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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ENZIMATIK DAN IDENTIFIKASI BAKTERI
KANDIDAT PROBIOTIK DARI GASTROINTESTINAL NILA
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) DANAU RANAU,
LAMPUNG BARAT

Oleh

RIKA IWAN SYAHPUTRI

Ikan nila (Oreochromis niloticus) yang dibudidayakan di Danau Ranau,
Lampung Barat, memiliki keunggulan yaitu ukuran yang lebih besar sekitar 500
hingga 600 g per ekor, rasa yang lebih gurih, daging yang tebal, dan tidak berbau
lumpur. Keunggulan tersebut sangat mungkin dipengaruhi oleh adanya bakteri di
dalam ikan yang dapat dijadikan sebagai bakteri probiotik. Tujuan dari penelitian
ini untuk memperoleh isolat bakteri, mengevaluasi aktivitas enzimatik, dan men-
dapatkan bakteri kandidat probiotik dari gastrointestinal ikan nila (Oreochromis
niloticus) yang dibudidayakan di Danau Ranau, Lampung Barat. Penelitian ini
menggunakan metode eksploratif dengan isolasi bakteri, identifikasi, dan uji akti-
vitas enzimatik. Hasil penelitian menunjukkan bakteri yang diisolasi dari gastroin-
testinal ikan nila Ranau diperoleh 12 isolat bakteri. Sebanyak 10 isolat bakteri
menghasilkan aktivitas amilase, 12 isolat bakteri menghasilkan aktivitas lipase
dan protease yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekeliling
koloni bakteri. Isolat bakteri UNR.11 menunjukkan ketiga aktivitas enzimatik
dengan zona bening terbesar yaitu 25,5 = 2,80 mm pada enzimatik amilase, 20,4
* 1,2 mm pada enzimatik lipase, dan 22,7 + 4,06 mm pada enzimatik protease.
Berdasarkan identifikasi bakteri melalui uji makroskopis, mikroskopis, biokimia,
dan analisis sekuens 16S rDNA, isolat bakteri terindentifikasi merupakan Bacillus
cereus UNR.11 dengan kemiripan tertinggi sebesar 99%. Bacillus cereus UNR.11
berpotensi sebagai kandidat probiotik memiliki aktivitas enzimatik pencernaan,
amilase, lipase, dan protease.

Kata Kunci : Aktivitas Enzimatik, Bakteri Probiotik, Gastrointestinal, Ikan Nila



ABSTRACT

ENZYMATIC ACTIVITY TESTING AND IDENTIFICATION OF
PROBIOTIC BACTERIA CANDIDATE FROM GASTROINTESTINAL
NILA Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) FROM RANAU LAKE,
WEST LAMPUNG.

By

RIKA IWAN SYAHPUTRI

The tilapia (Oreochromis niloticus) cultivated in Lake Ranau, West
Lampung, had several advantages, including larger sizes of about 500 to 600 g per
fish, a richer taste, thicker flesh, and no muddy smell. These advantages were
likely influenced by the presence of probiotic bacteria in the fish. The purpose of
this study was to isolate bacteria, evaluated enzymatic activities, and identify
probiotic candidate bacteria from the gastrointestinal tract of tilapia (Oreochromis
niloticus) raised in Lake Ranau, West Lampung. This research employed an
exploratory method with bacterial isolation, identification, and enzymatic activity
testing. The results showed that 12 bacterial isolates were obtained from the
gastrointestinal tract of tilapia from Lake Ranau. 10 bacterial isolates exhibited
amylase activity, while all 12 showed bacterial isolates lipase and protease acti-
vities, indicated by the formation of clear zones around the bacterial colonies. The
bacterial isolate UNR.11 exhibited all three enzymatic activities with the largest
clear zones 25,5 + 2,80 mm for amylase activity, 20.4 + 1.2 mm for lipase activi-
ty, and 22.7 + 4.06 mm for protease activity. Based on the bacterial identification
through macroscopic, microscopic, biochemical tests, and 16S rDNA sequencing
analysis, the bacterial isolate was identified as Bacillus cereus UNR.11 with the
highest similarity of 99%. Bacillus cereus UNR.11 has as the potential as a pro-
biotic candidate with digestive enzymatic activities of amylase, lipase, and
protease.

Keywords: Enzymatic Avtivity, Probiotic Bacteria, Gastrointestinal, Tilapia
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perikanan budi daya merupakan salah satu bagian penting di sektor peri-
kanan Indonesia dalam mendukung ketahanan pangan dan perkembangan sektor
ekonomi (Sambuaga et al., 2016). Menurut data Kementerian Kelautan dan Peri-
kanan pada tahun 2022, perikanan budi daya mengalami peningkatan produksi
yang didominasi oleh komoditas ikan air tawar salah satunya ikan nila
(Oreochromis niloticus). Berdasarkan komposisi produksi triwulan IV tahun 2022
ikan nila mencatat produksi tertinggi sebesar 482,25 ribu ton dan peningkatan per-
tumbuhan sebesar 43,71% (KKP, 2022). Ikan nila merupakan salah satu komodi-
tas ikan air tawar yang potensial untuk dikembangkan dan termasuk dalam komo-
ditas yang banyak dibudidayakan karena memiliki gizi yang tinggi dan tingkat
pertumbuhan yang cepat (Nakkina, 2016). Tingginya permintaan pasar baik di
kalangan masyarakat lokal maupun global menjadikan ikan nila masuk ke dalam
fokus lima komoditas unggulan yang dikembangkan di sektor perikanan budi daya
Indonesia diantaranya ikan nila, rumput laut, lobster, kepiting, dan udang (KKP,
2024).

