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ABSTRAK 

 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI Bacillus sp. PENGHASIL ENZIM 

SELULASE DARI HUTAN MANGROVE HANURA 

 

 

 

Oleh 

 

 

Cahya Intan Listiyorini 

 

 

 

 

Pada ekosistem mangrove, terdapat bakteri selulolitik yang berperan melakukan 

dekomposisi selulosa di alam.  Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri 

selulolitik dari hutan mangrove desa Hanura.  Isolasi bakteri dilakukan dengan 

menggunakan media Sea Water Complate Agar (SWCA) yang ditambahkan Carboxy 

Methyl Cellulose 0,5 % (CMC).  Karakterisasi isolat meliputi morfologi koloni dan 

sel, uji cekaman pH dan NaCl, uji patogenisitas, serta uji pengaruh logam terhadap 

aktivitas selulolitik.  Hasil penelitian diperoleh 38 isolat bakteri.  16 isolat 

diantaranya merupakan bakteri selulolitik dan mampu tumbuh dengan baik pada 

media cekaman pH (7 dan 10) dan NaCl (0 %, 3 % dan 6 %).  Isolat IBK3, ID2K1 

dan IA2K3 merupakan bakteri non patogen dengan sifat Gram positif berbentuk 
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batang IBK3 memiliki indeks selulolitik tertinggi yaitu 7,36 serta tumbuh dengan 

baik pada penambahan logam Fe, Al, Pb dan Cu.  

 

Kata Kunci: Bacillus sp., bakteri selulolitik, mangrove, probiotik, selulase.

Cahya Intan Listiyorini 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

A.  Latar Belakang 

 

Hutan Mangrove Hanura merupakan kawasan hutan di pinggir pantai dengan 

ekosistem yang unik.  Banyak keragaman organisme yang hidup di dalamnya.  

Desa Hanura merupakan satu lokasi penting sebaran hutan mangrove Provinsi 

Lampung.  Berdasarkan monografi Desa Hanura, secara geografis kawasan hutan 

mangrove pada desa tersebut bagian timur bebatasan dengan Pesisir Laut Teluk 

Pandan.  Luas mangrove Desa Hanura merupakan bagian kecil dari 19.596 ha 

hutan mangrove yang tumbuh membentang sepanjang pesisir Kabupaten 

Pesawaran (BPS Provinsi Lampung, 2017). 

 

Kwasan hutan mangrove yang luas tersebut berbanding lurus dengan seresah 

yang dihasilkan.  Seresah dan lapukan kayu pada mangrove mengandung 

selulosa.  Kayu memiliki kandungan selulosa sekitar 50 %, sedangkan pada 

tumbuhan sekitar 33 % (Klemm, et.al., 1998).  Selulosa merupakan polimer 

glukosa dengan rantai linier yang dihubungkan oleh ikatan β-1,4 glikosidik yang 

menyebabkan struktur selulosa bersifat kristalin dan sukar larut dalam air.  

Selulosa di alam berasosiasi dengan polisakarida lainnya seperti hemiselulosa
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atau lignin yang membentuk dinding sel dari tumbuhan (Holtzapple, dkk., 2003).  

Dengan melimpahnya selulosa akan mendukung keberadaan dari bakteri 

pengurai selulosa.  Penguraian ini dilakukan oleh bakteri yang memiliki 

kemampuan enzimatik yaitu enzim selulase (Rudiyansyah, dkk., 2017).  

Beberapa bakteri telah diisolasi di perairan hutan mangrove antara lain Bacillus 

megaterium, Nitrococcus sp., Bacillus subtilis, Planococcus citreus, Bacillus 

mycoides, Lactobacillus plantarum, Bacillus pumilus, Pseudomonas putida, 

Pseudomonas stutzeri, Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Micrococcus luteus, 

Vibrio sp. (Yahya, dkk., 2014).  Genus Bacillus diketehui mampu memproduksi 

selulase.  Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sumardi (2019), isolat 

Bacillus sp. UJ132 yang diisolasi dari hutan Mangrove memiliki kemampuan 

selulolitik. 

 

Enzim selulase merupakan enzim yang dihasilkan oleh mikroorgansime yang 

berperan dalam proses pendegradasian selulosa menjadi glukosa.  Kerja dari 

enzim ini merupakan enzim ekstraseluler yaitu enzim yang digunakan di luar sel.  

Ada tiga jenis enzim yang bekerja yaitu enzim endoglukanase, eksoglukanase 

dan endo β-glukosidase (Sakti, 2012).  Mikroorganisme yang menghasilkan 

enzim selulase selain digunakan untuk mendegradasi limbah di alam dapat pula 

dijadikan probiotik.  Probiotik akan membantu pencernaan hewan dengan 

memecah komponen polimer oleh enzim khusus (Effendi, 2002).  

