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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik bakteri
Lactobacillus plantarum (LP-01) dan Lactobacillus acidophilus (LA-01) dengan
parameter toleransi terhadap lisozim, cairan lambung serta garam empedu &
pengujian aktivitas enzim bile salt hidrolase. Metode yang dilakukan dalam
pengujian toleransi bakteri terhadap lisozim dengan inokulasi bakteri pada
simulasi cairan ludah yang mengandung lisozim, setelah itu diinkubasi lalu
dilakukan perhitungan dengan metode TPC (total plate count), pengujian toleransi
bakteri terhadap cairan lambung dilakukan dengan cara inokulasi bakteri pada
simulasi cairan lambung yang mengandung pepsin, larutan fisiologis dan HCI
pekat, setelah itu diinkubasi lalu dilakukan perhitungan dengan metode TPC (total
plate count) sedangkan pengujian toleransi bakteri terhadap garam empedu
dilakukan dengan cara inokulasi bakteri pada media yang ditambahkan garam
empedu, setelah itu diinkubasi lalu dilakukan perhitungan dengan metode TPC
(total plate count) dan untuk pengujian aktivitas enzim bile salt hidrolase
dilakukan dengan mengamati zona pengendapan yang terbentuk disekitar koloni
pada media MRSA yang mengandung TDCA. Hasil pengamatan menunjukan
bahwa bakteri Lactobacillus plantarum (LP-01) dan Lactobacillus acidophilus
(LA-01) toleransi terhadap lisozim, asam lambung dan garam empedu, toleransi
terhadap lisozim dengan % toleransi untuk Lactobacillus plantarum (LP-01)
85,90% dan Lactobacillus acidophilus (LA-01) sebesar 84,18%, toleransi
ternadap cairan lambung untuk Lactobacillus plantarum (LP-01) 96,29% dan
Lactobacillus acidophilus (LA-01) sebesar 96,18% dan toleransi terhadap garam
empedu untuk Lactobacillus plantarum (LP-01) 96,49% dan Lactobacillus
acidophilus (LA-01) sebesar 96,03% dan untuk hasil pengujian aktivitas enzim
bile salt hidrolase menunjukan - Lactobacillus plantarum (LP-01) dan
Lactobacillus acidophilus (LA-01) memiliki aktivitas enzim bile salt hidrolase.

Kata Kunci : Karakterisasi, Lactobacillus plantarum (LP-01), Lactobacillus
acidophilus (LA-01), Probiotik
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ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the characterization of
Lactobacillus plantarum (LP-01) and Lactobacillus acidophilus (LA-01) against
tolerance parameters for lysozyme, gastric juice and bile salts & the test of bile
salt hydrolase enzyme activity. The method carried out in testing bacterial
tolerance of lysozyme of bacterial inoculation into saliva simulation containing
lysozyme, after which it was incubated performed calculations using the TPC
method (total plate count), bacterial tolerance testing for gastric juice was carried
out by isolating bacteria into the simulation of gastric juice containing pepsin,
steril saline solution and HCI, after it was incubated the calculation was carried
out using the TPC method (total plate count), while the bacterial tolerance test for
bile salts was carried out by inoculating bacteria into the media added with bile
salt, after which it was incubated then the calculation was done using the TPC
method (total plate count) while the test of enzyme bile salt hidrolase activity was
carried out by observing the deposition zone around the colony in MRSA media
containing TDCA. The result showed that Lactobacillus plantarum (LP-01) and
Lactobacillus acidophilus (LA-01) tolerance of lysozyme, gastric juice, and bile
salt, tolerance to lysozyme with % for Lactobacillus plantarum (LP-01) 85,90%
and Lactobacillus acidophilus (LA-01) at 84,18%, tolerance of gastric juice for
Lactobacillus plantarum (LP-01) 96,29% and Lactobacillus acidophilus (LA-01)
at 96,18% and tolerance of bile salts for Lactobacillus plantarum (LP-01) 96,49%
and Lactobacillus acidophilus (LA-01) at 96,03% and the result of enzyme bile
salt hidrolase activity showed that Lactobacillus plantarum (LP-01) and
Lactobacillus acidophilus (LA-01) has enzyme activity of bile salt hidrolase.

Keywords : Characterization, Lactobacillus plantarum (LP-01), Lactobacillus
acidophilus (LA-01), Probiotics
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| PENDAHULUAN
Bab | menguraikan mengenai 1.1. Latar Belakang, 1.2. Identifikasi Masalah,
1.3. Maksud dan Tujuan Penelitian, 1.4. Manfaat Penelitian, 1.5. Kerangka

Pemikiran, 1.6. Hipotesis Penelitian, dan 1.7. Tempat dan Waktu.

