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Probiotik adalah mikroba yang menguntungkan karena dapat memperbaiki 

keseimbangan mikroba di dalam saluran pencernaan dan memberikan pengaruh 

positif terhadap fisiologis dan kesehatan inangnya. Karbon dan nitrogen 

merupakan komponen utama dalam suatu media kultur yang dibutuhkan bakteri 

untuk  pertumbuhannya. Penelitian ini bertujuan mengetahui pertumbuhan 

probiotik Bacillus sp. 1P121, Bacillus IBK3, Lactobacillus sp., bakteri AOB, 

bakteri BFA pada media dengan sumber karbon dari gula aren dan sumber 

nitrogen dari urea dan amonium sulfat, serta karakter bakteri probiotik hasil uji 

pertumbuhan tersebut pada kondisi lingkungan pH dan suhu tertentu. Penelitian 

ini dilaksanakan menggunakan rancangan acak kelompok lengkap (RAKL) 

dengan 2 perlakuan yaitu jenis media yang terdiri dari media Sea Water Complete 

(SWC) sebagai kontrol (M1), media gula aren + urea (M2), media gula aren + 

amonium sulfat (M3), media gula aren + urea + amonium sulfat (M4). Perlakuan 

kedua yaitu jenis probiotik terdiri dari: bakteri Lactobacillus(L), bakteri Bacillus 

sp.(IP121, IBK3),bakteri pengoksidasi amonia (AOB) dan Bakteri Fotositetik 

Anoksigenik (BFA). Setiap unit percobaan diulang 4 kali dalam bentuk kelompok. 

Data dianalisis menggunakan uji statistik ANOVA dengan α= 0,05. Apabila ada 

perbedaan hasil perlakuan, dilakukan uji lanjut untuk mengetahui perbedaan antar 

perlakuan menggunakan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT). Hasil yang 

didapatkan menunjukkan bahwa kelima isolat bakteri dapat tumbuh pada semua 

media alternatif, kelima isolat dapat tumbuh pada pH 2,5 yang sama dengan pH 

lambung, dan juga dapat tumbuh pada suhu 45 0C dan suhu ruang. Sumber karbon 

dan nitrogen yang paling baik bagi pertumbuhan bakteri probiotik adalah gula 

aren dan urea. 

 

Kata kunci:  Probiotik, pertumbuhan, karbon, nitrogen



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

PROBIOTIC GROWTH AND CHARACTERIZATION TEST FROM 

MANGROVE FOREST AREAS IN MEDIUM WITH ALTERNATIVE 

NITROGEN AND CARBON SOURCES 

 

 

By 

 

 

Rizka Oktavia 

 

 

 

Probiotics are beneficial microbes because they can improve the balance of 

microbes in the digestive tract and have a positive influence on the physiology 

and health of the host. Carbon and nitrogen are the main components in a culture 

medium that bacteria need for their growth. This study aims to determine the 

growth of probiotic Bacillus sp. 1P121, Bacillus sp. IBK3, Lactobacillus sp., 

AOB bacteria, BFA bacteria on media with a carbon source from palm sugar and 

a nitrogen source from urea and ammonium sulfate, as well as the character of 

probiotic bacteria as a result of the growth test at a certain pH and temperature 

environmental conditions. This research was carried out using a completely 

randomized block design (RAKL) with 2 treatments, namely the type of media 

consisting of Sea Water Complete (SWC) media as control (M1), palm sugar + 

urea (M2) media, palm sugar + ammonium sulfate (M3) media. ), palm sugar + 

urea + ammonium sulfate (M4) media. The second treatment was a type of 

probiotic consisting of: Lactobacillus sp.(L) bacteria, Bacillus sp.(IP121, IBK3) 

bacteria, ammonia oxidizing bacteria (AOB) and Anoxygenic Photosites Bacteria 

(BFA). Each experimental unit was repeated 4 times in the form of groups. Data 

were analyzed using ANOVA statistical test with = 0.05. If there are differences 

in treatment results, further tests are carried out to determine the differences 

between treatments using the Duncan Multiple Range Test (DMRT). The results 

showed that the five bacterial isolates could grow on all alternative media, the five 

isolates could grow at a pH of 2.5 which was the same as the gastric pH, and 

could also grow at 45 0C and room temperature. The best sources of carbon and 

nitrogen for the growth of probiotic bacteria are palm sugar and urea. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Ekosistem mangrove adalah ekosistem yang bersifat kompleks dan dinamis, 

namun labil karena ekosistemnya dipenuhi oleh vegetasi mangrove yang 

merupakan habitat bagi berbagai satwa dan biota perairan. Menurut Anwar dan 

Gunawan (2007) hutan mangrove menjadi tempat berkembangnya komunitas 

bakteri. Bakteri mengisi sejumlah pori-pori tanah dan menjadi komponen dasar 

fungsi ekologis lingkungan (Wijiyono, 2009). Bakteri pada budidaya udang dapat 

dikembangkan untuk menghasilkan probiotik.  Probiotik merupakan mikroba 

yang menguntungkan untuk memperbaiki keseimbangan mikroba di dalam 

saluran pencernaan, fisiologis, dan kesehatan inangnya. Senyawa-senyawa racun 

hasil dari metabolisme bakteri probiotik seperti asam laktat, hidrogen peroksida, 

bakteriosin bersifat antimikroba atau antibiotik sehingga mampu menekan 

pertumbuhan bakteri patogen (Yulvizar, 2013). 

 

Terdapat berbagai jenis bakteri di kawasan hutan mangrove yang berpotensi 

sebagai probiotik diantaranya bakteri Bacillus coagulans dan Bacillus sp.  Hasil 

penelitian Sumardi dkk. (2019) membuktikan bahwa bakteri Bacillus sp. dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi pada hari keempat. Sementara 

hasil kajian aktivitas enzim xilanase dari isolat Bacillus sp., UJ131 dapat menjadi 

kandidat probiotik karena menghasilkan enzim xilanase (Sumardi dkk., 2020).  