 

Selulosa yang merupakan polimer terdapat dalam komposisi pakan ikan yang ada 

di pasaran.  Dengan demikian penambahan probiotik penghasil enzim selulase 
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dapat memberikan keuntungan dengan membantu dalam kecernaan pakan 

sehingga dapat mendorong produktivitas ikan.  Pemberian probiotik pada pakan 

buatan memberikan pengaruh sangat nyata terhadap rata-rata pertumbuhan 

harian/ spesifik ikan gurame dan peningkatan efisiensi pemanfaatan pakan 

(Suminto, 2015).  Berdasarkan penelitian Widanarni (2008), isolat probiotik 1Ub, 

SK dan Ua efektif menghambat pertumbuhan Vibrio harveyi dan secara 

signifikan dapat meningkatkan kelangsungan hidup dan pertumbuhan larva 

udang windu.   

 

Syarat suatu bakteri dapat dijadikan probiotik antara lain tidak patogen, toleran 

terhadap asam dan garam empedu, mempunyai kemampuan bertahan pada proses 

pengawetan dan dapat bertahan pada penyimpanannnya serta memiliki 

kemampuan memberi efek kesehatan yang sudah terbukti (Shortt, 1999).  

 

B.  Tujuan  

 

Tujuan Penelitian ini adalah: 

1.  Mendapatkan isolat bakteri Bacillus selulolitik dari Hutan Mangrove Desa 

Hanura, Lampung. 

2.  Mengetahui perbedaan karakteristik isolat bakteri antara lain morfologi koloni 

dan sel, cekaman terhadap pH dan garam, kemampuan patogenisitas serta 

pengaruh logam terhadap aktivitas selulolitik. 
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C.  Manfaat  

 

Manfaat dari penelitian ini yaitu: 

1.  Memberikan informasi mengenai isolasi dan karakterisasi bakteri yang di 

peroleh dari kawasan Hutan Mangrove Hanura, Lampung. 

2.  Untuk memproleh bakteri selulolitik penghasil enzim selulase yang diisolasi 

dari hutan Mangrove. 

 

D.  Kerangka Pikir 

 

Ekosistem mangrove yang berada di wilayah pesisir memiliki kondisi yang 

berbeda di bandingkan ekosistem di tempat lain.  Keberadaan dan 

keanekaragaman bakteri di alam dipengaruhi oleh salinitas, pH, fisik, iklim, 

vegetasi, nutrisi dan lokasi (Yahya, dkk., 2014).  Perbedaan kondisi ini 

memungkinkan adanya karakteristik biotik dan abiotik yang berbeda pula.  

Bakteri hutan mangrove termasuk ke dalam bagian biotik dari ekosistem 

mangrove, dapat mendegradasi seresah dan lapukan kayu.  Kandungan dari 

seresah dan lapukan kayu di antaranya, selulosa.  Di alam selulosa tidak dapat 

digunakan dan hanya menjadi limbah bila tidak di uraikan terlebih dahulu oleh 

enzim selulase.   

 

Enzim selulase merupakan enzim ekstraseluler dan bersifat induktif, enzim hanya 

dihasilkan apabila terdapat induser berupa substratnya yaitu selulosa.  Enzim 

selulase di produksi salah satunya oleh bakteri.  Bakteri yang dapat menghasilkan 

enzim selulase merupakan bakteri selulolitik.  Terdapat berbagai macam bakteri 
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yang mendiami wilayah hutan mangrove dan dapat menghasilkan enzim selulase.  

Selulase merupakan enzim yang dapat memecah selulosa dan digolongkan 

menjadi endoglukanase, eksoglukanase dan β-glukosidase.   

 

Pemilihan bakteri yang menjadi kandidat probiotik memiliki beberapa syarat 

antara lain, tidak patogen, toleran terhadap asam, mempunyai kemampuan 

bertahan pada proses pengawetan dan dapat bertahan pada penyimpanannnya 

serta memiliki kemampuan memberi efek kesehatan yang sudah terbukti (Shortt, 

1999).   

 

Keadaan lingkungan pada ekosistem mangrove memiliki rentang NaCl antara 0,5-

3,5 %.  Sehingga pemilihan kandidat probiotik perlu dilakukan pengujian 

cekaman dengan kadar garam dan konsentrasi yang digunakan yaitu 0, 3 dan 6 %.  

Bakteri yang berasal dari ekosistem hutan mangrove diharapkan memiliki 

kemampuan ketahanan pada kondisi garam tinggi.  Kemampuan untuk bertahan 

pada kondisi garam tinggi, mengindikasikan bakteri tersebut termasuk ke dalam 

golongan bakteri halofilik.  Bakteri halofilik memiliki struktur membran yang 

khusus, dengan lipid monolayer atau disebut biphytanil ataupun struktur 

campuran dengan fosfolipid bilayer.  Monolayer memiliki sistem terbuka, air 

dapat ditukar dari dan ke konsentrasi tinggi seperti dalam proses osmotik, ini 

memungkinkan terjadinya kesetimbangan karena ketika tekanan eksternal 

diterapkan pada penghalang sama dengan tekanan internal monolayer kerena 

tumbukan molekul dengan penghalang.  Rentang pH pada rata-rata lingkungan 

yaitu 5-9, bakteri yang akan dijadikan kandidat probiotik diharapkan mampu 
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tahan pada keadaan di luar dan di dalam tubuh organisme.  Dikarenakan pH pada 

