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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF Bacillus sp. AS
CANDIDATE PROBIOTICS FROM MANGROVE FOREST EAST

LAMPUNG MARGASARI VILLAGE

By

Komang Rima

An intensive shrimp farming has raised various issues such as declining in water
quality and invading of various diseases by pathogenic microorganisms causing
the death of shrimps. One of solutions to this problem is using probiotic as
biological control for intance, collected from mangrove ecosystem, one of which
is Lampung Mangrove Centre of Margasari Village East Lampung. The purpose
of this research is to obtain Bacillus sp. isolated from different samples of the
mangrove communities and to characterize them for probiotics use.

One way to obtain bacterial candidate for probiotics is selecting them. From this
research, 5 isolate Bacillus sp . are obtained and can be used as probiotics, namely
KPP212, IP121, UJ131, UJ132, and SB141. Characteristics morphology of
probiotic candidate are gram-positive cells and bacilli. From variety test
conducted for these probiotic candidate indicate that they are able to hydrolyze
proteins, grow at extreme pH (4-10) and at extreme salinity from 0-6% NaCl, and
have non-pathogenic activity. From biochemical testing indicates that probiotic
from isolates is capable of fermenting sugars, non-motile, and no catalase activity
(except isolate UJ132). In antibiotics sensitivity test, isolate Bacillus sp., such
as, KPP212, UJ131, UJ132, SB141 are sensitive to chloramphenicol, nalidixic
acid, ampicillin, and streptomycin but resistant to trimethoprim. While isolate
Bacillus sp. IP121 is sensitive to trimethoprim and resistant to nalidixic acid,
ampicillin, and streptomycin.

Keywords: Bacillus sp., mangrove ecosystem, and probiotics
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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI Bacillus sp. SEBAGAI KANDIDAT
PROBIOTIK DARI HUTAN MANGGROVE DESA MARGASARI

LAMPUNG TIMUR

Oleh

Komang Rima

Budidaya  udang secara intensif  telah  memunculkan  berbagai  masalah  seperti
penurunan kualitas perairan dan serangan berbagai penyakit oleh mikroorganisme
patogen yang berdampak pada kematian udang. Solusi dari permasalahan ini
adalah dengan menggunakan probiotik sebagai agen biokontrol. Salah satu
sumber diperolehnya bakteri kandidat probiotik adalah dari ekosistem hutan
mangrove. Tujuan dari penelitian ini adalah mendapatkan isolat Bacillus sp. dari
berbagai sampel biota mangrove tersebut dan karakteristiknya untuk digunakan
sebagai probiotik.

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh  5 isolat Bacillus sp. sebagai kandidat
probiotik yaitu KPP212, IP121, UJ131, UJ132, dan SB141 dari sampel biota
hutan mangrove Desa Margasari Lampung Timur. Karakteristik morfologi sel
isolat yaitu basil dengan sifat gram positif.  Pada berbagai uji seleksi
menunjukkan seluruh isolat mampu menghidrolisis protein, tumbuh pada uji
cekaman pH (4-10), tumbuh pada uji cekaman salinitas dengan NaCl 0-6%, tidak
bersifat patogen. Pada pengujian biokimia seluruh isolat mampu memfermetasi
gula, non-motil, dan bersifat katalase negatif (kecuali isolat UJ132). Pada uji
kepekaan terhadap antibiotik isolat Bacillus sp. KPP212, UJ131, UJ132, SB141
sensitif terhadap kloramfenikol, asam nalidiksat, ampisilin, dan trimetoprim
namun resistan terhadap streptomisin.  Sedangkan isolat Bacillus sp. IP121
sensitif terhadap trimetoprim dan resistan terhadap asam nalidiksat, ampisilin, dan
streptomisin.

Kata Kunci: Bacillus sp., hutan mangrove, dan probiotik
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Hutan mangrove merupakan  jenis hutan yang tumbuh  di air payau dan

dipengaruhi oleh pasang surut air laut. Tumbuhan mangrove memiliki

kemampuan untuk beradaptasi pada lingkungan yang ekstrim seperti kadar

garam tinggi, kondisi tanah yang tidak stabil, dan  kondisi tanah yang

tergenang.  Hutan mangrove memiliki berbagai fungsi baik secara ekologi

dan juga ekonomi seperti pencegah abrasi pantai, habitat bagi organisme laut,

obat-obatan, bahan kertas, dan pengendali kualitas perairan (Suci, 2013).

