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Pendahuluan

Abstract: Lactic acid bacteria are included in the gram positive bacteria that
are widely distributed in the digestive tract of living things, such as in the feces
of the Pandan Luwak (P. hermaphroditus) and important role in improving the
microbial balance in the body. The purpose of this study was to obtain
phenotypic characters, types of bacteria and similarity relationship between
lactic acid bacteria from feces of Pandan Civet (P. hermaphroditus) in West
Kalimantan and lactic acid bacteria in the identification book Bergey's manual
of determinative bacteriology. This research was conducted by the method of
isolation and screening bacteria using MRSA media supplemented with CaCOs3
1%. Characterization of lactic acid bacteria based on morphological,
biochemical, and physiological characters in Bergey's Manual of Determination
Bacteriology. The results of the analysis using the MVSP (Multivariant
Statistic Package) program with SSM coefficients and the UPGMA method
obtained 44 bacterial isolates thought to belong to two genera, namely the
genus Lactobacillus and Bifidobacterium with three species, namely L. casei,
L. brevis and B. bifidum. The results of the analysis showed that 12 bacterial
isolates had a similarity index of 87,6% to L. casei, 17 bacterial isolates had a
similarity index of 92,2% to B. bifidum and 15 bacterial isolates had a
similarity index of 84,5% to L. brevis.
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pangan fermentasi.

Luwak pandan merupakan

Bakteri asam laktat termasuk dalam mamalia yang memiliki sistem pencernaan
bakteri gram  positif yang  memiliki kurang sempurna, sehingga menyebabkan
kemampuan dalam merombak senyawa hewan ini hanya mampu mencerna jenis pakan

hewan

kompleks menjadi senyawa yang sederhana
untuk menghasilkan asam laktat. Menurut
Desai (2008), bakteri asam laktat memiliki
sifat nonpatogenik, nontoksigenik, anaerobik,
dan tidak menghasilkan spora. Bakteri asam
laktat tersebar sangat luas, terutama pada
saluran pencernaan makhluk hidup. Afrianto
& Liviawaty (2005) menyatakan bahwa dalam
saluran pencernaan keberadaan bakteri asam
laktat memberikan pengaruh positif dalam
memperbaiki keseimbangan mikroba di tubuh.
Berdasarkan kajian Surono (2016), bakteri
asam laktat memiliki peranan utama dalam
fermentasi untuk menghasilkan asam pada
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seperti daging dan buah. Salah satu contoh
buah yang dimakan adalah buah kopi.
Hadipernata & Nugraha (2012) menyatakan
bahwa hasil dari biji kopi yang tidak dapat
tercerna oleh luwak akan keluar bersamaan

dengan feses saat proses ekskresi luwak
tersebut. Menurut Usman, Suprihadi, &
Kusdiyantini  (2015), pemanfaatan luwak

sebagai agen fermentasi dapat termasuk dalam
penyiksaan terhadap luwak yang
mempengaruhi kelangsungan hidupnya dan
kelestariannya di alam.

Upaya mengurangi pemanfaatan luwak
pandan sebagai agen fermentasi dapat
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dilakukan dengan isolasi bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan (P. hermaphroditus).
Berdasarkan penelitian Muzaifa et al., (2019)
tentang identifikasi fenotipik bakteri asam
laktat dari luwak (P. hermaphroditus) yang
diisolasi dari saluran pencernaan luwak terdiri
dari beberapa jenis bakteri asam laktat, yaitu
Lactobacillus brevis, Lactobacillus
fructivorans, Pediococcus pentasaceus, dan
Lactococcus lactis spp. lactis. Menurut
Nursulistyarini & Ainy (2014), identifikasi
dan Kklasifikasi numerik-fenetik dilakukan
untuk mengetahui karakteristik bakteri dengan
mengenal ciri taksonomik dan mengetahui
hubungan similaritas antar bakteri dengan
indeks similaritas >70% dapat dikelompokkan
menjadi satu spesies. Berdasarkan uraian
diatas, penelitian dilakukan untuk mengetahui
karakteristik dan kemiripan antar bakteri asam
laktat yang diisolasi dari feses luwak pandan
(P. hermaphroditus).

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian menggunakan sampel feses
luwak pandan yang dipelihara oleh warga di 3
lokasi, yaitu rumah warga di Jalan Angkasa
Pura, Desa Kapur dan Kuala Dua, Kabupaten
Kubu Raya, Kalimantan Barat. Sampel dibawa
dan diisolasi di Laboratorium Mikrobiologi,
Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan
limu Pengetahuan Alam, Universitas
Tanjungpura, Pontianak, Kalimantan Barat.

Isolasi bakteri asam laktat dari feses luwak
pandan (P. hermaphroditus)

Isolasi  dilakukan  dimulai  dengan
mengambil feses luwak secara aseptis terlebih
dahulu. Proses selanjutnya dilakukan dengan
cara 1 gr feses luwak pandan dimasukkan dalam
tabung berisi larutan garam fisiologis 0,9%
sebanyak 9 mL dan dihomogenkan dan menjadi
pengenceran ke 1 (10?). Selanjutnya dilakukan
pengenceran bertingkat hingga pengenceran ke
6 (10°). Proses selanjutnya inokulasi 1 mL
suspensi bakteri ke dalam cawan petri dari dua
seri pengenceran terakhir (duplo). Setelah itu,
cawan petri berisi 1 mL suspensi kultur bakteri
dimasukkan media yang sudah steril, yaitu
media MRSA tersuplementasi CaCO3z 1% dan
dibiarkan hingga agar memadat dan diinkubasi
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pada suhu 37°C selama 48 jam.

