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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu kelompok mikroorganisme yang memiliki peranan

penting dalam menjaga kesehatan saluran pencernaan pada hewan atau manusia.   Tujuan penelitian ini

adalah untuk mengetahui potensi bakteri asam laktat isolat BAL 18A (Lactococcus lactis ssp lactis 1)yang

diisolasi dari kolon sapi bali sebagai kandidat probiotik.  Penelitian diawali dengan tahapan konfirmasi

isolat 18A melalui beberapa uji, seperti uji penumbuhan pada De Man Rogosa and Sharpebroth, uji

katalase, dan pewarnaan Gram. Potensinya sebagai probiotik diuji dengan melakukan pengujian terhadap

pH rendah (pH 2, 3,  dan 4) dan natrium deoksikolat (NaDC) dengan konsentrasi 0,2 mM, 0,4  mM, dan 0,6

mM. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat BAL 18A mampu tumbuh dengan baik pada medium

De Man Rogosa and Sharpebroth dalam suasana anaerob, katalase negatif, dan Gram positif,. Hasil ini

mengindikasikan bahwa isolat 18A ini adalah isolat BAL. Dalam uji ketahanan terhadap pH rendah dan

NaDC, isolat ini mampu bertahan hidup pada medium pH 2 dan NaDC pada konsentrasi sampai 0,6 mM.

Simpulan penelitian ini adalah isolat BAL 18A berpotensi dikembangkan sebagai kandidat probiotik.

Kata-kata kunci:   bakteri asam laktat; pH rendah; NaDC; isolat BAL 18A;  kolon sapi bali

ABSTRACT

The main aim of this study was to determine the potency of lactic acid bacteria (LAB) isolate

18A(Lactococcuslactisssplactis 1),isolated from the colon of Bali cattle to be used as a probiotic candidate.

The study was started by confirmation  tests of the isolate, including test for growth response in De Man

Rogosa and Sharpe(MRS) brothmedium, test on catalase production, and Gram staining.Its probiotic

potencywas tested by growing theisolate in MRS broth medium in low pH conditions (pH 2.3 and 4) and in

MRS medium supplemented with various concentrations of sodium deoxycholatet (NaDC) (0.2 mM, 0.4

mM, and 0.6 mM).  The results showed that isolate 18A was able to grow well in De Man Rogosa and

Sharpebrothmediumunder anaerobic condition. In addition, the isolate was catalase negative and Gram

positive, indicating that this isolate was confirmed as an LAB isolate.  The isolate was resistant to low pH

conditions (up to pH 2) and to high concentration of NaDC (up to 0.6 mM), indicating that this isolate has

potential to be developed as a probiotic candidate. Further tests are still required to confirm its use as

probiotic.

Keywords:  lactic acid bacteria; low pH; NaDC; LAB isolates 18A;Bali cattle colon
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PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) termasuk salah

satu kelompok mikroorganisme yang memiliki

peranan penting dalam menjaga kesehatan

saluran pencernaan pada hewan atau manusia.

Secara umum BAL merupakan kelompok

bakteri Gram positif, tidak berspora, berbentuk

coccus dan basil, memproduksi asam laktat

sebagai produk akhir proses fermentasi

karbohidrat, katalase negatif, mikroaerotoleran,

dan asidotoleran (Axelsson, 1998).

Di dalam saluran pencernaan hewan

ataupun manusia terkandung sejumlah besar

mikroorganisme (Salminem et al., 1998). Flora

normal terdapat di sepanjang saluran

pencernaan hewan. Dari lambung sampai kolon,

diperkirakan terdapat sebanyak 10
12 

bakteri per

gram isi saluran pencernaan hewan (Drasar dan

Hill, 1974). Dari sekian banyak sel bakteri yang

menghuni saluran pencernaannya,  diduga salah

satu hewan ruminansia asli Indonesia adalah

sapi bali yang diperkirakan terdapat 500 spesies

bakteri dan sebagian besar dari spesies-spesies

tersebut termasuk kelompok bakteri asam

laktat (Gorbach, 2001).   Seperi yang dilaporkan

Suardana (2007), penelitian yang dilakukannya

untuk mengisolasi dan mengidentifikasi BAL

penghasil antimikrob asal cairan sapi bali telah

berhasil.

