AKTIVITAS ANTIOKSIDAN Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus sp. FBB81 IN VIVO
PADA TIKUS DENGAN PAKAN LEMAK TINGGI
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ABSTRAK

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang apabila diberikan pada jumlah yang tepat
dapat bermanfaat bagi kesehatan saluran pencernaan. Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus
sp. FBB81 merupakan kandidat probiotik isolat feses bayi yang mempunyai aktivitas sebagai
antioksidan secara in vitro. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antioksidan dari probiotik isolat feses bayi secara in vivo pada tikus putih dengan pakan lemak
tinggi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK), dengan 4 perlakuan
yaitu: Pakan standar; Pakan lemak tinggi; Pakan lemak tinggi dan probiotik Lactobacillus sp.
FBBG60; Pakan lemak tinggi dan probiotik Lactobacillus sp. FBB81. Penelitian ini menggunakan
tikus putih strain Wistar dengan berat kurang lebih 80 g. Setiap perlakuan terdiri dari 6 ekor tikus
yang masing-masing diberikan pakan sesuai perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak terjadi perubahan pH dan total BAL pada
sekum. Perlakuan Lactobacillus sp. FBB60 dengan pakan lemak tinggi dapat menurunkan kadar
MDA 2,66% pada hati dan 2,70% pada serum, sedangkan perlakuan Lactobacillus sp. FBB81
menurunkan kadar MDA 8,81% pada hati dan 9,46% pada serum. Aktivitas enzim GPx
meningkat 13,17% dengan pemberian Lactobacillus sp. FBB60 dan 24,67% pada Lactobacillus
sp. FBB81. Hasil ini menandakan bahwa kedua isolat mempunyai aktivitas sebagai antioksidan
in vivo dengan menghambat peroksidasi lipid.

Kata kunci: probiotik, antioksidan

PENDAHULUAN

Dewasa ini pangan fungsional berkembang dengan pesat, dimana pangan Yyang
dikonsumsi diharapkan tidak hanya dapat memenuhi kebutuhan zat nutrisi, tetapi juga dapat
menstimulasi salah satu fungsi khusus dalam kesehatan individu. Bakteri asam laktat (BAL)
telah banyak dimanfaatkan oleh industri pangan dalam menciptakan produk pangan fungsional
untuk memelihara kesehatan saluran pencernaan manusia, yang dikenal dengan istilah probiotik.
Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang apabila diberikan pada jumlah yang tepat dapat
bermanfaat bagi kesehatan saluran pencernaan (FAO. 2002).

Probiotik telah diketahui memberikan dampak menyehatkan pada individu karena dapat
meningkatkan keseimbangan mikroba yang menguntungkan dalam saluran pencernaan (Fuller,
1989). Beberapa dampak menyehatkan dari probiotik antara lain: penanggulangan diare (Pant et
al., 2007; Collado et al., 2009 ), menstimulasi sistem kekebalan tubuh (Isolauri dan Salminen,
2008), mencegah kanker kolon dan usus (Pato, 2003; Liong, 2008), penanggulangan dermatitis
atopik pada anak-anak (Betsi et al., 2008; Torii et al., 2010), menurunkan kadar kolesterol darah
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(Kumar et al., 2012),dan sebagai antioksidan (Sekhon, 2010; Kim, 2006ab; Gao, 2011, Chu-
Chyn et al., 2009).

