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ABSTRACT

Aflatoxins are mycotoxins that cause health problems when they contaminate food and feed. Aflatoxin B1
(AFB1) is the most potent naturally occurring carcinogen known in certain animal models. In an effort to develop a
practical method for aflatoxin detoxication, a preliminary study was carried out with lactic acid bacteria to
investigate their ability to bind the AFB1. The lactic acid bacteria whether viable or heat-killed has been tested in
vitro. The bacteria (1x10 1° CFU) were suspended in 1.5 ml of PBS containing 1.5 Al AFB1. The mixture was
incubated at 37°C for 60 min after which the suspension was centrifuged 3000 rpm for 30 min and the supernatant
was collected. The supernatant were then quantified utilizing high-pressure liquid chromatographic (HPLC) to
measure the AFB 1 binding affinities of the bacteria. In this study the viable Lactobacillus rhamnosus decreased
AFB 1 concentration by 69% in the liquid medium within 60 min. The viable L. rhamnosus was more efficient in
binding AFB 1 compared with heat-killed bacteria that removed 55% of AFB 1 under similar conditions.
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PENDAHULUAN

Aflatoksin adalah metabolit kapang yang dihasilkan
oleh Aspergillus flavus dan Aspergillus parasiticus
(ELLis et a1.,1991). Kapang banyak mencemari bahan
pakan dan pakan ternak termasuk jagung dan kacang
dimana dilaporkan hampir 80% dari sampel pakan yang
telah diteliti di Indonesia tercemar aflatoksin (GINTmIG,
1984; BAHRI et al., 1994).

Berbagai cara penanggulangan aflatoksin telah
banyak dilakukan diantaranya adalah dengan
mendegradasi aflatoksin pada bahan pakan secara
ekstraksi dengan bentonite, sinar UV, bakteri, jamur dan
ganggang (CEIGLER et al., 1966 and RUSTOM, 1979).
Beberapa inikroorganisme dilaporkan pula dapat
mengurangi cemaran aflatoksin baik secara in vitro
maupun in vivo (PIERIDES et a1.,2000; KANKAANKAA et
al., 2000), salah satunya adalah bakteri asam laktat
(Lactobaccillus spp.).

Lactobaccillus adalah bakteri gram-positip,
berbentuk batang dan memproduksi asam laktat. Strain
Lactobaccillus dapat dibedakan secara biokimia,
fisiologi dan serologi dan kebutuhan akan vitamin.
Media MRS dari de Man, Rogosa dan Sharpe dapat
digunakan untuk menumbuhkan strain bakteri asam
laktat. Beberapa strain bakteri asam laktat seperti
Lactobacillus acidophilus, Lactobaccillus gasseri,
Lactobaccillus rhamnosus, Lactococcus lactis
dilaporkan efekrif untuk mengurangi cemaran AFM I

pada media cair yang tercemar (EL-NEZAMI et al.,
1998). Bahkan dilaporkan bahwa L. rhamnosus strain
GG (ATCC 53103) dan L. rhamnosus strain LC-705
dapat mengurangi AFB 1 sampai 80% (LINE and
BEACKETT, 1994).

Mengingat tingginya kejadian cemaran aflatoksin
pada bahan pakan dan pakan ternak serta bahaya yang
ditimbulkan aflatoksin tersebut maka perlu dilakukan
upaya penangulangan untuk mengurangi tinglcat cemaran.
Tujuan penelitian ini adalah melakukan isolasi strain
bakteri asam laktat secara kultural dan di uji
kemampuatmya dalam mengurangi cemaran aflatoksin
secara in vitro.

METODOLOGI

Isolasi dan identifikasi bakteri asam laktat

Bakteri asam laktat (Lactobaccillus sp.) diisolasi
dari sampel susu secara kultural dengan mengacu
metode dari Sharpe (GIBBs and SKINNER, 1966). Sampel
susu ditumbuhkan pada media penyubur MRS broth
(Difco) yang mengandung 5% laktosa (w/v) dengan pH
6,4 dan diinkubasi pada suhu 42 ° C dengan selama 24
jam. Bakteri disubkultur pada media MRS agar (Difco)
sampai didapatkan koloni bakteri yang mumi.

