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ABSTRAK 

 

SELEKSI DAN KARAKTERISASI ENZIM EKSTRASELULER 

MANANNASE DARI BAKTERI PROBIOTIK (Bacillus sp.) 

 
 

 

Oleh 

JENI AYU MAULIKA 

 

 

Komoditas udang merupakan salah satu komoditas perikanan yang paling banyak 

diminati dan memiliki nilai jual yang tinggi di pasar domestik dan internasional.  Di 

Indonesia, budidaya udang khususnya spesies vaname (Litopenaeus vannamei) 

telah berkembang pesat. Oleh karena itu, udang vaname telah menjadi produk 

ekspor penting dan memberikan kontribusi signifikan terhadap perekonomian 

nasional.  Keberhasilan usaha budidaya udang didukung oleh beberapa faktor, salah 

satunya yaitu kualitas pakan.  Upaya yang dapat dilakukan untuk meningkatkan 

nilai gizi pakan melalui penambahan bakteri salah satu pendukung yaitu probiotik.  

Probiotik adalah mikroorganisme hidup, terutama bakteri baik, yang memiliki 

kemampuan untuk menyeimbangkan populasi mikroba, mendorong pertumbuhan 

dan meningkatkan kualitas air dengan mengurangi patogenesitas.  Probiotik juga 

memiliki kemampuan dalam memecah campuran makromolekul yang ada di pakan 

udang.  Salah satu makromolekul adalah manan, untuk memecah manan  diperlukan 

bakteri probiotik yang memiliki enzim mananase.  Penelitian ini bertujuan untuk 

menyeleksi dan mengkarakterisasi enzim mananase dari bakteri Bacillus sp.  pada 

variasi suhu dan pH.  Hasil penelitian ini menunjukkan Bacillus sp.  dengan kode 

IBK 3 mampu menghasilkan enzim mananase.  Secara kuantitatif aktivitas 

mananase ditentukan dengan metode DNS untuk mengukur kadar gula reduksi yang 

diproduksi oleh mikroba.  Aktivitas enzim mananase yang diproduksi oleh Bacillus 

sp.  memiliki karakteristik pada suhu 50 oC dan pH optimum 5 dengan aktivitas 

enzim sebesar 0,225 U/ml. 
 
 

Kata kunci: Udang vanname, Probiotik, Enzim Mananase, Bacillus sp. 



 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

SELECTION AND CHARACTERISATION OF EXTRACELLULAR 

MANANNASE ENZYMES FROM PROBIOTIC BACTERIA (Bacillus sp.)  
 

 

 

    By 

JENI AYU MAULIKA 

 

 

Shrimp is one of the most sought-after fishery commodities and has a high selling 

value in domestic and international markets. In Indonesia, shrimp farming, 

especially the vaname species (Litopenaeus vannamei), has grown rapidly. 

Therefore, vaname shrimp has become an important export product and contributes 

significantly to the national economy. The success of shrimp farming is supported 

by several factors, one of which is feed quality. Efforts that can be made to improve 

the nutritional value of feed through the addition of bacteria include probiotics. 

Probiotics are live microorganisms, especially good bacteria, which have the ability 

to balance microbial populations, promote growth and improve water quality by 

reducing pathogenicity. Probiotics also have the ability to break down 

macromolecular compounds present in shrimp feed. One such macromolecule is 

mannan, and to break down mannan, probiotic bacteria possessing mannanase 

enzymes are required. This study aims to select and characterise mannanase 

enzymes from Bacillus sp. bacteria under varying temperatures and pH levels. The 

results of this study show that Bacillus sp. With code IBK 3 is capable of producing 

mananase enzymes. Quantitatively, mananase activity is determined using the DNS 

method to measure the reducing sugar content produced by microbes. The mananase 

enzyme activity produced by Bacillus sp. has characteristics at a temperature of 50 

°C and an optimum pH of 5 with enzyme activity of 0.225 U/ml. 

