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RINGKASAN 

AGUNG SETIA ABADI. 146080100011004. Upaya Isolasi Bakteri Indigenous 

Ikan Nila (Oreochromis sp) Sebagai Kandidat Probiotik yang Diperkaya Pada 

Limbah Cair Tahu terhadap Laju Pertumbuhan Spesifik Dr. Ir. Anik Martinah 

Hariati, M.Sc dan Dr. Ating Yuniarti. S.Pi. M.Aqua 

 

Budidaya ikan nila secara intensif dalam usaha pemenuhan dan peningkatan 
produksi berakibat pada penggunaan pakan komersil yang semakin meningkat. 
Pakan merupakan faktor penentu kelangsungan hidup dan laju pertumbuhan ikan. 
Pakan menyedot 60-70% biaya produksi. Ikan nila (Oreochromis sp.) membutuhkan 
protein pakan yang mencapai 28-40%. Protein merupakan aspek penting yang 
dibutuhkan pada pemeliharaan ikan, namun ikan nila hanya memiliki rasio efisiensi 
protein sekitar 20-25%. Usaha peningkatan efisiensi pakan dan retensi protein dapat 
dilakukan dengan penggunaan probiotik. Probiotik akan membantu meningkatkan 
penyerapan nutrisi dan akan meningkatkan laju pertumbuhan. Berbagai macam 
probiotik beredar di pasar dengan harga yang tidak murah. Untuk menurunkan biaya 
produksi dibutuhkan inovasi dengan cara membuat media hidup bakteri probiotik 
dari bahan buangan semisal limbah cair tahu. Hasil analisa limbah cair tahu memiliki 
kandungan Corg 0,16% dan Ntotal 0,02% (8:1). Tujuan penelitian ini yaitu 
memanfaatkan limbah cair tahu sebagai media bakteri probiotik. Metode Penelitian 
metode deskriptif eksploratif. Metode deskriptif eksploratif digunakan untuk 
memperoleh kandidat probiotik yang dilakukan dengan metode skrining yang 
meliputi uji morfologi, uji patogenitas, uji antagonisme, uji enzim ekstra selluler, uji 
pertumbuhan, dan identifikasi secara konvensional. Sedangkan metode eksperimen 
digunakan untuk menguji pengaruh kandidat probiotik terhadap ikan sehingga 
diketahui pengaruhnya terhadap Kelulushidupan, Laju Pertumbuhan Spesifik, 
Kenversi Pakan, Efisiensi Pakan, Efisiensi protein dan Retensi protein. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa karakter bakteri indigenous yang 
berpotensi sebagai probiotik yaitu bersifat gram +, apatogen (haemolisin γ), 
Antagonis terhadap bakteri Aeromonas hidrophyla (15,75 mm) dan E. tarda (16,98 
mm), menghasilkan enzim proteolitik (12,48±0,67 mm), amilolitik (5,37±0,026 mm), 
dan lipolitik (5,75±0,146 mm), mempunyai konstanta laju pertumbuhan yang lebih 
baik daripada bakteri patogen Aeromonas hidrophyla (0,942 generasi/jam), setabil 
dan mampu hidup dalam pakan. Hasil uji biokimiawi menunjukkan bahwa isolat 
dengan karakter tersebut adalah bakteri Bacillus sp. Pengkayaan limbah cair tahu 
dengan C:N rasio 10 menghasilkan konstanta laju pertumbuhan sebesar 0,736 
generasi/jam, sedangkan kontrol 0,737 generasi/jam. Dosis bakteri indigenous 107 

cfu/gr secara nyata meningkatkan laju perumbuhan spesifik 0,90 %BB/hari 
dibandingkan kontrol. Menurunkan konversi pakan 1,13, meningkatkan efisiensi 
pakan 19,25%, rasio efisiensi protein meningkat 0,62, retensi protein meningkat 
6,75% dan kelimpahan mikroba pada usus meningkat 31,869x1011 cfu/ml. 

Kualitas parameter kualitas air selama penelitian masih dalam keadaan 
normal atau sesuai dengan kebutuhan ikan yaitu dengan nilai rata-rata pada pH 
7,24-7,49, suhu 28,67-28,33 0C, dan pada kadar oksigen terlarut DO sebesar 3,20 
dan 3,10 ppm. 
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1. PENDAHULUAN 
 

 
1.1 Latar Belakang 

 Ikan nila (Oreochromis sp.) termasuk dalam ikan konsumsi air tawar yang 

menduduki peringkat tiga produksi akuakultur dunia (Telli et al., 2014). Kandungan 

protein pada ikan nila sebesar 9,72% berat basah. Potensi budidaya ikan nila sangat 

besar dengan permintaan yang terus mengalami peningkatan yaitu pada tahun 2015 

berjumlah 1.656.600 ton dan pada tahun 2016 ditargetkan produksi sebesar 

1.822.200 ton atau mengalami peningkatan 10,85 % pertahun (Anonimous, 2016). 

Budidaya ikan nila secara intensif dalam usaha pemenuhan dan peningkatan 

produksi berakibat pada penggunaan pakan komersil yang semakin meningkat. 

Pakan merupakan faktor penentu kelangsungan hidup dan laju pertumbuhan ikan. 

Pakan menyedot 60-70% biaya produksi (Ardita et al., 2015). Ikan nila (Oreochromis 

sp.) membutuhkan protein pakan yang mencapai 28-40%. Protein merupakan aspek 

penting yang dibutuhkan pada pemeliharaan ikan, namun ikan nila hanya memiliki 

daya cerna protein 75% dan efisiensi pakan sekitar 34-36% (Soedibya, 2013; Abdel-

Tawwab et al., 2010). 

Beberapa penelitian dilakukan untuk meningkatkan efisiensi pakan. 

Penelitian tersebut diantaranya penggunaan probiotik indigenous jenis bakteri 

Bacillus sp., Lactobacilus brevis, Lactobacillus collonoides, Lactobacillus farciminis, 

Vibrio sp. dan Pseudomonas flurorescens yang banyak ditemukan di dalam saluran 

pencernaan ikan nila (Hai. 2015). Peningkatan penggunaan tepung ikan dengan 

tambahan taurin, mengkombinasi penggunaan enzim eksogenus dengan probiotik, 

menggunakan protein pakan sebesar 45% secara nyata dapat meningkatkan 

pertumbuhan spesifik sebesar 4.287 %BB/Hari, pada ikan nila ukuran 4-5 gr (Abdel-



 

2 
 

Tawwab et al., 2010; Adeoye et al., 2016; Koch et al., 2016). Salah satu peningkatan 

efisiensi pakan dapat dilakukan dengan meningkatkan rasio efisiensi protein ikan 

melalui penggunaan probiotik..  

Probiotik akan membantu meningkatkan penyerapan nutrisi dan akan 

meningkatkan laju pertumbuhan (Maftei et al., 2012). Probiotik dalam sistem 

metabolismenya harus mampu mendegradasi pakan dengan menghasilkan enzim 

amilase, protease dan lipase. Enzim amilase berfungsi memecah molekul amilum. 

Lipase merupakan enzim yang dapat menjadi biokatalis pada reaksi hidrolisis 

triacilgliserol menjadi gliserol dan asam lemak. Enzim protease yaitu sekelompok 

enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis protein, kemampuan menghasilkan 

enzim banyak dimiliki oleh bakteri indigenous yang tinggal didalam saluran 

pencernaan, bakteri indigenous adalah bakteri yang dominan hidup dan tinggal pada 

inang (Handajani et al., 2013; Lara-flores 2011; Richana, 2000; Aslamyah, 2008; 

Rao et al., 1998). Selain menghasilkan enzim ektraselular bakteri probiotik juga 

memliki berbagai syarat.  

Syarat bakteri dapat dijadikan probiotik yaitu dapat bertahan terhadap pH 

rendah, mampu bertahan hidup melalui traktus, melekat pada sel-sel usus, stabil 

terhadap mikroflora usus, mampu bertahan hidup dalam bahan makanan, mampu 

berkoloni dan berkembang biak dengan cepat, dapat digunakan sebagai tambahan 

dalam pakan, menguntungkan dalam pertumbuhan, antagonis terhadap bakteri 

patogen, serta dapat disimpan dalam suhu normal (Merrifield et al., 2010; Dito, 

2014). Secara alami bakteri probiotik dapat diisolasi dari usus ikan (indigenous) 

sebagai indikasi bahwa bakteri tersebut mampu menempel pada dinding sel usus 

ikan.  
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Berbagai macam probiotik beredar di pasar dengan harga yang tidak murah. 

Untuk menurunkan biaya produksi dibutuhkan inovasi dengan cara membuat media 

hidup bakteri probiotik dari bahan buangan semisal limbah cair tahu (LCT). 

Beberapa limbah dapat digunakan menjadi media probiotik diantaranya air jerami, 

molase, dan limbah cair keju (Jing-jing et al., 2015; Delev et al., 2006).  

Hasil analisa limbah cair tahu memiliki kandungan nutrisi total Corg 0,16% dan 

Ntotal 0,02% (8:1) (Lampiran 1). Jumlah produksi industri tahu skala rumah tangga di 

Kabupaten Jombang dalam satu hari rata-rata membutuhkan 100 kg kedelai dengan 

begitu paling sedikit menghasilkan 3.000 liter limbah cair tahu. Inovasi 

memanfaatkan nutrisi limbah cair tahu sebagai media bakteri probiotik akan sangat 

dibutuhkan baik sebagai pengganti media umum TSB (Tryptic Soy Broth), maupun 

sebagai agen bioremidiasi (Vine, 2004). Inovasi memanfaatkan nutrisi limbah cair 

tahu pada penelitian ini diharapkan akan menjadi solusi untuk meningkatkan 

produksi ikan nila dengan biaya operasional lebih murah sehingga keuntungan yang 

didapat akan meningkat. 

 
1.2 Perumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang diatas dapat diambil rumusan masalah 

diantaranya: 

a. Bagaimana karakteristik bakteri indigenous ikan nila (Oreocromis sp.) 

yang terdapat pada saluran usus ikan nila yang berpotensi sebagai 

kandidat probiotik? 

b. Bagaimana karakteristik pertumbuhan bakteri indigenous ikan nila 

(Oreocromis sp.) dalam media pengkaya limbah cair tahu dengan 

penambahan C:N rasio? 
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c. Bagaimana karakteristik laju pertumbuhan spesifik ikan nila (Oreochromis 

sp.) dengan suplementasi bakteri indigenous? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut: 

a. Mendapatkan karakter bakteri indigenous ikan nila (Oreocromis sp.) yang 

berpotensi sebagai kandidat probiotik. 

b. Mendapatkan karakter pertumbuhan bakteri indigenous ikan nila 

(Oreocromis sp) pada media limbah cair tahu dengan penambahan C:N 

rasio. limbah cair tahu untuk dijadikan media pengkaya bakteri 

indigenous ikan nila (Orechromis sp).  

c. Mendapatkan karakter laju pertumbuhan spesifik ikan nila (Oreochromis 

sp.) dengan suplementasi bakteri indigenous kandidat probiotik. 

 
1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini yaitu untuk memberikan solusi dalam pengolahan 

limbah cair tahu untuk dijadikan media pengkaya bakteri indgenous pengganti TSB, 

selain itu mendapat probiotik baru yang lebih ekonomis sehingga produksi ikan nila 

dapat meningkat dan lebih menguntungkan.  
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

 
 
2.1 Biologi Ikan Nila (Oreochromis sp.) 

Ikan nila merupakan jenis ikan air tawar yang berasal dari Afrika bagian 

timur. Pengembangan budidaya ikan nila di perairan tawar di Indonesia dimulai 

tahun 1969. Ikan nila relatif mudah untuk tumbuh dalam kondisi sistem budidaya 

(Apun et al., 2009). Ikan nila mempunyai daya hidup yang tinggi dalam kondisi 

budidaya yang bervariasi, serta memiliki pertumbuhan yang cepat (Etyemez dan 

Balcazar, 2016). 

 Menurut Saanin (1984), ikan nila (Oreochromis sp.) mempunyai klasifikasi 

meliputi: Filum: Chordata, Subfilum: Vertebrata, Kelas: Osteichtyes, Subkelas: 

Acanthopterygii, Ordo: Percomorphi, Subordo: Percoidea, Famili: Cichlidae, Genus: 

Oreochromis, Spesies: Oreochromis sp. secara morfologi dapat dilihat pada Gambar 

1. di bawah ini. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Ikan nila (Oreochromis sp.) (Anonimous, 2016) 

 
2.2 Kelulushidupan/Survival Rate (SR)  

Kemampuan hidup ikan dipengaruhi oleh sifat, jumlah dan kualitas pakan 

yang diberikan, serta kualitas air. Pemberian probitik Bacillus S11 selama 3 minggu 
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meningkatkan kelulushidupan 26% (Rengpipat et al., 1998). Kematian ikan pada 

pasca larva yang meningkat disebabkan ketidak sesuaian pakan dan adanya bakteri 

patogen. Probiotik sebagai suplemen dapat meningkatkan produktifitas dan secara 

aktif menghambat patogen (Apun et al., 2009). 

Kemampuan ikan dalam melawan bakteri patogen akan meningkatkan 

kelulushidupan dengan cara meningkatkan aktifitas phagositosis, memproduksi 

antibodi, meningkatkan respon chemiluminenscent dan memproduksi anion 

superoksida (Fyzul et al., 2014). Peningkatan kualitas lingkungan pemeliharaan 

akan menjadi promotor meningkatnya kelulushidupan (Arig et al., 2013). 

 
2.3 Pertumbuhan/Growth 

Pertumbuhan merupakan performa yang ditunjukkan oleh hewan uji selama 

penelitian. Pertumbuhan erat kaitanya dengan pertambahan berat (Weight gain), laju 

pertumbuhan spesifik (Spesific Growth Rate), dan konfersi pakan (feed conversion 

ratio) (Geraylou et al., 2013). Kebutuhan nutrien pakan digunakan untuk 

membangun dan melanjutkan kehidupan. Sumber utama nutrien pada ikan adalah 

protein (Ausmus, 2010). 

