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Abstract

The population of lactic acid bacteria (LAB) in the rumen of fattening livestock is relatively high and has
the potential to be utilized. This study aimed to screen and identify LAB from the rumen as probiotic candidates.
The research used rumen liquid from cattle and sheep collected from slaughterhouses in Bondowoso. The
screening and identification processes were conducted at the Livestock Agroindustry Laboratory, Faculty of
Agriculture, University of Jember. The screening included colony morphology, Gram staining, cell shape,
catalase test, and the ability to produce carbon dioxide (CO,) gas. The final identification of potential probiotic
bacterial candidates was based on their bile salt tolerance. The results showed that there were LAB candidates
with 22 isolates (from Ekor Gemuk sheep/ EG), 19 isolates (from Limousine cattle/L), and 18 isolates (from
Sapodi sheep/S). The bacterial colony shape included oval (2EG, 1L), circular (11EG, 18L, 12S), irregular
(7EG, 65), and spindle (2EG). Colony sizes ranged from small (0.5-1.2 mm: 7 EG, 9L, 4S), medium (1.2-3.0
mm: 7EG, 7L, 7S), to large (3.0-5.0 mm: 8EG, 3L, 7S), with the majority of colonies being white and cream-
colored, and a minority being yellow. All bacteria were Gram-positive, with coccus (19EG, 14L, 2S) and
bacillus (3EG, 5L, 16S) shaped cells. All samples were capable of producing CO, gas, and 50% of the isolates
possessed catalase enzymes. Based on bile salt tolerance tests, 15% of the isolates had a survival rate of over
50%. In conclusion, LAB from the rumen, particularly Sapodi sheep, were identified as potential probiotic
candidates for further development.

Keywords: lactic acid bacteria; small ruminants; large ruminants; probiotics

Abstrak

Populasi bakteri asam laktat (BAL) asal rumen ternak penggemukan relatif tinggi dan potensial untuk
dimanfaatkan. Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan skrining dan identifikasi BAL dari rumen sebagai
kandidat probiotik. Penelitian menggunakan rumen ternak sapi dan domba yang dikoleksi dari rumah potong
hewan di Bondowoso. Proses skrining dan identifikasi dilakukan di Laboratorium Agroindustri Peternakan,
Fakultas Pertanian, Universitas Jember. Skrining meliputi morfologi koloni, uji Gram, bentuk sel, katalase,
dan kemampuan produksi gas CO,. Identifikasi akhir karakter bakteri potensial kandidat probiotik dipilih
berdasar daya toleransi garam empedu. Hasil penelitian diketahui bahwa terdapat kandidat BAL masing-
masing berturut-turut 22 (asal domba Ekor Gemuk/ EG), 19 (asal sapi Limousin/ L), dan 18 (asal domba
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Sapodi/ S). Karakter koloni bakteri diantaranya dengan bentuk oval (2EG, 1L), sirkular (11EG, 18L, 12S),
iregular (7EG, 6S), dan spindel (2EG). Ukuran koloni terdiri dari kecil (0,5-1,2 mm: 7EG, 9L, 4S), sedang
(1,2-3,0 mm: 7EG, 7L, 7S), dan besar (3,0-5,0 mm: 8EG, 3L, 7S) dengan mayoritas warna koloni putih dan
cream serta minoritas kuning. Semua bakteri termasuk Gram positif dengan bentuk sel coccus (19EG, 14L,
2S) dan basil (3EG, 5L, 16S). Semua sampel mampu memproduksi gas CO, dan 50% isolat memiliki enzim
katalase. Berdasar hasil daya toleransi garam empedu diketahui terdapat 15% isolat yang memiliki survival
rate lebih dari 50%. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ditemukan BAL asal rumen ternak khususnya
domba Sapodi yang potensial dikembangkan sebagai kandidat probiotik.

