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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi Lactobacillus spp. yang diisolasi dari susu kambing
etawa untuk pengembangan probiotik lokal. Sebanyak 23 isolat Lactobacillus spp. diuji ketahanannya
pada pH rendah (pH 2, 3, dan 4) dan natrium deoksi kolat (0,2, 0,4, dan 0,6 mM), aktivitasnya
mentransformasi asam kolat (cholic acid) menjadi deoksi kolat (deoxy cholic acid), serta ketahanannya
selama melalui saluran pencernaan bagian atas secara in vitro. Isolat yang paling berpotensi berdasarkan
karakter tersebut selanjutnya diidentifikasi dengan analisis parsial 16S rDNA menggunakan primer
27F dan 520R. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebanyak 12 isolat Lactobacillus spp. mampu
bertahan pada pH 2, 3, dan 4, dapat tumbuh pada medium mengandung 0,2-0,6 mM natrium deoksi kolat.
Tiga isolat yang menunjukkan ketahanan yang baik pada pH rendah dan natrium deoksi kolat yaitu
Lactobacillus spp. GMA46, GMA47, dan GMAS50 tidak mentrasformasi asam kolat menjadi asam deoksi
kolat. Pada karakterisasi selanjutnya ditemukan bahwa Lactobacillus spp. GMA46 memiliki kemampuan
paling baik pada simulasi saluran pencernaan bagian atas yang merupakan model cairan lambung dan
usus pada pH 2, 3, dan 4, serta mengandung enzim pepsin dan pankreatin. Hal ini menunjukkan
Lactobacillus spp. GMA46 dapat bertahan dalam keadaan hidup selama perjalanannya dari mulut menuju
saluran pencernaan bagian bawah. Hasil identifikasi berdasarkan sekuen nukleotida parsial pada bagian
variabel area 1-3 dari 16S rDNA menunjukkan bahwa Lactobacillus sp. GMA46 menunjukkan kesamaan
tinggi (100% homolog) dengan L. casei ATCC 334 dan L. paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906.
Simpulan penelitian ini menunjukkan bahwa Lactobacillus sp. GMA46 merupakan strain probiotik
potensial asli Indonesia dari susu kambing etawa.

Kata-kata kunci: Lactobacillus, susu kambing etawa, probiotik, 16S rDNA

ABSTRACT

The objective of this research was to characterize Lactobacillus spp., isolated from milk of Etawa
goats for local probiotic development. Total of 23 isolates Lactobacillus spp. were tested for resistance to
low pH conditions, high levels of natrium deoxy cholate, and modified gastric juice conditions. Besides
that, those isolates were also tested to convert cholic acid (CA) into deoxycholic acid (DCA). Isolate that
showed the most potential properties for local probiotic development was identified by 16S rDNA analysis
using following amplification of this sequence with primers of 27F and 520R). The results showed that 12
isolates were found to be resistant to low pH conditions and to high level of NaDC (0.6 mM). Three of them
(Lactobacillus spp. GMA46, Lactobacillus spp. GMA47 and Lactobacillus spp. GMA50) did not convert
cholic acid into deoxy cholic acid, indicating that they are safe for human use. Lactobacillus spp. GMA46
showed better performance in the gastric juice (a model of gastic and intestinal juice containing pepsin and
pancreatin enzymes at pH 2, 3 and 4) simulation test. This GMA46 isolate was identified as L. casei
ATCC 334 and L. paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 with 100% similarity, in term of its 16s
rDNA nucleotide sequence. The results of this research indicate that Lactobacillus sp. GMA46 is an
Indonesian potential probiotic strain, isolated from milk of etawa goats

Key words : Lactobacillus, milk of etawa goats, probiotic, 16S rDNA
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PENDAHULUAN

Kambing etawa dikenal sangat baik sebagai
hewan perah dan penghasil daging (Sutama dan
Budiarsana, 2000). Kesadaran masyarakat akan
kesehatan semakin meningkat belakangan ini,
menyebabkan animo masyarakat untuk minum
susu termasuk susu kambing etawa meningkat.
Susu kambing etawa di samping kandungan
gizinya yang baik, diklaim memiliki efek
menyehatkan dan dapat menyembuhkan
berbagai penyakit seperti bronchitis, asma,
anemia, tuberculosis, menurunkan kolesterol
dan thalasemia (Moeljanto, 2002). Susu kambing
etawa juga diketahui dapat digunakan sebagai
alternatif konsumsi susu bagi penderita lactose
intolerance menggantikan susu sapi, karena
memiliki ukuran lactogloglobulin yang lebih
kecil dibandingkan susu sapi (Zareire et al.,
2006).