Pertumbuhan adalah suatu ukuran pertambahan biomassa tubuh organisme 

yang diukur persatuan waktu (NavinChandran et al., 2014). Kalkulasi faktor yang 

dilakukan untuk mengukur pertambahan berat dalam periode pemeliharaan, faktor-

faktor tersebut adalah efisiensi pakan, rasio efisiensi protein dan faktor kondisi. 

Ketika faktor-faktor tersebut dapat dikendalikan maka pertumbuhan akan semakin 

baik (Heo et al., 2013). 
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2.4 Laju Pertumbuhan Spesifik/Spesific Growth Rate (SGR) 

Laju pertumbuhan erat kaitanya dengan efisiensi pakan dalam pemeliharaan. 

Menurut Anggraini et al. (2012), laju pertumbuhan harian ikan nila dalam wadah 

pemeliharaan selama 40 hari sebesar 2,14 %BB/hari. Laju pertumbuhan ikan nila 

yang berusia 75 hari yang dipelihara selama 134 hari sebesar 3,16 %BB/hari (Apun 

et al., 2009). Ikan nila merah memiliki laju petumbuhan harian selama masa 

pemeliharaan 180 hari sebesar 1,278 % BB/hari (Haetami et al., 2008). 

Frekuensi pemberian pakan akan meningkatkan laju pertumbuhan spesifik 

ikan nila. Pemberian pakan selama 3, 4, dan 5 kali perhari mempunyai nilai SGR 

berturut-turut sebesar 9,08 %BB/hari, 9,79 %BB/hari dan 10,88 %BB/hari pada 

benih ukuran 0,018 gr (Ferdous et al., 2014). Menurut Abd El-Rahman et al. (2009), 

laju pertumbuhan spesifik selama masa pemeliharaan dapat dihitung dengan rumus

  SGR = 100
ln 𝑊𝑡  − 𝑙𝑛𝑊 0  

𝑡
 

Dimana  SGR  = Specific Growth Rate (%BB/hari) 
  W0 = Berat awal ikan (gr) 
  Wt = Berat Akhir ikan (gr) 
  t = Lama pemeliharaan (hari)  
 

 
2.5 Konversi pakan/ Feed Converision Ratio (FCR)  

Konversi pakan berhubungan dengan waktu pemberian pakan, dan jumlah 

pakan yang diberikan. Konversi pakan digunakan untuk menghitung jumlah pakan 

yang harus diberikan. Nilai konversi pakan pada setiap ikan berbeda tergantung 

kondisi pemeliharaan (Sahzadi et al., 2006). Waktu pemberian pakan mempengaruhi 

nilai konversi pakan, pemberian pakan sebanyak 5 kali perhari pada benih ikan nila 

menghasilkan konversi pakan sebesar 1.21 (Ferdous et al., 2014). 
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Rasio konversi pakan dihitung dari berapa Kg pakan yang digunakan untuk 

menghasilkan satu Kg ikan (Saeed et al., 2005). Rasio konversi pakan yang baik 

adalah tolok ukur baik atau tidaknya pakan untuk ikan. Nilai konversi pakan memberi 

informasi kondisi pemeliharaan ikan (Jabeen et al., 2004). Konversi pakan 

tergantung dari pertumbuhan ikan yang dipelihara. Kestabilan dan kelimpahan 

mikroba dalam saluran usus akan meningkatkan konversi pakan (Ramos et al., 

2015). 

 
2.6 Efisiensi pakan/Feed Efficiency (FE) 

Efisiensi pakan merupakan kemampuan ikan dalam memanfaatkan pakan 

yang diberikan untuk meningkatkan berat tubuh dalam periode waktu tertentu 

(Ibrahem, 2013). Ukuran ikan akan mempengaruhi efisiensi pakan, ikan dengan 

ukuran dan umur yang masih muda lebih baik dalam memanfaatkan pakan untuk 

pertumbuhan (Abdel-tawwab et al., 2010). 

Efisiensi pakan dipengaruhi oleh kondisi pemeliharaan, jenis pakan, ukuran 

pakan dan waktu pemberian pakan. Kualitas pakan yang tinggi akan meningkatkan 

sistem imun dan efisiensi pakan (Adeoye et al., 2016). Pertumbuhan ikan nila 

tergantung dari jumlah asam amino dalam pakan. Formulasi penyesuaian kebutuhan 

akan meningkatkan efisiensi pakan dan laju pertumbuhan (Fernando et al., 2016). 

 
2.7 Rasio Efisiensi Protein/Protein Efficiency Ratio (PER) dan Retensi 

Protein 
 

  Menurut De Silva dan Anderson (1995) protein efficiency ratio (PER) 

merupakan nilai perbandingan antara rata-rata pertambahan berat ikan selama 

pemeliharaan dengan jumlah konsumsi protein ikan. Nilai PER dihitung dengan 

rumus sebagai berikut: 
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𝑃𝐸𝑅 =
𝑊𝑡 −𝑊0

ƩP Pkn
 

Keterangan: 

PER = Protein Efficiency Ratio (%) 

W0 = Berat rata-rata ikan nila pada awal pemeliharaan (gr) 

Wt = Berat rata-rata ikan nila pada akhir pemeliharaan (gr) 

ƩP Pkn= Jumlah pakan kering selama pemeliharaan (gr) 

 

Menurut Buwono (2002) retensi protein merupakan persentase dari jumlah 

protein yang dapat diserap dan dimanfaatkan oleh tubuh ikan untuk metabolisme, 

membangun ataupun memperbaiki sel-sel tubuh yang rusak selama pemeliharaan. 

Nilai retensi protein dihitung dengan rumus sebagai berikut: 

𝑅𝑃 =
Ʃ 𝑃𝑡 −  Ʃ 𝑃0

Ʃ 𝑃𝑃
 𝑥 100% 

Keterangan: 

RP = Retensi Protein (%) 

Ʃ P0 = Jumlah Protein Tubuh Awal Ikan Nila (gram) 

Ʃ Pt = Jumlah Protein Tubuh Akhir  Ikan Nila (gram) 

Ʃ PP = Jumlah protein pakan (gram) 

 
2.8 Probiotik dan Pemilihannya 

Probiotik yaitu suatu yang hidup dari bakteri atau yeast yang menguntungkan 

yang dapat menjaga dan mengendalikan kestabilan mikroba didalam saluran 

pencernaan (Mc Farland, 2007). Probiotik adalah makanan berupa mikroorganisme 

hidup yang menguntungkan dan memodulasi mikroba pencernaan sedangkan 

prebiotik adalah suplemen pakan yang tidak bisa dicerna namun menguntungkan 

bagi pencernaan (Akhter et al., 2015). Penggunaan probiotik memberikan pengaruh 
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pada inang dalam penyediaan nutrien dan berkontribusi dalam reaksi enzimatis 

(Gupta et al., 2014). 

Mikroflora dalam saluran pencernaan/usus yang telah diisolasi dan jika 

digunakan atau dikonsumsi akan dapat menstabilkan dan menyeimbangkan kerja 

mikroba yang ada dalam saluran pencernaan dan dapat menyehatkan (Hegar, 

2007). Mikroorganisme hidup yang bertujuan sebagai promotor efek positif pada 

inang dengan cara meningkatkan kekayaan dari mikroorgnisme indigenous yang 

menguntungkan (Shukia et al., 2013). Isolasi bakteri menguntungkan atau probiotik 

dalam saluran cerna yang ketika digunakan akan memberikan pengaruh kesehatan 

pada inang dan dapat menjadi antibiotik dalam akuakultur (Han et al., 2015). 

 
2.9 Isolasi dan Skrining kandidat probiotik 
2.9.1 Isolasi Bakteri  

Bakteri probiotik banyak dijumpai pada saluran pencernaan, isolasi bakteri 

saluran cerna merupakan proses pencarian bakteri dengan memisahkan bakteri-

bakteri lain yang tidak diinginkan sehingga terpilih satu koloni atau jenis bakteri yang 

menguntungkan yang dapat tumbuh dan menghasilkan enzim dalam suhu ruang 

(Aly et al., 2012). Isolasi bakteri dapat dilakukan dengan menggunakan media 

buatan atau media alami (G. Mariandrea et al., 2016). 

Aplikasi dalam isolasi bakteri bertujuan seperti, untuk memproduksi enzim, 

bioremidiasi dan probiotik (Erdoǧrul dan Erbilir 2006; Rupali. 2015;  Krishnamoorthy 

et al., 2016). Isolasi bakteri probiotik dalam saluran pencernaan secara langsung 

dapat dilakukan dengan memisahkan berbagai koloni untuk pemurnian. Karakteristik 

isolat bakteri murni dapat dilakukan dengan identifikasi untuk menentukan spesies 

secara biokimia dengan Cowan And Steel”s Manual For The Identification Of 
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Medical Bacteria. Third edition (Arrizal dan Rachmadiarti 2008; NavinChandran et 

al., 2014). 

 
2.9.2 Daya Patogenitas dan Antagonisme 

Bakteri probiotik harus mampu berkompetisi dengan bakteri patogen 

sehingga mampu mereduksi patogenitas suatu bakteri (Qi et al., 2009). Aktivitas 

antagonisme dapat menjelaskan kemampuan bakteri dalam melawan bakteri 

patogen (Gupta et al., 2014). 

Bakteri probiotik memiliki kemampuan untuk menghambat atau 

mengeliminasi beberapa bakteri patogen potensial. Kemampuan tersebut yaitu 

dengan cara memproduksi subtansi hambat seperti antibiotik (subtansi antibakteri), 

sidephoreres, enzim bakteriolitik, protease dan penghambat protease, asam laktat 

dan komponen organik lain seperti bakteriosin, hydrogen perosida, asam butirat 

(Ibrahim, 2013). 

  
2.9.2 Pertumbuhan Bakteri 

Bakteri tumbuh dengan memanfaatkan nutrisi serta mengalami pertumbuhan 

hingga fase stasioner dalam spektrum yang luas dalam lingkungan fisik maupun 

kimia. Pertumbuhan dan aktivitas fisiologis lainnya terjadi karena respon fisiologis 

dari lingkungan sekitar. Laju pertumbuhan maksimal dipengaruhi oleh jumlah karbon 

dan nitrogen atau C:N rasio (Judoaminoto et al., 1992; Touratier et al., 1999; Vine, 

2004). 

Bakteri dalam pertumbuhannnya akan mendegradasi dan mendekomposisi 

nutrien, dengan memproduksi material aktif seperti asam amino, enzim dan vitamin 

(Hassan et al., 2014). Laju pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh suhu. Penurunan 
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suhu 10 0C secara cepat akan menurunkan produksi enzim 1-4 kali atau bahkan 

gagal memproduksi (Balcazar et al., 2015).  

2.9.3 Enzim Ekstrasellular  

Aktifitas enzim proteolitik dari bakteri probiotik terjadi dengan cara 

mendegradasi β-casein dalam suhu inkubasi 300 C dalam waktu 48 jam dengan 

adanya zona bening pada sekitar koloni (Terzic-Vidojevic et al., 2015). Protease 

akan memotong rantai asam organik, seperti asam format dan asam propenat yang 

berfungsi mempermudah penyerapan makanan dan meningkatkan resistensi 

terhadap patogen (Reda et al., 2016). 

Bacillus sp. secara rahasia mengeluarkan enzim eksogenus dan komponen 

anti mikroba dengan mengurangi komponen nutrisi yang bersifat toxic dan 

memfasilitasi pencernaan inang dengan mencegah dan tidak mengizinkan kolonisasi 

bakteri patogen pada ruang dinding usus (NavinChandran et al., 2014). 

a. Enzim Amilase 

Amilase adalah enzim yang memecah pati menjadi gula. Semua amilase 

merupakan penghidrolisa dari rantai glikosida dan beraksi umumnya pada rantai 

α1,4-glikosidik. Amilase bekerja pada pati, oligosakarida dan polisakarida. (Karnwal 

dan Nigam 2013). α amilase adalah enzim yang mendegradasi polisakarida 

kompleks menjadi oligosakarida pendek. Amilase merupakan enzim yang memecah 

pati menjadi molekul-molekul gula atau disebut sebagai enzim penghidrolisis 

glikosida (Panneerselvam dan Elavarsi, 2015). 

Produksi α amilase secara esensial dibutuhkan untuk mengkonversi atau 

merubah pati menjadi oligosakarida. Konversi pati oleh α amilase dalam skala 

industri menghasilkan maltodektrin, modifikasi pati, atau glukosa dan fruktosa dalam 
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bentuk sirup (de Souza dan Perola, 2010). Aktivasi enzim pada bakteri dipengaruhi 

oleh suhu (30-70 oC), pH (3,5-8,5), jenis substrat dan konsentrasi garam (Dutta et 

al., 2006). Bakteri penghasil amilase diantaranya  Bacillus subtilis, Bacillus careus, 

Bacillus megaterium (Zhang et al., 2011; Verma et al., 2011). 

b. Enzim Protease 

Protease merupakan kelompok enzim, yang bertugas sebagai katalisator 

dalam hidrolisis ikatan peptida dan merubahnya menjadi polipeptida atau asam 

amino bebas. Protease diklasifikasikan menjadi tiga kelompok besar yaitu Asam, 

netral, dan alkalin (Alnahdi. 2012). Protease memiliki anggota diantaranya 

proteinase, peptidase, atau enzim proteolitik yang memecah ikatan peptida diantara 

asam amino dari protein (Rupali. 2015). 

Bakteri proteolitik secara alami tersebar di alam dan memungkinkan untuk 

tumbuh dalam kondisi yang bervariasi, seperti suhu yang berbeda, pH dan kondisi 

ion yang berubah-ubah (Prabakaran et al., 2015). Protease dapat didefinisikan 

sebagai enzim yang merusak protein atau memotong-motong rantai protein menjadi 

sederhana. Beberapa mikro organisme menghasilkan enzim ektraselluler protease 

seperti anggota jamur Aspergilus, Mucor, Rhizopus sp. sedangkan anggota bakteri 

diantaranya Clostridium, Bacillus, Pseudomonas sp.  (Pokhrel et al., 2014). 

c. Enzim Lipase 

Lipase salah satu produk mikroorganisme yang mempunyai variasi yang 

luas. Bakteri penghasil lipase bersifat glikoprotein, namun beberapa lipase dari 

ekstraselluler bakteri disebut lipoprotein. Lipase merupakan produk penghidrolisis 

trigliserida hingga membentuk digliserida, monogliserida, gliserol dan asam lemak. 

