KARYA ILMIAH

BAKTERI ASAM LAKTAT

[image: image4.emf] 

Glukosa  


Oleh:

Sri Agung Fitri Kusuma, M.Si., Apt

UNIVERSITAS PADJADJARAN 

FAKULTAS FARMASI

MEI 2009

1.  Bakteri Asam Laktat     

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang termasuk dalam filum Firmicute. Bakteri yang termasuk dalam kelompok ini adalah Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus dan Weissella (Jay, 1992). Kelompok bakteri ini termasuk bakteri Gram positif, tidak berspora, tidak berpigmen mesofil, serta  berbentuk kokus dan batang. Bakteri ini dapat hidup pada temperatur antara            5 – 50 ºC dan bersifat katalase negatif (Perry et al., 1997).
Nama bakteri asam laktat diperoleh dari kemampuannya dalam memfermentasi gula menjadi asam laktat. Bakteri asam laktat juga terdapat dalam tubuh manusia sebagai flora normal tubuh (Prescott et al., 2002). Selain pada manusia, bakteri ini juga dapat ditemukan pada produk sayuran dan susu. Habitat bakteri tersebut dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1  Habitat Bakteri Asam Laktat (Perry et al., 1997)
	Habitat
	Kelompok Bakteri
	Aktivitas atau produk

	Produk sayuran
	Streptococcus spp.,

Lactobacillus plantarum
	Pikel, sauerkraut

	Produk susu
	Streptococcus lactis,
Lactobacillus casei,

L. acidophilus, 

L. delbrueckii,

Leuconostoc mesentroides,

L. lactis
	Keju, susu, yoghurt

	Sistem pencernaan

(oral dan usus)
	Streptococcus salivarus,

S. mutans, dan
 Lactobacillus salivarus

Streptococcus faecalis
	Flora normal,

dental caries

Patogen pada saluran urin

	Vagina mamalia
	Streptococcus spp.,

Lactobacillus spp.
	Flora normal


2.   Metabolisme Bakteri Asam Laktat

Berdasarkan jalur metabolisme saccharolytic, bakteri asam laktat dapat dibedakan menjadi dua kelompok yaitu (Prescott et al., 2002) : 

1. Homofermentatif : Bakteri dalam kelompok ini akan mengubah heksosa menjadi asam laktat dalam jalur Embden-Meyerhof (EM), dan tidak dapat memfermentasikan pentosa atau glukonat. Jalur metabolisme homofermentatif ini dapat dilihat pada Gambar 2.1.

2. Heterofermentatif : Heksosa difermentasikan menjadi asam laktat, karbon dioksida, dan etanol (atau asam asetat sebagai akseptor elektron alternatif). Pentosa lalu diubah menjadi laktat dan asam asetat. Jalur metabolisme heterofermentatif ini dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1  Metabolisme Homofermentatif dari Bakteri Asam Laktat
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Gambar 2  Metabolisme Heterofermentatif dari Bakteri Asam Laktat

3.   Media Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat

Media selektif untuk pertumbuhan spesies bakteri asam laktat adalah deMan-Rogosa-Sharpe Agar (MRS Agar). Komposisi media MRS agar pada        pH 6,2 ± 0,2 dan suhu 25 °C dapat dilihat pada Tabel `1
Tabel 1  Komposisi MRS agar per liter (Atlas, 1993)

	No.
	Komposisi
	Jumlah

	1.
	Glukosa
	20 gram

	2.
	Pepton
	10 gram

	3.
	Agar
	10 gram

	4.
	Ekstrak daging
	8 gram

	5.
	Natrium asetat.3H​2O
	5 gram

	6.
	Ekstrak ragi
	4 gram

	7.
	K​2HPO4
	2 gram

	8.
	Triamonium sitrat
	2 gram

	9.
	MgSO4.7H2O
	0,2 gram

	10.
	Sorbiton monooleat
	0,05 gram

	11.
	MnSO4.4H2O
	1,0 ml


4.   Lactobacillus dan Streptococcus

Lactobacillus merupakan genus terbesar dalam kelompok bakteri asam laktat dengan hampir 80 spesies berbeda. Bakteri ini berbentuk batang panjang serta bersifat anaerob fakultatif dan katalase negatif (Prescott et al., 2002). Jenis Lactobacillus dapat dibedakan atas dua kelompok yaitu bersifat homofermentatif dan heterofermentatif. Spesies bakteri yang tergolong homofermentatif misalnya L. bulgaricus, L. lactis, L. acidophilus dan L. thermophilus. Sedangkan spesies bakteri yang tergolong heterofermentatif adalah L. fermentum (Fardiaz, 1989).

