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Salah satu jenis kerang yang berpotensi dan

Isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat dari
induk abalon (Haliotis asinina) yang berpotensi
sebagai kandidat probiotik
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Sarkono, Faturrahman, Sofyan Y. 2010. Isolation and identification of lactic acid
bacteria from abalone (Haliotis asinina) as a potential candidate of probiotic.
7 The purpose of this study was to isolate, select and
characterize lactic acid bacteria (LAB) from abalone as a potential candidate probiotic
in abalone cultivation system. Selective isolation of LAB performed using de Man
Rogosa Sharpe medium. LAB isolate that potential as probiotics was screened.
Selection was based on its ability to suppress the growth of pathogenic bacteria,
bacterial resistance to acidic conditions and bacterial resistance to bile salts (bile).
Further characterization and identification conducted to determine the species. The
results showed that two of the ten isolates potential to be developed as probiotic
bacteria that have the ability to inhibit several pathogenic bacteria such as Eschericia
coli, Bacillus cereus dan Staphylococus aureus, able to grow at acidic condition and
bile tolerance during the incubation for 24 hour. Based on the API test kit, the both of
isolate identified as members of the species Lactobacillus paracasei ssp. paracasei.
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Sarkono, Faturrahman, Sofyan Y. 2010. Isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat
dari induk abalon (Haliotis asinina) yang berpotensi sebagai kandidat probiotik.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi, menyeleksi
dan mengkarakterisasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dari induk abalon yang
berpotensi sebagai kandidat probiotik pada sistem budidaya abalon. Isolasi selektif
BAL dilakukan menggunakan media de Man Rogosa Sharpe Agar. Isolat BAL yang
berpotensi sebagai probiotik diskrining. Pemilihan ini didasarkan atas
kemampuannya dalam menekan pertumbuhan bakteri patogen, resistensi terhadap
kondisi asam, resistensi terhadap bile salt (empedu). Selanjutnya dilakukan
karakterisasi dan identifikasi untuk mengetahui spesiesnya. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa 2 di antara 10 isolat yang berhasil diisolasi dari abalon
berpotensi untuk dikembangkan menjadi bakteri probiotik karena mempunyai
kemampuan menghambat beberapa bakteri patogen yaitu Eschericia coli, Bacillus
cereus dan Staphylococus aureus, mampu tumbuh pada kondisi asam dan toleran
terhadap cairan empedu selama inkubasi 24 jam. Berdasarkan uji API Kit, kedua
isolat teridentifikasi sebagai anggota spesies Lactobacillus paracasei ssp. paracasei.

Kata kunci: bakteri asam laktat, isolasi, identifikasi, Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei

Abalon banyak ditemui di Indonesia Bagian
Timur (Bali Lombok, Sumbawa, Sulawesi,
Maluku dan Papua). Di Pulau Lombok abalon

bernilai ekonomis adalah kerang mata tujuh.
Kerang mata tujuh (Haliotis asinina) disebut juga
abalon, awabi, mutton fish, sea ear dan dalam
bahasa daerah sasak (Lombok) disebut medau.
Abalon termasuk jenis kerang univalve (Cholik et
al. 2005) yang dagingnya mempunyai nilai gizi
cukup tinggi dengan kandungan protein sebesar
71,99%, dan lemak 3,20%. Cangkangnya juga
mempunyai nilai estetika yang dapat digunakan
untuk perhiasan, pembuatan kancing baju dan
berbagai bentuk barang kerajinan lainnya (Imai
1997).

banyak dijumpai di perairan pantai selatan
Lombok Tengah vyaitu Pantai Kute dan
sekitarnya. Selama ini abalon telah dieksploitasi
oleh penduduk setempat secara tidak selektif
sehingga mengakibatkan berkurangnya hasil
tangkapan dan dalam jangka panjang dapat
mengancam kelestariannya.