Ikan nila dapat dibudidayakan di kolam, danau, sungai, dan tambak
(Ningrum, 2012). Salah satu danau yang dapat dijadikan sebagai tempat budi daya
ikan nila adalah Danau Ranau yang terletak di Lumbok Seminung, Lampung
Barat. Pada tahun 2022 Dinas Perikanan Kabupaten Lampung Barat mencatat, ter-
dapat kurang lebih 450 unit keramba jaring apung (KJA) dengan komoditas yang
mendominasi adalah ikan nila. Ikan nila Danau Ranau memiliki keunggulan yaitu
ukuran yang lebih besar sekitar 500 hingga 600 g per ekor, rasa yang lebih gurih,
daging yang tebal, dan tidak berbau lumpur dibandingkan dengan ikan nila yang

umumnya dijumpai di pasar.



Hal ini dikarenakan kondisi kualitas perairan danau yang masih baik, se-
hingga mempengaruhi pertumbuhan ikan (Wibowo et al., 2021). Keunggulan ikan
nila yang dibudidayakan di Danau Ranau dan perbedaan ikan nila lokal di pasaran
salah satunya juga dipengaruhi oleh keberadaan bakteri di dalam tubuh ikan nila
yang dapat dijadikan sebagai bakteri probiotik untuk membantu mengoptimalkan
penyerapan pakan. Pada penelitian Noor et al. (2023), menyatakan bahwa bakteri
yang diisolasi dari saluran pencernaan ikan nila sebagai probiotik kandidat berpe-
ngaruh pada pertumbuhan ikan dua kali lebih cepat. Bakteri yang terdapat dalam
saluran pencernaan hewan memiliki peran penting dalam meningkatkan peman-
faatan pakan, kesehatan ikan, dan perbaikan lingkungan mikroorganisme (Watson
et al., 2008).

Pemanfaatan bakteri yang berasal dari saluran pencernaan ikan sebagai
kandidat probiotik sudah banyak dilakukan. Probiotik adalah mikroorganisme
hidup yang memberikan efek positif meningkatkan keseimbangan flora usus, me-
ningkatkan kecernaan pakan, dan kesehatan inangnya (Nayak, 2010). Beberapa
penelitian sebelumnya, bakteri kandidat probiotik telah berhasil diisolasi dari
saluran pencernaan. Pada penelitian Sarbaini et al. (2016), menghasilkan bakteri
kandidat Bacillus sp. dan Lactobacillus sp dari ikan nila. Selain itu, bakteri yang
diisolasi dari ikan nila menghasilkan bakteri Lactobacillus sp (Pangaribuan &
sembiring, 2022). Pada ikan kakap putih diperoleh bakteri Bacillus dan
Staphylococcus (Kaltsum & Mutmainah, 2024).

Aplikasi bakteri saluran pencernaan sebagai probiotik tidak lepas dari akti-
vitas enzimatik di dalam tubuh ikan (Rojtinnakorn et al., 2012). Salah satu peran
bakteri probiotik dalam aspek nutrisi adalah membantu mekanisme pencernaan
makanan dengan memproduksi berbagai jenis enzim ekstraseluler seperti enzim
protease, enzim amilase, dan enzim lipase (Wang et al., 2018). Pada pakan enzim
tersebut menghidrolisis nutrien dengan memecah ikatan panjang protein, karbo-
hidrat, dan lemak dalam proses pencernaan makanan (Komari & Susilo, 2021).
Berdasarkan uraian di atas, belum dilakukan pengkajian terkait bakteri yang ter-
dapat pada saluran pencernaan ikan nila Danau Ranau serta pengujian aktivitas

enzimatiknya. Sehingga dilakukan penelitian ini untuk mengisolasi bakteri pada



saluran pencernaan (gantrointestinal) ikan nila Danau Ranau serta menguji aktivi-

tas enzimatiknya sebagai kandidat probiotik.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini antara lain:
1. Memperoleh isolat bakteri kandidat probiotik dari gastrointestinal ikan nila
(Oreochromis niloticus) yang dibudidayakan di Danau Ranau, Lampung Barat.
2. Mengevaluasi aktivitas enzimatik bakteri kandidat dari gastrointestinal ikan nila
(Oreochromis niloticus) yang dibudidayakan di Danau Ranau, Lampung Barat.

3. Mendapatkan bakteri kandidat probiotik untuk budi daya tawar.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memperoleh isolat kandidat probiotik dari
gastrointestinal ikan nila (Oreochromis niloticus) yang bermanfaat bagi budi daya

ikan air tawar.

