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Pengaruh Asam-asam Organik terhadap Pertumbuhan Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus dan

Lactobacillus casei (bakteri asam laktat)
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The effluent of organic acids on three Lactic Acid Bacteria (LAB) Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, and Lactobacillus casei at variable concentration has been investigated. All of
the LAB was inoculated on Nutrient Agar (NA) media added by acetic acid, succinic acid, and lactic acid
at concentration of 15.7-31.4 mmol/L, 15.7-31.4 mmol/L, and 15.7-31.4 mmol/L respectively regarding

organic acids concentration in the mouth or saliva.

The effect of those organic acids on each bacteria growth has been observed based on the onset of the
growth and the cell abundance after 24 hours incubation. Results of the research showed that performance
of three LAB responses against those organic acids were different. On the acetic acid and lactic acid
media, all of the LAB did not grow at 31.4 mmol/L and 57.3 mmol/L acid concentration respectively, while
on the growth media containing 10.1 mmol/L of succinic acid, only Lactobacillus acidophilus that has not

grown by lower cell abundance.
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PENDAHULUAN

Probiotik merupakan bakteri hidup vyang jika
dikonsumsi dalam jumlah tertentu dapat meningkatkan
kesehatan bagi inangnya (Anonim, 2002). Genus
Lactobacillus termasuk probiotik yang sering digunakan
baik dalam produk makanan, minuman, obat maupun
produk farmasi yang lain dan dikenal sebagai bakteri
asam laktat (BAL), karena kemampuannya menghasilkan
asam laktat

Penggunaan BAL telah dikenal selama berabad-abad
pada proses pembuatan produk susu fermentasi seperti
yogurt, kefir, yakult®, dan keju. Lactobacillus merupakan
bakteri Gram positif yang tidak berspora dengan selnya
berbentuk bacillus (batang) dan bersifat fakultatif
anaerob. Bakteri ini tergolong BAL yang dapat memecah
glukosa, laktosa atau golongan gula lainnya menjadi
asam laktat dan energi melalui proses metabolisme
anaerobik dengan bantuan enzim laktat dehidrogenase
(Salminen et al., 2004).

Disebutkan bahwa Lactobacillus bermanfaat bagi
kesehatan manusia, terutama bagi usus dan pencernaan.
Hal ini diungkapkan oleh Elie Metchinkoff (Deshpande,
2010) yang menyatakan bahwa keseimbangan mikroflora
merupakan aspek penting bagi kesehatan dan sejak tahun
1907 probiotik telah dikembangkan dalam berbagai
kemasan. Peran probiotik dalam dunia bio-industri
semakin berkembang, sejak ditemukan berbagai sediaan
yang mengandung multi kultur probiotik dengan
multifungsi untuk meningkatkan derajat kesehatan.
Probiotik yang mengandung Lactobacillus memiliki
banyak manfaat bagi tubuh, antara lain untuk terapi
defisiensi laktase, menjaga kesehatan saluran pencernaan,
meningkatkan imunitas pasien dan untuk menjaga
kesehatan mulut dan gigi.

Lactobacillus mampu menghasilkan suatu senyawa
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen di
dalam usus. Senyawa ini dikenal sebagai bakteriosin,
seperti casein yang dihasilkan oleh Lactobacillus casei
dan bulgariin yang dihasilkan oleh Lactobacillus
bulgaricus. Bakteriosin bekerja secara lokal di sekitar

tempat tumbuhnya Lactobacillus. Produksi bakteriosin
oleh Lactobacillus dipengaruhi oleh banyak faktor seperti
morfologi, kemampuan metabolisme bakteri dan
lingkungan tempat bakteri tersebut hidup (Jay, 1992).
Probiotik dikonsumsi per oral dan ditujukan dapat
mencapai usus dengan kadar tertentu (10°-10° cfu/mL).
Sebelum mencapai usus, Lactobacillus akan melewati
rongga mulut dan saluran pencernaan, karena itu bakteri
tersebut harus memiliki stabilitas yang memadai agar
jumlah koloni yang mencapai usus sesuai dengan kadar
efektif yang diinginkan. Sama halnya dengan kondisi di
dalam rongga mulut, bervariasinya pH dan kadar asam-
asam organik sangat berpengaruh terhadap stabilitas
Lactobacillus, seperti L. acidophilus, L. bulgaricus dan
L.casei.

