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     Mananase merupakan golongan enzim induktif yang pembentukannya 

dipengaruhi oleh keberadaan substrat. Adanya mannan pada lantai hutan mangrove 

merupakan medium yang baik untuk menginduksi bakteri untuk menghasilkan 

mannanase.  Bacillus merupakan salah satu bakteri yang telah diketahui dapat 

menghasilkan enzim mananase.  Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 

FMIPA Universitas Lampung memiliki isolat bakteri dari hutan mangrove Hanura 

sebanyak 30 isolat dan belum diketahui karakter menanolitiknya. Bakteri diseleksi 

berdasarkan kemampuannya mendegradasi manan menggunakan media Sea Water 

Complete Agar (SWC A) dengan penambahan 0.5% locust bean gum. Isolat 

pendegradasi manan kemudian dikarakterisasi meliputi ketahanan terhadap 

cekaman pH, cekaman garam, dan ion logam, dan penentuan lama produksi enzim 

mananase.  Isolat bakteri yang digunakan sebagai probiotik harus diuji sifat 

patogenisitasnya melalui uji hemolitik pada media agar darah. 
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     Dari total 30 isolat yang diseleksi, ada 9 isolat yang memiliki sifat mananolitik. 

Seluruh isolat mananolitik diketahui tahan terhadap kadar garam 0%, 3%, maupun 

6%. Pada uji cekaman pH, isolat mananolitik tumbuh baik pada pH 7 dan 10 tetapi 

tidak tumbuh pada pH 4. Berdasarkan uji patogenisitas diketahui ada 7 isolat 

bersifat hemolitik dan 2 isolat IBK3 dan ID2K1 tidak hemolitik. Diketahui isolat 

IBK3 memenuhi syarat untuk digunakan sebagai probiotik. Ion logam Fe3+ mampu 

menaikkan aktivitas enzimatik sebesar 11,12% pada isolat IBK3. Aktivitas enzim 

tertinggi isolat IBK3 terjadi pada waktu produksi 96 jam yaitu sebesar 0,05 UmL-1. 

 

Kata Kunci : Bacillus sp., Mananase, Probiotik.
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

A.  Latar Belakang  

 

Hutan mangrove merupakan kawasan hutan dengan habitat di perbatasan 

antara laut dan daratan dengan salinitas tinggi.  Salah satu ciri tanaman 

mangrove yaitu memiliki akar yang muncul ke permukaan.  Beberapa hasil 

penelitian di wilayah pesisir menunjukkan bahwa hutan mangrove sangat 

bermanfaat bagi warga yang tinggal di sekitarnya.  Keuntungan yang 

didapatkan warga sekitar diantaranya sebagai sumber makanan, bahan baku 

industri, mencegah banjir dan erosi, dan wisata alam.  Indonesia merupakan 

negara dengan keberadaan hutan mangrove terluas di Asia Tenggara 

(Risnandar, 2018). 

 

Menurut Badan Pusat Statistik, pada tahun 2015 luas hutan mangrove 

Provinsi Lampung adalah seluas 17.110 ha.  Desa Hanura, Kecamatan Teluk 

Pandan, Lampung merupakan salah satu dari sekian banyak wilayah 

Lampung yang memiliki ekosistem mangrove.  Perairan pantai Desa Hanura 

sebagian besar ditumbuhi hutan mangrove dan menjadikannya subur karena 

mendapat akumulasi bahan organik yang berasal dari aktivitas budidaya ikan 
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laut berupa sisa pakan yang mengendap dan seresah-seresah daun mangrove 

pada dasar hutan (Siegers, 2014).  

 

Hutan mangrove memilik aspek biologi yang dipengaruhi oleh pengambilan 

mineral oleh tumbuhan, interaksi dari seluruh biota dalam hutan mangrove, 

dekomposisi seresah dan pelapukan batang mangrove yang sudah mati.  

Serasah dan batang mangrove yang sudah mati ini merupakan bahan yang 

telah mengalami dekomposisi oleh mikroorganisme dan menghasilkan 

mineral yang membantu menjaga kesuburan tanah sekitarnya (Asna, dkk., 

2017).  Analisis struktural dari polisakarida dalam dinding sel tanaman dikotil 

diketahui terdiri dari selulosa, hemiselulosa, dan lignin.  Hemiselulosa 

termasuk di dalamnya manan, xilan, galaktan, dan arabinan (Dhawan, 2007).  