1.1. Latar Belakang

Probiotik didefinisikan sebagai mikroorganisme hidup yang bila dikonsumsi
memberikan efek menguntungkan dengan memperbaiki sifat mikroflora
indigenous (Fuller, 1999). Selanjutnya definisi probiotik berkembang menjadi
makanan suplemen berupa mikroba hidup yang memiliki keuntungan kepada
manusia khususnya dalam keseimbangan mikroflora usus (Shortt,1999). Probiotik
sangat penting bagi tubuh dengan peranan fisiologis yang penting dalam menjaga
keseimbangan mikroflora saluran pencernaan. Kusumawati (2002) menyatakan
beberapa pengaruh positif probiotik terhadap kesehatan yaitu diantaranya dapat
meningkatkan ketahanan terhadap penyakit infeksi terutama infeksi usus dan diare,
mempengaruhi respon imun, dan memudahkan sistem pencernaan dalam tubuh.
Menurut Shortt (1999). Lactobacillus merupakan bakteri asam laktat yang
mempunyai potensi sebagai probiotik.

Lactobacillus plantarum memiliki sifat antagonis terhadap mikroorganisme
penyebab kerusakan makanan seperti Staphylococcus aureus, Salmonella, dan
Gram negatif (Buckle et al., 1987). Lactobacillus plantarum bersifat toleran
ternadap garam, memproduksi asam dengan cepat dan memiliki pH ultimat 5,3
hingga 5,6 (Buckle et al., 1987). Fermentasi dari Lactobacillus plantarum bersifat

homofermentatif sehingga tidak menghasilkan gas (Buckle et al., 1987)
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Lactobacillus acidophilus mampu memproduksi asam laktat sebagai produk
utama dari metabolisme fermentasi dan menggunakan laktosa sebagai sumber
karbon utama dalam memproduksi energi. Lactobacillus acidophilus dapat
tumbuh baik dengan oksigen ataupun tanpa oksigen, dan bakteri ini dapat hidup
pada lingkungan yang asam pada pH 4-5 atau dibawahnya pada suhu berkisar 25-
35°C. Lactobacillus acidophilus merupakan bakteri homofermentatif yaitu bakteri
yang memproduksi asam laktat sebagai satu-satunya produk akhir. Bakteri ini
secara alamiah dapat ditemukan pada organ-organ tertentu pada manusia dan
hewan, terutama di mulut, saluran pencernaan, dan vagina.

Klasifikasi Bakteri Asam Laktat Pot et al. (1994) menyatakan bahwa semula
bakteri asam laktat diklasifikasikan menjadi 4 genus yaitu Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus. Kilasifikasi ini didasarkan pada ciri
morfologi, tipe fermentasi, kemampuan tumbuh pada suhu yang berbeda, serta
toleransi terhadap asam dan basa. Kilasifikasi terbaru membagi genus
Lactobacillus menjadi Lactobacillus dan Carnobacterium.

Kemampuan BAL dalam probiotik selain dipengaruhi oleh strainnya juga
dipengaruhi oleh jumlah populasinya. Hal ini berdasarkan pada fakta bahwa
bakteri akan mampu menjalankan fungsinya apabila sudah memenuhi jumlah
populasi minimal (quorum). Evanikastri (2003) mengatakan bahwa syarat bakteri
asam laktat untuk bersifat sebagai probiotik yaitu: (1) tahan terhadap asam,
terutama asam lambung yang memiliki pH antar 1,5-2,0 sewaktu tidak makan dan
pH 4,0-5,0 sehabis makan, sehingga mampu bertahan dan hidup lama ketika

melalui lambung dan usus, (2) stabil terhadap garam empedu dan mampu bertahan



hidup selama berada pada bagian usus kecil. Empedu disekresikan ke dalam usus
untuk membantu absorbsi lemak dan asam empedu yang terkonjugasi dan diserap
dari usus kecil, (3) memproduksi senyawa antimikroba seperti asam laktat,
hidrogen peroksida dan bakteriosin, (4) mampu menempel pada sel usus manusia,
faktor penempelan oleh probiotik merupakan syarat untuk pengkolonisasian,
aktivitas antagonis terhadap patogen, pengaturan sistem daya tahan tubuh dan
mempercepat penyembuhan infeksi, (5) tumbuh baik dan berkembang dalam

saluran pencernaan, dan (6) aman digunakan.

