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ABSTRAK

Bakteri Asam Laktat (BAL) selama ini sudah banyak digunakan sebagai probiotik dan manfaat
lainnya yang baik bagi kesehatan manusia maupun hewan. Genus Lactobacillus terdiri atas banyak
spesies yang digunakan untuk fermentasi dan pengawet makanan. Dari 106 spesies Lactobacillus, 56
diantaranya berpotensi sebagai probiotik. Penelitian 1ni bertujuan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi BAL genus Lactobacillus yang diisolasi dari feses orangutan sumatera (Pongo
abelii) liar di Stasiun Penelitian Suaq Belimbing Aceh Selatan. Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah feses orangutan Sumatera (Pongo abelii) Liar di Stasiun penelitian Suaq
Belimbing Aceh Selatan. Isolasi bakteri di lakukan menggunakan media selektif yaitu de Man Rogosa
Sharpe Agar (MRSA). Koloni yang tumbuh pada media MRSA di amati morfologinya dan dilakukan
pewarnaan Gram serta dilakukan uji biokimia dengan mengguanakan KIT API 50 CHL. Analisis data
menggunakan program komputer Apiweb™ Version V-5.2. Hasil identifikasi menunjukan bahwa
isolat OUL merupakan spesies Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii, dengan identity 93,8 %.
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa terdapat BAL pada feses orangutan Sumatera
(Pongo abelii) Liar di Stasiun penelitian Suaq Belimbing Aceh Selatan terdapat Genus Lactobacillus.

Kata Kunci: Lactobacillus, Orangutan Sumatera(Pongo abelii), Suaq Belimbing

ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria (LAB) has many benefits for human and animal health and has been widely used
as a probiotic. One of the LAB is the genus Lactobacillus which consists of many species used for
fermentation and food preservation. This study was conducted to isolate and identify the LAB of the
genus Lactobacillus from the faeces of wild Sumatran Orangutan (Pongo abelii) at the Suaq
Belimbing Research Station in South Aceh. Bacterial isolation was carried out using Man Rogosa
Sharpe Agar (MRSA). Colonies that grew on MRSA media were observed for morphology and were
Gram stained. Biochemical tests were conducted using KIT API 50 CHL. Data analysis used the
Apiweb computer program Version V-5.2. The results showed that the OUL isolate was a species of
Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii, with an identity of 93.8%. Based on this, it can be
concluded that there is a Lactic Acid Bacteria of the Lactobacillus in the faeces of wild Sumatran
Orangutan (Pongo abelii) at the Suaq Belimbing Research Station in South Aceh.
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PENDAHULUAN

akteri asam laktat (BAL) telah lama

dikenal sebagai kelompok bakteri yang

menguntungkan. Pemanfaatannya sangat
luas baik untuk pangan maupun pakan. Bakteri
Asam Laktat terdiri dari genus Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Melissococcus,
Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus dan Weissella yang memiliki
morfologi, pH, suhu optimum, toleransi garam,
habitat serta potensi patogenitas yang berbeda
[1]. Lactobacillus merupakan genus terbesar
dalam kelompok BAL dengan hampir 80 spesies
berbeda. Jenis Lactobacillus dapat dibedakan
atas dua kelompok yaitu bersifat
homofermentatif dan heterofermentatif. Spesies
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bakteri yang tergolong homofermentatif
misalnya L. bulgaricus, L. lactis, L. acidophilus,
dan L. thermophilus, sedangkan spesies bakteri
yang tergolong heterofermentatif adalah L.
fermentum [2].

Sejak sekitar tahun 1989, BAL mulai
populer dipakai sebagai probiotik. Pemilihan
bakteri asam laktat sebagai probiotik sangat
berkaitan dengan sifatnya yang memenuhi
kriteria aman untuk dikonsumsi generally
recognized as safe (GRAS), dimana hal ini
merupakan syarat utama untuk probiotik [3] dan
kemampuannya untuk menghasilkan zat yang
dapat mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme lain. Probiotik didefinisikan
sebagai mikroorganisme hidup, jika konsumsi
dalam jumlah tertentu, memberikan manfaat
kesehatan di samping nutrisi dasar lainya [4].

