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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu kelompok bakteri probotik, yang dapat
memberikan dampak positif terhadap kesehatan manusia dan hewan. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui potensi bakteri asam laktat isolat 9A yang merupakan hasil isolasi dari kolon sapi
bali sebagai kandidat probiotik yang memiliki ketahanan terhadap pH rendah dan Natrium Deoksikolat
(NaDC). Penelitian dilakukan melalui beberapa tahap yakni tahap pertama diawali dengan uji kultivasi
yang bertujuan untuk memastikan isolat tidak terkontaminasi mikroorganisme selain bakteri asam
laktat, yang meliputi uji pertumbuhan pada media MRS cair, uji katalase, dan pewarnaan Gram. Tahap
kedua meliputi pengujian ketahanan isolat 9A terhadap pH rendah (pH 2, 3, dan 4) dan uji NaDC dengan
konsentrasi 0,2 mM, 0,4 mM dan 0,6 mM. Hasil pengujian menunjukkan bahwa isolat 9A memiliki
sifat dapat tumbuh baik pada media MRS cair dengan suasana anaerob, uji katalase negatif, dan
termasuk bakteri Gram positif. Pada uji ketahanan terhadap pH rendah dan NaDC, isolat 9A memiliki
daya tumbuh pada media dengan pH 2 dan NaDC dengan konsentrasi sampai 0,6 mM. Hasil ini
menunjukkan bahwa isolat 9A memiliki ketahanan terhadap pH rendah dan NaDC, yang merupakan
syarat utama dari probiotik.

Kata kunci : Bakteri asam laktat, probiotik, pH rendah, Natrium Deoksikolat, isolat BAL 9A,
kolon sapi Bali.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are one of group probiotic bacteria, which have a positive impact
on human and animal health. The aim of this research was to determine the potency of lactic acid
bacteria (LAB) isolate 9A, that isolated from the colon of Bali cattle as a probiotic candidate which
have resistance to acid condition and Sodium Deoxycholate (NaDC). The study was started with the
cultivation test that aims to make sure uncontaminated isolates of microorganisms, including test for
growth response in MRSbroth medium, test on catalase, and Gram stain. Its potency for probiotic
development was tested by growing the isolate in MRS broth medium with low pH conditions (pH 2, 3
and 4) and in MRS medium supplemented with various concentration of NaDC (0.2 mM, 0.4 mM and
0.6 mM). The results showed that isolates 9A was able to grow well in MRS broth medium under
anaerobic condition. In addition, it also showed catalase negative and Gram positive properties,
indicating that this isolate was confirmed as an LAB isolate. In the main experiment, this isolate was
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found to be resistant to low pH conditions (up to pH 2) and high concentration ofNaDC (up to 0.6
mM).The result indicating this isolate has potential to be developed as a probiotic candidate.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotic, low pH, Sodium Deoxycholate, LAB isolates 9A, Bali cattle
colon.

PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat (BAL) adalah salah satu bakteri yang memiliki peran penting dalam
menjaga keseimbangan ekosistem sistem pencernaan (Surono, 2004). Secara umum bakteri
asam laktat tergolong bakteri gram positif, katalase negatif, tidak membentuk spora, tidak
mempunyai cytochrome, aerotoleran, anaerobik hingga mikroaerofilik, membutuhkan nutrisi
yang kompleks seperti asam-asam amino, vitamin (B1, Bs, B12, dan biotin), purin, pirimidin
(Surono, 2004; Jeevaratman, 2005).

Sapi bali (Bos sondaicus) merupakan sapi potong asli pulau Bali yang memiliki
keunggulan mampu beradaptasi dengan lingkungan yang kurang menguntungkan, dapat
beradaptasi dengan jenis pakan yang sederhana dan memiliki daya cerna terhadap pakan
dengan kandungan serat yang tinggi (Guntoro, 2002).Berhubungan dengan daya cernanya yang
tinggi, mikroflora dalam saluran pencernaan memiliki peran penting dalam peningkatan
pertumbuhan, produksi, dan kesehatan sapi bali. Menurut Hall dan Silver (2009) diperkirakan
terdapat 10'? bakteri pada saluran pencernaan seekor ruminansia. Dari sekian banyak jumlah
bakteri yang ada di saluran pencernaan tersebut, diperkirakan terdapat 500 species yang
termasuk ke dalam kelompok bakteri asam laktat atau BAL (Gorbach, 2001).

