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ABSTRAK

Bakteri yang diisolasi dari saluran pencernaan yang mempunyai aktivitas amilolitik
(mencerna karbohidrat), proteolitik (mencerna protein), dan lipolitik (mencerna lemak)
dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan daya cerna bahan pakan. Penelitian ini
bertujuan mendapatkan bakteri dari saluran pencernaan ikan lele yang memiliki
aktivitas amilolitik, proteolitik, dan lipolitik serta berpotensi menjadi probiotik pakan.
Tahapan penelitian meliputi kultur dan isolasi bakteri pada media universal dengan
penambahan pati, kasein, dan minyak zaitun masing-masing sebanyak 2%, dilanjutkan
dengan uji hidrolisis karbohidrat (pati), protein (kasein), dan lemak (minyak zaitun).
Hasilnya didapatkan dua isolat dari kelompok bakteri proteolitik, dua isolat dari
kelompok amilolitik dan tiga isolat dari kelompok lipolitik. Kandidat bakteri probiotik
tersebut berasal dari genus Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus,
Lactobacillus, Aerococcus, dan Streptococcus.

KATA KUNCI: bakteri, saluran pencernaan, hidrolisis, kandidat probiotik

ABSTRACT: Isolation and selection of the African catfish intestinal
bacterias to obtain probiotic candidate for fish feed efficiency.
By: Titin Kurniasih, Angela Mariana Lusiastuti, Zafril Imran
Azwar, and Irma Melati

Bacterias that were isolated from gastro-intestinal tractus have potential activity
as amilolitic (carbohydrate digestion), proteolitic (protein digestion), and lipolitic
(lipid digestion) which are able to enhance digestive activity. The aim of this research
was to obtain the amylolytic, proteolytic, and lipolytic bacterias from catfish intestine
which could be potentially used as feed probiotic. This work included the bacterial
culture, isolation, and selection using universal medium which were supplemented
with 2% of starch, casein, and zaitun oil (olive oil). This work has succesfully obtained
two isolates of proteolitic bacteria, two isolates from amilolitic bacteria and three
isolates from lipolitic bacteria. The choosen candidates for future use as digestive
bacteria were from genus Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus,
Lactobacillus, Aerococcus, dan Streptococcus.

KEYWORDS: bacterias, gastrointestinal tract, hydrolysis, probiotic candidates
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PENDAHULUAN

Sistem pencernaan pada ikan lebih seder-
hana dibandingkan hewan darat, sehingga
mekanisme pencernaan atau daya cerna
terhadap pakan sangat terbatas. Mengingat
keterbatasan terhadap kesediaan enzim
pencernaan, ikan memanfaatkan energi sum-
ber karbohidrat dalam jumlah sedikit karena
rendahnya sekresi enzim amilase untuk
pencernaan dan insulin untuk metabolisme.
Demikian juga enzim lipase yang mampu
menguraikan lemak menjadi sumber energi
sangat terbatas pada ikan. Kadar nutrien pa-
kan formulasi yang cukup tinggi tidak di-
imbangi oleh kemampuan ikan untuk men-
cerna dan mengabsorbsi nutrien (protein,
lemak, dan karbohidrat) yang tersedia.
Sehingga pakan yang diberikan akan di-
ekskresikan dalam kondisi nutrien masih tinggi.
Di samping itu, sebagian bahan baku pakan
berasal dari sumber nabati, dan memiliki ikat-
an kompleks yang mengakibatkan senyawa
protein dan fosfat sulit mengalami proses
degradasi,  akibatnya kandungan fosfat yang
tinggi terbuang percuma ke medium kultur
(Aslamyah, 2006).

Salah satu alternatif pemecahan masalah
tersebut adalah dengan meningkatkan ke-
tersediaan enzim pencernaan eksogen
dengan memanfaatkan bakteri berasal dari
saluran pencernaan yang mempunyai akti-
vitas amilolitik (mencerna karbohidrat),
proteolitik (mencerna protein), dan lipolitik
(mencerna lemak). Bakteri yang disebut se-
bagai probiotik akan mengatur lingkungan
mikroba dalam usus, menghalangi mikro-
organisme patogen usus dan memperbaiki
efisiensi pakan dengan melepas enzim-enzim
yang membantu proses pencernaan.

Penelitian Aslamyah (2006), telah mem-
buktikan bahwa bakteri amilolitik yang diiso-
lasi dari ikan bandeng mampu meningkat-
kan ketersediaan karbohidrat pakan sehingga
menekan penggunaan sumber energi dari pro-
tein. Dari hasil penelitian tersebut didapatkan
bakteri yang bersifat: (i) amilolitik (Citrobacter
sp., Aeromonas hydrophila, Staphylococcus
sp., Flavobacterium sp., Carnobacterium sp.,
Moraxella sp., dan Vibrio sp.); (ii) proteolitik
(Vibrio alginoliticus, Streptococcus sp., Micro-
coccus sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., dan
Bacillus sp.); dan (iii) lipolitik (Planococcus sp.,
Kurthia sp., Serratia sp., dan Plesiomonas sp.)
Bakteri-bakteri tersebut selanjutnya dilakukan
uji seleksi mikroba untuk memilih mikroba yang

memiliki potensi sebagai kandidat probiotik
untuk peningkatan pemanfaatan pakan khu-
susnya dalam meningkatkan kecernaan
nutrien pakan.