 

 

Keywords: Vannamei shrimp, Probiotics, Mananase enzyme, Bacillus sp. 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

        1.1.  Latar Belakang Penelitian 

Komoditas udang merupakan salah satu komoditas perikanan yang paling 

banyak diminati dan memiliki nilai jual yang tinggi di pasar domestik dan 

internasional.  Di Indonesia, budidaya udang vaname (Litopenaeus vannamei) 

telah berkembang pesat.  Oleh karena itu, udang vanname telah menjadi produk 

ekspor penting dan memberikan kontribusi signifikan terhadap peningkatan 

perekonomian nasional (Aziza dan Chaidir, 2024).  Produksi udang pada tahun 

2023 mencapai 1,097 juta ton (KKP, 2023).  

Keberhasilan usaha budidaya udang didukung oleh beberapa faktor, seperti 

manajemen kualitas air untuk memantau parameter seperti oksigen terlarut, 

salinitas, pH, dan suhu agar tetap optimal, pemilihan benur, dan kualitas pakan. 

Upaya yang dapat dilakukan untuk meningkatkan nilai gizi pakan adalah dengan 

bakteri salah satu pendukung yaitu probiotik (Telaumbanua dkk., 2023). 

Probiotik adalah mikroorganisme hidup, terutama bakteri baik, yang memiliki 

kemampuan untuk menyeimbangkan populasi mikroba, mendorong 

pertumbuhan dan meningkatkan kualitas air dengan mengurangi patogenesitas 

(Telaumbanua dkk., 2023).  Probiotik mampu meningkatkan proses penyerapan 

nutrisi pada pakan karena dibantu oleh bakteri-bakteri probiotik di saluran 

pencernaan sehingga meningkatkan pertumbuhan (Djauhari dkk., 2022). 

Probiotik yang baik memiliki kemampuan untuk memecah makromolekul 

hemiselulosa yang ada di pakan udang.  Pakan udang seperti dedak padi 

memiliki kandungan hemiselulosa yang bervariasi menurut varietas, dengan nilai 

sekitar 98 % untuk varietas Ir.66, 10,62 % untuk Cigelis, dan 11,35 %  untuk  
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         Inpari (Hasyim dan Manaf, 2021).  Hemiselulosa merupakan polisakarida 

terbesar kedua setelah selulosa, dengan rumus kimia (C5H8O4)n terdiri dari xilan, 

manan, arabinogalaktan dan arabinan (Fitriani dkk., 2018).  Salah satu 

makromolekul yang terdapat di pakan udang adalah manan.  Untuk memecah 

manan tersebut maka diperlukan bakteri probiotik yang memiliki enzim 

mananase.  Enzim mananase merupakan komponen  hemiselulosa penting dalam 

industri pangan dan pakan, enzim ini berperan dalam meningkatkan kecernaan 

pakan dengan menyederhanakan karbohidrat kompleks (Rismayanti, 2018).  

Enzim mananase dalam pakan udang juga berfungsi mendukung dan membantu 

mengatasi kandungan serat tinggi dari bahan baku seperti bungkil sawit (Sainah 

dkk., 2016).  Pakan udang dengan serat tinggi dapat mempengaruhi efisiensi 

pencernaan dan pertumbuhan udang.  Serat kasar yang tinggi sering kali sulit 

dicerna, mengakibatkan penurunan daya cerna nutrisi, yang berdampak negatif 

pada pertambahan berat udang.  Selain itu, serat tinggi dapat menyebabkan 

penumpukan lemak pada tubuh udang, dan menurunkan kelangsungan hidup 

udang.  Oleh karena itu, penting untuk menyeimbangkan kandungan serat dalam 

pakan agar mendukung pertumbuhan optimal udang (Megawati, 2017). 

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari penelitian Rahmawati, dkk 

(2020).  Di laboratorium mikrobiologi, FMIPA Unila memiliki beberapa koleksi 

bakteri Bacillus sp.  Bakteri tersebut telah dikarakterisasi namun untuk 

karakterisasi enzim mananase belum dilakukan.  Oleh karena itu perlu dilakukan 

penelitian lanjutan untuk menyeleksi dan mengkarakterisasi enzim ekstraseluler 

mananase yang dihasilkan oleh bakteri probiotik Bacillus sp.   

 

 

        1.2.  Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah: 

1. Menyeleksi isolat bakteri Bacillus sp. unggul dari kultur stok laboratorium      

mikrobiologi yang memiliki kemampuan mannanolitik yang tinggi. 