Upaya rekayasa teknologi budidaya abalon
mulai dari domestikasi, uji coba pematangan
gonad di bak terkontrol, pemijahan, pemeliha-
raan larva, dan penyiapan pakan larva sudah



dilakukan (Sofyan et al. 2005), namun kegiatan
tersebut belum memberikan hasil yang
memuaskan. Tingkat sintasan (kelulushidupan)
larva abalon pada bak pemeliharaan larva
sampai saat masih sangat rendah yaitu berkisar
1,0%. Mortalitas banyak terjadi pada stadia
planktonis hingga saat penempelan pada
substrat (minggu-minggu pertama). Sintasan
larva yang rendah salah satunya disebabkan
sistem filtrasi air yang kurang baik yang
mengakibatkan munculnya protozoa, cacing dan
berbagai jenis mikroorganisme patogen yang
dapat menyebabkan kematian larva.

Salah satu upaya untuk mencegah terjadinya
pergeseran populasi (split population) dan sekali-
gus menekan pertumbuhan mikroorganisme
patogen adalah dengan mempertahankan
keseimbangan alami mikroorganisme dalam
sistem pemeliharaan larva (Haryanti ef al. 1997)
melalui penambahan mikroorganisme probiotik
(Fuller 1989). Pencegahan penyakit berlangsung
dengan cara mengontrol pertumbuhan mikrobia
pathogen potensial pada saluran pencernaan
(Strompfova et al. 2005; Ihiguez-Palomares et al.
2007) dan sejumlah efek positif bakteri probiotik
termasuk immunomodulasi Wallace et al. 2003).
Pengembangan probiotik untuk budidaya abalon
akan lebih baik jika mikroba probiotik tersebut
indigenous abalon itu sendiri, sehingga dapat
dihindari permasalahan kemampuan adaptasi
mikroba tersebut pada bak pemeliharaan larva
dan saluran tubuh kerang mata tujuh pada saat
diaplikasikan. Oleh karena itu sangat penting
dilakukan  kajian mengenai isolasi dan
identifikasi bakteri indigenous abalon yang
berpotensi probiotik.

BAHAN DAN METODE

Isolasi strain BAL dari Kerang Mata Tujuh
Sebanyak 20 contoh induk jantan dan betina
kerang mata tujuh yang sehat diperoleh dari
Balai Budidaya Laut Lombok. Kemudian cairan
dari saluran pencernaan kerang diambil secara
steril sebanyak 1-10 g. Isolasi selektif BAL
dilakukan dengan metode Spread plate yang
dikembangkan oleh Brashear et al. ( 2003) dan
Ray et al. (1997). Sebanyak 1 g contoh
ditambahkan kedalam 10 ml deMan Rogosa
Sharpe (MRS) broth streril dan dicampur hingga
homogen. Suspensi kemudian disebarkan diatas
media MRS pH 5,5 plus 0,1% Na-azida yang
masing-masing ditambah kalsium karbonat 1%.
Selanjutnya  cawan-cawan  petri  tersebut
diinkubasi pada suhu 37 C selama 48 jam dalam

inkubator dalam suasana mikro-aerofilik. Koloni-
koloni tunggal yang tumbuh diambil dari masing
masing cawan dan ditransfer kedalam tabung
reaksi yang berisi 10 ml MRS broth. Kemudian
diinkubasi pada 37°C selama 18-72 jam untuk
mendapatkan  pertumbuhan  kultur  yang
maksimal. Kultur isolat digoreskan kembali
diatas media MRS agar pada cawan petri dan
diinkubasi pada 37°C selama 48 jam hingga
diperoleh koloni tunggal/ kultur murni. Pada
kultur murni ini dilakukan pewarnaan Gram
untuk identifikasi awal. Kultur bakteri asam
laktat yang diperoleh disimpan dengan suhu
beku. Stok yang akan digunakan disiapkan
dengan menumbuhkan isolat bakteri pada media
cair MRS dan diinkubasi pada 37°C selama 24-48
jam (Rahayu et al. 2004).