Streptococcus merupakan bakteri berbentuk bulat yang hidup secara berpasangan, atau membentuk rantai pendek atau panjang, tergantung pada spesies dan kondisi pertumbuhannya. Bakteri ini bersifat homofermentatif. Berdasarkan sifat fisiologi dan hemolitiknya, Streptococcus dapat dibedakan menjadi grup piogenik, viridan, laktat dan enterokokus (Perry et al., 1997). Perbedaan sifat kelompok bakteri Streptococcus dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2  Perbedaan Sifat Kelompok Bakteri Streptococcus (Fardiaz, 1989)

	Grup
	Hemo

lisis
	Pertumbuhan pada
	Contoh
	Catatan

	
	
	10ºC
	45ºC
	6,5% 

NaCl
	
	

	Piogenik
	+
	-
	-
	-
	S. agalactiae

S. pyogenes
	Mastitis pada sapi

Sakit tenggorokan, demam

	Viridan
	-
	-
	+
	-
	S. thermophilus

S. bovis
	Termodurik, starter keju dan yoghurt

Pada kotoran dan air liur sapi

	Laktat
	-
	+
	-
	-
	S. lactis

S. cremoris
	Starter keju, susu asam

Starter keju

	Enterokokus
	±
	+
	+
	+
	S. faecalis

S. duran


	Termodurik, proteolitik pada saluran usus

Proteolitik, kerusakan keju


5.  Senyawa Peptida Antimikroba 

Senyawa peptida antimikroba (Antimicrobial Peptide, AMP) adalah senyawa dengan bobot molekul rendah baik berupa protein atau peptida pendek yang memiliki aktivitas menghambat atau membunuh mikroba (antimikroba) (Marshall, 2003). Senyawa ini dapat dihasilkan oleh beberapa organisme prokariot seperti bakteri dan oleh organisme eukariot seperti invertebrata, tumbuhan dan hewan (Hancock et al., 1999).

AMP merupakan molekul kofaktor dalam sistem pertahanan tubuh dan sistem imunitas terhadap infeksi (Yeaman et al.,2005). Adanya perbedaan pada sel mikroba dan mamalia menjadi dasar selektifitas kerja AMP. Perbedaan tersebut meliputi komposisi dan struktur membran, energi potensial dan polarisasi transmembran, serta struktur sterol, lipopolisakarida (LPS) dan peptidoglikan (Epand et al., 1999). Keseimbangan interaksi elektrostatik dan hidrofobisitas AMP dengan sel targetnya menjadikan AMP bersifat toksisitas selektif. Dengan demikian penggunaan AMP dalam pengobatan tidak memberikan efek samping pada sel hospes (Hancock et al.,1999).

AMP membentuk struktur amfifatik (mengandung bagian hidrofil dan bagian hidrofob) dan bersifat kationik pada pH fisiologi (Hancock et al.,1999). Senyawa ini memiliki struktur dan urutan asam amino yang beragam, sehingga efektif dalam mencegah atau menghambat resistensi (Marshall, 2003). 

Umumnya molekul AMP mempunyai mekanisme kerja yang kompleks dan tidak identik. Selain menjadikan membran luar sel sebagai target, AMP juga menjadikan komponen di dalam sitoplasma sebagai target. Penggunaan AMP dalam bidang pengobatan sangat potensial, karena AMP dapat merekonstruksi sel target dan memiliki kemampuan antimikroba yang lebih kuat dibanding antibiotik biasa . Senyawa ini dapat (Yeaman et al., 2005) :

1. Meregulasi sel target untuk memodifikasi struktur di luar selnya agar lebih sensitif terhadap antibiotik. 

2. Mengatasi resistensi. 

3. Bekerja secara non-kompetitif dengan antibiotik biasa.
6 Bakteriosin

Bakteriosin merupakan senyawa peptida antimikroba yang berasal dari bakteri Gram positif dan Gram negatif. Bakteriosin dapat bersifat kationik, anionik dan netral. Senyawa ini disintesis dalam ribosom bakteri serta memiliki aktivitas bervariasi dalam spektrum antimikroba yang luas (Hancock et al., 1999). Bakteriosin merupakan peptida ekstraselular bioaktif atau peptida kompleks yang bakterisida atau bakteriostatik melawan spesies lain, terutama bakteri dengan strain yang berdekatan. Akan tetapi, dalam beberapa kasus, bakteriosin juga dapat melawan bakteri dengan strain yang berjauhan dengan bakteri penghasilnya (Oakey et al., 2000).