Beberapa peneliti telah mengisolasi bakteri
asam laktat (BAL) dari genus Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus dan
Lactobacillus dari susu kambing peranakan
etawa (PE), peranakan saanen (PESA) serta
beberapa jenis kambing yang ada di daerah
Aljazair dan Janiang Malaysia (Guessas dan
Kihal, 2004; Setyawardani, 2012; Rozila et al.,
2012). Selanjutnya, Rozila et al., (2012) juga
melaporkan bahwa Lactococcus dan
Lactobacillus yang diisolasi dari susu kambing
segar dan susu fermentasi di Selangor dan
Jeniang, Malaysia mampu menghambat
petumbuhan bakteri patogen saluran
pencernaan seperti, Bacillus careus, B. subtilis,
Enterococcus fecalis, E. feasium, Listeria
monocytogene, E. coli O157:H7, E. coli V517
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa,
dan Enterobacter aerogenes. Dari laporan
tersebut ditunjukkan bahwa efek menyehatkan
akibat mengkonsumsi susu kambing etawa
mungkin erat kaitannya dengan kandungan
bakteri asam laktat dalam susu tersebut.

Sampai saat ini, eksplorasi potensi BAL
pada susu kambing etawa dalam pengembangan
probotik dan produk pangan fungsional lainnya
belum banyak diteliti. Dalam pengembangan
BAL sebagai probiotik, ketahanan BAL pada
saluran pencernaan merupakan salah satu
syarat yang harus dipenuhi oleh kelompok BAL
untuk dapat memberikan efek menyehatkan
pada saluran pencernaan. Sebanyak 23 isolat
Lactobacillus spp. telah berhasil diisolasi dari
susu kambing etawa penelitian ini bertujuan
mengungkap lebih mendalam potensi BAL,
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khususnya pada potensinya sebagai probiotik
dalam bertahan pada kondisi saluran
pencernaan manusia, sehingga dapat
meningkatkan derajat kesehatan masyarakat
Indonesia.

METODE PENELITIAN

Isolat Lactobacillus spp. dan Metode
Pembiakannya

Isolat Lactobacillus spp. diisolasi dari susu
kambing etawa segar yang diambil dari
Kelompok Tani Werdi Gopala di Desa Pucaksari
Kecamatan Busung Biu Kabupaten Buleleng,
Bali. Isolat disimpan di UPT Laboratorium
Biosain dan Bioteknologi, Universitas Udayana
dalam gliserol 30% pada suhu -20°C. Isolat
Lactobacillus spp. ditumbuhkan dengan cara
menginokulasi sebanyak 100 plL isolat
Lactobacillus spp. dari stok gliserol ke dalam
medium De Man Regosa Sharpe (MRS) broth
(Fluka®) dan diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C
dalam suasana anaerob dengan menggunakan
anaerobic chamber yang berisi anaeropack
(Mitsubishi gas)

Ketahanan Lactobacillus spp. terhadap pH
Rendah dan Natrium Deoksi Kolat (NaDC)

Ketahanan Lactobacillus spp. terhadap pH
rendah dan natrium deoksi kolat (NaDC,
SIGMA) dilakukan dengan mengadopsi metode
yang diterapkan oleh Sujaya et al., (2008).
Pertumbuhan Lactobacillus spp. ditentukan
dengan mengukur absorbansi suspensi sel
menggunakan spektrofometer (Genesis 20,
Thermo Electron Coporation) pada panjang
gelombang 660 nm (OD, ). Pertumbuhan
dianggap positif apabila nilai OD,, nm lebih
besar dari 0.1 (Sujaya et al., 2008)