Selain menghasilkan xilanase isolat bakteri Bacillus IP121  menghasilkan enzim 

protease tertinggi ketiga dari 4 isolat bakteri yang ditemukan pada kultur dengan 

berbagai substrat yang berbeda (Sumardi dkk., 2019).  

 

Hasil penelitian lainnya juga membuktikan bahwa isolat bakteri IBK3 dan ID2K1 

dapat menjadi kandidat probiotik, karena mampu memproduksi mananose 
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terutama IBK3  (Sumardi dkk., 2020). Bakteri ammonia-oxidizing bacteria (AOB) 

hasil penelitian Putri (2021) membuktikan bahwa bakteri pengoksidasi amonia 

berperan dalam menjaga kualitas lingkungan dengan membantu proses penguraian 

di alam. Sedangkan bakteri fotosintetik anoksigenik (BFA) diketahui berpotensi 

menjadi kandidat probiotik, karena dapat menekan pertumbuhan bakteri Vibrio sp. 

setelah 2 hari masa inkubasi (Sumardi dkk.,2019). Sumardi dkk. (2021) juga 

menemukan bahwa bakteri Lactobacillus sp. berpotensi sebagai kandidat 

probiotik karena dapat meningkatkan tingkat kelangsungan hidup udang sebesar 

86,67%. 

 

Kelangsungan hidup bakteri sangat dipengaruhi oleh ketersediaan sumber karbon 

dan nitrogen. Menurut Muharni (2007), penggunaan sumber nitrogen dan sumber 

karbon yang tepat pada media kultur dapat meningkatkan pertumbuhan dan 

perkembangan mikroorganisme. Pada penelitian sebelumnya sumber karbon dan 

nitrogen yang dipakai berasal dari bahan kemasan siap pakai yang harganya cukup 

mahal. Oleh karena itu perlu dilakukan pencarian sumber karbon dan nitrogen 

alternatif yang lebih murah untuk menumbuhkan bakteri probiotik yang berasal 

dari kawasan hutan mangrove, setelah berhasil ditumbuhkan bakteri tersebut akan 

digunakan kembali pada habitat aslinya. 

 

Hasil penelitian Doresti dkk. (2018) membuktikan bahwa senyawa sumber karbon 

dan nitrogen yang terbaik sebagai ko-substrat media pertumbuhan Pseudomonas 

sp. masing-masing adalah glukosa dan urea. Sumber nitrogen dalam bentuk 

amonium sulfat pada media bakteri asam laktat juga diketahui merupakan sumber 

nitrogen terbaik kedua setelah sumber karbon kemasan siap pakai untuk 

pertumbuhan bakteri (Safitri, 2016). Sementara Susilowati (2014) membuktikan 

bahwa gula aren dapat meningkatkan jumlah total bakteri asam laktat sebesar 

7,19% selama proses fermentasi. 

 

Pertumbuhan bakteri pada suatu media juga dipengaruhi oleh berbagai faktor 

lingkungan diantaranya: pH dan suhu. Mikroba tumbuh dengan baik pada kisaran 

suhu sekitar 20 oC - 45 oC. Beberapa bakteri mampu tumbuh dan menyesuaikan 
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diri untuk bertahan hidup dan berkembang pada suhu yang lebih tinggi, bakteri-

bakteri yang demikian disebut bakteri termofilik (Stuart, 2005).  

 

Dalam penelitian ini, dilakukan kajian untuk mendapatkan sumber karbon dan 

nitrogen alternatif untuk media pemeliharaan probiotik yang mudah di dapat dan 

murah harganya. Gula aren akan dicobakan sebagai sumber karbon dan urea serta 

amonium sulfat yang akan dicobakan sebagai sumber nitrogen. Baik sumber 

karbon maupun sumber nitrogen yang diuji cobakan dalam media probiotik ini 

harganya murah dan mudah didapatkan di sekitar. Bakteri yang dihasilkan dari 

media percobaan di atas kemudian akan diamati karakternya pada kondisi 

lingkungan pH dan suhu tertentu. 

 

 

 

1.2. Tujuan  

 

Tujuan penelitian ini sebagai berikut. 

1. Mengetahui jumlah pertumbuhan sel bakteri probiotik Bacillus sp. 1P121, 

Bacillus IBK3, Lactobacillus sp., Bakteri AOB, Bakteri BFA pada media 

dengan sumber karbon dari gula aren dan sumber nitrogen dari urea serta 

amonium sulfat. 

2. Mengetahui karakter bakteri probiotik hasil uji pertumbuhan pada media 

dengan sumber karbon dari gula aren dan sumber nitrogen dari urea serta 

amonium sulfat pada kondisi lingkungan pH dan suhu tertentu 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah didapatkan metode untuk membuat media 

pertumbuhan probiotik dengan sumber karbon dari gula aren dan sumber nitrogen 

dari amonium sulfat dan urea yang mudah didapat. Media yang didapatkan dapat 

diproduksi masal sehingga dapat dijual dengan harga murah kepada para 

petambak.  
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Manfaat lainnya adalah setelah diketahui karakteristik bakteri probiotik yang 

ditumbuhkan dengan kondisi lingkungan pH dan suhu tertentu pada media uji 

dapat menjadi acuan untuk menumbuhkan bakteri probiotik pada kondisi 

lingkungan yaitu pH dan suhu yang optimum  

 

 

1.4. Kerangka Fikir 

 

Probiotik merupakan bakteri yang dapat memperbaiki metabolisme inang atau 

memperbaiki kualitas lingkungan. Penelitian sebelumnya berhasil mendapatkan 

bakteri yang berpotensi sebagai probiotik. Bakteri Bacillus IP121 yang diisolasi 

dari ikan pirit diketahui dapat memproduksi enzim protease. Protease dapat 

meningkatkan mikroflora normal dalam usus hewan. Bakteri Bacillus IBK3 yang 

diisolasi dari sedimen hutan mangrove mampu menghasilkan enzim mananose. 