Kriteria probiotik yang sesuai dalam budi-
daya ikan atau akuakultur adalah bakteri
yang dapat memberikan pengaruh positif
terhadap ekosistem dan rantai makanan.
Menurut Moriarty (1999), probiotik dapat
bekerja dengan beberapa cara, yaitu ber-
kompetisi dengan mikroorganisme lain untuk
mendapatkan tempat melekat pada tubuh
inang; memproduksi senyawa antimikroba
sebagai inhibitor seperti antibiotik, bakteriosin,
siderophore, lisozim, protease, hidrogen
peroksida, dan asam organik yang dapat
merubah pH; berkompetisi dengan senyawa
kimia atau energi, seperti besi maupun nutrien
yang diambil dari inang; meningkatkan respons
imun pada inang sehingga tahan terhadap
serangan virus, bakteri, jamur maupun parasit,
memperbaiki kualitas air, berinteraksi dengan
fitoplankton; sebagai sumber nutrisi makro
dan mikro, dan memberikan kontribusi enzim
pencernaan.

Penelitian ini bertujuan untuk memper-
oleh bakteri yang memiliki aktivitas amilolitik,
proteolitik, dan lipolitik dari sistem pencer-
naan ikan lele, sebagai kandidat probiotik
pakan untuk memperbaiki efisiensi kecerna-
an pakan dan meningkatkan fungsi fisiologis
ikan terutama kemampuannya dalam mencerna
pakan.

BAHAN DAN METODE

Tahapan untuk mendapat kandidat pro-
biotik dilakukan kegiatan meliputi:

Isolasi Mikroba

Pengambilan isi saluran pencernaan ikan
lele sebagai sumber inokulum dengan cara
mengeluarkan organ pencernaan (lambung
dan usus) dari ikan lele fase dewasa yang te-
lah dimatikan sebelumnya dengan cara me-
nusuk dan menghancurkan bagian otaknya
dengan benda tajam. Rata-rata panjang dan
bobot dari usus ikan lele adalah 19 cm dan
5,03 g. Usus tersebut dihaluskan dengan
menggunakan mortar kemudian ditambahkan
NaCl 0,85% sebanyak 495 mL dan dihomo-
genkan menggunakan vortex, cairan ini
disebut inokulum. Inokulum sebanyak satu mL
dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi
Trypticase Soy Broth (TSB) dan masing-masing
TSB disuplementasi dengan 2% skim milk, 2%
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starch, dan 2% minyak zaitun. Kemudian di-
inkubasi selama 24 jam pada suhu 28oC. Pada
masing-masing tabung diambil satu ose untuk
disebar ke cawan petri yang berisi TSA dengan
kandungan suplemen yang sama seperti
dalam TSB tersebut dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 28oC.

Prosedur isolasi mikroba yang mempunyai
aktivitas amilolitik, proteolitik, dan lipolitik
dilakukan dengan metode seleksi, yang
mengacu pada metode yang dilakukan pada
hewan terrestrial (Hungate, 1966) dan di-
kombinasikan dengan prosedur isolasi mikroba
dari saluran pencernaan ikan (Nakayama et al.,
1994; Hoshino et al., 1997; Cai et al., 1998;
Jankauskiene, 2000).

Kultur mikroba dilakukan dalam suasana
aerob dan anaerob. Untuk menciptakan kon-
disi anaerob setiap proses kegiatan dialiri gas
CO2 dan tabung disumbat dengan tutup karet.
Media kultur yang digunakan adalah TSB yang
ditambah 1% NaCl. Sebagai sumber energi
untuk amilolitik adalah 2% pati, untuk pro-
teolitik adalah 2% kasein, dan untuk lipolitik
adalah 2% minyak ikan. Sumber inokulum
diambil sebanyak 0,5 mL dan diinokulasikan
ke dalam 10 mL media cair standar, yaitu TSB
ditambah sumber energi (pati, kasein, dan
minyak ikan). Kultur dibuat secara duplo. Kultur
ini kemudian diinkubasi pada suhu 29oC
selama 24 jam agar mikroba dapat tumbuh.
Pertumbuhan mikroba ditandai oleh keruhnya
media kultur.