Bakteri asam laktat merupakan mikro-

organisme yang dapat hidup pada kisaran pH

yang luas(Oh et al., 2000). Setiap strain BAL

mempunyai ketahanan yang berbeda terhadap

asam atau pH rendah. Toleransi terhadap pH

rendah merupakan salah satu syarat penting

suatu isolat BAL untuk dapat dikembangkan

menjadi kandidat probiotik. Kriteria ini

diperlukan karena isolat BAL yang akan

dikembangkan menjadi probiotik harus

melewati kondisi lambung yang sangat asam

sebelum mencapai usus besar (Salminen et al.

1998). Menurut Wilson dan Miles (1966), media

dengan pH yang sangat rendah bersifat toksik

dan menyebabkan kematian bakteri bila

terpapar dalam waktu yang cukup lama.

Sebagian besar bakteri tidak dapat bertahan

hidup pada pH lambung yang dapat mencapai

pH 2 dalam keadaan kosong (Kong dan Singh,

2008; Jacobsen et al., 1999).

Bakteri asam laktat yang terdapat di dalam

saluran pencernaan mempunyai ketahanan yang

bervariasi terhadap garam empedu. Ketahanan

BAL terhadap garam empedu merupakan salah

satu syarat penting untuk dapat diterima

sebagai probiotik. Bakteri yang berhasil hidup

setelah ditumbuhkan dalam media MRSA yang

mengandung 0,5% garam empedu, dinyatakan

bersifat tahan terhadap garam empedu (Bridson,

1998).

Kelompok bakteri yang banyak digunakan

sebagai probiotik adalah bakteri asam laktat.

Beberapa species, seperti L. casei dan L.

acidophilus telah banyak dilaporkan berperan

sebagai probiotik (Usmiati et al.,2011). Selain

kelompok Lactobacillus, species lain seperti

Bacillus circulans dan Bacillus sp.,yang diisolasi

dari saluran pencernaan ternak juga dapat

digunakan sebagai probiotik yang efektif untuk

pengganti antibiotik (Manin,  2010).Selain pada

manusia, probiotik telah banyak dilaporkan

memberi efek menyehatkan pada hewan

(Haryati, 2011). Pemberian probiotik sering

dimanfaatkan untuk pengendalian Salmone-

llosis pada ternak unggas (Winarsih et al.,2004).

Probiotik yang ditambahkan diketahui mampu

menghasilkan senyawa antimikrob yang dapat

menekan Salmonella sehinggamemberikan

suasana mikroorganismeyang seimbang dalam

sistem pencernaan hewan ternak tersebut.

Probiotik mempunyai peranan positif terhadap

kesehatan (Isolauri et al., 2002; Kalliomaki et

al.,2003), mengurangi frekuensi terjadinya

penyakit diare (Van Neil et al.,  2002),

menstimulasi sistem imunitas tubuh,

mengendalikan infeksi patogen, mampu

berperan sebagai pengganti antibiotik serta

mampu menekan terjadinya tumor dan kanker

sistem pencernaan dengan cara memelihara

keseimbangan mikroorganisme dalam sistem

pencernaan (Scheinbach, 1998).Isolat BAL 18A

merupakan isolat yang diisolasi Suardana et al.

(2016).Tujuan penelitian ini adalah untuk

mengetahui potensi bakteri asam laktat isolat

BAL 18A yang diisolasi dari kolon sapi bali

sebagai kandidat probiotik.

METODE PENELITIAN

RekulturIsolat 18A pada Media MRS Broth

Isolat 18A yang diisolasi Suardana et al.

(2016) diambil dari stock culture pada suhu -

20oC, kemudian ditumbuhkan pada media

De Man Rogosa and Sharpe(MRS broth),

dan ditambahkan dengan duasachet (3600 mL

H
2

 

dan 700 mL CO
2
) gas generating kit ke dalam

tabung anaerob untuk selanjutnya diinkubasi

pada suhu 37°C selama 24-48 jam (Suardana et

al., 2007).
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perlakukan tabung pertama sebagai kontrol

(media MRS broth tidak ditambahkan

Natriumdeoksikolat (NaDC), tabung kedua

ditambahkan 10 µL NaDC 0,2 mM, tabung

ketiga ditambahkan 20 µL NaDC 0,4 mM dan

tabung  keempat ditambahkan 30 µL NaDC 0,6

mM. Selanjutnya semua tabung diinkubasi pada

suhu 37°C selama 24 jam secara anaerob.