1.4 Kerangka Penelitian

Ikan nila adalah komoditas unggulan yang mampu dibudidayakan di ke-
ramba jaring apung. Ikan nila yang dibudidayakan di Danau Ranau memiliki ke-
unggulan ukuran yang lebih besar sekitar 500 hingga 600 g per ekor, rasa yang
lebih gurih, daging yang tebal, dan tidak berbau lumpur dibandingkan dengan ikan
nila yang umumnya dijumpai di pasar. Ikan nila termasuk ke dalam jenis ikan
omnivora yang mempunyai usus yang lebih panjang dibanding ikan karnivora. Di
dalam saluran pencernaan ikan nila terdapat bakteri yang beragam, berfungsi se-
bagai kandidat probiotik yang membantu proses keberlangsungan hidup Ikan Nila.

Bakteri tersebut juga dapat menghasilkan enzim yang membantu dalam
pemecahan zat-zat makanan yang kompleks didalam tubuh untuk membantu me-
kanisme pertahanan terhadap kesehatan, pertumbuhan, dan proses cerna makanan.
Oleh karena itu, dilakukannya penelitian ini untuk memperoleh isolat dan aktivitas



enzimatik kandidat probiotik gastrointestinal ikan nila (Oreochromis niloticus).

Kerangka pikir penelitian disajikan pada Gambar 1.

Ikan Nila Danau Ranau memiliki ukuran tubuh yang besar dan terdapat
bakteri di dalam saluran pencernaan

Keberadaan bakteri kandidat probiotik di dalam ikan

Isolasi dan skrining bakteri Asam Laktat

Uji Aktivitas Enzimatik
1. Amilase
2. Lipase
3. Protease

! l

Uji Biokimia
.. . Analisis Sekuens
Uji Makroskopis
e P8 1= 1. Ui Motilitas 165 rDNA
Mikroskopis 2. ;JJ'UEag;Ese
\
Analisis data
\

Bakteri probiotik potensial
untuk budi daya ikan

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan Morfologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus)

Klasifikasi ikan nila menurut Saanin (1984) sebagai berikut.

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Kelas : Osteichtyes

Ordo : Percomorphii

Famili : Cichlidae

Genus : Oreochromis

Spesies : Oreochromis niloticus

Ikan nila mempunyai bentuk tubuh memanjang dan ramping, lebar badan
ikan nila umumnya sepertiga dari panjang badannya. Matanya yang menonjol dan
besar dengan tepi mata berwarna putih. Posisi mulut ikan nila terletak di ujung
hidung (terminal) dan dapat disembulkan (Suyanto, 2003). Ikan nila mempunyai
sisik cycloid di seluruh tubuhnya dan memiliki lima sirip yaitu sirip punggung
(dorsal fin), sirip dada (pectoral fin), sirip perut (ventral fin), sirip anus (anal fin)

dan sirip ekor (caudal fin) dengan jumlah sirip yang berbeda-beda (Amri et al.,

2007) yang dapat dilihat pada Gambar 2.

=

Gambar 2. Ikan nila (Oreochromis niloticus)



2.2 Danau Ranau

Danau Ranau (Gambar 3) memiliki luas sebesar 2.700 ha, ketinggian
permukaan 1.772 ft, dan kedalaman danau sebesar 571 ft (Sumino et al., 2017)
yang merupakan danau terluas kedua di Sumatera setelah Danau Toba. Danau
Ranau terbagi menjadi dua bagian wilayah yaitu di Kabupaten Ogan Komering
Ulu Selatan (OKU Selatan) yang dapat dijadikan untuk wisata dan di wilayah
Kecamatan Lumbok Seminung, Kabupaten Lampung Barat dimanfaatkan masya-
rakat sebagai tempat untuk budi daya menggunakan keramba jaring apung (KJA).

Jenis ikan yang dibudidayakan sebagian besar adalah ikan nila
(Oreochromis niloticus) dan ikan mas (Cyprinus carpio) yang memiliki potensi
tinggi dan paling diminati (Fidyandini et al., 2023). Dalam sektor perikanan, wila-
yah Danau Ranau memiliki potensi yang signifikan untuk kehidupan biota akuatik
ditunjukkan dengan kualitas air seperti suhu, pH, oksigen terlarut, dan karbon
dioksida yang cukup baik (Herlan & Wulandari, 2021) terutama dalam pengem-
bangan budi daya ikan menggunakan sistem keramba jaring apung (KJA). Sistem
budi daya keramba jaring apung ditempatkan diperairan seperti danau, waduk, dan
teluk dengan menggunakan wadah berupa kantong jaring yang mengapung bantu-
an pelampung (Emilyasari, 2018).

Gambar 3. Budi daya ikan nila di Danau Ranau



2.3 Probiotik di Akuakultur

Probiotik dalam akuakultur didefinisikan suplemen pakan yang mengan-
dung hidup yang memberikan manfaat bagi inangnya, salah satunya dengan mem-
bantu memperbaiki keseimbangan mikroba di saluran pencernaan (Irianto, 2004).
Probiotik didalam usus inang berperan sebagai pelindung (barrier) terhadap per-
tumbuhan patogen (Ginting et al., 2018). Pemberian probiotik dapat membantu
dalam penyerapan nutrisi pakan ke dalam tubuh dan meningkatkan imunitas
tubuh, dengan begitu memacu pertumbuhan biota akuatik menjadi lebih optimal
(Basir, 2013).