Kata kunci: bakteri asam laktat; probiotik; ruminansia besar; ruminansia kecil

Pendahuluan

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah
satu bakteri dominan di rumen ternak, khususnya
pada ternak penggemukan (Miura et al., 2021).
Pada jenis ternak ini, persentase pakan utama
yang diberikan berupa karbohidrat mudah larut
lebih tinggi dibanding serat karena menghasilkan
produk daging yang lebih efisien (Mialon ef al.,
2015). Pemberian pakan tersebut menghasilkan
kondisi rumen yang mendukung bakteri asam
laktat berkembang (Darwin et al., 2018). Bakteri
tersebut diantaranya Lactobacillus plantarum
(L. Plantarum), Bacillus subtilis (Zhang et al,
2017), L. rhamnosus (Zhang et al., 2019), L.
acidophilus (Chen et al, 2017), Streptococcus
bovis (Aphale et al., 2019), L. salivarius, L.
Fermentum (Guo et al., 2020), dll. Dilaporkan
jumlah bakteri asam laktat yang diinokulasi dari
sapi Bali yaitu sebanyak 2,87-4,53 x 107 (Dewi
etal.,2015).

Riset-riset yang mengembangkan BAL
sebagai probiotik asal ternak telah dilakukan
diantaranya asal kolon sapi (Suardana et al.,
2017), usus halus, dan kolon ayam (Widodo
et al., 2015), pakan (Zubaidah et al., 2014).
Bakteri asam laktat yang berasal dari rumen
telah diidentifikasi, diisolasi, dan dikarakterisasi
sifatnya (Guo et al., 2020; Tyagi et al., 2020).
Namun, penelitian mendalam  mengenai
pemanfaatannya sebagai probiotik produk
pangan belum dilakukan. Pada penelitian
Guo et al. (2020) potensi BAL digunakan
sebagai pakan sapi fermentasi yang teruji
dapat meningkatkan kualitas alfalfa. Tujuan
penelitian ini, menganalisis potensi BAL asal
rumen untuk dapat dikembangkan menjadi
kandidat probiotik produk pangan. Kondisi
rumen ternak dipengaruhi oleh jenis ternak
dan pakan yang diberikan. Jenis ternak yang
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digunakan dalam penelitian ini adalah sapi dan
domba yang diberi pakan tanaman lokal. Isolat
asal rumen ternak lokal dalam penelitian ini
diharapkan berkontribusi pada pengembangan
sumber probiotik asli Indonesia, yang dapat
mengurangi ketergantungan pada isolat impor
serta membuka peluang hilirisasi berbasis
potensi mikrobiota lokal.

Materi dan Metode

Koleksi Rumen Ternak

Penelitian ini tidak melibatkan hewan
uji coba secara langsung, melainkan hanya
menggunakan mikroba yang diperoleh dari
sampel rumen. Penelitian menggunakan ternak
sapi dan domba yang dipilih berdasar komoditas
terbanyak yang dipelihara di peternakan
Bondowoso. Rumen diambil dari satu ekor Sapi
Limousin umur 2 tahun yang berasal dari rumah
potong hewan (RPH) Curahdami Kabupaten
Bondowoso serta rumen dua ekor domba umur 2
tahun yang terdiri dari domba Ekor Gemuk dan
Sapodi berasal dari peternakan Alif Bondowoso.
Masing-masing sampel rumen  diambil,
dipisahkan cairannya, dan diambil sebanyak
500 mL. Cairan rumen dibawa menggunakan
termos suhu 37°C (Tilley & Terry, 1963) ke
Laboratorium Agroindustri Peternakan untuk
dilakukan skrining dan identifikasi BAL.

Skrining Bakteri Asam Laktat

Skrining dilakukan menggunakan
media de Mann Ragosa Sharpe (MRS) broth
(Oxoid, Indonesia) untuk dilusi kemudian di
inokulasikan pada media MRS agar (Oxoid,
Indonesia) dengan ditambahkan CaCO, 2%
(Oxo0id, Indonesia) menggunakan metode
spread. Sampel dikulturkan pada suhu 37°C
secara anaerob selama 48 jam. Koloni tunggal
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yang mencirikan BAL berbentuk bulat, halus
dan berwarna putih kekuningan kemudian
dipindahkan ke media MRS agar untuk
pemurnian bakteri dengan metode coretan
dengan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C (Abdullah et al., 2021).

