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ABSTRACT

Lactic acid bacieria have been reported to be useful as a health adjunct and are commonly added fo food as delivery
machanism. As a probiotic, lactic acid bacteria should have the ability fo survive in the digestion process such as resistance fowards acidic
DH, varisties of bite salt concenirations and enteric pathogen. In this study, lactic acid bacteria were isolated from various sources. Twenty
isolates of lactic acid bacterias selected for their resistancy towards acidic pH (pH 2.5}, 0.3% bife saft and their antagonistic acfivity against
enfaric pathogen {Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus). The resuit showed that most of alf strains had good
resistance to acidic pH and there were no significant difference among them (p>0,05). More over, alf strains showed tolerance fo 0,3% bile
saft concentration (varieties among isolates were significant p>0.05). All strains showed inhibition activity against enleric pathogen
bacteria, this was estimated from the size of the diameter of the inhibition zones. (The inhibition were significantly differenf among them
{p>0.05)). The best five strains that fulfilled these properties were L casef FNCC262, L. acidophilus FNCC116, KL-3 isolate, Da-1 isolafe,
and Db-2 isolale. These sfrains could be used as probictics in further and applications.
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PENDAHULUAN

Probiotk, berdasarkan definisi yang umum
diterima, merupakan suplemen pangan yang berasal dari
mikroba hidup yang menguntungkan kesehatan inangnya
dengan cara memperbaiki komposisi mikrobiota usus.
Bakteri asam laktat, khususnya yang bersifat sebagai
probiotik, banyak digunakan sebagai suplemen pangan
dengan berbagai manfaat bagi kesehatan. Bakteri ini,
khususnya dai golongan  Lactobacillus  dan
Bifidobacteria memiliki banyak efek posifif seperti
akfivitas antimikroba, aktivitas antikolesterol, efek
stimulasi sistem imun, meningkatkan penyerapan lakiosa
oleh tubuh, mencegah diare serta aktivitas antimutagenik
sehingga dapat mencegah penyakit kanker khususnya
kanker usus (Fulter, R., 1992, Surono, 1., 2004 dan Hill,
MJ., 1995).

Perubahan gaya hidup, pola makan dan
kondisi sakit dapat merubah stabilitas ekosistem flora
usus. Untuk memperbaiki kondisi ini dapat dilakukan
dengan cara manajemen flora usus dengan cara
meningkatkan proporsi bakteri yang baik untuk menekan
bakteri patogen. Manajemen flora usus dapat dilakukan
dengan mengkonsumsi pangan fungsional yang
mengandung bakteri probiotk serta menyediakan nutrisi
yang sesuai untuk mendukung pertumbuhannya
{Surono, |, 2004).

Ada beberapa karakleristk yang harus
dipertimbangkan untuk menentukan apakah suatu
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mikroba berpotensi untuk menjadi kultur probiotik.
Diantaranya adalah ketahanan terhadap asam dan
garam empedu, sebab untuk dapat bertahan dan tumbuh
di dalam saluran pencernaan, kuitur probiotik harus
melewali beberapa rintangan seperti keasaman lambung
yang tinggi dan sekresi garam empedu pada usus yang
dapat berpengaruh buruk bagi kultur mikroba. Disamping
itu bakteri tersebut juga harus mampu bersaing dengan
bakteri enierik patogen dalam saluran pencernaan
(Gilliland, et al, 1984 dan Salminen, 1983).

METODOLOGI

Bakteri dan media

Beberapa galur Lactobacillus yang digunakan,
diperoleh dari Food and Nutrition Culture Collection,
Gajah  Mada  University,Yogyakarta.  Sedangkan
beberapa isolat bakteri asam laktat yang dipergunakan
adalah hasil isolasi dari berbagai sumber nabati dan
bahan berbasis susu Tabel1). Semua strain ditumbuhkan
secara fakultati-aerob pada media deMan Rogosa and
Sharp Broth (Oxoid) pada 37°C selama 18-20 jam.
Kultur stok dibuat dengan menumbuhkan strain selama
18-20 jam, kemudian dipanen dengan sentifugasi pada
3500 rpm selama 15 menit. Pelet dicuci dua kali dengan
0.1% pepton water, kemudian direkonstitusi dengan
larutan 10% susu skim + 1% MSG sterl , dan
ditambahkan 20% glycerol. Sefiap cryo-tubes segera
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dibekukan dan disimpan pada suhu -80°C untuk
pemakaian selanjutnya. Setiap percobaan menggunakan
kultur stok untuk diinokulasikan ke dalam media. Masing-
masing bakteri disubkultur dalam MRSB dua kali
sebelum digunakan dalam pengujian.