2. Mengetahui karakteristik spesifik dari enzim mananase yang dihasilkan. 
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    1.3.  Kerangka Teoritis 

 

Probiotik sangat penting untuk kesehatan udang karena mereka membantu 

menekan pertumbuhan bakteri patogen yang dapat menyebabkan penyakit. 

Dengan meningkatkan keseimbangan mikroba di usus udang, probiotik juga 

memperkuat sistem kekebalan tubuh, meningkatkan pencernaan, dan 

memproduksi senyawa antibakteri.  Selain itu, probiotik berkontribusi pada 

perbaikan kualitas air dengan menguraikan bahan organik berbahaya, sehingga 

menciptakan lingkungan yang lebih sehat untuk budidaya udang.  Penggunaan 

probiotik juga lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan penggunaan 

antibotik.  

 

Bakteri probiotik penghasil enzim ekstraseluler berperan penting dalam 

meningkatkan pencernaan pada tubuh udang.  Bakteri probiotik bersaing dengan 

bakteri patogen untuk mendapatkan nutrisi dan ruang di usus udang, sehinggga 

mengurangi risiko infeksi.  Secara keseluruhan, bakteri probiotik penghasil 

enzim ekstraseluler dapat membantu mereka menyerap lebih banyak nutrisi, dan 

meningkatkan daya tahan terhadap stres.  Hal ini dapat membantu meningkatkan 

produktivitas budidaya udang dan mengurangi risiko penyakit. 

 

Pada bakteri probiotik enzim ekstraseluler tersebut, enzim ekstraseluler 

dilepaskan oleh bakteri ke lingkungan sekitarnya.  Enzim ekstraseluler mananase 

berfungsi memecah manan menjadi manosa dan manooligosakarida.  Proses 

tersebut dapat meningkatkan ketersediaan nutrisi dan energi.  Hal ini 

berkontribusi pada pertumbuhan udang yang lebih baik dan kelangsungan hidup 

udang yang lebih tinggi.  

Dalam penelitian ini akan dilakukan seleksi untuk mencari mananase terbaik. 

Selanjutnya enzim diproduksi dan dikarakterisasi terhadap pengaruh pH dan 

suhu.
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        1.4.  Hipotesis 

Hipotesis yang  diajukan pada penelitian ini adalah: 

1. Didapatkannya isolat bakteri Bacillus sp. unggul dari kultur stok 

laboratorium mikrobiologi yang memiliki kemampuan mannanolitik 

yang tinggi. 

2. Didapatkannya karakteristik spesifik dari enzim mananase yang 

dihasilkan
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II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Bacillus sp.  

Bakteri Bacillus sp.  adalah kelompok bakteri gram positif yang dikenal 

memiliki bentuk khas yang menyerupai batang.  Bacillus sp.  memiliki berbagai 

ukuran sel.  Biasanya memiliki lebar 0,5 hingga 2,5 mikrometer dan panjang 1 

hingga 10 mikrometer, dengan beberapa spesies menunjukkan perbedaan dalam 

panjang dan ketebalan (Bergey dan Boone, 2009).  

 

Dinding sel dari Bacillus sp. memiliki ketebalan dan terdiri dari peptidoglikan, 

yang merupakan ciri utama dari bakteri Gram-positif. Ini memberikan stabilitas 

struktural serta menjaga kemampuan untuk mempertahankan pewarnaan Gram 

selama proses mikroskopis. Selain itu, dinding sel ini memiliki peran dalam 

interaksi dengan lingkungan eksternal dan juga menciptakan ketahanan terhadap 

tekanan osmotik. Morfologi dari Bacillus sp. sangat penting untuk proses 

identifikasi dan berhubungan erat dengan fungsi fisiologis serta kemampuan 

bakteri untuk beradaptasi di berbagai lingkungan (Faturrahman dkk., 2025). 