Pengamatan Morfologi Koloni

Pengamatan morfologi koloni meliputi
bentuk, ukuran, dan warna koloni. Bentuk
koloni meliputi oval, circular, irregular, atau
spindle. Koloni termasuk kecil dengan ukuran
0,5-1,2 mm, sedang dengan ukuran 1,2-3,0 mm,
dan besar dengan ukuran 3,0-5,0 mm. warna
koloni meliputi putih, cream, kuning, abu, atau
yang lainnya.

Pewarnaan Gram

Kultur bakteri diambil dari petri hasil
pemurnian menggunakan ose kemudian diamati
karakteristriknya menggunakan kit pewarnaan
Gram (Indo Reagen, Indonesia). Sampel
diletakkan di kaca preparat kemudian difiksasi.
Perwana kristal violet diteteskan dan dibiarkan 1
menit. Setelah itu, dicuci menggunakan air dan
dibiarkan kering. lodin diteteskan dan biarkan
selama 1 menit kemudian dibilas kembali
dengan air mengalir. Setelah kering, preparate
direndam dalam etanol selama 20 menit
kemudian diteteskan safranin dan diamkan
selama 30 detik. Preparat dibilas dan setelah
kering diamati dibawah mikroskop meliputi
warna (ungu: Gram positif atau biru: Gram
negatif), bentuk (kokus, basil, basilokokus, atau
yang lainnya) (Coico, 2006).

Uji Katalase

Uji  katalase dilakukan dengan cara
mengambil koloni bakteri dan diletakkan
di kaca preparat. Hidrogen peroksida 3%
(OneMed, Indonesia) diteteskan dan diamati.
Apabila terbentuk gelembung gas, maka bakteri
tergolong katalase positif dan apabila tidak
bakteri tergolong katalase negatif (Reiner,
2010).

Uji Produksi CO,

Uji produksi Gas CO, dilakukan dengan
mencelupkan ose yang sudah dipanasi ke
dalam tabung yang berisi MRS broth dan

isolat BAL. Apabila menghasilkan gelembung
gas pada preparat, bakteri asam laktat tersebut
merupakan heterofermentatif, sedangkan isolat
yang tidak terbentuk gelembung gas merupakan
homofermentatif (Suardana et al. 2016).

Uji Resistensi Asam

Dari sampel di MRSA diambil sebanyak 1
kultur bakteri ditumbuhkan ke 2 ml MRS broth
dan di inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Selanjutnya ambil sampel sebanyak 100 mikro
hasil dari inkubasi, dan dimasukkan ke dalam
tube 3 ml MRS broth dengan kondisi pH 2,
3, dan normal (tanpa tambahan HCL 5N), pH
didapatkan dengan cara menambahkan HCL
SN (OneMed. Indonesia), sampel kemudian
diinkubasi selama 4 jam. Dan cek uji asam
menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis
dapat membantu dalam uji resisten asam dengan
mengukur pertumbuhan bakteri setelah terpapar
kondisi pH rendah (Rashid & Hassanshahian,
2014).

Analisis Data

Data hasil penelitian ditampilkan dalam
bentuk tabel dan grafik, serta dideskripsikan
secara kualitatif..

Hasil dan Pembahasan

Karakter bentuk, ukuran, dan bentuk sel
isolat BAL yang ditemukan dalam penelitian ini
disajikan pada Tabel 1.

Berdasar pengamatan diketahui bahwa
jumlah sampel isolat BAL yang didapatkan
dari rumen domba Ekor Gemuk 22, rumen
sapi Limousin 19, dan rumen domba Sapodi
18. Bentuk koloni terdiri dari oval, sirkular,
iregular, dan spindel dengan mayoritas tertinggi
berbentuk sirkular (domba Ekor Gemuk 50%,
sapi Limousin: 94,74%, dan domba Sapodi
66,67%). Ukuran koloni bervariasi dai kecil,
sedang, dan besar. Pada isolat asal rumen
domba Ekor gemuk, ukuran terbanyak (36,36%)
berukuran besar (3,0-5,0 mm). Pada isolat rumen
sapi nilai koloni tertinggi (47,37%) pada ukuran
kecil (0,5-1,2 mm). Pada isolat asal domba
Sapodi, koloni ukuran sedang (1,2-3,0 mm)
dan besar memiliki persentase yang sama yaitu
38,89%. Pada pengamatan bentuk sel di bawah
mikroskop, diketahui isolat asal domba Ekor
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Tabel 1. Karakter bentuk, ukuran, dan bentuk sel isolat BAL