Penelitian kali ini adalah untuk menguji ketahanan bakteri Lactobacillus
plantarum dan Lactobacillus acidophilus dalam saluran cerna dan mengetahui
aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase

1.2. Identifikasi Masalah

1. Apakah Bakteri Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus dapat
tahan dalam saluran pencernaan ?
2. Apakah bakteri Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus

memiliki aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase?
1.3. Maksud dan Tujuan Penelitian

Maksud dari penelitian ini adalah melakukan kajian mengenai ketahanan
bakteri Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus dalam saluran

cerna serta kajian terhadap aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase



Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui daya tahan bakteri
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus dalam saluran cerna dan

aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase

1.4. Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian tersebut adalah :

1. Memberikan infomasi mengenai daya tahan bakteri asam laktat
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus dalam saluran cerna.

2. Memberikan pengetahuan tentang aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase

3. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi pengetahuan baru tentang ketahanan
bakteri asam laktat Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus
dalam saluran cerna serta mengetahui aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase
dan dapat menjadi pemacu motivasi untuk penelitian berikutnya.

1.5. Kerangka Pemikiran

Probiotik didefinisikan sebagai mikroorganisme hidup yang bila dikonsumsi
memberikan efek menguntungkan dengan memperbaiki sifat mikroflora
indigenous (Fuller, 1999). Produk probiotik adalah makanan yang mengandung
bakteri asam laktat dalam keadaan hidup dan memiliki pengaruh menguntungkan
bagi kesehatan melalui peningkatan keseimbangan mikroba dalam saluran
pencernaan (Fuller 1992). Lactobacillus merupakan bakteri asam laktat yang

mempunyai potensi sebagai probiotik.

Pemberian Lactobacillus untuk menurunkan kadar kolesterol dapat melalui

beberapa mekanisme. Menurut (Lee et al, 2009), terdapat beberapa mekanisme



penurunan kolesterol oleh aktivitas BAL. Mekanisme pertama yaitu produk hasil
fermentasi oleh BAL menghambat sintesis kolesterol sehingga menurunkan
produksi kolesterol. Mekanisme kedua adalah melalui pembuangan garam
empedu melalui feses, di mana garam empedu yang terdekonjugasi tidak diserap
oleh usus dan lebih mudah terbuang dari saluran pencernaan dibandingkan dengan
garam empedu yang terkonjugasi. Hal ini mengakibatkan semakin banyak
kolesterol yang dibutuhkan untuk mensintesis garam empedu lagi sehingga akan
menurunkan kadar kolesterol. Mekanisme ketiga adalah kemampuan BAL untuk
mengikat kolesterol sehingga mencegah penyerapan kolesterol kembali ke hati
(Lee, et al, 2009). Beberapa jenis BAL memiliki dinding sel yang mampu
mengikat kolesterol dalam usus halus sebelum kolesterol diserap oleh tubuh

(Surono, 2004).

Kemampuan BAL dalam memetabolisme kolesterol selain dipengaruhi oleh
strainnya juga dipengaruhi oleh populasinya. Hal ini berdasarkan pada fakta
bahwa bakteri akan mampu menjalankan fungsinya apabila sudah memenuhi
jumlah populasi minimal (quorum). Oleh karena itu L.plantarum dan
L.acidophillus harus mampu memenuhi syarat bakteri asam laktat sebagai

probiotik

Berdasarkan penelitian Khanifah (2012) kurva pertumbuhan Lactobacillus
plantarum yang ditandai dengan meningkatnya nilai densitas (kekeruhan) dalam
medium MRS broth sejalan dengan meningkatnya lama waktu inkubasi pada suhu
37°C. Yuliana (2007) menyatakan bahwa untuk bakteri asam laktat fase logaritmik

biasanya dicapai pada inkubasi 18 — 24 jam tergantung media dan jenis BAL.



Widyastuti etal., (1992), menambahkan pertumbuhan yang optimum dari beberapa
bakteri asam laktat (Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, dan L. lactis)

dicapai pada waktu inkubasi jam ke-18.