Untuk  pengujian  aktivitas  antagonistk
digunakan Escherichia coli, Staphylococcus atreus,
Bacillus cereus. Kefiga bakteri enterk patogen ini
diperoleh dari PAU Pangan dan Gizi, IPB Bogor.

Analisis

Pengufian ketahanan terhadap asam

Pengujian ketahanan tethadap asam dilakukan
dengan metode hitungan cawan seperti yang dilakukan
oleh Chou dan Weimer (1999) dengan modifikasi pada
kondisi sentrifugasi dan pH media untuk uji keasaman.
Kultur bakteri asam laktat dalam 10 ml MRSB berumur
24 jam dipanen dengan sentrifugasi pada 3,500 rpm,15
menit, 4°C. Pelet dicuci dengan NaCl 0.85% steril,
kemudian resuspensi sel dimasukkan 1% (v/v) dalam 10
m! MRSB {(kontrol) dan MRSB yang diatur pada pH 2,5
menggunakan HCl pekat, selanjutnya diinkubasi pada
37°C, 90 menit. Setelah inkubasi, dilakukan plating
MRSA dengan metode tuang, dan diinkubasi pada 37°C,
48jam. Ketahanan terhadap asam dihitung berdasarkan
selish unit log jumlah koleni yang tumbuh pada kondis
kontrol dengan perlakuan pengaturan pH 2,5. Semakin
kecit selisih semakin tahan galur yang diuji terhadap pH
rendah,

Pengujian ketahanan terhadap garam empedu
Pengujian terhadap garam empedu dilakukan
menurut Klasnhammer dan Kleeman (1981). Sebanyak 1

ml kultur bakteri asam laktat dalam MRSB berumur 20
jam dimasukkan ke dalam @ ml NaCi 0,85%. Setelah
dilakukan pengenceran berseri, dilakukan hitungan
cawan pada MRSA yang mengandung 0.3% oxgal
(Oxoid) / garam empedu, dan pada MRSA sebagai
kontrol, dengan metode tuang lalu diinkubasi pada 37°C
, 24-48 jam. Ketahanan terhadap garam empedu dihitung
berdasarkan selisih unit log jumlah keloni yang tumbuh
pada kondisi kontrol dengan perakuan adanya garam
empedu. Semakin kecil selisih semakin tahan galur yang
diuji terhadap garam empedu.

Pengujian aktivitas antagonistik terhadap bakteri
patogen

Untuk mendeteksi aktivitas antagonistik dilakukan
penguijian difusi agar seperti yang dilakukan oleh Jin et.al
{1996), dengan modifikasi pada penuangan kultur bakteri
patogen. Media Nutrient agar {Oxoid) steril diatur pada
45°C, kemudian diinokulasi dengan kultur bakieri
patogen berumur 24 jam dalam Nutrient Broth sebanyak
0.2% dan dicampur sampai homogen. Sebanyak 20 ml
NA yang telah diinokulasi dituang ke dalam cawan petri
secara merata dan dibiarkan pada suhu 4°C, 1 jam.
Dibuat jubang berdiameter 6 mm pada agar dalam
cawan petri sebanyak 5 lubang setiap petri. Galur bakteri
asam Jaktat berumur 18-20 jam dalam MRSB
dimasukkan sebanyak 50ul setiap lubang. Kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya
diukur jari-jari area bening disekeliling lubang. Akfivitas
antagonistik bakteri asam laktat terhadap bakteri patogen
dinyatakan sebagai diameter area bening yang
terbentuk.

