegradasi oleh enzim proteolitik dalam
pencernaan manusiadan hewan. Bakteriosin banyak diteliti
karena berpotensi sebagai pengawet makanan alami dan
dapat diaplikasikan di bidang farmasi 8. Beberapa jenis
bakteriosin mempunyai spektrum yang luasdan mempunyai
aktivitas menghambat terhadap pertumbuhan beberapa
patogen makanan seperti Listeria monocytogenes dan S.
aureus. Beberapa spesies dari genus Lactobacillus
dilaporkan menghasilkan bakteriosin seperti lactocin 27
oleh L. helveticusLP27 1% lactacin F oleh L. acidophilus
83 11; plantacin B olehL. plantarumNCDO 1193'?; sakacin
A oleh L.sakeLb 706 2; brevicin 37 oleh L brevis B37 3.
Dari kelompok lain nisin dihasilkan oleh Lactococcus
lactis'4; colicinsoleh E. coli”.

Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat mudah
diterimasebagai bahan tambahan dalam makanan baik oleh
ahli kesehatan maupun oleh konsumen karena bakteri ini
secara alami berperan dalam proses fermentasi
makanant>-16,

Penelitian ini bertujuan untuk mempelgjari pengaruh media
pertumbuhan yang berbedaterhadap aktivitas bakteriosin
yang dihasilkan Leuconostoc mesenteroides Pbacl
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dengan menggunakan beberapa bakteri indikator melalui
pembentukan zona jernih hambatan.

M etode Pendlitian

Bahan

Mikroorganisme yang diuji berpotensi menghasilkan
antimikroba adalah bakteri asam laktat Leuconostoc
mesenter oi des Pbacl yang berasal dari minuman fermentasi.
Bakteri indikator yang digunakan untuk pengujian aktivitas
antimikroba meliputi Staphylococcus aureus,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, L.
acidilactici dan L. pentosus

Media yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri asam
laktat adalah MRS dengan komposisi per liter ; bakto
pepton 10 g, ekstrak khamir 5 g, glukosa 20 g, lab lemco
powder 10g, Tween 80, K,HPO, 2 g, natrium asetat 5 g,
triamonium sitrat 2 g, MgSO, 0.05g, agar 12 g padapH 6.3.

Media pengujian aktivitas antimikroba yang digunakan
yaituMRS, CMG, LTB dan CM. Komposisi mediaper liter
CMG (ekstrak khamir 5 g, polipepton 5 g, NaCl 5 g, glukosa
109, pH 7.0). LTB (ekstrak daging 10g, glukosa10 g, ekstrak
khamir 10g, tripton 10g, NaCl 59, Na,HPO, 2g pH 6.4). CM

(Sukrosa 10g, pepton 10g, ekstrak khamir 20 g, KH,PO,
10g, NaCl 5 g, MgSO, 7 H20 0.2g, pH 6.8).

Metode

Uji aktivitas antimikroba terhadap bakteri indikator
sengtif

Bakteri L. mesenteroides Pbacl ditumbuhkan pada 4,0 ml

mediacair MRS kemudian diinkubas padasuhu 37°Csdama
17-20jam. Suspensi bakteri kemudian disentrifugas dengan
kecepatan 3000 rpm pada suhu 4°C selama 15 menit . Filtrat
dipisahkan dan pHnyadinetralkan hinggapH 6,8, kemudian
ditambahkan enzim katalase. Filtrat disterilkan dengan filter
Millipore berdiameter 0.22 nm ke dalam tabung steril.

Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimikroba yang
menghambat pertumbuhan bakteri indikator dengan
menggunakan metode difusi sumur agar. Sebanyak 4,0 ml

media MRS, LTB, CM, dan CMG yang mengandung agar
1,2% dituang secara aseptis ke dalam cawan petri dan
dibiarkan membeku. Inokulum bakteri indikator masing-
masing dimasukkan ke dalam 4 macam medium agar lunak
yaitu MRS, LTB, CM, dan CMG yang mengandung 0,7%

agar. Kemudian dituang ke cawan petri. Setelah memadat
dibuat sumur-sumur. Sebanyak 40 ml supernatan
antimikrobadimasukkan kedalam sumur, lalu diinkubasikan
pada suhu yang sesuai untuk masing-masing indikator
selama 24 jam. Zona hambatan yang terbentuk diukur.
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Uji aktivitas antimikroba yang diproduksi dalam
berbagai media tumbuh

Sebanyak 1% suspensi bakteri L. mesenteroides Pbacl
diinokulasikan kedalam Erlenmeyer berisi 4 macam medium
cair yaitu MRS, LTB, CM, dan CMG. Suspensi bakteri
tersebut diinkubasi padainkubator bergoyang dengan suhu
37°C selama 17-20 jam. Masing-masing suspensi bakteri
dalam Erlenmeyer diamati pertumbuhan sel dan dilakukan
pengukuran optical density (OD) menggunakan
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gel ombang 660 nm,
pengukuran pH medium, dan pengujian aktivitas mikroba.

Uji Aktivitas antimikroba pada media MRS dengan
sumber karbon berbeda

Sebanyak 1% suspensi bakteri L. mesenteroides Pbacl
diinokulasikan ke dalam media cair MRS dengan
memvariasikan sumber karbon yaitu glukosa, maltosa dan
manosa. Suspensi bakteri dalam medium cair tersebut
diinkubasi pada suhu 37°C selama 17-20 jam dengan
goyangan 100 rpm. Bakteri yang sudah tumbuh disentrifus
dengan kecepatan 3000 rpm pada suhu 4°C selama 15 menit
untuk memisahkan sel dengan filtratnya. Supernatan
disterilkan dengan filter Millipore 0.22 nm. Selanjutnya
dilakukan pengujian aktivitas antimikroba yang
menghambat pertumbuhan bakteri indikator dengan
menggunakan metode difusi sumur agar. Sebanyak 4,0 ml
mediaM RS mengandung agar 1,2% dituang secaraaseptis
ke dalam cawan petri dan dibiarkan membeku. [nokulum
bakteri indikator dimasukkan ke dalam media lunak MRS
yang mengandung agar 0,7% kemudian dituang ke dalam
cawan petri. Setelahmediauji memadat dibuat sumur-sumur
dan diisi 40 nt supernatan yang akan diuji. Cawan petri
berisi supernatan diinkubasi selama24 jam. Zonahambatan
yang terbentuk diukur.

Hasl dan Pembahasan

Penelitian ini menggunakan bakteri L. mesenter oi des Pbacl
sebagai penghasil bakteriosin. Bakteri tersebut tergolong
bakteri asam laktat heterofermentatif, Gram positif.
Karakteristik bentuk sel bulat, bersifat anaerob fakultatif,
sel tidak motil. Bakteri ini dikelompokan katal ase negatif,
tidak membentuk spora, kemoorganotrof dan suhu optimum
untuk pertumbuhannya berkisar 20°C hingga 30°C.

Penelitian diawali dengan uji pendahuluan untuk
mengetahui konsentrasi optimum bakteri indikator sehingga
mendapatkan zona hambatan tertinggi. Seleksi awal
dilakukan dengan metode tusuk terhadap 12 spesies
bakteri yang digunakan sebagai indikator. Volume bakteri
indikator yang ditambahkan bervariasi yaitu sebanyak 50
m, 100 m dan 150m. Kerapatan bakteri indikator merupakan

salah satu faktor terpenting yang mempengaruhi ukuran
zona hambatan yang terbentuk. Jika jumlah inokulum
bakteri indikator sedikit, makawaktu yang di perlukan untuk
mencapai akumulasi biomasa sel bakteri menjadi lama
sehingga zona hambatan yang terbentuk menjadi lebih
besar. Semakin besar volume bakteri indikator yang
ditambahkan makaakan menghasilkan zonahambatan yang
lebih kecil. Volume inokulum bakteri indikator sebanyak
50 m menunjukkan Pertumbuhan bakteri tersebar meratadi
atas permukaan media uji dan memberikan diameter zona
hambatan yang lebih besar terhadap antimikroba yang
dihasilkan L. mesenteroides Pbacl.