Untuk mendapatkan isolat murni, dari se-
tiap seri pengenceran ditransfer sebanyak 0,1
mL ke dalam media padat, yang terdiri atas
campuran TSB, TSA, dan sumber energinya
dengan menggunakan cawan petri untuk
suasana aerob, dan media double layer untuk
suasana anaerob. Sediaan ini diinkubasi
kembali pada suhu 29oC selama 24 sampai 48
jam. Koloni mikroba yang tumbuh dipilih
berdasarkan perbedaan morfologi (bentuk,
ukuran, dan warna koloni). Metode purifikasi
dilakukan berulang-ulang dengan teknik dan
media yang sama sampai didapatkan koloni
mikroba tunggal dan seragam.

Kultur murni selanjutnya diperbanyak,
sebagian isolat mikroba digunakan sebagai
kultur stok dan sebagian lagi sebagai inokulum
pada percobaan berikutnya. Perbanyakan di-
lakukan dengan cara menumbuhkan masing-
masing isolat ke dalam media yang sesuai
dengan media hidupnya, kemudian diinkubasi
pada suhu 29oC selama 24 jam. Kultur yang

didapat siap untuk diawetkan. Pengawetan
dilakukan dengan menyimpan isolat murni
yang telah diperoleh ke dalam media gliserol
yang terdiri atas media broth dan gliserol
dengan perbandingan 1:1 yang selanjutnya
disebut stok kultur (Badjoeri, 2010).

Seleksi Mikroba (Pengujian Aktivitas
Amilolitik, Proteolitik, dan Lipolitik)

Pengujian ini bertujuan untuk mengukur
besarnya aktivitas isolat amilolitik, proteolitik,
dan lipolitik masing-masing isolat. Tahapan
pengujian adalah uji hidrolisis kasein, pati, dan
lemak.

Uji Hidrolisis Kasein

Media kultur agar yang mengandung kasein
dituangkan ke dalam cawan petri. Isolat yang
akan diuji diinokulasi ke dalam media agar
dengan cara menginokulasikan sebanyak satu
mata ose biakan di bagian tengah cawan, ke-
mudian disebarkan seluas 0,5 cm. Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 29oC selama 24 sampai
48 jam. Hidrolisis kasein diuji dengan mem-
berikan beberapa tetes larutan HCl 10% di atas
permukaan media agar. Jika terjadi proses
hidrolisis kasein, akan terlihat daerah bening
di sekeliling koloni mikroba, sebaliknya bila
tidak terjadi hidrolisis maka daerah di sekitar
koloni tetap berwarna keruh. Kemudian dia-
meter wilayah yang hidrolisis diukur.

Uji Hidrolisis Pati

Media kultur agar yang mengandung pati
dituangkan ke dalam cawan petri. Isolat yang
akan diuji diinokulasi ke atas media agar
dengan cara menginokulasikan sebanyak satu
mata ose biakan di bagian tengah cawan,
kemudian disebarkan seluas 0,5 cm. Selan-
jutnya diinkubasi pada suhu 29oC selama 24
sampai 48 jam. Hidrolisis pati diuji dengan
memberikan beberapa tetes larutan lugol io-
dine di atas permukaan media agar. Jika terjadi
proses hidrolisis pati terlihat daerah bening
di sekeliling koloni mikrob, sebaliknya bila tidak
terjadi hidrolisis daerah sekitar koloni mikroba
berwarna biru kehitaman. Diameter wilayah
yang mengalami hidrolisis kemudian diukur.

Uji Hidrolisis Lemak

Media yang digunakan adalah spirit blue
agar yang mengandung 3% reagens bacto li-
pase (Difco) atau reagen dapat diganti dengan
emulsi 100 mL minyak zaitun dalam 400 mL air
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panas ditambah 1 mL Tween 80. 30 mL emulsi
ini ditambahkan ke dalam 1.000 mL spirit
blue agar sewaktu agar masih hangat (55oC).
Inokulasi isolat yang akan diuji ke dalam me-
dia agar dengan cara menginokulasikan satu
ose biakan di bagian tengah cawan, kemudian
disebarkan seluas 0,5 cm. Selanjutnya di-
inkubasi pada suhu 29oC selama 24 sampai 48
jam. Hidrolisis lemak ditandai dengan warna
biru di sekeliling pertumbuhan koloni mikroba.
Bila mikroba tidak menghasilkan lipase, maka
wilayah di sekeliling koloni sama dengan warna
asal media (biru pucat). Diameter wilayah yang
hidrolisis diukur.

Uji Daya Hambat terhadap Patogen
Aeromonas hydrophila

Uji tantang secara in vitro terhadap
patogen Aeromonas hydrophila pada ke-
padatan 108 CFU/mL dengan kandidat pro-
biotik yang berbeda-beda kepadatannya.
Aeromonas hydrophila ditanam terlebih da-
hulu pada cawan petri dengan metode tuang
dan diratakan dengan L-glass. Uji potensi
menggunakan kertas cakram yang sudah
dicelup dengan probiotik yang berbeda tingkat
kepadatannya. Kemudian dilakukan inkubasi
pada suhu 28oC selama 24 jam. Terbentuknya
zona bening di sekitar kertas cakram disebut
sebagai zona hambat, memperlihatkan bahwa
probiotik dapat menghambat pertumbuhan
patogen Aeromonas hydrophila.

