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Abstrak

Bandeng (Chanos chanos) adalah ikan ekonomi penting yang
dibudidayakan di tambak air payau. Bandeng relatif tahan
terhadap penyakit yang mungkin disebabkan oleh bakteri usus
terkait untuk meningkatkan kesehatan dan mencegah penyakit.
Di usus bandeng dilakukan pengamatan untuk mendapatkan
bakteri probiotik potensial untuk dikembangkan sebagai
probiotik. Beberapa pengamatan morfologi seperti bentuk dan
warna sel dan uji biokimia seperti pati, hidrolisis kasein
dilakukan. Uji antagonistik dari isolat bakteri potensial dilakukan
pada Aeromonas hydrophila. Penelitian ini dilakukan dari bulan
Juni hingga September 2017 di Balai Karantina lkan dan
Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Kelas 1
Medan, Kuala Namu. Hasilnya menunjukkan bahwa bakteri
probiotik potensial dalam saluran pencernaan ikan bandeng
adalah Staphylococcus spp. (UIM01), Micrococcus sadentarius
(UIMO02), Lactobacillus acidophillus (LIMO1) dan Micrococcus
lylae (LIMO2). Bakteri ini menunjukkan aktivitas menghambat
pertumbuhan Aeromonas hydrophila hingga rendah meluas.

Kata kunci: isolasi; identifikasi; potensial probiotik; bandeng;
saluran pencernaan

Abstract

Milkfish (Chanos chanos) is an important economic fish that is
cultured in brackish water ponds. Milkfish is relatively resistant
to diseases that may be caused by associated gut bacteria to
improve health and prevent from disease. In the gut of milkfish
was screened to obtain potential probiotic bacteria to be
developed as probiotic. Some morphological observation such as
shape and color of cell and biochemical test such as starch, casein
hidrolysis were conducted. Antagonistic test of the potential
bacteria isolate was done to Aeromonas hydrophila. This study
was conducted from June to September 2017 in Balai Karantina
lkan dan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan
Kelas 1 Medan, Kuala Namu. The result indicated that potential
probiotic bacteria in the digestive tract of milkfish were
Staphylococcus spp. (UIM01), Micrococcus sadentarius (UIM02),
Lactobacillus acidophillus (LIM01) and Micrococcus lylae (LIMO02).
These bacteria showed to inhibiting growth of Aeromonas
hydrophila for low extend.

Keywords: isolation; identification; probiotic potential; milkfish;
digestive tract
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1. Pendahuluan

Produksi ikan bendeng di Indonesia cukup melimpah,
dengan jumlah produksi mencapai 626.878 ton (Direktorat
Jenderal Perikanan, 2013). Jenis ikan ini mampu mentolerir
salinitas perairan yang luas (0-158 ppt) sehingga digolongkan
sebagai ikan euryhaline. lkan Bandeng mampu beradaptasi
terhadap perubahan lingkungan, seperti suhu, pH, dan
kekeruhan air serta tahan terhadap serangan penyakit (Ghufron
dan Kordi, 1997).

lkan bandeng merupakan ikan yang jarang terkena
penyakit. Hal ini dapat dilihat dari kebiasaan makan ikan bandeng
yang tergolong jenis ikan herbivora yang mempunyai usus yang
panjang beberapa kali dari tubuhnya. Didalam saluran
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pencernaan ikan bandeng terdapat bakteri yang menghasilkan
enzim pencernaan yang dapat merombak nutrien makro yang
masuk melalui pakan untuk kebutuhan bakteri itu sendiri dan
memudahkannya untuk diserap oleh ikan bandeng tersebut
(Gatesoupe, 1999).

Keberadaan probiotik ini didalam usus inang (baik pada
permukaan usus maupun didalam lumen) berperan sebagai
pelindung (barrier) terhadap proliferasi (pertumbuhan) patogen,
diantaranya melalui mekanisme produksi senyawa yang mampu
menghambat pertumbuhan patogen. Berdasarkan uraian
tersebut di atas maka akan dilakukan penelitian tentang isolasi
dan karakterisasi bakteri probiotik yang berasal dari saluran
pencernaan lkan Bandeng (Chanos chanos) guna meningkatkan
produktivitas pada budidaya ikan Bandeng.