Keberadaan mikroorganisme dekomposer pada ekosistem mangrove

bertanggung jawab atas keseimbangan dalam lingkaran rantai makanan.

Dekomposisi seresah yang berasal dari tanaman mangrove berupa buah,

bunga, daun dan ranting serta berbagai bagian lain menjadi sumber nutrien

bagi biota yang mendiami ekosistem ini (Zamroni dan Rohyani, 2008).

Pada penelitian Yulma et al. (2017) Bacillus sp. merupakan salah satu bakteri

dekomposer yang paling dominan ditemukan di kawasan hutan mangrove.

Hal ini berkaitan dengan karakteristik morfologi dan fisiologi Bacillus sp.

Desa Margasari, Kecamatan Labuhan Maringgai, Kabupaten Lampung Timur

yang secara astronomis  terletak pada 5°51’84” LS dan 105° 64’84” BT

memiliki luas mangrove 6,65% dari total luas hutan mangrove provinsi
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Lampung (Suci,2013). Hal ini menjadikannya termasuk dalam kawasan

Lampung Mangrove Center berdasarkan Surat Keputusan Bupati No.

660/305/04/SK/2005/1546/J.26/KL/2005 tanggal 10 Mei 2005 (Monografi

Desa Margasari, 2012).

Banyak tekanan dari berbagai pihak terhadap ekosistem mangrove kini telah

menjadi ancaman yang serius.  Hal yang sama juga terjadi pada hutan

mangrove desa Margasari, Kecamatan Labuhan Maringgai, Lampung Timur

(Suci, 2013). Tingginya potensi ancaman yang timbul mendasari

dilakukannya penelitian ini sebagai salah satu bentuk penerapan kegiatan

penelitian yang menjadi program Universitas Lampung  dalam pengelolaan

hutan mangrove.  Sekaligus untuk menjawab tantangan dalam pesatnya

budidaya perikanan khususnya di daerah Lampung.

B.  Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mendapatkan isolat bakteri Bacillus sp. dari pencernaan udang, kerang,

ikan, kepiting, sotong, tumbuhan bakau, air, dan lumpur yang berpotensi

sebagai probiotik.

2. Mengetahui karakteristik isolat bakteri Bacillus sp. dari pencernaan udang,

kerang, ikan, kepiting, sotong, tumbuhan bakau, air, dan lumpur.
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C.  Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi ilmiah

kepada mahasiswa dan pembudidaya udang mengenai isolasi dan karakterik

Bacillus sp. yang diperoleh dari organ pencernaan organisme, tumbuhan

bakau, air beserta lumpur.

D.  Kerangka Pikir

Budidaya  udang secara intensif  telah  memunculkan  berbagai  masalah

seperti penurunan kualitas perairan dan serangan berbagai penyakit oleh

mikroorganisme patogen yang berdampak pada kematian udang. Penggunaan

antibiotik sebagai solusi masalah ini sudah banyak ditinggalkan dan

digantikan dengan probiotik mengingat dampak buruk yang dapat

ditimbulkan. Probiotik menjadi solusi yang pas dalam menjawab tantangan

pesatnya perkembangan sektor perikanan dan kelautan di Indonesia

khususnya di daerah Lampung. Terdapat berbagai jenis bakteri yang dapat

digunakan sebagai kandidat probiotik.  Salah satunya adalah bakteri dari

genus Bacillus. Berbagai karakteristik pendukung yang dimiliki Bacillus

menjadikan bakteri ini sebagai kandidat probiotik yang sangat potensial.