Bakteri asam laktat dapat dikelompokkan sebagai bakteri probiotik (Surono, 2004).
Probiotik merupakan salah satu alternatif pakan tambahan untuk ternak, yang dapat
memberikan manfaat dalam meningkatkan kesehatan dan daya imunitas ternak, serta
menurunkan populasi bakteri patogen yang ada dalam saluran pencernaan ternak (Ziemer dan
Gibson, 1998). Penelitian mengenai bakteri asam laktat (BAL) sebagai probiotik telah
dilakukan sebelumnya, oleh Suardana et al. (2009), yang menyebutkan jenis BAL genus
Lactobacillus asal cairan rumen sapi bali merupakan kandidat unggul probiotik.Syarat-syarat
yang harus dipenuhi BAL sebagai kandidat probiotik antara lain mampu bertahan dalam
kondisi pH lambung yang rendah, tahan terhadap keasaman garam empedu, dan enzim-enzim
pencernaan yang akan dilewati oleh bakteri probiotik selama perjalanannya menuju kolon.
Umumnya, bakteri tumbuh optimal pada kondisi pH netral yakni 7,0. Namun biasanya spesies
BAL lebih toleran terhadap kondisi lingkungan pH asam (FAO, 1998). Hal ini berkaitan
dengan kondisi saluran pencernaan hewan yang tergolong memiliki kondisi dengan pH rendah

atau asam. Seekor sapi atau ruminansia yang sehat, normalnya memiliki pH yang berbeda
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sepanjang saluran pencernaannya, dimulai dari retikulo-rumen yang memiliki pH 5,3-6,5;
abomasum pH 2,2-4,1; dan usus dengan pH 5,6-6,8 (Wheeler dan Noller, 1977). Berdasarkan
pemaparan tersebut, maka dilakukan penelitian akan ketahanan BAL terhadap pH rendah dan
NaDC, dimana uji ini merupakan prasyarat utama untuk menghasilkan BAL yang berpotensi

sebagai kandidat bakteri probiotik.

METODE PENELITIAN
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat 9A yang diisolasi dari kolon
sapi bali dan telah disimpan dalam freezer pada suhu -20°C. Bahan-bahan lain yang digunakan
dalam penelitian ini meliputi media de Man Regosa and Sharpe (MRS) cair, H20O2 10 %, bahan
pewarnaan Gram (kristal violet, Lugol's iodine, alkohol, safranin), NaOH 0,1 N, HCL, 0,85%
NaCl, dan natrium deoksikolat (NaDC).

Isolat 9Adiambil dari stok kuman yang disimpan pada suhu -20°C, kemudian
ditumbuhkan pada media de Man Regosa and Sharpe (MRS) cair dan diinkubasi selama 48
jam pada suhu 37°C dalam suasana anaerob.

Isolat dari MRS cair diambil dengan menggunakan ose, disebarkan setipis mungkin di
atas kaca objek, dikeringkan di atas api, diwarnai dengan larutan kristal violet 2% selama 60
detik, dicuci dengan air mengalir. Selanjutnya ditetesi dengansediaan Lugol's iodine, diamkan
selama 60 detik, dicuci dengan air mengalir, ditetesi dengan alkohol 96% dan dibiarkan selama
60 detik,kemudian dicuci dengan air mengalir. Selanjutnyadiwarnai dengan pewarna tandingan
safranin, dan diamkan selama 5 detik. Sediaan BAL yang telah terwarnai dicuci kembali
dengan air mengalir, keringkan sediaan atau angin-anginkan sediaan. Selanjutnya pengamatan
sel bakteri yang telah diwarnai di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000 kali, terlebih dulu
sediaan ditetesi minyak imersi (Liana et al., 2013).

Uji katalase dilakukan pada cawan petri dengan meneteskan kultur isolat dari MRS
cair,ditambah H202 10% sama banyak. Reaksi positif uji katalase ditunjukkan dengan
terbentuknya gelembung-gelembung yang berarti ada pembentukkan gas oksigen (O2) sebagai
hasil pemecahan H202 oleh enzim katalase yang diproduksi oleh bakteri tersebut. Bakteri asam
laktat memberikan hasil negatif pada uji ini, sehingga hasil reaksi uji katalase tidak terbentuk
gelembung udara yang berarti tidak terbentuk gas oksigen (Romadhon et al., 2012).