(Prasad, 2015). Lipase adalah enzim yang menghidrolisis ikatan ester dari substrat 

yang tidak larut air yang terletak pada permukaan antara substrat dengan air. 
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Produksi lipase dari mikroba dipengaruhi oleh substrat, pH dan Suhu. Bakteri 

memproduksi lipase sebagai bentuk pertahanan hidup untuk tumbuh yang 

mengantikan fungsi karbon sebagai energi (Selvamohan et al., 2012). 

Lipase adalah hidrolase serin dan mempunyai susunan G-X1-S-X2-G yang 

sebagian bersifat katalis, dimana G = glisin, S = serin, X1 = histidin dan X2 = glutamin 

atau asam aspartat. Secara biologi fungsi lipase adalah katalisator dalam hidrolisis 

triasilgliserol menjadi asam lemak bebas, diasilgliserol, monoasilgliserol dan gliserol 

(Aravindan et al., 2007).  Lipase (triasilgliserol asilhidrolase, EC 3.1.1.3) merupakan 

katalase dari hidrolisis dan sintesis ester dari glycerol dan rantai panjang asam 

lemak. Beberapa lipase dihasilkan dari genera Bacillus, seperti Bacillus 

thermoleoverans, Bacillus stearotherphilus, Bacillus acidocaldarius dan Bacillus sp 

(Akshatha et al., 2006). 

2.10 Mekanisme Kerja Probiotik 

Probiotik menempel pada dinding usus setelah 48 jam dari pemberian awal, 

dengan cara meningkatkan regulasi ekspresi cytokine (IL-1b, TGF-β dan TNF-α) dan 

menurunkan regulasi HSP70 pada usus (Hai, 2015). Probiotik beraksi dengan jalan 

merefleksikan enzim-enzim seperti alginate lyase, amilase, dan protease dalam 

peningkatan daya cerna pakan. Selain itu juga terjadi pembangkitan nutrisi esensial 

misalnya asam lemak, biotin dan vitamin B12, yang mempunyai pengaruh dalam 

peningkatan kesehatan ikan (Fyzul et al., 2014). 

Suplementasi dari pemberian probiotik akan terjadi peningkatan keasaman 

usus dengan memproduksi asam laktat dan memperpendek rantai asam lemak. 

Pemberian probiotik akan memfasilitasi dalam penyerapan besi dan juga mineral lain 

seperti kalsium, magnesium, dan zinc untuk memperbaiki susunan tulang, 
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memproduksi vitamin, menurunkan komponen makanan yang sulit dicerna. 

(Merrifeld et al., 2010; Abd El-Rhman et al., 2009).  

Probiotik genus Bacillus memiliki jangkauan yang luas terhadap enzim 

eksogenus yang secara rahasia dapat meningkatkan pertumbuhan. Bacillus mampu 

memecah karbohidrat dan protein, memproduksi vitamin K dan B12 (Bagheri et al., 

2008). Bacillus sp memproduksi vitamin K dan B12 serta asam amino. Probiotik 

memproduksi enzim ekstraseluler seperti protease dan lipase. Pemberian Bacillus 

pumilus dalam waktu tertentu akan meningkatkan aktivitas hepatopankreas protease 

serta meningkatkan efisiensi pakan pada ikan kerapu (Liu et al., 2013). 

 
2.11 Media Tumbuh Bakteri Probiotik 

Komponen mayor seperti protein, lemak, dan karbohidrat dan minor seperti 

kalsium, besi, sodium, karotin, vitamin-E dan ribovilamin banyak dijumpai pada sari 

kedelai yang dapat dijadikan media tumbuh bakteri Bifidobacterium yang di kultur 

pada suhu 30-37 0C (Maftei et al., 2012). Bacillus sp. mampu memanfaatkan asam 

urea dalam urin serta protein yang tidak terserap, asam amino, dan senyawa non 

protein nitrogen sebagai sumber nutrisi (Manin et al., 2012). 

Bakteri asam laktat membutuhkan garam, nutrisi kompleks seperti peptida, 

asam amino, vitamin, purin, dan pirimidin yang banyak terdapat pada perasan jeruk 

dan perasan tomat (Mattarelli et al., 2014). Ishibashi et al. (1997), menambahkan 

serat dan oligosakarida mampu meningkatkan pertumbuhan Bifidobacterium sp. 

Bakteri membutuhkan mineral dan N organik sebagai nutrisi untuk pertumbuhan 

(Purwanta dan Mayrina, 2002).  

Bakteri probiotik menyukai gula sederhana dengan mengandung sedikit 

nitrogen. Kandungan 100 gram limbah cair tahu terdiri dari protein 0.35 gr, 
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karbohidrat 0,85 gr, lemak 0,01 gr, selain itu juga mengandung vitamin dan mineral 

(Purwitasri et al., 2004; Benedetti et al., 2016). Corg dan Ntotal dapat digunakan 

sebagai sumber energi oleh bakteri dengan perbandingan 100 mg/L Corg : 10 mg/L 

Ntotal (10:1), sebesar 12,94 mmol : 1 mmol atau 15 mmol : 1 mmol. tergantung 

dengan kondisi kultur dan jenis bakteri (Wang et al., 2016; Hulsen et al., 2016; 

Touratier et al., 1999). C:N rasio  10:1 µg atom/liter memliki pertumbuhan sel bakteri 

akuatik yang optimal (Goldman et al., 1987). 

 
2.12 Limbah Cair Tahu (LCT) 

Limbah cair tahu merupakan produk sampingan hasil dari proses pembuatan 

tahu yang tidak terpakai. Limbah cair tahu dihasilkan dari proses pencucian, 

perebusan, pengepresan, dan pencetakan tahu (Anggraini et al., 2014). Limbah cair 

tahu merupakan produk buangan dengan kandungan nitrat dan fosfat yang tinggi 

sehingga sangat mempengaruhi lingkungan, terutama lingkungan perairan (Esti et 

al., 2014). Produksi limbah cair tahu dapat lebih dari dua kali lipat karena dalam 

proses pembuatan tahu dibutuhkan perbandingan kedelai dengan air 1:3 (Muchtadi, 

2010). 

Limbah cair tahu di peroleh dari proses pembuatan tahu yang memiliki 

kandungan kimia air sebanyak 99,34%, Abu 0,11%, Protein 1,73%, Lemak 0,63%, 

Nitrogen 0.05%, (Lestari et al., 2013). Limbah cair tahu mengandung substrat 

organik dan secara alami dapat ditumbuhi oleh bakteri photosynthetic dalam kondisi 

an aerobic (Kim dan Lee, 2010). Limbah cair tahu dapat digunakan sebagai tempat 

aktivitas biologi microorganism dengan produk non-fermentasi yang menjadi sumber 

anti oksidan (Benedetti et al., 2015). 
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2.13 Aplikasi Probiotik pada Akuakultur 

Bakteri probiotik bermacam-macam yang ditemukan seperti: Carnobacterium 

sp., Vibrio alginoliticus dan Planococus sp. pada ikan bandeng (Aslamiyah, 2006). 

Lactococcus lactis pada vanamei, Vibrio SKT pada udang windu (Basir dan Surianti, 

2013; Widanarni et al., 2012), Lactobacillus sp., Lactobacillus plantarum (Triana et 

al., 2006; Rizkiati et al., 2005), Lactobacillus sp., Actinomycetes sp. dan 

Streptomycetes sp. terdapat pada ikan nila (Putri et al., 2012). Menurut Ghazala et 

al. (2010); Felis dan Dellaglio (2015), Lactobacillus acidophilus, Bifedobacterium 

bifedum, Streptococus feacium dan Bacillus subtilis dapat dijadikan probiotik pada 

ikan nila. Penggunaan Paenibacillus polymyxa (MTCC 122) (Gupta et al., 2014), 

Bacillus lichenformis (Han et al., 2015), Bacillus subtilis secara nyata dapat 

meningkatkan pertumbuhan, efisiensi pakan, meningkatkan respon imun spesifik 

ikan nila terhadap Aeromonas hidrophila, Sreptococcus iniae dan Vibrio harveyi 

(Iwashita et al., 2015). 

Sederet bakteri dalam akuakultur dapat dijadikan probiotik seperti 

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, 

Aeromonas, Saccharomyces, Vibrio sp., Enterobacter, Pseudomonas, dan  

Clostridium (Nayak, 2010). Penggunaan kombinasi Micrococcus luteus dan 

Pseudomonas sp. (1:1) dengan kepadatan 0.3X107 sel/gr pada pakan dapat 

meningkatkan resistensi terhadap Aeromonas hydrophyla (Abd El-Rhman et al., 

2009). Penggunaan probiotik Vibrio alginolyticus dengan kepadatan 108 Sel/ml yang 

ditantang dengan Aeromonas salmonicida, Vibrio aguillarum dan Vibrio ordalii dapat 

meningkatkan kelulushidupan ikan salmon sebesar 18% (Austin et al., 1995). Bakteri 

Vibrio dan Pseudomonas digunakan sebagai probiotik pada kekerangan, serta 

Aeromonas dan Enterobacter pada ikan air tawar (Pandiyan et al., 2013). 
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Penggunaan suplementasi probiotik dalam pakan mampu meningkatkan 

pertumbuhan, respon imun, dan risistensi penyakit yang disebabkan Aeromonas 

hydrophila pada benih ikan mas Cyprinus carpio (Gupta et al., 2014). Suplementasi 

Vibrio sp strain OY15 dengan kepadatan 103 Cfu/ml  secara nyata meningkatkan 

kelulushidupan dan laju metamorposis larva kerang (Crassostrea virginica) 

(Kapareiko et al., 2011). Penggunaan probiotik Vibrio spp dapat meningkatkan 

produksi sebesar 35% dan meningkatkan aktivitas antimikroba sebesar 94% di 

Ekuador (Gomez-gil et al., 2000). Penggunaan probiotik dengan cara menambahkan 

pada pakan dapat mengontrol penyakit, sebagai antibiotik, meningkatkan laju 

pertumbuhan dan resistensi juvenile ikan nila terhadap beberapa infeksi bakteri 

patogen (Han et al., 2015).  

Suplementasi probiotik pada akuakultur secara praktis dilakukan dengan 

menambahkan pada pakan, baik pada saat pembuatan maupun setelah pakan itu 

jadi (pelleting/granulation dan extrusion) (Akhter et al., 2015).  Pemberian probiotik 

dapat dilakukan dengan single probiotic atau combine probiotics, ataupun dengan 

mengkombinasikan dengan prebiotik, imunostimulan atau produk alami tanaman 

(Fyzul et al., 2014). Probiotik diberikan melalui pakan sebagai pakan tambahan yang 

ditambahkan dalam bentuk pellet, crumbles, granul, flake atau mikro enkapsulasi. 

Penambahan probiotik dalam media budidaya (air) secara langsung dirasa kurang 

memberikan dampak yang nyata jika dibanding penggunaan melalui pakan (Hai, 

2015).  

 
2.14 Kualitas Air Pemeliharaan 
2.14.1 Suhu 
 

Terdapat dua alasan mengapa suhu memiliki dampak yang besar pada 

manajemen budidaya perairan dan produktifitas. Pertama karena ikan merupakan 
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hewan polikiloterem yaitu hewan yang aktifitas metabolisme hidupnya tergantung 

pada suhu lingkungan. Kedua, perubahan dalam suhu air akan menghasilkan variasi 

suplai oksigen karena suhu yang tinggi akan menyebabkan terganggunya difusi 

oksigen dan akan mempengaruhi pertumbuhan ikan (Besson et al., 2016). 

Nilai kualitas air, suhu dan salinitas adalah salah satu kunci dari proses 

budidaya ikan. Beberapa ikan akan lebih toleran terhadap perubahan suhu dan 

salinitas. Perubahan lingkungan perairan akan merubah susunan genotip pada 

beberapa spesies ikan (Abass et al., 2016). Embrio ikan akan sangat mudah 

terpengaruh oleh suhu. Menurut Caamal-monsreal et al. (2016), suhu dapat 

mempengaruhi daya tetas embrio, morfologi dan karakteristik embrio. 

 
2.14.2 Dissolved oxygen (DO) 

Dalam budidaya ikan intensif, dapat diekspos beberapa penyebab stress 

seperti fluktuasi dari konsentrasi dissolved oxygen (DO). DO diketahui menjadi 

penyebab terjadinya stress pada ikan, karena terjadinya peningkatan transport 

oksigen yang ketat dalam membran permeabilitas, peningkatan permeabilitas akan 

terjadi hipoksia yang akan menurunkan pertumbuhan dan daya cerna serta tingkat 

konsumsi oksigen (Tran-ngoc et al., 2016; Abass et al., 2016). 

Perbedaan konsentrasi oksigen terlarut akan mempengaruhi osmolalitas 

hemolip, konsentrasi garam, keseimbangan asam-basa, dan tingkat dari laktase dan 

glukosa sebesar 35‰ (Cheng et al., 2004). Menurut Buentello et al. (2000), tingkat 

saturasi oksigen dalam perairan secara nyata akan mempengaruhi konsumsi pakan, 

daya cerna dan pertumbuhan. 
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2.14.3 pH 

pH merupakan salah satu parameter penyebab stress ikan. Beberapa studi 

menjelaskan bahwa perubahan pH dapat membunuh ikan dalam sistem budidaya. 

Biota akuatik tidak dapat menyesuaikan diri dengan perubahan pH yang mendadak, 

karena meraka tidak dapat mempertahankan asam-basa dan regulasi serta eksresi 

amonia dalam tubuh (Zahangir et al., 2015). 

pH dalam budidaya akan dipengaruhi oleh air hujan, polutan dalam air. 

