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Bakteri Asam Laktat : Isolasi dan Identifikasi

Pendahuluan

Bakteri asam laktat pertama kali ditemukan oleh Pasteur pada tahun 1857 saat mempelajari
kerusakan anggur (wine), yang berubah menjadi asam. Sedang istilah Milchsauerbacillus yang
diartikan sebagai bakteri batang penghasil asam yang menyebabkan keasaman pada susu, pertama kali
dikemukakan oleh Hueppe tahun 1884, Bakteri asam laktat juga banyak ditemukan pada bahan
pangan yang lain diantaranya sayuran, buah-buahan serta produk daging. Peranan bakteri asam laktat
pada bahan pangan ini temyata lebih banyak yang menguntungkan dibanding yang merugikan
Bakteri asam laktat yang aktif dalam fermentasi makanan, akan memberikan daya simpan (keawetan)
produk yang lebih lama dibandingkan dengan bahan dasarnya. Keawetan ini disebabkan oleh asam
lakiat, khususnya maupun asam-asam yang lain yang diproduksi oleh bakteri asam laktat selama
fermentasi dapat menekan pertumbuhan bakteri pembusuk maupun patogen. Disamping asam yang
dihasilkan temnyata sejumlah spesies bakteri asam laktat juga mampu menghasilkan  berbagai
komponen yang memiliki sifat antagonis terhadap bakteri lain, diantaranya bakteriosin, hidrogen
peroksida, dan diasetil. Pada buku ini akan disajikan cara isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat
yang terdapat pada berbagai bahan pangan, untuk lebih spesifiknya yaitu genera Lactobacillus,
Leuconostoc. Pediococcus, Streptococcus, dan Lactococcus. Pada paper ini penjelasan tentang cara-
cara identifikasi serta kuncinya banyak diadopsi dari buku berbahasa Jepang tentang Bakteri Asam
Laktat disusun oleh Kozaki, Uchimura dan Okada (Tokye University of Agriculture), sedangkan untuk
diskripsi masing-masing spesies bakteri asam laktat diambil dari buku The Genera of Lactic Acid
Bacteria yang diedit oleh Wood dan Holzapfel (1995).

Taksonomi bakteri asam laktat

Definisi yang tepat atau yang tanpa menimbulkan argumentasi untuk bakteri asam laktat
adalah tidak ada. Definisi yang didasarkan pada karakteristik yang umum dengan batasan-batasan
tertentu adalah hanya tepat untuk kelompok bakteri asam laktat tipikal. Sedang bakteri lain yang

. karakteristiknya mirip dengan bakteri asam laktat dikategorikan sebagai bakteri asam laktat atipikal.
Pada umumnya bakteri asam laktat didefinisikan sebagai kelompok bakteri yang membentuk asam
Jaktat, baik sebagai satu-satunya produk atau sebagai produk utama pada metabolisme karbehidrat.
Bakteri asam laktat masuk ke dalam kelompok bakteri Gram positif, tidak membentuk spora,
berbentuk bulat atau batang dan pada umumnya tidak memiliki katalase, meskipun kadang-kadang
ditemukan pseudo-katalase pada kasus yang amat jarang terjadi. Bakteri ini merupakan kemo-
organotropik dan tumbuh hanya pada media kompleks. Sebagai sumber energi utama adalah
karbohidrat yang dapat difermentasi.  Heksosa didegradasi terutama menjadi asam laktat
(homofermentatif) atau asam laktat dan produk lain seperti asam asetat, etanol, CO,, asam format,
asam suksinat (heterofermentatif). Bakteri asam laktat banyak ditemukan pada makanan (produk
hewani, daging yang difermentasi, adonan asam, fermentasi sayuran dan buah-buahan, silase,
minuman), pada tanaman, saluran pembuangan, jalur genital, jalur intestin maupun respiratori pada
manusia dan hewan.

Di bidang mikrobiologi pangan, taksonomi bakteri asam laktat yang didasarkan pada
pendekatan penotipik konvensional sebagaimana adanya masih tetap berlaku. Secara umum dapat
diterima bahwa genera yang termasuk di dalam bakteri asam laktat adalah Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococeus, dan Streptococcus. Namun perlu juga diketahui bahwa didasarkan pada revisi terbaru,
genera yang saat ini termasuk ke dalam bakteri asam laktat meliputi : Aerococcus, Carnobacterium
(Lactobaciilus atipikal), Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus;
Streptococcus, Tetragenococcus atau Pediococcus halophilus, dan Vagococcus (Tabel 1), Walaupun
telah lama diketahui bahwa beberapa bacilli juga memenuhi kriteria sebagai bakteri asam laktat, namun
bakteri ini tidak pernah dikelompokan ke dalam bakteri asam laktat. Pada mulanya genus
Bifidobacterium juga dimasukkan ke dalam kelompok bakteri asam laktat, namun didasarkan pada
kandungan mol % G+C pada DNA (bakteri asam laktat < 50 mol % G+C, Bifidobacterium > 50 mol %






ini sangat heterogen, kecuali 2ktif pada proses pembuatan kecap bakteri iji juga dapat rwmbuh pada
bir.