Hasil uji dengan metode tusuk terhadap 12 spesies bakteri
indikator diperoleh 5 spesiesbakteri yang sensitif terhadap
antimikrobayang dihasilkan oleh bakteri L. mesenter oides
Pbacl. Kelima bakteri indikator tersebut yaitu
Staphyl ococcus aureus, Leuconosnoc mesenteroides, L.
plantarum, L acidilactici, dan L. pentosus Hasil
pengukuran diameter zona hambatan tercantum pada
Tabel 1. diameter zona, hambatan jugasemakin meningkat
dengan bertambahnya waktu inkubasi. Diameter zona
tertinggi dicapai pada inkubasi 24 jam dan setelah masa
inkubasi 35 jam diameter zona hambatan menurun.

Uji Aktivitas supernatan bakteriosin terhadap bakteri
indikator pada media berbeda

K elima spesies bakteri indikator yang memberikan respon
sensitif terhadap bakteriosin kemudian digunakan untuk
menguji aktivitas bakteriosin yang dihasilkan L.
mesenteroides Pbacl pada berbagai medium berbeda.

Tabel 1.  Diameter zona hambatan dari L. mesenteroides
Pbacl pada mediaMRSdengan variasi volume
suspensi bakteri indikator menggunakan

metode tusuk




Tahap ini bertujuan untuk mencari media terbaik untuk
pertumbuhan bakteri indikator. Ada empat macam media
yang digunakan yaitu media MRS, CMG, LTB, dan CM.
Pengkulturan bakteri penghasil antimikrobadilakukan pada
medium MRS yang merupakan medium spesifik untuk
bakteri asam laktat. Selama proses pertumbuhan, bakteri
akan menghasilkan asam | aktat dan senyawa-senyawayang
merupakan antimikroba lain. Untuk menghindari adanya
hambatan pertumbuhan terhadap bakteri indikator oleh
asam organik yang dihasilkan selama inkubasi maka
supernatan antimikroba terlebih dahulu dinetralisas
dengan menambahkan NaOH sampai pH supernatar
menjadi 6,8. Sedangkan untuk mengantisipasi adanye
pengaruh aktivitas hambatan yang disebabkan oler
hidrogen peroksida dan diasetil yang diproduksi oleh
bakteri L. mesenteroides Pbacl dihilangkan dengar
menambahkan enzim katal ase yang akan memecah hidrogen
peroksidamenjadi air dan oksigen. Selainitu kultivasi isolat
L. mesenteroides Pbacl dilakukan pada kondisi oksigen
terbatas sehinggakeduametabolit tersebut biladiproduks
hanya dalam konsentrasi kecil dalam mediacair [18]. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwadari kelimaspesiesyang
diuji dengan metode sumur agar hanya ada dua spesies
yang sangat sensitif terhadap supernatan bakteriosin yaitu
Lactobacillus plantarum dengan diameter zona hambatan
rata-rata tertinggi 1,28 cm dan Lactobacillus acidilactici
dengan diameter zona hambatan rata-ratatertinggi 1,23 crr

(Tabel 2).

Pada uji sebelumnya menggunakan metode tusuk, tige
bakteri indikator lain yaitu S, aureus, L. mesenteroides,
dan L. pentosusmemberikan respon sensitif terhadap isol at
L. mesenteroides Pbacl dengan terbentuknya zona
hambatan pertumbuhan. Namun tidak menunjukkan adanya
hambatan pertumbuhan pada uji dengan supernatan L.
mesenteroides Pbacl. Hal ini dapat disimpulkan bahwa
terjadinya penghambatan pertumbuhan pada uji
sebelumnya dengan metode tusuk lebih disebabkan oleh
senyawa-senyawa lain yang mempunyai aktivitas
antibakteri seperti asam-asam organik atau hidrogen
peroksida dan bukan ol eh bakteriosin. Menurut Daeschel*
bakteri asam laktat menghasilkan senyawa-senyawa
tertentu selain asam laktat dan asam asetat (asam organik)
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri lain.
Senyawa-senyawa tersebut diantaranyaH,O,, diasetil dan
bakteriosin dalam jumlah yang rel atif sedikit dibandingkan
dengan produksi asam organik®.