Perubahan pH dalam media budidaya akan mengganggu osmoreguasi, produksi 

enzim sehingga memudahkan serangan patogen (Liu et al., 2015). pH akan 

mempengaruhi aktifitas enzim protease, mempengaruhi produktifitas enzim dalam 

pankreas, sehingga sistem pencernaan pada ikan terganggu (Krogdahl et al., 2015).
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3. KERANGKA PENELITIAN 
 

 

3.1 Landasan Teori Penelitian 

 Sistem akuakultur sangat erat kaitannya dengan faktor eksternal seperti 

pakan, Respon pakan dimulai melaui saluran pencernaan seperti mulut, 

kerongkongan, lambung, usus dan anus hingga organ pencernaan seperti hati dan 

pankreas. Di dalam usus akan terjadi reaksi enzimatis yang dilakukan oleh mikroba 

usus yang akan merombak senyawa kompleks menjadi senyawa yang lebih 

sederhana sehingga terjadi penyerapan nutrient di dalam usus. 

Pemberian pakan dengan kualitas dan kuantitas yang tinggi sangat 

diperlukan sebagai peningkat stimulus terhadap stress, imunostimulant, 

meningkatkan kelulushidupan, meningkatkan efisiensi pakan hingga laju 

pertumbuhan. Oleh karena itu, diperlukan rekayasa untuk meningkatkan kualitas 

pakan dalam hal ini dengan bantuan mikroflora usus yang baik atau bakteri probiotik. 

Secara alami bakteri probiotik dapat diisolasi dari usus ikan (Indigenous) sebagai 

indikasi bahwa bakteri tersebut mampu menempel pada dinding usus ikan yang 

nantinya bakteri probiotik akan menghasilkan exogenous enzim untuk pencernaan 

pakan seperti amilase, protease, dan lipase. Sehingga proses enzimatis lebih cepat 

dan efisiensi pakan akan meningkat, peningkatkatan efisiensi pakan akan secara 

otomatis meningkatkan laju pertumbuhan (Afriansyah et al., 2014; Ghazala et al., 

2010; Hai, 2015; Del’Duca et al., 2013). Konsentrasi bakteri probiotik yang sesuai 

akan meningkatkan respon imun spesifik, menurunkan stress dan meningkatkan 

kadar hemoglobin (Telli et al., 2014). Landasan Teori Penelitian di atas didasarkan 

pada beberapa penelitian terdahulu yang dapat dilihat pada Tabel 1 dibawah ini.  
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Tabel 1. Penelitian Terdahulu  

Tahun/Jenis 
Jurnal  

Penulis Judul  Hasil  Yang belum dilakukan  

Aquaculture. 
Elsevier. 2013 

Del’Duca et al., Evaluation of the presence 
and efficiency of potential 
probiotic bacteria 
in the gut of tilapia 
(Oreochromis niloticus) 
using the 
fluorescent 
in situ hybridization 
technique 
 

Dua bakteri kandidat 
probiotik diperoleh yaitu 
Bacillus sp dan 
Enterococcus sp, 
Kedua bakteri tersebut 
terbukti mampu menjadi 
daya hambat pertumbuhan 
bakteri Aeromonas sp 
dan Pseudomonas sp 

Menggunakan Bakteri jenis Bacillus 
sp dan Enterococus sp untuk 
mengevaluasi pertumbuhan ikan nila 

Fish & Shelfish 
Immunology. 
Elsevier. 2016 

Standen  et al., Dietary administration of a 
commercial mixed-species 
probiotic 
improves growth 
performance and modulates 
the intestinal immunity 
of tilapia, 
Oreochromis niloticus 
 

Jenis Probiotik (Pro-3) 
dapat meningkatkan 
pertumbuhan dan secara 
aktif dapat meningkatkan 
system imun 

Membuat Probiotik dari bahan yang 
baru sehingga dapat menggantikan 
probiotik komersial, membandingkan 
probiotik buatan Sendiri dengan 
Probiotik yang sudah dikomersialkan 

Fish & Shelfish 
Immunology. 
Elsevier. 2014 

Telli et al., Dietary administration of 
Bacillus subtilis 
on hematology and 
non-specific immunity of Nile 
tilapia 
Oreochromis niloticus 
Raised at different stocking 
densities 
 

Dengan konsentrasi 
bakteri Bacillus subtilis 
5X106 cfu/g pakan dapat 
meningkatakan respon 
imun spesifik, menurunkan 
stress pada kepadatan 
tinggi ,meningkatkan kadar 
haemoglobin. 

Perbedaan Dosis Bacillus subtilis 
terhadap pertumbuhan. 
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Fish & Shelfish 
Immunology. 
Elsevier. 2013 

 Standen et al., Probiotic 
Pediococcus acidilactici 
modulates both localised 
intestinal- 
and peripheral-immunity in 
tilapia (Oreochromis 
niloticus) 
 

Pengunaan bakteri 
probiotik jenis  
Pediococcus acidilactici 
Memperluas jaringan sel 
imunitas (meningktakan 
respon imun) tidak 
berpengaruh terhadap 
performa pertumbuhan. 

Perlu dicari bakteri probiotik yang 
dapat meningkatkan pertumbuhan, 
serta FCR ikan Nila.  

Fish & Shelfish 
Immunology. 
Elsevier 2014 

Gupta Akhil, 
Promita Gupta. 
Asha Dhawan. 

Dietary supplementation of 
probiotics affects Growth, 
immune response and 
disease resistance of 
Cyprinus carcpio fry 

Membandingkan 3 bakteri 
kandidat probiotik yaitu 
Bacillus coagulans, B. 
licheniformis, 
Paenibacillus polymixa. 
Didapatkan Bakteri 
kandidat probiotik terbaik 
Panenibacillus polymixa. 

Kombinasi antar beberapa bakteri 
yang digabung menjadi satu 
dijadikan sebagai kandidat bakteri 
probiotik. 

Aquaculture. 
Elsevier. 2012 

Heo Won-Seok et 
al., 

Effect of dietary probiotic, 
Lactococcus lactis subsp. 
Lactis I2, supplementation 
on growth and immune 
response of olive flounder 
(Paralichtys olivaceus) 

Pemberian Lactococcus 
lactis I2 pada pakan 
dengan kepadatan 108 
CFU/g dapat 
meningkatkan laju 
pertumbuhan ikan sebelah 
selama 5 minggu 
percobaan. Hasil uji 
tantang terhadap 
Streptococcus iniae 
secar injeksi selama 9 hari 
menunjjukkan tingkat 
kelulushidupan 90%. 

Mendapatkan bakteri kandidat 
probiotik lain yang dapat 
meningkatkan laju pertumbuhan 
serta mempunyai respon imunitas 
yang baik pada berbagai macam 
bakteri patogen. 
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3.2 Kerangka Konsep Penelitian dan Hipotesis 
3.2.1 Kerangka Konsep Penelitian 

Budiaya ikan nila secara intensif akan meningkatkan penggunaan pakan 

komersil. Kebutuhan akan pakan menyedot 60-70% biaya produksi. Ikan hanya 

mampu mencerna sekitar 20-25% protein dari nutrisi pakan yang diberikan. Pakan 

sebagian akan menjadi daging dan sebagian lagi terbuang di lingkungan budidaya. 

Tingginya buangan pakan disebabkan oleh rendahnya efisiensi pakan ikan. 

Kemampuan ikan dalam mencerna pakan yang diberikan dapat ditingkatkan dengan 

penambahan probiotik. Probiotik dapat menjadi agen antibiotik, agen hidrolisis 

lemak, protein, karbohidrat dan sebagai pemberi jalan pintas dalam pencernaan 

pakan oleh ikan, serta meningkatkan kualitas air.  

Probiotik akan menempel pada dinding usus, sehingga akan menambah 

jumlah bakteri dalam usus. Memperluas jaringan sel imunitas (meningkatkan respon 

imun), dengan konsentrasi bakteri probiotik tertentu dapat meningkatkan respon 

imun spesifik, menurunkan stress pada kepadatan tinggi.  

Kolonisasi bakteri probiotik pada dinding usus akan meningkatkan jumlah 

enzim ektraseluler pencernaan (protease, lipase dan amilase), yang akan 

mempercepat hidrolisis senyawa kopleks seperti protein, lemak dan karbohidrat 

yang merupakan sumber energi bagi ikan. Hidrolisis akan meningkatkan efisiensi 

pakan ikan. Efiseinsi pakan yang meningkat akan meningkatkan efisiensi protein 

sehingga laju pertumbuhan akan dapat dipercepat maka dapat menurunkan nilai 

konversi pakan dan meningkatkan kualitas air. Kerangka Konsep Penelitian dapat 

dilihat pada Gambar 2. 
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Pertumbuhan 
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Keterangan  
  Aspek yang diteliti 
  Aspek yang tidak diteliti 

 
 

Gambar 2: Kerangka Konsep penelitian 
 

3.2.2 Hipotesis 

 Dari kerangka konsep diatas kita dapat mengambil hipotesis penelitian  

diantarnaya sebagai berikut:  

Isolasi 

Bakteri  

Efisiensi pakan, 

Efisiensi Protein  

Budidaya Air Tawar 
 

Ikan Nila (Oreocromis sp) 

Probiotik Indigenous 

Pertumbuhan 

 

Pellet  

Lingkungan 

Peningkatan 

Kendala 

 Skrening  kandidat probiotik 

Kultur Limbah Cair Tahu 

Ikan Konsumsi 
 

Ikan Hias 
 

Rekayasa Genetik 
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Hipotesis  

 Terdapat bakteri indigenous ikan nila (Oreocromis sp) yang berpotensi 

sebagai kandidat probiotik. 

 Limbah cair tahu dapat digunakan sebagai media pengkaya probiotik dengan 

penambahan C:N rasio. 

 Pemberian probiotik indigenous dapat meningkatkan laju pertumbuhan 

spesifikikan nila (Oreocromis sp). 

 
3.3 Kerangka Operasional Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap yang berbeda. Secara lengkap 

dapat dilihat pada Gambar 3. Tahap pertama secara in vivo dengan melakukan 

isolasi bakteri kandidat probiotik. Setelah memperkaya (melakukan kultur) bakteri 

kandidat tersebut dalam limbah cair tahu, dilakukan uji viabilitas secara in vitro pada 

pakan dengan perlakuan lama simpan (0 hari, 1 hari, 3 hari). Tahap terakhir uji in 

vivo dengan menambahkan pada pakan ikan. Deskripsi secara operasional sebagai 

berikut. Ikan nila (Oreochromis sp) dipersiapkan diambil dari wadah pemeliharaan 

secara hati-hati lalu ditimbang berat dan diukur panjang tubuhnya. Selanjutnya yaitu 

isolasi bakteri kandidat probiotik pada usus (bagian usus setelah lambung hingga 

anus). Alasan mengapa dilakukan pengambilan di usus karena proses pencernaan 

dan penyerapan nutrisi berlangsung di usus dan untuk memastikan bahwa bakteri 

tersebut mampu hidup dan bertahan dalam usus (mampu bertahan dalam pH 

rendah).  Usus ikan diambil sebanyak 1 gr menggunakan sectioset dan selanjutnya 

dihaluskan menggunkan mortal dan alu yang telah diaseptiskan setelah itu 

dilarutkan dalam 9 ml Nafis steril dan divortek kemudian dilakukan pengenceran 

sampai 10-8 dengan cara mengambil pada tiap-tiap tabung reaksi sebanyak 1 ml 
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yang dilakukan secara seri dengan kehati-hatian dan dilakukan diatas bunsen yang 

menyala, selanjutnya dilakukan penanaman pada media MRSA secara pour plate 

dan setelah itu ditutup dengan menggunakan plastik warp atau menggunakan kertas 

dilakukan inkubasi pada suhu 350C selama 24-48 jam. Selanjutnya dilakukan 

perhitungan jumlah koloni yang tumbuh dan kemudian dilakukan seleksi dan 

pengelompokan berdasarkan bentuk, warna, ukuran, serta tepi koloni. Setelah itu 

dilakukan isolasi dengan cara mengambil 1 koloni yang paling banyak tumbuh dalam 

media MRSA menggunakan jarum ose dan dipindahkan isolat koloni tunggal dengan 

metode goresan kuadran. 

Selanjutnya dilakukan uji koloni tunggal (screening candidat probiotic) 

dengan menguji morfologi meliputi bentuk sel dan jenis gram bakteri, menggunakan 

dua pewarna yaitu kristal ungu dan safranin. uji patogenitas (termasuk bakteri 

patogen atau bukan) dilakukan dengan menggunakan media selektif Blood Agar, uji 

antibakteri (antagonism test) dengan menggunakan uji cakram menggunakan bakteri 

tantang yaitu Aeromonas hydrophila dan Edwardsiella tarda, kedua bakteri ini dipilih 

karena mereka merupakan bakteri patogen yang menghuni dua zona yang berbeda. 

Bakteri Aeromonas merupakan bakteri yang hidup pada permukaan dan bagian 

tengah tambak atau kolam, sedangkan bakteri E tarda hidup pada bagian dasar 

kolam atau tambak yang mengeluarkan H2S. Uji enzim ekstraselluler dengan media 

selektif yang kemudian ditambahkan cakram, dan karakterisik pertumbuhan  

menggunakan media TSB yang selanjutnya dilakukan pengamatan pertumbuhan 

secara densitas menggunakan spektofotometer pada panjang gelombang 600 Å 

(NavinChandran et al., 2014; Del’Duca et al., 2013; Ferreira et al., 2015; Geraylou et 

al., 2013).  
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Hasil uji skrining bakteri indigen terbaik yang selanjutnya disebut kandidat 

probiotik karena sudah hampir memenuhi kriteria probiotik kemudian dilakukan 

identifikasi bakteri kandidat dengan metode konvensional meliputi uji morfologi, 

biokimia dan fisiologi menggunakan Cowan (1985) (Nusyirwani et al., 2011). 