Pengawetan dan Penyimpanan Isolat
Kandidat Probiotik

Pengawetan dan penyimpanan isolat kan-
didat probiotik dilakukan dengan menggu-

nakan kombinasi antara gliserol murni dengan
media broth (TSB) dengan perbandingan 1:1.
Kandidat probiotik yang disimpan konsen-
trasinya 1014 CFU/mL. Microtube ditutup rapat,
dihomogenkan dan disimpan di freezer suhu
0oC. Uji recovery dilakukan dengan cara me-
nanam langsung pada media cair atau agar.
Uji viabilitas dilakukan satu bulan sekali.

HASIL DAN BAHASAN

Isolasi dan Identifikasi Kandidat Pro-
biotik dari Saluran Pencernaan Ikan
Lele

Tabel 1 menyajikan bobot ikan, bobot usus,
dan panjang usus ikan lele, sedangkan hasil
isolasi, dan identifikasi kandidat probiotik
disajikan pada Tabel 2 sampai Tabel 5.

Tabel 1 menunjukkan kisaran bobot ikan
lele uji termasuk ikan lele dewasa adalah
196,25 g dengan bobot usus rata-rata 3,78 g
dan panjang usus rata-rata adalah 19 cm, di
mana usus lele ini termasuk berukuran pendek
karena lele adalah karnivora. Tabel 1 meru-
pakan data dasar yang diperlukan nantinya
berhubungan dengan jenis bakteri yang
diperoleh dari isolasi pada usus lele dewasa.

Semua kandidat probiotik hasil isolasi di-
uji kemampuannya sebagai bakteri proteolitik,
amilolitik, dan lipolitik pada kondisi aerob
maupun anaerob, mengingat kondisi pertum-
buhan bakteri secara normal ada di dalam
usus yang minim terhadap kandungan oksigen.
Enzim protease merupakan enzim yang
menghidrolisis protein menjadi asam-asam
amino dan peptida sederhana, enzim lipase
mampu merubah lemak menjadi asam-asam

Tabel 1. Bobot ikan, bobot usus, dan panjang usus ikan lele secara pooling dalam
empat kali pengambilan sampel

Table 1. Fish weight, intestine weight, and intestine length of catfish are pooling in
four times of sample collection

Nomor sampel 
Number of samples

Bobot  ikan
Fish weight

 (g)

Bobot usus 
Intest ine weight 

(g)

Panjang usus 
Intest ine length 

(cm)

1 200 5.09 17.00
2 185 2.84 21.50
3 190 2.43 21.00
4 210 4.75 16.50

Rataan (Mean ) 196.25 3.78 19.00
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lemak sedangkan enzim amilase merupakan
enzim yang mampu menghidrolisis karbohdrat
menjadi gula sederhana. Adanya aktivitas
enzim-enzim tersebut dalam saluran pencer-
naan menyebabkan penyerapan nutrisi atau
gizi terhadap protein, lemak, dan karbohidrat
menjadi lebih baik, sehingga energi yang
dihasilkan mampu untuk memenuhi kebutu-
han ikan untuk tumbuh, beraktivitas, dan
menjadikan sistem imun berjalan maksimal
untuk mempertahankan sintasannya.

Untuk bakteri proteolitik yang ditumbuh-
kan secara aerob pada media TSA suple-
mentasi skim milk 2%, diperoleh dua buah
koloni (LL dan PP) seperti yang disajikan pada
Tabel 2, sedangkan pada media ananerob
dengan teknik double layer diperoleh dua buah
koloni (BL dan OL). Tetapi setelah dilakukan
pemurnian dan pengujian aktivitas secara
berulang-ulang, hanya dua buah koloni saja
dengan kode BL dan OL yang konsisten melisis
protein dalam hal ini kasein susu.

Antara bakteri aerob dan anaerob pada
Tabel 2, terdapat perbedaan dari bentuk
koloninya yaitu bentuk bulat untuk isolat PP
dan BL, sedangkan LL dan OL berbentuk oval.
Permukaan koloni dari keempatnya cenderung
cembung dan hanya koloni isolat LL berwarna
kuning sedangkan isolat lainnya yaitu PP, BL,
dan OL berwarna putih. Isolat terpilih sebagai
kandidat bakteri probiotik yang bersifat
proteolitik adalah BL dan OL karena stabil di
dalam melisis protein. Perbandingan daya lisis
protein antara isolat BL dan OL belum diketahui
dengan jelas karena pada waktu pengujian

kedua isolat digoreskan pada media agar
(streak) dan tidak diuji berdasarkan satu lawan
satu koloni.