Koloni bakteri tumbuh memiliki zona
bening disekeliling koloni bakteri dan akan
dilakukan pemurnian dengan menggoreskan
pada media menggunakan metode kuadran yang
diinkubasi dengan suhu 37°C selama 48 jam
(Manalu et al., 2020). Koloni bakteri yang
tumbuh  dilakukan  dua  pengamatan.
Pengamatan secara makroskopis terhadap
koloni meliputi warna, bentuk, tepian dan
elevasi. Pengamatan secara mikroskopis
ternadap sel meliputi bentuk sel, susunan
sel, ukuran sel, pewarnaan endospora,
pewarnaan gram, uji biokimia, dan uji
fisiologis.

Pewaraan gram

Pewarnaan gram bakteri dilakukan dengan
1 ose bakteri asam laktat digoreskan pada gelas
objek, lalu difiksasi dengan ditambahkan 1 tetes
akuades dan dikeringanginkan atau dilewatkan
diatas api kecil, sehingga terbentuklah noda.
Langkah selanjutnya diteteskan pewarna kristal
violet di atas noda yang terbentuk dan
didiamkan selama 20 detik dan dibilas dengan
akuades, kemudian dilanjutkan  dengan
meneteskan larutan iodin pada apusan yang
didiamkan selama 60 detik. Setelah itu,
dilanjutkan dekolorisasi dengan etanol 95%
pada apusan selama 10-20 detik yang kemudian
dibilas dengan akuades selama 2 detik,
kemudian sebelum penetesan larutan
selanjutnya, suspensi dibiarkan selama 1 menit.
Selanjutnya, apusan diteteskan safranin yang
didiamkan 20 detik dan dibilas dengan akuades.
Tahapan selanjutnya gelas objek ditutup
menggunakan gelas penutup dan amati
menggunakan mikroskop. Hasil berwarna ungu
menandakan bakteri gram positif dan hasil

berwarna merah menandakan bakteri gram
negatif (Benson, 2001).
Pewarnaan endospora

Pewarnaan  endospora  menggunakan

metode Schaeffer Fulton yang dilakukan dengan
cara preparat apusan difiksasi pada gelas objek
dan ditetesi pewarna malasit hijau, serta
dipanaskan diatas menangas air selama 5 menit
yang bertujuan membantu pewarna untuk
masuk ke dalam dinding spora dan juga dijaga
agar tidak kering. Setelah itu, dilanjutkan
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dengan preparat dicuci selamaa 30 detik dan
sebagai pewarna pembanding preparat apusan
ditetesi dengan safranin, yang kemudian
dilakukan dengan pengamatan di bawah
mikroskop untuk melihat sporanya. Hasil dari
pewarnaan akan menunjukkan spora hijau

sedangkan sel vegetatif bakteri merah
(Muwarni, 2015).
Uji biokimia

Identifikasi bakteri dilakukan dengan
menggunakan uji biokimia.
Uji motilitas

Uji ini dilakukan dengan inokulasi secara
vertikal 1 ose isolat pada media SIM yang
diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 37°C.
Hasil positif bakteri tumbuh di bagian
permukaan media dan tidak pada bekas tusukan
saja dan jika hasil uji negatif maka bakteri
tumbuh sepanjang tusukan (Harley & Prescott,
2005).

Katalase

Uji ini dilakukan dengan mengambil 1 ose
isolat dan diletakkan pada gelas objek yang
diteteskan 1-2 tetes H.O. 3%. Jika katalase
positif akan terbentuk gelembung dan jika
bakteri negatif katalase tidak akan terbentuk
gelembung (Harley & Prescott, 2005).

Uji TSIA

Uji TSIA dilakukan dengan inokulasi 1
ose isolat ke media agar miring TSIA dan
ditusuk pada bagian tegaknya (butt), serta
digoreskan pada bagian miringnya (slant) yang
diinkubasi pada suhu 37°C dan selama 24 jam.
Jika bakteri memfermentasi glukosa, media
pada bagian tegak berwarna kuning dan pada
bagian miring berwarna merah. Bakteri dapat
memfermentasi laktosa dan sukrosa ketika
media pada bagian miring berubah menjadi
kuning. Jika selurun media TSIA berwarna
kuning (asam) menunjukkan adanya fermentasi
laktosa atau sukrosa ataupun keduaanya. Hasil
yang menunjukkan terbentuknya gas H,S terjadi
perubahan warna menjadi hitam (Lay, 1994).

Uji OF (Oksodatif Fermentatif)

Uji OF dilakukan dengan inokulasi 1 ose
isolat ke tabung berisi media OF yang ditutup
dan tidak ditutup dengan parafin yang
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Jika
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hasil pada media yang ditutup parafin akan tetap
berwarna hijau dan yang tidak ditutup parafin
berubah warna menjadi warna  kuning
menunjukkan  bakteri  melakukan  proses
metabolisme karbohidrat secara oksidatif. Jika
hasil yang ditutup parafin berubah kuning, maka
bakteri tersebut bersifat fermentatif (Lay, 1994).

