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ABSTRAK

Bakteri asam laktat (BAL) dapat menghasilkan senyawa antibakteri dan enzim ekstraseluler
yang penting bagi kesejahteraan manusia. Bakteri ini dapat diisolasi dari bunga karena nektar
bunga dapat menyediakan energi dan karbon bagi bakteri tersebut. Meskipun penelitian terkait
sudah banyak dilakukan, isolasi bakteri asam laktat dari bunga masih memiliki potensi besar
dalam pengembangan sumber daya hayati mikroba di Indonesia, yang kaya akan
keanekaragaman tumbuhan berbunga. Tujuan dari tulisan ini adalah memberikan informasi
tentang potensi bakteri asam laktat yang diisolasi dari bunga sebagai penghasil senyawa
antibakteri dan enzim ekstraseluler. Selain itu tulisan ini juga akan menguraikan metode
sederhana yang dapat diimplementasikan dan dikembangkan sebagai protokol penapisan potensi
bakteri asam laktat penghasil senyawa antibakteri dan enzim ekstraseluler. Studi pustaka ini
melibatkan pengumpulan dan analisis literatur dari berbagai database ilmiah, diklasifikasikan
berdasarkan subtopik yang relevan. Hasil menunjukkan bahwa BAL dari bunga dapat
menghasilkan senyawa antibakteri yang efektif melawan berbagai patogen, serta enzim
ekstraseluler yang berperan dalam berbagai aplikasi industri. Metode sederhana yang diuraikan
mencakup pengambilan sampel, isolasi, karakterisasi, uji antibakteri, dan aktivitas enzimatik.
Protokol ini memungkinkan laboratorium dengan sumber daya terbatas untuk melakukan
penapisan dan identifikasi BAL potensial, mendukung pengembangan produk berbasis mikroba
yang bermanfaat bagi kesehatan manusia dan industri. Penelitian ini mempercepat identifikasi
bakteri yang memiliki potensi antibakteri dan enzimatik, meningkatkan keamanan pangan, dan
memberikan manfaat kesehatan yang signifikan.

Kata Kunci: Bakteri Asam Laktat, Senyawa Antibakteri, Enzim Ekstraseluler, Isolasi Bakteri
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Bakteri asam laktat dikenal sebagai
bakteri baik yang banyak bermanfaat bagi
manusia. Manfaat bakteri asam laktat bagi
manusia antara lain sebagai bakteri
probiotik, berperan dalam pengawetan
makanan, meningkatkan nilai gizi dari
makanan, penghasil senyawa antibakteri,
dan lain-lain. Bakteri asam laktat yang
berperan  sebagai  probiotik  mampu
meningkatkan sistem pertahanan tubuh
manusia. Pada masa pandemi Covid-19
produk probiotik banyak diminati oleh
masyarakat dan dimanfaatkan untuk
melindungi tubuh dari serangan virus
tersebut.

Bakteri asam  laktat mampu
menghasilkan senyawa-senyawa
antibakteri dan enzim ekstraseluler sebagai
bagian dari  metabolisme hidupnya.
Senyawa ini sangat penting bagi
kesejahteraan umat manusia. Salah satu
sumber bakteri ini adalah adalah bunga.
Bakteri asam laktat dapat diisolasi dari
bunga karena bunga mengandung nektar
yang menjadi sumber energi dan sumber
karbon bagi bakteri asam laktat. Meskipun
penelitian berkaitan dengan hal ini sudah
banyak dilakukan namun penelitian ini
masih  menjadi potensi besar dalam
pengembangan potensi sumberdaya hayati.

Tujuan dari tulisan ini adalah
memberikan informasi tentang potensi
bakteri asam laktat yang diisolasi dari
bunga sebagai penghasil  senyawa
antibakteri dan enzim ekstraseluler. Selain
itu tulisan ini juga akan menguraikan
metode sederhana yang dapat
diimplementasikan dan dikembangkan
sebagai protokol penapisan potensi bakteri
asam laktat penghasil senyawa antibakteri
dan enzim ekstraseluler.