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang paling banyak menghasilkan bakteriosin. Secara umum, bakteriosin yang disekresikan oleh BAL merupakan peptida kationik kecil dengan 30 sampai 60 residu asam amino dan tahan terhadap pemanasan (Balasubramanyam et al., 1995). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, ditemukan sebanyak lebih dari 50 jenis bakteriosin berbeda yang dihasilkan oleh BAL. Beberapa bakteriosin dari BAL yang telah dikarakterisasi adalah Nisin yang dihasilkan dari beberapa strain Lactococcus lactis, Lactococcus A dan B dari Lactococcus lactis subsp. cremoris, Pediocin dari Pediococcus acidilactici, Lactacin dari Lactobacillus jhonsonii, Lactostrepsin dari Streptococcus cremoris, dan Curvacin dari Lactobacillus curvatus (Neetles et al., 1993).
6.1    Klasifikasi Bakteriosin

Bakteriosin yang diproduksi oleh bakteri asam laktat digolongkan dalam tiga kelas utama berdasarkan pada karakteristik biokimia dan sifat genetiknya, yaitu (Barefoot et al., 1993; Neetles et al., 1993; Tagg et al., 1995) :

1. Kelas I

Bakteriosin kelas ini disebut sebagai Lantibiotik. Peptida pada bakteriosin ini merupakan peptida berbobot molekul kecil (<5 kDa) yang dimodifikasi pada fase post-transkripsi dan mengandung satu atau lebih asam amino seperti lanthionine, E-Methyllanthionine serta residu dehydroalanine dan dehydrobutyrine yang didehidrasi. Berdasarkan gugus fungsional dan strukturalnya, lantibiotik dibagi dalam dua tipe yaitu tipe A dan B.

a. Lantibiotik tipe A merupakan peptida kationik dan diperpanjang dengan jembatan lanthionine. Peptida ini bekerja dengan mengganggu membran sel organisme target (contoh: nisin, subtilin dan epidermin).

b. Lantibiotik tipe B merupakan peptida berbentuk bulat dan lebih kecil (sampai 19 residu asam amino). Peptida ini bekerja dengan mengganggu fungsi enzim organisme target, seperti menghambat biosintesis dinding sel (contoh: mersasidin, duramisin dan aktagardin).
2. Kelas II

Merupakan peptida berbobot molekul kecil (<10 kDa) yang tidak mengalami modifikasi dan tahan terhadap panas. Bakteriosin kelas ini membentuk struktur helik (amfipatik) dengan variabel hidrofobisitas dan struktur E-Sheet. Peptida ini stabil dalam pemanasan 100°C - 121°C. Sejauh ini, lebih dari 50 bakteriosin kelas II dari bakteri asam laktat yang telah diisolasi dan dikarakterisasi. Pengelompokan bakteriosin kelas II meliputi :

a. Kelas IIa : Pediosin, merupakan subkelas paling besar dan paling banyak dipelajari. Peptida ini memiliki aktivitas anti-listerial yang kuat dan identitas paling besar dalam sekuensing (40-70%).

b. Kelas IIb : Bakteriosin dua-peptida, Bakteriosin ini membutuhkan kombinasi dua peptida untuk aktivitas antimikroba penuh. Aktivitas tersebut tetap ada walaupun digunakan peptida secara terpisah, tetapi sangat dipengaruhi oleh keberadaan peptida kedua. Kecuali pada peptida laktokosin G dan laktokosin 705 yang tidak mempunyai aktivitas antimikroba jika digunakan secara terpisah. 

c. Kelas IIc : Bakteriosin yang sec-dependent. Bakteriosin ini akan menyeberangi membran sitoplasma melalui jalur sekresi sec-dependent (contoh: asidosin B, divergisin A, bakteriosin 31, enterosin P, dan listeriosin 743A).

d. Kelas IId : Bakteriosin tanpa sekuensing utama. Tidak seperti bakteriosin lain, bakteriosin ini disintesis tanpa terminal N utama atau sinyal sekuensing. Subkelas ini terdiri dari dua komponen bakteriosin enterosin L50 dan peptida tunggal enterosin Q, yang diproduksi oleh Enterococcus faecium L50, dan Aurosin A70 oleh Staphylococcus aureus A70. 

e. Kelas IIe : Bakteriosin dengan peptida siklik. Berbeda dengan bakteriosin linear, bakteriosin ini menjadi siklik oleh formasi pengikat peptida kepala-ekor. (contoh: AS-48, gasserisin A, sirkularin A) 

f. Kelas IIf : Bakteriosin lain yang tidak dimodifikasi. Kelompok ini berisi bakteriosin kelas II lain yang tidak menyerupai struktur dan motif dari subkelas manapun.