Berkaitan dengan lampung sebagai salah satu wilayah dengan hutan

mangrove terluas di Indonesia dan hubungan dengan usaha pelestarian serta

keberagaman mikroorganisme yang tentu ada pada ekosistem ini maka

dilakukanlah pengambilan sampel dari kawasan hutan mangrove Desa

Margasari, Kecamatan Labuhan Maringgai, Kabupaten Lampung Timur.
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II.  TINJAUAN PUSTAKA

A.  Probiotik

Probiotik pada perairan kerap dikenal sebagai bakteri yang mampu

memperbaiki kualitas air (Suminto dan Diana, 2015).  Pemberian probiotik

bertujuan meningkatkan kesehatan inang dengan menekan perkembangan

mikroorganisme patogen,  memperbaiki kualitas perairan, dan membantu

mendegradasi limbah organik (Haditomo et al., 2016).  Aktivitas bakteri

probiotik akan menurunkan akumulasi lumpur dan bahan organik di dasar

tambak yang bermanfaat memperbaiki penetrasi oksigen kedalam sedimen

serta membantu mengurangi senyawa beracun seperti amonia dan sulfida

(Gunawati, 2002).

Pemberian probiotik pada suatu perairan lebih baik apabila menggunakan

bakteri yang berasal dari wilayah itu sendiri dengan tujuan untuk

mengefektifkan kemampuan kerja probiotik (Purwanta dan Mayrina, 2002).

Kriteria probiotik akuakultur yang cocok adalah mampu memberikan

pengaruh positif dalam ekosistem dan rantai makanan perairan tersebut

(Haditomo et al., 2016). Bakteri kandidat probiotik umumnya menghasilkan

substansi antimikroba seperti asam laktat, asam asetat, hidrogren peroksida,

diasetil, asam piroglutamat, reuterin, dan bakteriosin (Anurogo, 2014).
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Kemelimpahan keberadaan bakteri  kandidat probiotik pada ekosistem

mangrove didukung oleh penelitian Yahya et al., (2014) yang melakukan

isolasi bakteri dari Perairan Hutan Mangrove di Pasuruan.  Berikut adalah

tabel jenis bakteri yang diperoleh.

Tabel 1. Jenis Bakteri yang Diisolasi dan Identifikasi dari Perairan Hutan
Mangrove di Pasuruan

No Jenis Mangrove Isolat/Jenis Bakteri

1 Sonneratia alba

Bacillus megaterium
Nitrococcus sp.
Bacillus substilis
Planococcus citreus
Bacillus mycoides
Lactobacillus plantarum

2 Avecennia alba

Bacillus megaterium
Bacillus pumilus
Bacillus substilis
Nitrococcus sp.
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzeri
Bacillus mycoides
Micrococcus sp.

3 Rhizopora apiculata

Bacillus megaterium
Nitrococcus sp.
Staphylococcus sp.
Pseudomonas putida
Lactobacillus sp.
Bacillus substilis

4 Avicennia marina

Nitrococcus sp.
Bacillus substilis
Bacillus pumilus
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzeri
Micrococcus luteus
Vibrio sp.

Kandidat  bakteri probiotik dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti  juga

dari saluran pencernaan hewan.  Penelitian Yulvizar (2013) terhadap

pencernaan ikan kembung ( Rastrelliger sp.) diperoleh tiga jenis genera dan

satu spesies bakteri kandidat probiotik antara lain genus Bacillus,

Staphylococcus, Micrococcus, dan spesies Hafnia alvei. Marzouk et al.

(2008) dari  ikan laut memperoleh Bacillus, Lactococcus, Micrococcus,
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Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Weisslla,

Aeromonas, Alteromonas, Photorhodobacterium, Pseudomonas, dan Vibrio.

Kurniasih et al. (2013) menyatakan Bacillus cereus merupakan kandidat

bakteri yang berpeluang untuk dijadikan probiotik dengan kemampuan

menghasilkan L-lactat, acetat, format, succinat, ethanol, dan carbon dioxida

dari sumber karbon sukrosa dan glukosa melalui respirasi anaerobik (Mols et

al., 2007).

Fuller (1992) mengemukakan bahwa probiotik berperan dalam beberapa

mekanisme yaitu:

1. Sintesis vitamin atau senyawa penting yang kurang tersedia dalam pakan

2. Menghambat reaksi-reaksi yang menghasilkan toksin

3. Merangsang produksi atau menggantikan enzim pencernaan yang tidak

ada

4. Merangsang reaksi enzimatis dalam proses detoksifikasi bahan-bahan

potensial toksin baik yang berasal dari luar maupun dari dalam tubuh

inang

Tidak semua mikroorganisme dapat digolongkan sebagai probiotik. Terdapat

beberapa kriteria mikroorganisme ideal yang dapat dimasukkan ke dalam

kelompok probiotik menurut Anurogo (2014).