Selama ini BAL sudah banyak digunakan
sebagai probiotik dan manfaat lainnya yang baik
bagi kesehatan manusia maupun hewan, namun
untuk orangutan belum banyak. Penelitian BAL
pada orangutan telah dilakukan, namun hanya
pada orangutan yang terdapat pada kebun
binatang, tempat penangkaran atau cagar alam.
Hasil penelitian terhadap orangutan Kalimantan
(Pongo pygmaeus) di Taman Safari Indonesia
ditemukan 5,9x10’ koloni bakteri asam laktat
[5], sedangkan pada orangutan Sumatera (Pongo
abelii) terdapat 7,2x10° koloni BAL, dengan
ciri-ciri bakteri Gram positif, cocus dan basil
[6]. Karakterisasi BAL pada orangutan sumetera
yang ada di kebun binatang bukit tinggi dengan
Gen 16S rRNA juga telah dilakukan oleh Hajar
et al (2016) ; hasil penelitian ini menunjukan
bahwa BAL pada orangutan Sumatera memiliki
karakter yang dekat dengan BAL strain
Lactobacillus  helveticus strain IMAUS50151
dengan tingkat homologi 89% [7]. Hasil
penelitian Septiarini ef al. (2011) bahwa BAL
dari feses orangutan (Pongo pygmaeus) mampu
menghambat bakteri enteropatogen (Escherichia
coli, Salmonella, dan Shigella) karena memiliki
aktivitas antimikroba [8].

Orangutan merupakan satu-satunya kera
besar yang hidup di Asia, sedangkan tiga
kerabatnya, yaitu gorila, simpanse, dan bonobo
hidup di Afrika. Namun saat ini jenis kera besar
itu sekitar 90% berada di Indonesia dan hanya
ditemukan di Pulau Sumatera dan Kalimantan.
Para ahli primata sepakat untuk menggolongkan

orangutan yang hidup di Pulau Sumatera ke
dalam spesies Pongo abelii dan spesies Pongo
pygmaeus yang menempati hutan-hutan dataran
rendah di Kalimantan [9]. Penelitian yang
dilakukan oleh terhadap orangutan sumatera
yang  terisolasi di  Tapanuli, dengan
membandingkan cranio-mandibular dan gigi
dari orangutan yang terlibat konplik dengan
manusia sebanyak 33 individu didapatkan
perbedaan yang kosisten antara orangutan
tapanuli dengan Pongo abelii dan Pongo
pigmeus. Analisis genom juga dilakukan
terhadap 37 sampel genom orangutan dengan
model jarak evolusi mengungkapkan bahwa ada
perbedaan antara orangutan tapanuli dengan dua
spesies orangutan lainya. Berdasarkan analisis
cranio-mandibular dan genom maka orangutan
diklasifikasikan menjadi tiga spesies. Spesies
baru diberi namaPongo tapanuliensis yang
populasinya terdapat di Batang Toru dengan
jumlah individu yang hidup lebih kurang 800
individu [10].

Menurut Rijksen & Meijaard (1999),
Singleton dkk. (2004) dan Wich dkk. (2008),
populasi orangutan pada saat ini mengalami
penurunan yang signifikan. Perkiraan jumlah
individu orangutan Sumatera (Pongo abelii)
sekitar 13.846 individu pada tahun 2016. Jumlah
populasi orangutan Kalimantan (P. pygmaeus)
diperkirakan sekitar 54.000 individu pada tahun
2008 dan untuk jenis anak P. pygmaeus
diperkirakan tinggal 3.000-4.500 individu.
Penurunan jumlah populasi yang besar ini
menyebabkan orangutan dimasukkan ke dalam
satwa yang dilindungi, bahkan sejak tahun 2000
IUCN Red List of Threatened Species telah
memasukkan orangutan Kalimantan ke dalam
kelompok satwa Endangered dan orangutan
Sumatera ke dalam  kategori  Criticaly
Endangered [14].

Gangguan saluran pencernaan merupakan
masalah yang paling sering ditemukan pada
satwa primata. Hasil identifikasi terhadap 9
sampel feses orangutan sumatera ditemukan
bakteri genus Salmonella dan Shigella dari dua
ekor orangutan. Satu ekor teridentifikasi
Salmonella, satu ekor teridentifikasi Shigella,
sedangkan sampel lainnya teridentifikasi bakteri
coliform sehingga dapat disimpulkan bahwa
orangutan yang berada di Pusat Pelepasliaran
Orangutan, Jantho terinfeksi bakteri Salmonella
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dan Shigella [15].