 

Hemiselulosa memiliki dua komponen utama yaitu hetero-1,4-β-D-xilan and 

hetero-1,4-β-D-manan (Sumardi, 2005).  Kandungan hemiselulosa yang 

utama dari hardwood adalah xilan (15-30 %) sedangkan pada softwood 

adalah galaktoglukomanan yaitu sebesar 15-20 % (Ibrahim, 1998).  Menurut 

Jørgensen, dkk. (2010), galaktomanan dapat ditemukan di tanaman legume 

sebagai penyusun biji dan pada bungkil inti kelapa sawit.  Chairiyah, dkk. 

(2014) juga mengemukakan keberadaan glukomanan yaitu pada umbi porang 

(Amorphophallus muelleri).  Penelitian Dai, dkk. (2018) menyatakan 

keberadaan hemiselulosa yang di dalamnya termasuk manan pada dinding sel 

bibit bakau Avicennia marina dan Kandelia obovata.  

 

Mananase merupakan enzim yang dapat memecah manan menjadi manosa 

dan manooligosakarida.  Aktivitas enzim mananase memiliki tingkatan yang 
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berbeda-beda tergantung dari sumbernya.  Enzim ini dapat ditemukan dari 

berbagai sumber diantaranya hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme.  Dalam 

penelitian, umumnya mananase diambil dari mikroorganisme karena dapat 

diproduksi dalam jumlah yang banyak dan proses isolasinya juga lebih mudah 

dilakukan (Seftiono, 2017).  

 

Kemampuan mikroorganisme dalam mendegradasi manan sangat membantu 

dalam bidang budidaya perikanan.  Menurut penelitian Muliani, dkk. (2011), 

probiotik dapat diaplikasikan ke dalam media pemeliharaan udang, media air, 

tanah dasar, dan pakan.  Pemberian tambahan pakan berupa enzim sudah 

banyak berkembang terutama jenis-jenis enzim pemecah serat yaitu enzim 

selulase, xilanase, dan mananase (Magdalena, dkk., 2013).  

 

Beberapa mikroorganisme penghasil enzim mananase yang telah diketahui 

diantaranya Bacillus subtilis MAN-511 (Utami, dkk., 2016), Bacillus subtilis 

TJ-102 (Wang, dkk., 2013), Bacillus pumilus M27 (Adiguzel, dkk., 2015), 

dan Bacillus cereus N1 (El-Sharounya, dkk., 2015).  Akan sangat baik jika 

bakteri-bakteri tersebut juga bersifat probiotik.  

 

Menurut Ahmadi (2012), bakteri probiotik menghasilkan enzim yang 

mampu mengurai senyawa kompleks menjadi sederhana sehingga siap 

digunakan oleh hewan budidaya.  Jenis bakteri probiotik sangat 

dipengaruhi oleh lingkungan.  Faktor lingkungan tempat bakteri tersebut 

diisolasi sangat mempengaruhi kemampuan hidupnya baik untuk tumbuh 

dan berkembang maupun untuk melaksanakan fungsinya sebagaimana 

yang diharapkan (Muliani, dkk., 2011).  Penelitian ini bertujuan untuk 
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mendapatkan isolat unggul Bacillus sp. yang diisolasi dari hutan 

mangrove Hanura pendegradasi manan dan dapat berpotensi sebagai 

probiotik.  

 

B.   Tujuan Penelitian  

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat 

Bacillus sp. unggul dengan kemampuan mannanolitik yang tinggi, tidak 

bersifat patogen, tahan terhadap cekaman kadar garam, pH, ion logam, 

memiliki kemampuan produksi enzim yang tinggi dan berpotensi sebagai 

probiotik.   

 

C.   Manfaat Penelitian  

 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah memberikan informasi 

ilmiah mengenai isolat Bacillus sp.  pendegradasi manan yang unggul, 

sehingga dapat digunakan sebagai probiotik dalam industri pakan udang.  

 

D.   Kerangka Pikir 

 

Pada kawasan hutan mangrove terdapat banyak serasah dan batang tanaman 

mangrove yang sudah melapuk.  Struktur dari polisakarida yang ada dalam 

dinding sel tanaman mangrove diketahui terdiri dari selulosa, lignin, dan 

hemiselulosa yang termasuk juga di dalamnya manan.  Manan merupakan 

senyawa polisakarida yang keberadannya cukup melimpah dalam bentuk 

glukomanan dan galaktomanan.  Bahan organik tersebut merupakan sumber 

nutrisi bagi organisme dan mikroorganisme di sekitarnya, sehingga 
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mikroorganisme disekitarnya harus memiliki enzim untuk mendegaradasi 

bahan-bahan organik tersebut. 