Tabel 3 memperlihatkan isolat bakteri yang
tumbuh pada media TSA dengan suplementasi
pati 2% baik yang ditumbuhkan secara aerob
dan anaerob. Penambahan pati pada media TSA
berfungsi juga sebagai skrining kemampuan
isolat bakteri sehingga bakteri yang tumbuh
adalah kelompok yang relatif hanya dapat
memanfaatkan pati sebagai substrat. Total
kandidat bakteri probiotik yang diperoleh baik
aerob maupun anaerob adalah 12 isolat.

Setelah dilakukan uji hidrolisis pati dengan
meneteskan larutan lugol iodine pada tiga
isolat aerob didapatkan dua jenis bakteri
positif amilolitik yaitu isolat A dan isolat 5,
keduanya aerob yang dapat menghidrolisis
pati, dibuktikan dengan adanya zona bening
pada uji hidrolisis pati (Tabel 3). Sedangkan
dari isolat anaerob yaitu isolat nomor 4 sam-
pai 12 ternyata tidak bersifat amilolitik. Isolat
A dan isolat 5, berbeda dalam bentuk dan
warna koloni. Tetapi keduanya mempunyai
permukaan koloni cembung. Isolat A berwarna
krem dan inti atau bagian tengah koloninya
berwarna putih, sedangkan isolat 5 berbentuk
oval dan berwarna putih kecoklatan.

Tabel 4 menyajikan kelompok bakteri aerob
dan anaerob yang tumbuh pada media TSA
dengan suplementasi minyak zaitun 2%. Bak-
teri yang tumbuh pada media ini diharapkan
adalah kelompok bakteri yang dapat meman-
faatkan lemak sebagai substrat dan dapat

Tabel 2. Performansi kandidat probiotik bersifat aerob dan anaerob pada media TSA yang
disuplementasi skim milk 2%

Table 2. The performance of aerobe and anaerobe probiotic bacteria on TSA medium supple-
mented with 2% of skim milk

Inkubasi media 
Incubat ion media

Kode bakteri 
Bacteri code

Pengenceran 
Dilut ion

Tipe koloni 
Colony type

Warna koloni 
Colony color

Oval, proteolisis
Oval, proteolytic

Bulat, proteolisis
Round, proteolytic

Bulat, proteolisis
Round, proteolysis

Oval, proteolisis
Oval, proteolytic

Aerob              
Aerobe

Anaerob                     
Anaerobe

Kuning (Yellow)

Putih (White )

Putih (White )

Putih (White )

LL 1014

PP 1014

BL 108

OL 108
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menghidrolisis lemak. Total kelompok kandidat
bakteri probiotik yang diperoleh ada 7 buah
isolat.

Uji hidrolisis lemak yang dilakukan ter-
hadap isolat-isolat pada Tabel 4 menunjukkan
bahwa dari kelompok bakteri aerob didapatkan
tiga isolat bakteri positif dapat menghidrolisis
lemak yaitu isolat K, P, dan PG. Sedangkan dari
kelompok bakteri anaerob tidak ada satupun
yang dapat menghidrolisis lemak. Ketiga isolat
terpilih sama dalam bentuknya yaitu bulat dan
kecil tetapi berbeda warna koloninya. Isolat K
mempunyai tepi koloni bergerigi.

Setelah isolasi dan uji hidrolisis, selanjut-
nya dilakukan identifikasi dengan uji bio-
kimiawi dengan hasil disajikan pada Tabel 5.

Dari hasil identifikasi kandidat bakteri
disajikan pada Tabel 5 diperoleh hasil bah-
wa bakteri genus Staphylococcus ternyata
dijumpai pada ketiga kelompok: bakteri
proteolitik, amilolitik, maupun lipolitik. Pada
kelompok bakteri proteolitik, hanya genus
Micrococcus yang tumbuh pada media TSA
ditambah skim milk 2%. Pada kelompok bakteri
amilolitik selain Staphylococcus, didapatkan
juga bakteri Corynebacterium, Bacillus, Lacto-
bacillus, dan Micrococcus. Sedangkan untuk
bakteri lipolitik, didapatkan bakteri Staphylo-
coccus, Corynebacterium, Micrococcus,
Aerococcus, dan Streptococcus.

Genus Staphylococci terdiri atas Staphy-
lococcus, Micrococcus, dan Aerococcus.