Konversi Asam Kolat Menjadi Asam
Deoksi Kolat oleh Lactobacillus spp.
Sebanyak 50 pL kultur Lactobacillus spp.
disuspensikan ke dalam 5 mL. MRS broth pH
8,0 yang telah ditambahkan 20 uLi asam kolat
(cholic acid, SIGMA) dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam (Kurdi et al., 2000; Yoshida,
2004). Kemudian, sebanyak 1 mL kultur ini
disentrifugasi selama lima menit pada
kecepatan 5.000 g pada suhu 5°C,
supernatannya sebanyak 0,1 mL ditampung
dalam tabung eppendorf, ditambahkan dengan
500 uL etil asetat dan 20 pLL HCI, disentrifugasi
selama lima menit pada kecepatan 5000 g,
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supernatannya ditambahkan dengan 500 pL etil
asetat, disentrifugasi kembali selama lima
menit pada kecepatan 5000 g, supernatannya
dipipet dan ditransfer kedalam tabung
eppendorf yang berisi supernatan pertama.
Selanjutnya, campuran tersebut diuapkan
selama 48 jam pada suhu kamar, lalu
ditambahkan dengan 15 pL. metanol.
Selanjutnya, sebanyak 1 pL deoxy cholat acid
(DCA) (SIGMA), cholic acid (CA), dan ekstrak
dari masing-masing isolat Lactobacillus spp.
ditotolkan pada Komatografi Lapis Tipis (KLT)
(silica gel TLC, Merck No. 1.05553), dikeringkan
dengan hairdrayer, diletakkan pada chamber
yang telah berisi eluen (10 mL Cyclohexane, 15
ml etil asetat dan 4 mL asam asetat),
dikeringkan, disemprotkan dengan pewarna
molibddophosporic acid (10% dalam etanol
99,9%) dan dioven sampai spot dari masing-
masing isolat terlihat pada silica gel (Sujaya et
al., 2008). Nilai Retention factor (Rf) dihitung
dengan cara membagi jarak yang ditempuh
substansi dengan jarak yang ditempuh pelarut
(Lipsy, 2010).

Ketahanan Lactobacillus spp. pada Model
Saluran Pencernaan

Ketahanan Lactobacillus spp. isolat susu
kambing etawa pada simulasi saluran
pencernaan mengacu pada metode Fernandez et
al., (2003). Sebanyak 1 mL kultur Lactobacillus
spp. disentrifugasi pada kecepatan 5.000 g
selama lima menit, pelet bakteri dicuci
menggunakan saline dan dikocok. Langkah
tersebut diulang kembali sebanyak dua kali,
sehingga diperoleh massa sel bakteri yang
selanjutnya ditambahkan dengan 500 pL saline.
Sebanyak 50 plL masa sel disuspensikan ke
dalam masing-masing tabung eppendorf yang
telah berisi 1 mL larutan model gastric juice (7
mM KCI, 45 mM NaHCO,dan 125 mM NaCl)
dengan pH 2, 3, atau 4 dan ditambahkan dengan
7,5 uL enzim pepsin 0,1%, diinkubasi pada suhu
kamar dengan dishaker selama 1,5 jam dengan
kecepatan 120 g. Suspensi dipipet sebanyak 100
pL untuk diencerkan tiga tujuh kali dan disebar
pada permukaan media MRS agar (Oxoid)
(untuk tingkat pengenceran 10%10%, 10°),
diinkubasi dalam keadaan anaerob
menggunakan anaeropack (Mitsubishi gas)
selama 48 jam pada suhu 37°C. Selain itu,
sebanyak 50 puL suspensi tersebut juga
diinokulasi ke dalam 5 mL. MRS broth dan
diinkubasi selama 24 jam untuk diukur
pertumbuhannya dengan menggunakan
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spektrofotometer pada panjang gelombang 660
nm (OD,,, nm).

Sisa suspensi tersebut kembali diinkubasi
pada shaker selama tiga jam pada kecepatan 120
g, selanjutnya dilakukan hal yang sama seperti
tersebut. Sebanyak 800 pL suspensi dari sampel
awal disentrifugasi pada kecepatan 5.000 g
selama lima menit, pelet bakteri yang diperoleh
dicuci menggunakan larutan saline dan
dihomogenkan. Langkah tersebut diulang
kembali sebanyak dua kali. Selanjutnya, dari
suspensi tersebut dipipet sebanyak 50 pl,
ditambahkan dengan 1 mL larutan cairan
lambung pH 8, 7,5 uL. enzim pancreatin 0,1%
dan 0,2 mM NaDC untuk selanjutnya diinkubasi
selama empat jam pada suhu kamar dengan
digoyang pada kecepatan 120 g. Setelah empat
jam suspensi dinokulasi ke dalam 5 mL MRS
broth serta sebagian disebar pada MRS agar
untuk menghitung jumlah sel yang bertahan
hidup. Untuk sel yang diinokulasi ke dalam
MRS broth pertumbuhan Lactobacillus spp.
diukur pada nilai OD_  nm.