3. Kelas III

Peptida yang berbobot molekul besar (>30 kDa) dan tidak tahan panas. Hanya beberapa bakteriosin dari kelas ini yang telah diidentifikasi (contoh: helvetisin J, helvetisin V, acidophilusin A, laktasin A dan B).
6.2    Biosintesis dan Sekresi Bakteriosin

Produksi bakteriosin memerlukan sedikitnya empat gen. Gen tersebut pada umumnya diatur oleh satu atau dua operon. Satu gen mengkode sandi prekursor peptida (prepeptida), kemudian gen kedua akan melihat imunitas organisme target. Gen ketiga akan mengkode ABC transporter (sebuah transporter membran), sehingga prepeptida akan menyeberangi membran secara serentak. Akhirnya, gen keempat akan mengkode protein aksesori yang akan diperlukan saat mensekresikan bakteriosin (Barefoot et al., 1993). 
Histidin kinase diaktifkan oleh peptida penginduksi matang, dan meregulasi respon fosforilasi. Regulasi respon tersebut akan mengikat DNA dan mengaktifkan gen. Peptida prebakteriosin dan preinduksi akan melintasi membran secara berurutan. Biosintesis dan sekresi bakteriosin dapat dilihat pada  Gambar 3. (Neetles et al., 1993).
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Gambar 3. Biosintesis dan Sekresi Bakteriosin

6.3    Mekanisme Kerja Bakteriosin

Secara umum, bakteriosin dari bakteri Gram positif aktif melawan terhadap jenis bakteri Gram positif lain, walaupun pada beberapa jenis (seperti nisin) juga memiliki aktivitas terhadap bakteri Gram negatif ketika membran luarnya telah terpermeabilitas (Marshall, 2003). Lantibiotik tipe A dan sebagian bakteriosin kelas II merupakan peptida pengaktif membran yang menghancurkan integritas membran sitoplasma sel target melalui pembentukan pori. Bakteriosin ini akan menyebabkan kebocoran metabolit berberat molekul rendah atau pengusiran tekanan proton (Proton Motif Force, PMF) (Tagg et al., 1995).

PMF adalah gradien elektrokimia di atas membran sitoplasma yang terdiri atas potensial membran (ψ) dan gradien pH (pH), yang akan memandu sintesis ATP dan mengakumulasikan ion dan metabolit lainnya. Penurunan PMF sel target, yang diinduksi oleh aktivitas bakteriosin, akan membuat kematian sel melalui penghentian reaksi pembentukan energi.  Tingkat ATP dalam intraselular akan membuat sel tidak mampu mengangkut nutrisi, dan tidak mampu mempertahankan konsentrasi molekul kofaktor, seperti K+ dan Mg 2+, sehingga akan terjadi kematian sel (Neetles et al., 1993).

6.4    Peranan Bakteriosin 

Bakteriosin adalah senyawa peptida antimikroba yang mudah didegradasi oleh enzim proteolitik dalam sistem pencernaan manusia dan hewan. Bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat sangat menguntungkan dalam industri makanan terutama dalam produk makanan hasil fermentasi, karena aktivitasnya yang mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri kontaminan penyebab pembusukan dan penyakit yang ditularkan melalui makanan (food borne illness) (Barefoot et al., 1993). Penambahan bakteriosin dalam makanan selain untuk mencegah terjadinya pembusukan, juga untuk memperpanjang waktu penyimpanan makanan dan menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri patogen (Neetles et al., 1993).

 Jumlah spesies bakteri asam laktat yang telah dimanfaatkan dalam industri makanan cukup banyak, tetapi tidak semua spesies menghasilkan bakteriosin (Barefoot et al., 1993). Beberapa bakteriosin dari bakteri asam laktat dalam industri makanan adalah nisin, diplococcin, acidochilin, bulgarican, helventicin, lactacin, dan plantaricin (Neetles et al., 1993). 

Bakteriosin yang berasal dari bakteri asam laktat  dan digunakan sebagai biopreservatif mempunyai beberapa keuntungan yaitu :

1. Bakteriosin bukan bahan toksik dan mudah mengalami biodegradasi karena merupakan senyawa protein.

2. Penggunaan bakteriosin tidak membahayakan mikroflora usus karena mudah dicerna oleh enzim-enzim dalam saluran pencernaan.

3. Penggunaan bakteriosin dalam industri makanan dapat mengurangi penggunaan bahan kimia yang digunakan sebagai pengawet makanan.

4. Penggunaan bakteriosin sangat fleksibel; dapat berupa strain kultur bakteri penghasil bakteriosin atau senyawa bakteriosin yang telah dipurifikasi atau semipurifikasi (Balasubramanyam et al., 1995).
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