BAL pada orangutan liar kemungkinan
besar juga bisa digunakan sebagai salah satu
probiotik  yang  menjaga  keseimbangan
ekosistem usus dan dapat menekan pertumbuhan
bakteri enteropatogen agar tidak menjadi wabah
penyakit ketika pelepasan liar kembali
orangutan ke alam bebas. Jenis-jenis BAL pada
orangutan liar dapat dijadikan sebagai
indikator/parameter untuk  pelepasan liar
orangutan. Penelitian identifikasi BAL pada
orangutan sumatera liar yang ada di alam bebas
belum pernah dilakukan. Oleh karena itu
penelitian in1 dilakukan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi BAL genus Lactobacillus yang
diisolasi dari feses orangutan sumatera (Pongo
abelii) liar di Stasiun Penelitian Suaq
Belimbing Aceh Selatan.

METODE PENELITIAN

Sampel feses orangutan Sumatera (Pongo
abelii) liar diambil di stasiun penelitan Suaq
Belimbing Taman Nasional Gunung Leuser
yang terletak di kabupaten Aceh Selatan.
Sampel feses diambil secara aseptis dan
dimasukkan ke dalam plastik/botol steril, lalu
disimpan dalam cool box dan dibawa ke
laboratorium untuk dianalisis. Sampel feses
yang telah dikoleksi dilakukan pengenceran
secara berseri 10" — 10 menggunakan pepton
water steril. Hasil pengenceran sebanyak 1 ml
ditanam menggunakan metode pour plate pada
media selektif MRSA steril.

Isolasi Bakteri Asam Laktat

Isolasi bakteri dilakukan sesuai dengan
Standar Nasional Indonesia (SNI) ISO 68871:
2012. Sampel feses yang telah dikoleksi
dilakukan pengenceran secara berseri ditanam
menggunakan metode pour plate pada media
selektif MRS agar (MRSA) steril, yang masih
cair (£50°C) ke dalam cawan petri, cawan petri
diputar secara perlahan-lahan di atas meja untuk
mengaduk campuran media agar dengan sampel
pengenceran, selanjutnya cawan petri diinkubasi
ke dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24
jam. Koloni yang tumbuh dilakukan pengamatan
morfologi koloni berdasarkan bentuk (circular,
irregular, spindle, filamentous, rhizoid), tepian
(entire, lobate, undulate, serrate felamentous,

curled) elevasi (flat, raised, convex, umbonate)
dan warna koloni.

Pewarnaan Gram

Pewamaan Gram  dimulai  dengan
membersihkan gelas objek dengan
menggunakan alkohol 96%. Kemudian diambil
1 tetes akuades dan diletakkan di atas gelas
objek selanjutnya diambil koloni yang tumbuh
terpisah  pada media MRSA  dengan
menggunakan ose. Koloni dihomogenkan
dengan akuades di atas gelas objek dan fiksasi.
Kemudian preparat tersebut diberi pewarna
kristal vioiet selama 1 menit. Setelah itu,
preparat ditetesi lugol dibiarkan 1 menit dan
dicuci dengan etanol selama 20 detik. Preparat
ditetesi dengan safranin dan dibiarkan selama 1
menit. Selanjutnya, preparat dicuci dengan air
mengalir dan dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan. Setelah kering, preparat ditetesi
dengan minyak emersi dan diperiksa di bawah
mikroskop dongan pembesaran 1000x [16].

Uji Fermentasi Kit API 50 CHL

Uji  fermentasi  dilakukan  dengan
menggunakan kit API 50 CHL (API Bio
Merieux Perancis). Media API 50 CHL
merupakan media siap pakai yang mengandung
49 macam karbohidrat. Pengamatan atas dasar
uji dilakukan berdasarkan kemampuan isolat
bakteri asam laktat untuk memfermentasikan
atau bereaksi dengan karbohidrat yang
digunakan. Sel isolat BAL diperoleh melalui
sentrifugasi kemudian dibuat suspensinya pada
media suspensi. Masing-masing karbohidrat
pada API 50 CHL diinokulasikan dengan
suspensi isolat bakteri yang diuji. Inkubasi
dilakukan selama 48 jam pada suhu 37°C [17].
Terjadinya perubahan warna dari warna biru
menjadi  hijjau hingga kuning atau hitam
dinyatakan sebagai uji positif.