Hasil percobaan menunjukkan bahwa media MRS paling
baik untuk pertumbuhan bakteri indikator. Hal ini
ditunjukkan oleh adanya zona hambatan terbesar
dibandingkan dengan menggunakan mediaCMG, LTB dan
CM (Gambar 1). Padabakteri indikator L. plantarumdiam-
eter zona hambatan rata-rata adalah 1,28 cm, sedangkan
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Tabel 2. Diameter zona hambatan bakteriosin yang
dihasilkan L. mesenteroides Pbacl terhadap

bakteri indikator pada berbagai media

Gambar 1. Aktivitas hambatan pertumbuhan supernatan
bakteriosin terhadap bakteri indikator L.
plantarum pada berbagai media uji

pada bakteri indikator L. acidilactici diperoleh diameter
zonahambatan rata-rata 1,23 cm. Titer aktivitasbakteriosin
pada media fermentasi MRS terhadap bakteri indikator L.
plantarumdan L. acidilactici adalah 100 AU/ml sedang-
kan diameter zona hambatan rata-rata tertinggi adalah 1,28
cm terhadap L. plantarum dan 1,19 cm terhadap L.
acidilactici (Tabel 3).

Jumlah sel bakteri. Pengamatan terhadap pertumbuhan sel
bakteri dilakukan dengan penentuan jumlah sel
menggunakan metode seri pengenceran. Secara umum
jumlah sel tertinggi pada keempat media dicapai pada 18
jam setelah inkubasi (Gambar 2).

Hasil pengamatan terhadap optical density (OD) pada
panjang gel ombang 660 nm dan jumlah koloni dari suspensi
bakteri menunjukkan adanya perbedaan pada keempat
media. PadamediaM RS pertumbuhan sel jauh | ebih pesat,
berikutnya berturut-turut pada media CMG, LTB dan CM.
Fase lag bakteri L. mesenter oides Pbacl padakeempat me-
dia dicapai pada empat jam masa inkubasi. Fase
pertumbuhan eksponensial dimulai setelah 4 jam inkubasi
dan mencapai maksimum pada 18 jam inkubasi.
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Tabel 3. Diameter zona hambatan dari bakteriosin yang

dihasilkan L. mesenteroides Pbacl pada 4

media fermentasi yang berbeda
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan L. mesenteroidesPbacl pada
berbagai media dengan metode turbidimetri
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Gambar 3. Jumlah sel bakteriL. mesenteroidesPbacl pada
berbagai jenis media dengan metode seri
pengenceran

Fase stasioner berlangsung sampai 22 jam inkubasi
kemudian mengalami fasekematian (Gambar 3). Bakteriosin
disintesa selama fase pertumbuhan eksponensial.
Perpanjangan waktu inkubasi setelah fase stationer
menyebabkan aktivitas bakteriosin menurun karena
terbebasnyaprotease dari sel pada saat sel memasuki fase
kematian'®. Hasil penghitungan koloni dengan metode
pengenceran menunjukkan bahwa peningkatan populasi
bakteri jugalebih banyak dalam media MRS dibandingkan
mediayang lain.

pH. Pengamatan terhadap perubahan pH secara umum
menunjukkan hasil pH yang seragam (Gambar 4).
Penambahan waktuinkubasi menunjukkan kecenderungan

—p#menumqka;enad%eduks—&mezgamk—lerutamaasam
laktat. pH awal media MRS cair yang digyinakan dalam

penelitian ini adalah 6,8.