1. Mampu bertahan hidup melalui traktus gastrointestinal pada pH rendah

dan berhubungan dengan empedu

2. Stabil terhadap mikroflora usus

3. Melekat ke sel-sel epitel usus



7

4.  Bertahan hidup di dalam bahan makanan dan berkemungkinan untuk

penyimpanan  dalam bentuk liofilisasi

5. Tidak patogen

6.  Memiliki spesifikasi probiotik yang generik

7.  Multiplikasi cepat, baik dengan kolonisasi temporer atau permanen dari

traktus gastrointestinal

Selain itu, menurut Anurogo (2014) ada berbagai faktor utama untuk

dipertimbangkan dan dapat mempengaruhi kemampuan probiotik untuk

bertahan hidup di dalam produk-produk makanan atau minuman, diantaranya:

1. Kondisi fisik dan kimiawi dari proses makanan

2. Kondisi fisiologis dari probiotik yang ditambahkan

3.   Kondisi fisik dari penyimpanan makanan, misalnya suhu

4.   Interaksi dengan komponen-komponen produk lainnya

5.   Komposisi kimiawi dari produk

B. Bacillus sp.

Menurut Pelczar et al. (1976) Bacillus adalah salah satu marga bakteri yang

dapat dijumpai di tanah dan air termasuk pada air laut. Bacillus berbentuk

batang, gram positif, bergerak dengan flagel peritrikus dan membentuk

endospora.  Endospora adalah struktur berdinding tebal yang sangat reaktif,

mengandung sedikit air, dan tahan terhadap kondisi fisik dan kimia (Sopyan,

2009).  Endospora Bacillus terbentuk di dalam sel vegetatif dengan berbagai

bentuk yaitu bulat, oval, dan  silinder.  Dibandingkan dengan sel vegetatifnya
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endospora bersifat lebih resisten terhadap perubahan lingkungan Hatmanti

(2000).

Menurut de Vos et al. (2009) klasifikasi Bacillus sp. adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Bakteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Bangsa : Bacillales

Suku : Bacillaceae

Marga : Bacillus

Jenis : Bacillus spp.

Gambar 1.  Morfologi Bacillus sp. (www.britannica.com)

Gambar 2.  Endospora Bacillus sp. (http://faculty.ccbcmd.edu)



9

Menurut Hatmanti (2000) Bacillus sp. bersifat aerob namun beberapa bersifat

fakultatif anaerob dan sebagian besar positif katalase.  Hal ini menjadi salah

satu sifat yang membedakan Bacillus sp. dari bakteri pembentuk endospora

lainnya. Menurut de Vos et al. (2009) Bacillus sp. menunjukan cara

penggunaan gula yang berbeda-beda dalam metabolismenya. Dinding sel

Bacillus sp. tersusun atas peptidoglikan, asam teikoat, dan asam teikuronat

yang merupakan ciri bakteri gram Positif.

Bacillus sp. menjadi salah satu bakteri yang banyak dimanfaatkan sebagai

probiotik dalam akuakultur (Hong et al. 2004). Pemanfaatan Bacillus sp. ini

didukung oleh kemampuannya dalam menghasilkan enzim yang beragam,

seperti amilase, protease, dan lipase (Hamtini, 2014). Selain itu, bakteri ini

juga memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen

tertentu didukung oleh produk ekstraselular yang dihasilkannya seperti

subtilin, coagulin, protease-resistant isocoumarin, naphthol-AS-BI-

phospholidase, surfactin, iturins, bacilysin, aminocoumacin, dan

polyfermenticum (Hong et al., 2004 ; Murilio dan Villamil, 2011).