 

Pelapukan yang terjadi pada kawasan hutan mangrove dikarenakan adanya 

proses dekomposisi bahan organik oleh mikroorganisme diantaranya Bacillus.  

Bakteri Bacillus merupakan salah satu bakteri endofit yang ada pada jaringan 

tanaman, sehingga bakteri ini dapat ditemukan pada semua vegetasi 

mangrove.  Keragaman kemampuan fisiologis Bacillus sp. sangat luas, mulai 

dari psikrofilik sampai termofilik, dan asidofilik sampai alkalifilik, beberapa 

strain bersifat halofilik atau toleran terhadap garam.  Sebagian spesies 

memiliki potensi menjadi patogen karena memiliki kemampuan 

menghemolisis sel darah merah.  Kemampuan Bacillus dalam mendegradasi 

manan menjadi manosa sangat membantu dalam bidang budidaya perikanan.  

Selain kemampuannya dalam menguraikan senyawa organik, isolat Bacillus 

diharapkan dapat digunakan sebagai probiotik.   

 

Enzim yang dapat mendegradasi manan yaitu mananase.  Enzim mananase 

merupakan enzim induktif yang proses pembentukanya dipengaruhi oleh 

rangsangan substrat.  Faktor-faktor yang mempengaruhi produksi enzim 

mananase diantaranya adalah jumlah substrat yang tersedia, waktu produksi, 

suhu dan pH optimum.  Jumlah enzim yang diproduksi akan semakin banyak 

apabila substrat yang tersedia di lingkungan sangat melimpah.  Waktu 

produksi enzim oleh mikroorganisme sangat berperan, pada awal masa 

pertumbuhan belum banyak enzim yang diproduksi karena mikroorganisme 

masih dalam fase adaptasi.  Suhu dan pH sangat mempengaruhi metabolisme 
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pada mikroorganisme, perubahan suhu dan pH yang signifikan mengganggu 

pertumbuhan mikroorganisme sehingga tidak dapat memproduksi enzim 

dengan baik. 

 

Isolat Bacillus sp.  memiliki karakter yang berbeda satu dengan lainnya.  

Perbedaan ini dikarenakan mikroorganisme memiliki karakteristik kultural.  

Karakter ini digunakan sebagai dasar untuk memisahkan mikroorganisme ke 

dalam kelompok-kelompok taksonomi.  Karakter-karakter yang berbeda dari 

setiap mikroorganisme muncul berdasarkan kemampuan gen untuk tumbuh di 

bawah kondisi terseleksi.   Mikroorganisme yang tumbuh pada kondisi 

lingkungan tercemar logam akan memiliki ketahanan terhadap kadar logam 

tinggi di saat mungkin mikroorganisme lain bahkan tidak dapat tumbuh pada 

kondisi ini.  Mikroorganisme halofilik dan mikrooganisme lain bila 

ditumbuhkan pada media dengan penambahan garam akan menghasilkan 

pertumbuhan yang berbeda, bakteri halofilik akan tumbuh lebih baik karena 

perbedaan genetik bakteri halofilik yang biasa tumbuh pada kondisi dengan 

kadar garam tinggi. 

 

 

E.   Hipotesis  

 

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah didapatkannya isolat 

Bacillus sp.  unggul yaitu memiliki kemampuan mannanolitik yang 

tinggi, tidak bersifat patogen, tahan terhadap cekaman kadar garam, pH, 

ion logam, memiliki kemampuan produksi enzim yang tinggi dan 

berpotensi sebagai probiotik.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

A.  Hutan mangrove 

 

Hutan bakau atau biasa disebut juga dengan ekosistem mangrove adalah 

ekosistem di daerah tropik dan subtropik yang berfungsi sebagai peredam 

badai dan gelombang laut, pelindung pantai dari abrasi dan erosi, serta tempat 

hidup dan mencari makan berbagai biota perairan payau.  Ekosistem payau 

juga dapat dimanfaatkan sebagai tempat rekreasi, penghasil kayu, sumber 

pangan dan obat (Ghufran, 2012).   