2. Bahan dan metode
2.1. Waktu dan tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni — September
2017. Pengambilan sampel ikan dilakukan di tambak Pematang
Lalang Percut Sei Tuan yang terletak pada titik koordinat
3943°0.47 LU dan 98246°34.14 BT. Identifikasi bakteri probiotik
dilaksanakan di Balai Karantina lkan Pengendalian Mutu dan
Keamanan Hasil Perikanan Kelas 1 Medan, Kuala Namu.

2.2 Bahan dan alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan
Bandeng, isolat bakteri patogen Aeromonas hydrophila, medium
selektif MRSA (Man Ragosa Sharpe Agar) medium TSA (Tryptone
Soya Agar), medium SA (Starch Agar), medium SMA (Skim Milk
Agar), medium MIO (Motility Indole Ornithin), medium TSIA
(Triple Sugar Iron Agar), medium LIA (Lysine Iron Agar), medium
SC (Simmon Citrat Agar), medium Gelatin, medium OF, medium
MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer), medium gula-gula
(arabinosa, glukosa, galaktosa, laktosa, maltosa, sukrosa,
fruktosa, rafinosa, mannitol dan sorbitol), reagen H,0, 3%, KOH
3%, methyl-red, reagen kovacs, iodin 2%, pewarnaan gram
(Kristal Violet, lugol, alkohol aseton dan safranin), NaCl fisiologis
0,85%, HCI 0,1 N, minyak emersi, alkohol 70%, akuades, oxidase
strips, paper disk, kapas, tissue gulung, plastik 10 kg, kertas label
dan aluminium foil.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah scalpel,
gunting, pinset, penggaris, mortar porselen, pastel, erlenmeyer,
pipet tetes, tabung reaksi, cawan petri, beaker glass, gelas ukur,
jarum ose, object glass, cover glass, batang pengaduk, tabung
reaksi, penjepit tabung, rak tabung reaksi, mikroskop, lemari
pendingin, laminar air flow, inkubator, oven, neraca analitik,
bunsen, autoklaf, spatula, jangka sorong dan kamera digital.

2.3. Tahapan penelitian
2.3.1. Pengambilan sampel

lkan yang dijadikan sampel adalah ikan Bandeng yang ada
di tambak pembesaran. Ikan Bandeng dibedah untuk diambil
usus dan lambungnya, lalu dimasukkan ke dalam larutan
fisiologis NaCl 0,85%. Selanjutnya, lambung dan usus
dihancurkan atau dihaluskan dengan menggunakan mortar
porselen.

2.3.2. Isolasi bakteri probiotik

Usus ikan Bandeng secara aseptis, bagian dalam (isi) usus
ikan Bandeng dikerok dengan menggunakan scalpel. Hasil
kerokan tersebut kemudian dihaluskan dengan menggunakan
mortar porselen dan pastel lalu dimasukkan ke dalam
erlenmeyer steril dan diencerkan dengan larutan NaCl steril
dengan pengenceran 10, 1072, dan 103. Sebanyak 1 mL hasil
pengenceran tadi kemudian diinokulasikan pada medium MRSA
kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. Koloni
yang menunjukkan zona bening disekitar koloni menunjukkan
bahwa koloni tersebut adalah bakteri asam laktat.

2.3.3. Tahap pemurnian kultur bakteri

Pemurnian dimulai dengan memilih koloni-koloni yang
disekitarnya terdapat zona bening. Mensterilkan jarum ose, lalu
disentuhkan pada permukaan koloni bakteri kemudian
diinokulasikan pada permukaan medium MRSA dengan metode
gores untuk mendapatkan koloni yang terpisah. Diinkubasikan
pada suhu 37°C selama 24 jam. Setiap koloni tunggal yang
berbeda dan terbentuk setelah pemurnian kemudian masing-
masing diinokulasikan pada medium TSA miring untuk persiapan
pengujian selanjutnya.