Selanjutnya dilakukan pengkayaan pada media limbah cair tahu hal ini merujuk pada 

keberhasilan Delev et al. (2006), yang memanfaatkan limbah cair keju sebagai 

media probiotik.   

Uji in vitro berlanjut dengan melakukan kultur (memperkaya) bakteri kandidat 

probiotik pada media limbah cair tahu dengan membandingkan karakteristik 

pertumbuhan pada media LCT kontrol dan LCT dengan C:N rasio 10:1. Hasil 

karakterisasi pertumbuhan tersebut didapatkan fase-fase pertumbuhan. Fase 

pertumbuhan yang diambil yaitu pada fase eksponensial kemudian ditanam pada 

pakan. Setelah ditanam pada pakan kemudian dilakukan uji viabilitas bakteri indigen 

secara in vitro dengan daya simpan 0 hari, 1 hari, dan 3 hari. Uji viabilitas digunakan 

untuk mengetahui apakah bakteri indigen kandidat probiotik mampu bertahan hidup 

pada pakan pellet dengan masa simpan yang berbeda. Keberhasilan dalam uji 

viabilitas dilakukan dengan menghitung jumlah bakteri yang tumbuh dengan metode 

TPC. Hasil uji viabilitas didapatkan dosis terbaik yang selanjutnya akan diberikan 

pada ikan melalui pakan (Delev et al., 2006; Ferreira et al., 2015; Merrifield et al., 

2010).  

Tahap ke- 2 uji in vivo akan dilakukan pemberian bakteri indigen kandidat 

probiotik pada ikan melalui pakan dengan cara menambahkan sebanyak 1 ml/gr 

pakan dari hasil dosis terbaik pada uji viabilitas menggunakan mikropipet steril. 

Pemeliharaan dilakukan selama 30 hari masa pemeliharaan kemudian dilakukan 

perhitungan dan analisa Kelulushidupan, Laju pertumbuhan spesifik, konversi pakan, 



 

29 
 

dan Efisiensi pakan, Rasio efisiensi protein, Retensi protein dan kelimpahan Bakteri 

usus (KBU) yang dilakukan pada akhir penelitian (Del’Duca et al., 2013). 
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3.3.1 Kerangka Operasional Tahap 1 

Karakter isolasi bakteri indigenous kandidat probiotik dan diperkaya pada 

limbah cair tahu (Delev et al., 2006; NavinChandran et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Divortek 1-2 menit 

Ikan nila (Oreocromis sp) 

Diambil usus secara aseptis 

Umur 2-3 bulan 

Uji Morfologi 
Uji Patogenitas 
Uji Antagonisme 
Uji Ekstraseluller enzim 
Uji Karakteristik pertumbuhan 
 

Skrining  

Isolasi bakteri 

Indigenous 

Penanaman pada media MRSA  

Pengenceran 10-8 

Spesies bakteri 

Indigenous 

Uji kualitas probiotik (Viabilitas pada pakan) 

C:N Rasio 10 Kontrol 

Diperkaya pada LCT 

Identifikasi Biokimia Identifikasi s16  

Karakter pertumbuhan 

3 1 

Lama simpan (hari) 

0 

Kepadatan bakteri uji 

106, 107, dan 108 (Cfu/ml) 

Dosis yang diberikan 

Gambar 3. Kerangka operasional penelitian 

tahap 1 

Keterangan  

Aspek yang diteliti 

Aspek yang tidak diteliti 
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3.3.1 Kerangka Operasional Tahap 2 

 Uji in-vitro bakteri kandidat probiotik pada pakan dengan dosis yang telah 

didapatkan pada uji viabilitas dan dilakukan uji adhesive bakteri kandidat probiotik 

secara in-vivo (Wu et al.,  2014; Telli et al., 2014; Gupta et al., 2014; Molina et al., 

2009; Del'Duca et al., 2013; Fereira et al., 2015; Fuller R. 1989; Gilberg et al., 1995; 

Hai, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ikan nila (W0 ekor/gr) 

Dosis terbaik dari uji viabilitas Kontrol 

Pellet 

30 hari masa uji 

Uji KBU Kualitas air (pH, suhu, dan DO) 

 Probiotik 

Diambi usus secara aseptis 

Divortek 1-2 menit 

Dihitung SR, SGR, FCR, 

EP, PER 

Ikan nila (Wt ekor/gr) 

Ikan nila (Wt ekor/gr) 

Ditanam pada MRSA 10-10 

Diinkubasi  48 jam 

(350C) 

Kepadatan bakteri usus 

Diukur menggunakan 
DO meter (mg/L) 
Termometer (0C) 

pH Meter 

 

Analisa statistik SPSS 16 

Gambar 4. Kerangka operasional penelitian 

tahap 2 
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3.4 Kebaruan Penelitian  

 Kebaruan dari penelitian ini adalah formula limbah cair tahu sebagai media 

pengkaya bakteri kandidat probiotik dalam upaya memanfaatkan kandungan nutrisi 

limbah cair tahu dan mendapatkan bakteri indigen kandidat probiotik yang paling 

sesuai pada ikan nila (Oreochromis sp) dalam kaitanya pada laju pertumbuhan 

spesifik, kelulushidupan, feed conversio ratio, Efisiensi pakan, Rasio efisiensi 

protein. 

 
3.5 Strategi Publikasi 

 
Publikasi hasil riset ini akan dibagi 2 tema, untuk jadwal rencana publikasi 

dapat dilihat pada Tabel 2.  

Tabel 2. Strategi Publikasi 

 

No. Judul Bulan Jurnal 

1. Skrining bakteri indigen ikan nila 
(Oreochromis sp.) sebagai 
kandidat probiotik  
  

Desember 2016 Jurnal Akuakultur 
Indonesia 
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4. MATERI DAN METODE PENELITIAN 
 
 
 

4.1 Materi Penelitian 
4.1.1 Alat Penelitian 
 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini dapat diketahui pada Tabel 4. 

Dibawah ini : 

Tabel 4. Peralatan dan Fungsi 
 

Alat Fungsi 

Sectio set Membedah dan mengambil usus ikan 

Mortal dan Alu Menumbuk dan menghaluskan usus 

Vortek Menghomogenkan usus dalam tabung reaksi 

Tabung Reaksi Tempat mengencerkan objek (usus ikan) 

Cawan Petri Tempat menanam dan menginkubasi objek (bakteri indigen 

kandidat probiotik) 

Jarum Ose Mengisolasi dan memindahkan koloni yang tumbuh pada cawan 

petri 

Colony Counter Menghitung Jumlah koloni yang tumbuh pada media dalam cawan 

petri 

Timbangan 

Digital 

Menimbang sejumlah media dan bahan yang digunakan 

Rak Tabung 

reaksi 

Tempat meletakkan Tabung reaksi pada seri pengenceran 

Bunsen  Sumber pemanas (api) sebagai tindakan aseptis 

Objek dan cover 

glass 

Tempat membuat dan menutup preparat bakteri pada saat 

pewarnaan gram 

Autoclave Tempat dan Alat sterilisasi  

Spektofotometer Mengukur densitas bakteri 

Pipet tetes dan 

Pipet volume 

Mengambil sejumlah larutan atau media yang diinginkan 

Bola hisap Mempermudah mengambil sejumlah media cair yang diinginkan 

Erlenmayer Tempat membuat dan menghomogenkan media tumbuh bakteri 

Hot Plate Alat pemanas media 

Magnetic sterer Pengaduk dan mempercepat mohogenisasi media 

Sendok bahan Mengambil bahan dalam sejumlah yang diinginkan 

Inkubator Tempat inkubasi dalam sejumlah suhu yang diinginkan 

Nampan Meletakkan dan mempermudah memindahkan barang 

Laminary Air 

Flow 

Tempat membuat, menuang dan melakukan pengambilan koloni 

Pipa dan kran air Untuk mengalirkan air dalam wadah akuarium 
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Alat Fungsi 

Destruktor Mendestruksi media setelah digunakan 

Gelas ukur Mengukur sejumlah akuades yang diperlukan 

Beaker glass Menghomogenkan media  

Mikroskop  Melihat dan mengamati bakteri pada preparat 

Jangka sorong 

digital 

Mengukur diameter zona bening 

Lemari Pendingin Menyimpan media pada suhu dingin 

Mikropipet  Mengambil sejumlah kecil media cair pada seri pengenceran dan 

penanaman 

Blue tube Tempat sejumlah kecil media cair pada penggunaan mikropipet 

Yelow tube Tempat sejumlah keci (mikro) media cair pada penggunaan 

mikropipet dalam uji antagonism dan enzim ekstraselululer 

Botol Falcon Tempat sejumlah tertentu media cair pada uji karakterisasi 

pertumbuhan 

Akuarium 

40X30X30 cm 

Tempat pemeliharaan ikan pada proses in vivo 

 
 

4.1.2 Bahan Penelitian  
 
 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 5 

berikut ini:  

Tabel 5. Bahan-bahan yang digunakan dalam Penelitian 

Bahan Fungsi 

Ikan nila 
(Oreochromis sp) 

Objek ukuran 7 cm yang digunakan dan diambil ususnya untuk 
mendapatkan bakteri indigen  

Media MRSA (De 
Man Ragosa 
Sharape Agar) 

Media tanam sebagai tempat hidup bakteri indigen dalam bentuk 
padat 

Media TSB 
(Tryptic Soy 
Broth) 

Media tanam sebagai tempat hidup bakteri indigen dalam bentuk 
cair 

Natrium fisiologis 
(NaFis) 

Media dalam pengenceran 

Akuades Pelarut dalam membuat media Agar dan Broth 
Kertas Cakram Tempat meletakkan atau menanam bakteri kandidat dalam uji 

antagonisme, uji ekstraselluler enzim. 
Alkohol 70% Pengkondisian aseptis 
Alkohol 95% Pelarut Kristal ungu dalam uji pewarnaan gram 
Spirtus Bahan bakar Bunsen 
Safranin Indikator pewarna merah dalam uji pewarnaan gram 
Kristal Ungu Indikator pewarna ungu dalam uji pewarnaan gram 
Lugol Pengikat warna ungu dalam uji pewarnaan gram 
Karet gelang Mengikat dan penutup media 
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Bahan Fungsi  
Alumunium foil Penutup dan pelapis mulut tabung reaksi dan erlenmayer 
Kertas Label Menandai dan menamai setiap preparat dan seri pengenceran 

serta media tanam bakteri 
Plastik warp Penutup atau pembungkus cawan petri pada saat inkubasi bakteri 
Casein Sumber protein pada uji ekstraselluler enzim 
Pati (Starch) Sumber karbohidrat pada uji ekstraselluler enzim dan  sumber 

karbon (C) pada penyesuaian C:N Rasio kulur pada limbah cair 
tahu 

Minyak ikan Sumber Lipid pada uji ekstraselluler enzim 
Media Backto 
Agar (Agar) 

Media yang digunakan uji ektraselluler enzim protease 

Media Nutrient 
Agar (NA) 

Media yang digunakan uji ekstraselluer enzim lipase dan amylase 

Kertas penutup Penutup cawan petri pada saat sterilisasi 
Limbah cair tahu Limbah yang digunakan dan dimanfaatkan sebagai media hidup 

dan tumbuh bakteri kandidat probiotik 
Pupuk ZA Suber Nitrogen (N) pada penyesusaian C:N Rasio kultur pada 

limbah cair tahu 
Iodine Pengikat enzim amylase pada uji ekstraselluler enzim 
Neutral Red Pengikat enzim lipase pada uji ekstraselluler enzim 
KOH 3% Indentifikasi sifat gram secara biokimia 
Tetes katalase 
(H2O2) 

Indentifikasi sifat katalase secara biokimia 

Bactident 
Osidase  

Indikator sifat oksidase pada indentifikasi secara biokimia 

TSIA  Identifikasi kemampuan bakteri dalam menghasilkan produk hasil 
fermentasi serta sifatnya 

Parafin cair steril Indenifikasi sifat fermentatif atau oksdatif dari bakteri 
Fermentasi 
karbohidrat 
(turunan 
karbohidrat) 

Mengetahui kemampuan bakteri dalam menghidrolisis karbohidrat 

Gelatin  Kemampuan secara biokimia bakteri memanfaatkan gelatin 
MR (Methyl red) 
dan VP (Voges 
Proskauer)  

Kemampuan secra biokimia bakteri dalam mensintesa pereagen 
MR dan VP 

MIO (Motility, 
Ornithin dan 
Indol) 

Mengetahui kemampuan bakteri dalam bergerak  

Reagen Kovacs Reagen Indol pada uji Indol 
Fenilalanin Mengetahui Kemampuan mensinteis besi dari bakteri 
FeCl3 10% Reagen uji fenilalanin 
Urease Mengetahui kemampuan bakteri dalam memanfaatkan N 
Simmon’s citrate Mengetahui kemampuan dalam menghasilkan asam sitrat 
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4.2 Metode Penelitian (Deskriptif Eksploratif dan Eksperimen) 
 

Metode penelitian deskriptif eksploratif yaitu proses menganalisa dan 

memperbaharui data dalam pengumpulannya, disajikan secara sistemik untuk 

pemahaman yang lebih mudah. Penelitian deskriptif eksploratif menurut Arikunto 

(2002), yaitu suatu jenis penelitian yang menjelaskan fenomena dalam suatu 

penelitian dengan menemukan hal yang baru penyebab suatu gejala. Menurut 

Suryabrata, (2006): Narbuko dan Ahmadi, (2007), penelitian deskriptif eksploratif 

adalah metode menemukan hal baru sebab-sebab kemungkinan hubungan saling 

keterkaitan dengan penjelasan yang rinci kepada satu atau lebih kelompok faktor 

yang saling terkait. 

Metode deskriptif eksploratif digunakan untuk menemukan dan menjelaskan 

kandungan C:N rasio limbah cair tahu serta karakter bakteri kandidat probiotik. 