Prinsip dasar mekanisme probiotik terletak pada kemampuan organisme
tersebut dalam memecah rantai panjang karbohidrat, protein, dan lemak
(Sembiring et al., 2021). Kemampuan ini terjadi karena adanya enzim khusus
yang dimiliki oleh mikroorganisme, memungkinkan mereka untuk memecah ika-
tan molekul kompleks. Proses pemecahan molekul kompleks ini mempermudah
penyerapan nutrisi pada saluran pencernaan inang. Sementara mikroorganisme
pemecah ini memperoleh keuntungan berupa energi yang dihasilkan dari proses
perombakan molekul kompleks (Widyaningsih, 2011). Dalam meningkatkan
kualitas nutrisi pakan, bakteri yang terdapat dalam probiotik berperan dalam me-
kanisme produksi beberapa jenis enzim pencernaan, seperti amilase, protease,
lipase, dan selulase. Oleh karena itu, probiotik akan membantu ikan dalam men-
cerna makanan lebih efektif. Didukung dengan sifat fisiologis dan kondisi lingku-
ngan inang yang akhirnya mempengaruhi efisiensi probiotik tertentu (Lazado et
al., 2015).

Probiotik dapat mengandung satu atau beberapa strain mikroorganisme,
dan dapat langsung dicampur dalam air atau pakan ikan dan dikonsumsi melalui
pemberian pakan (Opiyo et al., 2019). Menurut Nathanailides et al. (2021), man-
faat penggunaan probiotik atau protein sel tunggal untuk pencegahan penyakit,
pengurangan penularan penyakit, peningkatan efisiensi konversi pakan, dan pe-
ningkatan proliferasi mikrobiota usus yang sehat pada akhirnya dapat menghasil-

kan kinerja pertumbuhan dan aktivitas antioksidan yang lebih baik.



Mikroorganisme probiotik lain yang telah disetujui oleh Uni Eropa untuk
digunakan dalam pakan ternak sebagai aditif pakan meliputi Bacillus cereus var.
toyoi, B. licheniformis , B. subtilis ), Enterococcus spp. ( Enterococcus
faecium ), Lactobacillus spp. ( Lactobacillus acidophilus, L. casei , L. farciminis

L. plantarum, L. rhamnosus ), Pediococcus ( P.acidilactici ) (Ringo, 2020).

2.4 Mikrobioma usus ikan

Mikrobioma usus ikan adalah ekosistem kompleks yang mengandung
bakteri yang beragam dan melimpah. Mikrobioma usus mengalami interaksi
dalam perkembangan inang, kesehatan, dan manajemen penyakit di sebagian
besar organisme (Sharma & Thaiss, 2020). Mikrobiota usus dianggap sebagai
faktor kunci memperkuat daya tampung metabolisme dan memberikan dampak
yang baik tehadap nutrisi inangnya (Wang et al., 2018). Sehingga berhubungan
erat dengan pertumbuhan dan perkembangan ikan (Ghanbari et al., 2015).

Metabolisme mikrobiota usus dipengaruhi oleh berbagai faktor dengan
seiring perubahan pola makan ikan dan kondisi lingkungan yang berbeda terma-
suk suhu, pH, dan oksigen (Liu et al., 2016). Pembentukan komposisi mikrobioma
usus oleh kombinasi faktor lingkungan, biologis, dan perilaku yang secara umum

memengaruhi komunitas mikroba spesies ikan (Bertoncin et al., 2022).

2.5 Enzim Amilase

Amilase adalah enzim yang memainkan peran penting dalam proses per-
tumbuhan ikan (Upreti et al., 2019). Enzim ini berperan dalam menghidrolisis
molekul pati menjadi gula sederhana seperti oligosakarida, maltosa, dekstrin, dan
glukosa. Pati merupakan polisakarida utama yang dicerna dalam bahan pakan
nabati yang digunakan akuakultur (Francis et al., 2001). Karakteristik amilase
berperan penting menghasilkan aktivitas enzim amilase. Enzim amilase adalah
enzim yang memiliki kemampuan larut dalam air dan memiliki efek non toksik
terhadap lingkungan (Ramadhan & Wikandari, 2021).



2.6 Enzim Protease

Enzim protease berfungsi meningkatkan kemampuan ikan mencerna
protein, sehingga buangan protein atau nitrogen melalui feses akan berkurang.
Bakteri yang dapat menghasilkan enzim protease disebut bakteri proteolitik dan
terbukti bermanfaat untuk ikan (Nopitawati, 2010). Keberadaan bakteri proteolitik
didalam saluran pencernaan ikan adalah salah satu adaptasi dalam mencerna sub-
stansi kompleks berupa protein dalam waktu yang sangat singkat.