2.4.  Uji probiotik
2.4.1.  Uji hidrolisis pati (amilum)

Suspensi bakteri hasil biakan murni diambil satu ose dan
digoreskan pada cawan yang berisi media Strach Agar, dan
diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam. Setelah inkubasi,
dilakukan uji iodine dengan cara meneteskan iodine pada
permukaan agar yang berisi isolat. Uji hidrolisis pati positif
ditandai dengan adanya zona kuning bening di sekeliling isolat
yang mengindikasikan enzim amilase diproduksi oleh isolat
sehingga di daerah tersebut amilum sudah dihidrolisis
(Cappucino, 1983).

2.4.1. Uji hidrolisis kasein (protein)

Suspensi bakteri hasil biakan murni diambil satu ose dan
digoreskan pada cawan yang berisi media Skim Milk Agar (SMA),
dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam. Uji hidrolisis
protein positif ditandai dengan adanya zona bening di sekeliling
koloni yang menunjukkan bahwa bakteri tersebut mempunyai
aktivitas proteolitik (Fardiaz, 1992).

2.5. Uji biokimia
2.5.1. Ujigram

Pengamatan morfologi koloni dilakukan dengan teknik
pewarnaan gram. Pertama-tama ulasan bakteri dibuat pada
gelas objek dan dilakukan fiksasi. Sebanyak 2-3 tetes gram A
(kristal violet) diteteskan pada koloni bakteri, diamkan selama 60
detik. Kemudian preparat dicuci dengan menggunakan air
mengalir lalu dikeringanginkan. Sebanyak 2-3 tetes gram B
(larutan lugol) diteteskan di atas preparat dan dibiarkan selama
60 detik. Preparat dicuci dengan air mengalir lalu
dikeringanginkan. Preparat kemudian ditetesi 2-3 tetes larutan
alkohol-aseton dan dibiarkan selama 60 detik lalu dicuci kembali
dan dikeringanginkan. Selanjutnya preparat ditetesi dengan
larutan safranin sebanyak 2-3 tetes dan didiamkan selama 60
detik, lalu dicuci dan dikeringanginkan. Setelah itu diamati di
bawah mikroskop.
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2.5.2. Uji katalase

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose (ose bulat) dari
masing-masing stok kultur kemudian dicelupkan ke dalam reagen
H,0, yang telah diteteskan pada object glass. Hasil positif apabila
terbentuk gelembung gas pada ose, dan hasil negatif apabila
tidak terbentuk gelembung gas.

2.5.3. Uji oksidase

Uji oksidase dilakukan dengan mengoleskan koloni
tunggal pada Oxidase Test Strip dengan menggunakan ose. Lalu
dilihat perubahan yang terjadi. Apabila daerah tempat Oxidase
Test Strip yang terkena bakteri berwarna biru tua keunguan maka
oksidase positif, jika berwarna putih (tetap) maka bersifat
negatif.

2.5.4. Uji motilitas

Sebanyak 1 ose (ose lurus) isolat dari stok kultur lalu
diinokulasikan dengan cara ditusuk pada medium MIO, lalu
diinkubasi pada suhu 372C selama 24 jam. Hasil positif (motil)
apabila terdapat rambatan-rambatan di sekitar bekas tusukan
jarum pada medium dan hasil negatif (non motil) bila tidak
terdapat rambatan-rambatan disekitar bekas tusukan jarum ose
pada medium.

2.5.5. UjiTSIA

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi ke dalam
media TSIA dengan cara menusuk tegak lurus pada bagian butt
(tusuk) dan cara zig zag pada bagian slant (miring) dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 292C. Perubahan warna kemudian
diamati, apabila bagian slant berwarna merah dan butt berwarna
kuning maka bakteri mampu memfermentasi glukosa, sedangkan
apabila bagian slant dan butt keduanya berwarna kuning maka
bakteri mampu memfermentasi sukrosa dan laktosa (Yusuf,
2009).

2.5.6. Ujigelatin

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasikan pada
media cair Gelatin dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 29°C.
Uji positif ditandai dengan media cair tetap mencair apabila telah
diletakkan di dalam lemari es selama beberapa menit dan uji
negatif ditandai dengan membekunya media gelatin jika
diletakkan di dalam lemari es.

2.5.7. Ujicitrat

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi secara zig-zag
pada permukaan agar miring media Simmons Citrate dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 29°C. Uji positif ditandai
dengan berubahnya warna medium menjadi biru dan uji negatif
ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada media
(Sudarsono, 2008).