Uji daya antibakteri strain BAL

Isolat-isolat BAL yang didapatkan selanjutnya
diuji kemampuan antibakterinya terhadap mi-
kroba patogen yaitu Eschericia coli, Bacillus cereus
dan Staphylococcus aureus dengan metode
sumuran (well difusion assay). Masing-masing
isolat diperlakukan dalam bentuk supernatan
hasil fermentasi yang berisi metabolit ekstra-
selular, yang diperoleh dengan cara meng-
inokulasi kultur cair isolat bakteri asam laktat
sebanyak 2% ke dalam media cair deMan Rogosa
Sharpe (pH 6.5) kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 96 jam (Bar et al. 1987). Setelah
inkubasi dilakukan pengukuran pH, selanjutnya
kultur cair disentrifugasi menggunakan sentrifus
dengan kecepatan 3500 rpm selama 20 menit.
Supernatan yang diperoleh disterilisasi dengan
filter bakteri (diameter porous 0,2 pm, Whatman)
sehingga diperoleh metabolit ekstraseluler steril.

Uji antibakteri dilakukan dengan metode
difusi sumuran (well difusion) yang dikembang-
kan Djaafar et al. (1996) dan dimodifikasi Sarkono
et al. (2006), yaitu dengan penanaman bakteri uji
E. coli, B. cereus dan S. aureus pada cawan petri
berbeda dengan media nutrien agar keras yang
sudah memadat, selanjutnya ditambah media
nutrien agar lunak di atasnya. Setelah didingin-
kan selama 1 jam dalam kamar pendingin, diberi
sumuran dengan diameter 0,7 mm dan
dimasukkan supernatan isolat bakteri, diinku-
basikan pada 37°C selama 24-48 jam. Masing-
masing isolat yang terdapat zona jernih diukur
diamaternya.

Uji toleransi terhadap asam dan empedu
Isolat BAL vyang ekstensif menghambat
pertumbuhan  bakteri  patogen  diskrining



toleransinya terhadap asam dan empedu. Uiji
toleransi terhadap asam menggunakan metode
Brashear et al. (2003). Kultur segar BAL dipanen
dari MRS broth dengan sentrifugasi dan pelet
yang diperoleh dicuci dan disuspensikan dengan
phosphat buffer saline (PBS) steril. Masing
masing strain ditambahkan 4 ml PBS steril dan
pH disesuaikan pada pH 2, 4, 5 dan 7 (kontrol)
dan diinkubasi untuk 2, 4 dan 24 jam dalam water
bath pada suhu 37°C. Setelah tiap periode

(BAL) karena menghasilkan zona jernih pada
medium isolasi (Gambar 1), kemudian dilakukan
uji penguatan dengan menumbuhkan ulang
pada media MRS Agar ditambah CaCO3 1%.
Dari uji konfirmasi dengan menumbuhkan ulang
didapatkan hasil bahwa ke-10 isolat BAL mampu
tumbuh dengan baik dan menghasilkan zona
jernih di sekitar koloni. Hasil karakterisasi lebih
lanjut membuktikan bahwa ke-10 isolat diduga
kuat merupakan anggota bakteri asam laktat (Tabel

inkubasi, pertumbuhan strain dapat diketahui 1).

dengan mengukur absorbansi pada 620 nm. Hasil identifikasi pada tingkat genus
Uiji toleransi terhadap empedu menggunakan menegaskan bahwa keempat isolat yang

metode Gilliland et al. (1984). Kultur segar dari dikarakterisasi merupakan anggota genus

isolat BAL terpilih diinokulasikan kedalam
tabung yang mengandung MRS broth 10 ml
dengan kadar 0 (kontrol), 0.05, 0.15 dan 0.3 %
oxgall. Tabung inokulasi diinkubasi pada suhu
37 oC dalam water bath. Pertumbuhan isolat
diamati pada 2, 4, 6, dan 24 jam dengan
mengukur absorbansi pada 600 nm.