 

Bacillus sp.  biasanya ditemukan pada kultur yang tumbuh dalam media padat 

dalam bentuk tunggal, berpasangan, atau rantai pendek.  Kemampuan Bacillus 

sp.  untuk membentuk spora endospora adalah salah satu ciri paling menonjol, 

mereka sangat tahan terhadap suhu tinggi, kekeringan, dan radiasi (Ghosh dkk., 

2016).  Spora ini biasanya ditemukan di ujung sel, menghasilkan tampilan 

morfologi unik yang dapat mengidentifikasi spesies (Nakamura, 2010).  Bacillus 

sp.  juga memiliki banyak sifat fisiologis, yang membedakannya dari bakteri 

lain.  Hal ini termasuk reaksi positif terhadap uji katalase dan kemampuan untuk 

mengidrolisis pati (Wang, 2018). 
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        (a)        (b) 

Gambar 1.  (a) Koloni Bacillus cereus (b) Mikroskopis Bacillus cereus 

(Sumber: Manikome, 2022) 

 

Taksonomi Bacillus sp.  secara lengkap menurut      De Vos et al, (2009) 

adalah sebagai berikut. 

 

Kingdom  : Bacteria  

Division : Firmicitus  

Class : Bacilli 

Ordo : Bacillales 

Family : Bacillaceae 

Genus : Bacillus  

Spesies : Bacillus sp. 
 

           2.2.  Manan  

 

Manan adalah polisakarida yang terdiri dari unit manosa yang banyak 

ditemukan dalam berbagai sumber alami, seperti jamur, alga, dan biji-bijian. 

Manan melakukan berbagai fungsi biologis, seperti menyimpan energi dan 

memberikan dukungan struktural pada jaringan, dan merupakan bagian 

penting dari struktur sel (Winarno dan Tanjung, 2020).  Manan terletak pada 

dinding sel tanaman karena hemiselulosa, polisakarida yang banyak 

ditemukan pada tumbuhan tingkat tinggi.  
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Gambar 2.  Hidrolisis Senyawa Manan oleh Enzim Mananase 

(Sumber: Sigres dan Sutrisno, 2015) 
 

Dalam klasifikasi manan, ada empat subfamili : glukomanan, galaktomanan, 

galaktoglukomanan, dan manan (Sigres dan Sutrisno, 2015).  Manan dapat 

terhidrolisis dan menghasilkan manosa dan manooligosakarida.  Manosa 

(polimer manan) yang diselingi dengan galaktosa juga disebut 

galaktomanan.  Galaktomanan terdapat pada bungkil inti kelapa sawit dan 

pada tanaman legume sebagai penyusun biji (Jorgensen et al., 2010).  

Manan dapat berfungsi sebagai prebiotik, yang dapat meningkatkan 

kesehatan pencernaan dengan membantu  pertumbuhan mikroorganisme 

baik di dalam usus (Gibson dkk., 2017).  

  

           2.3.  Enzim Mananase 

 

Mananase adalah enzim yang berfungsi untuk memecah substrat yang 

mengandung mannan (Hames dan Hooper, 2005).  Enzim ini tergolong 

dalam kategori hidrolase dan berfungsi dalam mengkatalisasi proses 

hidrolisis polimer. Mananase bekerja dengan memecah ikatan 𝛽-1.4 (pada 

molekul polisakarida) yang menghubungkan manosa dengan manosa.  

Proses ini mengubah heteromanan yang kaya menjadi manooligasakarida 

serta sejumlah manosa, glukosa, dan galaktosa.  Enzim mananase memecah  

𝛽-1.4-D-mannopyranosyl dalam struktur utama polimer manan, 

menghasilkan rantai yang lebih singkat berupa manooligasakarida.  Setelah 

itu, produk ini akan dihidrolisis lebih lanjut oleh enzim mannosidase dan 

𝑎-galaktosidase, menghasilkan manosa dan galaktosa (Sigres dan Sutrisno, 

2015). 
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Aktivitas enzim mananase bervariasi tergantung pada sumbernya.  Enzim 

mananase biasanya berasal dari mikroba karena dapat dibuat dalam jumlah 

besar, dapat berupa enzim intraseluler dan ekstraseluler, dan dapat diisolasi 

dengan lebih mudah.  Ada banyak tanaman, bakteri, jamur, dan moluska 

yang dapat menghasilkan enzim mananase (Xu, 2002). Tanah, pupuk 

kompos, dan perut hewan adalah tempat mikroorganisme dapat ditemukan. 