Asam-asam organik dapat menurunkan pH di dalam
rongga mulut, yang berpengaruh pada pertumbuhan L.
acidophilus, L. bulgaricus dan L. casei. Asam-asam
organik tersebut antara lain, asam asetat, asam laktat,
asam suksinat, asam formiat dan asam butirat (Margolis
dan Moreno, 1992). Kedua bakteri tersebut akan mati,
jika terlalu asam atau terlalu basa, sehingga tidak dapat
menghasilkan antimikroba maupun berikatan dengan
musin di rongga mulut.

Uji stabilitas Lactobacillus terhadap asam-asam
organik dapat dilakukan di dalam media nutrient yang
ditambah dengan asam organik seperti asam asetat, asam
laktat, dan asam suksinat. Kadar asam-asam organik yang
ditambahkan ke dalam media nutrien disesuaikan dengan
kadar asam-asam organik di dalam saliva pasien karies
dan orang normal. Untuk asam laktat, kadar yang
ditambahkan adalah 1,0-5,5 mmol/L, asam suksinat 3,0-
75 mmol/L, dan asam asetat 16,0-35,0 mmol/L
(Margolis dan Moreno, 1992).

Penelitian terkait stabilitas L. acidophilus, L.
bulgaricus dan L. casei terhadap asam-asam organik di
dalam rongga mulut sangat menarik, karena dapat
digunakan sebagai data awal dan landasan ketika akan
dirancang atau dikembangkan suatu formula sediaan
probiotik baik dalam bentuk obat, maupun makanan.
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Penelitian ini bertujuan mengetahui stabilitas ketiga
spesies Lactobacillus tersebut di atas, terutama dari aspek
awal pertumbuhan dan kelimpahan koloni dalam media
dengan berbagai suasana pH akibat perlakuan dengan
asam organik, setelah diinkubasi pada waktu tertentu

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat. Bahan-bahan yang digunakan
meliputi media pertumbuhan mikroba nutrient broth
(Oxoid), nutrient agar (Oxoid), asam asetat, asam laktat
dan asam suksinat (pa). Isolat murni L. acidophilus, L.
bulgaricus dan L. casei diperoleh dati Institute Tropical
Disease, Universitas Airlangga.

Alat yang digunakan antara lain timbangan analitik
(Sartorius  BL 210 S), Thermoshaker (Gerhardt
BESTELL NR THL. 500 4356), inkubator (Menmert BM
500), jangka sorong (Tricle Brand), ose (sengkelit), pipet
mikro (Socorex), pH meter (Beckman 45 pH Meter),
Mixer (Barnstead Thermolyne Type 37600 mixer, otoklaf
(Pressure Stem Sterilizer 0,14 Mpa), Laminar Air Flow
Cabinet (Dalton DOV-T-DO A P6), colony counter
(Erma, Tokyo).

Preparasi Media. Nutrient broth (NB) digunakan
sebagai media. Asam asetat glasial sebanyak 3002,5 mg
dilarutkan dengan air suling hingga 50,0 mL untuk
membuat larutan induk asam asetat 1000 mmol/L, dan
Kemudian dibuat larutan asam asetat 15, 20, dan 30
mmol/L.

Ditimbang asam laktat sebanyak 4504,0 mg, dan asam
suksinat 5904,5 mg, masing-masing kemudian dilarutkan
dalam 50,0 mL air untuk membuat larutan induk asam
laktat 1000 mmol/L. Kemudian dibuat larutan asam laktat
dalam berbagai konsentrasi 1,0-55,0 mmol/L (1,25 dan
50 mmol/L) demikian pula untuk larutan asam suksinat
2,0-10,0 mmol/L (2,5, dan 10 mmol/L). Selanjutnya
larutan masing-masing asam organik disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Peremajaan biakan. Lactobacillus dari kultur
persediaan diremajakan pada media nutrient agar (NA)
dan diinkubasi pada suhu 37°C, setelah berumur 24-48
jam dapat digunakan. (Silva et al., 2005).

Observasi pertumbuhan. Diambil satu Ose biakan
Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus dan L. casei
masing-masing dari media hasil peremajaan, kemudian
digesekkan pada media NA yang telah ditambah asam
organik pada berbagai konsentrasi. Konsentrasi yang
ditambahkan sesuai dengan kadar asam-asam organik di
dalam saliva pasien karies dan orang normal. Rentang
konsentrasi asam organik masing-masing adalah 1,0-5,5
mmol/L, 3,0-7,5 mmol/L, 16,0-35,0 mmol/L masing-
masing untuk asam laktat, suksinat dan asetat.