Genus_Leuconostoc

Ciri-ciri Leuconostoc adalah Gram positif, tidak membentuk spora, tidak motil, fakulatif
anaerob, seluruh spesies membutuhkan media yang kaya dengan faktor tumbuh dan asam amino.
Bentuk sel bervariasi tergantung dari kondisi pertumbuhannya. Pada medium glukosa, sel memanjang
dan lebih menyerupai lactobacilli daripada streptococci. Pada media susu, bakteri ini membentuk
kokoid. Sel dapat berada sebagai sel tunggal, berpasangan atau membentuk rantaian pendek. Spesies
ini banyak ditemukan pada tanaman, produk hewani, daging dan berbagai makanan hasil fermentasi.
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides memproduksi cksopolisakarida (dekstran) yang
berlebihan pada silase dan merupakan kontaminan utama pada pabrik gula. Spesies Leuconostoc
adalah heterofermentatif, dengan kondisi yang mikroaerofilik. glukosa akan dikonversi menjadi asam
laktat, etanol dan gas CO, melalui kombinasi jalur heksosa monofosfat (6-fosfo glukonat) dan pentosa
fosfat. Ensim kunci yang terdapat pada Lenconostos adalah glukosa 6-fosfat dehidrogenase dan xilosa-
S-fosfoketolase.

Genus Streptococcus dan _Lactococcus

Genus Streptococcus adalah Gram positif, sel berbentuk bulat dan ovoid, dengan ciri rantaian
atau berpasangan, fakultatif anacrob, katalase negatif, homofermentatif, membutuhkan nutrien yang
kompleks. Scjumlah spesies diketahui bersifat parasit terhadap manusia atau hewan dan beberapa
bersifat patogen. Didasarkan pada perbedaan serologi (Lancefield, 1933) streptococci digolongkan
menjadi : Streptococei laktat - Streptococci Grup N, Streptococci patogen - Grup A, B, C, dan
Enterococci - Grup D. Namun sejak 1993, antiserum grup N yang sebelumnya diproduksi oleh Institut
Pasteur Paris tidak lagi dijual dipasaran. Schleifer dkk (1985) didasarkan pada hibridisasi asam
nukleat, hubungan imunologi dari superoksida dismutase membagi streptococci menjadi = Genus
Streptococcus - true Streptococci, Genus Enterococcus - Enterococci, dan Genus Lactococcus - genus
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Isolasi

Bakteri asam laktat banyak ditemukan pada bahan pangan dan memiliki sifat fisiologis yang
sangat bervariasi. Dikarenakan sifatnya yang sangat bervariasi ini, tidak ada satupun jenis media yang
dapat digunakan untuk isolasi dan menumbuhkan seluruh bakteri asam laktat yang ada. Sampai
dengan saat ini satu-satunya media umum yang direkomendasikan untuk menumbuhkan bakteri asam
Jaktat adalah media MRS yang disusun oleh Man, Rogosa, dan Sharpe pada tahun 1960. Meskipun
media MRS cocok untuk menumbuhkan bakteri asam laktat yang berasal dari oral, hasil hewani dan
feses, media ini kadang-kadang tidak selalu berhasil apabila digunakan untuk isolasi bakteri asam
laktat dari sayuran dan biji-bijian. Beberapa isolat bakteri asam laktat baru 2kan tumbuh baik saat
MRS ditambah dengan ekstrak tomat sebagai sumber fruktosa. Beberapa isolat bakteri asam laktat
memerlukan fruktosa sebagai sumber karbon utama, khususnya untuk isolat-isolat yang habitat
alaminya dari lingkungan vegetatif yang banyak mengandung fruktosa. Beberapa Leuconostos darn
Lactobacilli yang berkaitan dengan minuman hasil fermentasi membutuhkan komponen ekstrak tomat
dikarenakan terdapatnya senyawa asam 4'-o-(B-D-glukopiranosil)-D(R)-pantotenat sebagai faktor
tumbuh. Sejumlah bakteri asam laktat juga sangat dipengaruhi oleh lingkungan alamiahnya, sehingga
media isolasi yang akan digunakan harus disesuaikan dengan asal isolat, contohnya bakteri asam laktat
yang diisolasi dari adonan roti atau dari bir membutuhkan maltosa sebagai sumber karbon.

Media yang lebih efektif yang dikembangkan untuk isolasi bakteri asam laktat adalah GYP
(glukosa-ekstrak yeast-pepton) yang ditambah dengan 1 % CaCO,. Penambzhan kalsium karbonat
ditujukan untuk seleksi bakteri asam laktat, bakteri yang tumbuh pada media ini akan memberikan
zona jernih disekitar koloni setelah inkubasi 2-3 hari.  Media isolasi bakteri asam laktat yang lain
adalah GYP yang ditambah dengan 10 ppm sikloheksimid dan 10 ppm, sodium azida (NaN,).
Sikloheksimid ditujukan untuk menghambat sistem sintesa protein pada eukariot (yeast dan jamur),
sedang sodium azida untuk menghambat rantaian respiratori dari mikrobia aerob.