 

Menurut Kusuma (2009) hutan mangrove merupakan suatu tipe hutan yang 

tumbuh di daerah pasang surut (terutama di pantai yang terlindung, laguna, 

muara sungai) serta tanaman yang memiliki toleransi terhadap kadar garam.  

Ekosistem mangrove merupakan suatu sistem yang terdiri atas organisme 

maupun mikroorganisme yang saling berinteraksi dengan faktor lingkungan 

maupun sesamanya pada suatu habitat mangrove. 

 

Masyarakat yang tinggal di ekosistem mangrove sudah sejak lama 

memanfaatkan kawasan ini.  Tercatat sekitar 67 macam produk yang dapat 

dihasilkan oleh ekosistem hutan mangrove dan sebagian besar telah
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dimanfaatkan oleh masyarakat, misalnya untuk pertanian (pupuk hijau) dan  

chips untuk pabrik kertas dan lain-lain (Kustanti, 2011).  

 

Produktivitas ekosistem mangrove yang sangat tinggi disebabkan oleh 

sumbangan serasah.  Serasah mangrove yang jatuh menjadi sumber nutrisi 

bagi biota air dan menentukan produktivitas perikanan laut (Zamroni dan 

Rohyani, 2008).  Penyebab kesuburan pada ekosistem mangrove salah 

satunya adalah serasah yang jatuh dan mengalami proses dekomposisi.  Hasil 

dekomposisi ini akan memberikan sumbangan bahan organik yang berperan 

dalam pertumbuhan dan perkembangan tumbuh-tumbuhan, ikan, udang, 

kepiting dan mikroorganisme di hutan mangrove.  Salah satu mikroorganisme 

yang berperan dalam proses dekomposisi adalah bakteri.  Bakteri Bacillus 

merupakan salah satu bakteri endofit yang berada pada jaringan tanaman, 

sehingga bakteri ini dapat ditemukan pada semua vegetasi mangrove (Yulma, 

2017).   

 

Penelitian Shome, dkk., (1995) yang mengisolasi bakteri dari sedimen pada 

mangrove Andaman Selatan, menemukan 38 bakteri dan isolat bakteri yang 

paling dominan  adalah Bacillus spp.  Yaitu hingga 50 %.  Hasil penelitian ini 

tidak jauh berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Yahya, dkk., 

(2014) di perairan mangrove Pesisir Kraton Pasuruan yang mendapatkan 

bakteri Bacillus sp. yang paling dominan berperan dalam proses dekomposisi 

serasah mangrove.  Penelitian Yulma, dkk., (2017) menemukan isolat bakteri 

genus Bacillus pada tanaman mangrove Bruguiera parviflora, Rhizophora 

apiculata, dan Avicennia alba.  
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B.  Bacillus sp.  

 

Menurut Bergey (2009), Bacillus sp. merupakan bakteri berbentuk batang, 

lurus atau sedikit melengkung, memiliki spora yang tahan pada kondisi 

buruk, Gram positif, atau Gram positif hanya pada tahap awal pertumbuhan, 

Gram negatif, aerob atau anaerob fakultatif.  Sebagian besar spesies akan 

tumbuh dengan baik pada media seperti Nutrient Agar (NA) dan agar darah.  

Morfologi dan ukuran koloni Bacillus sp. sangat bervariasi.  Keragaman 

kemampuan fisiologis Bacillus sp. sangat luas, mulai dari psikrofilik sampai 

termofilik, dan asidofilik sampai alkalifilik, beberapa strain toleran terhadap 

garam dan beberapa halofilik.  Sebagian besar diisolasi dari tanah atau dari 

lingkungan yang tercemar, air, dan tanaman.  Spora tahan terhadap panas, 

radiasi, dan disinfektan.  Sebagian spesies memiliki potensi menjadi patogen 

dan berasosiasi dengan penyakit pada manusia atau hewan.  

 

Bakteri Bacillus merupakan salah satu bakteri endofit yang ada pada jaringan 

tanaman, sehingga bakteri ini dapat ditemukan pada semua vegetasi 

mangrove.  Beberapa penelitian yang diketahui menemukan Bacillus pada 

kawasan hutan mangrove diantaranya Yulma, dkk. (2017) menemukan 

Bacillus sp. pada Bruguiera parviflora, Rhizophora apiculate, Sonneratia 

alba, Avicennia alba.  Yahya, dkk. (2014), mengisolasi Bacillus subtilis, 

Bacillus pumilus, Bacillus megaterium di perairan mangrove Pesisir Kraton 

Pasuruan.   
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Menurut Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 2nd edition Vol. 3, 

klasifikasi Bacillus sp. adalah sebagai berikut: 

Domain : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class : Bacilli 

Order : Bacillales 

Family : Bacillaceae 

Genus : Bacillus 

Species : Bacillus sp.  