Ketahanan isolat BAL diukur berdasarkan

tingkat kekeruhan menggunakan spektro-

fotometer pada panjang gelombang 660 nm (OD

660 nm) (Sujaya et al., 2008).

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara

deskriptif.Data nilai uji ketahanan pH rendah

dan NaDC disajikan dalam bentuk nilai optical

density (OD).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dalam penelitian ini, isolat BAL 18A

menunjukkan sifat toleran terhadap lingkungan

pH rendah yang berkisar antara pH 2-4,

walaupun terjadi penurunan laju pertumbuhan

ketika dipaparkan pada pH yang semakin

menurun (Tabel 1).

Pada Tabel 1, ditunjukan bahwa isolat  BAL

18A memiliki pertumbuhan pada kisaran pH 2-

4 setelah diinkubasi selama tiga jam, sesuai

waktu yang dibutuhkan makanan untuk

melewati lambung (Oozer et al.,2006). Hasil ini

mengindikasikan bahwa isolat BAL 18A dapat

digunakan dalam uji lanjutan berupa (aktivitas

biotransformasi asam kolat menjadi asam

deoksikolat, hidrofobisitas permukaan sel,

aktivitas antimikrob dan ketahanan terhadap

antibiotik).

Dalam percobaan in vitro, BAL isolat 18A

dipaparkan pada medium yang mengandung

NaDC yang merupakan derivat asam empedu

dengan konsentrasi yang bervariasi antara 0,2,

0,4 dan 0,6 mM. Pertumbuhan isolat BAL

setelah terpapar NaDC selama tiga jam

disajikan pada Tabel 2.

Pada penelitian ini diketahui bahwa isolat

BAL 18A menunjukkan sifat toleran terhadap

NaDC pada konsentrasi sampai 0,6 mM. Hasil

yang diperoleh seperti yang disajikan pada Tabel

2,menunjukkan bahwa kematian sel mikrob

makin meningkat dengan meningkatnya

konsentrasi NaDC. Semakin tinggi kadar garam

empedu pada lingkungan bakteri, semakin

toksik senyawa tersebut pada bakteri sehingga

Uji Katalase

Isolat yang ditumbuhkan pada media MRS

broth, diambil dengan menggunakan

mikropipet, diteteskan ke objek gelas,

ditambahkan H
2
O

2
 10%. Hasil positif ditunjukan

oleh terbentuknya gelembung gas yang

dihasilkan dari pemecahan H
2
O

2 
oleh enzim

katalase. Bakteri asam laktat memberikan hasil

negatif pada uji ini (Sujaya et al.,  2008).

Uji Pewarnaan Gram

Isolat yang ditumbuhkan pada media MRS

broth,diambil dengan menggunakan ose,

disebarkan setipis mungkin di atas kaca objek,

dikeringanginkan, diwarnai dengan larutan

kristal violet 2% selama satu menit, dicuci

dengan air mengalir dan dikeringanginkan.

Sediaan selanjutnya ditetesi dengan larutan

lugol dan dibiarkan kontak selama satu menit,

lalu dicuci dengan air mengalir, ditetesi dengan

alkohol 96% dan dibiarkan selama satu menit,

dicuci kembali dengan air mengalir, dan

diwarnai dengan pewarna safranin selama lima

detik. Sel bakteri yang telah terwarnai dicuci

kembali dengan air mengalir, dan terakhir

diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran

1000 kali.

Uji Ketahanan terhadap pH Rendah

Isolat BAL 18Adiambil dari stock culture

yang telah diremajakan dan divortex diambil

sebanyak 100 µL, dipindahkan ke dalam tabung

Milaro kecilyang masing-masing telah berisi 0,9

µL media MRS broth dengan pH 2, 3, dan 4,

dan diinkubasi selama tiga jam dalam penangas

air/waterbath pada suhu 37°C. Selanjutnya

suspensi ini dilakukan pencucian sel sebanyak

dua kali menggunakan saline steril dan suspensi

disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm

selama lima menit lalu supernatannya dibuang.

Kemudian diambil 50 µL dan diinokulasikan ke

dalam 5µL media MRS broth pH netral untuk

selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada

suhu 37°C dalam suasana anaerob. Ketahanan

BAL terhadap pH rendah ditunjukan oleh

pertumbuhan BAL yang diukur menggunakan

spektrofotometer pada panjang gelombang 660

nm (OD 660 nm) (Hyronimus et al.,2000).