Hatmanti (2000) dalam penelitiannya menyatakan bakteri ini mampu

melakukan biodegradasi bahan pencemar seperti senyawa rekalsitran dan

xenobiotik. Jenis Bacillus sp. yang sering dimanfaatkan sebagai probiotik

antara lain Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. clausii, B. coagulans, B.

cereus, B. pumilus, dan B. Laterosporus (Ulhaq, 2014).
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C.  Hutan Mangrove

Sorianegara (1987) mendefinisikan hutan mangrove sebagai hutan yang

terutama tumbuh pada lumpur aluvial di daerah pantai dan muara sungai,

yang eksistensinya selalu dipengaruhi oleh pasang-surut air, dan terdiri dari

jenis Avicennia, Sonneratia, Rhizophora, Bruguiera, Ceriops, Lumnitzera,

Excoecaria, Xylocarpus, Scyphyphora, dan Nypa.  Sementara menurut

Saenger et al. (1983) hutan mangrove memiliki pengertian  sebagai suatu

formasi hutan yang dipengaruhi oleh adanya pasang-surut air laut, dengan

keadaan tanah yang anaerobik.

Mangrove mampu bertahan hidup pada kondisi lingkungan yang kurang

menguntungkan dengan mekanisme anatomi dan fisiologi tertentu yang

dimilikinya (Adha, 2015). Beberapa jenis mangrove seperti Rhizophora sp.,

Bruguiera sp., dan Ceriops sp. memiliki buah (propagul) yang sudah

berkecambah sewaktu masih menempel pada pohon induknya, sehingga saat

buah matang dan terjatuh akan langsung menancap pada tanah dan tidak

terbawa arus air (Pramudji, 2001).  Akar napas juga merupakan bentuk

adaptasi yang membantu dalam memperoleh oksigen.  Juga akar tunjang yang

berfungsi menumpu batang pada tanah labil (Adha, 2015).

Keberadaan ekosistem mangrove pada pesisir pantai memiliki fungsi ekologis

yang besar (Adha, 2015). Fungsi abiotik mangrove antara lain

mempertahankan daerah pesisir pantai dari hempasan angin, arus dan ombak

dari laut, memperluas daratan, remediasi bahan pencemar, hingga melindungi
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ekosistem padang lamun dan karang dari bahaya pelumpuran (Lasibani dan

Eni, 2009 ; Pramudji, 2001).

Sementara pada fungsi biotik ekosistem mangrove adalah sebagai tempat

berkembang biak dan sarang beberapa jenis satwa air seperti kepiting,

moluska, ikan, dan udang-udangan (Kariada dan Andin, 2014 ; Djohan,

2007). Kanopi hutan mangrove juga sebagai habitat primata, burung,

serangga, dan kelelawar (Supriharyono, 2009). Ekosistem mangrove juga

menghasilkan senyawa organik dari hasil dekomposisi seresah mangrove oleh

mikroorganisme dekomposer yang menjadi sumber makanan organisme

penghuni ekosistem mangrove (Yulma, 2017). Dilihat dari segi ekonomi

hutan mangrove dimanfaatkan sebagai bahan bakar, bahan bangunan, bahan

obat, dan makanan, hingga rekreasi (Arief, 2003).

Sekitar 3 juta hektar hutan mangrove tumbuh di sepanjang 95.000 kilometer

pesisir Indonesia.  Jumlah ini mewakili 23% dari keseluruhan ekosistem

mangrove dunia (Giri et al., 2011).  Tumbuh dan tersebar dari pulau

Sumatera hingga Irian. Indonesia merupakan tempat mangrove terluas dunia

(18-23%) melebihi Brazil (1,3 juta hektar), Nigeria (1,1 juta hektar ) dan

Australia (0,97 juta hektar) (Spalding et al., 1997).

Mangrove di Indonesia lebih bervariasi dibandingkan dengan wilayah lain.

Avicennia marina yang tingginya mencapai 1-2 meter mudah ditemukan

pada pantai tergenang, tegakan Bruguiera-Rhizophora-Ceriops dengan

ketinggian lebih dari 30 meter (terdapat di Sulawesi Selatan), Avicennia

alba dan Sonnetaria alba pada  daerah pantai terbuka.  Sonnetaria caseolaris
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dan Nypa fruticans sepanjang sungai bersalinitas  rendah. Tercatat ada 202

jenis tumbuhan pada hutan mangrove Indonesia, sebanyak 43 jenis

merupakan mangrove sejati dan sisanya adalah jenis mangrove ikutan.

Sebanyak 202 jenis tersebut meliputi 89 jenis pohon, 44 jenis terna, 19 jenis

pemanjat, 44 jenis epifit, 5 jenis palm, dan 1 jenis paku-pakuan (Noor et al.,

2006).