Sebanyak 1,0 mL larutan asam organik steril
dicampurkan dengan 9,0 mL media nutrient agar steril
pada suhu 45°C, kemudian dicampur hingga homogen.
Setelah media memadat, bagian dasar petri ditandai
dengan dibagi menjadi tiga bagian, masing-masing untuk
BAL yang diuji. Selanjutnya, masing-masing biakan
digoreskan pada permukaan media sesuai tanda dengan
bantuan ose hingga membentuk garis lurus sepanjang 1
cm. Sebagai kontrol, ketiga BAL ditanam juga pada
media NA tanpa penambahan asam organik. Biakan

Majalah Farmasi Airlangga, Vol 6 No.2, Oktober 2008 54

Lactobacillus digesekkan pada bagian yang telah diberi
tanda, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan ketiga Lactobacillus dalam media NA
ternyata bervariasi. Pertumbuhan L. acidophilus tidak
sebaik L.bulgaricus dan L.casei (Gambar 1). Fenomena
ini dapat dijelaskan dari pengaruh nutrisi terhadap
pertumbuhan BAL. Media yang biasa digunakan untuk
pertumbuhan BAL antara lain Muller Hinton, NA, dan
MRS. Pada penelitian ini digunakan media NA, yang
merupakan media paling sederhana dan umum digunakan
untuk pertumbuhan bakteri. Untuk penelitian lanjutan,
sebaiknya digunakan media yang dapat menumbuhkan
dengan baik ketiga Lactobacillus tersebut. Namun
mengingat setiap pengamatan selalu digunakan media
NA sebagai kontrol, hasil yang diperoleh diharapkan
dapat menggambarkan pengaruh asam organik yang
ditambahkan ke dalam media NA. Seluruh pengamatan
dilakukan pada rentang waktu yang sama.

Dalam media NA yang mengandung asam asetat
masing-masing 15,7, 21,0 dan 31,4 mmol/L
Lactobacillus yang telah digesek dan diinkubasi selama
24 jam menunjukkan respon yang berbeda-beda. Koloni
L.acidophilus nampak tumbuh pada semua konsentrasi
dan optimal pada konsentrasi 15,7 mmol/L, menurun
kepadatan koloninya pada konsentrasi yang lebih tinggi,
sedangkan pada konsentrasi 31,4 mmol/L, ketiga koloni
tidak tumbuh. Pada konsentrasi 21,0 mmol/L, L.
bulgaricus masih bertahan, namun L. casei sama sekali
tidak tumbuh (Tabel 1 dan Gambar 1).

Pada media NA yang mengandung asam laktat masing-
masing 1,1, 32,2 dan 53,7 mmol/L, L. bulgaricus dan L.
casei tumbuh optimal pada konsentrasi 1,1 mmol/L,
namun pada konsentrasi 32,2 mmol/L kepadatan koloni
menjadi berkurang, sedangkan. L. acidophilus dan L.
casei sama sekali tidak dapat tumbuh. Pada konsentrasi
53,7mmol/L, ketiga Lactobacillus tidak dapat tumbuh
(Tabel 2 dan Gambar 2).

Pertumbuhan L.bulgaricus dan L.casei pada media NA
yang mengandung asam suksinat masing-masing 2,0, 5,0,
dan 10,Immol/L lebih baik dibandingkan dengan L.
acidophilus.  Pertumbuhan optimal terlihat pada
konsentrasi 2,0mmol/L (Tabel 3 dan Gambar 3). Sampai
dengan konsentrasi 10,1mmol/L, kedua Lactobacillus
tersebut masih mampu tumbuh, sementara L.acidophilus
tidak dapat tumbuh. Namun pada konsentrasi 2,0 mmol/L
dan 5,0 mmol/L, L. acidophilus masih dapat tumbuh,
walaupun pertumbuhan pada konsentrasi 2,0 mmol/L
tidak sebaik L.bulgaricus dan L.casei.

Tabel 1. Pertumbuhan Lactobacillus di media NA yang
telah ditambahkan Asam Asetat

Konsentrasi L. acidophilus L. bulgaricus L. casei
(mmoll) 1 2 3 1 2 3 1 2 3

15,7 +H+ o+ o+ + + + + o+
21,0 + o+ 4 + o+ o+ - - -
31,4 - - - - - - - -

Keterangan: (-) tidak ada pertumbuhan; (+) ada
pertumbuhan, tetapi kurang baik; (++) pertumbuhan baik;
(+++) pertumbuhan sangat baik
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Gambar 1. Pertumbuhan Lactobacillus pada media NA
mengandung asam asetat La=L. acidophilus;
Lb = L. bulgaricus; Lc=L. casei

Tabel 2. Hasil pengamatan pertumbuhan Lactobacillus
pada media NA yang mengandung Asam Laktat