Enzim mananose adalah enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis manan 

menjadi mannose dan mannooligosaccharide. Mannose dan 

mannooligosaccharide merupakan nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhan 

IBK3. Juga diperlukan untuk pertumbuhan udang.  

Bakteri AOB yang diisolasi dari sedimen hutan mangrove dapat dimanfaatkan 

dapat untuk menjaga kualitas lingkungan karena dapat meningkatkan proses 

dekomposisi di alam. Bakteri BFA mampu menekan pertumbuhan Vibrio sp. pada 

waktu 2 hari inkubasi. Bakteri Lactobacillus sp. dapat menjadi probiotik karena 

dapat meningkatkan laju pertumbuhan udang sebesar 86,67%. 

 

Pertumbuhan probiotik sangat dipangaruhi oleh ketersediaan nutrisi yang 

optimum dalam media. Ketersediaan sumber karbon dan nitrogen  yang optimum 

dalam media mempercepat produksi metabolit bakteri, karena nitrogen dan karbon 

merupakan komponen utama untuk pertumbuhan bakteri. Pada penelitian-

penelitian sebelumnya digunakan sumber karbon dan nitrogen dari bahan 

komersil yang harganya mahal, sehingga perlu dilakukan pencarian sumber 

karbon dan nitrogen alternatif yang lebih murah. 

 



5 

 

Hasil penelitian sebelumnya membuktikan bahwa penambahan sumber karbon 

dari fruktosa dan sumber nitrogen dari urea pada medium kultur dapat 

meningkatkan pertumbuhan Pseudomonas sp. dan bakteri asam laktat  yang  juga 

merupakan bakteri probiotik. Penambahan gula aren pada medium kultur dapat 

meningkatkan jumlah total bakteri asam laktat sebesar 7,19% selama proses 

fermentasi. 

Faktor lingkungan seperti suhu dan pH merupakan faktor penting bagi 

pertumbuhan bakteri. Umumnya bakteri tumbuh optimal pada suhu sekitar 20 oC - 

45 °C. Beberapa bakteri mampu beradaptasi dan tumbuh pada kondisi suhu yang 

ekstrim seperti bakteri  Lactobacillus casei yang tumbuh optimum pada suhu 30 

oC – 37 oC, meskipun masih mampu tumbuh pada pada suhu 15 oC. pH 

lingkungan juga sangat mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Umumnya bakteri 

akan tumbuh secara optimum pada lingkungan dengan pH netral, namun spesies 

BAL toleran terhadap kondisi lingkungan yang asam.  

 

Kajian pada penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan sumber karbon dan 

nitrogen alternatif. Dalam penelitian ini digunakan sumber karbon berupa gula 

aren dan sumber nitrogen berupa urea dan amonium sulfat yang murah dan mudah 

didapatkan. Bakteri yang dihasilkan dalam kajian ini dikarakterisasi dalam kondisi 

lingkungan pH dan suhu tertentu. 

 

 

 

1.5.Hipotesis 

 

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini sebagai berikut. 

1. Bakteri probiotik Bacillus sp. IP121, Bacillus sp. IBK3, Lactobacillus sp. 

AOB dan BFA dapat tumbuh pada media yang mengandung gula aren, urea 

dan amonium sulfat 

2. Bakteri probiotik yang ditumbuhkan pada media dengan kandungan gula 

aren, urea dan amonium sulfat memiliki karakter tumbuh pada kondisi 

lingkungan pH dan suhu tertentu 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Probiotik 

 

Kata probiotik berasal dari bahasa latin yang berarti untuk kehidupan dan secara 

harfiah merujuk pada bakteri yang menguntungkan atau bakteri baik, atau bakteri 

sehat. Probiotik adalah mikroba atau pakan alami mikroskopis yang bersifat 

menguntungkan dan memberikan dampak bagi peningkatan keseimbangan 

mikroba dalam saluran usus hewan inangnya (Irianto, 2003). Pada budidaya ikan 

pemberian probiotik secara teratur dapat meningkatkan kesehatan, karena bakteri 

probiotik yang hidup dalam usus dapat menyeimbangkan mikroba normal usus. 

Mekanisme probiotik di dalam menormalkan keseimbangan mikroba usus adalah 

melalui kompetisi nutrisi, kompetisi reseptor untuk menempel pada sel epitel, 

produksi anti mikrobia, dan stimulasi imunitas pada ekosistem endogenus 

(Lamprecht dkk., 2012). 

 

Salah satu mekanisme kerja bakteri probiotik  untuk bertahan hidup dalam saluran 

pencernaan inang adalah menempel pada usus inang. Kemampuan menempel 

yang kuat pada usus inang akan menyebabkan probiotik berkembang dengan baik 

dan mereduksi mikroba-mikroba patogen dari usus inang, sehingga perkembangan 

organisme-organisme patogen dalam saluran pencernaan akan terhambat. 

Mikroorganisme probiotik diketahui mampu mempengaruhi beberapa aspek 

sistem kekebalan hewan inang (Subagiyo dan Ali, 2011). Probiotik mampu 

mengeksresi toksin berupa antibiotik bagi mikroba patogen, sehingga penyakit 

yang ditimbulkan oleh mikroba patogen tersebut akan bekurang dan dapat hilang 

atau sembuh dengan sendirinya. Dengan demikian, keberadaan probiotik di dalam 

saluran pencernaan memberikan keuntungan terhadap kesehatan hewan tersebut 

karena menjadi tahan terhadap serangan penyakit (Yulvizar dkk., 2014). 
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Pada saat memilih mikroorganisme yang akan dijadikan probiotik, persyaratan 

yang harus dimiliki oleh mikroba calon probiotik untuk budidaya ikan dan udang 

1) tidak bersifat patogen atau mengganggu ikan dan udang yang dibudidaya dan 

tidak bersifat patogen bagi konsumennya maupun hewan lainnya, 2) tidak 

mengganggu keseimbangan ekosistem setempat, 3) mikroba tersebut hendaklah 

dapat dengan mudah dipelihara dan diperbanyak, 4) dapat bertahan hidup serta 

berkembang biak di dalam usus ikan dan udang yang dibudidaya, 5) dapat 

dipelihara dalam media yang memungkinkan untuk diintroduksikan ke dalam usus 

ikan, dan 6) dapat hidup dan berkembang di dalam air tempat pemeliharan ikan 

atau udang (Feliatra dkk., 2004).  