Jumlah Persentase (%)
Karakter Domba Ekor Sapi Domba Sapodi  Domba Ekor Sapi Domba Sapodi
Gemuk (n=22)  Limousin(n=19) (n=18) Gemuk (n=22) Limousin(n=19) (n=18)
Koloni oval 2 1 9,09 5,26
sirkular 11 18 12 50,00 94,74 66,67
iregular 7 6 31,82 33,33
spindel 2 9,09
Ukuran koloni  kecil 7 4 31,82 47,37 22,22
sedang 7 7 31,82 36,84 38,89
besar 8 3 7 36,36 15,79 38,89
Bentuk sel kokus 19 14 2 86,36 73,68 10,53
basil 3 5 16 13,64 26,32 84,21

Tabel 2. Karakter morfologi sel BAL

No  Morfologi koloni-Bentuk sel

Domba Ekor Gemuk (n=22)

Sapi Limousin(n=19) Domba Sapodi (n=18)

1 CSW-B 2
2 IMW-B 2
3 CLW-B 1
4 CMW-Co 1
5 ILW-B

6 IMW-Co

7 CMCr-Co

8 CSCr-B 1
9 CMW-B

10  CSCr-Co

11 CMCr-B

12 CLCr-B 2
13 CLCr-Co

14  OSCr-B

15 CLW-Co 1
16 CSW-Co 1
17 ILW-Co 1
18  OLW-Co 2
19  OSW-Co 1
20  SpMY-B 1
21 CMY-B 2
22 IMCr-Co 1
23  ISCr-B 1
24 SpMcR-B 1
25  SpSW-B 1

4

1 2
1

2

2

2 1

2 3

2 2
1

2 2

2

2 1

1 1

—_

Keterangan: O:oval, C: circular, I: irregular, Sp: spindel; S: small, M: medium, L: large; W: white, Cr: cream, Y: yellow; Co: coccus,

B: bacil

gemuk (86,36%) dan sapi Limousin (73,68%)
berbentuk kokus, sedangkan pada isolat asal
domba Sapodi 84,21% berbentuk basil.
Penelitian Hu et al. (2022) menemukan
strain  Enterococcus —avium, Streptococcus
lutetiensis, dan Streptococcus equinus dari
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sapi perah Holstein Cina. Semua strain ini
termasuk kedalam bakteri Gram positif dengan
bentuk sel kokus. Koloni bakteri tersebut pada
media berbentuk sirkular atau bulat dengan
ukuran 0,5-2,0 mm (Enterococcus avium)
dan 0,1-1,0 mm (Streptococcus equinus dan
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Streptococcus lutetiensis). Spesies bakteri basil
yang banyak ditemukan dalam cairan rumen
adalah Lactobacillus sp . dengan ukuran koloni
2,5-5,0 mm (Wang et al., 2022; Daughtry et al.,
2018). Ukuran koloni bakteri ditentukan oleh
beberapa faktor diantaranya kepadatan populasi,
lama inkubasi, nutrisi media, dan jenis bakteri
(Kusumawati et al., 2023). Karakter morfologi
sel BAL ditunjukkan pada Tabel 2.