Tabel 3. Performansi kandidat probiotik bersifat aerob dan anaerob pada media TSA suplemen
pati 2%

Table 3. The performance of aerobe and anaerobe probiotics bacteria on TSA medium supple-
mented with 2% starch

Inkubasi media 
Incubat ion media

Kode bakteri 
Bacteri code

Pengenceran 
Dilution

Tipe koloni 
Colony type

Warna koloni 
Colony color

Aerob (Aerobe ) A 108
Bulat, amilolisis, inti putih 
Round, amylolytic, white 

cell nucleus
Krem (Beige )

Aerob (Aerobe ) 1 108 Bulat, inti putih             
Round, white cell nucleus

Coklat (Brown )

Aerob (Aerobe ) 5 106 Oval, amilolisis                      
Oval, amylolytic

Putih kecok-
latan (Brownies 

white )

Anaerob (Anaerobe) 1An 1011 Bulat, kecil                 
Round, small

 Putih susu 
Milky white

Anaerob (Anaerobe) 2 109 Bulat, tepi bergerigi 
Round, serrated verge

Krem (Beige )

Anaerob (Anaerobe) 3 109 Bulat, kecil                     
Round, small

Krem (Beige )

Anaerob (Anaerobe) 4 109 Oval (Oval ) Kuning (Yellow)
Anaerob (Anaerobe) 5An 109 Bulat (Round ) Kuning (Yellow)

Anaerob (Anaerobe) P 108 Bulat, kecil               
Round, small

Putih (White )

Anaerob (Anaerobe) O 108 Oval, kecil                     
Oval, small

 Putih susu 
Milky white

Anaerob (Anaerobe) K 108 Bulat, kecil                   
Round, small

Kuning (Yellow)

Anaerob (Anaerobe) KB 108 Bulat, besar                  
Round, big

Kuning (Yellow)
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Karakter umum dari kelompok ini adalah ben-
tuk sel kokus, gram positif, aerobik, katalase
positif, tidak menghasilkan indol dan H2S. Sta-
phylococcus lebih terkenal sebagai kelompok
patogen dibanding dua kelompok lainnya.
Ketiga anggota Staphylococci itu ditemukan
sebagai kandidat bakteri probiotik. Bakteri
kelompok Staphylococci hidup bebas dalam
lingkungan dan hidup berkelompok. Menurut
Katoch (2011), evaluasi yang digunakan untuk
menguji keamanan probiotik yang diper-
untukkan manusia menyatakan bahwa strain
bakteri dikatagorikan sebagai Generally
Recognised as Safe (GRAS) jika dikarakterisasi
melalui uji resistensi antibiotika, uji ada tidak-
nya efek samping jika dimakan, jika strain itu
dikenal sebagai strain produksi toksin atau
mempunyai potensi hemolitik seperti Staphy-
lococcus maka perlu diuji terlebih dahulu untuk
meyakinkan keamanannya. Berdasarkan per-
nyataan tersebut, maka Staphylococcus dipi-
lih sebagai urutan terakhir untuk kandidat
probiotik karena dikenal sebagai strain yang
dapat memproduksi toksin dan mempunyai
aktivitas hemolisis sehingga harus diuji secara
lebih detail.

Genus Bacillus termasuk batang besar,
gram positif, aerob yang membentuk rantai.
Kebanyakan anggota genus ini adalah organ-
isme saprofit yang lazim terdapat dalam tanah,
air, udara, dan tumbuh-tumbuhan. Beberapa
dari genus Bacillus menghasilkan enzim
hidrofilik ekstraseluler yang dapat memecah
polisakarida, asam-asam nukleat, dan lemak,
serta menggunakannya sebagai sumber
karbon dan energi. Kemampuannya dalam
menguraikan bahan-bahan organik menye-
babkan genus Bacillus berperan penting dalam
proses dekomposisi bahan organik. Beberapa
jenis dari genus Bacillus dapat menghasilkan
senyawa antibiotik seperti bacitracin,
polymixin, tyrocidin, gramicidin, dan circulin
(Buchanan, 1974 dalam Abadi, 2009).

Fuller (1992) menyatakan bahwa genus
Bacillus (1) mampu tumbuh pada suhu lebih
dari 50oC, mampu tumbuh pada konsentrasi
garam tinggi (> 10%) dan mampu menghasilkan
spora. Melihat sifat yang dimiliki Bacillus maka
biakan mikroba dapat digunakan di luar mau-
pun di dalam saluran pencernaan dengan cara
menumbuhkan populasi mikrobial dalam jumlah

Tabel 4. Performansi kandidat probiotik bersifat aerob dan anaerob pada media TSA suplemen
minyak zaitun 2%

Table 4. The performance of aerob and anaerobe of probiotic bacteria on TSA medium supple-
mented with 2% olive oil

Inkubasi media 
Incubat ion media

Kode bakteri 
Bacteri code

Pengenceran 
Dilut ion

Tipe koloni 
Colony type

Warna koloni 
Colony color

Bulat, kec il, tepi 
bergerigi, lipolisis

Round, small, serrat-
ed verge, lipolytic

Aerob (Aerobe ) P 107
Bulat, kecil, lipolisis 

Round, small, 
lipolytic

Putih (White )

Aerob (Aerobe ) PG 107
Bulat, kecil, lipolisis 

Round, small, 
lipolytic

Oranye          
Orange

Anaerob (Anaerobe ) A 108 Oval (Oval )  Putih susu 
Milky white

Anaerob (Anaerobe ) B 108 Bulat (Round ) Putih (White )