2.5.8. Uji MR (methyl red)

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi ke dalam
media MR-VP dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 29°C.
Setelah inkubasi selama 24 jam, media ditambahkan 3-4 tetes
indikator methyl red. Uji positif ditandai dengan perubahan
warna medium menjadi merah, artinya terbentuk asam dan uji
negatif ditandai dengan tidak adanya perubahan warna pada
media (Hadioetomo, 1993).

2.5.9. Uji VP (voges proskauer)

Sebanyak 1 ose (ose bulat) isolat bakteri diambil dari stok
kultur dan diinokulasikan pada medium MR-VP cair dalam tabung
reaksi. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Medium kemudian ditambahkan 0,2 mL KOH 40% dan 0,6 mL
alfanaftol lalu dikocok selama 30 detik. Hasil positif jika medium
berubah warna lembayung.

2.5.10. UjiLIA

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi secara tusuk
lalu zig-zag pada permukaan agar miring media LIA dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 299C. Uji positif ditandai
dengan berubahnya warna medium menjadi ungu dan uji negatif
ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada media
(Sudarsono, 2008).

2.5.11. Uji gula-gula

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam
tabung-tabung reaksi yang berisi arabinosa, glukosa, galaktosa,
laktosa, maltosa, sukrosa, fruktosa, rafinosa, mannitol dan
sorbitol diinkubasi selama 24 jam pada suhu 299C. Uji positif
ditandai dengan berubahnya warna medium menjadi kuning dan
apabila dalam tabung terdapat gelembung, berarti fermentasi
tersebut menghasilkan gas (CO,). Uji negatif ditandai dengan
tidak berubahnya warna medium.

2.6. Uji daya hambat bakteri patogen

Bakteri patogen yang digunakan adalah Aeromonas
hydrophila. Metode yang digunakan adalah metode cawan sebar
(spread plate). Bakteri patogen dan bakteri potensial probiotik
disuspensikan hingga kekeruhannya sama dengan larutan
suspensi Mc Farland vyaitu 10® CFU/ml. Bakteri patogen
(Aeromonas hydrophila) diisolasi kedalam cawan petri yang
berisi media TSA dengan teknik cawan sebar (spread plate),
kemudian paper disk yang telah direndam ke dalam kultur cair
isolat bakteri potensial probiotik ditanam dengan cara ditekan ke
atas media TSA. Selanjutnya inkubasi pada suhu 35°C selama 24
jam. Setelah inkubasi diamati adanya indikasi penghambatan
dengan terbentuknya zona bening pada media yang berarti
menunjukkan kemampuan menghambat bakteri uji patogen.
Kemudian diameter zona bening yang terbentuk diukur dengan
menggunakan jangka sorong.

2.7. Analisis data

Data yang telah diperoleh dianalisis secara deskriptif
dengan mendeskripsikan secara sistematis dan akurat secara
ilmiah. Hasil uji terhadap isolat-isolat yang diperoleh, dilakukan
upaya identifikasi bakteri berdasarkan karakter biokimia sesuai
dengan tabel biokimia dengan berpedoman pada buku Cowan
and Steels (1974).

3. Hasil dan pembahasan
3.1. Hasil
3.1.1. Isolasi bakteri potensial probiotik
Hasil isolasi bakteri dari lambung dan usus ikan bandeng
(Chanos chanos) diperoleh 4 isolat yang memperlihatkan adanya

zona bening pada medium MRSA. Terdapat 2 isolat bakteri dari
hasil isolasi pada lambung dan 2 isolat bakteri dari hasil isolasi
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pada usus. Hasil tersebut diperoleh setelah dilakukan uji untuk
menyeleksi seluruh isolat yang ditemukan dari lambung dan usus
ikan bandeng.

3.1.2. Morfologi koloni dan sel bakteri potensial probiotik

Isolat-isolat bakteri potensial probiotik yang ditemukan
dari hasil isolasi lambung dan usus ikan dilakukan pengamatan
morfologi koloni yang meliputi bentuk, tepian, elevasi dan
warna. Adapun ciri-ciri morfologi dari keempat koloni yang
berhasil diperoleh, dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar 1.