Analisis Data

Koloni LAB yang yang berhasil diisolasi
di lanjutkan identifikasi dengan pewarnaan
Gram, dan uji fermentasi menggunakan Kit API
50 CHL (4PI Bio Merieux Perancis). Analisis
data dilakukan dengan menggunalan program
komputer  Apiweb™ = Version  V5.2untuk
mengidentifikasi spesies.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Isolasi bakteri merupakan sebuah teknik
untuk mendapatkan koloni tunggal suatu bakteri.
Sampel feses orangutan sumatera diambil dari
satu ekor orangutan dalam satu kali pengambilan
di Stasiun Penelitian Suaq Belimbing. Isolasi
BAL asal feses orangutan Sumatera pada liar
dilakukan sesuai dengan Standar Nasional
Indonesia (SNI) ISO 68871: 2012. Koloni yang
tumbuh merata pada media setelah diinkubasi
selama 24 jam hanya pada pengenceran 10-*

dan 10— yang koloninya tumbuh terpisah,
sedangkan pada pengenceran yang lain
pertumbuhan  bakteri sangat padat dan

memenuhi semua permukaan media. Koloni
yang tumbuh pada media MRS agar dapat
dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Koloni BAL yang tumbuh pada
media MRSA, A=  pengenceran
10, B= pengenceran 10

Proses isolasi dilakukan dengan teknik
goresan.Kultur tumbuh terpisah diinokulasikan
pada media agar MRS dengan metode gores dan
diinkubasi pada inkubator dengan suhu 37 °C
selama 24 jam. Koloni BAL tunggal yang
tumbuh dimurnikan kembali dengan cara
menginokulasikan kembali koloni ke dalam
media MRS Agar secara goresan, kemudian
diinkubasi kembali pada inkubator.

Hasil isolasi didapatkan koloni BAL yang
tumbuh terpisah/tunggal.  Tahap
selanjutnya dilakukan dentifikasi makrokopis
dengan mengamati langsung morfologi koloni
yang meliputi

S€cara

bentuk (circular, irregular,
spindle, filamentous, rhizoid), tepian (entire,
lobate, undulate, serrate felamentous, curled),

elevasi (flat, raised, convex, umbonate), dan

warna. Hasil identifikasi makroskopis dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Identifikasi Isolat secara Makroskopik
Morfologi

Bentuk Tepian Elevasi Warna

1 OUL Bulat Rata Cembung Krem

No Isolat

Media agar MRS yang bersifat selektif,
yang menghambat pertumbuhan bakteri lain dan
mendukung pertumbuhan BAL. Dari hasil
identifikasi secara makrokopis didapatkan
koloni BAL dengan bentuk bulat, tepian rata,
elevasi cembungdan berwarna krem. Hal ini
sesuai dengan hasil penelitian Sya’baniar
(2017)yang melakukan isolasi BAL genus
Lactobacillus yang diisolasi dari feses orangutan
sumatera (Pongo abelii) di Kebun Binatang
Kasang Kulim Bangkinang Riau, dengan hasil
identifikasi secara makrokopi mendapat koloni
dengan bentuk bulat, tepian rata, elevasi
cembung serta berwarna krem [18].

Pewarnaan Gram

Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan
cara pengamatan langsung di bawah mikroskop
untuk mengamati morfologi dari sel BAL.
Identifikasi BAL secara mikroskopis dilakukan
dengan menggunakan pewarnaan  Gram.
Pewarnaan Gram digunakan untuk mengetahui
morfologi sel bakteri serta untuk membedakan
bakteri Gram positif (warna ungu) dan Gram
negatif (warna merah). Perbedaan warna
disebabkan oleh perbedaan komposisi dinding
sel. Menurut Campbel ef al. (2008) bakteri
Gram positif memiliki dinding sel yang lebih
sederhana dengan jumlah peptidoglikan yang
relatif banyak, sedangkan bakteri Gram negatif
memiliki peptidoglikan yang lebih sedikit dan
lebth komplek secara struktural, dengan
membran luar yang mengandung
lipopolisakarida (karbohidrat yang berikatan
dengan lipid) [19]. Hasil pewarnaan Gram bisa
dilihat pada Gambar 2.