terhadap 10 isolat. Untuk 10 isolat, diperiukan Kira-kira 600 ml medium basal (YP / yeast ekstrak-
pepton), dengan pH diatur 6,8. Untuk masing-masing sumber karbon ditimbang 25 gram dan ditambah
25 ml YP (konsentrasi masing-masing sumber karbon 1 %), selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, masing-masing 2 ml. Untuk inokulasi digunakan kultur yang berumur 24 jam, dari kultur yang
aktif ini diambil S00 u selanjutnya dimasukkan ke dalam S ml aquades steril. Pada ke-21 mabung yang
masing-masing berisi satu jenis karbon dan | tabung tanpa sumber karbon diinokulasi dengan 1-2 drop
kultur yang telah diencerkan 10x menggunakan drop pipet (pipet Pasteur). Inkubasi dilakukan pada
suhu 30 °C, selama 1/3/5 hari, tergantung dari tumbuhnya kultur. Asam yang dihasilkan selanjutnya
dititrasi dengan 0,1 N NaOH menggunakan campuran BTB dan NR yang dilarutkan dalam etanol,
sebagai indikator. Titrasi dihentikan apabila warna telah berubah dari merah menjadi kehijau-hijauan
(untuk isolat homofermentatif jumlah ml MaOH 0,IN yang diperlukan kira-kira 2 ml, sedang untuk
heterofermentatif jumlah NaOHnya lebih rendah), Asam yang dihasilkan (mg/ml) dihitung dengan
rumus sebagai berikut : (9,0 x ml(titrasi) x F/2).

Uji fisiologis

Pengaruh suhu. Untuk melihat pengaruh suhu terhadap pertumbuhban, isolat bakteri asam
laktat pada GYP diinkubasikan pada suhu 15, 25, 37, 45, 50 °C selama 1/3/5 hari tergantung kecepatan
tumbuhnya. Untuk uji pertumbuban dapat dilakukan dengan mengukur absorbansi kultur pada OD
(700 nm) atau dengan cara kualitatif yaitu menggunakan kertas yang diberi garis-garis yang diletakkan
dibelakang tabung reaksi tempat Kultur tumbuh pada saat pengujian. Apabila tumbuh subur garis-garis
tidak nampak dengan jelas, sedang apabila kultur tidak tumbuh garis akan nampak dengan jelas. Cara
yang lainnya adalah dengan titrasi menggunakan 0.1 N NaOH seperti pada uji asam dari berbagai
sumber karbon.

Pengaruh pH. Untuk melibat pengaruh pH awal media terhadap pertumbuhan, kultur
ditumbuhkan pada GYP dengan berbagai variasi pH awal mulai dari 3,5 s/d 9.5 selama 1/3/5 hari
tergantung dari jenis kultur. Uji terhadap pertumbuhan dilakukan seperti halnya pada uji pengaruh
suhu
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Tipe fermentasi

Uji fermentasi digunakan untuk menggolongan bakteri asam laktat ke dalam (1) kelompok
homofermentatif yaitu apabila produk utama fermentasinya hanya berupa asam laktat, dan (2)
kelompok heterofermentatif apabila produk fermentasinya tidak hanya asam laktat tetapi juga etanol,
gas, maupun asam-asam yang lain. Oleh karena itu untuk menentukan tipe fermentasi dapat dilakukan
dengan dua cara : (1) uji produksi gas, dan (2) uji etanol.

Uji produksi gas dilakukan dengan cara menumbubkan kultur pada 5 ml GYP cair selama 2-3
hari dengan tabung Durham diletakkan secara terbalik untuk menangkap gas yang dihasilkan.

Uji etanol dilakukan dengan cara menumbuhkan Kultur pada 5 ml GYP cair selama 2 hari,
kemudian dihitung jumlah asam laktat yang terakumulasi pada kultur dengan titrasi menggunakan 0,1
N NzOH dan etanol dengan Ethanol-Kit (Cat no. 176 290 Boehringer Mannheim). Caranya, kultur
disentrifugasi untuk memisahkan massa sel (massa sel yang terakumulasi di tabung bagian bawah
dapat digunakan untuk uji tipe peptidoglikan). Supematan yang jernih diambil, dan sejumlah 2 ml
dititrasi menggunakan 0,1 N NaOH, dengan indikator BTB dan NR dalam larutan etanol. Untuk
determinasi etanol, supernatan diencerkan 100 kalinya dengan aquades (100 ul ditambah aquades
sampai dengan 10 ml), selanjutnya diuji kandungan etanolnya berdasarkan prosedur yang tertera pada
Kit. Jumlah etanol yang terakumulasi pada supernatan dihitung berdasarkan rumus pada petunjuk
penggunaan Kit ini. Untuk selanjutnya dihitung perbandingan antara asam laktat serta etanol yang
terdapat pada kultur, tipe fermentasi ditentukan dengan cara demikian :

0,0 < [E/L] < 0,05:homofermentatif
0,05 < [E/L] < 0,30 : diuji lagi
0,30 < [E/L] < 0,51 : heterofermentatif
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