Uji Indol

Uji indol dilakukan dengan inokulasi 1
ose isolat ke dalam media SIM dan inkubasi
pada suhu 37°C dan selama 24 jam. Selanjutnya,
pada permukaan media ditambahkan reagen
kovacs. Hasil positif terbentuknya warna merah
pada permukaan media dan hasil yang negatif
tidak mengalami perubahan warna merah
(Cappucino & Sherman, 2014).

Uji Tipe Fermentasi

Uji ini dilakukan dengan inokulasi 1 ose
isolat bakteri ke tabung reaksi berisi tabung
durham terbalik dan media MRSB yang
diinkubasi dengan suhu 37°C dan selama 48
jam. Hasil menunjukkan gas dalam tabung
durham, maka bakteri dapat memfermentasi
sebagian glukosa menjadi CO; selain asam
disebut bakteri heterofermentatif. Namun, jika
hasil menunjukkan tidak terdapat gas dalam
tabung durham, maka disebut bakteri
homofermentatif (Harley & Prescott, 2002).

Uji Sitrat

Uji sitrat dilakukan dengan inokulasi 1
ose isolat pada media SCA dan inkubasi dengan
suhu 37°C selama 48 jam. Hasil positif dilihat
dengan media menjadi warna biru (Lay, 1994).

Uji Gula-Gula

Uji gula-gula dilakukan dengan inokulasi
1 ose isolat ke tabung yang berisi inulin,
glukosa, galaktosa, laktosa, maltosa, sukrosa,
fruktosa, trehalosa, manitol dan sorbitol
(Ginting et al., 2018) yang diinkubasi dengan
suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif dilihat
dengan media menjadi berwarna kuning (Lay,
1994).

Uji fisiologis
Identifikasi  bakteri
menggunakan uji fisiologis.
Uji pertumbuhan pada suhu
Uji dilakukan pada suhu 4°C, 10°C, 37°C

dilakukan dengan
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dan 45°C dengan inokulasi 1 ose bakteri dalam
tabung berisi MRSB yang diinkubasi selama 24
jam (Widodo, 2019). Hasil pertumbuhan bakteri
diamati berdasarkan kekeruhan yang tampak
(Cappucino & Sherman, 2014).

Uji pertumbuhan pada kadar NaCl

Uji dilakukan pada kadar NaCl yang
berkonsentrasi 4%, 6,5% (Thakkar et al., 2015),
dan 18% (Widodo, 2019) dengan inokulasi 1
ose bakteri dalam tabung berisi media MRSB
tersuplementasi NaCl yang diinkubasi pada

suhu 37°C dan selama 24 jam. Hasil
pertumbuhan bakteri diamati berdasarkan
kekeruhan yang tampak (Cappucino &

Sherman, 2014).

Uji pertumbuhan pada pH

Uji dilakukan pada pH 5, 7 dan 9 dengan
inokulasi 1 ose bakteri dalam tabung berisi
MRSB dengan pH bervarasi yang diinkubasi
pada suhu 37°C dan selama 24 jam. Hasil
pertumbuhan bakteri diamati berdasarkan
kekeruhan yang tampak (Cappucino &
Sherman, 2014).

Analisis Data

Data yang diperoleh untuk klasifikasi
numerik-fenetik diatur pada Microsoft Excel
2010 yang dianalisis menggunakan program
MVSP (Multivariant Statistic Package) dengan
menggunakan Simple Matching Coeficient
(Ssm), metode UPGMA (Unweighted Paired
Group Method with Aritmetic Averages), dan
disajikan dalam bentuk dendrogram.

Hasil dan Pembahasan

Isolasi bakteri asam laktat dari feses luwak
pandan (P. hermaphroditus)

Hasil yang diperoleh pada proses isolasi
dan skrining dari sampel feses luwak pandan (P.
hermaphroditus) diambil sebanyak 44 isolat
bakteri asam laktat dan koloni bakteri memiliki
warna putih, berbentuk bulat, dan terdapat zona
bening di sekitar koloni bakteri yang tumbuh.
Isolat bakteri tersebut memiliki kode isolat yaitu
7 isolat pada pagi hari di Angkasa Pura (PGM 1,
PGM 2, PGM 3, PGM 4, PGM 5, PGM 6 dan
PGM 7); 6 isolat pada siang hari di Angkasa
Pura (SGM 1, SGM 2, SGM 3, SGM 4, SGM 5
dan SGM 6); 6 isolat pada sore hari di Angkasa
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Pura (SRM 1, SRM 2, SRM 3, SRM 4, SRM 5
dan 6); 4 isolat pada pagi hari di Desa Kapur
(PGK 1, PGK 2, PGK 3 dan PGK 4); 4 isolat
pada siang hari di Desa Kapur (SGK 1, SGK 2,
SGK 3 dan SGK 4); 4 isolat pada sore hari di
Desa Kapur (SRK 1, SRK 2, SRK 3 dan SRK
4); 5 isolat pada pagi hari di Kuala Dua (PGI 1,
PGI 2, PGI 3, PGI 4 dan PGI 5); 4 isolat pada
siang hari di Kuala Dua (SGI 1, SGI 2, SGI 3
dan SGI 4); dan 4 isolat pada sore hari di Kuala
Dua (SRI 1, SRI 2, SRI 3 dan SRI 4).

e

- o
N

Gambar 2. Hasil kultur bakteri

Karakterisasi morfologi bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan

Hasil yang diperoleh dari 44 isolat bakteri
asam laktat, terdapat bakteri memiliki perbedaan
pada  karakter  morfologis.  Pengamatan
karakterisasi secara morfologis pada bakteri
asam laktat dari feses Luwak Pandan terdapat
koloni memiliki warna putih, bentuk bulat,
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tepian rata, elevasi pada 13 isolat cembung dan
33 isolat datar, bentuk sel basil, susunan sel
berpasangan, dan ukuran sel 0,2-52 pm.
Pengamatan  karakter = morfologis  secara
mikroskopis bakteri memiliki bentuk sel basil.