Ketahanan Lactobacillus plantarum terhadap lisozim, cara kerja enzim
lisozim ialah melisis dinding sel bakteri seperti menghidrolisis jenis asam N-
asetilglukosamin dan N-acetylmuramic pada peptidoglikan, sehingga dengan

hilangnya dinding sel, bakteri akan mati (Paulsen dkk., 2003)

Ketahanan Lactobacillus plantarum terhadap pH asam, uji ketahanan asam
dalam penelitian Khanifah (2012) dilakukan terhadap pH 2, 3 dan 4. Hasil
ketahanan Lactobacillus plantarum menunjukkan bahwa jumlah bakteri asam
laktat yang hidup, yaitu dengan rata-rata pada pH 2 sebesar 4,3. 107 CFU/ml, pH
3 sebesar 3,8. 10° CFU/ml dan pada pH 4 sebesar 2,7. 10° CFU/ml. Jumlah
inokulum awal yang ditambahkan pada jam ke nol adalah 10°CFU/ml, menurut
Raccach et al., (1979) dalam Rostini (2007), starter bakteri asam laktat yang
digunakan untuk uji probiotik sebanyak 108 sampai 10° CFU/ml. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa pada pH 2 jumlah sel bakteri Lactobacilllus
plantarum yang hidup mengalami penurunan 2 log (penurunan sebesar 1072),
pada pH 3 tidak mengalami penurunan dari jumlah sel bakteri yang hidup dan
pada pH 4 jumlah sel bakteri Lactobacillus plantarum yang hidup mengalami

kenaikan sebesar 1 log (10') (Khanifah 2012)

Ketahanan Lactobacillus plantarum terhadap garam empedu, usus halus dan

kolon mengandung asam empedu yang relative tinggi dan dapat menghambat



pertumbuhan atau bahkan membunuh sebagian besar bakteri. Bakteri asam laktat
yang akan diuji potensi probiotik harus mampu tumbuh pada 0,3%-0,5% agar
oxgall (Wahyudi dan Samsundari, 2008). Berdasarkan hasil penelitian Khanifah
(2012) dengan rata-rata jumlah bakteri yang tumbuh sebesar 1,2.10° CFU/mI dan
mengalami kenaikan 1 log (10%) karena jumlah inokulum awal yang ditambahkan
pada jam ke nol adalah 1.108 CFU/mI. Jumlah Lactobacillus plantarum yang
hidup pada garam empedu 0,3% (b/v) setelah inkubasi 24 jam hampir sama
dengan jumlah sel bakteri yang hidup pada MRS broth sebagai kontrol yaitu 1,4.

10° CFU/m.

Aktivitas enzim bile salt hidrolase telah terdeteksi di Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Clostridium, dan Bacteroides spp. Sampai saat
ini, aktivitas enzim bile salt hidrolase belum terdeteksi pada bakteri yang diisolasi
dari lingkungan dimana garam empedu tidak ada (misalnya, Lactococcus lactis
atau Streptococcus thermophilus). Sekuensing seluruh genom L. acidophilus
mengungkapkan bahwa strain ini memiliki dua gen bile salt hidrolase (bshA dan
bshB). Urutan enzim BSH yang dikodekan oleh lokus ini memiliki tingkat
kesamaan yang lebih tinggi dengan enzim bile salt hidrolase dari spesies
Lactobacillus lainnya. Dan hampir 67% hasil identitas ini mirip dengan L.

plantarum (Khanifah, 2012)

Karakteristik enzim BSH vyang telah dimurnikan dari berbagai
mikroorganisme dan secara umum ditemukan terletak intraseluler namun bekerja
secara ekstraseluler, tidak sensitif terhadap oksigen, dan memiliki pH optimal

yang sedikit asam (biasanya antara pH 5 dan 6)



Sisi Aktif enzim BSH milik famili enzim hidrolase choloylglycine yang juga
mengandung penicillin amidases. Enzim yang menghidrolisis penisilin untuk
menghasilkan asam 6-aminopenicillinic (6-APA). Kelompok thiol (SH) dari Cys-
1 telah terbukti sangat penting untuk katalisis BSH. Penggantian Bifidobacterium
bifidum BSH Cys-1 dengan asam amino nukleofilik serin atau treonin yang
memiliki gugus hidroksil dan bukan gugus tiol menghapus aktivitas BSH (50),
dapat disimpulkan bahwa sisi aktif enzim BHS ini menggunakan teori lock and
key. Dimana substrat harus memiliki bentuk yang sama seperti sisi aktif dari

enzim BHS sehingga dapat menghasilkan produk.

Spesifikasi enzim BHS pada substrat, memungkinan bahwa BSH mengenali

asam empedu pada inti steroid cholate dan kelompok asam amino (glisin / taurin).

1.6. Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran diatas dapat ditarik hipotesis :

1. Bakteri Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus mampu
bertahan dalam saluran pencernaan.

2. Bakteri Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus memiliki

aktivitas enzim Bile Salt Hydrolase.

1.7. Waktu dan Tempat Penelitian

Tempat yang akan digunakan untuk penelitian ketahanan bakteri
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus dalam saluran cerna

serta aktivitas enzim bile salt hydrolase akan dilakukan di Laboratorium
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