Gambar 1. Hasil pewarnaan gram (a) UIMO01 (b) UIMO02 (c) LIMO1 (d) LIMO2

Tabel 1 menunjukkan bahwa ke-4 isolat bakteri potensial
probiotik yang diperoleh memiliki kesamaan pada bentuk, tepian
dan elevasi, yaitu memiliki bentuk bulatan kecil, tepian rata dan
berelevasi cembung. Warna koloni memiliki pebedaan yaitu pada
isolat UIMO1 memiliki warna putih susu sedangkan ke-3 isolat
lainnya UIMO02, LIMO1 dan LIMO2 memiliki warna putih
kekuningan.

Hasil pewarnaan gram menunjukkan bahwa semua isolat
merupakan bakteri gram positif yang ditandai dengan sel bakteri
yang berwarna ungu dapat dilihat pada Gambar 1 dan Tabel 4.
Dua macam bentuk bakteri yaitu basil (batang) seperti terlihat
pada isolat LIMO1 serta bentuk coccus (bulat) seperti pada isolat
UiMO01, UIM02 dan LIMO2.

3.1.3. Hidrolisis pati (amilum) dan kasein (protein) pada isolat
bakteri

Uji hidrolisis pati (amilum) dan kasein (protein) dilakukan
untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menguraikan
enzim amilase dan protease. Pengamatan hasil uji hidrolisis pati

dan kasein ditandai dengan adanya zona bening di sekeliling
isolat yang ditumbuhkan dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel
2.

Bakteri yang dapat menghidrolisis pati dan kasein yaitu
Staphylococcus arlettae, Micrococcus sedentarius, Lactobacillus
acidophillus dan Micrococcus lylae. Dari hasil pengamatan
terlihat bahwa semua isolat dapat menghidrolisis kasein yang
artinya aktivitas enzim protease yang memecah protein menjadi
asam amino. Bakteri mampu menghidrolisis amilum karena
dapat menghasilkan enzim amilase yang memecah tepung
menjadi glukosa, maltosa dan dekstrin.

Tabel 1
Morfologi koloni isolat bakteri potensial probiotik.

Isolat Bentuk Tepian Elevasi Warna
Bulatan Rata X
uiMO1 R Cembung Putih susu
kecil
Bulatan Rata
uimMo2 Rk Cembung Putih kekuningan
kecil
Bulatan Rata
LIMO1 R Cembung Putih kekuningan
kecil
Bulatan Rata
LIM02 kecil Cembung Putih kekuningan

Tabel 2
Kemampuan isolat kandidat probiotik menghidrolisis pati dan kasein.

Hidrolisis
Kode Isolat - -
Kasein Pati
LIM-01 + +
LIM-02 + +
uiM-01 + +
UIM-02 + +

Keterangan: (+) positif, (-) negatif

3.1.4. Indikasi penghambatan bakteri Aeromonas hydrophila

Isolat-isolat bakteri yang mampu menghidrolisis pati
(amilum) diuji tantang dengan bakteri Aeromonas hydrophila. Uji
tersebut bertujuan untuk memastikan bahwa ke-4 isolat bakteri
tersebut merupakan isolat bakteri yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila. Ke-4 isolat tersebut
di uji daya hambatnya dengan A. hydrophila disajikan pada Tabel
3 dan Gambar 3.

Besarnya daerah zona bening di sekitar paper disk yang
dihasilkan tiap-tiap isolat berbeda-beda berdasarkan tingkat
daya hambat bakteri terhadap bakteri uji. Kemampuan
penghambatan pertumbuhan patogen ditandai dengan
terbentuknya zona bening disekitar paper disk.

Gambar 2. (a) hidrolisis pati (b) hidrolisis kasein.
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Berdasarkan nilai indikasi hambatan (Tabel 3) untuk
bakteri Staphylococcus arlettae (UIM01) 7,2 mm, bakteri
Micrococcus sadentarius (UIMO2) sebesar 8,3 mm, bakteri
Lactobacillus acidophillus (LIMO1) sebesar 9 mm dan bakteri
Micrococcus lylae (LIM02) sebesar 6,6 mm. Menurut Pan et al.
(2009) Zona penghambatan potensi probiotik dibagi menjadi tiga
yaitu <11 mm potensi rendah, 9-11 mm potensi moderat, dan
>11 mm potensi tinggi. Oleh karena itu, isolat LIMO1 termasuk

dalam potensi moderat, sedangkan LIM02, UIM01
dan UIMO02 termasuk dalam potensi rendah.