Berdasarkan  hasil pewarnaan Gram
terhadap isolat yang sudah identifikasi secara
makrokopis didapatkan sel yang berbentuk
batang (basil) dan berwana ungu. Hal in1 sesuai
dengan ciri BAL yang merupakan kelompok
bakteri Gram positif yang disatukan oleh

[52]



Identifikasi Lactobacillus sp pada Orangutan Sumatera (Pongo abelii) Liar Menggunakan KIT API 50 CHL...

karakteristtk ~ morfologi, = metabolik, dan
fisiologis  tertentu. Secara umum BAL
merupakan kelompok Gram positif, tidak
memiliki spora, dengan bentuk coccus dan basil
yang menghasilkan asam laktat sebagai produk
utama selama fermentasi karbohidrat [20].
Tahap selanjutnya dilakukan wuji  biokimia
dengan menggunakan KIT API 50 CHL untuk
menentukan spesies dan genus dari BAL yang
sudah diidentifikasi secara makroskopis dan

mikroskopis.

Gambar 2. Hasil
Orangutan liar

Pewarnaan Gram BAL

Uji Fermentasi Kit API 50 CHL

API 50 CHL  digunakan  untuk
mengidentifikasi genus BAL hingga ke tingkat
spesies. Kit API testtersusun atas 49 tube yang
terdiri dari 49 jenis gula yang akan difermentasi
oleh 1isolat uji. Fermentasi ditandai dengan
perubahan warna indikator bromkresol ungu
menjadi  hijau kekuningan hingga kuning,
kecuali jenis gula nomor 25 (Esculin ferric
citrate) fermentasi ditandai dengan perubahan
warna menjadi hitam. (apiweb.biomerieux.com).
Hasil fermentasi isolat BAL OUL dapat dilihat
pada Gambar 3.

Hasil uji memperlihatkan bahwa isolat
BAL OUL asal orangutan liar dapat
memfermentasi 10 jenis gula, diantaranya D-
Ribose, D-Glucose, D-Fructose, N-Acetyl
Glucosamine, Esculin ferric citrate, D-Maltose,
D-Melibiose, D-Sacharose, D-Trehalose dan
Gentiobiose. Salminen (2004) menyatakan
bahwa kemampuan BAL untuk melakukan
fermentasi gula merupakan salah satu

karakteristik penting untuk identifikasi genus
BAL[20]. Winarno et al (2003) juga
menjelaskan bahwa sifat terpenting dari bakteri
asam laktat adalah kemampuannya untuk
memfermentasi gula menjadi asam laktat [21].

Gambar 3. Hasil fermentasi Kit API 50 CHL

Hasil identifikasi menggunakan API WEB
software V5.2. menunjukkan isolat OUL adalah

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii dengan
kemiripan 93,8% dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Identifikasi KIT API 50 CHL

No Isolat Identifikasi Identity(%)

Lactobacillus delbrueckii
1 OUL 93,8 %

ssp delbrueckii

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa
isolat OUL termasuk ke dalam kelompok
homofermentatif. Holzapfel (2014) menyatakan
bahwa genus Lactobacillus sebahagian bersifat
homofermentatif dan sebahagiannya lagi bersifat

hetereofermentatif, namun Lactobacillus
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delbrueckii ssp delbrueckii dan Lactobacillus
salivarius termasuk dalam kelompok
homofermentatif, sedangkan Lactococcus lactis
ssp lactis juga dikelompokkan dalam kelompok
homofermentatif [22].

Genus Lactobacillus terdiri atas banyak
spesies yang digunakan untuk fermentasi dan
pengawet makanan. Dari 106  spesies
Lactobacillus, 56 diantaranya berpotensi sebagai
probiotik [23]. Beberapa probiotik dari genus
Lactobacillus anatara lain L. achidophilus, L.
casei, L delbruecki, L. reuteri, L. brevis, L.
cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum, L.
plantarum, L. paracasei, L. farmicinis dan L.
jonsoni [24].

Selama pertumbuhannya, BAL dapat
memproduksi komponen metabolit, seperti asam

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dengan
menggunakam KIT API 50 CHL dapat
disimpulkan bahwa koloni bakteri asam laktat

genus Lactobacillus dengan spesies
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