 

2.2. Jenis-jenis Probiotik 

Dalam kajian ini yang akan diteliti adalah bakteri kandidat probiotik antara lain 

bakteri Lactobacillus, Bacillus (IP121), Bacillus (IBK3), Ammonia-Oxidizing 

Bacteria (AOB) dan Bakteri Fotositetik Anoksigenik (BFA). 

 

2.2.1. Bacillus sp. 

Bacilus sp. masuk ke dalam golongan kelas bakteri heterofilik, yaitu protista yang 

bersifat uniseluler dan termasuk ke dalam golongan mikroorganisme dekomposer. 

Marga Bacillus termasuk kelompok bakteri berbentuk batang yang bisa kita 

jumpai di tanah dan air termasuk pada air laut. Beberapa jenis Bacillus menghasil 

enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis protein dan polisakarida kompleks. 

Bacillus spp. membentuk endospora, merupakan gram positif, memiliki flagel 

peritrikus sebagai alat gerak, dapat bersifat aerobik atau anaerobik fakultatif, serta 

bersifat katalase positif (Grauman, 2010). 

 

Bacillus sp. merupakan bakteri antagonis yang dapat menekan beberapa penyakit 

pada tanaman. Bacillus berukuran antara 0,3-22 x 1,27-7 πm. Sebagian Bacillus  

bersifat motil yang disebabkan oleh flagel. Jika Bacillus dipanaskan akan 

membentuk endospora, yaitu bentuk dorman sel vegetatif sebagai bentuk 

pertahanan diri yang muncul saat kondisi ekstrim. 
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Genus Bacillus sp. digunakan sebagai agen bio kontrol secara luas, karena 

menghasilkan zat antimikroba berupa bakteriosin yaitu senyawa peptida atau 

protein yang diproduksi oleh mikroorganisme yang bersifat bakterisida. 

Bakteriosin membunuh sel targetnya dengan menyisip kedalam membran target 

sehingga mengakibatkan fungsi membran sel target menjadi tidak stabil dan 

mengakibatkan sel lisis (Compant dkk., 2005). Bacillus sp. juga diketahui 

menghasilkan spora dan enzim kitinase yang mampu menghambat pertumbuhan 

jamur patogen Aspergillus sp. pada ikan nila (Oreachromis niloticus) secara in 

vivo maupun in vitro.  Bacillus sp. juga menghasilkan enzim yang banyak 

digunakan dalam industri diantaranya Bacillus spp. penghasil enzim α-amilase 

yang banyak digunakan dalam industri untuk menghidrolisis ikatan α-1,4 

glikosidik pati, glikogen, dan substrat sejenisnya. Fuad dkk. (2004) melaporkan 

Bacillus thermoglucosidasius AF-01 memproduksi parsial protease alkali yang 

mempunyai daya proteolitik tinggi sehingga banyak digunakan pada industri 

detergen dan makanan. Klasifikasi bakteri  Bacillus sp. adalah :  

Kingdom : Procaryotae  

Divisi  : Bacteria 

Kelas  : Schizomycetes 

Bangsa : Eubacteriales  

Suku  : Bacillaceae  

Marga  : Bacillus 

Jenis  : Bacillus sp. Jawetz dkk. (2005). 

 

2.2.2.Lactobacillus sp. 

Lactobacillus sp. merupakan bakteri yang berbentuk batang, non-motile, gram-

positif, dan bersifat negatif pada uji katalase dan oksidase. Lactobacillus sp. 

banyak terdapat dalam makanan fermentasi, susu, keju dan beberapa 

Lactobacillus sp. ditemukan pada buah-buahan. Lactobacillus sp. sering disebut 

juga kelompok bakteri asam laktat, hal ini disebabkan kemampuannya dalam 

mengubah laktosa dan gula lainnya menjadi asam laktat (Sheeladevi dan 

Ramanathan, 2011). Kebanyakan dari bakteri ini umumnya tidak berbahaya bagi 

kesehatan. Produksi asam laktatnya membuat lingkungan sekitarnya bersifat asam 
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yang dapat mengganggu pertumbuhan beberapa bakteri lain yang merugikan (Nair 

dan Surendran, 2005).  

 

Sejauh ini diketahui bahwa keberadaan bakteri ini tidak bersifat patogen dan aman 

bagi kesehatan sehingga sering digunakan dalam industri pengawetan makanan, 

minuman, dan dapat berpotensi sebagai probiotik. Sifat yang menguntungkan dari 

bakteri Lactobacillus sp. sebagai probiotik adalah dapat digunakan untuk 

mendukung peningkatan kesehatan. Bakteri tersebut berperan sebagai mikroba 

normal dalam sistem pencernaan. Fungsinya adalah untuk menjaga keseimbangan 

asam dan basa sehingga pH dalam usus konstan.  

 

2.2.3. Bakteri Fotosintetik Anoksigenik (BFA) 

Bakteri fotosintetik anoksigenik (BFA) secara morfologi adalah bakteri bersel 

tunggal, mayoritas berbentuk batang, spiral, bulat dan koma. BFA bersifat gram 

negatif dan memiliki flagel sebagai alat geraknya berwarna merah, jingga atau 

hijau yang disebabkan oleh adanya kandungan foto pigmen bakteri klorofil-a dari 

senyawa karotenoid antara lain lycopene, spirilloxantin, okenon dan 

hidroksisferoidenon. Selain itu BFA juga mengandung protein, vitamin B2, 

vitamin B6, vitamin B12 dan vitamin E (Ardia,2019).  