Protease merupakan enzim proteolitik yang mengkatalisis pemutusan
ikatan peptida pada protein. Protease dibutuhkan secara fisiologi untuk kehidupan
organisme pada tumbuhan, hewan, maupun mikroorganisme. Protease tidak hanya
berperan dalam proses metabolisme seluler, namun juga dapat diaplikasikan
dalam bidang industri. Enzim ini juga merupakan salah satu enzim skala industri
dengan tingkat penjualan hingga 60% dari total penjualan enzim didunia (Bella et
al., 2020).

2.7 Enzim Lipase

Enzim lipase adalah enzim yang bekerja untuk menghidrolisis lemak dan
minyak. Peranan penting berdasarkan fisiologisnya enzim lipase menghidrolisis
asam lemak dan gliserol yang dibutuhkan dalam proses metabolisme (Poedjiadi &
Supriyanti, 2009). Enzim lipase dapat diperoleh dari tumbuhan, hewan, dan
mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan sebagai biokatalis (Sana et al., 2004).
Enzim yang berasal dari mikroorganisme dapat dihasilkan dari beberapa sumber
seperti bakteri, jamur, dan khamir (Saxena et al., 2003). Mikroorganisme unggul
dalam memproduksi lipase dalam jumlah besar menggunakan media sederhana,
lipase yang dihasilkan oleh mikroorganisme ketersediaannya tidak tergantung
pada musim (Chandra et al., 2020). Beberapa metode yang digunakan untuk me-
ngetahui aktivitas enzim lipase dengan interfacial, tensiometri, kromatografi, kon-

duktometri, titrimetri, dan spektrofotometri (Murni et al., 2015).
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2.8 Mekanisme Kecernaan Pakan

Kemampuan ikan dalam mencerna makanan sangat bergantung pada ke-
lengkapan organ pencernaan yang bekerja langsung dalam proses pencernaan dan
ketersediaan enzim pencernaan (Pratama, 2019). Kandungan nutrien pakan nam-
paknya berpengaruh pula pada aktivitas enzim pencernaan (Fitriliyani, 2011).
Kecernaan adalah indikasi untuk menunjukkan berapa banyak pakan yang dikon-
sumsi ikan dan tidak dikeluarkan menjadi feses (Affandi et al., 1992). Terdapat
beberapa faktor yang mempengaruhi kecernaan pakan yaitu keberadaan enzim
dalam saluran pencernaan, tingkat aktivitas enzim, dan durasi pakan yang bereaksi
dengan enzim pencernaan (Liao et al., 2015). Nutrien yang berhasil dicerna dan
diserap selanjutnya dialirkan oleh pembuluh darah menuju hati dan digunakan
dalam proses metabolisme. Peranan hati sangat penting dalam metabolisme kar-
bohidrat dan lemak (Arifin, 2015).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
3.1.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan dari bulan Maret hingga November tahun 2024.

3.1.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di keramba jaring apung (KJA) Danau Ranau,
Lampung Barat dan Laboratorium Produktivitas, Jurusan Perikanan dan Kelautan,

Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Bahan penelitian

No Nama Alat Konsentrasi Merk Fungsi Kegunaan

1 Aquades - - Pelarut bahan kimia.

2 Alkohol 70% Bahan untuk melakukan
sterilisasi.

3 Sampel usus dan - - Sampel yang akan diuji.

lambung

4  Media MRSA - Himedia  Media agar
menumbuhkan bakteri.

5 Media TSB - Merck Media cair
menumbuhkan bakteri.

6 Media TSA - Merck Media agar
menumbuhkan bakteri.

7 PBS pH 7 Mitra lab  Pelarut sampel.

8 Crystal violet - Pupick med Pewarnaan Gram.

9 Safranin - Pupick med Pewarnaan Gram.

10 Lugol - Pupick med Pewarnaan Gram

11  Spritus - - Bahan bakar bunsen.

12 Minyak Imersi - Indo reagen Memperjelas objek.
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No Nama Bahan Konsentrasi Merk Fungsi Kegunaan
13 H,0, - Lab mitra  Larutan uji.
14 Skim Milk Agar - Himedia  Media uji
15 Minyak zaiitun - Tatco Larutan uji.
16 Starch Agar - Himedia  Media uji
3.2.2 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Alat penelitian