Sedangkan untuk menjelaskan pengaruh penggunaan limbah cair tahu sebagai 

media pengkaya bakteri kandidat probiotik dan pengaruh pemberian probiotik pada 

ikan nila melalui pakan selama 30 hari digunakan metode eksperimen. Menurut 

Suryana (2010), metode eksperimen yaitu suatu metode penelitian yang digunakan 

untuk menyelidiki kemungkinan sebab akibat dengan cara mengenakan kepada 

suatu atau lebih kondisi perlakuan dan membandingkan hasilnya dengan kontrol. 
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Metode dan variabel yang akan digunakan dalam penelitian dapat dilihat 

pada Tabel 5.  

Tabel 5. Metode dan Variabel Penelitian 
 

No. Topik Penelitian Metode Variabel Hasil 

1. Uji kandungan Corg, 
Ntotal dan Ptotal 

Deskriptif  C:N:P rasio Kandungan Corg, 
Ntotal dan Ptotal 

2. Identifikasi 
Kandidat Probiotik 

Eksploratif  Uji Gram 

 Uji Pathogenitas  

 Uji Antagonisme 

 Extraselular 
enzyme test 

 Growth 
characteristics test 

Bakteri 
Indigenous 
Kandidat 
Probiotik 

3. Pengkayaan pada 
media limbah cair 
tahu 

Eksperimen  Perkembangbiakan 
dan kelimpahan 
pada media kultur 

 Viabilitas pada 
pakan 

Kelimpahan dan 
dosis yang di 
tuju 

4. Pengaruh 
pemberian probiotik 
pada ikan nila 
melalui pakan 
selama 30 hari 

Eksperimen  SGR 

 FCR 

 SR 

 Efisisensi pakan 

 Rasio Efisiensi 
protein 

 Retensi Protein 

Data statistik 

5. Total bakteri 
indigenous  

Eksperimen - Kelimpahan bakteri 
indigenous 

Jumlah koloni 
bakteri 
indigenous 

 
 

4.3 Sampel dan Rancangan Penelitian 
4.3.1 Sampel Penelitian 

 
 

a. Ikan uji  

Ikan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah benih ikan nila 

(Oreochromis sp) yang diperoleh dari balai budidaya air tawar Punten. Jumlah benih 

ikan nila yang digunakan sebanyak 300 ekor dengan berat tubuh rata-rata 7,6 gr, 

panjang rata-rata 9 cm dan umur ikan 3 bulan. 
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B1 

b. Limbah cair tahu (LCT) 

Sampel LCT diambil dari industri pengolahan tahu skala rumah tangga di 

Desa Catak Gayam, Kecamatan Mojowarno, Kabupaten Jombang. Secara langsung 

dengan cara di siapkan wadah untuk menampung sampel sampai 2 liter.  Jurigen air 

sebelumnya dibersihkan menggunakan klorine untuk menghindari kontaminasi oleh 

mikroba yang ada pada jurigen. 

c. Pakan 

Pakan yang diberikan untuk benih ikan nila (Oreochromis sp) adalah pellet 

dengan merk X yang telah diperkaya dengan probiotik kandungan protein 30,4% 

(Lampiran 2). Pakan diberikan 2 kali sehari pada pagi dan sore hari dengan rasio 

pemberian pakan 5% dari biomassa ikan. 

d. Wadah Penelitian 

Tempat pemeliharaan benih ikan nila (Oreochromis sp) adalah akuarium 

ukuran 40x30x30 cm dengan ketinggian air 20 cm. 

4.3.2 Rancangan Penelitian  
 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) yang terdiri dari 2 perlakuan 3 kali ulangan, sebagai berikut: 

A : Tanpa penambahan probiotik 

B : Penambahan probiotik dengan dosis 107 cfu/gr hasil uji viabilitas. 

Denah penelitian yang akan dilakukan adalah dengan cara acak, dapat dilihat pada 

Gambar 5, sebagai berikut: 

 
 

 
     

Gambar 5. Denah Penelitian 

A1 B2 B3 

A3 A2 
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4.4 Waktu dan Lokasi Penelitian 
 
Penelitian telah dilaksanakan pada bulan Juli hingga November 2016 di 

Laboratorium Budidaya Perairan Divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan, dan 

Laboratorium Divisi Reproduksi Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan. 

Laboratorium Balai Karantina Ikan Kelas 1 Surabaya 2, dan Balai Penelitian 

Tanaman Aneka kacang dan Ubi (Balitkabi) Malang.  

4.5 Prosedur Penelitian 
4.5.1 Penelitian Pendahuluan 

Penelitian pendahuluan meliputi uji kandungan Corg, Ntotal dan P dengan 

metode Walkley dan Balck dan Identifikasi kandidat probiotik dilakukan dengan 

metode biokimia menggunakan buku Cowan And Steel’s Manual For The 

Identification Of Medical Bacteria 3nd Edition (Cowan, 1985). Dari hasil penelitian 

pendahuluan didapatkan, kandungan Corg, Ntotal dan P dan bakteri kandidat probiotik 

secara spesifik. 

 
4.5.2 Penelitian Inti  
 

Penelitian inti bertujuan untuk mengetahui perbandingan kontrol dengan 

pemberian probiotik dengan dosis 107 cfu/gr dalam peningkatan laju pertumbuhan 

spesifik ikan nila (Oreochromis sp) selain itu dilakukan pula pengamatan 

kelulushidupan, konversi pakan, efisiensi pakan, rasio efisiensi protein, retensi 

protein serta kelimpahan bakteri usus.  

 
4.6 Kegiatan Penelitian 
4.6.1 Persiapan dan Skrining Bakteri Probiotik 

1. Isolasi Bakteri Indigenous Kandidat Probiotik 

Usus ikan nila diambil pada bagian usus awal hingga anus menggunakan 

section set, setelah itu ditimbang sebanyak 1 gr dengan menggunakan timbangan 
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digital, lalu ditumbuk sampai halus menggunakan mortal dan alu, selajutnya 

dimasukkan dalam tabung reaksi yang telah berisi 9 ml Nafis setelah itu divortex 

selama 2 menit untuk menghomogenkan, kemudian dilakukan pengenceran sampai 

10-8 (Lampiran 3) atau sampai hasil yang ditanam pada media MRSA dalam cawan 

petri bisa dihitung jumlah koloninya dan dilakukan pengulangan penuangan dua kali 

(secara duplo). Dipilih dan diambil sebanyak 1 ose koloni untuk dilakukan pemurinan 

berdasarkan tepi koloni, warna koloni, permukaan koloni dan bentuk koloni. Dipilih 

koloni dengan jumlah yang paling banyak, karena semakin banyak koloni artinya 

bakteri tersebut mampu bertahan dan hidup dalam saluran pencernaan khususnya 

usus. Kemudian dilakukan penanaman dengan cara mengambil 1 ml media 

pengencer usus pada tabung reaksi menggunakan mikropipet pada hasil 

pengenceran 10-7 dan 10-8. Setelah itu dituang dalam media MRSA dengan cara 

didekatkan pada bunsen agar tidak terjadi kontaminasi oleh bakteri yang tidak 

diinginkan. Selanjutnya ditutup cawan petri secara terbalik dan dilakukan 

penginkubasian selama 48 jam pada inkubator dengan suhu 320C dan dihitung 

jumlah koloni yang tumbuh menggunkan koloni counter kemudian dihitung dengan 

rumus (Afzriansyah et al., 2014): 

Jumlah sel Bakteri = Koloni x
1

Faktor pengencer
x

1

Volume
 

Hasil pengenceran jumlah koloni tidak boleh melebihi 300 (TBUD) kemudian 

diambil koloni yang paling banyak tumbuh dan dilakukan pemurnian untuk 

mendapatkan koloni tunggal (Sari et al., 2013; Standen et al., 2016). Isolasi 

dilakukan dengan memanaskan jarum ose pada bunsen hingga berpijar, setelah itu 

diambil koloni bakteri dan kemudian ditanam pada MRSA dengan metode goresan 

kuadran hingga didapatkan koloni tunggal. 
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2. Uji Patogenitas 

Uji patogenitas dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri kandidat hasil 

isolasi tersebut bersifat patogen terhadap ikan atau tidak. Uji ini dilakukan secara in 

vitro dengan menggunakan blood agar sheep. Uji patogenitas dilakukan dengan 

mengambil sebanyak satu ose bakteri pada koloni tunggal kemudian ditanam 

dengan metode goresan kuadran pada media blood agar dan diinkubasi selama 48 

jam. Penentuan bakteri tersebut bersifat patogen atau tidak terlihat dari jenis 

haemolisin yang dikeluarkan (α, β dan γ).  

 
3. Uji Antagonisme 

Uji antagonisme dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri kandidat 

probiotik melawan bakteri patogen Aeromonas hidrophyla dan Edwardsiella tarda. 

Uji antagonisme dilakukan dengan mengambil isolat bakteri kandidat probiotik dan 

bakteri patogen yang selanjutnya masing-masing dimasukkan dalam tabung reaksi 

yang telah berisi sebanyak 10 ml TSB steril. Bakteri kandidat dan bakteri patogen di 

inkubasi selama 1 hari dalam suhu ruang setelah itu dilakukan pengenceran masing-

masing dengan 10-8. Kemudian bakteri patogen ditanam pada media MRSA dengan 

metode SWAP menggunakan cotton bud sterill.  

Bakteri kandidat ditanam pada kertas cakram steril dengan cara mengambil 

dan meletakkan kertas cakram pada media menggunakan pinset yang telah 

disterillkan, dan setelah itu diambil sebanyak 20 µL bakteri kandidat menggunakan 

mikropipet kemudian dituang tepat pada kertas cakram setelah itu diinkubasi pada 

incubator dengan suhu 32 0C selama 48 jam kemudian dilakukan. pengamatan zona 

bening yang terbentuk dari penanaman kertas cakram dengan rumus Chandran et 

al. (2014), seperti di bawah ini. 
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Zona hambat  mm = Diameter zona bening  mm − Diameter cakram (mm) 

4. Uji Pertumbuhan 

Uji pertumbuhan dilakukan untuk mengetahui kemampuan tumbuh atau 

pertumbuhan maksimal dari bakteri kandidat probiotik jika dibandingkan dengan 

bakteri patogen. Uji pertumbuhan dilakukan dengan cara mengambil sebanyak satu 

ose bakteri kandidat kemudian ditanam pada media TSB, setelah itu dilakukan 

inkubasi pada suhu 32 0C selama 29 jam atau sampai didapat pertumbuhan 

maksimal dari bakteri uji. Pengujian dilakukan dengan mengambil sebanyak 3 ml 

pada setiap 5 jam pertama waktu inkubasi dan selanjutnya dilakukan setiap 2 jam 

pengamatan. Pengambilan dilakukan dengan mikropipet steril kemudian dilakukan 

perhitungan kerapatan dengan metode Optical dencity (OD) menggunakan panjang 

gelombang 600 nm. Selain dilakukan perhitungan dengan OD Penentuan laju 

pertumbuhan bakteri dilakukan dengan metode hitung cawan. Stok kultur 24 jam 

diambil setiap dua jam dengan menggunakan mikropipet sebanyak 1 mL kemudian 

dituang dalam media MRSA kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam 

hingga 48 jam. Selanjutnya dilakukan perhitungan dengan rumus: 

PM =
K

A x B x C
 

Dimana : PM = populasi mikroba (cfu/mL) 
 K  = Jumlah koloni 
 A  = volume inokulasi dalam media pengencer 
 B  = Pada pengenceran berapa koloni dihitung 
 C  = volume inokulasi dari media pengencer ke media padat (mL) 
 
Peningkatan kepadatan sel bakteri terjadi karena kemampuan mikroba 

membelah menjadi 2 sel dalam setiap satuan waktu tertentu yang disebut dengan 

waktu generasi yang dapat dihitung dengan rumus berikut ini.  
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k =
Log X1 − Log X0

0,301 . t
 

Dimana :k = Konstanta kecepatan pertumbuhan (jumlah generasi/waktu) 
 K  = Jumlah sel awal 
 A  = Jumlah sel setelah waktu t 
 B  = Waktu x1-x0 

1/k = Waktu generasi 
 
 

5. Uji Enzim ektraselluler 

Hasil uji antagonisme dan karakter pertumbuhan kandidat probiotik terbaik 

dilakukan uji ektrasellular enzim agar diketahui enzim yang dihasilkan oleh bakteri 

tersebut. Uji enzim ektraseluler dilakukan secara in vitro dengan mengambil satu 

ose bakteri kadidat kemudian ditaman pada media TSB dan diinkubasi pada suhu 

32 0C selama 24 jam dan kemudian dilakukan pengenceran hingga 10-8 kemudian 

ditanam pada media yang sudah direkayasa nutrisinya.  

a. Uji Enzim Ektraselluler Amilase 

Uji bakteri amilase dilakukan dengan menggunkan media PCA (Plate Count 

Agar) yang telah diberi pati sebesar 1% dari volume media tanam. Selanjutnya di 

lakukan sterilisasi dengan suhu 121 0C tekanan 1 atm, selama 15 menit. Setelah 

dilakukan sterilisasi kemudian dituang media kedalam cawan petri dengan volume 

15 ml, selanjutnya ditunggu dingin. Dimasukkan kertas cakram steril secara hati-hati 

pada media yang telah jadi (mengeras). Setelah itu dimasukkan (dituang) sebanyak 

20 µL isolat uji dengan mikropipet steril. Dilakukan inkubasi pada suhu 32 0C selama 

48 jam. Kemudian ditetesi iodine pada kertas cakram yang telah berisi isolat bakteri 

dan didiamkan 15-30 menit yang selanjutnya dilakukan pengukuran diameter zona 

bening (terbentuknya zona bening menunjukkan isolat bakteri mampu menghasilkan 

enzim amilase). Diameter zona bening diukur menggunakan jangka sorong elektrik 
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dan kemudian dihitung zona hidrolisis (unit yang terdegradasi) dengan rumus 

sebagai berikut. 