BFA merupakan bakteri yang dapat ditemukan di wilayah perairan tercemar 

logam berat. BFA dapat berfotosintesis dengan menggunakan H2S sebagai sumber 

donor elektron dan CO2 sebagai sumber karbonnya. BFA bersifat menguntungkan 

diantaranya sebagai kandidat probiotik, biofertilizer, agen bioremediasi, dan 

menurunkan konsentrasi H2S di perairan (Sumardi dkk., 2019) 

 

2.3. Kebutuhan Nutrisi Bakteri 

Sama seperti mahluk hidup lainnya, bakteri juga memerlukan energi untuk 

pertumbuhannya. Suatu organisme sangat bergantung pada pasokan hormon 

eksogen untuk tumbuh, berkembang, dan mempertahankan hidupnya. Dengan 

demikian itu nutrisi dalam media tumbuhnya harus mengandung unsur sumber 

energi, karbon, nitrogen, dan unsur anorganik lainnya seperti : molekul organik 
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kompleks, asam – asam lemak, asam – asam amino, dan vitamin – vitamin 

(Haribi, 2008) 

Berbagai sumber nutrisi yang dibutuhkan oleh bakteri diantaranya : 

 

2.3.1. Air  

Air yang berada di dalam media diperlukan oleh sel-sel untuk membantu nutrien-

nutrien dengan bobot molekul rendah melintasi membran sel atau sebagai pelarut 

dan alat pengangkut dalam metabolisme (Capuccino dkk., 2014). 

 

2.3.2. Mineral penting 

Selain C, H, O dan N, mikroba memerlukan mineral-mineral lainnya sebagai 

nutrisi untuk menyusun selnya. Mineral utama penyusun sel selain unsur-unsur 

diatas adalah P,  K, Ca, Mg, Na, S, Cl. Sedangkan unsur-unsur mineral yang 

diperlukan dalam jumlah yang sangat sedikit adalah Fe, Mn, Co, Cu, Bo, Zn, Mo 

dan Al. Unsur-unsur mineral tersebut selain penting untuk menyusun sel  juga 

berfungsi sebagai pengatur tekanan osmosis, kadar ion hidrogen, permeabilitas 

membran, dan potensial oksidasi reduksi suatu  medium (Sumarsih, 2003). 

 

2.3.3. Nitrogen  

Sumber nitrogen merupakan nutrisi yang sangat dibutuhkan oleh mikroba  

untuk sintesis protein, sintesis asam nukleat, pertumbuhan sel dan dan biosintesis 

mikroba. Asam nukleat (DNA dan RNA) fungsinya sebagai informasi genetik 

dalam sel. Fosfor berfungsi untuk sintesis ATP, asam nukleat dan membran sel 

(Sumarsih, 2003) 

 

Mikroba dapat menggunakan nitrogen dalam bentuk ammonium, nitrat, asam 

amino, protein dan sebagainya. Beberapa mikroba dapat menggunakan nitrogen 

dalam bentuk gas N2 (zat lemas) udara. Mikroba ini disebut mikrobia penambat 

nitrogen (Puspitasari dan Sidik, 2009) 
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2.3.3.1. Urea 

Urea atau biasa disebut karbamida adalah senyawa organik yang terdiri dari unsur 

karbon, hidrogen, oksigen dan nitrogen dengan rumus molekul CO(NH2)2 serta 

mengandung 46,7% nitrogen.  Secara fisik urea berbentuk kristal padat berwarna 

putih, mudah larut dalam air, dan bersifat higroskopis. Sifat higroskopis tersebut 

mengakibatkan metode penyimpanannya harus sedemikian rupa untuk 

menghindari kerusakan. Temperatur penyimpanan urea supaya tidak mudah rusak 

berkisar antara 10 oC – 30 oC dengan kelembaban relatif kurang dari 70% 

(Yanuartono dkk., 2017). 

 

Urea merupakan sumber nitrogen bagi mikroogranisme sehingga proses 

fermentasinya berjalan dengan baik. Penambahan urea mampu meningkatkan 

kandungan protein secara optimal. Diketahui kandungan nitrogen yang terdapat 

dalam urea sebanyak 42% - 45% atau setara dengan protein kasar antara 262% -

281%  (Permata, 2012). Urea juga berfungsi sebagai substrat pertumbuhan 

mikroorganisme, karena selama proses fermentasi kandungan gizi dalam urea 

dimanfaatkan mikroorganisme untuk mensintesis protein selnya. Dalam sel yang 

berguna dalam proses pewarisan sifat secara genetis kepada keturunannya (Irawan 

dan Utama, 2012). Sintesis protein yang baik mengakibatkan mikroorganisme 

seperti Saccharomyces cerevivisiae, Lactobacillus casei dan Rhodopseudomonas 

palustris akan berkembang biak dengan optimal.  

 

2.3.3.2. Amonium Sulfat 

Amonium sulfat ((NH4)2SO4) merupakan salah satu sumber nitrogen anorganik 

yang memiliki beberapa kelebihan yaitu tidak higroskopis, tahan disimpan dalam 

waktu lama, mudah larut dalam air, serta harga yang ekonomis. Penambahan 

amonium sulfat dalam substrat fermentasi meningkatkan aktivitas enzim sehingga 

mencapai aktivitas tertinggi dibandingkan dengan sumber nitrogen lainnya seperti 

amonium nitrat, amonium klorida, dan pepton. Pemanfaatan amonium sulfat dapat 

digunakan untuk menggantikan pepton untuk menekan biaya produksi probiotik 

(Mukhopadhyay, 1999). 
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2.3.4. Sumber Karbon 

Mikroba dalam melakukan metabolismenya memerlukan energi. Sumber energi 

tersebut berasal dari senyawa karbon organik seperti. Menurut Sumarsih (2003) 

sumber karbon untuk mikroba dapat berbentuk senyawa organik maupun 

anorganik. Senyawa organik meliputi karbohidrat, lemak, protein, asam amino, 

asam organik, garam asam organik, polialkohol, dan sebagainya. Senyawa 

anorganik misalnya karbonat dan gas CO2. 