Isolat BAL yang telah melalui uji katalase dan pewarnaan gram, selanjutnya dilakukan
uji ketahanannya terhadap pH rendah, yakni pH 2, 3, dan 4. Sebanyak 100 pL isolat BAL yang

sebelumnya telah disuspensi dari stok kuman, dimasukkan ke dalam eppendorf tube. Masing-
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masing tabung tersebut telah berisi 900 uL media MRS cairyang pH-nya telah disesuaikan (pH
2, 3, dan 4), lalu diinkubasikan dalam pemanas air suhu 37°C selama 3 jam. Selanjutnya,
suspensi disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit dan supernatannya
dibuang. Pelet bakteri yang diperoleh dicuci sebanyak dua kali menggunakan 300 puL larutan
salin dengan cara divortex dan disentrifugasi kembali. Kemudian pelet yang diperoleh
selanjutnya disuspensikan, lalu sebanyak 50 pL suspensi ini diinokulasikan ke dalam 5 ml
media MRS cair denganpH netral untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
dalam suasana anaerob. Ketahanan BAL terhadap pH rendah ditunjukkan oleh pertumbuhan
BAL yang diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 660 nm (OD 660
nm). Bila nilai absorbansinya (A) < 0,1 maka strain bakteri tersebut dianggap tidak tahan
terhadap pH rendah, dan bila A > 0,1 maka strain BAL tahan terhadap pH rendah (Sujaya et
al., 2008).

Uji ketahanan BAL terhadap natrium deoksikolat (NaDC) dilakukan dengan
membiakkan BAL isolat 9A dari stok kuman ke dalam 5 ml medium MRS cair dengan pH
sebesar 7,2. Masing-masing sebanyak 50 pL isolat yang ditumbuhkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi 5 mL MRS cairdengan perlakukan masing-masing tabung antara lain kontrol
(media MRS cairtidak ditambahkan natrium deoksikolat (NaDC), perlakuan 1, 2, dan 3 masing-
masing ditambahkan NaDC sebanyak 10, 20, dan 30 pL, sehingga pada masing-masing
perlakuan diperoleh konsentrasi akhir NaDC sebesar 0,2; 0,4; dan 0;6 mM. Selanjutnya semua
tabung diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam secara anaerob. Ketahanan isolat BAL diukur
berdasarkan tingkat kekeruhan (OD 660 nm) menggunakan spektofotometer. Bila nilai
absorbansinya (A) < 0,1 maka strain bakteri tersebut dianggap tidak tahan terhadap NaDC, dan
bila A > 0,1 maka strain BAL tahan terhadap NaDC (Sujaya et al., 2008).

Seluruh data yang diperoleh dari hasil penelitian ini dianalisis secara deskriptif
kualitatif yang dapat disajikan dalam bentuk tabel atau grafik, yang merupakan hasil dari

pengukuran optical density (OD) dari masing-masing uji yang dilakukan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil uji ketahanan BAL isolat 9A terhadap pH rendah menunjukkan bahwa isolat
memiliki sifat tahan terhadap lingkungan dengan pH 2, 3, dan 4, meskipun terjadi penurunan

laju pertumbuhan ketika dipaparkan pada pH yang lebih rendah (Tabel 1).
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Tabel 1. Ketahanan Isolat BAL 9A terhadap pH rendah
Indikator Pertumbuhan BAL (Optical Density (OD) pada

A 660 nm)
Kode Isolat oH 2 OH 3 oH 4
0,966 0,987 1,150
Isolat 9A 0,959 0,977 1,168
0,961 0,985 1,171
Rata-rata” 0,962 + 0,003 0,983 + 0,005 1,163 + 0,011

Keterangan: Nilai OD Kontrol (pH 6,5) = 1,195
OD > 0,1 (tahan pH rendah); OD < 0,1 (tidak tahan pH rendah)

*)Nilai rata-rata dari 3 kali pengulangan + standar deviasi nilai absorbansi isolat.