Zona hidrolisis  mm = Diameter zona bening  mm − Diameter cakram (mm) 

 
b. Uji Enzim Ekrtaselluler Lipase 

Uji bakteri lipolitik dilakukan dengan menggunakan media NA (Nutrient Agar) 

yang ditambah dengan 1% minyak ikan dari volume media tanam. Selanjutnya di 

lakukan sterilisasi dengan suhu 115 0C tekanan 1 atm, selama 15 menit agar minyak 

ikan tidak mengalami denatruasi. Setelah dilakukan sterilisasi kemudian dituang 

media kedalam cawan petri dengan volume 15 ml, selanjutnya ditunggu dingin. 

Setelah itu dimasukkan kertas cakram steril secara hati-hati pada media yang telah 

jadi (mengeras). Kemudian dimasukkan (dituang) sebanyak 20 µL isolat uji dengan 

mikropipet steril pada kertas cakram. Dilakukan inkubasi pada suhu 32 0C selama 48 

jam. Kemudian kertas cakram yang telah berisi isolat bakteri ditetesi neutral red dan 

didiamkan 15-30 menit yang selanjutnya dilakukan pengukuran diameter zona 

bening (terbentuknya zona bening menunjukkan isolat bakteri mampu menghasilkan 

enzim Lipase). Diameter zona bening diukur menggunakan jangka sorong elektrik 

dan kemudian dihitung zona hidrolisis (unit yang terdegradasi) dengan rumus 

sebagai berikut. 

Zona hidrolisis  mm = Diameter zona bening  mm − Diameter cakram (mm) 

 
c. Uji Enzim Ektaselluler Protease 

Uji bakteri proteolitik dilakukan dengan menggunakan media BA (Bacto Agar) 

yang ditambah dengan 10% casein dari volume media tanam. Selanjutnya di 

lakukan sterilisasi dengan suhu 105 0C tekanan 0,5 atm, selama 10 menit agar tidak 

terjadi denatruasi protein. Setelah dilakukan sterilisasi kemudian dituang media 
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kedalam cawan petri dengan volume 15 ml, selanjutnya ditunggu dingin. Kemudian 

dimasukkan kertas cakram steril secara hati-hati pada media yang telah jadi 

(mengeras). Dimasukkan (dituang) sebanyak 20 µL isolat uji dengan mikropipet 

steril. Dilakukan inkubasi pada suhu 32 0C selama 48 jam. Selanjutnya dilakukan 

pengukuran diameter zona bening (terbentuknya zona bening menunjukkan isolat 

bakteri mampu menghasilkan enzim proteolitik). Diameter zona bening diukur 

menggunakan jangka sorong elektrik dan kemudian dihitung zona hidrolisis (unit 

yang terdegradasi) dengan rumus sebagai berikut. 

Zona hidrolisis  mm = Diameter zona bening  mm − Diameter cakram (mm). 

 
6. Identifikasi Bakteri Kandidat (BK) 
a. Identifikasi Gram 

Identifikasi gram dilakukan untuk mengetahui bakteri tersebut bersifat gram 

negatif atau positif selain itu kita mendapatkan bentuk sel. Uji dilakukan dengan cara 

mengambil sebanyak satu ose kemudian digoreskan pada objek glass, kemudian 

difiksasi hingga bakteri benar-benar melekat pada objek glass. Hasil fiksasi 

kemudian ditetesi dengan larutan kristal violet dan didiamkan selama 1 menit 

setelah itu dibilas dengan air mengalir dan kemudian dikering anginkan. Preparat 

kemudian ditetesi lugol sebanyak 1 tetes dan didiamkan selama 1 menit, setelah itu 

dicuci dengan alkohol 95% hingga bersih, setelah itu dicuci dengan air mengalir. 

Preparat yang telah dicuci dan dikering anginkan kemudian ditetesi dengan safranin 

sebanyak 1 tetes, kemudian dicuci dan difiksasi setalah itu dilakukan pengamatan 

dibawah mikroskop. 

Prerparat yang telah didapat dilakukan pengamatan dibawah miroskop dengan 

perbesaran 1000 X dengan tambahan minyak imersi sehingga terlihat jelas berbagai 

bentuk sel bakteri (cocus, atau bacil). Hasil sel berwarna ungu menunjukkan bahwa 
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bakteri termasuk gram positif dan jika sel menunjukkan hasil warna merah berarti 

bakteri termasuk gram negatif.  

b. Uji Biokimia 

Uji biokimia dilakukan untuk mengetahui sifat kimiawi dari bakteri. Uji 

biokimia meliputi uji TSIA, GAS, H2S, Katalase, Oksidase dan Oksidatif atau 

fermentative (O/F).  

c. Fermentasi Karbohidrat 

Uji fermentasi karbohidrat dilakukan untuk mengetahui sifat bakteri terhadap 

macam-macam senyawa turunan karbohidrat. Senyawa turunan karbohidrat yang 

diuji meliputi: Glukosa, Laktosa, Sukrosa, Maltosa, Manitol, Dulsitol, Inositol, 

Arabinosa, Raffinosa, Trehalosa, dan Xylosa.  

d. Uji Biokimia Lain 

Uji Biokimia lain dilakukan untuk mengetahui kepekaan isolat bakteri 

terhadap bahan kimia sintetis. Uji biokimia lain meliputi: Gelatin, Motility, Indol, 

Simons Citrate, Methil Red dan Voges Proskauer (MRVP), Arginin Dihidrolase, 

Lysine Decarboxilase, Ornithin Decarboxylase, Phenilananin Deaminase. Hasil uji 

kemudian dilakukan identifikasi dengan mencocokkan pada buku identifikasi Cowan 

And Steel’s Manual For The Identification Of Medical Bacteria 3nd Edition (Cowan, 

1985). 

4.6.2 Pengkayaan BK Probiotik 

Isolat bakteri indigenous murni yang telah didapat dan disimpan diambil, 

komposisi media dan suhu serta interval waktu pemindahan tetap dalam artian 

dapat menjaga kondisi lingkungan awal. Seperti halnya mahluk hidup yang lain 

bakteri membutuhkan nutrisi untuk tumbuh dan memiliki siklus hidup tersendiri, 

mulai dari masa adaptasi, fase pertumbuhan, fase stasioner, sampai akhirnya 
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mencapai tahap kematian. Penanaman bakteri pada media limbah cair tahu 

dilakukan dengan cara mensterilisasi limbah cair tahu pada autoclave agar tidak 

terjadi kontaminasi bakteri lain yang tidak diinginkan. 

Limbah cair tahu memiliki Corg 0,16% dan Ntotal 0,02% (8:1). Kebutuhan C:N 

rasio pada beberapa jenis bakteri berbeda. Corg dan Ntotal digunakan sebagai sumber 

energi oleh bakteri beberapa referensi menyebut C:N rasio  10:1 µg atom/liter 

memliki pertumbuhan sel biomassa yang optimal, dengan perbandingan 100 mg/L 

Corg : 10 mg/L N (10:1) menghasilkan biomassa terbaik (Goldman et al., 1987; Wang 

et al., 2016; Hulsen et al., 2016). Dari beberapa referensi tersebut maka dilakukan 

penyesuaian C:N rasio bakteri kultur sebesar 10:1 kemudian diamati 

pertumbuhannya. C:N rasio didapat dari menambahkan sejumlah karbon dalam 

media kultur (Yuniartik, 2015). Bakteri yang tumbuh tersebut dilakukan pengenceran 

hingga dosis yang sesuai. 

 
4.6.3 Uji Viabilitas BK Probiotik pada Pakan 

Uji viabilitas bakteri pada pakan dilakukan dengan menambahkan bakteri 

hasil pengkayaan pada media limbah cair tahu dengan dosis 106, 107, dan 108 

cfu/ml/gr pakan dengan perlakuan lama masa penyimpanan 0 hari, 1 hari, dan 3 

hari. Konsentrasi bakteri pada pakan selanjutnya diuji dengan menggunakan total 

plate counte (TPC) yang kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. 

Jumlah koloni yang tumbuh pada media dihitung dengan menggunakan colony 

counter (Del’Duca et al., 2013). 

 
4.6.4 Pemberian Dosis yang Diberikan Pada Pakan 

Berdasarkan uji viabilitas maka didapatkan konsentrasi bakteri kandidat yang 

mampu tumbuh dan bertahan hingga tiga hari. Hasil tersebut dijadikan sebagai 
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perlakuan dosis pada uji in vivo pada ikan nila selama 30 hari massa pemeliharaan. 

Metode yang digunakan yaitu poure menggunakan mikropipet dengan masa simpan 

tiga hari sebelum diberikan pada ikan (Seok et al., 2012).  

 
4.6.5 Pengukuran  Parameter Uji in-vivo 

a. Kelulushidupan (Survival Rate) 

Kelulushidupan ikan nila (Oreochromis sp) dihitung pada akhir penelitian. 

Kelulushidupan menunjukkan seberapa besar ikan dapat beradaptasi dari 

lingkungan dan pakan yang diberikan selama penelitian yang diukur dengan rumus 

seperti dibawah ini (Widanarni et al., 2012). 

𝑆𝑅 =
𝑁𝑡

𝑁0
𝑋100% 

Keterangan : 

SR : Kelulushidupan (%) 
Nt : Jumlah ikan nila (Oreocromis sp) yang hidup pada akhir penelitian 

(ekor). 
No  : Jumlah ikan nila (Oreocromis sp) pada awal penelitian (ekor). 

 
 

b. Laju Pertumbuhan Spesifik (Specific Growth Rate) 
 

Ikan nila pada awal pemeliharaan dilakukan pengukuran berat badan dengan 

mengunakan timbangan digital untuk mengetahui berat rata-rata ikan awal (W0), 

Setelah dilakukan percobaan pada hewan uji selama 10 hari dilakukan pengukuran 

berat sebagai sampling awal pertumbuhan untuk menyesuaikan pemberian pakan 

pada 10 hari selanjutnya. Pengukuran dilakukan seiap 10 hari sekali selama 

penelitian. Hasil pengukuran kemudian dicatat dan kemudian dilakukan perhitungan 

dengan rumus (Chandran et al., 2014): 

 

𝑆𝐺𝑅 =
ln 𝑊𝑡 − ln 𝑊0

𝑡
𝑋 100% 
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Keterangan : 
SGR   = Laju pertumbuhan spesifik (%BB/hari) 
lnWt  = Berat ikan pada waktu t (gr) 
lnW0  = Berat ikan pada awal penelitian (gr) 
t  = Lama penelitian (hari) 

 
 

c. Konversi pakan (Feed Conversion Ratio/FCR) 

FCR (Feed Conversion Ratio) yaitu perbandingan (rasio) antara berat pakan 

yang telah diberikan dalam satu siklus periode budidaya dengan berat total 

(biomassa) yang dihasilkan pada saat itu (Widanarni et al., 2012). Sampling 

pertumbuhan dilakukan setiap 10 hari yang berguna untuk menyesuaikan jumlah 

pakan yang diberikan. Sehingga apabila mengalami perubahan akan segera 

diketahui dan dilakukan penyesuaian dengan kebutuhan ikan nila (Oreochromis sp.).  

𝐹𝐶𝑅 =
𝛴𝐹

𝑊𝑡 − 𝑊0
 

Keterangan : 

FCR  = rasio konversi pakan (gr/gr) 
ΣF  = Jumlah pakan yang diberikan selama pemeliharaan (gr) 
Wt  = Berat akhir ikan (gr) 
W0  = Berat awal penelitian (gr) 
 
 

d. Efisiensi pakan (Feed Efficiency/FE) 

Efisiensi pakan menunjukkan kualitas makanan yang diberikan selama 

pemeliharaan sehingga kita dapat mengetahui seberapa besar pengaruh pakan 

terhadap pertumbuhan. Efisiensi pakan dapat dihitung dengan rumus dibawah ini 

(Afriansyah et al., 2014): 

𝐸𝑃 =
𝑊𝑡 − 𝑊0

𝛴𝐹
𝑥100% 

Keterangan : 

EP  = Efisiensi pakan (%) 
ΣF = Jumlah pakan yang diberikan (gr) 
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Wt = Berat rata-rata ikan waktu t (gr) 
W0 = Berat rata-rata pada awal pemeliharaan (gr) 
 

e. Rasio Efisiensi Protein dan Retensi Protein 

Pengukuran Efisiensi protein dan retensi protein dilakukan dengan 

menimbang berat awal dan berat akhir ikan selama pemeliharaan dengan jumlah 

protein yang dikonsumsi oleh ikan seperti rumus dibawah ini. 

𝑃𝐸𝑅 =
𝑊𝑡 − 𝑊0 

ƩPkn (gr) x Pf (%)
𝑥 100% 

 

Keterangan: 

PER = Protein Efficiency Ratio 

W0 = Berat rata-rata ikan pada awal pemeliharaan (gr) 

Wt = Berat rata-rata ikan pada akhir pemeliharaan (gr) 

ƩPkn = Jumlah pakan kering (gr) 

Pf = Kadar protein dalam pakan (%) 

 
Nilai retensi protein dihitung dengan rumus sebagai berikut: 

𝑅𝑃 =
Ʃ 𝑃𝑡 −  Ʃ 𝑃0

Ʃ 𝑃𝑃
 𝑥 100% 

Keterangan: 

RP = Retensi Protein (%) 

Ʃ P0 = Jumlah Protein Tubuh Awal Ikan Nila (gram) 

Ʃ Pt = Jumlah Protein Tubuh Akhir  Ikan Nila (gram) 

Ʃ PP = Kadar protein pakan x jumlah pakan (gram) 

 

f. Kelimpahan Bakteri Usus (KBU) 

Uji KBU dilakukan dengan mengambil usus secara aseptis kemudian digerus 

dan setelah itu divortek. Pengenceran dilakukan sebanyak 10-10 untuk menghindari 

hasil TBUD sebagai asumsi bahwa jumlah bakteri mengalami peningkatan 

dibandingkan pada awal pemeliharaan. setelah itu ditanam tiga pengenceran 
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terakhir pada media MRSA dan diratakan menggunakan three angel. Selanjutnya 

dilakukan inkubasi dengan suhu 32 0C selama 48 jam, kemudian dihitung jumlah 

koloni menggunakan colony counter (Del’Duca et al., 2013). 