sistem percernaan asam, dengan demikian pengujian terhadap cekaman pH 

dilakukan pada rentang pH 4, 7 dan 10.  Pengujian patogenisitas dilakukan 

dengan menunjukan sifat hemolisis bakteri pada agar darah.  Bakteri hanya dapat 

dijadikan kandidat probiotik apabila memiliki sifat γ hemolisis dengan tidak 

terjadinya lisis pada media agar darah.  Selain itu, pada ekosistem perairan logam 

berat merupakan salah satu agen pencemar lingkungan.  Keberadaan logam berat 

pada perairan dapat mempengaruhi kehidupan organisme yang ada di perairan 

tersebut.  Kemampuan bakteri yang dapat sintas pada kondisi ini, diperlukan 

untuk menjadi kandidat probiotik.  Ion logam Fe, Pb, Cu dan Al merupakan 

cemaran yang paling sering ditemukan di perairan laut.  Ion logam dapat menjadi 

aktivator ataupun inhibitor pada aktivitas enzim.  Pengaruh ion logam terhadap 

aktivitas enzim ditunjukkan apabila adanya kenaikan indeks selulolitik 

merupakan indikasi ion logam tersebut bekerja sebagai aktivator, ataupun 

sebaliknya bila menurunkan indeks selulolitik merupakan indikasi sebagai 

inhibitor pada enzim tersebut. 

 

E.  Hipotesis  

 

Hipotesis dari penelitian ini yaitu  

1. Didapatkan bakteri Bacillus selulolitik dari Hutan Mangrove Hanura. 

2. Didapatkan Bacillus dengan karakteristik tertentu, meliputi morfologi koloni 

dan sel, cekaman terhadap pH dan garam, kemampuan patogenisitas serta 

pengaruh logam terhadap aktivitas selulolitik 
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II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

A.  Hutan Mangrove 

 

Kata mangrove diambil dari bahasa portugis yaitu mangue dan bahasa inggris 

yaitu grove.  Kata mangrove dalam bahasa inggris diperuntukan untuk komunitas 

tumbuhan yang tumbuh di daerah pasang-surut serta individu spesies tumbuhan 

yang menyusun komunitas tersebut.  Dalam bahasa portugis kata mangrove 

digunakan untuk menyatakan individu spesies tumbuhan, sedangkan untuk 

komunitas tumbuhannya disebut mangal (Kusmana, dkk., 2003).  Menurut 

Nybakken (1992), hutan mangrove merupakan suatu kelompok tumbuhan yang 

terdiri atas berbagai macam spesies dari famili yang berbeda, namun memiliki 

kesamaan pada daya adaptasi morfologi dan fisiologi terhadap lingkungannya 

yang dipengaruhi oleh pasang surut. 

 

Hutan mangrove terletak di wilayah pesisir yang terlindung dari gempuran 

ombak dan daerah yang landai.  Wilayah pesisir yang memiliki muara yang besar 

dan delta aliran airnya mengandung lumpur ini mendukung optimumnya 

pertumbuhan mangrove.  Ombak besar serta arus pasang surut yang kuat 

memungkinkan tidak terjadinya pengendapan lumpur yang kandungannya  
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dibutuhkan sebagai substrat sehingga mangrove tumbuh dengan mudah di 

wilayah pesisir (Dahuri, 2003).  

 

Hutan mangrove merupakan habitat yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber 

produktivitas karena merupakan ekosistem tempat tinggal beragam flora dan 

fauna.  Perikanan dapat menjadi salah satu produktivitas dari habitat mangrove 

yang dapat dimanfaatkan.  Ikan dan hewan-hewan kecil mendapatkan makanan 

melalui proses dekomposisi yang kompleks dari seresah mangrove oleh 

mikroorganisme pada hutan mangrove, karena menghasilakan detritus yang dapat 

dimanfaatkan oleh hewan-hewan laut kecil.  Hewan-hewan kecil ini nantinya 

akan menjadi mankanan bagi hewan yang lebih besar dan rantai makananpun 

terjadi (Talib, 2008). 

 

Hutan mangrove yang ada di Lampung memiliki luas 1.200 Ha.  Hutan 

mangrove Desa Hanura terletak di kecamatan Padang Cermin, kabupaten 

Lampung Selatan, Provinsi Lampung dengan luas perairan 1,5 km
2
 dengan 1,5 

km x 1 km. Geografis kabupaten ini berada pada 105°13’45”-105°15’0”BT dan 

5°32’30”LS (Siegers, WH., 2013).  Topografi bagian barat daya dan bagian 

Selatan Desa Hanura cukup landai dengan kedalaman kurang dari 5 meter, 

sedangkan sekitar tenggara cukup dalam yaitu 10-15 meter.  Terdapat empat 

sungai kecil yang bermuara di perairan Teluk Hurun, dua sungai di bagian Barat 

daya, satu sungai di bagian Selatan dan satu sungai di pantai Barat laut.  Desa 

Hanura merupakan satu lokasi penting sebaran hutan mangrove di Kabupaten 

Pesawaran, Provinsi Lampung.  
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Beberapa bakteri antara lain Bacillus megaterium, Nitrococcus sp., Bacillus 

subtilis, Planococcus citreus, Bacillus mycoides, Lactobacillus plantarum, 

Bacillus pumilus Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Micrococcus sp., 

Staphylococcus sp., Micrococcus luteus, Vibrio sp. tinggal di perairan hutan 

mangrove pesisir kraton pasuruan (Yahya, dkk., 2014).  Sebagian besar bakteri 

yang ditemukan di perairan memiliki sifat Gram yaitu negatif dan ukurannya 

lebih kecil dibandingkan bakteri non laut, sedangkan bakteri laut dengan sifat 

Gram positif terbanyak ditemukan pada sedimen (Kathiresan dan Bingham, 

2001).  