 

Sumber karbon merupakan salah satu komponen yang paling penting dalam media 

fermentasi sebagai sumber energi, karena komponen sel mikroba sebagian besar 

terdiri dari unsur-unsur karbon (Trismilah dan Wahyuntari, 2009). Berdasarkan 

atas kebutuhan karbon, bakteri dibedakan menjadi bakteri autotrof dan heterotrof.  

Bakteriaiutotrof ialah bakteri yang memerlukan sumber karbon dalam bentuk 

anorganik, misalnya CO2 dan senyawa karbonat. bakteri heterotrof ialah bakteri 

yang memerlukan sumber karbon dalam bentuk senyawa organik (Kurnia dkk., 

2016). 

 

2.3.4.1.Gula Aren 

Tanaman aren atau enau (Arrenga pinnata Merr.) merupakan tanamam hutan yang 

tumbuh subur di seluruh wilayah Indonesia.  Habitat tanaman ini adalah di 

daerah-daerah pengunungan terutama di pinggiran sungai atau di tebing-tebing 

(Widyantara, 2019). Produk tanaman aren banyak, diantaranya yaitu sapu ijuk, 

sapu lidi, tetapi yang paling dominan adalah nira yang diolah menjadi gula aren 

(gula merah). Gula aren sudah sejak dahulu digunakan sebagai pemanis di 

masyarakat pedesaan, baik sebagai pemanis minuman atapun dalam pembuatan 

kue (Widyantara, 2019). Nira aren yang kaya nutrisi adalah sumber media yang 

sangat baik untuk pertumbuhan mikroorganisme. Mikroorganisme menggunakan 

gula dalam nira sebagai sumber energi yang diubah melalui fermentasi (Naknean 

dkk., 2010). 
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III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Maret sampai Agustus 2021 di 

Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

3.2.1. Alat penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Oven, laminar airflow, autoclave, 

inkubator, tabung reaksi, erlenmeyer, hotplate, spiritus, timbangan digital, hot 

plate,orbital shaker dan volumetri, labu ukur, kertas saring, pipet tetes, 

spektofotometer dan mikroskop. 

 

3.2.2. Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah suspensi bakteri, media SWC 

dengan komposisi (air laut 750 ml, akuades 250 ml, bacto peptone 5 g, yeast 

ekstrak 1 g, glycerol 3 ml dan bacto agar 15 g.), aquadest, gula aren, urea, 

indikator phenolphthalein, asam asetat, gliserol, amonium sulfate, agar batang, 

larutan fenol dan asam sulfat.  

 

 

3.3. Rancangan Penelitian 

 

Penelitian ini merupakan penelitian faktorial yang dilaksanakan menggunakan 

rancangan acak kelompok lengkap (RAKL) dengan dua faktor. Faktor pertama 

yaitu jenis media yang terdiri dari media Sea Water Complete (SWC) sebagai 

kontrol (M1),  gula aren + urea (M2), gula aren + amonium sulfat (M3),gula aren 
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+ urea + amonium sulfat (M4). Faktor kedua yaitu jenis probiotik terdiri dari: 

Lactobacillus sp. dari  fermentasi ubi jalar (L), Bacillus sp.  (IP121) dari ikan pirit 

IP121, Bacillus sp. (IBK3) dari sedimen hutan mangrove, ammonia-oxidizing 

bacteria (AOB) dari sedimen hutan mangrove, dan Bakteri Fotositetik 

Anoksigenik (BFA) dari lumpur hutan mangrove. Dengan demikian diperoleh 20 

unit percobaan dan setiap unit percobaan diulang 4 kali. Ulangan dianggap 

sebagai kelompok. Rancangan percobaan dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Rancangan percobaan  
Bakteri Media 

 M1 M2 M3 M4 

L LM1 L M2 LM3 LM4 

IP121 IP121MI IP121M2 IP121M3 IP121M4 

IBK3 IBK3M1 IBK3M2 IBK3M3 IBK3M4 

AOB AOBM1 AOBM2 AOBM3 AOBM4 

BFA BFAM1 BFAM2 BFAM3 BFAM4 

Keterangan M1 = Media Sea Water Complete (SWC) 

   M2 = Media gula aren + urea 

   M3 = Media gula aren + amonium sulfat 

   M4 = Media gula aren + urea + amonium sulfat 

   L = Bakteri Lactobacillus sp. 

   IP121 = Bakteri Bacillus sp. IP121 

   IBK3 = Bakteri Bacillus sp. IBK3 

   AOB = Bakteri ammonia-oxidizing bacteria 

   BFA = Bakteri Bakteri Fotositetik Anoksigenik 
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Tahapan penelitian  dalam bentuk bagan alir seperti terlihat pada Gambar 1. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Bagan alir penelitian 

 

 

3.4. Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1. Peremajaan biakan bakteri 

Isolat bakteri yang digunakan adalah isolat Bacillus sp. IBK3 dan IP121, 

Lactobacillus sp., bakteri Fotosintetik (BFA), dan bakteri pengoksidasi amonia 

(AOB) yang merupakan  isolat koleksi Laboratorium Mikrobiologi jurusan 

biologi FMIPA Universitas Lampung. Peremajaan isolat dilakukan dengan cara 

mengambil satu jarum ose biakan murni bakteri. Isolat kemudian digoreskan pada 

media agar dengan permukaan miring, kemudian diinkubasi pada suhu 37 oC 

selama 24 jam 

 

3.4.2. Pembuatan Media 

 

3.4.2.1. Pembuatan Media Sea Water Completed Broth (SWCB) 

Medium SWCB dibuat dengan menimbang 1,25 g bactopeptone; 0,25g yeast 

ekstrak; 0,75 ml gliserol kemudian dilarutkan dalam 62,5 mL akuades dan 187,5 

ml air laut.  Media dipanaskan di atas hotplate hingga homogen, sebelum 

disterilkan pada autoklaf dengan suhu 121 oC selama 15 menit (Sumardi dkk., 

2019). 