Hasil Penelitian

MATERI DAN METODE

Metode yang digunakan dalam
penulisan artikel ini adalah metode studi
pustaka. Literatur relevan dikumpulkan
dari berbagai database ilmiah seperti
Google Scholar, PubMed, Scopus, dan
ScienceDirect menggunakan kata kunci
terkait.  Literatur  yang  terpilih
diklasifikasikan berdasarkan subtopik,
seperti karakteristik bakteri asam laktat,
metode isolasi dan karakterisasi, aktivitas
antibakteri dan enzimatik, serta aplikasi
praktis. Literatur dianalisis untuk
memahami  metode,  hasil,  dan
kesimpulan, serta untuk menemukan
pola, keunggulan dan kesenjangan
penelitian yang telah dilakukan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri asam laktat (BAL)

Bakteri asam laktat (BAL)
seringkali berbentuk kokus atau batang,
termasuk Gram positif, tidak membentuk
spora, tahan terhadap kondisi asam, tidak
mempunyai katalase, dan produk akhir
dari fermentasi glukosanya berupa asam
laktat (Prasirtsak et al. 2013; Wang et al.,
2021). Selain itu, BAL merupakan salah
satu bakteri probiotik yang umum
digunakan. Fermentasi asam laktat dapat
meningkatkan kualitas nutrisi pangan dan
mempertahankan umur simpan bakteri
asam laktat (Chavan et al., 2018).
Meskipun terdapat lebih dari 60 genera
bakteri asam laktat yang berbeda, genera
yang paling umum ditemukan dalam
fermentasi makanan antara lain adalah
Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Weissella Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus.
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Namun, akhir-akhir ini terdapat
diskusi mengenai kemungkinan
menggabungkan famili Lactobacillaceae
dan Leuconostocaceae ke dalam satu famili
yang dikenal sebagai Lactobacillaceae.
Selain itu, genus Lactobacillus dipecah
menjadi 25 genera lain setelah klasifikasi
ulang (Wang et al., 2021).

Klasifikasi BAL didasarkan pada
karakteristik fermentasi glukosa
(homofermentatif dan heterofermentatif),
morfologi sel, jumlah gula yang dapat
dimanfaatkan, kisaran suhu optimum untuk
pertumbuhan, dan karakteristik produksi
asam (Ayivi et al., 2020). Berdasarkan
produk akhir  metabolisme glukosanya,
bakteri asam laktat dibagi menjadi 2
kelompok, vyaitu: bakteri asam laktat
homofermentatif dan heterofermentatif.
Bakteri asam laktat homofermentatif
menghasilkan asam laktat saja sebagai
produk akhir. Bakteri asam laktat
heterofermentatif  menghasilkan  asam
laktat, karbondioksida, dan etanol sebagai
produk akhir. Menurut Ayiyi et al (2020),
BAL juga dapat diklasifikasikan melalui
karakteristik  fisiologis, biokimia, dan
karakterisasi molekuler. BAL tersedia di
alam dalam bentuk susu fermentasi, daging,
sayuran, usus manusia dan hewan, tanah,
dan air. Perbedaan habitat dan asal usul
BAL telah mengubah ekologi BAL. Genera
bakteri asam laktat yang penting untuk
diketahui, yaitu: Tetragenococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Oenococcus,
Carnobacterium, Pediococcus,
Vagococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc dan Weissella (Patrick, 2012).

Bakteri asam laktat dikenal sebagai
bakteri baik bagi tubuh manusia. Daya
antagonis bakteri asam laktat terhadap
mikroba pathogen dan sifat fungsional
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bakteri asam laktat banyak dimanfaatkan
untuk meningkatkan kesehatan. Aktivitas
antagonis bakteri asam laktat terhadap
mikroba patogen meliputi: kompetisi
makanan, produksi asam organik
(misalnya asam laktat, asam asetat),
produksi metabolit penghambat atau
inhibitor seperti hidrogen peroksida dan
diasetil, serta  produksi  senyawa
antimikroba seperti bakteriosin (Patrick,
2012).