Identifikasi Lactobacillus spp. Isolat Susu
Kambing Etawa

Total DNA genom Lactobacillus spp.
potensial diisolasi dengan menggunakan Kit
Nucleo Spin Tissue. Sebanyak 1 mL suspensi
Lactobacillus spp. dimasukkan ke dalam tabung
tabung eppendorf, disentrifugasi selama lima
menit pada kecepatan 7000 g pada suhu 10°C,
peletnya dicuci dengan 200 pL air steril,
dihomogenkan, dan disentrifugasi kembali
selama lima menit pada kecepatan 7000 g
dengan suhu 10°C (prosedur pencucian sel
dilakukan sebanyak dua kali). Massa sel yang
diperoleh ditambahkan dengan 180 uLL T-1 dan
25 uL Proteinase K, dihomogenkan, diinkubasi
selama dua jam pada suhu 56°C dalam penangas
air, ditambahkan 200 pL. Lyse Buffer (B3),
dikocok, diinkubasi kembali selama 10 menit
pada suhu 70°C dalam penangas air,
ditambahkan dengan 210 pL Etanol 99%,
dihomogenkan dan ditransfer ke dalam Kit
Nucleo Spin Tissue Coloumn di dalam collection
tube. Suspensi disentrifugasi selama satu menit
pada kecepatan 11.000 g pada suhu 5°C,
supernatannya dibuang dan peletnya
ditambahkan dengan 500 pL. Wash Buffer (BW),
disentrifugasi selama 1 menit pada kecepatan
11.000 g dengan suhu 5°C, pelet ditambahkan
600 pL Buffer (B5), disentrifugasi selama 1 menit
dengan kecepatan 11.000 g pada suhu 5°C dan
supernatannya dibuang. Nucleo Spin Tissue
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Coloumn dipindahkan ke tabung tabung
eppendorf baru, ditambahkan 100 uLi Elution
Buffer (BE) (sebelumnya BE dipanaskan pada
suhu 70°C), disentrifugasi selama satu menit
pada kecepatan 11.000 g pada suhu 5°C dan DNA
siap digunakan. Sisa DNA yang tidak terpakai
disimpan dalam freezer pada suhu -20°C (Nucleo
Spin®Tissue, 2010)

Amplifikasi dan Pembacaan Urutan Basa
Nukleotida Gen 16S rDNA Lactobacillus
spp. Isolat Susu Kambing Etawa

DNA Lactobacillus spp. dilakukan dengan
PCR sesuai dengan metode Sambrook dan Russel
(2001) yang telah dimodifikasi. Amplifikasi
dilakukan menggunakan sepasang primer, yaitu
27-F (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG3)
dan 520-R (5’ ACC GCG GCK GCT GGC 3)). Total
volume campuran reaksi PCR adalah 50 pL
dengan komposisi 48 pL. PCR master mix dan 2
uLL DNA Lactobacillus spp. PCR master mix
terdiri dari 5 uL. ANTPs 2mM (Applied Biosys-
tems), 5 uL. PCR buffer 10X (Applied Biosystems),
3,5 uL.MgCl,25 mM (Applied Biosystems), 1 pL
primer 27F 10 pmol, 1 uLL primer 520R 10 pmol
(Promega), 0,25 uL. taq polymerase (Invitrogen)
dan 34,25 pL deionize water.

Amplifikasi PCR dilakukan dalam Infinigen
thermocycler TC-25/H pada suhu predenaturasi
94°C selama lima menit, dilanjutkan dengan 30
siklus PCR yang meliputi, denaturasi 94°C
selama 30 detik, annealing 55°C selama 30 detik,
elogation 72°C selama dua menit dan final
elongation 72°C selama lima menit. Produk PCR
selanjutnya dielektroforesis pada agarosa 1,2%
dan divisualisasikan pada UV transluminator.
Pembacaan urutan basa nukleotida dari gen 16S
rDNA dilakukan di 1%*Base Malaysia. Produk
PCR tersebut dimurnikan dan pembacaan
urutan basa nukleotida dari gen 16S rDNA
dilakukan dengan menggunakan metode Big Dye
terminator sequencing dalam mesin Automated
Capillary Sequencer (Peter et al., 2004).