Peremajaan Isolat bakteri 

Uji pertumbuhan bakteri  

Analisis Data 

Pembuatan Media  

Perhitungan jumlah sel bakteri 

 

Penghitungan nilai total asam 

 

karakterisasi bakteri 

probiottik 

Hasil: karakterisasi 

bakteri 

Uji reduksi gula aren 

Hasil:Kadar gula 

pereduksi 

Hasil : Jumlah sel 

bakteri 

Hasil: kadar total 

asam 
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3.4.2.2. Pembuatan Media Gula Aren + Urea (AU) 

Media dibuat dengan cara melarutkan 0,25gr urea dan1,25gr gula aren dalam 

campuran 63,5 ml aquades dan 18,5 ml air laut. Media disterilkan pada autoklaf 

dengan suhu 121 oC selama 30 menit (Subagyo, 2015). 

 

3.4.2.3. Pembuatan Media gula aren +  amonium sulfat (AA) 

Pembuatan media diawali dengan menimbang 0,5 gr amonium sulfat, 1,25gr gula 

aren, kemudian dilarutkan dalam 63,5 ml aquades dan 18,5 ml air laut. Media 

disterilkan pada autoklaf dengansuhu 121 oC selama 30 menit untuk menghindari 

tumbuhnya mikroorganisme yang tidak diinginkan (Doresti, 2018).  

 

3.4.2.4. Pembuatan Media gula aren + urea + amonium sulfat (AUA) 

Pembuatan media dilakukan dengan cara menimbang 0,125 gr urea, 0,25 gr 

amonium sulfat, 1,25gr gula aren dan dilarutkan ke dalam 63,5 ml aquades dan 

18,5 ml air laut. Media yang telah larut disterilkan pada autoklaf dengan suhu 121 

oC selama 30 menit untuk menghindari tumbuhnya mikroorganisme yang tidak 

diinginkan (Subagiyo, 2015) . 

 

3.4.3. Uji  Pertumbuhan Bakteri 

Uji pertumbuhan bakteri dilakukan dengan dua tahapan dengan media uji yang 

sama. Tahapan pertama dilakukan dengan cara menuangkan 50 ml media 

pengujian steril ke dalam erlenmeyer 250 ml. Ke dalam media tersebut 

diinokulasikan 1 ose bakteri probiotik yang diuji, kemudian diinkubasi 

menggunakan orbital shaker selama 48 jam. Tahapan kedua dilakukan dengan 

cara mengambil 5 ml bakteri hasil uji pertumbuhan tahap pertama dan dikultur 

kedalam media baru yang sama seperti tahap pertama. Kultur kemudian 

diinkubasi dalamorbital shaker selama 48 jam. Setelah 48 jam dihitung jumlah sel 

bakteri dengan hitungan langsung dibawahmikroskop (Setyawati dkk., 2019). 

Tahapan uji pertumbuhan dapat dilihat pada gambar dibawah (Gambar 2). 
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Gambar 2.Tahapan Uji Pertumbuhan Bakteri 

 

3.4.4. Pengukuran Jumlah Sel Bakteri  

Pengukuran jumlah sel bakteri dilakukan secara langsung di bawah mikroskop 

dengan cara menambahkan 0,1 ml suspensi bakteri ke dalam 0,9 ml aquades steril 

yang dihomogenkan menggunakan vortex mixer selama 1-2 menit, sehingga 

didapatkan pengenceran 10-1. Sebanyak 0,1 ml hasil dari pengenceran 10-1 diambil 

dan diletakkan di atas gelas objek berukuran 1mm x 1mm, kemudian dilakukan 

pengecatan Gram. 

 

Setelah pengecatan gram, gelas objek diletakkan dibawah mikroskop untuk 

dilakukan penghitungan jumlah sel bakterinya. Jumlah sel bakteri dihitung secara 

langsung dengan menghitung jumlah sel pada luas lapang pandang mikroskop. 

Penentuan luas lapang pandang mikroskop dilakukan dengan mengukur diameter 

areal pandang mikroskop menggunakan mikrometer objektif berskala 25 skala 

terkecil 0,01 mm. Setelah nilai diameter areal pandang mikroskop diketahui, 

kemudian di bagi 2 untuk menentukan jari-jari luas lapang pandang mikroskop 

dan dimasukkan ke dalam rumus berikut: 

 

Luas areal pandang mikroskop = 𝜋𝑟2 mm2 

      = 𝜋𝑟2x 10-2 mm2 

Dimana r = jari-jari areal pandang mikroskop dalam cm  (Sutrisna, 2012). 

Masukkan 50 ml media uji 

ke dalam erlenmeyer 250 

ml 

Inokulasi 1 ose bakteri 

probiotik uji dan inkubasi 

selama 48 jam 

Tahap pertama 

Tahap kedua 

Diambil 5ml isolat dari 

tahapan pertama dan 

dikultur pada media yang 

sama di tahap kedua 

Inkubasi selama 48 jam, 

kemudian hitung jumlah sel 

bakteri 
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Perhitungan jumlah sel bakteri secara langsung ditentukan dengan rumus sebagai 

berikut : 

Konsentrasi sel =
x

Luas lapang pandang mikroskop (mm2)x t (mm)
 

 

Keterangan : x = rata-rata jumlah sel bakteri yang dapat dihitung 

    t = tinggi isolat bakteri pada gelas objek (Sutrisna, 2012). 

 

3.4.5. Perthitungan Total Asam 

Pengukuran total asam media pertumbuhan dilakukan untuk menentukan nilai 

asam yang terbentuk pada media setelah terjadi pertumbuhan bakteri 

(Aisyah,2019). Pengukuran total asam media pertumbuhan bakteri dilaksanakan 

setelah bakteri diinkubasi selama 48 jam. Sebanyak 10 ml biakan dimasukkan 

kedalam labu ukur 100 ml, kemudian ditambahkan aquades sampai tanda batas. 

Biakan pada labu ukur dihomogenkan dan disaring menggunakan kertas saring. 