Bakteri Asam Laktat dan Aktivitas
Antibakteri

Supernatan isolat Lactobacillus
spp. (isolat 1- 6) yang diisolasi dari
ketimun  fermentasi dan  wortel
fermentasi memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium,
Escherichia coli fecalis, E. coli 12079,
Staphylococcus  aureus, Salmonella
thypimurium, dan Pseudomonas
aeruginosa dengan diameter
penghambatan pertumbuhan sebesar 20-
55 mm (Islam et al. 2020). Isolat 1
diisolasi  dari  ketimun  fermentasi
mengandung bakteriosin sebesar 40 kDa,
isolat 5 diisolasi dari wortel fermentasi
mengandung bakteriosin sebesar 30 kDa
(Islam et al. 2020). Lactobacillus spp.
(isolat 1 dan isolat 5) memiki
kemampuan menghambat pertumbuhan
bakteri patogen dengan menghasilkan
bakteriosin.

Supernatan isolat bakteri asam
laktat (isolat MA3 dan MA4) yang
diisolasi dari madu Apis mellifera
memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Listeria monocytogenes dan
Escherichia coli dengan diameter hambat
sebesar 12,05-12,07 mm (Putri et al.
2020).
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Kemampuan isolat MA3 dan isolat MA4
untuk menghambat pertumbuhan bakteri
disebabkan  kedua isolat  tersebut
menghasilkan  asam  organik  yang
menyebabkan kondisi lingkungan berada
pada kondisi asam (Putri et al. 2020). E. coli
lebih sensitif terhadap pH rendah karena
kondisi asam dapat merusak membran luar
dinding sel bakteri.

Supernatan Lactobacillus plantarum
(isolat BO1, BO8, BO10, BO16) yang
diisolasi dari ikan fermentasi bosou
(Malaysia) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium dengan diameter hambat
sebesar 8,4-13,67 mm (llyanie et al. 2022).
Keempat isolat tersebut sensitif terhadap
ampicillin, chloramphenicol, penicillin G,
dan tetracycline (llyanie et al. 2022). Empat
isolat (isolat BO1, BO8, BO10, BO16)
tersebut resisten dengan nalidixid acid dan
streptomycin (llyanie et al. 2022).

Bakteri asam laktat berhasil diisolasi
dari bunga pakan lebah madu hutan yang
tumbuh di Kupang (NTT), vyaitu
Lactobacillus kunkeei dan Lactococcus
lactis (Karyawati et al. 2018). Diduga
bakteri ini berasal dari bunga yang menjadi
sumber makanan lebah madu hutan
tersebut. Penelitian terhadap bunga Rosa
rugosa (Rugosa rose) berhasil memperoleh
isolat bakteri asam laktat, antara lain:
Fructobacillus fructosus, Lactobacillus
kunkeei, dan Lactobacillus brevis yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas
aeruginosa (Saleh 2020).
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Fraksi n-heksan, kloroform dan etil asetat
dari bunga kamboja mampu menghambat
pertumbuhan bakteri  Staphylococcus
aureus dan Salmonella typhi pada
konsentrasi 10% (Rupiniasih et al. 2019).