Hasil pengukuran pH selama pertuymbuhan L.
mesenter oides Pbacl menunjukkan bahwa petelah 4 jam
inkubasi menurun hingga 5,13, kemudian getelah 6 jam
inkubasi pH menurun drastishingga4,69. S¢lanjutnyapH
terus menurun hingga 3,84 selama fase pertumbuhan

eksponensial sampai fase kematian sel. PadajmediaCMG,
—QB—den—GM—j-uga—menunjﬁkkan—peM pH selama

pertumbuhan L. mesenter oides Pbacl.

Uji aktivitas supernatan bakteriosin padamediaMRS
dengan varias sumber C.

Mikrobadalam kehidupannyamembutuhkan makronutrien
dan mikronutrien. Salah satu makronutrien yang
dibutuhkan. adalah sumber karbon yang berguna untuk
tumbuh, berkembang biak, sumber energi dan sebagai
cadangan makanan. Jenis dan jumlah sumber karbon
sangat mempengaruhi pertumbuhan bakteri yang secara
tidak langsung mempengaruhi sintesametabolit sekunder.
M etabolit sekunder adalah senyawa yang disintesa oleh
suatu organisme, tidak untuk memenuhi kebutuhan
primernya seperti tumbuh dan berkembang melainkan
untuk mempertahankan eksistensinya dalam berinteraksi
dengan lingkungannya?®.

Pengujian aktivitas bakteriosin selanjutnyamenggunakan
media MRS dengan memvariasikan sumber karbon yaitu
glukosa, maltosa dan manosa. Tujuannya untuk
mengetahui sumber karbon terbaik untuk pertumbuhanL.
mesenteroides Pbacl. Hasil percobaan tercantum pada
Tabel 4.
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Gambar 4. Kurva penurunan pH selama pertumbuhan
L. mesenteroides Pbacl pada berbagai jenis
media
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Media MRS dengan sumber karbon glukosa merupakan
media terbaik untuk memproduksi bakteriosin yang
dihasilkan L. mesenteroides Pbacl. Titer aktivitas
bakteriosin pada media MRS dengan glukosa terhadap L
plantarum dan L. acidilactici adalah 100 AU/mlI
sedangkan diameter hambatan rata-ratatertinggi terhadap
kedua spesies bakteri indikator tersebut 1,23 cm.

Glukosamerupakan gulayang disukai ol eh bakteri sebagai
sumber karbon. Glukosa dan manosa merupakan
monosakarida sedangkan maltosa merupakan disakarida.
Bakteri asam laktat umumnyaakan memecah glukosauntuk
menghasilkan asam laktat. Hal ini menyebabkan pH media
menjadi rendah yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri lain“.

Di dalamjalur glikolisis, glukosa akan menghasilkan asam
piruvat yang selanjutnya akan direduksi menjadi asam
laktat dalam kondisi anaerob. Maltosa yang merupakan
disakaridatidak dapat memasuki siklusglikolisis sehingga
harus dihidrolisa secara enzimatik menghasilkan unit-unit
gula sederhana sehingga membutuhkan waktu lebih lama
untuk memasuki siklusglikolisis?. Oleh sebab itu maltosa
memiliki hambatan pertumbuhan yang lebih kecil
dibandingkan glukosa dan manosa.

Tabel 4. Diameter zona hambatan dari bakteriosin yang
dihasilkan L. mesenteroides Pbacl terhadap
bakteri indikator pada media MRS dengan
sumber C bervariasi

Sumber karbon terbaik yang mempengaruhi aktivitas
bakteriosin dari L. mesenteroides Pbacl adalah glukosa
dengan diameter zona hambatan rata-ratatertinggi 1,23 cm
terhadap L. plantarumdan L. acidilactici. Titer aktivitas
bakteriosin yang dihasilkan 100 AU/ml.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk pemurnian
bakteriosin yang dihasilkan L. mesenteroides Pbacl dan
melakukan karakterisasi bakteriosin. Secara umum perlu
dilakukan skrining terhadap bakteri indigenous asli Indo-
nesia yang berpotensi menghasilkan bakteriosin.
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