 

 
Gambar 1.  Bacillus cereus (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) 

 

 

C.  Manan 

 

Manan merupakan bagian dari hemiselulosa pada dinding sel tanaman.  

Hemiselulosa merupakan polisakarida yang banyak terdapat pada tumbuhan 

tingkat tinggi.  Hetero-1,4-D-manan dan hetero-1,4-D-xilan merupakan dua 
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jenis hemiselulosa yang sering digunakan dalam dunia industri (Hilge, dkk., 

1998).  Manan dapat diklasifikasikan menjadi 4 subfamili yaitu manan, 

glukomanan, galaktomanan, galaktoglukomanan (Petkowiez, 2001).  Menurut 

Sigres dan Sutrisno (2015), manan dapat ditemukan pada endosperma kelapa 

sawit, kelapa locust bean gum (Ceratonia siliqua), biji kopi dan akar 

Amorphophallus konjak).  Manan dapat terhidrolisis dan menghasilkan 

manooligosakarida dan manosa.   

 

Manosa (polimer manan) yang diselingi galaktosa disebut juga dengan 

galaktomanan.  Galaktomanan dapat ditemukan pada tanaman legume 

sebagai penyusun biji dan pada bungkil inti kelapa sawit (Jorgensen, 2010).  

Hidrolisis manan oleh enzim mananase menjadi manooligosakarida yang 

sering digunakan adalah mannotriosa, mannobiosa, dan manosa (Kensch, 

2008).  

 

 

D.  Enzim Mananase 

 

Enzim mananase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis substrat 

manan.  Enzi mini menghidrolisis ikatan β-1. 4 (molekul polisakarida) antar 

manosa.  Proses hidrolisis ini mengubah heteromanan yang melimpah 

menjadi manooligosakarida serta manosa, glukosa, galaktosa (Dhawan dan 

Kaur, 2007).  Menurut de Vries (2003), Endo-β-1,4-D-mananase 

menghidrolisis secara acak ikatan β-1. 4-manosidik dalam rantai utama 

polimer manan sehingga menghasilkan manooligosakarida linier dan 

bercabang dengan panjang yang bermacam-macam.  
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Gambar 2.  Hidrolisis manan oleh enzim mananase (Sigres dan Sutrisno, 2015) 

 

Enzim mananase dihasilkan oleh beberapa tanaman, moluska, jamur, dan 

bakteri.  Berdasarkan pembentukannya enzim mananase digolongkan ke 

dalam enzim induktif karena produksi dan jumlahnya dipengaruhi oleh 

substrat yang terkandung pada lingkungan hidup bakteri (Kurnia, 2010).  

Bakteri lebih dipilih karena proses produksinya yang murah dan cepat, serta 

dapat dengan mudah dimodifikasi.  Karena penerapannya yang efisien, enzim 

mananase biasa diaplikasikan pada industri pangan, pakan, kertas, farmasi, 

bahkan sebagai perlakuan awal pada produksi biofuel (Wyman, dkk., 2005).  

Beberapa mikroorganisme yang dapat menghasilkan mananase diantaranya 

Bacillus subtilis MAN-511 (Utami, dkk., 2016), Bacillus subtilis TJ-102 

(Wang, dkk., 2013), Bacillus pumilus M27 (Adiguzel, dkk., 2015), dan 

Bacillus cereus N1 (El-Sharounya, dkk., 2015).   

 

 

E.  Bakteri Mananolitik 

 

Penggunaan enzim untuk proses hidrolisis pada dunia 12ndustry terus 

meningkat karena lebih efisien.  Potensi bakteri sebagai produsen enzim 

mananase lebih sering dimanfaatkan karena proses produksinya yang murah 
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dan cepat, serta dapat dengan mudah dimodifikasi.  Bakteri mananolitik dapat 

diperoleh dari daerah-daerah yang mengandung substrat manan.  Isolasi 

bakteri mananolitik dilakukan dengan menumbuhkan isolat bakteri pada 

media yang mengandung substrat manan di dalamnya.  Adanya zona bening 

pada media agar yang mengandung manan mengindikasikan terjadinya proses 

hidrolisis substrat manan oleh enzim mananase yang dihasilkan isolat bakteri 

(Sigres dan Sutrisno, 2015).  Zona bening di sekitar koloni bakteri dapat 

diamati dengan penambahan congo red karena congo red akan berikatan 

dengan dengan polisakarida manan yang memiliki ikatan β-1,4-D-

manopiranosil yang terdapat dalam media agar sehingga mengakibatkan 

media akan berwarna merah.  Hasil hidrolisis enzim yang ada pada sekitar 

bakteri berupa manooligosakarida yang tidak memiliki ikatan β-1,4-D-

manopiranosil akan berwarna bening (Sumardi, 2007).  