Tabel 1. Bakteri asam lakiat yang digunakan
Strain Asal galur

Lactobaciflus acidophillus FNCC 116 Moromi kecap
Lactobacillus casei FNCC 262 Tape ketan
Lactobacillus brevis FNCC (21 Tidak tahu
Lactobaciiius mesenteroides FNCC 023 | Tidak tahu
Lactobacillus plantarum FNCC 027 Growol
KL-1 Air kelapa
KL-2 Air kelapa
Lactobacilius plantarum KL-3 Air kelapa
Da-1 Dadih
Da-2 Dadih
Da-3 Dadih
Db-1 Dadih
Db-2 Dadih
Db-3 Dadih
Kd-1 Keju
KJ-2 Keju
KJ-3 Keju
Kl-4 Keju
F-2 Feses bayi umur 18 hari
F-3 Feses bayi umur 18 hari
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketahanan {erhadap asam

Kebanyakan bakleri asam laktat tidak hanya
tumbuh lebih lambat pada pH rendah, tetapi mungkin
juga mengalami kerusakan dan hilangnya viabilitas jika
selnya berada pada kondisi pH rendah. Akan tetapi
toleransi relatif dari mikroorganisme terhadap lingkungan
asam fergantung dari galur bakteri tersebut. Pada
peneliian ini ketshanan isolat bakteri terhadap pH
rendah dilakukan pada pH ekstraselular 2.5 selama 30
menit. Hasil tercantum pada Gambar 1. Hampir semua
galur memiliki ketahanan yang baik untuk tumbuh pada
pH rendah dan tidak terdapat perbedaan yang nyata
pada ketahanan terhadap asam dari galur bakter asam
laktat yang diuji. Selisih log jumlah koloni pada pH
rendah dibandingkan kontrol pada isolat F-2, F-3 KL-1,
dan KL-3 kurang dari 1unit log/mi. Sementara galur/isolat
yang fain mengalami penurunan tidak lebih dari 3 unit
log/mt, Hasil fersebut seiring dengan beberapa penelitian
yang menunjukkan bahwa bakteri asam laktat terutama
laktobasili termasuk bakter yang paling tahan terhadap
kondisi asam (Kashket 1987, Russel dan Diaz-Gonzales
1998).

Kondisi yang sangat asam  dapat
mengakibatkan kerusakan membran dan lepasnya
komponen infraseluler yang dapat menyebabkan
kematian. Bakter yang tahan asam memiliki ketahanan
yang lebih besar terhadap kerusakan membran akibat
penurunan pH ekstraseluler dibandingkan dengan bakteri
yang tidak tahan ferhadap asam. Toleransi bakleri asam
laktat yang cukup tinggi terhadap asam biasanya juga
disebabkan  karena  bakler fersebut  mampu
mempertahankan pH sitoplasma lebih alkali daripada pH
ekstraseluler (Nannen dan Hutkins, 1991). Untuk
mempertahankan pH sitoplasma lebih basa, sel harus
memilili membran yang merupakan barier yang
membatasi  pergerakan senyawa/proton.  Komposisi
asam lemak dan protein penyusun membran yang
beragam di antara spesies bakieri, diduga
mempengaruhi keragaman ketahanan bakferi terhadap
pH rendah.

Untuk bertahan di lingkungan asam, bakteri
asam laktat harus mempertahankan pH intraseluler yang
lebih tinggi dibanding pH ekstraseluler. Tidak seperti
bakteri yang ftidak tahan asam yang menjaga pH
infraseiulemya mendekati nefral, pada bakteri asam
laktat teradi perubahan yang dinamis pada pH
intraselulemya seiring dengan ferjadinya penurunan pH
eksfraseluler (Nannen dan Hutkins, 1991), sehingga
dapat memperizhankan tingkat perbedaan pH yang
konstan dengan pH ekstraselulemya.

Ketahanan terhadap garam empedu

Untuk dapat berfahan dan tumbuh pada
saluran pencernaan, bakteri asam laktat sebagai kultur
probictik harus mampu melewati berbagal  kondisi
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lingkungan yang menekan, Salsh satunya adalah pada
saat bakteri memasuki bagian atas saluran usus, dimana
empedu disekresikan ke dalam usus. Cairan empedu
merupakan campuran dari asam empedu, kolesterol,
asam lemak, fosfolipid, pigmen empedu dan sejumlah
xenobiofik terdetoksifikasi. Kombinasi tersebut bersifat
bakterisidal bagi mikroorganisme komensal dalam tubuh,
kecuali beberapa genus penghuni usus yang tahan
terhadap garam empedu (Hill, 1995). Hasil penelitian
terthadap pengaruh garam empedu ferdapat pada
Gambar 2. Hasil menunjukkan bahwa semua galur yang
divji memiliki ketahanan untuk tumbuh dalam media yang
mengandung 0,3% oxgall, dan terdapat perbedaan yang
nyata (p>0,05). Semua galur mempunyai selisih jumiah
koloni antara perlakuan dibandingkan dengan kontral,
sebesar kurang dari 1 unit log CFU/ml.