 

B.  Selulosa 

 

Keberadaan selulosa di alam sangat melimpah dan penyumbang utama dari 

selulosa yaitu tumbuhan.  Selain selulosa unsur lain seperti hemiselulosa dan 

lignin juga melimpah di alam.  Selulosa merupakan polimer glukosa dengan 

rantai linier yang dihubungkan oleh ikatan β-1,4 glikosidik yang menyebabkan 

struktur selulosa bersifat kristalin dan sukar larut dalam air.  Selulosa di alam 

berasosiasi dengan polisakarida lainnya seperti hemiselulosa atau lignin yang 

membentuk dinding sel dari tumbuhan (Holtzapple, dkk., 2003).   
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Gambar 1.  Konfigurasi Dinding Sel Tanaman 

(Sumber : Perez, dkk., 2002) 

 

Selulosa yang merupakan penyusun dinding sel pada tumbuhan disusun oleh 

selobiosa dan unit penyusun dalam molekul selulosa adalah 2 unit gula (D-

glukosa).  Selulosa yang merupakan polisakarida struktural dapat ditemukan 

pada tangkai, batang, dahan serta semua jaringan tumbuhan berkayu yang 

berfungsi untuk memberikan perlindungan, bentuk serta penyangga sel dan 

jaringan (Lehninger, 1993).  

  
 

Gambar 2.  Struktur Kimia Selobiosa 

(Sumber: Lehninger, 1993) 

 

Glukosa anhidridat yang terikat oleh atom karbon pertama dan ke empat akan 

membentuk rantai selulosa.  Ikatan yang terjadi yaitu ikatan ß-1,4 glikosidik. 

Selulosa tersusun dalam bentuk fibril-fibril yang dihubungkan oleh ikatan 
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glikosidik.  Fibril-fibril tersebut membentuk struktur kristal yang dibungkus oleh 

lignin.  Struktur dan komposisi kimia tersebut menyebabkan sebagian besar 

bahan yang mengandung selulosa bersifat kuat dan keras sehingga tahan terhadap 

penguraian secara enzimatik dan menyebabkan penguraiannya berlangsung 

lambat (Fan, dkk., 1982).   

 

Kandungan selulosa pada batang kayu sekitar 50 %, sedangkan pada tumbuhan 

sekitar 33 % dan yang terbesar terdapat pada kapas yaitu 90 % (Klemm, dkk., 

1998).  Beberapa spesies ganggang yaitu ganggang hijau, abu-abu, merah, 

kuning hijau menghasilkan mikrofibril selulosa di dinding selnya.  Selain itu 

hewan laut seperti tunicates juga memiliki mantel yang terdiri dari mikrofibril 

selulosa yang terdapat di dalam matriks protein (Robert, dkk., 2011).  Pada hutan 

mangrove seresahnya merupakan penyumbang terbesar keberadaan selulosa yang 

mendukung keberdaan bakteri selulolitik untuk hidup.  

 

C.  Enzim Selulase 

 

Enzim selulase merupakan enzim yang dihasilkan oleh mikroorgansime yang 

berperan dalam proses pendegradasian selulosa menjadi glukosa.  Kerja dari 

enzim ini merupakan enzim ekstraseluler yaitu enzim yang digunakan di luar sel.  

Ada tiga jenis enzim yang bekerja yaitu enzim endoglukanase, eksoglukanase 

dan endo β-glukosidase.   
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Fungsi masing-masing enzim berbeda, yaitu sebagai berikut: 

1.  Enzim endoglukanase, enzim ini menghidrolisis secara acak pada ikatan 

glikosidik β-1,4 pada daerah amorf dari substrat selulosa dengan hasil akhir 

oligosakarida dan polimer. 

2.  Enzim eksoglukanase, enzim ini memotong pada ujung rantai selulosa dari 

residu selubiosil yang hasil akhirnya selobiosa. 

3.  Enzim endo β-glukosidase, menghidrolisis selobiosa untuk menghasilkan dua 

unit glukosa (Sakti, 2012). 

 

 

Gambar 3.  Mekanisme Degradasi Selulosa oleh Enzim Selulase 

(Sumber: Behera, dkk., 2016) 

 

Mekanisme enzim selulase mendegradasi selulosa yaitu tahap pertama, enzim 

endoglukonase (EG) memotong daerah amorf dari selulosa secara acak dan 

membentuk banyak ujung-ujung reduksi atau nonreduksi yang memudahkan 

kerja eksoglukonase.  Kemudian enzim eksoglukonase (CBH) akan 
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menghidrolisis daerah kristal dan menghasilkan selobiosa yang merupakan 

disakarida.  Setelah itu β-glukosidase (BG) akan menghidrolisis selobiosa hasil 

dari pemecahan enzim eksoglukonase menjadi glukosa (Jorgansen, 2007).  