Meskipun telah banyak peneliti
yang berhasil menemukan isolat bakteri
asam  laktat  penghasil  senyawa
antibakteri, pencarian isolat bakteri asam
laktat penghasil senyawa antibakteri
tetap perlu dilakukan mengingat sifat dari
bakteri yang dapat beradaptasi dengan
cepat di lingkungan dan dapat
mengembangkan sifat resistensi bakteri
terhadap senyawa antibakteri. Isolat
bakteri tersebut juga masih perlu diuji
dengan serangkaian pengujian agar
memenuhi syarat untuk dijadikan sebagai
probiotik. Pengujian yang dilakukan bagi
bakteri asam laktat yang akan dijadikan
sebagai probiotik antara lain: uji
sensitivitas  bakteri, uji  ketahanan
terhadap kondisi lambung yang memiliki
pH asam, uji ketahanan terhadap garam
empedu, uji daya melekat bakteri
terhadap dinding mukosa usus, dan lain-
lain (Karyawati et al. 2019). Belum tentu
bakteri asam laktat yang mampu
menghasilkan  senyawa  antibakteri
tersebut  memenuhi  syarat  untuk
dijadikan sebagai probiotik.
Pencarian Bakteri Asam Laktat
Potensial Dari Bunga

Upaya pencarian bakteri asam
laktat yang mampu menghasilkan
senyawa antibakteri dapat dilakukan
dengan mengisolasi bakteri asam laktat
dari bunga. Bakteri asam laktat terdapat
pada bunga karena bunga mengandung
nektar.
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Nektar mengandung glukosa, fruktosa,
sukrosa, asam amino, nektarin, dan lemak
(Komosinska-Vassev et al. 2015). Bunga
merupakan tempat hidup yang baik bagi
bakteri asam laktat karena nektar bunga
mengandung glukosa sebagai sumber
energi dan sumber karbon bagi bakteri
asam laktat (Daeschel et al. 1987).

Olofsson dan Vasquez (2008)
berhasil mengisolasi bakteri asam laktat
dari 5 jenis bunga di Jonstrop, daerah
beriklim dingin di Swedia. Isolat bakteri
asam laktat dari bunga di Jonstrop antara
lain: Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus
spp., dan Bifidobacterium spp. Bakteri
asam laktat juga berhasil diisolasi dari
bunga di Tucson, daerah beriklim
kering/gersang  di  Arizona  (USA)
(Anderson et al. 2013). Isolat bakteri
tersebut antara lain: Lactobacillus sp.
Firm5, Lactobacillus kunkeei,
Enterococcus sp., dan Weissella sp.

Salah satu potensi tumbuhan obat
yang terdapat di wilayah Kupang yaitu
pohon kamboja. Pohon kamboja telah lama
digunakan dalam pengobatan tradisional.
Tanaman kamboja (Plumeria acutifolia
atau Plumeria acuminata atau Plumeria
rubra)  diketahui  berkhasiat  untuk
mengobati kencing nanah, bengkak serta
bisul (Ratnasari 2007).

Salah satu sumber bunga potensial
adalah Bunga kamboja (Plumeria alba L.).
Tumbuhan ini dikenal sebagai tanaman hias
penghasil nektar dan termasuk jenis
tanaman pakan lebah madu (de Lima et al.
2019). Lebah madu sering mengunjungi
bunga kamboja (Erwan et al. 2022).
Masyarakat Baduy (Banten)
mengumpulkan madu pahit dari lokasi
hutan dengan sumber nektar dari bunga
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kaliandra, mahoni, sengon, dan kamboja
(Pujiarti et al. 2021). Besar kemungkinan
bakteri asam laktat terdapat pada bunga
kamboja yang mengandung nektar dan
sering didatangi lebah madu.

Bunga kamboja juga  bisa

digunakan dalam pengobatan. Peneliti
terdahulu telah membuktikan bahwa
bunga kamboja memiliki aktivitas
antibakteri. Ekstrak etanol  bunga
kamboja dapat digunakan dalam
pengobatan faringitis yang disebabkan
oleh bakteri Streptococcus pyogenes,
konsentrasi ekstrak minimum yang dapat
digunakan yaitu 7,81 mg/mL (Jiwantono
et al. 2017). Ekstrak etanol bunga
kemboja juga dapat digunakan untuk
mengobati  penyakit disentri  yang
disebabkan oleh  Escherichia coli,
konsentrasi  ekstrak  yang  dapat
digunakan yaitu minimal 5% (Prihardini
dan Kristianingsih 2016).
Metode Sederhana Penapisan Potensi
Bakteri Asam Laktat Penghasil
Senyawa Antibakteri Dan Enzim
Ekstraseluler