Pada penelitian ini tedihat bahwa galurfisolat
yang diisoiasi dari sumber yang sama tidak memberkan
karakteristik ketahanan terhadap garam empedu yang
sama. Misalnya isclat Da-1 dan Da-2 yang diisolasi dari
dadih menunjukkan ketahanan yang berbeda. Sehingga
dapat dilihat bahwa keragaman toleransi bakleri asam
laktat terhadap garam empedu tidak berhubungan
dengan perbedaan spesies, akan tetapi tergantung dari
masing-masing galur (strain dependent) (Gilliland et al.,
1984; Usman dan Hosono, 1999), Deragjat tahan
terhadap garam empedu merupakan karakteristk yang
penting bagi bakieri asam laktat, sebab berpengaruh
terhadap akfivitasnya dalam saluran  pencernaan
(Gilliland &t al., 1984).

Garam empedu  berpengaruh  terhadap
permeabilitas sel bakteri. Sel bakteri asam laktat yang
tahan terhadap garam empedu, bila dinkubasi pada
larutan penyangga yang mengandung oxgal masih
terjadi perfumbuhan dan tidak mengalami lisis, namun
mengalami peningkatan kebocoran materi intraseluler.
Hal ini berarti terjadi perubahan sifat permeabilitas pada
membran sel bakteri. Pada baklteri yang tidak tahan
garam empedu, perubahan permeabilitas sel dan
kebacoran materi intraseluler lebih besar, sehingga sel
mati karena lisis {Noh dan Gilliland, 1993). Empedu
bersifat sebagai senyawa akiif permukaan. Sifat inf pula
yang menyebabkan akfifnya enzim lipolitk yang
disekresikan pankreas (Hill, 1995). Enzim ini bereaksi
dengan asam lemak pada membran sitoplasma bakteri,
sehingga mengakibatkan perubahan struktur membran
dan sifat permeabilitasnya. Keragaman struktur asam
lemak pada membran sitoplasma bakteri menyebabkan
perbedaan permeabilitas dan karakteristiknya sehingga
mungkin mempengaruhi ketahanannya terhadap garam
empedu.

Aktivitas antagonistik terhadap bakteri patogen
Salah satu kriteria yang diinginkan dar bakteri
asam lakiat yang digunakan sebagai kultur probiotik
adalah kemampuannya untuk menghambat bakteri
patogen sehingga mampu berkompefisi dengan bakteri
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patogen untuk  mempertahankan  keseimbangan Gram positif tidak membentuk spora, Gram positif
mikroflora normal usus (Fuller 1989). Pada penelitian ini pembentuk spora serta bakteri Gram negatif. Aktivitas
digunakan tiga spesies bakteri patogen yaitu S. aureus, antagonistik bakteri asam laktat terhadap S. aureus, B.
B. cersus dan E. coli yang berturut-turut mewakili bakteri cereus dan E. cofi tercantum pada Gambar 3 sampai 5.
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Gambar 1. Hasil uji ketahanan BAL terhadap asam (pH rendah). Selisih flog CFU/mi merupakan indikasi ketahanan BAL terhadap pH
rendah, makin kecil selisthnya makin tahan terhadap pH rendah.
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Gambar 2. Hasil Uji Ketahanan BAL Terhadap Garam Empedu. Selisih log CFU/ml merupakan indikasi ketahanan BAL tethadap
garam empedu, makin kecil selisihnya makin tahan terhadap garam empedu.
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Gambar 3. Aklivitas antagonistik bakteri asam laktat terhadap Staphylecoccus aureus.
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Gambar 4. Aktivitas antagonistik bakler asam laktat terhatiap Bacilfus cereus.
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Gambar 5. Aktivitas antagonistik bakteri asam laktat terhadap Escherichia coli

Hasil di atas menunjukkan bahwa semua galur bakteri
asam laktat yang diuji memiki aklivitas antagonistik
terhadap bakleri patogen dengan derajat penghambatan
yang berbeda secara nyata {p>0,05). Kisaran diameter
penghambatan terhadap S. aureus, B. cereus dan E. coli
berturut-turut adalah 3,8 - 55 ; 4,0 - 6,8 dan 3,8 - 5,8
mm.