Tanah adalah media penyimpanan terbaik sekaligus sumber luas 

mikroorganisme jamur dan mikroba (Zakaria dkk., 1998). 

 

  2.4.  Faktor-faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim Mananase 

 

Aktivitas enzim dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti waktu 

inkubasi, pH, suhu.  Enzim akan bekerja paling baik sesuai dengan kondisi 

optimumnya (Delfiana dkk., 2023). 

 

2.4.1.  Suhu 

 

Suhu berpengaruh terhadap kecepatan reaksi katalisis enzim dengan 

dua cara.  Pertama, kenaikan suhu akan menaikkan energi dari 

molekul substrat, yang pada gilirannya meningkatkan kecepatan 

reaksi enzim.  Kenaikan suhu juga berdampak pada perubahan 

bentuk substrat, sehingga menghalangi area reaktif substrat untuk 

berinteraksi dengan tempat aktif enzim, yang mengakibatkan 

penurunan efektivitas enzim.  Kedua, peningkatan energi termal dari 

molekul-molekul yang membentuk struktur protein enzim 

mengakibatkan hilangnya interaksi kovalen (seperti ikatan hidrogen, 

interaksi van der Waals, interaksi hidrofobik, dan interaksi 

elektrostatik) yang menjaga bentuk tiga dimensi enzim, sehingga 

menyebabkan denaturasi enzim (Hames dan Hooper, 200 ).  
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Gambar 3.  Hubungan Suhu dengan Aktivitas Enzim 

                    (Sumber: Rachmat, 2021). 

 

Denaturasi adalah suatu keadaan dimana terjadi perubahan atau 

modifikasi struktur enzim.  Denaturasi enzim dapat terjadi karena 

adanya pengaruh pemanasan, penambahan asam, penambahan basa, 

dan penambahan garam (Novika dkk., 2021).  Denaturasi membuat 

struktur lipatan enzim di permukaannya menjadi terbuka, yang 

mengubah area aktif enzim dan mengurangi kinerjanya (Hames dan 

Hooper, 2005).  

 

 Gambar 4.  Proses Denaturasi  

(Sumber: asset.kompas.com) 

 

2.4.2.  pH 

 

Perubahan pH juga dapat menyebabkan denaturasi pada enzim 

karena gangguan pada kelompok ioniknya.  Kelompok ionik ini 

memiliki peranan penting dalam mempertahankan bentuk sisi aktif 

enzim agar dapat mengikat dan mengubah substrat menjadi produk. 

Enzim mencapai tingkat aktivitas tertingginya pada pH tertentu. 

Terdapat enzim yang paling efektif dalam lingkungan asam dan 

enzim yang berfungsi paling baik dalam lingkungan basa.  Namun,  
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sebagian besar enzim bekerja dengan optimal pada pH netral (Hames 

dan Hooper, 2005). 

 

 

 
Gambar 5.  Hubungan pH dengan Aktivitas Enzim  

  (Sumber: Shahib, 2005). 

 

2.5.  Mekanisme Kerja Enzim 

 

Kerja enzim didasarkan pada dua tahap.  Tahap pertama, enzim (E) 

bergabung dengan substrat (S) untuk membentuk kompleks enzim substrat 

(E-S).  Tahap kedua, kompleks enzim-substrat terurai menjadi produk dan 

enzim bebas.  Terdapat dua model pada kegiatan enzim dalam 

mempengaruhi substrat sehingga diperoleh zat hasil, yaitu model kunci dan 

anak kunci, dan model induced fit. 

 

Gambar 6.  Model Kunci dan Anak Kunci  

(Sumber: Santoso, 2010) 

 

Substrat atau bagian substrat pada model kunci dan anak kunci (Gambar 6) 

harus ditarik oleh sisi katalik enzim yang cocok untuk substrat sehingga 

terbentuk kompleks enzim substrat. 
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Gambar 7.  Model Induced Fit  

(Sumber: Santoso, 2010) 

 

Pada model induced fit (Gambar 7), menunjukkan konfigurasi yang tidak 

kaku.  Setelah pengikatan, enzim berubah bentuk untuk menyesuaikan diri 

dengan bentuk substrat.  Oleh karena itu, tautan yang sesuai pada keduanya 

dapat diinduksi ketika terbentuk kompleks enzim-substrat (Santoso, 2010). 