Khusus wilayah lampung, luas hutan mangrove ± 10.533,676 hektar dengan

6,65% dari total luas tersebut adalah hutan mangrove di Desa Margasari,

Kecamatan Labuhan Maringgai, Kabupaten Lampung Timur

Kordi (2012). Berdasarkan Surat Keputusan Bupati No.

660/305/04/SK/2005/1546/J.26/KL/2005 wilayah ini ditetapkan menjadi

kawasan Lampung Mangrove Center pada 10 Mei 2005 (Monografi Desa

Margasari, 2012). Secara geografis Kabupaten Lampung Timur terletak pada

5°51’84” LS dan 105° 64’84” BT (Suci, 2013).

Hingga pada tahun 2006 dicapailah suatu kesepakatan dan kerja sama antara

Universitas Lampung dengan pemerintah Lampung Timur tentang

pengelolaan terpadu mangrove yang berbasis masyarakat di wilayah pesisir

timur Lampung seluas 700 hektar. Tujuan dari pengelolaan hutan mangrove

berbasis masyarakat ini adalah agar hutan mangrove dapat terjaga kelestarian

dan keberlangsungannya. Pengadaan kegiatan pendidikan, penelitian, dan

pengabdian dilakukan Universitas Lampung sebagai penyelenggara dengan

proses evaluasi guna menilai keberhasilan program (Suci, 2013).
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III.  METODE PENELITIAN

A.  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Oktober 2017-Februari 2018

di Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung.

B.   Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : hot plate magnetic

stirer, laminar air flowcabinet, autoclave, neraca analitik, inkubator, oven,

jarum ose, erlenmeyer, vortex mixer, mikropipet, pipet volumetri, mikro tip,

pipet tetes, object glass, cawan petri, gelas ukur, kapas, tabung reaksi, tabung

Durham, alumunium foil, batang pengaduk, bunsen, water bath, beaker glass,

pinset, cutter, spatula, gunting bedah, gunting, mikroskop, ice box, sarung

tangan, masker, plastik tahan panas, plastik steril, termometer, karet gelang,

kapas, mistar, spuit 5 ml, waterbath, kertas saring, kain kasa, dan pH meter.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: udang, kerang, ikan,

kepiting, sotong, tumbuhan bakau, air, lumpur, pepton, ekstrak khamir,

gliserol, agar, air laut, Skim Milk, air laut steril, garam fisiologis 0,98%, NaCl

0%:3%: 4%: dan 6%, NaOH 1 M, HCl 1 M, kristal violet, iodine, safranin,
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akuades, phenol red, laktosa, manitol, sukrosa, glukosa, manosa, alkohol

70%, spritus, minyak imersi, disk antibiotik trimetoprim, disk antibiotik

streptomisin, disk antibiotik ampisilin, disk antibiotik kloramfenikol, disk

antibiotik asam nalidiksat dan larutan hidrogen peroksida (H2O2).

C. Pelaksanaan

Penelitian ini dilakukan dengan mengambil sampel secara langsung untuk

kemudian diisolasi dan dikarakterisasi. Penelitian ini dilakukan dalam 3

tahap.  Tahap I terdiri atas pengambilan sampel udang, kepiting, ikan, kerang,

tumbuhan bakau, air, dan lumpur. Tahap II terdiri atas isolasi Bacillus sp.

dari berbagai sampel dan pemurnian. Tahap III terdiri atas uji kemampuan

proteolitik, uji cekaman terhadap salinitas, uji cekaman terhadap pH, uji

patogenisitas, identifikasi, dan uji kepekaan terhadap antibiotik.

Tahap I

Pengambilan sampel udang, kepiting, ikan, kerang, tumbuhan bakau, air, dan

lumpur dilakukan dari area hutan mangrove Desa Margasari, Lampung

Timur.  Sampel udang, ikan, kerang, dan kepiting dipilih yang sehat dan

masih segar kemudian disimpan dalam plastik steril.  Sampel tumbuhan

bakau, lumpur dan air diambil secukupnya dimasukkan dalam plastik steril.