Antioksidan merupakan senyawa yang diperlukan oleh tubuh untuk melindungi sel-sel
tubuh dari kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas. Radikal bebas adalah molekul yang
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbit terluarnya. Radikal bebas
dapat merusak makromolekul seperti merusak lipid membran sel, DNA, protein dan
menyebabkan stres oksidatif sel (Valko et al, 2006). Didalam tubuh terdapat sistem antioksidan
untuk melawan radikal bebas secara endogen. Antioksidan endogen adalah antioksidan yang
dihasilkan oleh tubuh yang terdiri atas enzim-enzim superoksida dismutase (SOD), glutation
peroksidase (GPx) atau glutation reduktase (GR) serta enzim katalase (CAT) dan antioksidan
non enzimatik seperti glutation (GSH), transferin, asam urat dan lain lain. Peningkatan radikal
bebas melebihi antioksidan endogen dalam tubuh dapat menimbulkan stres oksidatif.
Keseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan akan terganggu apabila keseimbangan
mikroflora usus terganggu. Salah satu cara untuk menjaga keseimbangan mikroflora usus untuk
mencegah terjadinya stress oksidatif adalah dengan konsumsi probiotik. Mikroorganisme
memiliki sistem antioksidan untuk menjaga tingkat radikal bebas yang tidak beracun bagi sel.
Aktivitas antioksidan dari mikroorganisme merupakan salah satu cara untuk meningkatkan
ketahanan terhadap spesies oksigen reaktif (ROS).

Bakteri asam laktat (BAL) banyak dipergunakan sebagai probiotik. Disisi lain, probiotik
yang beredar di Indonesia pada saat ini kebanyakan dari strain yang bukan asli Indonseia
(import). Hal ini memacu penelitian untuk menggali potensi BAL dari sumber alam Indonesia
untuk meningkatkan derajat kesehatan penduduk Indonesia. Sifat fungsional dari mikroba
probiotik bersifat spesifik strain, dimana setiap strain probiotik mempunyai sifat fungsional yang
berbeda. Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus sp. FBB81 merupakan bakteri asam laktat
yang telah diisolasi dari feses bayi mempunyai potensi sebagai probiotik isolat lokal, dan
mempunyai sifat fungsional sebagai antioksidan in vitro, akan tetapi sifat-sifat fungsional
(aktivitas antioksidan) dari probiotik tersebut perlu dieksplorasi lebih jauh, sehingga dapat
dipergunakan untuk pengembangan pangan fungsional. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari probiotik isolat feses bayi secara in vivo pada tikus putih
dengan pakan lemak tinggi.

METODE
1.1.Subyek penelitian

Penelitian ini menggunakan isolat probiotik Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus
sp. FBB81 koleksi dari UPT Lab. Terpadu Biosain dan Bioteknologi Unud. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK), dengan 3 perlakuan yaitu: Pakan standar; PL.:
Pakan lemak tinggi; PL-FBB60 : Pakan lemak tinggi dan probiotik Lactobacillus sp. FBB60; PL-
FBB8L1 : Pakan lemak tinggi dan probiotik Lactobacillus sp. FBB81. Penelitian ini menggunakan
tikus putih strain Wistar dengan berat kurang lebih 80 g. Setiap perlakuan terdiri dari 6 ekor tikus
yang masing-masing diberikan pakan sesuai perlakuan. Pada masa aklimatisasi tikus diberikan



pakan standar selama 1 minggu, dilanjutkan dengan pemberian pakan lemak tinggi dan
perlakuan probiotik selama 4 minggu. Komposisi pakan standar dan pakan lemak tinggi dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi Pakan (g/kg) AOAC, 1990

Komponen Pakan standar Pakan tinggi lemak

Kasein 100 100
Minyak jagung 80 -

Lemak Babi - 100
Campuran Mineral 50 50
Campura vitamin 10 10
Selulosa (CMC) 10 10
Air 50 50
Pati jagung 700 680

Kandidat probiotik diambil sebanyak satu loop ose dan diinokulasikan kedalam 5 ml
media MRS broth. Tabung reaksi diinkubasi aerob selama 24 jam pada suhu 37°C. Biakan yang
telah tumbuh pada 5ml media MRS Broth divortex (untuk mendapatkan biakan yang homogen),
kemudian diambil sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam eppendrof dan disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan massa sel dan supernatan. Kemudian
supernatan dibuang dan massa sel yang diperoleh dicuci sebanyak 2 kali dengan larutan salin
(NaCl 0,85%) untuk menghilangkan sisa-sisa media. Pencucian dilakukan dengan menambahkan
1ml salin pada massa sel, divortex hingga homogen, disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama 5 menit. Pada tahap akhir, massa sel disuspensikan dengan salin sehingga didapatkan
konsentrasi suspensi +10%el/ml