Gambar 3. Bentuk sel bakteri

Karakterisasi biokimia bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan

Hasil pengamatan karakter biokimia 44
isolat bakteri asam laktat dari feses luwak
pandan (P. hermaphroditus) diamati
berdasarkan beberapa uji biokimia yaitu gram
positif, tidak memiliki spora, tidak motilitas,
katalase negatif, pada uji TSIA didapatkan hasil
H>S negatif dengan slunt dan butt kuning, pada
uji OF didapatkan hasil 44 isolat fermentatif,
indol negatif, tipe fermentasi bakteri 16 isolat
homofermentatif dan 28 isolat heterofermentatif
dan sitrat negatif. Hasil uji gula-gula dalam
pengamatan karakter biokimia pada 44 isolat
bakteri terdiri dari uji inulin negatif, glukosa
positif, pada uji galaktosa 38 isolat positif
dengan 6 isolat negatif (PGM 1, PGM 2, PGI 1,

PGI 3, SGI 2 dan SRI 2), pada uji laktosa 15
isolat negatif dan 29 isolat positif, maltosa
positif, sukrosa 43 isolat positif dan 1 isolat
negatif (SGK 4), fruktosa positif, pada uji
trehalosa isolat 14 negatif dan isolat 30 positif,
pada uji manitol 32 isolat negatif dan 12 isolat
positif, serta pada uji sorbitol 25 isolat negatif
dan 19 isolat positif.

Karakterisasi fisiologi bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan

Hasil karakter fisiologi bakteri asam
laktat dari feses luwak pandan (P.
hermaphroditus) dilakukan berdasarkan tiga uji
yaitu uji pertumbuhan pada perbedaan suhu,
kadar NaCl, dan pH yang diamati berdasarkan
kekeruhan media MRSB pada tabung reaksi.
Media yang keruh menunjukkan adanya
pertumbuhan bakteri dan media yang tidak
keruh menujukkan tidak adanya pertumbuhan
bakteri. Uji pertumbuhan pada perbedaan suhu
didapatkan hasil 22 isolat tumbuh dan 22 isolat
tidak tumbuh pada suhu 4°C, 40 isolat tumbuh
dan 4 isolat tidak tumbuh (PGM 1, PGM 2,
SRM 1 dan SGK 4) pada suhu 10°C, 44 isolat
tumbuh pada suhu 37°C, serta terdapat 43 isolat
tumbuh dan 1 isolat tidak tumbuh (SRI 4) pada
suhu 45°C. Uji pertumbuhan pada perbedaan
kadar NaCl didapatkan hasil 44 isolat tumbuh
pada kadar NaCl 4% dan 6,5%, serta 23 isolat
tumbuh dan 21 isolat tidak tumbuh pada kadar
NaCl 18% (Tabel 4.1). Uji pada pertumbuhan
bakteri dengan perbedaan pH didapatkan hasil
44 isolat tumbuh pada pH 5, 7, dan 9.

Tabel 1. Karakter bakteri asam laktat dari feses luwak pandan pada Daerah Angkasa Pura

Karakter Karakter Biokimia Karakter Fisiologi
Kode Morfologi
Isolat . Ukuran Tipe Ma 40 10° 45° NacCl
Elevasi Sel (um) Fermentasi Gal Lak Suk Tre n Sor C C C  18%
PGM 1 Datar 0,5-2,6  Heteroferme - - + - - - - - + +
ntatif
PGM 2 Cembung 0,5-1,3 Heteroferme - - + + - - - - + -
ntatif
PGM 3 Datar 0,4-1,2 Heteroferme + + + + - + - + + +
ntatif
PGM 4 Datar 0,5-1,9 Heteroferme + + + + - + - + + +
ntatif
PGM 5 Datar 0,3-1,5 Heteroferme + + + + - + - + + +
ntatif
PGM 6 Datar 0,6-2,1 Homoferme + + + + - + - + + +

ntatif
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PGM 7 Datar 0,6-2,2 Homoferme + + + + - + - + + +
ntatif

SGM 1 Datar 0,7-2,0 Heteroferme + + + + - - - + + +
ntatif

SGM 2 Datar 0,7-2,3 Heteroferme + + + + - + - + + +
ntatif

SGM 3 Datar 0,7-2,1 Homoferme + + + + - + - + + +
ntatif

SGM 4 Cembung 0,9-2,5 Homoferme + + + + - + - + + +
ntatif

SGM 5 Datar 1,0-2,7 Heteroferme + + + + - - - + + +
ntatif

SGM 6 Datar 0,6-3,0 Homoferme + + + + - - - + + +
ntatif

SRM 1 Datar 0,6-2,8 Heteroferme + + + + - - - - + +
ntatif

SRM 2 Cembung 0,6-5,2 Heteroferme + + + + - - - + + +
ntatif

SRM 3 Datar 0,4-1,6 Heteroferme + + + + - + - + + +
ntatif

SRM 4 Datar 0,4-1,8 Homoferme + + + + - - - + + +
ntatif

SRM 5 Datar 0,7-1,9 Homoferme + + + + - - - + + +
ntatif

SRM 6 Datar 0,7-2,8 Heteroferme + + + + - - - + + +
ntatif

Keterangan: Gal. Galaktosa; Lak. Laktosa; Suk. Sukrosa; Tre. Trehalosa; Man. Manitol; Sor. Sorbitol; +. Isolat
bakteri tumbubh; -. Isolat bakteri tidak tumbuh