No Nama Alat Konsentrasi Merk Fungsi Kegunaan
1  Alat bedah - Gold  Alat bedah ikan uji.
Cross
2 Cawan petri - Anumbra Wadah media bakteri.
3 Bunsen Ketebalan 3-  Rofalab Alat sterilisasi.
4mm
4 Erlenmeyer Kapasitas 500 PYREX Wadah membuat media.
ml
5 Spatula - Labmart Mengambil bahan bentuk
serbuk.
6  Mikro pipet Ukuran 0,5-10 DLAB  Mengambil larutan volume
pl mikro.
7 Alumunium - Klinpak Menutup alat yang
foil diperlukan.
8 Jarum ose - - Mengambil koloni bakteri.
9  Spreader - - Alat meratakan bakteri ke
media.
10 Mikroskop - Leica  Mengamati bakteri.
12 Kaca objek Ketebalan 1,2  Sailbran  Meletakkan bakteri pada
mm d mikroskop.
13 Hot plate Max volume SH-2 Memanaskan larutan.
2000 ml digital
14 Inkubator 360x280x360  INC 100 Inkubasi sampel.
mm
15 Magnetic Ukuran 4 cm - Menghomogenkan laritan.
stirrer
16 Lemari 187 L LG Penyimpanan sampel dan
pendingin media.
17 Coolbox 24S Lion star Meletakkan sampel uji.
18 Laminar flow Ukuran Nuaire  Ruang kerja kaca aseptis.
71x26x50
19 Tabung Volume 15 ml Iwaki  Wadah media bakteri.
reaksi
20 Label - T&J Penanda sampel.
21 Rak tabung Bahan kayu - Meletakkan tabung.
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No  Nama Alat Konsentrasi Merk Fungsi Kegunaan
22 Autoclaf Volume 24 L GeaY  Mensterilkan alat dan bahan
X24LDJ  uji.
23 Timbangan Ketelitian 0,01 OEM Menimbang bahan.
digital
24 Kamera - Xiaomi  Mendokumentasikan
kegiatan.
25 Plastik - Klinpak  Membungkus cawan petri.
wrapping
26 Karet gelang - - Mengikat plastik tahan
panas.
27 Tabung Volume 15ml Onemed Menyimpan Sampel.
corning
28 Vortex 200-2500 rpm Stuart  Menghomogenkan Sampel.
scientific

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksploratif dengan pengambilan
sampel secara langsung di lokasi Keramba Jaring Apung (KJA) Danau Ranau,
Lampung Barat untuk mengisolasi, menguji, dan mengidentifikasi bakteri
kandidat probiotik yang berasal dari gastrointestinal ikan nila (Oreochromis

niloticus) Danau Ranau, Lampung Barat.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang berbahan kaca dicuci terlebih dahulu hingga bersih, dike-
ringkan, dan dibungkus selanjutnya dimasukkan kedalam plastik tahan panas. Ba-
han yang disterilisasi berupa media agar yang dilarutkan di dalam erlenmeyer dan
ditutup menggunakan alumunium foil. Alat dan bahan disterilisasi dengan metode
basah menggunakan autoclave pada suhu 121° C dengan tekanan 1 atm selama 20

menit. Sterilisasi alat dan bahan lainnya menggunakan bunsen dan alkohol 70%.

3.4.2 Pembuatan Media
3.4.2.1 Media MRSA (deMan Rogosa Sharpe Agar)

Media MRSA ditimbang sebanyak 34,1 g lalu dimasukkan ke dalam erlen-
meyer dan dilarutkan dalam 500 ml akuades steril. Larutan dipanaskan dan diaduk
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hingga homogen menggunakan hot plate dan magnetic stirrer. Media yang sudah
larut di dalam erlenmeyer ditutup dengan kapas dan kasa lalu dibungkus dengan
plastik tahan panas untuk disterilisasi menggunakan autoclaf pada suhu 121°C

selama 15 menit.

3.4.2.2 Media TSA (Triptic Soy Agar) dan TSB (Triptic Soy Broth)

Media TSA ditimbang sebanyak 20 g dan ditambahkan 500 ml akuades
steril. Larutkan media menggunakan erlenmeyer yang sudah ditutup dengan kapas
dan alumunium foil di atas hot plate dan magnetic stirrer hingga homogen. Media
disterilisasi menggunakan autoclaf pada suhu 121° C selama 15 menit.

Pembuatan media TSB dilakukan dengan cara menimbang media sebanyak
15 g dimasukkan kedalam erlenmeyer lalu ditambahkan 500 ml akuades steril dan
tutup menggunakan kapas dan alumunium foil. Homogenkan larutan di atas hot

plate dan disterilisasi menggunakan autoclaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

3.4.2.3 Media Selektif Enzim Amilase, Lipase, dan Protease

Pembuatan medium agar selektif amilase menggunakan media spesifik
stach agar, dihomogenkan dengan hot plate dan magnetic stirrer lalu dituangkan
ke dalam cawan petri yang sudah disterilkan. Media diinkubasi selama 24 jam.

Pembuatan medium agar selektif lipase menggunakan media TSA dengan
penam-bahan minyak zaitun sebanyak 2 ml untuk 100 ml media TSA. Selanjutnya
media dihomogenkan di atas hot plate dan magnetic stirrer, dituangkan ke dalam
cawan petri dan diinkubasi selama 24 jam di dalam lemari pendingin.

Pembuatan medium agar selektif protease menggunakan media spesifik
skim milk agar, media dihomogenkan dengan bantuan hot plate dan magnetic

stirrer lalu dituangkan ke dalam cawan petri dan diinkubasi selama 24 jam.