Suspensi bakteri probiotik yang diperoleh diberikan pada tikus putih dengan metode
oral gavage yaitu dengan cara memberikan suspensi sebanyak 0,5 ml pada tikus putih sesuai
perlakuan dengan menggunakan sonde. Sebagai kontrol tikus putih lainnya diberikan salin.
Perlakuan ini diberikan sekali dalam sehari selama 4 minggu (pada jam 12.00-13.00 WITA),
setelah pemberian makan pada tikus putih. Berat badan tikus ditimbang setiap hari selama
pemberian perlakuan.

Pengambilan sampel dilakukan setelah 3 minggu perlakuan. Tikus dimatikan dengan
dibius menggunakan kloroform 10%, lalu abdomen tikus dibedah, organ hati dan sekum diambil
untuk dinalasis selanjutnya. Organ hati terlebih dahulu dicuci dengan larutan fisiologis salin.
Sebanyak 10% jaringan hati dalam larutan fisiologis dihancurkan pada glass homogenizer
dingin, kemudian homogenate disentrifuse pada suhu 4°C dengan kecepatan 4000 x g selama 15
menit. Supernatan disimpan pada suhu -80°C sampai siap untuk dianalisis.

Variabel yang diamati



Variabel yang diamati pada pada penelitian ini meliputi: total bakteri asam laktat dan pH
sekum tikus putih; aktivitas antioksidan meliputi kadar MDA (malondialdehid) pada hati dan
serum dan aktivitas enzim- antioksidan (SOD, Gluthation Peroksidase) pada hati.

1.  Total Bakteri asam laktat pada sekum tikus

Isi sekum dikeluarkan dan ditampung dalam tabung steril yang berisi larutan saline
(NaCl 0,85%) 9 ml (pengenceran 101) dan dihomogenkan. Selanjutnya 0,1 ml suspensi isi
sekum dimasukkan ke dalam tabung pengencer yang berisi 0,9 ml salin, sehingga didapat
pengenceran 1072,  divortex hingga homogen kemudian diencerkan lebih lanjut sampai
pengenceran 10, Penghitungan total populasi BAL dilakukan dengan mengambil 0,1ml sampel
yang telah diencerkan (pengenceran 103-10°) disebar pada permukaan media MRS Agar yang
telah ditambah Bromo Cresol Purple (BCP), kemudian diinkubasi secara anaerob selama 24 jam
pada suhu 37° C dengan menggunakan Anaerobic gas pouch dalam anerobic chamber. Koloni
bakteri yang tumbuh dihitung menggunakan metode pengenceran dengan asumsi bahwa satu
koloni yang tumbuh berasal dari satu sel. Total populasi bakteri didapatkan dengan mengalikan
jumlah koloni yang tumbuh dengan faktor pengenceran (Fardiaz, 1993).

2. Pengukuran pH pada sekum

Isi sekum diukur pHnya menggunakan pH meter (TOA ion meter IM 40S) yang
sebelumnya telah dikalibrasi dengan buffer pH 4 dan pH 7. Isi sekum yang telah diencerkan
sebanyak 1 kali (1:1), kemudian dihomogenkan dengan divortex. Selanjutnya pH isi sekum
diukur dengan mencelupkan elektroda pH meter ke dalam sampel dan hasilnya dicatat.

3. Analisis Kadar MDA pada serum dan Hati Tikus (nmol/mg)

Preparasi sampel dari organ hati dilakukan mengikuti Tokur et al. (2006). Sebanyak 0,5 ml
supernatan hati atau serum ditambah 2,0 ml HCI dingin (0,25 N) yang mengandung 15% TCA,
0,38% TBA dan 0,5% BHT. Campuran dipanaskan 80°C selama satu jam. Setelah dingin,
campuran disentrifus pada 3500 rpm selama 10 menit. Absorbansi supernatan diukur pada 532
nm. Sebagai larutan standar digunakan tetraetoksipropana (TEP).