 

Faktor suhu dan pH mempengaruhi enzim tertentu dalam mekanisme kerja 

enzim.  Hanya suhu dan pH yang ideal yang memungkinkan aktivitas enzim 

berlangsung dengan baik, enzim yang bekerja pada suhu dan pH yang tidak 

ideal akan cepat terdenaturasi (Prihatini, 2021). 

 

2.6.  Bakteri Mananolitik 

 

Bakteri mananolitik adalah mikroorganisme penghasil enzim mananase dan 

dapat mendegradasi senyawa manan dan turunanannya (Utami dkk., 2016) 

yang sering ditemukan dalam biji-bijian, limbah pertanian, dan bahan nabati 

lainnya.  Kemampuan ini sangat penting untuk siklus karbon dan proses 

biodegradasi.  Selain itu, dapat digunakan dalam industri makanan, pakan 

ternak, dan bioteknologi (Meryandini dkk., 2008).  Bakteri mananolitik 

biasanya hidup di tempat yang mengandung substrat manan, seperti tanah 

dan limbah organik (Seftiono, 2017).  Untuk melakukan isolasi bakteri 

mananolitik, isolat bakteri ditanam pada media yang mengandung substrat 

manan.  
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 2.7.  Probiotik 

 

Probiotik adalah makanan tambahan yang terdiri dari sel-sel mikroba hidup 

yang membantu hewan inang mengonsumsinya dengan mengubah flora  

mikroba intestinalnya (Fuller, 1987) dan membantu komunitas mikroba di  

sekitarnya (Verschere dkk., 1999).  Probiotik adalah segala bentuk preparasi 

sel mikroba atau komponen sel mikroba yang membantu kesehatan dan 

kehidupan inang.  Diperkenalkan oleh Elies Merchinikoff pada awal abad 

ke-20 istilah “probiotik” berasal dari bahasa Yunani yang berarti “untuk 

kehidupan” (Hill dkk., 2014).  Probiotik harus memiliki karakteristik 

berikut ; 1) tidak bersifat patogen atau mengganggu inang, tidak bersifat 

patogen bagi konsumen (manusia atau hewan lainnya),    

2) tidak mengganggu keseimbangan ekosistem setempat, 3) dapat 

diperbanyak dengan mudah 4) dapat hidup dan berkembang biak di dalam 

usus ikan, dan 5) dapat hidup dan berkembang di dalam air wadah 

pemeliharaan ikan (Feliatra, 2002). 

 

Probiotik memiliki beberapa manfaat bagi kesehatan tubuh, termasuk: 

1. Fungsi protektif, yaitu melindungi saluran pencernaan dari patogen. 

Kolonisasi probiotik di saluran pencernaan menyebabkan persaingan 

nutrisi dan penempelan antara probiotik dan bakteri lain, 

terutama,patogen.  Berbagai jenis anti bakteri, seperti bakteriosin, asam 

organik dan hidrogen peroksida, akan diproduksi saat probiotik 

berkembang.  

2. Fungsi sistem kekebalan tubuh, yaitu meningkatkan sistem kekebalan 

melalui kemampuan probiotik untuk mengiduksi pembentukan lgA, 

aktivasi 15 makrofag, mengubah profil sitokin, dan menyebabkan 

kurang responsif terhadap antigen dari makanan. 

3. Fungsi metabolit probiotik yaitu metabolisme yang dihasilkan oleh 

probiotik termasuk kemampuan probiotik untuk menghancurkan laktosa 

dalam produk susu terfermentasi (Yuniastuti, 2014). 
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2.8.  Reagen DNS (Dinitro salicylic acid) 

 

Gula pereduksi adalah golongan gula (karbohidrat) yang mampu mereduksi 

senyawa penerima elektron, ujung dari suatu gula pereduksi terdapat gugus 

aldehid atau keton bebas.  Beberapa monosakarida yang termasuk dalam gula 

pereduksi diantaranya glukosa, xilosa, fruktosa, dan galaktosa (Danu dkk., 

2022). 