3.4.2.4 Media Sulfide Indole Motility (SIM)

Media SIM ditimbang sebanyak 30 g, dimasukkan ke dalam erlenmeyer
dan dilarutkan dalam 1000 ml akuades steril. Media SIM disterilisasi dan dituang-
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kan ke dalam tabung reaksi dengan posisi tegak, kemudian dimasukkan ke lemari

pendingin.
3.4.2.5 Media O/F Basal

Media O/F ditimbang 0,938 g dan ditambahkan glukosa sebanyak 1 g
dalam 100 ml akuades steril. Media O/F dihomogenkan menggunakan hotplate

dan disterilisasi menggunakan autoclave.
3.4.3 Pengambilan Sample

Sample diambil secara langsung dari ikan yang dibudidayakan di keramba
jaring apung (KJA) Danau Ranau Lumbok Seminung, Lampung Barat. Ikan yang
digunakan berjumlah 3 ekor. Pengambilan ikan dibantu dengan alat berupa jaring
kemudian ikan dibius menggunakan minyak cengkeh dan dibedah secara aseptik
menggunakan alat bedah untuk diambil bagian saluran pencernaan yaitu usus dan
lambung. Selanjutnya usus dan lambung dihancurkan menggunakan mortar porse-
len yang kemudian diambil dan dimasukkan kedalam larutan PBS (Phosphat

Buffer Saline) lalu dihomogenkan menggunakan vortex.

3.4.4 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri dilakukan dengan mengambil sebanyak 100 pul sampel lalu
diinokulasikan ke dalam media TSA dengan metode spread plate (cawan sebar)
yang kemudian diinkubasi selama 24-48 jam untuk diamati koloni bakteri yang

tumbubh.
3.4.5 Pemurnian Bakteri

Bakteri yang tumbuh dari hasil isolasi akan dimurnikan berdasarkan
perbedaan yang dimiliki dari warna, bentuk, dan ukurannya. Setiap bakteri yang
memiliki karakter berbeda diinokulasikan menggunakan jarum ose steril pada
media TSA miring. Isolat bakteri diinkubasi pada suhu 37° C selama 24-48 jam

untuk menumbuhkan bakteri.
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3.4.6 Skrining Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri tunggal selanjutnya diinokulasikan ke media selektif BAL meng-
gunakan media MRSA. Diambil sebanyak satu koloni bakteri dan dipindahkan
dengan metode streak plate dan diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37° C.
Bakteri yang mengandung asam laktat akan tumbuh dan membentuk koloni pada
media spesifik MRSA.

3.4.7 Uji Aktivitas Enzimatik
3.4.7.1 Uji Aktivitas Amilase

Uji aktivitas enzimatik dilakukan pada isolat bakteri berguna untuk
mengetahui kemampuan bakteri memproduksi enzim yang dapat meningkatkan
pencernaan nutrisi pada inang (Agustina et al., 2022). Pada uji aktivitas amilase
koloni tunggal murni diteteskan ke paper disk steril sebanyak 10 ul lalu diinku-
basi selama 24 jam pada suhu 37° C. Selanjutnya, media diteteskan larutan iodine
di atas permukaan media hingga merata. Apabila terjadi proses hidrolisis pati pada
bakteri maka ditandai dengan terbentuknya zona bening yang berada disekeliling
koloni bakteri, jika tidak terjadi hidrolisis maka ditandai dengan berubahnya

warna menjadi biru kehitaman disekitar koloni.
3.4.7.2 Uji Aktivitas Lipase

Pada uji aktivitas lipase menggunakan paper disk steril yang diteteskan
biakan bakteri yang sudah diinkubasi dalam media TSB cair. Paper disk diletak-
kan di atas media TSA yang mengandung minyak zaitun dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37° C. Indikator yang terjadi ditandai dengan terbentuknya zona

bening di sekitar koloni yang menunjukkan media larut dan terhidrolisis.
3.4.7.3 Uji Aktivitas Protease

Uji aktivitas protease yang dilakukan menggunakan paper disk steril yang
diletakkan di atas media skim milk agar sebanyak 10 ul, selanjutnya diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil uji aktivitas protease ditandai dengan ter-
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bentuknya zona bening di sekeliling koloni bakteri, maka bakteri yang tumbuh

mampu memproduksi enzim protease yang dapat mengurai protein.

3.4.8 ldentifikasi Kandidat Probiotik
3.4.8.1 Karakterisasi Bakteri

Pengamatan koloni bakteri dilakukan dengan mengidentifikasi secara
makroskopis dan mikroskopis. Makroskopis dengan melihat secara in situ bakteri
yang tumbuh pada media agar meliputi warna, bentuk, tepi, permukaan, dan ele-
vasi yang terbentuk. Mikroskopis dengan melakukan pewarnaan Gram yang ber-
fungsi memberi warna pada sel bakteri untuk mempermudah pengamatan morfo-
logi sel. Uji Gram dilakukan secara aseptik dengan menggunakan kaca objek yang
telah disterilkan dengan alkohol 70%. Bakteri sebanyak satu jarum ose diambil
dan digoreskan pada bagian tengah kaca objek sampai merata, difiksasi dengan
menggunakan api bunsen. Pemberian kristal violet pada isolat bakteri sebanyak 2-
3 tetes dan didiamkan selama 1 menit, dibilas dengan akuades dan dikeringangin-
kan. Langkah selanjutnya pemberian lugol pada isolat bakteri hingga merata dan
didiamkan selama 1 menit, dibilas dengan akuades dan dikeringanginkan. Isolat
bakteri selanjutnya ditetesi alkohol 95% selama 30 detik, dibilas dengan akuades
dan dikeringanginkan. Terakhir pemberian safranin selama 30 detik, dibilas de-
ngan akuades dan dikeringanginkan. Isolat bakteri diamati menggunakan mikros-
kop untuk mengetahui warna dan bentuk sel bakteri. Hasil yang diperoleh jika sel
bakteri berwarna merah adalah bakteri Gram negatif dan jika hasil sel bakteri
berwarna ungu adalah bakteri Gram positif. Bakteri Gram positif ketika diamati
dibawah mikroskop akan berwarna ungu, hal ini dikarenakan bakteri Gram positif
mempunyai lapisan peptidoglikan yang tebal dibandingkan bakteri Gram negatif
dan mampu mengikat kuat zat warna kristal violet ketika pemberian larutan
pemucat selama proses pewarnaan gram (Hamidah et al., 2019). Menurut Nester
et al. (2007), zat penghilang warna mendehidrasi lapisan peptidoglikan yang tebal
dan dinding sel berfungsi menjadi penghalang sehingga menahan pewarna di