Analisis Urutan Basa Nukleotida Gen 16S
rDNA Lactobacillus spp. Isolat Susu
Kambing Etawa

Data susunan nukleotida yang diperoleh
dibaca menggunakan software DNA squencer
versi 1 (Applied biosystems). Analisis sequence
alignment dilakukan dengan cara membanding-
kan sekuens yang diperoleh dengan data DNA
yang ada di Gene Bank (http//www.ncbi.
nlm.nih.gov) menggunakan BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). Untuk melihat
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hubungan kekerabatannya dengan spesies
lainnya dilakukan dengan sofware ClustalW
Versi 2 dan Ndplot (Mustopa, 2009).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketahanan Lactobacillus spp. Isolat Susu
Kambing Etawa pada pH Rendah

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semua isolat uji (23 isolat) dapat tumbuh dengan
baik pada medium yang memiliki pH 3 dan 4,
walaupun terjadi sedikit penurunan nilai OD,
yang berkisar antara 0,3% sampai 25,8% jika
dibandingkan dengan pertumbuhan pada
medium dengan pH 6.5 (kontrol). Hanya lima
isolat yaitu Lactobacillus spp. (GMA37, GMA43,
GMA46, GMA47 dan GMA50) mampu bertahan
tumbuh pada medium dengan pH 2 (Tabel 1).
Mekanisme pasti yang bertanggungjawab
terhadap penurunan pertumbuhan BAL setelah
dipapar dengan pH rendah belum dapat
dijelaskan secara pasti dalam penelitian ini.
Namun, mungkin erat kaitannya dengan
terjadinya kerusakan dinding sel dan atau
terganggunya aktivitas enzimatis pada
sitoplasma seperti yang telah banyak dilaporkan.
Penurunan laju pertumbuhan sel bakteri atau
kematian sel bakteri ini menurut Yang et al.,
(2001) disebabkan oleh terjadinya pengasaman
dinding sel secara berlebih yang menyebabkan
rusaknya membran sel bakteri, sehingga
komponen-komponen mineral penting sel, seperti
Mg, K, dan lemak keluar dari dalam sel setelah
terpapar kondisi asam.

Cotter dan Hill (2003); Slonczewski et al.,
(2009) menyatakan bahwa untuk dapat bertahan
pada pH rendah bakteri tahan asam akan
mempertahankan kondisi pH internalnya relatif
lebih tinggi daripada pH lingkungannya.
Mekanisme ini dilakukan dengan cara
mengaktifkan enzim ATP-ase, sehingga,
dihasilkan cukup banyak energi untuk
memindahkan proton dari dalam keluar sel.
Ketahanan BAL terhadap lingkungan asam juga
diduga disebabkan oleh adanya lapisan
peptidoglikan yang tebal pada dinding sel bakteri
Gram positif, sehingga membran seluler yang
membatasi gerakan senyawa keluar ataupun
masuk sel menjadi relatif lebih aman (Oh et al.,
2000).

Bervariasinya sifat ketahanan yang
ditunjukkan oleh BAL isolat susu kambing
etawa terhadap pH rendah (Tabel 1) menurut
Ohet al., (2000), disebabkan karena keragaman
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struktur asam lemak dan protein pada membran
sitoplasma pada setiap galur BAL dan
kemungkinan bersifat strain dependent.
Keragaman struktur membran sel ini yang
memengaruhi karakteristik permeabilitas
membran sitoplasma setiap galur terhadap
lingkungan pH rendah.

Ketahanan Lactobacillus spp. Isolat Susu
Kambing Etawa terhadap Natrium Deoksi
Kolat

Pada uji ini semua isolat BAL mampu
bertahan pada medium yang mengandung 0,2
mM NaDC dan sebanyak 19 isolat tahan pada
0,4 mM NaDC. Tetapi, hanya 10 isolat
Lactobacillus spp. (GMA24, GMA25, GMA32,
GMA33, GMA34, GMA38, GMA41, GMAA46,
GMA47, dan GMA50) yang mampu bertahan
pada medium mengandung 0,6 mM NaDC
(Tabel 3). Jika dibandingkan dengan kontrol,
pertumbuhan semua isolat BAL yang digunakan
dalam penelitian ini mengalami penurunan
sebesar 42,2% sampai 98,4%. Penurunan
pertumbuhan semakin besar seiring
peningkatan konsentrasi NaDC dalam medium
(Tabel 2).