Identifikasi bakteri asam laktat dilakukan secara
biolcimia yaitu dengan cara menumbuhkan bakteri pada
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media gula-gula yaitu arabinosa, celubiose, glukosa,
salicin, raffinosa, rhamnosa, sukrosa, xylosa, maltosa,
manitol, trehalosa (Difco) yang telah ditambah phenol
red dengan pH 6,4.

Uji pengikatan aflatoksin dengan bakteri secara in vitro

Uji pengikatan aflatoksin dengan bakteri asam laktat
dilakukan secara in vitro dengan menggunakan bakteri
asam laktat yang diisolasi dari susu mengacu metode El,-
NEZAMI et al. (1998). Pada uji ini digunakan bakteri
asam laktat hidup (live) maupun mati (heat-killed).
Pembuatan heat-killed bakteri dilakukan dengan cara
menempatkan suspensi bakteri pada penangas air panas
selama 1 jam dan kemudian dibiarkan dingin pada suhu
kamar sebelum digunakan untuk uji pengikatan secara
in vitro.

Strain bakteri yang digunakan (1 x 10 10 CFU)
disentrifugase pada putaran 3000-3500 x g selama 10-15
menit. Setelah disentrifugase, supematan dibuang dan
endapan (pelet bakteri) dicuci dengan larutan double
distilled water (DDW). Pelet bakteri disuspensikan dalam
1,5 1.1.g AFB1 dalam 1,5 ml PBS dan diinkubasikan pada
suhu 37° C selama 60 menit. Setelah diinkubasikan
suspensi bakteri dan AFB1 disentrifugasis kembali
dengan cara seperti diatas. Supematan dikoleksi dan
dianalisis kandungan AFB I yang terikat pada bakteri.
Pada uji in vitro ini dilakukan 3 kali ulangan (triplicate)
dan disertakan pula kontrol positip (AFB 1 disuspensikan
dalam PBS) dan kontrol negatip (PBS) juga bakteri
Stapylococcus aureus sebagai pembanding.

Analisis kandungan aflatoksin

Analisis kandungan aflatoksin pada supernatan
dilakukan dengan metoda high-pressure liquid
chromatographic (HPLC) atau thin layer
chromatography (TLC). Sebanyak 20 ml filtrat dari
supernatan ditambah dengan 1 gram Pb asetat kemudian
dikocok. Setelah tercampur rata disentrifuse, supernatan
dikoleksi dan ditambahkan 25 ml hexan. Hexan dibuang
dan endapan kemudian ditambah 20 ml chloroform dan
dikocok. Filtrat di saring dengan kertas saring
(Whatman no 41) yang sebelumnya telah diberi
Na2SO4 kering, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
florentin. Tabung florentin dipanaskan dan kemudian
dianalisis dengan HPLC.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri asam laktat (Lactobacillus spp.) dapat
diisolasi dari susu sapi, produk susu maupun saluran

pencernaan. Pada penelitian Mi bakteri bakteri asam
laktat diisolasi dari susu sapi. !soIasi Lactobacillus
rhamnosus dilakukan dengan media selektif MRS de
Man Rogosa dan Sharpe clan temperatur terbaik untuk
pertumbuhan bakteri ini adalah 42 0 C. Bakteri L.
rhatnnosus bereaksi positip pada media rhamnose,
selubiose, maltose, glukosa, manitol, salicin, trehalose,
sorbitol, xylose dan sucrosa dan bereaksi negatip pada
media arabinose clan raffinose (Glum et al., 1966).

Uji pengikatan aflatoksin secara in vitro ini,
digunakan L. rhamnosa, L. acidophilus dan
Staphylococcus aureus. Residu atlatoksin A1 7 13I yang
terikat pada bakteri dilakukan dengan menganalisis
supernatan dengan slat kromatografi cair kincrja tinggi
(KCKT)/high performance liquid chromatography
(HPLC). Hasil analisis residu allatoksin (A1:131) dalam
supernatan tercantum pada Tabel 1.