Tabel 2. Karakter bakteri asam laktat dari feses luwak pandan pada Daerah Desa Kapur

Karakter Karakter Biokimia Karakter Fisiologi
Morfologi
::83; Ukuran Tipe Ma 40 10° 45° NacCl
Elevasi (;erl]) Fermentasi Gal Lak Suk Tre n Sor C c C  18%

PGK 1 Cembung 0,4- Homoferment + + + + + + + + + +
1,6 atif

PGK2 Datar  04- Heteroferment + + + + + + + +  + -
1,6 atif

PGK3 Datar 02- Homoferment  + + + + o+ F * -
1,4 atif

PGK4 Datar  02- Homoferment + + o+ 4 A *
13 atif

SGK 1 Cembung 0,7-  Homoferment  + + o+ 4 S A *
1,7 atif

SGK2 Datar  0,6- Heteroferment  + + o+ 4 S A *
2,2 atif

SGK 3 Cembung 0,6-  Homoferment  + - + o+t - -+ 4 -
1,6 atif

SGK 4 Datar  0,6- Homoferment  + + - + + o+ - - + -
2,8 atif

SRK1 Datar 0,8- Homoferment + + + + + + ot + + i
2,2 atif

SRK 2 Cembung 0,6- Homoferment  + + + + + + o f + * )
2,2 atif

SRK3 Datar 09- Homoferment + + o+ o+ A S S -
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SRK 4 Datar 0,8- Heteroferment + + + + + + + + + +
2,4 atif

Keterangan: Gal. Galaktosa; Lak. Laktosa; Suk. Sukrosa; Tre. Trehalosa; Man. Manitol; Sor. Sorbitol; +. Isolat

bakteri tumbuh; -. Isolat bakteri tidak tumbuh

Tabel 3. Karakter bakteri asam laktat dari feses luwak pandan pada Daerah Kuala Dua

Karakter_ Karakter Biokimia Karakter Fisiologi
Morfologi

:< Old ¢ Ukuran . o o o

solat Elevasi Sel Tipe . Gal Lak Suk Tre Ma Sor 4 10 45 Nag:l
(um) Fermentasi n C C C 18%

PGI1 Cembung 0,3- Heteroferment - - + - - - - + + -
1,1 atif

PGl 2 Datar 0,2-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,7 atif

PGI3 Datar 0,5-  Heteroferment - - + - - - + + + -
1,9 atif

PGl 4  Datar 0,4-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,6 atif

PGI5 Cembung 0,4-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,6 atif

SGI1 Cembung 0,5-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
2,3 atif

SGl 2 Datar 0,3-  Heteroferment - - + - - - + + + -
2,1 atif

SGI 3 Datar 0,3- Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,3 atif

SGl 4 Cembung 0,4-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,3 atif

SRI1  Datar 0,6-  Heteroferment  + - + - - - + + + -
1,7 atif

SRI2 Cembung 0,6-  Heteroferment - - + - - - + + + -
2,2 atif

SRI3 Datar 0,6-  Heteroferment + + + - - - + + + -
1,7 atif

SRI4 Cembung 0,8-  Heteroferment  + - + - - - + + - -
1,9 atif

Keterangan: Gal. Galaktosa; Lak. Laktosa; Suk. Sukrosa; Tre. Trehalosa; Man. Manitol; Sor. Sorbitol; +. Isolat

bakteri tumbuh; -. Isolat bakteri tidak tumbuh

Hasil Analisis Bakteri Asam Laktat dari
Feses Luwak Pandan (P. hermaphroditus)
Hasil analisis bakteri asam laktat yang
diperoleh dalam bentuk dendrogram dengan
koefisien Ssm (Simple Matching Coefficient)
merujuk tiga acuan bakteri untuk 44 isolat
bakteri yang dibagi menjadi tiga Klaster yaitu
klaster A, klaster B, dan klaster C. Isolat bakteri
dengan kode isolat SGK 4, SGK 3, SRK 4, SGK
2, SRK 2, SRK 3, SRK 1, PGK 3, PGK 2, PGK
4, SGK 1, PGK 1 dan L. casei yang termasuk
dalam klaster A dengan indeks similaritas
87,6%. Isolat bakteri dengan kode isolat SRM 4,
SRM 2, SRM 1, SRM 5, SRM 6, SGM 6, SGM
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5, SGM 1, SGM 4, SGM 2, SGM 3, PGM 7,
PGM 6, SRM 3, PGM 4, PGM 5, PGM 3 dan B.
bifidum termasuk dalam klaster B dengan indeks
similaritas 92,2%. Isolat bakteri dengan kode
isolat SRI 2, SGI 2, SRI 4, SGI 1, SGI 4, PGI 5,
SRI 3, PGI 3, SRI 1, SGI 3, PGI 4, PGI 2, PGI
1, PGM 2, PGM 1 dan L. brevis dalam klaster C
dengan indeks similaritas 84,5%.