 

Gambar 8.  Gugus Aldehid dan Keton 

 

Reaksi gula pereduksi dengan reagen DNS merupakan reaksi redoks dimana 

gugus aldehid yang bertindak sebagai pereduksi akan teroksidasi menjadi  

karboksil sedangkan DNS yang bertindak sebagai oksidator akan tereduksi 

membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisat.  Apabila terdapat gula pereduksi 

pada sampel, maka larutan DNS yang awalnya berwarna kuning bereaksi 

dengan gula pereduksi akan menimbulkan warna jingga kemerahan 

(Ruswandi dkk., 2018).  Reagen DNS yang digunakan dalam mengukur gula 

pereduksi terdiri dari asam dinitrosalisilat, garam Rochelle dan natrium 

hidroksida.  

 

 

Gambar 9.  Reaksi DNS   

(Sumber: Osama et al., 2022)
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III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

          3.1.  Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari-Juli 2025 dan   

dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

 3.2.  Alat dan Bahan Penelitian 

Alat-alat yang akan digunakan pada penelitian ini antara lain beaker 

glass, hotplate, magnetic stirrer, erlenmeyer, sentrifuge, autoklaf, 

mikroskop, cawan petri, ose bulat, bunsen, neraca analitik, waterbath, 

orbital shaker, inkubator, mikropipet, tabung reaksi, rak tabung reaksi, 

batang pengaduk, oven, gelas ukur, stopwatch, BSC (Biology Safety 

Cabinet), kulkas, spektrofotometer. 

Bahan-bahan yang akan digunakan pada penelitian ini antara lain sampel 

Bacillus sp., media cair Sea Water Complete (SWC) dengan komposisi 

Pepton (0.5 %), Yeast Extract (0.1 %), Grycerol (0.3 %), Agar (1.5 %), 

Aquadest (25 %), Air laut (75 %), Amonium sulfat, locust bean gum, 

Buffer, congo red, plastik selofan. 

 

 3.3.  Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kuantitatif.  Tahapan 

penelitian meliputi persiapan media produksi, seleksi bakteri mananolitik, 

produksi enzim mananase, dan uji aktivitas enzim mananase.  
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3.4.  Pelaksanaan Penelitian 

 

Isolat Bacillus yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari koleksi 

Laboratorium Mikrobiologi di Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.  Kemampuan Bacillus sp. 

untuk mananolitik ditentukan dengan menumbuhkan isolat pada media agar 

yang mengandung 0,5 % locust bean gum.  Kemampuan mananolitik 

ditandai dengan adanya zona jernih yang terbentuk di sekitar koloni.  

3.4.1.  Persiapan Media Produksi 

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah Sea Water 

Complete (SWC) dengan komposisi Pepton (0.5 %), Yeast Extract 

(0.1 %), Grycerol (0.3 %), Agar (1.5 %), Aquadest (25 %), Air laut 

(75 %).  Semua bahan ditimbang terlebih dahulu selanjutnya 

dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan dipanaskan dengan  hotplate 

dan di homogenkan dengan magnetic stirrer.  Selanjutnya media 

disterilkan dengan suhu 121 oC dan tekanan 2 atm  selama 15 menit 

menggunakan autoklaf.  Media disimpan pada kondisi dingin. 

3.4.2.  Seleksi Bakteri Mananolitik  

Isolat bakteri ditumbuhkan pada medium Sea Water Complete 

(SWC) dengan penambahan locust bean gum sebanyak 0,5 % 

dilanjutkan inkubasi selama 24 jam.  Koloni yang tumbuh lalu 

diwarnai dengan 1 % congo red selama 15 menit, kemudian dicuci 

kembali menggunakan 1 M NaCl.  Pengamatan yang dilakukan 

meliputi  morfologi koloni dan sel serta indeks mananolitiknya. 