Mengembangkan metode
sederhana untuk melakukan penapisan
potensi bakteri asam laktat sebagai
penghasil senyawa antibakteri dan enzim
ekstraseluler penting untuk
meningkatkan aksesibilitas dan efisiensi
penelitian. Metode yang tidak terlalu
kompleks dan tidak memerlukan
peralatan canggih memungkinkan lebih
banyak laboratorium, termasuk yang
memiliki sumber daya terbatas, untuk
terlibat dalam eksplorasi bakteri ini.
Proses penapisan yang cepat dan murah
juga mendukung skalabilitas penelitian,
sehingga lebih banyak sampel dapat diuji
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dalam waktu singkat, mempercepat
identifikasi ~ bakteri  dengan  potensi
antibakteri dan enzimatik.

Metode sederhana ini bermanfaat
bagi industri makanan, kesehatan, dan
farmasi untuk melakukan penapisan awal
secara in-house sebelum uji lanjut yang
lebih  kompleks dan mahal. Hal ini
membuka peluang kolaborasi lebih luas
antara  berbagai lembaga penelitian,
universitas, dan industri, mempercepat
penemuan dan aplikasi praktis dari bakteri
asam laktat yang potensial. Identifikasi
cepat bakteri ini juga mendukung
pengembangan produk berbasis mikroba,
meningkatkan keamanan pangan, dan
memberikan manfaat kesehatan yang
signifikan bagi masyarakat. Berikut akan
diuraikan secara singkat contoh metode
penelitian potensi bakteri asam laktat
sebagai penghasil senyawa antibakteri dan
enzim ekstraseluler.

Tahap I. Pengambilan Sampel. Pada
tahap ini sampel bunga yang diambil di
lapangan dimasukkan dalam wadah steril,
lalu ditempatkan dalam cool box dan harus
segera dibawa ke laboratorium.

Tahap Il. Isolasi Bakteri Asam Laktat.
Pada tahap ini sampel bunga (misalnya 25
g) dihaluskan dan dicampur dengan 225 mL
NaCl fisiologis steril (Rahayu dan Nurwitri
2012). Dibuat serial pengenceran larutan
bunga mulai dari 10! sampai 104, lalu 100
pL sampel dari setiap serial pengenceran
dikultur pada agar MRS yang diberi
penambahan 1% CaCOz (Karyawati et al.
2019). Kultur bakteri diinkubasi pada jar
anaerob dengan gas pack pada suhu 37°C
selama 48 jam.
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Tahap I11. Karakterisasi Koloni dan
Penentuan Isolat Bakteri Asam Laktat.
Koloni yang tumbuh pada cawan petri
dihitung jumlahnya dan dilakukan
karakterisasi koloni (bentuk, warna, tepi,
permukaan dan elevasi). Pemurnian
isolat bakteri yang membentuk zona
bening dilakukan dengan metode gores
kuadran. Penentuan isolat bakteri asam
laktat dilakukan dengan uji pewarnaan
Gram dan uji katalase (Karyawati et al.
2019). Pewarnaan Gram dan uji katalase
mengikuti metode yang dilakukan oleh
Varghese dan Joy (2014). Isolat yang
membentuk zona bening, termasuk Gram
positif dan menunjukkan reaksi negatif
pada uji katalase dinyatakan sebagai
isolat bakteri asam laktat.