Identifikasi awal isolat dengan API

Identifikasi awal dilakukan terhadap isolat
BAL yang memiliki aktivitas penghambatan
terhadap pertumbuhan E. coli, B. cereus dan S.
aureus serta toleransi mereka terhadap asam dan
empedu. Isolat BAL terpilih diidentifikasi
melalui pola fermentasi dengan uji standar
analisis profile indeks dengan Kit API 50CHL
(Biomerieux 2009).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi selektif Bakteri Asam Laktat dari
Abalon

Dari proses isolasi dihasilkan 10 koloni yang
diduga merupakan isolat Bakteri Asam Laktat

Lactobacillus. Isolat-isolat tersebut mempunyai
karakter fenotipik antara lain bentuk sel batang
panjang, susunan sel berderet menyerupai pagar
dan sendiri-sendiri berserakan, reaksi gram
positif, tidak motil dan tidak membentuk
endospora (Sneath et al. 1986). Gambar sel
masing-masing isolat dapat dilihat pada Gambar
2.

Gambar 1. Koloni yang diindikasikan sebagai BAL
dengan zona jernih di sekitar koloni

Tabel 1. Hasil uji karakter penciri Bakteri Asam Laktat hasil isolasi dari abalon

Karakteristik penciri bakteri asam laktat

Isolat Sumber Bentuk sel 123;1:;1 Kata-ase Motilitas Endo-spora
OPA1 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA2 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA3 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA4 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA5 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA6 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
OPA7 Organ pencernaan Batang Positif Negatif Negatif Negatif
ALl Air laut Batang Positif Negatif Negatif Negatif
RL1 Rumput laut Batang Positif Negatif Negatif Negatif
KA1 Kotoran abalon Batang Positif Negatif Negatif Negatif
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Gambar 2. Reaksi Gram dan bentuk sel isolat BAL yang diisolasi kerang mata tujuh (abalon) dan habitatnya

Uji daya antibakteri strain BAL terhadap
bakteri patogen E. coli, B. cereus dan S. aureus

Hasil uji penghambatan pertumbuhan bakteri
indikator dengan metode difusi sumuran
menunjukkan bahwa tujuh daintara sepuluh
isolat memperlihatkan kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri indikator, ditandai dengan
terbentuknya zona jernih di sekitar sumuran
dengan ukuran yang bervariasi. Tiga isolat
memiliki kemampuan menghambat tiga bakteri
indikator sekaligus yakni isolat OPA3, OPA4 dan
ALl. Tiga isolate mampu menghambat
pertumbuhan dua bakteri indikator yaitu isolat
OPA5, OPA6 dan OPA7. Sementara itu hanya
satu isolat yang hanya mampu menghambat
pertumbuhan satu bakteri indikator yaitu isolat
OPA1, sedangkan tiga isolat lainnya yakni OPA1,
RL1 dan KA1l tidak mempunyai kemampuan
menghambat satupun bakteri indikator (Gambar
4).

Berdasarkan karakter zona penghambatan-
nya, sepuluh isolat yang diuji memperlihatkan
karakter penghambatan yang berbeda, namun
secara umum ada yang memperlihatkan zona
hambatan dengan pinggiran kabur (tidak tegas)
dan sebagian yang lain memperlihatkan zona
hambatan dengan pinggiran tegas.. Pinggiran
yang kabur menunjukkan bahwa metabolit aktif
yang terdapat dalam supernatan bersifat

bakteriostatik, yang hanya bersifat menghambat
pertumbuhan sel bakteri indikator tetapi tidak
membunuh sel. Menurut Rahayu (2004), zona
hambatan yang kabur kemungkinan merupakan
aksi dari asam dan komponen antibakteri lainnya
yang hanya bersifat bakteriostatik, karena
sebagian bakteri uji (indikator) tetap hidup pada
daerah zona jernih walaupun dengan
pertumbuhan yang sangat lambat. Sementara itu
zona hambatan dengan pinggiran yang tegas
mengindikasikan isolate mempunyai
kemampuan menghasilkan metabolit yang
bersifat bakterisida, dimana metabolit dapat
membunuh sel bakteri indicator. Hal ini
merupakan salah satu kemampuan yang
diharapkan dari bakteri probiotik sehingga lebih
dapat mengendalikan pertumbuhan bakteri
pathogen dalam aplikasinya.