 

Berdasarkan Pembentukannya enzim selulase merupakan enzim yang bersifat 

induktif.  Produksi enzim selulase yang dilakukan oleh mikroba membutuhkan 

adanya induser dalam medium fermentasinya.  Induser tersebut akan 

menginduksi pembentukan enzim selulase pada sel mikroba.  Jumlah enzim yang 

ada di dalam sel tidak tetap, bergantung indusernya.  Senyawa induser yang 

diperlukan umumnya berupa substrat dari enzim tersebut (Purkan, dkk., 2015).  

Induser yang sering digunakan untuk memproduksi enzim selulase yaitu 

Carboxymethui Celulose (CMC).   

 

Produksi enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor eksternal antara lain 

ketersedian substrat, pH, suhu, kondisi kultur dan waktu fermentasi (produksi) 

serta faktor internal seperti sisntesis protein.  Ketersedian substrat bagi enzim 

induktif berpengaruh penting.  Substrat akan menginduksi produksi dari enzim.  

Jumlah enzim akan bertambah apabila dalam medium mengandung banyak 

substrat yang menginduksi enzim tersebut (Purkan, dkk., 2015).  Kondisi kultur 

dan lamanya waktu produksi berpengaruh terhadap kemampuan enzim dalam 

mengubah substrat menjadi produk.  Kondisi kultur dipengaruhi oleh media 

kulturnya dan umur kultur, media kultur diharuskan memenuhi kebutuhan bakteri 

agar dapat tumbuh dengan baik.  Setiap enzim memiliki waktu optimum 

produksinya.  Pada pengujian lama waktu produksi enzim selulase dari 
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Aspergillus niger optimum produksi pada hari ke 4.  Trichoderma sp. optimum 

pada hari ke-4 hingga ke-5 (Gautam, dkk., 2010).  Optimum produksi enzim 

mananase dari Bacillus subtilis yaitu pada 88 jam masa inkubasi (Marizal, dkk., 

2018).  Penelitian yang dilakukan oleh Oktavia (2018) optimasi produksi enzim 

protease dan amilase berada pada 36 jam masa inkubasi.  Selain itu, faktor 

internal pula berpengaruh pada produksi enzim.  Enzim yang merupakan protein, 

produksinya dapat dipengaruhi oleh sintesis protein.  Sintesis protein dilakukan 

melalui dua tahap yaitu transkripsi dan translasi.  Proses sintesis protein prokariot 

lebih sederhana dibandingkan eukariot.  Pada prokariot tidak terdapat tahap post-

transkripsi atau pun post-translasi yang menyebabkan prokariot mudah 

bermutasi.  Dengan mudahnya prokariot bermutasi akan berpengaruh terhadap 

protein yang terbentuk.  Protein ini memililiki fungsi yang beragam salah satunya 

yaitu protein enzimatik (Campbell, 2006).   

 

Penelitian yang dilakukan di hutan mangrove Peniti, Kecamatan Segedong, 

Kabupaten Mempawah ditemukan bakteri yang memiliki kemampuan selulolitik 

yaitu bakteri dari genus Aeromonas, Bacillus, Alcaligenes, Pseudomonas, 

Actinobacillus, Aeromonas, Listeria, dan Chromobacterium (Rudiansyah, dkk., 

2017).  Produksi dari enzim selulase dipengaruhi oleh berbagai faktor antara lain 

unkuran inokulum, pH, rasio C:N, suhu, aditif medium, waktu pertumbuhan dan 

lainnya.   
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D.  Probiotik 

 

Probiotik merupakan mikroorganisme yang memiliki kemampuan mendukung 

pertumbuhan dan produktifitas udang.  Bakteri probiotik juga dapat dijadikan 

bioremediasi (Poernomo, 2004).  Secara umum probiotik, yang biasa digunakan 

adalah preparat dari mikroba hidup yang dimasukan kedalam tubuh manusia atau 

hewan.  Mikroba tersebut diharapkan mampu memberikan pengaruh positif 

terhadap kesehatan dengan cara memperbaiki sifat-sifat dari mikroba alami yang 

ada di dalam tubuh (Yuniastuti, 2014). 

 

Syarat suatu bakteri dapat dijadikan probiotik antara lain tidak patogen, toleran 

terhadap asam dan garam empedu, mempunyai kemampuan bertahan pada proses 

pengawetan dan dapat bertahan pada penyimpanannnya serta memiliki 

kemampuan memberi efek kesehatan yang sudah terbukti (Shortt, 1999).  

 

Manfaat probiotik bagi kesehatan tubuh, sebagai berikut: 

1.  Fungsi protektif, yaitu kemampuan menghambat patogen dalam saluran 

pencernaan.  Terbentuknya kolonisasi probiotik dalam saluran pencernaan, 

menyebabkan kompetisi nutrisi dan lokasi adhesi (penempelan) antara 

probiotik dan bakteri lain, khususnya patogen.  Pertumbuhan probiotik juga 

akan menghasilkan berbagai komponen anti bakteri (asam organik, hidrogen 

peroksida, dan bakteriosin yang mampu menekan pertumbuhan patogen). 