Anaerob (Anaerobe ) C 108 Bulat, kec il                   
Round, small

Kuning (Yellow)

Anaerob (Anaerobe ) D 108 Oval, kec il                  
Oval, small

Kuning (Yellow)

Aerob (Aerobe ) K 108 Kuning (Yellow)
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Tabel 5. Hasil uji identifikasi biokimiawi kandidat probiotik dari saluran cerna ikan lele
Table 5. Biochemical and physiological identification of probiotic candidate isolated from di-

gestive tract of Clarias sp.
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Keterangan (Note):
KB = Kode bakteri (Bacteri code)
M = Uji motilitas (Motility test)
I = Uji indol (Indole test)
S = Uji sulfida (Sulfide test)
G = Uji gelatin (Gelatine test)
K = Uji katalase (Catalase test)
C = Uji kasein (Casein test)
P = Uji pati (Starch test)
L = Uji lemak (Lipid test)

KB Gram Bentuk            
Shape

Uji 
O/F 
O/F 
test

M I S G K C P L Diagnosa 
Diagnosa

PP + Kokus (Coccus ) ++ + - - - + - Micrococcus

LL + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + + Micrococcus

BL + Kokus (Coccus ) ++ + - - - + - Micrococcus

OL + Kokus (Coccus ) ++ + - - - + + Micrococcus

5 + Kokus (Coccus ) ++ + - - - + + Staphylococcus

1 + Batang (Rod ) ++ + + - - + - Corynebacterium

A + Batang (Rod ) - - - - - - + Bacillus

P + Batang (Rod ) - - - - - + - Corynebacterium

O + Kokus (Coccus ) - - - - - + - Micrococcus

K + Batang (Rod ) - - - - + + + Bacillus

KB + Batang (Rod ) ++ + - - - - + Lactobacillus

1 + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + - Micrococcus

2 + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + + Micrococcus

3 + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + + Micrococcus

4 + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + + Micrococcus

5 + Batang (Rod ) - - - - - + - Corynebacterium

PG + Kokus (Coccus ) ++ + - - + + + Staphylococcus

P + Kokus (Coccus ) ++ + + - + + - Micrococcus

K + Kokus (Coccus ) - + - - - + - Micrococcus

A + Kokus (Coccus ) ++ + - - - + + Aerococcus

B + Kokus (Coccus ) ++ + + + - - + Streptococcus

C + Batang (Rod ) ++ + + + - + + Corynebacterium

D + Batang (Rod ) - - - - - + + Corynebacterium

Susu skim ( Skim milk)  2%

Pat i (Starch ) 2%

Minyak zaitun (Olive oil ) 2%



yang tepat sehingga dapat sebagai alternatif
karena dengan meningkatkan populasinya
maka dapat dipergunakan untuk menekan
pertumbuhan bakteri patogen.

Sedangkan genus Streptococcus adalah
bakteri gram positif berbentuk bulat yang
secara khas membentuk pasangan atau rantai
selama masa pertumbuhannya. Bakteri ini
tersebar luas di alam. Genus Streptococcus
bervariasi ada yang menguntungkan dan
merugikan, sehingga jika nanti dipertimbang-
kan sebagai kandidat probiotik maka harus di-
uji lebih lanjut untuk mengetahui strain ini
patogen atau tidak.

Genus Corynebacterium banyak dikaitkan
dan dikenal sebagai patogen pada manusia.
Sehingga untuk uji kandidat bakteri probiotik
lebih lanjut (Katoch, 2011), diutamakan Sta-
phylococcus dan Corynebacterium dapat di-
uji secara in vivo untuk mengetahui bakteri-
bakteri tersebut patogen atau tidak.

Nopitawati (2010) mengisolasi bakteri
proteolitik, lipolitik, dan amilolitik dari saluran
pencernaan udang vaname dan mendapatkan
empat spesies bakteri kandidat probiotik. Uji
biologis yang meliputi pertumbuhan dan
kecernaan nutrien pada udang vaname yang
mendapat perlakuan keempat spesies pro-
biotik tersebut mendapatkan hasil bahwa
pertumbuhan tertinggi terdapat pada udang
yang mendapat tambahan probiotik proteolitik,
sedangkan kecernaan total dan protein yang
tertinggi terdapat pada udang yang mendapat
tambahan probiotik yang memiliki aktivitas
proteolitik, lipolitik, dan amilolitik sekaligus.
Sedangkan Kurniasih et al. (2013b) meng-
isolasi bakteri proteolitik dari saluran pen-
cernaan ikan lele dan air media pemeliharaan
lele dan mendapatkan dua spesies bakteri
proteolitik sebagai kandidat probiotik dan juga
penghasil enzim protease. Hasil uji biologis
dilaporkan oleh Kurniasih et al. (2013a) bahwa
kecernaan protein dan total pakan mengalami
peningkatan dari 74,8% menjadi 90,2% dan dari
48,4% menjadi 75,9%. Laju pertumbuhan juga
mengalami perbedaan signifikan dari pakan
kontrolnya, dari 2,33%/hari menjadi 2,75 %/
hari, dan efisiensi pakan dari 75,9% menjadi
82,7%. Dari hasil penelitian Nopitawati (2010),
Kurniasih et al. (2013a; 2013b), memberikan
kejelasan peranan bakteri proteolitik, amilolitik,
dan lipolitik di dalam meningkatkan kecernaan,
sehingga diharapkan penelitian lebih lanjut
dari ketujuh isolat hasil penelitian ini yang
terdiri atas dua bakteri proteolitik (BL dan OL),