Tabel 4

yaitu terdapat 2 isolat bakteri pada lambung dan 2 isolat bakteri
pada usus.

3.2.2. Morfologi koloni dan sel bakteri potensial probiotik
Berdasarkan hasil pengamatan koloni dari ke-4 isolat

bakteri potensial probiotik pada Tabel 1, diketahui bahwa
morfologi pada ke-4 isolat bakteri memiliki kesamaan pada

Karakterisasi isolat bakteri potensial probiotik.

Uji morfologi dan
o uIMO1 uIMO02 LIMO1 LIMO2
biokimia
Morfologi sel
Gram + + + +
Bentuk Kokus Kokus Basil Kokus
Spora - - - -
Biokimia
TSIA k/k k/k k/k k/k
- Gas - - - -
- H,S - - - -
Katalase + + +
Okasidase - - +
Pepton
- Motilitas - - - -
- Indol - - + +
MR - - - -
VP - - - -
Gambar 3. Indikasi penghambatan bakteri Aeromonas hydrophila. Citrat } } : .
Tabel 3 OF i ) ’ ’
Uji daya hambat. LA * ) ) )
Ornithin (MIO) - - - -
Nama isolat Diameter zona hambat (mm) Gelatin - - - -
Uimo1 72 Karbohidat
Uimo2 8,3 - Glukosa - - - -
Lim01 9 - Laktosa - - + -
Limo02 6,6 - Sukrosa + - - -
- Manitol + - - -
3.1.5. Karakterisasi dan identifikasi  bakteri ) Zorbl.ml i ) ’ ’
- Arabinose + + - -
potensial probiotik - Rafinosa . . B B
- Fruktosa + + - +
Hasil karakterisasi dan identifikasi ke-4 - Maltose + + + -
isolat bakteri (Tabel 4) dengan kode isolat LIMO1 . . Staphylococcus Micrococcus Lactobacillus Micrococcus
. Spesies Bakteri . . .
merupakan Staphylococcus arlettae, isolat dengan arlettae sedentarius acidophillus lylae

kode isolat LIM02 merupakan Micrococcus
sedentarius, isolat dengan kode isolat UIMO1
merupakan Lactobacillus acidophillus dan isolat dengan kode
isolat UIM02 merupakan Micrococcus lylae. Hasil pengamatan uji
biokimia dari ke-4 isolat bakteri dapat dilihat pada Tabel 4. Hasil
uji Biokimia dari ke-4 bakteri yang diperoleh diidentifikasi
menurut buku Cowan and Steels (1974).

3.2. Pembahasan
3.2.1.

Bakteri potensial probiotik pada saluran pencernaan ikan
bandeng

Bakteri probiotik merupakan bakteri yang aman dan
relatif menguntungkan dalam saluran pencernaan yaitu lambung
dan usus ikan. Pada lambung dan usus memiliki bakteri yang
menghasilkan enzim pencernaan yang memiliki kemampuan
merombak nutrien yang masuk melalui pakan untuk kebutuhan
bakteri itu sendiri maupun inangnya. Sehingga memberikan
dampak bagi peningkatan keseimbangan mikroba. Bakteri ini
menghasilkan zat yang tidak berbahaya bagi inang tetapi justru
menghambat bakteri patogen pengganggu sistem pencernaan.
Dari hasil isolasi maka didapatkan isolat murni sebanyak 4 isolat,

Keterangan: (+) positif, (-) negatif, (K) alkali

bentuk, tepian dan elevasi, dimana ke-4 isolat bakteri tersebut
memiliki bentuk bulatan kecil, tepian licin dan elevasi cembung.
Ke-4 isolat tersebut berasal dari hasil isolasi lambung dan usus
ikan Bandeng. Terdapat 1 isolat bakteri dari hasil isolasi pada
lambung yang memiliki warna putih susu dan 3 isolat bakteri dari
hasil isolasi pada usus yang memiliki warna putih kekuningan.
Furoida et al. (2014), menyatakan bahwa morfologi koloni
bakteri berguna dalam identifikasi awal spesies bakteri. Berbagai
macam warna pigmentasi koloni yakni hitam, abu-abu, kuning,
putih, merah muda dan jingga dapat ditemukan pada media
kultur.