 

 

F.  Probiotik 

 

Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang diberikan sebagai 

suplemen makanan dengan tujuan memperbaiki kesehatan dan perkembangan 

mikroba dalam saluran pencernaan (Natsir, dkk., 2010).  Mikroba probiotik 

memiliki peranan positif pada tubuh inangnya.  Menurut Suciati, dkk. (2016), 

penambahan probiotik ke dalam pakan merupakan suatu upaya untuk 

meningkatkan fungsi fisiologis dan kemampuan mencerna pada hewan 

budidaya.  Probiotik memiliki prinsip kerja dengan memanfaatkan 

kemampuan mikroba dalam meningkatkan penyerapan pada saluran 

pencernaan.  Probiotik tidak hanya berperan menjaga keseimbangan 
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ekosistem dalam saluran pencernaan tetapi juga dapat menahan aktifitas 

mikroba pengurai protein.  Penurunan aktivitas mikroba pengurai protein 

dapat menyebabkan kadar ammonia pada feses menurun (Sitohang, dkk., 

2018).  

 

Salah satu mekanisme kerja dari probiotik adalah dengan menghasilkan asam 

sehingga dapat menurunkan pH pada saluran pencernaan hewan budidaya.  

Penggunaan probiotik dalam bidang budidaya perikanan memiliki tujuan 

untuk menjaga keseimbanganmikroba dan mengendalikan patogen dalam 

saluran pencernaan (Parameswari, dkk., 2013).  Menurut Anggriani, dkk. 

(2012), Salah satu kandidat probiotik adalah Bacillus sp. Bakteri ini 

merupakan bakteri yang dapat menguraikan serat-serat kasar pada pakan 

dengan reaksi enzimatisnya.  Penelitian Sitohang, dkk (2018) menemukan 

isolat Bacillus badius dan Bacillus coagulans sebagai kandidat potensial 

probiotik yang diperoleh dari saluran pencernaan ikan patin.  Isolat tersebut 

terbukti mampu menghambat pertumbuhan patogen Aeromonas hydrophila. 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

A.  Tempat dan Waktu Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung 

pada bulan November 2018 sampai April 2019. 

 

 

B.  Bahan dan Alat 

 

Adapun bahan yang digunakan adalah sampel tanah dari hutan mangrove 

Hanura, media cair sea water complete (SWC) dengan komposisi: peptone 5 

gram, yeast extract 1 gram, gliserol 3 ml, air laut 750 ml, aquadest 250 ml; 

agar, aquadest, congo red, NaCl, locust bean gum, buffer phospat pH 7, 

pereaksi DNS, alkohol 70 %, es pack, spritus, alumunium foil, FeCl3, AlCl3, 

PbCl2, CuCl2, darah domba. 

 

Alat yang digunakan adalah beaker glass, hotplate magnetic stirrer, 

erlenmeyer, sentrifuge, autoklaf, cawan petri, ose bulat, bunsen, neraca 

analitik, waterbath, orbital shaker, spektrofotometer, inkubator, mikropipet, 

tabung reaksi, rak tabung reaksi, batang pengaduk, oven, gelas ukur, 

stopwatch. 
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C. Metodologi Peneltian 

Beberapa isolat Bacillus yang digunakan pada penelitian ini didapakan dari 

koleksi Laboratotium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung yang diisolasi dari kawasan 