Pembahasan
Karakterisasi morfologi bakteri asam laktat

dari feses luwak pandan
Hasil isolasi dan skrining bakteri asam
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laktat dari sampel feses luwak pandan (P.
hermaphroditus) diambil sebanyak 44 koloni
memiliki zona bening. Koloni bakteri asam
laktat yang tumbuh memiliki warna putih,
bentuk bulat, tepian rata, serta elevasi datar dan
cembung. Berdasarkan karakter koloni bakteri
tersebut, hasil identifikasi merujuk pada genus
Lactobacillus dan Bifidobacterium. Koloni
bakteri Lactobacillus pada media agar memiliki
elevasi koloni cembung dan tepian koloni rata
(Holt et al., 1994). Bifidobacterium memiliki
warna koloni putih, tepian koloni rata, elevasi

koloni cembung dan bentuk koloni bulat
(Whitman, 2012).

Bentuk sel berdasarkan hasil yang
didapatkan berbentuk basil, susunan sel

berpasangan dan ukuran sel sekitar 0,2-5,2 pm.
L. brevis dan L. casei memiliki ukuran sekitar
2,0-4,0 um (Wood & Holzapfel, 1999). Bakteri
genus Lactobacillus dan genus Bifidobacterium
memiliki sel berbentuk basil dengan susunan sel
tunggal, berpasangan ataupun rantai (Holt et al.,
1994). Lactobacillus secara umum memiliki
ukuran sel sekitar 1,0-10,0 um. Bifidobacterium
secara umum memiliki ukuran sel sekitar 1,5-
8,0 pm.

Karakterisasi biokimia bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan

Hasil dari penelitian diperoleh 44 isolat
memiliki pewarnaan gram positif berwarna
ungu, pewarnaan endospora negatif bewarna
merah dan tidak menunjukkan spora berwana
hijau, katalase negatif dan motilitas negatif.
Bakteri asam laktat termasuk dalam bakteri
gram  positif  yang  memiliki  dinding
peptidoglikan lebih tebal dari bakteri gram
negatif (Falakh & Asri, 2022). Bakteri pada
pewarnaan endospora negatif memiliki sel
warna merah karena bakteri tidak membentuk
spora. Hasil penelitian Suhaeni & Syakur
(2016), bakteri asam laktat tidak dapat memecah
hidrogen peroksida karena termasuk bakteri
katalase negatif. Bakteri asam laktat tidak motil
dikarenakan tidak memiliki flagella (Surono,
2016). Berdasarkan kajian Holt et al., (1994),
bakteri Lactobacillus dan Bifidobacterium
memiliki gram positif, tidak motil, dan tidak
memiliki spora.

Hasil uji tipe fermentasi yang diperoleh,
bakteri terdiri dari dua tipe fermentasi, yaitu
heterofermentatif dan homofermentatif. Bakteri
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genus Lactobacillus ada yang homofermentatif
dan ada juga yang heterofermentatif (Surono,
2016). Bakteri asam laktat ~ genus
Bifidobacterium termasuk dalam tipe fermentasi
heterofermentatif (Sukrama, 2019).

Hasil penelitian, isolat bakteri memiliki
hasil uji sitrat negatif, uji indol negatif, uji of
bersifat fermentatif, serta uji pada media TSIA
didapatkan bakteri ini memiliki hasil H>S yang
negatif dan memiliki warna kuning pada
permukaan dan bawah media. Bakteri pada uji
indol yang ~memberikan  reaksi  positif
dikarenakan adanya enzim triptofanase yang
membentuk lapisan merah pada permukaan
media yang diberikan reagen kovacs, sedangkan
bakteri yang memberikan reaksi negatif
ditunjukkan dengan adanya lapisan kuning pada
permukaan media (Fallo & Sine, 2016).

Bakteri asam laktat memiliki hasil uji
sitrat negatif menunjukkan bakteri tidak
menggunakan sitrat tersebut sebagai sumber
energi dan karbon (Hairunissam 2019).
Penelitian ini juga menunjukkan bakteri asam
laktat ~ memiliki warna kuning di bagian
permukaan dan bawah tabung pada media TSIA
yang berarti bakteri asam laktat mampu
memfermentasi karbohidrat. Berdasarkan hasil
penelitian Jauharah et al. (2020) menyatakan
bahwa bakteri Lactobacillus pada feses P.
hermaphroditus termasuk bakteri yang tidak
memproduksi H.S. Barrow & Feltham (2003)
menyatakan bahwa bakteri genus Lactobacillus
dan genus Bifidobacterium dalam uji OF
bersifat fermentatif.

Hasil uji gula pada isolat bakteri memiliki
kemampuan memfermentasi gula. Isolat bakteri
sekitar 100% (44 isolat) mampu memfermentasi
gula glukosa, maltosa dan fruktosa, 86% (38
isolat) mampu memfermentasi gula galaktosa,
66% (29 isolat) mampu memfermentasi gula
laktosa, 98% (43 isolat) mampu memfermentasi
gula sukrosa, 68% (30 isolat) mampu
memfermentasi gula trehalosa, 27% (12 isolat)
mampu memfermentasi gula manitol, dan 43%
(19 isolat) mampu memfermentasi gula sorbitol.