4.  Aktivitas enzim GPx

Aktivitas enzim Glutation Peroksida (GPx) diukur dengan menggunakan Glutathione
Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision) dan cara kerjanya mengikuti prosedur
yang terdapat pada Kit yang dipergunakan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk mengetahui aktivitas antiokasidan dari probiotik isolat feses bayi (Lactobacillus
sp. FBB60 dan Lactobacillus sp. FBB81) secara in vivo pada tikus putih dengan pakan lemak
tinggi didahului dengan uji konfirmasi terhadap isolat Lactobacillus sp. FBB60 dan
Lactobacillus sp. FBB81 Hasil uji konfirmasi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Uji konfirmasi terhadap isolat Lactobacillus sp. FBB60 dan FBB81



Isolat Cat Gram Katalase Gas Morfologi
Lactobacillus sp. FBB 60 + - - batang
Lactobacillus sp. FBB 81 + - - batang

Populasi isolat Lactobacillus sp. FBB 60 dan Lactobacillus sp. FBB 81 pada Nilai optical
density (OD) tertentu dapat dilihat pada Tabel 3. Tikus percobaan diberikan perlakuan probiotik
sebesar 10° sel/ml per ekor tikus per hari selama 4 minggu.

Tabel 3. Nilai OD dan populasi dari Lactobacillus sp. FBB 60 dan FBB 81

Isolat Nilai optical density (OD) Populasi
Lactobacillus sp. FBB60 2,514 3,03 x 10'° cfu/ml
Lactobacillus sp. FBB81 2,629 2,74 x 101 cfu/ml

B_Nn_ =8

Lactobacillus sp. FBB 60 Lactobacillus sp. FBB 81

Gambar 1. Isolat Lactobacillus sp. FBB 60 dan Lactobacillus sp. FBB 81 dalam MRS
broth dan MRS agar.

Tikus putih yang digunakan pada penelitian ini mempunyai berat awal rata-rata untuk
perlakuan pakan standar 89,4 g, pakan tinggi lemak 88,2 g, pakan tinggi dan Lactobacillus sp.
FBB 60 sebesar 96.9 g dan pakan tinggi dan Lactobacillus sp. FBB 81 sebesar 94,6 g. Setelah
pemberian probiotik selama 4 minggu, rata-rata konsumsi pakan per hari, total konsumsi pakan,
dan penambahan berat dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Rata-rata berat akhir dan penambahan berat tikus dengan perlakuan Lactobacillus sp.
FBBG60 dan Lactobacillus sp. FBB 81 dengan pakan lemak tinggi.

Perlakuan Berat akhir tikus (g) Pertambahan berat tikus (g)
PS 125,2 31,0
PL 88,7 0,5
PL-FBB60 101,1 4,1

PL-FBB81 93,3 3,6




Total bakteri asam laktat dan pH sekum dengan perlakuan Lactobacillus sp. FBB60 dan
Lactobacillus sp. FBB81 dengan pakan lemak tinggi dapat dilihat pada Tabel 5. Rata-rata nilai
pH untuk keempat perlakuan tidak berbeda yaitu dari 6,65 sampai dengan 6,72. Perlakuan
Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus sp. FBB81 tidak dapat menurunkan pH sekum, Total
bakteri asam laktat turun dengan perlakuan pakan lemak tinggi. Perlakuan Lactobacillus sp.
FBB60 sedikit meningkatkan total bakteri asam laktat.