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

Morfologi sel diketahui dengan pewarnaan Gram.  Indeks 

mananolitik ditentukan melalui perbandingan antara luas zona 

jernih yang terbentuk dan luas koloni bakteri sesuai dengan rumus : 

                          Diameter zona jernih   
                                                       Indeks mananolitik =     

                               Diameter koloni  
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3.4.3.  Produksi Enzim Mananase 

Erlenmeyer volume 250 ml diisi dengan 50 ml media produksi, 

selanjutnya kultur isolat bakteri 1 ose diinokulasikan.  Setelah itu 

biakan diinkubasi selama 6 jam, 12 jam dan 18 jam, pada suhu     

37 oC.  Selanjutnya kultur disentrifuge  dengan kecepatan 8500 

rpm selama 15 menit pada suhu 4 oC.  Supernatan yang diperoleh  

merupakan ekstrak kasar enzim mananase. 

3.4.4.  Uji Aktivitas Enzim Mananase 

Pada uji aktivitas enzim mananase dilakukan dengan 2 variasi yaitu 

variasi suhu dan variasi pH.  Aktivitas enzim mananase diuji dengan 

menggunakan metode DNS (Dinitro salicylic acid) dengan 

mengukur jumlah gula pereduksi yang dilepaskan locust bean gum. 

 

• Suhu Optimum 

Untuk menentukan suhu yang optimum, disediakan sebanyak 5 

tabung reaksi yang berbeda.  Pada setiap tabung dimasukkan locust 

bean gum 0,5 % sebanyak 1 ml dan ditambahkan dengan buffer pH 

yang optimum.  Pada setiap tabung ditambahkan dengan 1 ml 

ekstrak kasar enzim mananase dan diinkubasi pada suhu 30 oC,      

40 oC, 50 oC dan 60 oC selama 60 menit.  Reaksi dihentikan dengan 

menambahkan 1 ml reagen DNS dalam campuran reaksi. 

Selanjutnya tabung dipanaskan dalam air pada suhu 100 oC selama 

15 menit.  Gula reduksi diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer 575 nm. 

• pH Optimum 

Untuk menentukan pH yang ideal, disediakan sebanyak 6 tabung 

reaksi yang berbeda.  Pada setiap tabung dimasukkan locust bean 

gum 0,5 % sebanyak 1 ml kemudian ditambahkan dengan buffer 

(buffer asetat pH 5 dan buffer fosfat pH 6, 7, 8, dan 9).  Pada setiap 

tabung ditambahkan dengan 1 ml ekstrak kasar enzim mananase dan 

 

 

16 



7 19 

 

 

diinkubasi pada suhu ruang 30 oC selama 30 menit.  Reaksi 

dihentikan dengan menambahkan 1 ml reagen DNS dalam campuran 

reaksi.  Selanjutnya tabung dipanaskan dalam air pada suhu 100 oC 

selama 15 menit.  Gula reduksi diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer 575 nm. 

U/ml (Unit per milliliter) adalah satuan yang dipakai untuk 

mengukur aktivitas enzim dalam suatu larutan, yang menunjukkan 

berapa banyak unit enzim aktif terdapat dalam setiap mililiter larutan 

tersebut.  Satu unit enzim (U) didefinisikan sebagai jumlah enzim 

yang mampu mengkatalisis konversi 1 mikromol substrat menjadi 

produk per menit pada kondisi standar, yaitu suhu, pH, dan 

konsentrasi substrat yang optimal.  Dengan kata lain, U/ml 

mengindikasikan tingkat kemampuan katalitik enzim dalam volume 

larutan tertentu (Sari dkk., 2024).  
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3.5. Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10.  Diagram Alir Penelitian 
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V.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1.  Kesimpulan 

Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah : 

1. Didapatkan enzim mananase isolat Bacillus sp. dengan kode 

IBK 3 yang berasal dari kultur stok Laboratorium 

Mikrobiologi di Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung  

2. Karakteristik enzim mananase yakni memiliki suhu optimum     

50 oC dan pH optimum 5 dengan aktivitas enzim mananase 

yaitu 0,225 U/ml. 

5.2.  Saran 

Perlu diteliti lebih lanjut mengenai aplikasi enzim mananase dari 

Bacillus sp.  IBK 3, yang ikut berperan dalam probiotik untuk 

pemecahan pakan pada udang. 
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