Adanya NaDC dapat memengaruhi
permeabilitas membran sel. Terganggunya
permeabilitas membran sel bakteri menye-
babkan bakteri tidak mampu mengontrol
aktivitas difusi molekul keluar masuk sel,
sehingga sel mengalami lisis dan akhirnya mati
(Murad et al., 2010). Oleh karena itu, peranan
komponen dan struktur dinding sel BAL
memengaruhi ketahanannya terhadap NaDC.
Ruiz et al., (2007), Taranto et al., (2003)
melaporkan bahwa sifat resistensi ini berkaitan
dengan peran polisakarida sebagai penyusun
dinding sel dan tebalnya lapisan peptidoglikan
yang dimiliki oleh kelompok bakteri Gram
positif.

Pada penelitian ini, semua isolat
Lactobacillus menunjukkan sifat ketahananan
yang berbeda-beda terhadap garam empedu.
Bervariasinya ketahanan setiap isolat
Lactobacillus terhadap garam empedu
dilaporkan oleh Gomez-Zavaglia et al., (2002)
disebabkan oleh perubahan struktur asam
lemak pada membran sel bakteri sehingga,
memengaruhi sifat permeabilitas membran sel
terhadap garam empedu.
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Konversi Asam Kolat Menjadi Asam
Deoksi Kolat oleh Lactobacillus spp.

Dari karakterisasi yang telah dilakukan
dipilih tiga isolat Lactobacillus spp. (GMA46,
GMA47, dan GMA50) sebagai isolat yang
berpotensi untuk dikembangkan sebagai
probiotik untuk dilakukan karakterisasi
selanjutnya. Ketiga isolat Lactobacillus spp.
(GMA46, GMA47, dan GMA50) tidak melakukan
transformasi asam kolat primer CA menjadi
asam kolat sekunder DCA (Gambar 1). Hasil
ini menunjukkan bahwa ketiga isolat diduga
tidak memiliki gen 7a-dehidroksilase yang
diduga bekerja memutus ikatan hidroksi pada
senyawa asam kolat (Wells et al., 2003),
meskipun penelitian lebih lanjut terkait
keberadaan gen tersebut masih perlu dilakukan.
Mengingat pembentukan deoksi kolat
menunjukkan indikasi galur yang tidak aman,
karena deoksikolat adalah promotor kanker
saluran pencernaan. Dengan demikian,
pembentukan deoksi kolat oleh galur probiotik
tidak diharapkan (Kitahara et al., 2000).
Berdasarkan hal tersebut ketiga isolat
Lactobacillus spp. (GMA46, GMA47, dan
GMAS50) berpotensi untuk dikembangkan
sebagai probiotik lokal.

DCA

CA

I' 2 3 4 3B

"

Gambar 1. Transformasi CA oleh Lactobacillus
spp. isolat susu kambing etawa. (1)
MRS broth, (2) MRS broth ditam-
bahkan dengan CA, (3) asam
deoksikolat (DCA), (4) asam kolat
(CA), (5) Lactobacillus sp. GMA46, (6)
Lactobacillus sp. GMA47, (7)
Lactobacillus sp. GMA50
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Ketahanan Lactobacillus spp. Isolat Susu
Kambing Etawa pada Model Kondisi
Saluran Pencernaan Bagian Atas

Dalam uji ketahanan terhadap kondisi
saluran pencernaan bagian atas, Lactobacillus
spp. GMA47 hanya mampu melewati kondisi
lambung pH 3 dan 4, sedangkan Lactobacillus
spp. GMAS50 hanya mampu melewati kondisi
lambung pada pH 4 (Tabel 3). Selanjutnya, sel
yang telah mengalami injury lebih mudah mati
setelah terpapar dalam lingkungan usus dengan
DCA dan pankreatin, sehingga setelah empat
jam dipaparkan pada kondisi ini tidak
ditemukan pertumbuhan kedua isolat pada
medium MRS agar (Tabel 3). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa Lactobacillus spp. GMA47
dan Lactobacillus spp. GMA50 diperkirakan
tidak akan mampu mencapai kolon dalam
keadaan hidup.