2.  Fungsi sistem imun tubuh, yaitu dengan meingkatkan sistem imun melalui 

kemampuan probiotik untuk menginduksi pembentukan IgA, aktivasi 
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makrofag, modulasi profil sitokin, serta menginduksi hyporesponsiveness 

terhadap antigen yang berasal dari pangan. 

3.  Fungsi metabolit probiotik yaitu metabolit yang dihasilkan oleh probiotik, 

termasuk kemampuan probiotik mendegradasi laktosa di dalam produk susu 

terfermentasi sehingga dapat dimanfaatkan oleh penderita lactose intolerance  

(Yuniastuti, 2014). 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Pratiwi (2013), yaitu isolasi dan 

identifikasi bakteri kandidat probiotik dari lumpur hutan mangrove Wonorejo 

didapatkan tujuh spesies bakteri kandidat probiotik, yaitu Bacillus sp., B. subtilis, 

B. licheniformis, Pseudomonas sp., P. pseudomallei, Micrococcus sp. dan Vibrio 

alginolyticus.  Probiotik yang diisolasi dari berbagai lingkungan tambak didapat 

isolat 1Ub, SK dan Ua.  Isolat tersebut mampu menghambat pertumbuhan Vibrio 

harvcyi patogen dan efektif diaplikasikan dalam penanggulangan penyakit 

vibriosis.  Serta secara signifikan dapat meningkatkan kelangsungan  hidup dan 

pertumbuhan larva udang windu (Widanarni, 2008). 

 

E.  Bacillus sp. 

 

Bacillus merupakan genus bakteri dari famili Bacillaceae yang memiliki bentuk 

sel batang dengan sel tunggal maupun jamak menjadi rantai panjang serta 

filamen, Gram positif, dengan diameter berukuran 0,4-1,8 µm dan panjangnya 

0,9-10,0 µm.  Beberapa Bacillus motil karena memiliki flagella.  Bersifat aerob 

dan anaerob fakultatif namun ada beberapa yang bersifat anaerob.  Bacillus dapat 
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hidup pada rentang suhu 10-60 °C dan pH yaitu 5-10 dan beberapa ada yang 

resisten terhadap salin.  Dapat tumbuh pada media yang diberikan NaCl dengan 

konsentrasi hingga 20 %.  Membentuk endospora sehingga tahan pada kondisi 

ekstrem, endospora ini resisten terhadap panas, radiasi, dan disinfektan.  

Sebagian besar positif katalase dan untuk oksidase positif dan negatif (Bergey, 

2009). 

 

Bacillus memiliki morfologi koloni yang beragam dengan bentuk circular sampai 

irregular, sedangkan tepinya yaitu entire, undulate, crenate atau fimbriat dengan 

tekstur granul dan elevasinya raised hingga convex.  Koloni bakteri dari genus 

Bacillus memiliki penampakan yang mirip seperti pada Bacillus anthracis dan 

Bacillus cereus.  Kebanyakan koloninya lembab, mengkilat dan berwarna putih 

atau krim keabu-abuan, namun beberapa memiliki pigmen berwarna hitam, 

coklat, orange, merah muda atau kuning (Bergey, 2009). 

 

 
(a) (b) 

Gambar 4.  (a) Koloni Bacillus subtilis (b) Mikroskopis B. subtilis 

(Sumber: Bergey, 2009) 

 

 

 



18 
 

 

Taksonomi dari Bacillus sp. adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class : Bacilli 

Ordo : Bacillales 

Familly : Bacillaceae 

Genus : Bacillus  

Species : Bacillus sp. (de Vos, dkk., 2009). 

 

Beberapa spesies bakteri dari genus Bacillus di temukan di perairan hutan 

mangrove pesisir kraton pasuruan yaitu Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, 

Bacillus mycoides dan Bacillus pumilus (Yahya, dkk., 2014).  Bakteri dari genus 

Bacillus yang ditemukan di Hutan Mangrove, serta dapat memproduksi enzim 

selulase yaitu dari spesies Bacillus subltilis (Reka dan Anathi, 2013).  Spesies 

lain seperti Bacillus cereus yang diisolasi dari sedimen mangrove di Thailand 

(Chantarasiri, 2015) dan Bacillus licheniformis yang diisolasi dari tanah 

mangrove di Mahanadi India (Behera, 2016).  Sebagian besar bakteri yang 

ditemukan di perairan laut memiliki sifat Gram yaitu negatif dan ukurannya lebih 

kecil dibandingkan bakteri non laut, sedangkan bakteri laut dengan sifat Gram 

positif terbanyak ditemukan pada sedimen (Kathiresan dan Bingham, 2001). 

 

Manfaat Bacillus untuk probiotik, pemberian Bacillus sp. D2.2 membirikan nilai 

optimal pada pertumbuhan harian (Novitasari, 2017).  Jenis Bacillus sp. yang 

sering dimanfaatkan sebagai probiotik antara lain Bacillus subtilis, B. 

licheniformis, B. clausii, B. coagulans, B. cereus, B. pumilus, dan B. 
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Laterosporus (Ulhaq, 2014).  Isolat Bacillus sp. UJ132 yang diisolasi dari hutan 

Mangrove memiliki kemampuan selulolitik yang dijadikan sebagai kandidat 

probiotik (Sumardi, 2019).
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III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

A.  Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas 

Lampung, Bandar Lampung, Lampung pada bulan November tahun 2018 hingga 

April tahun 2019. 