Khusus tumbuhan bakau bagian yang diambil adalah akar.  Semua sampel

disimpan dalam kotak pendingin untuk kemudian dilakukan pengujian di

laboratorium.
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Tahap II

1. Isolasi Bakteri Bacillus sp.

Seluruh sampel dengan massa yang berbeda (10 gram lumpur, 1 gram akar

bakau, 1 ml air, 1 ml suspensi pencernaan udang, kepiting, kerang, dan

ikan) disuspensikan kedalam 90 ml garam fisiologi (untuk sampel lumpur)

dan 9 ml garam fisiologis (untuk sampel air, tumbuhan bakau, udang,

kerang, kepiting dan ikan).  Semua sampel kemudian di homogen dengan

vortex mixer dan diberi perlakuan panas dengan suhu 80°C selama 15

menit. Larutan kemudian diencerkan dengan seri pengenceran 10-1 dan 10-

2. Masing-masing diambil sebanyak 1 ml dari setiap pengenceran lalu

dilakukan pour pada media Sea Water Complete (SWC) Modifikasi Skim

Agar.  Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Hamtini,

2014).

2.  Pemurnian

Sebanyak 1 ose Bacillus sp. diinokulasikan dengan metode streak pada

media SWC Agar kemudian diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam.

Tahap III

1. Pengujian Proteolitik

Isolat Bacillus sp. diambil menggunakan jarum ose steril kemudian

diinokulasi pada media SWC Modifikasi Skim Agar. Kultur kemudian

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.  Pengamatan dilakukan dengan

menghitung Indeks Proteolitik yang terbentuk (Hamtini, 2014; Hapsari,

2016).
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2.  Pengujian Cekaman Salinitas

Isolat Bacillus sp. diambil menggunakan jarum ose steril kemudian

diinokulasi ke dalam media SWC Agar yang dimodifikasi dengan NaCl

konsentrasi 0%; 3%; dan 6%.  Kultur kemudian diinkubasi selama 24 jam

pada suhu 37°C. Pengamatan dilakukan pada ukuran koloni yang tumbuh

(Triyanto et al., 2009).

3. Pengujian Cekaman pH

Isolat Bacillus sp. diambil menggunakan jarum ose steril kemudian

diinokulasi ke dalam media SWC Agar yang dimodifikasi dengan pH 4,

pH 7, dan pH 10.  Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu pada

suhu 37°C. Pengamatan dilakukan terhadap ukuran koloni yang tumbuh

(Triyanto et al., 2009).

4. Pengujian Patogenisitas

Isolat Bacillus sp. diambil menggunakan jarum ose steril kemudian

diinokulasi ke dalam media SWC Agar Darah. Kultur kemudian

diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Kemudian dilakukan

pengamatan terhadap kemampuan hemolitik isolat dengan melihat

perubahan warna media (Hamtini, 2014).

5. Karakterisasi Bakteri

Karakterisasi isolat bakteri terduga Bacillus sp. dilakukan dalam 2 tahap

yaitu:

a.  Karakteristisasi Morfologi Koloni dan Morfologi Sel

Karakterisasi morfologi koloni dilakukan dengan pengamatan  koloni
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sedangkan karakterisasi morfologi sel dilakukan dengan pengecatan

Gram (Yulvizar, 2013).

b.  Uji Biokimia

Karakterisasi berdasarkan uji biokimia dilakukan dalam beberapa uji

antara lain: uji katalase, uji motilitas, dan uji fermentasi gula.

b.1.  Uji Katalase

Sebanyak 2 tetes H2O2 diteteskan pada object glass steril.

Kemudian sebanyak 1 ose isolat Bacillus sp. diambil dan

dicampurkan dengan H2O2 di object glass (Yulvizar, 2013).

b.2. Uji Motilitas

Sebanyak 1 ose isolat Bacillus sp. ditusukkan ke dalam media

SWC Agar semi padat.  Kultur kemudian diinkubasi selama 24

jam pada suhu 37°C (Samosir et al., 2017).

b.3.  Uji Fermentasi Gula

Sebanyak 1 ose isolat Bacillus sp. diinokulasikan ke dalam

media SWC Cair + 1% gula (glukosa, laktosa manitol, sukrosa

dan manosa).  Kultur kemudian diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 37ºC (Samosir et al., 2017).