Sebanyak 10 ml filtrat hasil penyaringan dimasukkan kedalam erlenmeyer, 

kemudian ditambahkan 2 tetes indikator Phenolpthtaleinsebelum dititrasi dengan 

larutan NaOH 0,1 N. Titrasi dilakukan sampai terbentuk warna merah muda.  

 

Kadar total asam media  (%) dihitung dengan menggunakan rumus perhitungan : 

Total asam (%) = 
ml NaOH x N NaOH x 0,09 x FP

Volume Sampel
x 100 

Keterangan : 

N NaOH  = Normalitas larutan NaOH (0,0981 N) 

FP   = Faktor Pengenceran 

BM asam laktat = 0,09 (bobot setara asam laktat) 

Standarisasi larutan NaOH 0,1 N (Djide dan Wahyuddin, 2008). 

 

3.4.6. Uji Karakteristik Bakteri Probiotik 

 

3.4.6.1. Uji Ketahanan Terhadap Keasaman Lambung (pH) 

Uji ketahanan probiotik terhadap keasaman lambung dilakukan dengan cara 

membuat simulasi. Simulasi dilakukan dengan menguji probiotik pada pH 2,5-3 

yang sama dengan pH lambung ikan. HCL 0,1N ditambahkan pada medium uji 
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sehingga didapatkan pH 2,5-3. Sebanyak 1 ose isolat bakteri uji dari stok kultur 

kemudian diinokulasikan ke dalam medium uji-HCl dan diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu ruang. Bakteri yang tumbuh pada media uji-HCL dinyatakan dengan 

tanda positif dan bakteri yang tidak tumbuh dinyatakan dengan tanda negatif 

Djide dan Wahyuddin (2008). 

 

3.4.6.2. Uji Ketahanan Terhadap Temperatur(Suhu) 

Sebanyak 1 ose (ose bulat) isolat bakteri yang diuji dari stok kultur diinokulasikan 

pada medium SWCB dalam tabung reaksi. Tabung berisi isolat diinkubasi pada 

suhu 45 oC dan suhu ruang selama 2 x 24 jam. Bakteri yang tumbuh pada uji 

ketahanan terhadap temperatur dinyatakan dengan tanda positif dan bakteri yang 

tidak tumbuh dinyatakan dengan tanda negatif (Djide dan Wahyuddin, 2008). 

 

3.4.7. Uji Reduksi Gula Aren 

Uji reduksi gula aren dilaksanakan dengan menggunakan metode asam 3,5-

dinitrosalisilat (DNS)yaitu 

 

3.4.7.1.  Pembuatan pereaksi DNS 

Sebanyak1 g DNS (3,5-dinitrosalisilic acid) dilarutkan dalam 20 mL larutan 

NaOH 2N dan 50 mL aquadest. Ke dalam larutan tersebut kemudian ditambahkan 

30 gram K-Na tartrat kemudian diaduk dengan magnetik stirer dan ditambahkan 

aquadest kembali hingga volume akhir 100 mL (Hasanah dan Iwan, 2015).  

 

3.4.7.2. Pembuatan kurva standar glukosa 

Sebanyak 1,5 mL larutan standar glukosa (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) mg/mL 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi1,5 mL aquadest. Selanjutnya 

ditambahkan sebanyak 1,5 mL reagen DNS dihomogenkan. Larutan kemudian 

dipanaskan selama 5 menit dan didinginkan (Hasanah dan Iwan, 2015). Setelah 

dingin, diukur absorbannya pada panjang gelombang (λ) 540 nm menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis (Putri, 2016). 
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3.4.7.3. Pembuatan kurva standar fruktosa 

Kurva standar fruktosa dibuat dengan memasukkan 1,5 mL larutan standar 

fruktosa (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) mg/mL ke dalam tabung reaksi yang berisi 1,5 

mL aquadest, kemudian ditambahkan sebanyak 1,5 mL reagen DNS 

dihomogenkan. Larutan kemudian dipanaskan selama 5 menit dan didinginkan 

(Hasanah dan Iwan, 2015). Setelah dingin, diukur absorbannya pada panjang 

gelombang (λ) 540 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Putri, 2016). 

 

3.4.7.4. Penentuan Kandungan Gula Reduksi 

Penetapan konsentrasi gula total yang terkandung dalam sampel dilakukan pada 1 

mL sampel yang telah diencerkan dalam tabung reaksi dengan cara yang sama 

seperti pada pembuatan larutan standar. Menurut Pujiati dan Novi (2016) 

kandungan gula reduksi dihitung dengan mensubtitusi nilai absorbansi sampel ke 

dalam persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva standar glukosa dan 

fruktosa. 

 

 

3.5.Analisis Data 

Data yang diperoleh diuji varian menggunakan uji statistik ANOVA dengan α= 

0,05. Apabila ada perbedaan pada hasil perlakuan, dilanjutkan dengan uji 

perbandingan perbandingan antar perlakuan menggunakan uji Duncan Multiple 

Range Test (DMRT). 
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V.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

1. Tidak adanya perbedaan pengaruh media yang diuji terhadap jumlah sel 

bakteri yang tumbuh. Kelima isolat bakteri dapat tumbuh pada masing-

masing media alternatif yang diuji. Sumber karbon dan nitrogen yang paling 

baik bagi pertumbuhan bakteri probiotik adalah gula aren dan urea.  

 

2. Bakteri probiotik yang tumbuh baik pada media gula aren dan urea memiliki 

karakteristik dapat tumbuh pada media dengan sumber karbon gula aren dan 

sumber nitrogen urea serta amonium sulfat dengan pH 2,5 dan suhu 27 oC 

serta suhu 40 oC kecuali bakteri BFA. 

 

5.2. Saran 

Perlu dilakukan adanya pencarian lagi terhadap media alternatif lain dan jumlah 

konsentrasi yang berbeda pada media alternatif untuk menumbuhkan bakteri yang 

berpotensi sebagai probiotik  
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