Berdasar hasil pengamatan diketahui
terdapat 25 variasi koloni secara keseluruhan,
dimana terdapat 17 variasi koloni pada isolat
asal rumen domba Ekor gemuk, 11 variasi
dari rumen sapi Limousin, dan 10 variasi dari
rumen domba Sapodi. Variasi ini memberikan
gambaran bahwa terdapat berbagai jenis
kemungkinan bakteri asam laktat yang terisolasi
dari media selektif ini. Pada penelitian Windy
& Dewi (2023) menemukan bakteri dari famili
Streptococcaceae genus Lactobacillus dengan
ciri koloni sirkular, kecil, dan berwarna putih.
Latobacillus sp. yang ditemukan Ahirwar et al.
(2017) juga rata-rata berbentuk sirkular, dengan
ukuran besar, dan berwarna putih hingga krem.
Selain itu, jenis bakteri yang sama memiliki
kemampuan menghasilkan koloni yang berbeda,
hal ini disebabkan oleh faktor-faktor internal
maupun eksternal. Faktor yang mempengaruhi

warna koloni bakteri diantaranya komposisi
metabolit bakteri seperti pigmen (karotenoid,
flavonoid, melanin, antosianin, karotenoid,
fenazin, tripirilmethene, dan lainnya), sifat
genetik untuk produksi pigmen, hasil reaksi
produk metabolik bakteri dengan media,
dan lainnya (Karyantina & Sumarmi, 2019;
Kusumawati et al., 2023). Hasil uji Gram,
kemampuan produksi gas dan enzim katalase
isolat BAL disajikan pada Gambar 1 dan 2.

Uji Katalase

Berdasar uji pewarnaan, diketahui 100%
isolate memiliki kemampuan memproduksi CO,,
50% BAL memiliki enzim katalase, dan 100%
bakteri termasuk Gram positif dengan ditandai
warna biru/ ungu. Kemampuan produksi gas
CO, menunjukkan bahwa BAL dalam penelitian
ini termasuk dalam golongan heterofermentatif.
Bakteri jenis ini mampu memproduksi asam
laktat dengan hasil samping lain seperti etanol,
asetat, gas CO,, dan lainnya. Jenis lain dari
BAL adalah homofermentatif yang mayoritas
produksinya hanya berupa asam laktat
(McDonald, et al., 1987). Zhang et al. (2021)
menelaah mengenai perbedaan efek kedua jenis
BAL ini, dimana BAL heterofermentatif mampu
memberikan performa lebih baik dibanding

Carbon dicxide Production Ability (%)

Katalase Enzyme (%)

Gram (%)

s gy

oo
—
p”

b

Gambar 2. a. kemampuan produksi gas, b. enzim katalase, dan uji Gram (c. basil, d. kokus) isolat BAL
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homofermentatif saat digunakan sebagai starter.
Bakteri heterofermentatif mampu meningkatkan
karakteristik fermentasi, stabilitas aerobik, dan
laju degradasinutrisi lebih baik dibanding bakteri
homofermentatif. Lactobacillus fermentum
adalah salah satu kemungkinan spesies
Lactobacillus yang dapat memproduksi CO:
(Ahirwar et al., 2017). Spesies ini juga ditandai
dengan sifatnya yang tidak memiliki enzim
katalase (Goyal et al., 2012). Enzim katalase
digunakan bakteri untuk mendetoksifikasi H20s.
Enzim ini menguraikan hidrogen peroksida
(H202) menjadi air (H20) dan oksigen (O2),
sehingga melindungi sel bakteri dari kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh akumulasi H.O-
(Anwar et al., 2022). Aktivitas katalase positif
pada BAL biasanya tidak murni dari enzim
katalase sejati, melainkan pseudokatalase yang
menunjukkan aktivitas serupa. BAL yang tidak
memproduksi enzim katalase menggunakan
mekanisme alternatif untuk mengatasi stres
oksidatif, yaitu dengan sifatnya yang anaerob
fakultatif. Sifat ini memungkinkan BAL hidup

dalam kondisi dengan atau tanpa oksigen (Konig
& Frohlich, 2017).

BAL dalam penelitian ini 100% termasuk
Gram positif. Mayoritas BAL dalam penelitian
terdahulu termasuk kedalam Gram positif (Hu
et al., 2022). Peptidoglikan pada BAL yang
tebal memberikan kekuatan mekanik ketahanan
osmotik yang lebih tinggi. Hal ini menjadikan
BAL dengan Gram positif menjadi lebih kuat
terhadap lingkungan ekstrim dan stabil pada
lingkungan asam. Contoh jenis BAL dengan
Gram positif diantaranya filum Actinobacteria
adalah Aerococcus, Microbacterium, dan
Propionibacterium (Sneath and Holt, 2001)
serta Bifidobacterium (Gibson & Fuller, 2000;
Holzapfel et al., 2001). Persentase survival rate
BAL terhadap asam disajikan pada Gambar 3.