Konsentrasi -. acidophilus L. bulgaricus L. casei
(mmoll) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
11 + 4+ o+ A+
32,2 e
53,7 - - - - - - - -

Keterangan: (-) tidak ada pertumbuhan; (+) ada
pertumbuhan, tetapi kurang baik; (++) pertuinbuhan baik;
(+++) pertumbuhan sangat baik

Lb

32,2 mmol/L 1,1 mmol/L

La Lc

Lc

53,7 mmol/L

KONTROL

Gambar 2. Pertumbuhan Lactobacillus pada media NA
yang mengandung asam laktat La=L. acidophilus;
Lb=L. bulgaricus; Lc=L. casei
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Tabel 3. Pertumbuhan Lactobacillus di media NA yang
telah ditambahkan asam suksinat

Konsentrasi L acidophiks L. bulgaricus L. casei

(mmol/L) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
2,0 + + + +H + + + +H+ +H+
50 + + + + + + + + +
10J + + + + + +

Keterangan: (-) tidak ada pertumbuhan; (+) ada
pertumbuhan, tetapi kurang baik; (++) pertumbuhan
baik; (+++) pertumbuhan sangat baik.

KONTROL

5,0 mmol/L

Gambar 3. Pertumbuhan Lactobacillus pada media NA
yang mengandung asam  suksinat, La=L.
acidophilus; Lb=L. bulgaricus; Lc=L. casei

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diuraikan di
atas, ketiga BAL yang mewakili bakteri probiotik
menunjukkan respon yang berbeda terhadap asam asam
organik yang biasanya dijumpai dalam saliva atau
rongga mulut. Pada kondisi normal pH saliva berkisar
6-7 (Shargel et al.,), sedangkan pada kasus gigi karies
pH dapat turun mencapai 5,5 (Walsh, 2009), karena
produksi asam yang berlebihan oleh bakteri patogen
dalam rongga mulut. Kemampuan BAL yang dalam
penelitian ini ditunjukkan oleh ketiga Lactobacillus
sebagai model probiotik, tetap bertahan hidup dalam pH
rendah, merupakan peluang untuk dikembangkan
sebagai mono atau multi kultur pada sediaan probiotik,
terutama untuk tujuan perawatan gigi, misalnya dalam
bentuk obat kumur, chewable gum atau pasta gigi.
Suplementasi kombinasi Lactobacillus ke dalam sediaan
makanan yang tahan asam juga sangat menguntungkan
terutama untuk tujuan memperbaiki keseimbangan
mikroflora  intestinal.  Menilik  ketiga ~ model
Lactobacillus tersebut, daya tahan L. bulgaricus tampak
relatif lebih besar dibandingkan kedua Lactobacillus
yang lain, namun dilihat dari variatif respon yang
dihasilkan oleh ketiga Lactobacillus tersebut, maka
sebaiknya digunakan multikultur, sehingga diperoleh
efek yang sinergi.  Penelitian lanjut tentang potensi
kedua kombinasi probiotik tersebut terhadap mikroba
patogen akan sangat bermanfaat dalam menunjang data
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ilmiah terkait fungsi probiotik. Hal ini sesuai dengan
kriteria probiotik, antara lain mampu memberikan efek
yang menguntungkan pada host, tidak patogenik dan
tidak toksik serta mampu bertahan dan tetap aktif
melakukan metabolism dalam usus atau pada pH
rendah.

Kesimpulan. Penambahan asam asetat, asam laktat
dan asam suksinat pada media NA sebagai media
pertumbuhan L. acidophilus, L. bulgaricus dan L. casei
dapat menyebabkan perbedaan pertumbuhan yang
secara kualitatif dinyatakan sebagai kerapatan koloni sel
dalam media padat. Lactobacillus acidophilus dapat
tumbuh baik pada media NA yang mengandung asam
asetat 15,7 mmol/L, tumbuh kurang baik pada asam
laktat 1,1 mmol/l dan asam suksinat 2,0 mmol/L.
Lactobacillus bulgaricus tumbuh sangat baik pada
media dengan asam laktat dan suksinat pada konsentrasi
masing-masing 1,1 dan 2,0 mmol/L. Pada media dengan
asam asetat 15,7 mmol/L, L. bulgaricus tumbuh kurang
baik, demikian respon Lactobacillus casei terhadap
asam. Perbedaan keduanya hanya terletak pada respon
terhadap asam asetat dan asam laktat masing-masing
pada konsentrasi 21,0 dan 32,2 mmol/L.
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