L. brevis mampu memfermentasi glukosa,
fruktosa, galaktosa, maltosa, laktosa, dan
sukrosa. L. casei mampu memfermentasi
glukosa, fruktosa, galaktosa, maltosa, laktosa,
dan manitol. B. bifidum mampu memfermentasi
glukosa, fruktosa, galaktosa, sukrosa, maltosa,
trehalosa dan beberapa strain memfermentasi
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laktosa (Breed et al., 1957). Hasil penelitian
Muzaifa et al., (2019), L. brevis tidak dapat
memfermentasi inulin, manitol, dan sorbitol. L.
brevis tidak mampu memfermentasi trehalosa
dan L. casei mampu memfermentasi glukosa,
maltosa, dan sorbitol (Barrow & Feltham,
2003).

Karakterisasi fisiologi bakteri asam laktat
dari feses luwak pandan

Hasil penelitian uji pertumbuhan bakteri
pada suhu 4°C, 10°C, 37°C, dan 45°C diperoleh
hasil isolat bakteri dapat tumbuh pada suhu 4°C-
45°C dengan pertumbuhan bakteri paling
banyak pada suhu  37°C, sedangkan
pertumbuhan bakteri paling sedikit pada suhu
4°C. Hasil pada uji suhu ini didapatkan isolat
bakteri 50% (22 isolat) tumbuh pada suhu 4°C,
100% (44 isolat) tumbuh pada suhu 37°C, 90%
(40 isolat) tumbuh pada suhu 10°C, dan 98% (43
isolat) tumbuh pada suhu 45°C. B akteri asam
laktat secara umum dapat tumbuh pada suhu
5°C-45°C (Widodo, 2019).

Penelitian  Qonita et al.,, (2018),
Lactobacillus dapat tumbuh pada suhu 10°C-
45°C. Bakteri Bifidobacterium tidak dapat
tumbuh pada suhu < 20°C ataupun > 46°C
(Sukrama, 2019). Bakteri yang tidak tumbuh

pada suhu tinggi dapat mempengaruhi
pertumbuhan  bakteri  dikarenakan  dapat
menyebabkan  kerusakan terhadap enzim,

sedangkan bakteri yang tidak tumbuh pada suhu
rendah dapat menyebabkan aktivitas enzim
terhambat(Roni & Herawati, 2012).
Berdasarkan hasil penelitian Widiada (2021), L.
brevis dapat tumbuh pada suhu 10°C, 37°C, dan
45°C. Hasil penelitian Amaliah et al., (2018)
menyatakan bahwa L. casei dapat tumbuh pada
suhu 37°C dan 45°C. Menurut Barrow &
Feltham (2003), L. brevis dan L. casei tidak
dapat tumbuh pada suhu 45°C.

Hasil penelitian uji pertumbuhan bakteri
pada kadar NaCl 4%, 6,5%, dan 18%. Bakteri
yang diperoleh mampu tumbuh semua pada
kadar NaCl 4% - 18% yang diperoleh hasil
100% (44 isolat) bakteri tumbuh pada kadar
NaCl 4% dan 6,5%, serta 52% (23 isolat)
bakteri tumbuh pada kadar NaCl 18%. Bakteri
yang tidak tumbuh pada kadar NaCl tinggi
dikarenakan dapat mengakibatkan pertumbuhan
bakteri tersebut menjadi terhambat (Maligan et
al., 2006). Kadar garam NaCl tinggi dapat
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menyebabkan air yang terkandung di dalam
bakteri keluar, serta menyebabkan sel bakteri
tersebut menjadi mengkerut dan juga mati
(Qolby, 2023).

Lactobacillus dapat tumbuh pada kadar
NaCl 6,5% dan 18% (Surono, 2016). NaCl 10%

jumlah sel bakteri Bifidobacterium rendah
(Gandhi & Shah 2015). Hasil penelitian
Yaeshima et al, (1991) menyatakan

Bifidobacterium dapat tumbuh pada kadar NaCl
3,0% dan 4,2%, namun ada juga yang tidak
dapat tumbuh pada kadar garam tersebut. Hasil
penelitian Widiada (2021), L. brevis dapat
tumbuh pada kadar NaCl 3,0% dan 6,5%.
Penelitian Amaliah et al. (2018) menyatakan
bahwa L. casei dapat tumbuh pada kadar NaCl
4% dan 6,5%. Pertumbuhan B. bifidum pada
NaCl 10% dapat mengakibatkan bakteri tidak
tumbuh ataupun terhambat (Maligan et al.,
2006). Hasil penelitian uji pertumbuhan bakteri
pada pH 5, 7 dan 9 diperoleh 100 % (44 isolat)
bakteri mampu tumbuh pada pH 5-9. Hasil
penelitian Widiada (2021), kemampuan bakteri
genus Lactobacillus dapat tumbuh pada pH 4,5-
9,6. Hasil penelitian Hendrati et al., (2017),
Bifidobacterium tumbuh pada pH 4-9, namun
bakteri Bifidobacterium tumbuh lebih baik pada
pH 7 daripada pH 4, dan pH 9.