Seperti terlihat pada Tabel 1, isolat BAL 9A memiliki pertumbuhan yang baik pada
kisaran pH 2 - pH 4 setelah diinkubasi selama 3 jam, sesuai waktu yang dibutuhkan makanan
untuk melewati lambung (Oozer et al., 2006). Lambung merupakan barrier pertama yang
harus dilewati sebelum bakteri masuk ke dalam usus (garam empedu). Umumnya sebagian
besar mikroba akan mengalami kematian dalam lambung yang memiliki kondisi lingkungan
dengan pH yang rendah atau sangat asam (Corcoran et al., 2005; Wijayanto, 2009). Hasil ini
mengindikasikan bahwa isolat BAL 9A dapat digunakan dalam uji lanjutan.

Uji lanjutan yang dilakukan adalah uji ketahanan BAL isolat 9A terhadap garam
empedu (bile salt) .Pengujian ini dilakukan dengan cara penumbuhan isolat dalam media
MRScairyang mengandung NaDC yang merupakan derivat asam empedu dengan konsentrasi
yang bervariasi antara 0,2 mM, 0,4 mM, dan 0,6 mM selama 24 jam.Hasil pengujian ketahanan
BAL isolat 9A terhadap NaDC dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Ketahanan Isolat BAL 9A terhadap Natrium Deoksikolat (NaDC)
Indikator Pertumbuhan BAL (Optical Density (OD) pada A

Kode Isolat 660 nm)
NaDC 0,2 mM NaDC 0,4 mM NaDC 0,6 mM
0,978 0,490 0,231
Isolat 9A 0,981 0,498 0,218
0,975 0,488 0,223
Rata-rata 0,978 +0,003 0,492 +0,005 0,224 + 0,006

Keterangan: Nilai OD Kontrol = 1,227
OD > 0,1 (tahan NaDC); OD < 0,1 (tidak tahan NaDC)
*)Nilai rata-rata dari 3 kali pengulangan + standar deviasi nilai absorbansi isolat.

Pada Table 2, BAL isolat 9A memiliki ketahanan terhadap NaDC dengan konsentrasi
0,2 mM — 0,6 mM, meskipun terjadi penurunan laju pertumbuhan ketika konsentrasi NaDC

semakin ditingkatkan. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
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Thamacharoensuk et al. (2013) yang menguji ketahanan isolat bakteri asam laktat pada media
yang mengandung garam empedu dengan konsentrasi yang berbeda, adanya peningkatan
kematian sel mikroba sejalan dengan meningkatnya konsentrasi cairan empedu yang digunakan
dalam perlakuan. Menurut Smet et al. (1995), beberapa BAL memiliki enzim bile salt
hydrolase (BSH) dengan aktivitas untuk menghidrolisis garam empedu. Enzim ini mampu
mengubah kemampuan fisik dan kimia yang dimiliki oleh garam empedu, sehingga tidak
bersifat toksik bagi BAL. Hal inilah yang memungkinkan menjadi penyebab BAL tahan
terhadap keadaan garam empedu. Namun semakin tinggi konsentrasi garam empedu, maka
jumlah sel mikroba yang mati juga akan meningkat. Hal ini disebabkan peningkatan aktivitas
enzim intraseluler dari bakteri (R-galaktosidase) terhadap garam empedu, sehingga
meningkatkan permeabilitas membran sel. Peningkatan permeabilitas sel akan mengakibatkan
banyaknya materi intraseluler yang keluar dari dalam sel. Bila hal ini berlangsung terus

menerus akan menyebabkan lisis bakteri (Wijayanto, 2009).

SIMPULAN
BAL isolat 9A hasil isolasi dari kolon sapi bali, berpotensi untuk dikembangkan
menjadi kandidat probiotik baru karena menunjukkan sifat toleransi terhadap pH rendah
(bertahan hidup pada kondisi pH 2) dan konsentrasi NaDC yang relatif tinggi (konsentrasi 0,6
mM).

SARAN
Perlu dilakukan uji lanjutan berupa uji aktivitas biotransformasi dari asam kolat
menjadi asam deoksikolat, hidofobisitas permukaan sel, aktifitas antimikroba dan ketahanan
terhadap antibiotika.
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