Pada pengujian akfivitas antagonistik terhadap
S. aureus, isolat K3-1 (dan keju) dan Da-3 (dari dadih)
menunjukkan aktivitas penghambatan yang terbesar,
yaitu 5,5 mm. Sedangkan isolat KL-1 (dari air kelapa)
menunjukkan aktivitas terkecil yaitu sebesar 3,8 mm,
Aktivitas antagonistik yang tertinggi terhadap B. cereus,
ditunjukkan oleh isolat Da-2 (dari dadih) dengan diameter
penghambatan sebesar 68 mm. Sedangkan galur
Lactobacillus mesentervides FNCC023  memberikan
penghambatan yang kecil terhadap B. cereus yaitu
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sebesar 4,0 mm.Hasil pengujian penghambatan
terhadap E. coli menunjukkan bahwa isolat KL-3 {dari air
kelapa) menunjukkan aklivitas penghambatan yang
terbesar, yaitu 5,8 mm. Sedangkan galur Lacfobacilus
mesenteroides FNCC023 memberikan penghambatan
yang kecil tethadap E. Coli yaitu sebesar 3,8 mm,

Dari hasil tersebut terlhat bahwa akfivitas
antagonistik terhadap bakteri patogen oleh bakteri asam
laktat yang dilsolasi dari sumber yang sama temyata
menunjukkan derajat penghambatan yang berbeda
(bersifat strain  dependent). Bakteri asam laktat
menghasilkan senyawa antimikroba diantaranya adalah
asam-asam organik, hidrogen peroksida, dan senyawa
profein atau komplek protein spesifik yang disebut
bakteriosin (Salminen dan Wright 1993). Dalam
penelitian ini tidak diidentifikasi jenis senyawa
antimkroba apa yang dihasilkan, tetapi beberapa
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penelitian telah membuktikan bahwa bakteri asam laktat
menghasilkan beberapa senyawa yang menghambat
pertumbuhan mikroba. Akumulasi senyawa tersebut di
dalam sel terjadi karena bakteri asam laktat tdak
menghasilkan enzim katalase (Salminen dan Wright,
1993},

Pemilihan galur probiotik

Dari hasil uji probictik terhadap 20 galurfisolat
bakteri asam laktat, dipiih beberapa isolat yang
menunjukkan aktivitas antagonistik yang besar terhadap
bakteri enterik patogen, serta memiliki ketahanan yang

baik pada pH rendah dan garam empedu.

Diagram

pemilihan galur dengan sifat probiotik dapat dilihat pada
Gambar 6. Pada diagram tersebut dipilih galur-galur
yang potensial pada sefiap pengujian. Galur yang
potensial pada uji ketahanan terhadap pH rendah dan
garam empedu adalah galur yang menunjukkan selisih
jumlah koloni yang kecil pada uji tersebut. Sedangkan uji
akfivitas antagonistik terhadap patogen, galur yang
dianggap potensial adalah yang menunjukkan diameter
penghambatan yang besar.

Tabel 6, ada 5 galur yang temilih bersifat probiotik
yaitu L. casei FNCC 262, L. acidophilus FNCC 116, isolat
KL-3, DA-1 dan DB-2.

Tabel 6. Pemilihan galur bakteri dengan sifat probiotik

Uji ketahanan Uji ketahanan Uji ketahanan Uji ketahanan Uji ketahanan
terhadap terhadap terhadap terhadap terhadap
pH rendah Garam empedu §. aureus B.cereus E.coli
DA-1 DA-3 DA-2 L. plantarum
KL-3
Antara galur fidak L plantarum FNCC 027 KJ-1 KJd-2 DA
berbeda nyala
DB-3 KL-2 DA-1 DA-2
KJ-1 L, plantarum L, casei DA-3
KL-3 FNCC 262
Semua galur KJ-2 DA-2 L. plantarum L. acidophilus
KL-3 FNCC 116
potensial L. acidophilus L. brevis L.acidophilus v KL-2
FNCC 116 FNCC 021 FNCC 116 )
L. plantarum L.acidophilus KJ-1 L. brevis
KL-3 FNCC 116 FNCC 021
F-2 L cagef L brevis L. case|
FNCC 262 FNCC 021 FNCC 262
L. casel DA1 K4 DB-2
FNCC 262
DB-2 F-2 L.plantarum ENCC 027
DB-1 KL-2
DB-3 DB-2
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