Hasil analisis bakteri asam laktat dari feses
luwak pandan (P. hermaphroditus)

Hasil identifikasi bakteri asam laktat yang
mengacu pada buku identifikasi Bergeys manual
of determinative bacteriology (Holt et al.,
1994). Isolat bakteri diduga sebagai bakteri
genus Lactobacillus dan Bifidobacterium yang
ditunjukkan dengan sekitar 27 isolat bakteri
diduga sebagai bakteri genus Lactobacillus dan
17 isolat bakteri diduga sebagai bakteri genus
Bifidobacterium. Hal ini dikarenakan kedua
genus bakteri tersebut menunjukkan karakter
yang memiliki bentuk sel basil dan susunan sel
berpasangan, gram positif, tidak memiliki spora,
dan katalase negatif. Bakteri Lactobacillus
memiliki ukuran sel 1,0-10,0 um, sedangkan
bakteri Bifidobacterium memiliki ukuran sel
0,5-8 um. Berdasarkan hasil analisis similaritas
diperoleh bakteri diduga sebagai bakteri L.
brevis, L. casei dan B. bifidum.

Bakteri yang diduga sebagai bakteri L.
brevis yaitu pada isolat SRI 2, SGI 2, SRI 4,
SGI 1, SGI 4, PGI 5, SRI 3, PGI 3, SRI 1, SGI
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3, PGl 4, PGI 2, PGI 1, PGM 2, PGM 1 dengan
indeks similaritas 84,5%. Bakteri yang diduga
sebagai bakteri L. casei yaitu pada isolat SGK 4,
SGK 3, SRK 4, SGK 2, SRK 2, SRK 3, SRK 1,
PGK 3, PGK 2, PGK 4, SGK 1 dan PGK 1
dengan indeks similaritas 87,6%. Bakteri yang
diduga sebagai bakteri B. bifidum yaitu pada
isolat SRM 4, SRM 2, SRM 1, SRM 5, SRM 6,
SGM 6, SGM 5, SGM 1, SGM 4, SGM 2, SGM
3, PGM 7, PGM 6, SRM 3, PGM 4, PGM 5 dan
PGM 3 dengan indeks similaritas 92,2%.
Bakteri asam laktat ini dapat diduga sebagai
bakteri L. brevis, L. casei dan B. bifidum
dikarenakan indeks similaritas >70%. Strain
bakteri dapat dikelompokkan menjadi satu
spesies ketika memiliki indeks similaritas >70%
(Goodfellow & O’Donnell, 1993).

Isolat bakteri yang diisolasi dan diperoleh
dari feses Luwak Pandan (P. hermaphroditus)
pada rumah warga di Jalan Angkasa Pura pada
pagi hari terdapat isolat bakteri diduga sebagai
bakteri L. brevis dan B. bifidum, pada siang hari
dan sore hari terdapat isolat bakteri diduga
sebagai bakteri B. bifidum, pada rumah warga di
Desa Kapur terdapat isolat bakteri diduga
sebagai bakteri L. casei, dan pada rumah warga
di Kuala Dua terdapat isolat bakteri diduga
sebagai bakteri L. brevis. Bakteri genus
Lactobacillus dan Bifidobacterium terdapat pada
feses luwak pandan dikarenakan bakteri genus
tersebut merupakan bakteri yang ada pada
saluran pencernaan vertebrata (Aini et al.,
2021). Hal lain yang mempengaruhi adanya
bakteri genus Lactobacillus dan Bifidobacterium
pada sampel feses luwak pandan (P.
hermaphroditus) yang diperoleh dari rumah
warga dikarenakan adanya faktor pakan yang
diberikan berupa pisang kepok.

Pakan atau makanan yang dikonsumsi
dapat mempengaruhi adanya bakteri asam laktat
dalam saluran pencernaan (Widyadnyana et al.,
2015). P isang kepok memiliki kandungan
karbohidrat tinggi(Nurhalimah et al., 2019).
Kandungan karbohidrat dapat berperan sebagai
penyangga di dalam dinding sel bakteri (Ferdaus
et al, 2008). Karbohidrat mempengaruhi
pertumbuhan bakteri asam laktat dikarenakan
karbohidrat menjadi sumber energi bagi bakteri
tersebut (Nuraini et al., 2014). Bakteri L. brevis,
L. casei dan B. bifidum dit emukan dalam
saluran pencernaan (Surono, 2016). Jenis
bakteri yang terdapat dalam saluran pencernaan
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luwak, yaitu Lactobacillus dan Bifidobacterium
(Rubiyo & Towaha, 2013).

Bakteri genus Bifidobacterium terdapat
dalam kotoran, yaitu kotoran sapi (Erwanto &
Hastari, 2016). Hasil penelitian Muzaifa et al.,
(2019), L. brevis termasuk salah satu isolat
bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi dari
feses luwak (P. hermaphroditus). Menurut
penelitian Azhar (2016) mengenai bakteri asam
laktat asal feses orang utan terdapat bakteri L.
casei. Hasil penelitian Lamendella et al., (2008)
mengenai  Bifidobacteria pada feses babi,
kucing, anjing dan kelinci yang termasuk hewan
monogastrik, terdapat bakteri B. bifidum.

Kesimpulan

Hubungan similaritas antar bakteri asam
laktat diketahui bahwa 15 isolat bakteri
memiliki indeks similaritas 84,5% dengan
bakteri L. brevis, 12 isolat bakteri memiliki
indeks similaritas 87,6% dengan bakteri L.
casei, dan 17 isolat bakteri memiliki indeks
similaritas 92,2% dengan bakteri B. bifidum.
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