Tahap IV. Uji Antibakteri. Pada
tahap ini dilakukan uji antibakteri dari
supernatan isolat bakteri asam laktat
dilaksanakan  menggunakan  metode
difusi agar (Jahangirian et al. 2013).
Isolat bakteri dikultur dalam MRS cair,
lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam. Supernatan isolat bakteri dipisahkan
dengan disentrifugasi pada 5000 ¢
selama 15 menit. Sebanyak 100 pL dari
setiap suspensi bakteri uji (E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923, S.
typhymurium ATCC 14028)
diinokulasikan di media Mueller Hinton
Agar (MHA). Lubang dengan diameter 6
mm dibuat di atas MHA menggunakan
pipet tips steril, lalu 50 uL supernatan
dimasukkan kedalam lubang dan
dibiarkan selama 30 menit. Selanjutnya
kultur bakteri diinkubasi pada 37°C
selama 24 jam. Diameter zona hambat
diukur dalam milimeter.
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Selain itu dilakukan uji antagonis
isolat bakteri terhadap bakteri uji dilakukan
dengan metode Kirby-Bauer (Dewi et al.
2019; Situmeang et al. 2017). Suspensi
bakteri uji dengan kekeruhan setara Mc
Farland 0,5 diinokulasi di atas permukaan
media MHA. Cakram kertas kosong
(Oxoid) diletakkan di atas permukaan
media MHA yang sudah diinokulasi bakteri
uji, lalu diteteskan 10 pL suspensi isolat
bakteri, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Diameter zona bening
yang terbentuk diukur menggunakan
jangka sorong.

Tahap V. Uji Aktivitas Enzim
Ekstraseluler. Uji hidrolisis pati, lipid, dan
kasein dilakukan terhadap isolat bakteri
mengikuti metode Sunatmo (2009). Isolat
bakteri diinokulasi pada medium MRS agar
yang sudah disuplemen dengan
pati/trigliserida tributirin/kasein sebanyak
1% dengan metode titik (dot method), lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam.
Terbentuknya zona bening di sekitar koloni
bakteri menunjukkan terdapatnya aktivitas
enzim ekstraseluler.

Tahap VI. Identifikasi Molekuler.
Pada tahap ini isolat bakteri dikultur pada
media MRS cair, kemudian diinkubasi pada
kondisi anaerob dengan suhu 37°C selama
24 jam. Selanjutnya 500 uL kultur bakteri
disentrifugasi pada kecepatan 16.000 g
selama 15 menit sehingga diperoleh sel
bakteri. Ekstraksi DNA bakteri dilakukan
dengan Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit
(Geneaid, Taiwan) sesuai prosedur yang
terdapat pada kit. Amplifikasi Gen 16S
rRNA  dilaksanakan  dengan  PCR
menggunakan primer universal 27F dan
primer 1492R (dos Santos et al. 2019).
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DNA hasil PCR dielektroforesis
pada gel agarosa, kemudian
divisualisasikan pada UV transluminator.
Kemurnian DNA hasil PCR dites
menggunakan Nanodrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA). DNA murni
dikirim ke 1%t Base DNA Sequencing
Division (Malaysia) untuk disekuensing.
Sekuen gen 16S rRNA disejajarkan dan
dibandingkan dengan sekuen gen yang
terdapat di Gene Bank menggunakan

software NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil
sekuensing DNA dianalisis

menggunakan software MEGA 7.0
(Kumar et al. 2016). Pohon filogenetik
dibuat menggunakan metode Neighbour
Joining dengan bootstrap 1000x.

PENUTUP

Simpulan

Bakteri asam laktat (BAL) dapat diisolasi
dari bunga dan berpotensi menghasilkan
senyawa  antibakteri dan  enzim
ekstraseluler yang bermanfaat bagi
kesehatan  manusia dan  industri.
Mengembangkan metode sederhana
untuk menapis potensi BAL penting
untuk meningkatkan aksesibilitas dan
efisiensi  penelitian.  Protokol yang
meliputi pengambilan sampel, isolasi,
karakterisasi, dan penentuan isolat
memungkinkan laboratorium dengan
sumber daya terbatas untuk terlibat
dalam eksplorasi BAL, mempercepat
identifikasi  bakteri potensial, dan
mendukung kolaborasi luas serta aplikasi
praktis dalam industri  makanan,
kesehatan, dan farmasi.
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