| mE.coli

1 W Staph. aureus

Badillus cereus

Diameter Zona Hambat (mm)
(=2 l\sn‘\m)h o o~

OPA1 OPAZ OPA3 OPA4 OPAS OPAG6 OPA7 KA1l RL1 ALl
Jenis Isolat

Gambar 4. Grafik uji antibakteri supernatan isolat BAL
terhadap bakteri indikator Eschericia coli, Staphylococcus
aureus dan Bacillus cereus dengan metode difusi
sumuran (well diffusion)



Uji toleransi terhadap asam dan empedu

Berdasarkan hasil uji kemampuan
penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri
patogen pada tahap penelitian sebelumnya
kemudian diseleksi 2 isolat yang mempunyai
daya hambat terbaik untuk kemudian
dilanjutkan dengan wuji pertumbuhan isolat
dalam suasana asam dan empedu. Data yang
didapatkan dari uji ini berupa data absorbansi
dengan menggunakan alat spektrofotometer.
Adanya penambahan nilai absorbansi seiring
dengan penambahan waktu inkubasi
menunjukkan adanya pertumbuhan isolat BAL
yang diuji (Gambar 5).

Gambar 5 memperlihatkan bahwa kedua
isolat Bakteri Asam Laktat yang diuji
menunjukkan kemampuan tumbuh dalam
suasana asam yang relatif sama. Isolat OPA4 dan
ALl mempunyai kemampuan adaptasi yang
sangat baik terhadap suasana asam, karena
terjadi peningkatan pertumbuhan pada 3 level
pH dalam periode 24 jam. Pada pH 2 kedua
isolat tidak tumbubh, karena pH 2 merupakan pH

yang sangat ekstrim untuk petumbuhan
mikroorganisme, termasuk bakteri asam laktat
yang secara umum teradaptasi untuk hidup
dalam habitat dengan suasana pH yang cukup
rendah. Pada pH 4, 5 dan 7 kedua isolat mampu
tumbuh dengan baik, peningkatan pertumbuhan
yang eksponensial terjadi pada pengamatan jam
ke 24 karena adanya rentang waktu inkubasi
yang cukup panjang dari jam ke 4 sampai jam ke
24 sehingga terjadi pembelahan sel yang sangat
signifikan. Isolat OPA4 mencapai pertumbuhan
terbaik pada pH 7 sedangkan isolat AL1 pada pH
5. Bakteri asam laktat pada umumnya
menghendaki suasana pH sedikit dibawah pH
netral untuk pertumbuhan terbaiknya (Axellson
1998).

Hasil uji ketahanan isolat terhadap cairan
empedu menunjukkan bahwa keempat isolat
mempunyai kemampuan yang amat sangat baik,
karena terjadi peningkatan pertumbuhan pada
keseluruhan level konsentrasi empedu (0,05%;
0,15%; dan 0,30%) dalam periode 24 jam (Gambar
6).
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Gambar 5. Grafik uji pertumbuhan isolat terpilih dalam suasana asam selama waktu inkubasi 24 jam, (a) isolat
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Gambar 6. Grafik uji pertumbuhan isolat terpilih dalam cairan empedu selama waktu inkubasi 24 jam




Kemampuan tumbuh dalam cairan empedu
dari kedua isolat yaitu OPA4 dan AL1 belum
dapat dibedakan satu sama lain, hal ini diduga
karena konsentrasi empedu yang digunakan
masih sangat rendah. Uji ketahanan terhadap
cairan empedu ini menggunakan metode yang
dikembangkan oleh Gilliand et al. (1984) yang
menggunakan konsentrasi cairan empedu
sebesar 0,05%; 0,15%; dan 0,30%. Sebagai bahan
perbandingan, peneliti lain (Ljungh et al. 2002)
menguji ketahanan isolat Lactobacillus paracasei
subsp. Paracasei F19 pada 20% cairan empedu
dan masih menunjukkan adanya pertumbuhan
pada waktu inkubasi 2 jam.