Dari hasil analisis tersebut di atas, terlihat bahwa
AFB1 tidak terdeteksi pada kontrol negatip sedangkan
pada kontrol positip konsentrasi AFB1 pada supernatan
bisa dikatakan hampir seluruhnya teranalisis yaitu
mencapai 100%. Konsentrasi AFI31 pada supernatan
terendah terdapat pada pcnggunaan bakteri L. rhamnose
baik hidup (live) maupun mati (killed) yaitu masing-
masing mencapai 0,31 vg/m1 dan 0,45n/ml. I3akteri L.
acidophilus ternyata tidak sebaik. bakteri uji yang
lainnya dalam mengikat allatoksin, ini dapat dilihat
bahwa konsentrasi residu AFI31 dalam supernatan
masih cukup tinggi, sebaliknya bakteri Staph. aureus
lebih baik dari L. acidophilus untuk mengikat aflatoksin
pada uji ini.

Berdasarkan hasil konsentrasi residu AFB1 dalam
supernatan yang diperoleh tersebut kemudian dihitung
prosentase tingkat efektivitas bakteri uji dalam mengikat
cemaran aflatoksin. Figure 1. menggambarkan
perbandingan prosentasi AFB I yang terikat pada
beberapa strain bakteri uji.

Prosentase pengikatan dihitung dengan cara sebagai
berikut: (Konsentrasi AFB 1 positip kontrol-Konsentrasi
AFB1 bakteri uji/Konsentrasi AFB1 positip kontrol X
100%) (KANKAAI'AA et al., 2000). Pada Figure 1.
terlihat bahwa bakteri L. rhamnosus dapat mengikat
AFB 1 dengan prosentase tertinggi yaitu mencapai 69%
diikuti dengan bakteri Staph aureus dan L. acidophilus.
Hasil penelitian EL-NAZAMI (1999) L. rhamnosus strain
GG dan strain LC-705 secara in vitro dapat mengikat
aflatoksin 80% dan 77% dalam waktu 60 menit.
Bedanya prosentasi pengikatan ini terjadi karena
pengikatan aflatoksin oleh bakteri tergantung pada
strain dan jumlah bakteri yang digunakan
(KANKAANPAA e/ al., 2000).

Pengikatan aflatoksin oleh bakteri hidup pada
penelitian ini hasilnya lebih baik daripada pengikatan
oleh bakteri mati. Hal ini berbeda dengan hasil
penelitian dari KANKAANPAA et a! (2000),' dimana
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penggunaan bakteri yang diberi perlakuan fisik dan
kimia untuk mematikan bakteri akan meningkatkan
aktifitas antiaflatoksigenik dari bakteri sehingga lebih
mudah untuk mengikat aflatoksin. Mekanisme
pengikatan aflatoksin oleh bakteri belum diketahui

dengan pasti tetapi secara in vitro diperkirakan bahwa
molekul aflatoksin akan terikat pada permukaan
komponen dinding sel bakteri sehingga menurunkan
kapabilitas perlekatan bakteri tersebut pada sel epithel
usus (KANKAAPAA et al., 2000).

Tabel 1. Konsentrasi residu AFBI dalam supernatan dianalisis dengan HPLC

Jenis Bakteri	 Perlakuan	 Konsentrasi AFB1 dalam supernatan (p.g/m1) b

Keterangan: a. 10 9 CFU/ml bakteri diinkubasi dengan 1,5 1.1g AFB1 dalam 1,5 ml PBS, selama 60 menit
b. Konsentrasi AFB I dalam supernatan diperoleh dari 3 kali ulangan ± SE
c. 1,5 pg AFBI dalam 1,5 ml PBS
d. L. rhamnose dalam PBS

Pengikatan AFB1

100.00 -

80.00 -

60.00 -

40.00 -

20.00

0.00 -

,c‘‘ 	 „c\
o 	

6cp 	 ,oc\Nera 	 rah`
	 6\s"

Figure 1. Prosentase AFB 1 yang terikat pada beberapa strain bakteri uji dalam medium cair secara in vitro
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KESIMPULAN

1. Bakteri Lactobacillus rhamnosus hidup (live) dan
mati (killed) dapat mengikat aflatoksin B1 (AFB 1)
secara in vitro.

2. Prosentase pengikatan AFB1 oleh L. rhamnosus
hidup lebih tinggi dibandingican dengan bakteri L.
rhamnosus mati.
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