 

B.  Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cawan petri untuk, tabung 

reaksi, rak tabung, gelas beaker, gelas ukur, erlenmeyer, spatula, autoklaf, oven, 

vortex mixer, biosafety cabinet, jarum ose, mikropipet dan tip, bunsen, 

timbangan analitik, mikroskop, hotplate magnetic stirrer. 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu sampel dari hutan mangrove, 

media sea water complete (SWC) komposisi: bacto peptone, ekstrak yeast, 

gliserol, air laut, bacto agar, akuades, Carboxymethui Celulose (CMC), congo 

red 0,1 %, NaCl 1 M, NaCl teknis (garam) 3, 4 dan 6 %, NaOH 1 M, HCl 1 M, 

kristal violet, iodine, safranin, darah, logam FeCl3, AlCl3, CuCl2, PbCl2, minyak 

imersi, bahan habis pakai, alumunium foil, spritus, alkohol 70 %. 
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C.  Metodologi Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan secara deskriptif yaitu diawali dengan proses isolasi. 

Isolasi dilakukan dari sampel yang diambil dari hutan mangrove Hanura.  

Kemudian sampel dilakukan pemanasan untuk mendapatkan bakteri Bacillus.  

Suspensi Bacillus hasil pemanasan dikultur pada media SWC cair + CMC 0,5 %.  

Koloni Bacillus selulolitik ditandai dengan adanya zona jernih pada media di 

sekitar koloni.  Selanjutnya yaitu pengujian karakterisasi morfologi dan fisiologi.  

Karakterisasi  morfologi meliputi morfologi koloni dan sel, sedangkan 

karakterisasi fisiologi meliputi uji cekaman terhadap pH dan NaCl, patogenisitas 

serta uji pengaruh terhadap aktivitas selulolitik.  Karakterisasi morfologi koloni 

dan sel di lakukan dengan mengamati bentuk koloni dan sel.  Pengamatan 

morfologi sel dengan proses pengecatan Gram.  Karakterisasi fisiologi melalui uji 

cekaman terhadap pH dilakukan dengan menggunakan pH 4, 7 dan 10.  Pada uji 

cekaman terhadap NaCl (kadar garam) konsentrasi yang digunakan yaitu 0, 3 dan 

6 %.  Hasil yang diamati pada uji cekaman terhadap pH dan NaCl yaitu ukuran 

koloni yang tumbuh.  Uji patogenisitas dilakukan melalui sifat hemolisis bakteri 

pada media agar darah.  Karakter hemolitik dilihat berdasarkan zona yang 

terbentuk pada media di sekitar koloni.  Uji pengaruh ion logam terhadap 

aktivitas selulolitik dilakukan menggunakan ion logam FeCl3, CuCl3, PbCl2 dan 

AlCl2 yang ditambahkan pada media SWC agar + CMC 0,5 %.  Pengaruh ion 

logam terhadap aktivitas selulolitik ditunjukkan dengan adanya zona jernih pada 

media disekitar koloni.   
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1.  Pengambilan Sampel 

 

Penelitian ini dilakukan dengan mengambil sampel secara langsung.  Sampel 

yang diambil yakni sampel keong, air payau, seresah tumbuhan bakau yang 

terdiri dari akar, daun dan bunga, serta lumpur diambil dan dimasukkan dalam 

plastik steril.  Semua sampel disimpan dalam kotak pendingin untuk 

kemudian dibawa ke laboratorium. 

 

2.  Persiapan Media 

 

Media yang digunakan yaitu media cair sea water complete (SWC).  

Komposisi SWC cair dalam 1 liter yaitu sebagai berikut: bacto peptone 5 g, 

ekstrak yeast 1 g, gliserol 3 ml, air laut 750 ml, akuades 250 ml. Komposisi 

media sea water complete agar (SWC) ditambahkan 15 gram bacto agar.  

Semua bahan dimasukan ke dalam gelas beker dan dihomogenkan 

menggunakan hotplate magnetic stirer.  Setelah itu, dimasukan ke dalam 

erlenmeyer kemudian disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 

121 
o
C tekanan 2 atm. 

 

3.  Isolasi Bacillus Selulolitik dari Sampel 

 

Sampel ditimbang masing-masing 1 gram, dan dimasukan ke dalam 9 ml 

larutan garam fisiologis.  Kemudian dipanaskan pada suhu 80 ˚C.  Pemanasan 

bertujuan untuk mematikan sel vegetatif dan bakteri yang tetap tumbuh 
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merupakan bakteri yang dapat membentuk spora yang merupakan ciri dari 

bakteri genus Bacillus.   