dua bakteri amilotik (A dan 5) dan tiga bakteri
lipolitik (K, P, dan PG) dapat dilakukan untuk
mengetahui potensi masing-masing bakteri
lebih detail.

Uji Daya Hambat Kandidat Probiotik
Terhadap Aeromonas hydrophila

Uji daya hambat terhadap bakteri patogen
atau uji antagonisme adalah untuk melihat
kemampuan kandidat probiotik di dalam
menghambat atau membunuh bakteri patogen.
Bakteri patogen yang digunakan adalah A.
hydrophila. Menurut Burton & Lanza (1987),
A. hydrophila merupakan bakteri yang umum
ditemukan di perairan, dengan tingkat ke-
padatan yang berkorelasi dengan kandungan
nutrien di perairan tersebut. Bahan organik
yang berasal dari sisa pakan dapat memicu
peningkatan pertumbuhan A. hydrophila se-
hingga berpotensi menyebabkan penyakit
terutama ikan dalam kondisi stres. Uji potensi
menggunakan kertas cakram dengan kepa-
datan A. hydrophila sebanyak 108 CFU/mL
tidak dapat menunjukkan adanya zona be-
ning di sekitar kertas cakram yang disebut
sebagai zona hambat. Demikian juga ketika uji
in vitro dilakukan dengan menurunkan ke-
padatan A. hydrophila hingga 104 CFU/mL, dan
juga menaikkan kepadatan bakteri probiotik,
ternyata zona hambat tetap tidak terbentuk .
Uji in vitro ini bertujuan untuk mendapatkan
kandidat bakteri probiotik dengan kemampuan
mengendalikan pertumbuhan A. hydrophila
yang paling baik. Ternyata semua kandidat
bakteri probiotik yang diuji secara in vitro tidak
berpengaruh terhadap populasi A. Hydrophila,
walaupun A. hydrophila pada konsentrasi
terendah pun setelah diinkubasi dan ditum-
buhkan kembali pada cawan petri maka A.
hydrophila tumbuh mendominasi. Dapat di-
katakan bahwa keseluruhan kandidat probio-
tik yang diuji pada tahap ini ternyata tidak
memiliki kemampuan menghambat pertum-
buhan patogen A. hydrophila.

Pengawetan dan Penyimpanan Isolat
Kandidat Bakteri Probiotik

Ada beberapa pendapat, isolat probiotik
dapat disimpan dalam media gliserol 15%
sampai 20%, tetapi juga ada pendapat lain
bahwa penyimpanan dapat memanfaatkan
media cair di mana bakteri tersebut biasa hidup
dan disuplementasi dengan gliserol. Dari hasil
uji maka diperoleh hasil seperti yang disajikan
pada Tabel 6.
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Dari hasil Tabel 6 maka penyimpanan
dengan menggunakan TSB dan gliserol 1:1
memberikan hasil terbaik dengan pertumbuhan
yang subur dari isolat tersebut setelah di-
tumbuhkan kembali pada TSA. Perbandingan
antara TSB dan gliserol 1:1, sesuai dengan
Badjoeri (2010) bahwa preservasi mikroba
untuk jangka waktu pendek antara 1 sampai 3
bulan menggunakan TSB dan gliserol dengan
perbandingan 1:1.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Telah dapat diisolasi tujuh isolat kandidat
bakteri probiotik dari saluran pencernaan
ikan lele yaitu dua isolat proteolitik, dua
isolat amilolitik, dan tiga isolat lipolitik.

2. Kandidat bakteri probiotik tersebut ter-
diri atas genus Micrococcus, Bacillus,
Staphylococcus, dan Corynebacterium.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengetahui potensi kandidat bakteri probiotik
secara in vivo yang sebelumnya harus dila-
kukan uji patogenitas terlebih dahulu. Ada
suatu aturan seleksi bakteri probiotik yaitu

GRAS (generally recognized as safe), di mana
bakteri probiotik tidak boleh diambil dari suatu
genus yang salah satu anggotanya bersifat
patogen, seperti misalnya Streptococcus, Sta-
phylococcus, Pseudomonas, dan lain-lain.
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