Respons yang sedikit berbeda ditunjukkan
oleh Lactobacillus spp. GMA46 yang mampu
tumbuh dengan baik pada ketiga variasi pH
dalam ujiini. Lactobacillus spp. GMA46 ini juga
menunjukkan respons yang baik setelah secara
kontinyu dipaparkan pada kondisi cairan usus
pada pH 3 atau pH 4 selama empat jam (Tabel
3). Hasil in1 mengindikasikan secara in vitro
bahwa Lactobacillus spp. GMA46 mampu
mencapai kolon dalam keadaan hidup.

Ketahanan isolat Lactobacillus spp. GMA46
pada simulasi cairan lambung diduga akan
memengaruhi ketahanannya pada simulasi
cairan usus yang diketahui mengandung
pankreatin dan deoksikolat yang bersifat sebagai
detergen biologis bagi mikroorganisme. Hal
tersebut ditunjukkan oleh jumlah populasi sel
dari Lactobacillus spp. GMA46 lebih besar 4 log
(40x) pada akhir perjalanan saat melewati
saluran percernaan bagian atas selama 8,5 jam
daripada kedua isolat lainnya (Tabel 3). Hal
serupa juga dilaporkan oleh Sujaya et al., (2008)
yang menyatakan bahwa sel yang telah
melewati simulasi cairan lambung, akan lebih
peka terhadap keadaan yang tidak mengun-
tungkan pada kolon (usus besar), sehingga
strain mampu beradaptasi pada lingkungan
tersebut. Selain itu, jumlah populasi yang
diperkirakan berhasil mencapai saluran
pencernaan bagaian bawah (kolon) juga sangat
ditentukan oleh pH pada lambung.

Menurut Shah (2007), bakteri probiotik
memiliki efek menyehatkan pada lingkungan
usus apabila jumlah populasinya mencapai
minimal 108-108 CFU/mL. Berdasarkan hal
tersebut isolat Lactobacillus spp. GMA46 lebih
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berpotensi untuk dikembangkan menjadi
probiotik daripada kedua 1isolat lain
(Lactobacillus spp. GMA47 dan Lactobacillus
spp. GMA50).

Identifikasi Lactobacillus spp. GMA46
Identifikasi molekuler BAL isolat susu
kambing etawa sangat penting dilakukan agar
identitas BAL tersebut dapat diketahui.
Lactobacillus spp. GMA46 merupakan isolat
yang paling potensial untuk dikembangkan
menjadi probiotik dari 23 Lactobacillus spp.
yang dikarakterisasi dalam penelitian ini,
sehingga diidentifikasi pada penelitian ini. Hasil
BLAST-N pada variabel area 1-3 pada PCR 16S
rDNA (dengan ukuran gen sepanjang = 500bp)
(Gambar 2 dan Tabel 4), menunjukkan
Lactobacillus sp GMA46 memiliki homologi
(kemiripan) dengan Lactobacillus caset dan L.
paracasei sebesar 100%. Hasil ini mengin-
dikasikan bahwa sekuen nukleotida pada bagian
variabel area 1-3 dari 16S rDNA tidak dapat
membedakan L. casei ATCC 334 dengan L.
paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906,
sehingga perlu dilakukan indentifikasi secara
lengkap (full sequence). Selain itu, identifikasi

1 501} bp
1000 bp
500 bp
100 bp
M GMA4G
Gambar 2. Hasil PCR 16S rDNA Lactoba-

cillus sp. GMA46 isolat susu
kambing etawa pada agarosa 1,2%.

Keterangan: (M) marker (1) Lactobacillus sp.
GMA46
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Tabel 3. Ketahanan Lactobacillus spp. isolat su
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su kambing etawa pada model kondisi saluran

pencernaan
Populasi Lactobacillus spp. CFU/mL (*)
. 1.5j 3 jam 4 jam
Strain Populasi - Jam ! !
Awal PH4 PH3 PH2 PH4 PH3 PH2 PH4 PH3 PH2
Lactobacillus spp. GMA46  62x10°  7.5x10°  5.2x10° 47x10° 5.2x10° 4,0x10° 9.3x107 1,510’ 40x10° 0
Lactobacillus spp. GMA4T  2,6x10°  12,6x10° 1.2x10° 0 9.0x10" 2.0x10" 0 0 0 0
Lactobacillus spp. GMASO  5.2x10° 1.0 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0

*) CFU/mL dihitung setelah sel direndam selama 1,5 jam dan 3 jam pada model cairan getah lambung
mengandung 0,1 % pepsin pH 2, 3 dan 4 dan dilanjutkan direndam dalam model cairan usus mengandung
0,1% pankreatin dan 0,2 mM deoksikolat pH 8 selama 4 jam dan di kultur pada MRS agar.