Pengamatan morfologi sel bakteri potensial probiotik
dilakukan dengan pewarnaan Gram. Berdasarkan pewarnaan
seluruh isolat bakteri potensial probiotik merupakan bakteri
dengan gram positif yang mampu mempertahankan warna ungu
(kristal volet) setelah pelunturan dengan alkohol aseton. Hal ini
sesuai dengan James et al. (2008), yang menyatakan bahwa
bakteri yang menyerap Gram A (Kristal violet) akan tetap
berwarna ungu setelah pelunturan dengan Gram C (Alkohol
aseton) disebut Bakteri Gram Positif, sedangkan bakteri yang
warna ungunya luntur pada pencucian dengan alkohol, akan
menyerap zat warna Gram D (Safranin) sehingga akan berwarna
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merah muda disebut Bakteri Gram Negatif. Hasil pewarnaan
gram yang diperoleh terdapat 2 macam bentuk bakteri yaitu basil
(batang) pada isolat LIMO1 dan coccus (bulat) pada ketiga isolat
lainnya yaitu LIM02, UIMO1 dan UIMO02 dapat dilihat pada
Gambar 1.

3.2.3. Hidrolisis pati (amilum) dan kasein (protein) pada isolat
bakteri

Uji hidrolisis pati dan kasein dilakukan untuk mengetahui
adanya aktivitas enzim amilase dan protease pada bakteri.
Pengujian hidrolisis pati dan kasein merupakan salah satu syarat
dalam seleksi kandidat probiotik. Aktivitas enzim amilase dan
protease akan meningkatkan kinerja enzim endogenous yang
ada pada saluran pencernaan ikan sehingga secara tidak
langsung keberadaan bakteri tersebut dapat menguntungkan
inangnya. Hal ini sesuai dengan Subagyo dan Ali (2011), yang
menyatakan bahwa adanya aktivitas enzim protease, lipase dan
amilase tersebut akan memicu peningkatan enzim endogenous
yang diproduksi oleh bakteri dalam saluran pencernaan.
Sehingga secara tidak langsung keberadaan bakteri dapat
menguntungkan inangnya.

Pada pengamatan hasil uji hidrolisis pati ditandai dengan
terbentuknya zona bening setelah diteteskan iodine pada isolat
bakteri. Hal ini terjadi karena molekul pati merupakan molekul
yang larut dalam air dan memberikan warna biru apabila
tercampur dengan larutan iodin dan akan membentuk zona
bening apabila menghidrolisis pati. Berdasarkan hasil penelitian
seluruh isolat yang diperoleh mampu menghidrolisis pati yang
artinya isolat-isolat tersebut memiliki aktivitas enzim amilase
yang memecah tepung menjadi glukosa, maltosa dan dekstrin.

Uji hidrolisis kasein positif ditandai dengan terbentuknya
zona bening disekeliling bakteri yang telah ditanam pada media
Skim Milk Agar. Berdasarkan hasil penelitian seluruh isolat
mampu menghidrolisis kasein yang artinya isolat-isolat tersebut
memiliki aktivitas enzim protease yang mampu memecah
protein menjadi asam amino. Menurut Kaiser (2005), hidrolisis
protein menjadi asam amino tunggal dengan tujuan
menggunakan asam amino tersebut untuk sintesis protein dan
molekul seluler yang lain atau sumber energi.