Uji  Ketahanan terhadap Natrium

Deoksikolat (NaDC)

Isolat BAL 18A dari stock culture yang telah

diremajakan dan divortex diambil sebanyak

50 µL, kultur ditanam pada media MRS broth

yang sudah diatur pH nya 7,2 dengan mem-
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semakin banyak bakteri yang mengalami

kematian (De Boever et al.,2000) bahwa

tingginya konsentrasi garam empedu menye-

babkan meningkatnya aktivitas â-galaktosidase

terhadap garam empedu, sehingga bakteri tidak

mampu mempertahankan permeabilitas

membran selnya(Murad et al., 2011). Enzim â-

galaktosidase digunakan oleh BAL untuk

menghasilkan asam laktat dari laktosa.

Penelitian isolat BAL 18A ini mengkon-

firmasi adanya bakteri L. lactis ssp lactis 1,

sementara itu sebelumnya Suardana et al. (2016)

telah melaporkan  bakteri Enterococcuns

durans yang diisolasi dari kolon sapi bali, juga

bakteri Lactococcus lactis ssp lactis 1dan bakteri

Enterococcus durans berpotensi dijadikan

kandidat probiotik.Bakteri L. lactis ssp lactis 1

yang berasal dari cairan rumen sapi bali telah

diteliti sebelumnya oleh Suardana, (2008)

tentang pola pertumbuhan dan aktivitas

antimikrobnya.

Bakteri tersebut berpotensi sebagai

kandidat probiotik, bakteriosin, dan sebagai

biopreservatif (Suardana et al.,2014).Selain

isolat bakteri L. lactis ssp lactis 1 yang ter-

masuk BAL 18A, bakteri lain yang berpotensi

sebagai kandidat probiotik adalah isolat BAL 3B

yang diisolasi dari kolon sapi bali (Suardana et

al.,  2015).

SIMPULAN

Isolat bakteri L. lactis ssp lactis 1 yang

merupakan BAL 18A,berpotensi sebagai

probiotik.

Tabel 1. Toleransi  isolat bakteri asam laktat 18A terhadap pH rendah

Indikator pertumbuhan (Optical Density (OD) ë 660 nm)

Kode Isolat

pH 2 pH 3 pH 4

Isolat BAL 18A 1,030 1,072 1,087

1,028 1,074 1,080

1,032 1,073 1,073

Rataan 1,030 +0,002 1,073 +0,001 1,080 + 0,007

Keterangan: Nilai OD Kontrol (pH 6,5) = 1,198 ; OD ≥ 0,1 (tahan pH rendah) ; OD ≤ 0,1 (tidak tahan pH

rendah).

Ketahanan ditentukan dengan menggunakan OD ( λ 660 nm) pada isolat BAL setelah

direndam selama 3 jam pada medium MRS broth dengan pH yang berbeda. Nilai-nilai ±

standar deviasi merupakan nilai absorbansisetiap isolat BAL dan merupakan rata-rata

dari 3 kali pengulangan.

Tabel 2.  Toleransi isolat BAL 18A terhadap natrium deoksikolat (NaDC)

Indikator Pertumbuhan(Optical Density (OD) pada ë 660 nm)

Kode Isolat

NaDC 0,2 mM NaDC 0,4 mM NaDC 0,6 mM

Isolat BAL 18A 0,226 0,222 0,113

0,243 0,253 0,120

0,260 0,230 0,130

Rataan 0,243 +0,017 0,235 +0,016 0,121 + 0,009

Keterangan: Nilai OD Kontrol = 1,181 ; OD ≥ 0,1 (tahan NaDC) ; OD ≤ 0,1 (tidak tahan NaDC).  Ketahanan

ditentukan dengan menggunakan OD 660 nm pada isolat BAL setelah ditumbuhkan selama

24 jam pada medium MRS broth dengan NaDC. Nilai-nilai ± standar deviasi merupakan

nilai absorbansi setiap isolat BAL yang diisolasi asal kolon sapi Bali dan merupakan rata-

rata dari 3 kali pengulangan.
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SARAN

Perlu dilakukan uji aktivitas terhadap

bakteri L. lactis ssp lactis 1 dalam halbio-

transformasi asam kolat menjadi asam

deoksikolat, hidrofobisitas permukaan sel,

aktivitas antimikrob dan ketahanan terhadap

antibiotik.
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