 

Sampel diperkaya pada media sea water complete (SWC) cair dengan 

penambahan Carboxymethui Celulose (CMC) 0,5 %.  0,5 ml sampel 

dimasukan pada 4,5 ml media, di gojlok pada orbital shaker selama 48 jam 

pada suhu ruang.  Dibuat pengenceran seri hingga 10
-6

.  Dari hasil 

pengenceran 10
-4

 hingga 10
-6

 masing-masing diambil 0,25 ml dan dimasukan 

pada tabung berisi 2,25 ml aquades.  Setelah itu, ditumbuhkan pada media sea 

water complete (SWC) agar modifikasi + CMC 0,5 % dengan metode pour 

plate.  Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam.  Setelah inkubasi 

koloni yang tumbuh diinokulasikan pada media SWC agar dengan metode 

streak untuk mendapatkan koloni tunggal dan diremajakan pada media agar 

miring. 

 

4.  Uji Aktivitas Selulolitik Secara Kualitatif 

 

Isolat murni pada media miring umur 24 jam diinokulasikan dengan metode 

titik dan direplikasi pada media SWC agar + CMC 0,5 %, kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam.  Setelah masa inkubasi disiram 

dengan congo red 0,1 % selama 15 menit dan setelahnya dibilas dengan 

larutan NaCl 1 M.  Zona jernih yang terbentuk diamati dan diukur 

diameternya.  
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5.  Karakterisasi Bacillus sp. 

 

Karakterisasi morfologi koloni dilakukan dengan pengamatan bentuk, tepian, 

elevasi serta warna dari koloni bakteri, sedangkan karakterisasi morfologi sel 

dilakukan dengan pengecatan Gram. 

 

6.  Uji Cekaman Terhadap Kadar NaCl (Garam dapur) 

 

Isolat bakteri umur 24 jam yang ditumbuhkan pada media cair diinokulasikan 

dengan metode titik pada media SWC Agar yang dimodifikasi dengan NaCl 

teknis konsentrasi 0, 3 dan 6 %.  Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu ruang.  Setelah inkubasi diamati pertumbuhan koloninya. 

 

7.  Uji Cekaman Terhadap pH 

 

Isolat bakteri umur 24 jam yang ditumbuhkan pada media cair diinokulasikan 

dengan metode titik pada media SWC Agar yang dimodifikasi dengan rentang 

pH 4, 7, dan 10.  Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.  

Setelah inkubasi diamati pertumbuhan koloninya. 

 

8.  Uji Patogenisitas 

 

Uji patogenisitas dilakukan melalui uji hemolisis menggunakan media agar 

dengan penambahan darah domba.  Isolat bakteri diinokulasikan pada media 

agar darah, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.  

Pengamatan dilakukan dengan melihat perubahan warna yang terjadi pada 
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media disekitar koloni menunjukkan sifat hemolisis yang dimiliki bakteri 

tersebut.   

Sifat hemolisis bakteri ada tiga katagori yaitu, yaitu jika terjadi lisis sebagian 

pada media disekitar koloni ditandai dengan perubahan warna media menjadi 

kehijauan dan warna hijau ini berasal dari biliverdin yang merupakan produk 

sampingan dari pemecahan hemoglobin menunjukan α-hemolisis. Terjadi lisis 

sempurna pada media disekitar isolat ditandai dengan perubahan warna media 

menjadi bening menunjukan sifat β-hemolisis, sedangkan apabila tidak 

terjadinya lisis pada media merupakan sifat γ-hemolisis (Madigan 2006).   

 

9.  Uji Pengaruh Logam Terhadap Aktivitas Selulolitik 

 

Uji pengaruh logam terhadap aktivitas selulolitik bakteri menggunakan 4 jenis 

logam dan 3 konsetrasi yang berbeda yaitu FeCl3 (10, 20 dan 40 mM), AlCl3 

(1,5, 3, dan 6 mM), CuCl2 (0,015, 0,03 dan 0,06 mM) dan PbCl2 (0,015, 0,03 

dan 0,06 mM).  Logam-logam tersebut ditambahkan ke dalam media SWC 

agar + CMC 0,5 %.  Isolat diinokulasikan dan diinkubasi pada suhu ruang 

selama 24 jam.  Setelah masa inkubasi disiram dengan congo red 0,1 % 

selama 15 menit dan kemudian dibilas dengan larutan NaCl 1 M.  Aktivitas 

selulolitik ditandai dengan zona jernih yang terbentuk disekitar koloni pada 

medium.  Diameter koloni dan zona jernih yang terbentuk diamati dan diukur. 
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D.  Diagram Alir 
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Gambar 5. Diagram Alir Penelitian 
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V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

A.  Simpulan  

  

 Adapun simpulan yang diperoleh dari penelitian ini sebagai berikut: 

 

1.  Penelitian ini berhasil mendapatkan 16 isolat bakteri Bacillus selulolitik dari 

Hutan Mangrove Desa Hanura, Lampung. 

  

2.  Isolat IBK3 memiliki indeks selulolitik tertinggi yaitu 7,36 dan  merupakan 

bakteri non patogen dengan sifat Gram positif berbentuk batang.  Isolat IBK3 

mampu tumbuh dengan baik pada media cekaman pH (7 dan 10) dan NaCl    

(0 %, 3 % dan 6 %) serta pada penambahan logam (Fe, Al, Pb dan Cu). 

 

B.  Saran 

 

 Adapun saran yang dapat direkomendasikan untuk penelitian selanjutnya yaitu  

 penambahan pengujian sifat biokimia dari bakteri dan pengujian aktivitas enzim  

 selulase secara kuantitatif. 
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