6. Pengujian Kepekaan Antibiotik

Isolat diuji kepekaannya terhadap 5 jenis antibiotik antara lain

kloramfenikol 30 µg, ampisilin 10µg, streptomisin 10µg, trimetoprim 5µg,

dan asam nalidiksat 30µg dengan menggunakan metode Kirby-Bauer.

Bacillus sp. yang telah ditumbuhkan pada media SWC Cair umur 10 jam

diambil menggunakan swab stick.  Kemudian dilakukan inokulasi secara
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swab pada media SWC Agar. Kemudian disk dari 5 jenis antibiotik

diletakkan pada cawan kultur menggunakan pinset steril dan diinkubasi

pada suhu 37 ºC selama 24 jam (Hamtini, 2014 ; Putra, 2017).

D.  Gambaran Alur Penelitian

Tahap I

Tahap  II

1. Isolasi Bakteri Bacillus sp.

air
payau

udang Keran
g

Tumb
uhan
bakau

Ikan Kepiti
ng

Lump
ur

Sampel Disimpan dalam Ice Box

Pengambilan  Sampel

Sampel  dalam garam fisiologis
dipanaskan dengan  suhu 80°C

selama 15 menit (Lestari, 2008).

Sampel dibuat seri
pengenceran hingga

10-2

Inokulasi dengan teknik pour sebanyak 1 ml tiap pengenceran pada
media SWC Modifikasi Skim Agar (Hamtini, 2014).

Inkubasi
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2. Pemurnian

Tahap III

1. Pengujian Proteolitik

2. Pengujian Cekaman Salinitas

Isolat Bacillus sp. diinokulasi ke
dalam media SWC Agar

yang dimodifikasi dengan NaCl
konsentrasi 0%; 3%; dan 6%.

Kultur diinkubasi pada 24 jam suhu
37°C

(Triyanto et al., 2009).

Pemurniaan isolat Bacillus sp. pada media SWC
Agar.

0%           3%        6%

Isolat Bacillus sp. diambil
menggunakan jarum ose steril

kemudian diinokulasi pada
media SWC Modifikasi Skim.

Kemudian diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C.  Pengamatan

dilakukan terhadap zona jernih
dengan menghitung Indeks
Proteolitik yang terbentuk

(Hamtini, 2014; Hapsari, 2016).
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3. Pengujian Cekaman pH

4. Pengujian Patogenisitas

5. Karakterisasi Bakteri

6. Pengujian Kepekaan Antibiotik

Isolat Bacillus sp. diinokulasi dengan swab pada media SWC Agar cawan

petri, kemudian disk dari antibiotik diletakan pada cawan kultur dan

diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam (Hamtini, 2014 ; Putra, 2017).

Gambar 4.  Alur Kerja Penelitian

Uji biokimia dilakukan dalam beberapa
uji yaitu: katalase, motilitas, dan
fermentasi gula (Yulvizar, 2013 ;

Samosir et al., 2017).

i uji katakase

Karakterisasi morfologi

koloni dan morfologi sel

Isolat Bacillus sp. diinokulasi kedalam
media SWC Agar darah.  Kultur kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.
Kemudian dilakukan pengamatan terhadap

kemampuan hemolitik isolat dengan
melihat perubahan warna media (Hamtini,

2014).

Isolat Bacillus sp. diinokulasi
kedalam media SWC Agar yang

dimodifikasi dengan pH 4, pH 7, dan
pH 10.  Kemudian diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C (Triyanto et

al., 2009).
pH 4 pH7    pH10
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E.  Analisis Data

Data disajikan secara deskriptif dalam bentuk tabel dan gambar.
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V.  KESIMPULAN

A.  Kesimpulan

1. Penelitian ini menghasilkan 5 isolat Bacillus sp. sebagai kandidat
probiotik yaitu Bacillus sp. KPP212 dari pencernaan kepiting pemanjat
pohon, Bacillus sp. IP121 dari pencernaan ikan pirit, Bacillus sp. UJ131
dan Bacillus sp. UJ132 dari pencernaan udang jerbung, serta Bacillus sp.
SB141 dari pencernaan siput bakau.

2. Kelima isolat uji memenuhi persyaratan sebagai bakteri probiotik.

B.  Saran

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut terhadap isolat kandidat probiotik

untuk memastikan potensi dan keamanannya dalam  pengaplikasian pada

hewan inang maupun lingkungan.
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