Hutan Mangrove Hanura.  Kemampuan mananolitik Bacillus sp. ditentukan 

dengan menumbuhkan isolat pada media agar yang mengandung 0,5% locust 

bean gum.  Kemampuan mananolitik ditandai oleh zona jernih yang terbentuk 

di sekitar koloni.  Patogenisitas isolat Bacillus sp. diketahui melalui uji 

hemolisis pada media SWC Agar Darah.  Sifat hemolisis ditunjukkan dengan 

zona jernih yang terbentuk di sekitar koloni akibat sel darah yang mengalami 

lisis.  Ketahanan terhadap cekaman pH ditetapkan berdasarkan kemampuan 

hidup isolat pada media padat dengan variasi pH 4, 7, dan 10.  Ketahanan isolat 

terhadap cekaman pH ditunjukkan dengan pertumbuhan koloni.  Ketahanan 

terhadap kadar garam diamati berdasarkan kemampuan isolat untuk tumbuh 

pada media dengan kadar garam 0%, 3%, dan 6%.  Kemampuan isolat untuk 

tumbuh pada cekaman garam ditandai dengan pertumbuhan koloni.  Pengaruh 

ion logam terhadap produksi enzim mananase diketahui melalui isolat Bacillus 

sp. ditumbuhkan pada media padat dengan penambahan substrat dan logam Fe, 

Pb, Cu, dan Al.  Kemampuan produksi mananase ditetapkan berdasarkan lama 

produksi dengan aktivitas enzim tertinggi. Aktivitas enzim diketahui melalui 

kemampuannya mendegradasi manan menjadi manosa dengan metode DNS. 
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1. Persiapan Media 

Media yang digunakan dalam penelitian ini adala Sea Water Complete 

(SWC) dalam 1 liter dengan komposisi sebagai berikut: peptone 5 gram, 

yeast extract 1 gram, gliserol 3 ml, air laut 750 ml, aquadest 250 ml.  

Media Sea Water Complete (SWC) Agar dilakukan penambahan agar 

sebanyak 15 gram.  Semua bahan dimasukkan ke dalam beaker glass dan 

dipanaskan sambil dihomogenkan dengan hotplate magnetic stirrer.  

Kemudian media dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan disterilkan dengan 

suhu 121 oC dan tekanan 2 atm selama 15 menit.  Media disimpan pada 

kondisi dingin sampai waktu akan digunakan. 

 

 

2. Seleksi Bakteri Mananolitik 

Isolat bakteri yang berasal dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi 

Universitas Lampung ditumbuhkan pada medium SWC Agar dengan 

penambahan locust bean gum sebanyak 0.5 %.  Setelah inkubasi selama 24 

jam, koloni diwarnai dengan 1 % congo red selama 15 menit, kemudian 

dicuci kembali menggunakan 1 M NaCl.  Pengamatan yang dilakukan 

meliputi morfologi koloni dan sel serta indeks mananolitiknya.  Morfologi 

koloni meliputi bentuk, warna, elevasi, dan margin.  Morfologi sel 

diketahui dengan melakukan pewarnaan Gram. Indeks mananolitik 

ditentukan melalui perbandingan antara luas zona jernih yang terbentuk 

dan luas koloni bakteri sesuai dengan rumus : 

Indeks mananolitik =
𝐿𝑢𝑎𝑠 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑗𝑒𝑟𝑛𝑖ℎ

𝐿𝑢𝑎𝑠 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖
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3. Karakterisasi Isolat Bacillus sp. 

a. Uji Cekaman Terhadap Kadar Garam 

Isolat Bacillus diambil menggunakan ose kemudian diinokulasikan 

pada media SWC Agar yang telah ditambahkan garam dengan 

konsentrasi 0 %, 3 %, dan 6 %.  Kultur kemudian diinkubasi pada 

suhu ruang selama 24 jam.  Hasil yang diamati adalah ukuran koloni 

masing-masing isolat pada media. 

 

b. Uji Cekaman Terhadap pH 

Isolat Bacillus diambil menggunakan ose dan diinokulasikan pada 

media SWC Agar dengan pH 4, 7, dan 10.  Kultur kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam dan diamati ukuran koloni 

dari masing-masing cawan. 

 

c. Uji Patogenisitas 

Kemampuan bakteri dalam menghemolisis sel darah merupakan salah 

satu penentu patogenisitas pada bakteri.  Isolat bakteri mananolitik 

diambil menggunakan ose dan diinokulasikan ke media SWC agar 

darah.  Kemudian inkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.  Isolat 

yang memiliki kemampuan hemolisis ditunjukkan dengan 

terbentuknya zona jernih di sekitar koloni. 