Tabel 4. Homologi sekuen 16S rDNA Lactobacillus sp. GMA46 dengan strain lainnya pada Gene

Bank
Isolat . . Similarit Panjan Kode Akses
S0t Spesies Bakteri Asam Laktat Homolog (%) ¥ Bas ; (bﬁ)
L. casei ATCC 334 100% 480/480 NR _075032.1
L. paracasei subspp. tolerans strain NBRC 15906 100% 480/480 NR_041054.1
L. paracasei subspp. paracasei strain R094 100% 480/480 NR_025880.1
iAS gg(;acasei subspp. paracasei strain NBRC 999% 479/480 NR_113337.1
GMA46 L. paracasei strain ATCC 25302 99% 479/480 NR_117987.1
L. paracasei 168 ribosomal 99% 469/480 NR _121787.1
L. zeqe strain RIA 482 98% 469/480 NR 037122.1
L. casei strain NBRC 15883 98% 468/480 NR_113333.1
L. casei strain ATCC 393 98% 469/481 NR_041893.1
L. casei strain JCM 1134 97% 467/481 NR 115534.1

dengan menggunakan Intragenic Spencer
Region (IGS) atau dengan menggunakan API
CHL50 juga perlu dilakukan untuk mendukung
hasil identifikasi 16S rDNA.

Komisi Yudisial Bakteriologi di Kota
Catania, Italia pernah menolak pengajuan
Dellaglio et al., (2002) mengenai pensejajaran
L. casei ATCC 334 sebagai type strain
menggantikan L. casei ATCC 393, sehingga
tetap menetapkan L. casei ATCC 393 sebagai
type strain. Berdasarkan hasil BLAST-N yang
ditunjukkan pada Tabel 4 diketahui bahwa
GMA46 memiliki homologi yang lebih rendah
yaitu sebesar 98% dengan type strain L. casei
ATCC 393 dibandingkan dengan kelompok L.
paracasei yang lain. Berdasarkan hal tersebut
maka isolat GMA46 lebih dekat kekerabatannya
dengan L. paracasei (Gambar 3).

Bakteri L. paracasei banyak dimanfaatkan
dalam produksi makanan terfermentasi seperti
yogurt dan keju. Bakteri ini dapat tumbuh

dengan baik pada proses pematangan keju
(ripening), tahan terhadap kondisi pemanasan,
dan memiliki aktivitas proteolitik yang tinggi
(Ibrahim et al., 2013; Madureira et al., 2008).
Radulovic et al., (2010) melaporkan bahwa L.
paracasei memiliki ketahanan yang baik pada
kondisi pH rendah dan garam empedu 0,3%
serta menunjukkan adhesi yang sangat baik
pada jaringan epitel manusia. Paineau et al.,
(2008) menambahkan bahwa L. paracasei juga
diketahui berperan sebagai imunomodulator
untuk meningkatkan kemampuan sistem
kekebalan tubuh inangnya. Beberapa strain L.
paracasei dilaporkan Hutt et al., (2006) mampu
menghasilkan bakteriosin, sehingga mampu
menghambat pertumbuhan bakteri patogen
saluran pencernaan. Berdasarkan hal tersebut,
tidak menutup kemungkinan jika klaim efek
menyehatkan yang ditimbulkan dari konsumsi
susu kambing etawa disebabkan oleh adanya L.
paracasei pada susu tersebut.
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Gambar 3. Pohon filogenetik berdasarkan sekuen 16S rDNA dari Lactobacillus sp. GMA4
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SIMPULAN

Bakteri Lactobacillus sp. GMA46 yang
memiliki kemiripan terdekat dengan L.
paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906
merupakan isolat yang paling potensial
dikembangkan sebagai probiotik.

SARAN

Penelitian lanjutan yang perlu dilakukan
adalah uji in vivo Lactobacillus sp. GMA46 pada
hewan coba untuk mengetahui efek fungsional
menyehatkan yang ditimbulkan oleh isolat ini.
Analisis urutan pasang basa lengkap pada gen
16S rDNA isolat ini perlu dilakukan untuk
mengetahui identitas strain yang lebih detail.
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