Identifikasi awal isolat dengan API

Uiji biokimia dengan API Kit digunakan untuk
mengetahui karakter biokimia dari isolat BAL
yang diuji sehingga dapat digunakan untuk
kepentingan identifikasi. Karena kedua isolat
BAL yang diuji merupakan anggota genus
Lactobacillus, maka hanya digunakan Kit API
50CHL yang isinya adalah 49 jenis gula beserta
derivatnya ditambah dengan satu kontrol negatif
sehingga keseluruhan ada 50 jenis uji
(Biomerieux 2009). Secara visual Kit API 50CHL
direpresentasikan oleh Gambar 7.

Uji fermentasi gula-gula merupakan salah
satu proses karakterisasi yang sangat penting
pada genus Lactobacillus untuk mengetahui
keanekaragaman karakternya menuju
identifikasi spesies (Holt et al. 1994). Hasil uji
gula-gula dengan API kit terhadap 10 isolat hasil
isolasi berupa karakter positif (+) dan negatif(-)
yang keseluruhannya berjumlah 50 karakter,
kemudian dianalisis dengan program komputer
Apiweb™ Version 1.2.1 untuk mengidentifikasi
nama spesies.

Hasil uji menunjukkan bahwa setelah
inkubasi 48 jam isolat OPA4 dan ALl
memberikan hasil yang sama yaitu reaksi positif
pada gula nomor 5, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 19,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 31, 32, 34, 39,40, 41, 42
dan 47, selebihnya bereaksi negatif. Hal ini
menunjukkan tingkat kesamaan karakter yang
sangat tinggi antara kedua isolat, sehingga
dimungkinkan mereka berasal dari strain yang
sama, setidaknya merupakan anggota spesies
yang sama. Hasil uji yang berupa profil
fermentasi gula kemudian dianalisis dengan
program Apiweb™ version 1.2.1, hasilnya adalah
bahwa kedua isolat yang diuji merupakan
anggota spesies yang sama yaitu Lactobacillus
paracasei ssp paracasei. Spesies ini sangat dekat

hubungan kekerabatannya bahkan dianggap
sebagai neotype strain dari spesies Lactobacillus
lactis (Dellaglio et al. 2002). Menurut Vlieger et al.
(2009) anggota spesies ini sudah diaplikasikan
sebagai bakteri probiotik pada susu bayi
bersama-sama dengan Bifidobacterium.
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Gambar 7. Visualisasi hasil uji fermentasi gula dengan
Kit API 50CHL (a) isolat AL1 48 jam dan (b) isolat
OPAA4 48 jam

KESIMPULAN DAN SARAN

Sebanyak sepuluh isolat bakteri asam laktat
berhasil diisolasi induk Kerang Mata Tujuh dan
habitatnya. Setelah dilakukan seleksi didapatkan
dua isolat yang berpotensi untk menjadi
kandidat probiotik yaitu OPA4 dan AL1. Kedua
isolat mempunyai kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri enteropatogenik Eschericia
coli, Bacillus cereus dan Staphylococcus aureus
dengan luas zona hambat yang bervariasi,
mampu tumbuh pada kondisi asam dan toleran
terhadap cairan empedu selama inkubasi 24 jam.
Berdasarkan uji Kit API 50CHL dan dianalisis
dengan software Apiweb™ Version 1.2.1, kedua
isolat teridentifikasi sebagai anggota spesies
Lactobacillus paracasei ssp paracasei.

Isolat-isolat hasil penelitian ini yang potensial
untuk dijadikan kandidat probiotik pada sistem
pemeliharaan larva kerang mata tujuh (Haliotis
asinina) diharapkan dapat dipelajari lebih lanjut
agar dapat diketahui potensinya dalam
meningkatkan kelulushidupan larva kerang mata
tujuh secara in vitro dan in vivo, sehingga dapat
direkomendasikan sebagai bakteri probiotik
khususnya pada sistem budidaya kerang mata
tujuh di masa yang akan datang.
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