 

d. Pengaruh Ion Logam terhadap Aktivitas Bakteri dalam Menghasilkan 

Enzim Mananase 

Isolat terpilih yang tidak menunjukkan kemampuan hemolisis pada uji 

sebelumnya diinokulasikan ke dalam media SWC agar yang berisi 
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substrat dan ion logam Fe3+, Pb2+, Cu2+, Al3+ dalam bentuk garam 

FeCl3, PbCl2, CuCl2, AlCl3.  Setelah masa inkubasi selama 24 jam 

pada suhu ruang, dilakukan pewarnaan dengan 1 % congo red dan 

dibilas menggunakan NaCl untuk pengamatan zona jernih.  Indeks 

mananolitik ditentukan dengan rumus: 

 

Indeks mananolitik =
𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑗𝑒𝑟𝑛𝑖ℎ − 𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖
 

 

 

4. Produksi dan Penentuan Lama Waktu Inkubasi terhadap Produksi 

Enzim 

Produksi enzim mananase diawali dengan peremajaan isolat Bacillus sp. 

pada media miring SWC Agar dan dikulturkan selama 24 jam pada media 

SWC dengan penambahan locust bean gum sebagai media starter.  

Sebanyak 10 % media starter diinokulasikan ke dalam media cair SWC 45 

ml yang telah ditambahkan 0,5 % locust bean gum.  Kemudian kultur 

diinkubasi pada suhu ruang selama 24, 48, 72, 96, 120, 144, dan 168 jam.  

Setelah itu kultur disentrifuge dengan kecepatan 8500 rpm selama 15 

menit pada suhu 4 oC.  Supernatan yang diperoleh merupakan ekstrak 

kasar enzim mananase.  Aktivitas enzim ditentukan melalui besarnya gula 

reduksi yang terbentuk menggunakan metode DNS (Tabel 1) dan 

absorbansi dibaca pada panjang gelombang 540 nm. 
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Tabel 1.  Uji Aktivitas Enzim 

Bahan Kontrol (ml) Uji (ml) 

Enzim - 0,75 

0,5 % locust bean gum dalam buffer 

fosfat pH 7 
0,75 0,75 

Diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. 

(Semua perlakuan dilakukan di dalam es kecuali saat inkubasi) 

Perekasi DNS 1,5 1,5 

Enzim 0,75 - 

Rebus dalam air mendidih selama 15 menit.  Didinginkan di air 

dingin dan dianalisi dengan spektofotometer pada λ 540 nm 

 

 

5. Penentuan Gula Standar Manosa 

Sebagai larutan gula standar digunakan deret manosa pada konsentrasi  

0 μg/mL, 200 μg/mL, 400 μg/mL, 600 μg/mL, 800 μg/mL, 1000 μg/mL, 

1200 μg/mL, 1400 μg/mL, 1600 μg/mL, 1800 μg/mL, 2000 μg/mL.  

Penentuan gula standar dapat dilihat pada tabel berikut: 

 

Tabel 2. Penentuan Larutan Standar 

Bahan Manosa (μg/mL) 

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 

Gula 

Standar 

(ml) 

0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 

Larutan 

buffer 

(ml) 

0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 

DNS 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

Larutan dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit. Selanjutnya didinginkan 

di air dingin selama 20 menit, diukur nilai absorbansi menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 540 nm 
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D.  Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat Bacillus sp. koleksi 
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V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

A.  Simpulan 

Dari total 30 isolat yang diseleksi, didapatkan 9 isolat mananolitik dengan 

indeks tertinggi sebesar 10,74 yang dimiliki oleh isolat IBK3.  Seluruh isolat 

mananolitik diketahui tahan terhadap kadar garam 0 %, 3 %, maupun 6 %.  

Pada uji cekaman pH, isolat mananolitik tumbuh baik pada pH 7 dan 10 tetapi 

tidak tumbuh pada pH 4.  Berdasarkan uji patogenisitas diketahui seluruh 

isolat positif menghemolisis sel darah kecuali isolat IBK3 dan ID2K1.  Logam 

FeCl3 mampu menaikkan aktivitas enzimatik sebesar 11,12 %.  Aktivitas 

enzim tertinggi isolat IBK3 ada pada waktu produksi 96 jam yaitu sebesar 

0,05 UmL-1. 

 

B.  Saran 

Saran yang dapat direkomendasikan untuk penelitian selanjutnya adalah perlu 

dilakukan pengujian lebih lanjut seperti pengujian sifat biokimia isolat bakteri 

untuk mengetahui karakter lebih lanjut sehingga akan didapatkan kandidat 

probiotik yang lebih unggul. 
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