3.2.4. Indikasi penghambatan bakteri Aeromonas hydrophila

Untuk melihat kemampuan ke-4 isolat bakteri potensial
probiotik dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen
maka dilakukan uji daya hambat terhadap bakteri patogen.
Bakteri uji yang digunakan yaitu Aeromonas hydrophila. Bakteri
ini merupakan bakteri yang paling sering menyerang ikan karena
bakteri ini merupakan bakteri oportunistik yang hampir selalu
terdapat di dalam air dan sering menyerang ikan pada saat
sistem pertahanan tubuh ikan sedang menurun akibat stress
yang menimbulkan terjadinya bercak merah pada ikan,
kerusakan pada kulit, insang dan organ dalam. Bakteri probiotik
biasanya menghasilkan bakteriosin yang dapat mencegah
pertumbuhan bakteri patogen. Hal ini sesuai dengan Surono
(2004), menjelaskan bahwa beberapa jenis bakteri asam laktat
menghasilkan  bakteriosin, suatu peptida yang bersifat
antibakteri yang berupa protein yang dapat mencegah
pertumbuhan bakteri.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, uji daya hambat
bakteri Aeromonas hydrophila menunjukkan bahwa calon
probiotik sensitif terhadap Aeromonas hydrophila dengan
ditunjukkan terbentuknya zona hambat. Besar zona hambat yang
terbentuk untuk bakteri Staphylococcus arlettae (UIM01) 7,2
mm, Micrococcus sadentarius (UIM02) sebesar 8,3 mm,
Lactobacillus  acidophillus  (LIMO1) sebesar 9 mm dan

Micrococcus lylae (LIM02) sebesar 6,6 mm. Isolat LIMO1
termasuk dalam potensi moderat, sedangkan LIM02, UIMO1 dan
UIMO02 termasuk dalam potensi rendah. Walaupun zona hambat
probiotik tidak luas tetapi itu sudah memberikan indikasi bahwa
bakteri tersebut mempunyai kemampuan menghambat
pertumbuhan patogen yang nantinya dapat diteliti lebih
mendalam tentang produksi zat hambat pada saat yang tepat
dan konsentrasi tertinggi yang dapat diproduksi dan jenis zat
hambat tersebut (Lusiastuti dan Taukhid, 2011).

Zona hambat tertinggi kandidat probiotik yaitu pada
LIMO1 sebesar 9 mm. Isolat tersebut merupakan kandidat
probiotik jenis Lactobacillus acidophillus. Lactobacillus sp
merupakan BAL yang paling sering ditemukan pada ikan.
Lactobacillus sp memiliki daya hambat yang cukup besar yaitu
6,2-9,15 mm terhadap pertumbuhan bakteri patogen (Sujaya et
al., 2008). Hjelm et al. (2004), menjelaskan bahwa kemampuan
antagonis terhadap bakteri patogen ditetapkan sebagai salah
satu kriteria utama dalam seleksi probiotik. Sehingga bakteri
Lactobacillus dan Micrococcus dapat dikembangkan sebagai
pembentukan konsorsium probiotik.

3.2.5. Karakterisasi dan identifikasi bakteri potensial probiotik

Identifikasi bakteri dilakukan dengan teknik konvensional
yaitu dengan membandingkan bakteri yang sedang diidentifikasi
dengan bakteri yang telah teridentifikasi sebelumnya. Bila tidak
terdapat bakteri yang ciri-cirinya 100% mempunyai kemiripan
ciri-ciri, maka dilakukan pendekatan terhadap bakteri yang
memiliki ciri-ciri yang paling menyerupai. Oleh karena itu teknik
identifikasi dengan metode konvensional akan selalu
menghasilkan suatu bakteri tertentu yang sudah teridentifikasi
sebelumnya dan tidak akan dapat menemukan spesies baru (Holt
etal., 1994).

4, Kesimpulan

Karakteristik bakteri potensial probiotik yang didapatkan
pada saluran pencernaan ikan Bandeng (Chanos chanos) yaitu
mampu menghidrolisis pati dan kasein serta dapat menghambat
bakteri patogen Aeromonas hydrophila dengan nilai hambat
pada masing-masing bakteri Staphylococcus arlettae (UIM01) 7,2
mm, bakteri Micrococcus sadentarius (UIM02) sebesar 8,3 mm,
bakteri Lactobacillus acidophillus (LIMO1) sebesar 9 mm dan
bakteri Micrococcus lylae (LIM02) sebesar 6,6 mm.

Bakteri potensial probiotik yang didapatkan pada saluran
pencernaan ikan Bandeng (Chanos chanos) adalah
Staphylococcus arlettae, Micrococcus sadentarius, Lactobacillus
acidophillus dan Micrococcus lylae.
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