dalam sel.
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3.4.9 Uji Biokimia
3.4.9.1 Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengidentifikasi kelompok bakteri yang
dapat menghasilkan enzim katalase. Pengujian dilakukan dengan menggunakan
kaca objek yang diteteskan 1-2 larutan H,O, 3% dan ditambahkan koloni bakteri
sebanyak satu ose untuk diamati proses penguraian hidrogen peroksida. Hasil
yang diperoleh jika uji positif maka akan terbentuk gelembung pada kaca objek
dan jika uji negatif maka yang terjadi sebaliknya, tidak akan terbentuk gelembung
gas. Gelembung yang terbentuk pada uji katalase menunjukkan bakteri menghasil-

kan enzim katalase yang dapat mengubah H,O, menjadi H,O dan O,.

3.4.9.2 Uji Motilitas

Uji matilitas dilakukan untuk mengetahui pergerakan bakteri. Satu ose
koloni bakteri murni diinokulasikan dengan ditusuk lurus ke dalam media uji, lalu
dilakukan proses inkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37° C. Hasil yang dipero-
leh jika bakteri positif (motil) ditunjukkan dengan adanya penyebaran bakteri di-
sekitar media tusukan dan jika hasil bakteri negatif (non motil) ditunjukkan de-
ngan tidak adanya penyebaran bakteri disekitar tusukan media.

3.4.9.3 Uji Oksidatif/Fermentatif

Uji O/F bertujuan untuk mengetahui sifat oksidasi atau fermentasi bakteri
terhadap glukosa. Uji ini menggunakan dua tabung yang salah satunya ditutup
dengan parafin cair, sehingga diharapkan di dalam media tidak terdapat udara
yang mendukung fermentasi. Tabung yang berisi media, lalu ditusukkan bakteri

dan diinkubasi selama 24-48 jam.

3.4.10 Analisis Sekuens 16S rDNA

Proses identifikasi bakteri secara molekuler dilakukan dengan mengirim
sampel isolat terpilih ke PT. INDOLAB UTAMA Cengkareng Jakarta Barat,
dengan menggunakan teknik sekuensing yaitu melakukan perbandingan dengan
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database nukleotida pada program Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
secara online. Hasil yang diperoleh akan menunjukkan nama spesies dan tingkat
kesamaan urutan nukleotida dari rDNA dengan urutan nukleotida dalam database
Gene Bank. Menurut Madden, (2013) keputusan dalam menentukan tingkat
kesesuaian sampel query dengan hasil BLAST didasarkan pada tiga aspek, yaitu
query cover, e-value, dan identity. Hasil yang paling sama ditandai dengan nilai
query cover mendekati 100%, e-value mendekati 0,0, dan identity mendekati

100% pada setiap database.

3.5 Analisis Data

Data-data yang diperoleh pada penelitian ini ditabulasi menggunakan
Microsoft Excel 2010, dianalisis secara deskriptif, disajikan dalam bentuk gambar,

dan tabel.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. lIsolasi bakteri kandidat probiotik dari gastrointestinal ikan nila Danau
Ranau diperoleh 12 isolat.

2. lsolat bakteri yang diperoleh memiliki kemampuan enzimatik sebanyak 10
isolat bakteri amilolitik, 12 isolat bakteri proteolitik, dan 12 isolat bakteri
lipolitik. Terdapat 1 isolat bakteri yang memiliki aktivitas enzimatik
ditandai dengan terbentuknya zona bening terbesar dari masing masing uji
sebesar 25,5 + 2,80 mm pada uji amilase, 20,4 £ 1,2 mm pada uji lipase,
dan 22,7 + 4,06 mm pada uji protease.

3. Diperoleh bakteri kandidat probiotik berasal dari gastrointestinal ikan nila

Danau Ranau terindentifikasi bakteri Bacillus cereus UNR.11.

5.2 Saran

Perlu kajian lebih lanjut pada isolat bakteri Bacillus cereus UNR.11 yang
berasal dari gastrointestinal ikan nila Danau Ranau terkait patogenisitas dan

aplikasi pada pakan ikan air tawar.
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