Berdasarkan data bahwa semua isolat BAL
dalam penelitian ini memiliki nilai survival
rate lebih dari 10%, Hal ini menunjukkan
bahwa bakteri yang ditemukan memiliki daya
tahan terhadap asam dengan kategori sedang
hingga sangat baik. Nilai survival rate BAL

100
90

80 I
70
60

50
40
30

5 “ L.ldd4n

K1 KI K3 K3 K5 P1 P1
BKP BBP BSP [BP ISP BKCR BSP

o INTRTHIRTRTRIRINTRINTRIRININ TR

[survival rate (%) ph 2 EEEEsurvival rate (%) pH 3
Survival rate medium

Survival rate very good

falialalil

D1 D1 D1 D4
BBP BBCR CBP CSP ISP OKP CSK CBP

(NTRTH
D6

Survival rate good

Gambar 3. Persentase survival rate BAL terhadap asam

Tabel 3. BAL potensial kandidat probiotik asal rumen ternak

I 0 7 0
No Sampel Asal Katalase pCP)IDz Surwvg}l{ r;lte (%) rE)HD3 Survzvgl{l r;zte (%) ) }?]ZS
1 K1 BKP Sapodi Positif 0,338 92,09 0,26 72,21 0,367
2 K1 ISP Sapodi Positif 0,694 50,00 0,83 59,38 1,391
3 K1 BBP Sapodi Positif 0,603 53,65 0,73 64,77 1,124
4 K2 BSP Sapodi Positif 0,362 65,34 0,35 62,32 0,554
5 K3 ISP Sapodi Positif 0,412 54,07 0,46 60,10 0,762
6 K3 IBP Sapodi Positif 0,664 57,84 0,70 61,41 1,148
7 K4 ISP Sapodi Positif 0,124 72,09 0,09 54,65 0,172
8 P1 BBP Limousin Positif 0,279 68,55 0,37 91,89 0,407
9 D1 CBP Ekor Gemuk Negatif 0,432 70,47 0,33 54,16 0,613
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dikelompokkan termasuk rentan (<10%),
sedang (10-60%), baik (61-80%) dan sangat
baik (>80%) (Narimani et al., 2015). Berikut
kami sajikan data BAL potensial dengan nilai
survival rate kategori baik dan sangat baik
(Tabel 3).

Kandidat probiotik terbaik mayoritas
berasal dari rumen domba Sapodi (tujuh isolat),
dan hanya terdapat satu isolat masing-masing
untuk asal rumen sapi Limousin dan domba
Ekor Gemuk. Ketahanan bakteri dalam kondisi
asam yang rendah menerangkan bahwa bakteri
ini mampu hidup dan bertahan di kondisi yang
keras bahkan saat melewati lambung sehingga
tetap hidup di saluran pencernaan (Suharsono et
al., 2023). Umumnya, grafik survival rate akan
semakin rendah dengan meningkatnya tingkat
keasaman, namun dalam beberapa kasus. Jenis
BAL yang ditemukan dalam penelitian ini dengan
karakteristik mampu memproduksi gas CO,,
Gram positif, tahan asam, dan katalase positif
meliputi Leuconostoc spp. (Pseudokatalase
positif), Weissella spp. (Pseudokatalase positif),
dan Lactobacillus  brevis  (Pseudokatalase
positif); sedangkan katalase negatif meliputi
Limosilactobacillus ~ fermentum, Weissella
cibaria, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
lactis, dan Pediococcus pentosaceus (Yang et al.,
2020; Amelia et al., 2020; Cirat et al., 2024; Kim
etal, 2019).

Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah
ditemukan 9 isolat BAL dengan karakteristik
mampu memproduksi gas CO,, termasuk Gram
positif, tahan asam dengan level kemampuan
medium sampai dengan sangat bagus, serta
memiliki hasil uji katalase positif dan negatif.
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