Tabel 5. Total bakteri asam dan pH sekum dengan perlakuan Lactobacillus sp. FBB 60 dan
Lactobacillus sp. FBB 81 dengan pakan lemak tinggi

Total Bakteri Asam laktat

Perlakuan pH (cfulg) sekum
PS 6,65 + 0,05 6,16 10
PL 6,71 + 0,05 5,56 x 10 !
PL-FBB60 6,72+0,08 7,68 x 10 7
PL-FBBS1 6,72 + 0,03 5,15x 10

Malondialdehida merupakan salah satu produk akhir dari peroksidasi lipid terutama asam
lemak tidak jenuh yang dapat dihasilkan melalui oksidasi oleh radikal bebas dan digunakan
sebagai indikator aktivitas radikal bebas dalam tubuh. Peningkatan konsentrasi MDA
membuktikan adanya reaksi peroksidasi lipida pada tubuh. Lipid peroksida dapat meningkatkan
permeabilitas membran dan menganggu distribusi ion-ion yang mengakibatkan kerusakan fungsi
sel dan organela (Devlin, 2002).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian Lactobacillus sp. FBB60 dan
Lactobacillus sp. FBB81 dapat menurunkan kadar MDA pada hati dan serum serta
meningkatkan aktivitas enzim GPx pada hati tikus (Tabel 6). Dibandingkan dengan pemberian
pakan standar (SD), pemberian pakan lemak tinggi (HF) meningkatkan kadar MDA 14,40% pada
hati dan 28,70% pada serum. Perlakuan Lactobacillus sp. FBB60 dengan pakan lemak tinggi
dapat menurunkan kadar MDA 2,66% pada hati dan 2,70% pada serum, sedangkan perlakuan
Lactobacillus sp. FBB81 menurunkan kadar MDA 8,81% pada hati dan 9,46% pada serum. Hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa pemberian yoghurt yang mengandung probiotik
L.acidophilus La5 and Bifidobacterium lactis Bb12 pada pasien diabetes tipe 2 secara nyata
dapat menurunkan MDA pada serum (Ejtahed et al., 2012). Zhang et al., (2010) juga melaporkan
bahwa pemberian L. casei Zhang pada tikus dengan pakan tinggi lemak dapat menurunkan kadar
MDA dan meningkatkan aktivitas enzim SOD dan GPx pada hati dan serum.



Tabel 6. Kadar MDA pada hati dan serum dan aktivitas enzim GPx pada hati tikus dengan
perlakuan Lactobacillus sp. FBB 60 dan Lactobacillus sp. FBB 81 dengan pakan

lemak tinggi
Perlakuan MDA hati_ MDA serum Aktivitas enzim GPx
(nmol/g hati) (nmol/ml) (U/g hati)
PS 7,09 + 0,75 3,19 + 0,58 2.09 +0.51
PL 8,11 +1,20 4,11 + 0,80 1.50 + 1.00
PL-FBB60 7,89 +2,11 4,00 + 0,93 1.72 +0.63
PL-FBB81 7,39 + 1,03 3,72+ 1,04 1.98+0.71

Enzim GPx termasuk enzim antioksidan intrasel yang diproduksi dalam tubuh yang
berperan penting yang berfungsi menangkal radikal bebas sehingga dapat mencegah peroksidasi
lipid. Aktivitas enzim GPx lebih rendah 28,32% pada perlakuan lemak tinggi dibandingkan
dengan perlakuan pakan standar. Pemberian Lactobacillus sp. FBB60 meningkatkan aktivitas
enzim GPx 13,17% dan meningkat 24,67% pada Lactobacillus sp. FBB81. Peningkatan aktivitas
enzim GPx dengan pemberian Lactobacillus sp. FBB60 dan Lactobacillus sp. FBB81 disebabkan
karena penggunaan enzim GPx untuk menangkal radikal bebas lebih sedikit pada perlakuan PL-
FBB60 dan PL-FBB81 dibandingkan dengan kontrol (PL). Hal ini didukung oleh data kadar
MDA pada hati dan serum yang lebih rendah dengan pemberian Lactobacillus sp. FBB60 dan
Lactobacillus sp. FBB81.

SIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa Lactobacillus sp. FBB60 dan
Lactobacillus sp. FBB81 mempunyai sifat fungsional sebagai antioksidan dan aktivitas
antioksidan dari Lactobacillus sp. FBB81 lebih baik dibandingkan dengan Lactobacillus sp.
FBB60.
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