4.7 Analisa Data  

Data yang telah diperoleh dari RAL (Rancangan Acak Lengkap) tersebut 

kemudian dianalisa secara statistik dengan melakukan uji normalitas dan 

menggunakan uji t test dengan SPSS 16.  
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5. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1 Karakterisasi Kandidat Probiotik 
5.1.1  Uji Morfologi 
 

Uji morfologi bakteri digunakan untuk mengetahui jenis bakteri berdasarkan 

karakterisasi gram. Hasil penanaman dan skrining koloni pada tiga cawan petri 

didapatkan 14 koloni. 14 koloni dominan tersebut kemudian dilakukan uji morfologi 

pewarnaan gram (Tabel 7). Hasil pewarnaan gram beberapa isolat dapat dilihat 

pada Gambar 6.  

Tabel 7. Hasil morfologi isolat bakteri kandidat probiotik. 

Nama 
Isolat 

Bentuk Bakteri Gram  

NL 001 Streptobacill + 

NL 002 Cocus/ Streptobacill + 

NL 003 Streptococus/ Diplococus + 

NL 004 Streptobacill + 

NL 005 Streptobacill + 

NL 006 Streptobacill + 

NL 007 Diplobacill + 

NL 008 Streptobacill/ Diplobacill + 

NL 009 Streptobacill + 

NL 010 Diplobacill/ Streptobacill + 

NL 011 Streptobacill + 

NL 012 Streptobacill/ Diplobacil + 

NL 013 Streptobacill + 

NL 014 Streptococus/ Diplobacill + 
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Gambar 6. Morfologi pewarnaan bakteri: keterangan (a). isolat NL 004, (b) 
isolat NL 007, (c) isolat NL 013. 

 
Hasil pewarnaan menunjukkan bahwa 14 isolat merupakan gram positif 

dengan karakteristik yang berbeda, yaitu  streptobasil, diplobasil dan diplokokus. 

Takenaka et al. (2012), menjelaskan bahwa pewarnaan bakteri merupakan metode 

yang memungkinkan untuk memprediksi nilai gram bakteri, baik gram positif kokus 

(GPC), maupun gram negatif batang (GNRs). Reaksi dari pewarnaan gram oleh 

bakteri berbeda-beda yang dipengaruhi perbedaan dinding sel dan bagian-bagian 

dalam seperti aktvitas aminopeptidase, ukuran serta regulasi dari sintesis sitrat, 

namun satu bagian yang paling membedakan adalah lipopolisakarida yang 

mengelilingi dinding sel (Wiegel dan Quandt. 1982).  

Pemilihan bakteri kandidat probiotik sebagian besar probiotik berasal dari 

golongan gram positif. Penggunaan gram positif sebagai probiotik dirasa lebih aman 

karena tidak memiliki lipopolisakarida yang bersifat toksik. Sedangkan penggunaan 

gram negatif sebagai probiotik dikhawatirkan akan menyebabkan akuisisi gen 

virulensi secara horizontal dalam lingkungan air. Selain itu kolonisasi bakteri gram 

negatif akan meningkatkan kemampuan infeksi terhadap ikan seperti pada 

Staphylococcus sp. dan Pseudomonas sp. pada berbagai kasus infeksi. (Newaj-

Fyzul et al., 2014; Lloveras et al., 2010). Bakteri gram negatif mempunyai dinding sel 

(a) (c) (b) 
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yang digunakan untuk berinteraksi antar bakteri sehingga dapat bereplikasi sangat 

cepat dan banyak mengalami mutasi. Mekanisme bertahan hidup beberapa bakteri 

gram negatif bersifat patogen dan secara cepat menjadi dominan sehingga tingkat 

virulensinya meningkat (Klimentová 2015; Maaoui et al., 2016). 

 
5.1.2 Uji Daya Patogenitas dan Antagonisme 

Uji patogenitas digunakan untuk menentukan aktifitas haemolisis atau 

kemampuan dan sifat bakteri (patogen/apatogen) (Apun-Molina et al., 2009).  

Antagonisme merupakan kemampuan melawan dari bakteri terhadap bakteri 

patogen. Bakteri antagonis digunakan sebagai penyeimbang dan kompetitor bakteri 

patogen atau menjadi agen biocontrol (Balcazar et al., 2006; NavinChandran et al., 

2014). Uji patogenitas dan antagonisme merupakan metode sederhana untuk 

menentukan kandidat probiotik berdasarkan kemampuan haemolisis dan aktifitas 

proteolitik. Hasil uji patogenitas dan antagonism dapat dilihat pada Tabel 8. 

Tabel 8. Hasil uji patogenitas dan antagonisme 

Isolat Haemolisin Antagonisme (mm) 

α β γ A. hydrophila E. tarda 

NL 001 Nd Nd + Nd Nd 

NL 002 Nd Nd + Nd Nd 

NL 003 Nd Nd + Nd Nd 

NL 004 Nd Nd + 15,75 16,98 

NL 005 Nd Nd + Nd Nd 

NL 006 Nd Nd + Nd Nd 

NL 007 Nd Nd + 14,52 16,58 

NL 008 Nd Nd + Nd Nd 

NL 009 Nd Nd + 5,16 5,93 

NL 010 Nd Nd + Nd Nd 

NL 011 Nd Nd + Nd Nd 

NL 012 Nd Nd + Nd Nd 

NL 013 Nd Nd + 9,43 5,92 

NL 014 Nd Nd + Nd Nd 

Ket : Nd = No detected, + = Detected 
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Aktifitas haemolisis dapat diketahui dari zona bening yang terdapat pada 

sekitar koloni bakteri. Hasil uji patogenitas pada Tabel 8 dari 14 isolat menunjukkan 

hasil bahwa negatif pada α, β haemolisis sedangkan positif pada γ haemolisis. α dan 

β heamolisis berpotensi untuk memproduksi toksin dan berbahaya bagi ikan karena 

dapat menghidrolisis eritrosit, sedangkan γ haemolisis tidak bersifat toksik pada ikan 

(Apun-Molina et al., 2009).  Chang et al. (2000), menyebut faktor yang 

menyebabkan bakteri bersifat patogen adalah enzim eksogen berupa enterotoxins, 

protease, dan hemagglutinin. α dan β haemolisis diproduksi oleh bakteri gram 

negatif seperti Vibrio sp, Pseudoalteromonas sp, Microbacterioum sp, Pseudomonas 

sp, Aeromonas sp, Edwardsiella sp, Marinomonas sp, dan Shewanella sp. γ 

haemolisis diproduksi oleh Bacillus sp dan golongan bakteri asam laktat (Chang et 

al., 2000; Erdoǧrul dan Erbilir 2006; Apun-Molina et al., 2009 Klinkenberg et al., 

2010). 

Hasil uji aktifitas antagonis dari 14 isolat hanya terdapat 4 isolat yang 

memiliki daya antagonis dilihat dari zona bening pada sekitar koloni. Isolat NL 004 

sebesar 15,75 mm dan 16,98 mm, NL 007 14,52 mm dan 16,58 mm, NL 009 

sebesar 5,16 mm dan 5,93 mm, serta NL 013 9,43 mm dan 5,92 mm. Nilai 

antagonisme yang didapatkan kemudian diambil 3 terbaik untuk dilanjutkan skrining 

pada tahap selanjutnya. Kualitas antagonis dapat dilihat dari kemampuan hambat 

berdasarkan diameter zona hambat 21-25 mm tinggi, 16-20 mm intermediet, 11-15 

mm medium, dan 5-10 mm rendah (Andani et al., 2012; Ferreira et al., 2015). Dilihat 

dari diameter zona hambat, isolat NL 004 termasuk dalam kelas intermediet. Nilai 

antagonisme menunjukkan bahwa isolat mampu menjadi biokontrol penyakit, 

khususnya yang disebabkan oleh bakteri A. hydropila dan E. tarda.  
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Etymez dan Balcazar (2016), menyebut aktifitas antagonis bakteri genus 

Bacillus mempunyai zona hambat berkisar 12-16 mm dengan Streptococus iniae 

dan E. piscicida. Aktifitas antagonis merupakan seleksi yang penting dalam mencari 

kriteria probiotik dan 80% berasal dari gram positif  (Klinkenberg et al., 2010). Agen 

atau kandidat probiotik harus mampu melawan bakteri patogen. Isolat dipastikan 

dapat menghasilkan substansi daya hambat pada bakteri A. hidrophyla dan E. tarda. 

(Sun et al., 2010; Newaj-Fyzul et al., 2014).  

Bakteri probiotik dapat mengeluarkan sitokins, bakteriosin dan memproduksi 

komponen-komponen volatil untuk merusak sifat viral patogen, menghasilkan 

hidrogen peroksida yang mampu meningkatkan aktifitas peroksidase, dan 

menghasilkan anti protease sehingga bakteri patogen tidak mampu tumbuh (Nayak 

2010; Lazado dan Caipang 2014; Ferreira et al., 2015). Aktifitas antibakteri yang 

diproduksi oleh probiotik Bacillus pumilus atau Bacillus clausii pada kepadatan 106 

cfu/gr dapat meningkatkan aktifitas lisozim, menghilangkan lendir dan plasma sel, 

menurunkan penyerapan dan pemanfaatan nutrisi oleh bakteri patogen selama 30 

hari masa pemberian probiotik (Sun et al., 2010; Ramesh et al., 2015). Selain itu 

bakteri probiotik mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen, dan 

meningkatkan sistem pertahanan imun ikan (Nimrat et al., 2012). 

 
5.1.3 Uji Pertumbuhan Bakteri 

Karakterisasi pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui laju 

pertumbuhan bakteri kandidat probiotik dibandingkan dengan bakteri patogen. Isolat 

bakteri kandidat yang memiliki kemampuan tumbuh lebih baik merupakan indikasi 

adanya kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Uji dilakukan 
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selama 29 jam yang diinkubasi pada suhu 35 0C dan diukur dengan 

sepektofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Yuniarti et al., 2013).  

Perbedaan karakter pertumbuhan  menunjukkan bahwa kemampuan dalam 

memanfaatkan nutrisi dan berpoliferasi berbeda pada tiap isolat bakteri. 

Perbandingan karakterisasi pertumbuhan bakteri kandidat probiotik dan bakteri 

patogen selama 29 jam masa inkubasi dalam media TSB dapat dilihat pada Tabel 9. 

Tabel 9. Hasil karakterisasi pertumbuhan bakteri selama 29 jam. 

Karakter Uji Nama Isolat Bakteri 

 NL 004 NL 007 NL 013 A.hydropila E. tarda 

Laju Pertumbuhan spesifik 
(generasi/jam) 

0,897 0,5237 0,629 0,252 0,323 

Fase lag (jam) 3 1 1 1 1 

Waktu Generasi (Jam) 0,768 1,317 1,09 2,731 2,13 

 

Isolat NL 004 memiliki laju pertumbuhan spesifik terbaik sebesar 0,897 

generasi/jam. Kecepatan waktu membelah dan fase lag pada periode kultur bakteri 

dapat digunakan sebagai pertimbangan, karena salah satu syarat probiotik adalah 

mempunyai aktifitas dan laju pertumbuhan yang baik. Laju pertumbuhan atau proses 

membelah harus lebih cepat dibanding dengan laju perlawanan atau laju 

pertumbuhan bakteri patogen. Menurut Zheng et al. (2012), laju pertumbuhan bakteri 

kandidat probiotik akan menentukan kualitas dalam melawan bakteri patogen dalam 

medium cair. Bakteri kandidat probiotik juga harus mampu berpoliferasi dengan 

bakteri yang ada di dalam usus, selain itu harus dapat dikultur secara masal. 

(Egwuatu et al., 2014; Nayak, 2010; Newaj-Fyzul et al., 2014).  

NL 004 merupakan isolat terbaik dilihat dari waktu generasinya 0, 768 jam 

dan lebih baik dari 2 bakteri patogen A. hydropila 2,731 jam serta E. tarda 2,13 jam. 

Waktu generasi menunjukkan kecepatan bakteri dalam membelah menjadi dua. 



 

58 
 

Waktu generasi yang cepat menunjukkan bahwa kemampuan bermultiplikasi sangat 

baik. Hal ini berarti isolat bakteri kandidat mampu bersaing dengan bakteri patogen. 

Maier (2009), menjelaskan pertumbuhan bakteri merupakan bertambahnya 

biomassa sel bukan berdasarkan ukuran sel, meskipun rata-rata ukuran sel yang 

lebih besar akan mempengaruhi siklus pertumbuhan (Monod, 1949). Ferreira et al. 

(2015), menjelaskan kemampuan bakteri probiotik Bacilus spp. dalam bergenerasi 

akan menurunkan jumlah bakteri patogen dalam akuarium.  

Fase lag merupakan fase adaptasi bakteri di mana isolat NL 004 memiliki 

waktu yang lebih lambat 3 jam. Kemampuan adaptasi isolat NL004 lebih lambat, hal 

ini disebabkan karena kesesuaian media pada beberapa bakteri berbeda. Namun 

pada akhir inkubasi memiliki biomassa bakteri tetinggi. Hal ini disebabkan oleh 

substansi yang dimiliki bakteri menjadi salah satu faktor pertumbuhan dan 

kebutuhan nutrisi bakteri pada setiap spesies berbeda sehingga terjadi perbedaan 

pertumbuhan (Touratierl dan Vezina 1999; Stabili et al., 2010). Variasi densitas pada 

bakteri dipengaruhi oleh proses biokimia bakteri, metabolisme dan nutrisi (Monod, 

1949). 

  
5.1.4 Uji Enzim Ekstraselluler 

Karakterisasi enzim ekstraselluler diperlukan untuk mengetahui jenis enzim 

yang dihasilkan oleh isolat bakteri. Bakteri menghasilkan enzim ekstraselluler 

dengan berbagai mekanisme kimia (Pokhrel et al., 2014). Karakterisasi enzim yang 

diuji meliputi protease, lipase dan amilase karena beberapa bakteri berpartisipasi 

dalam menghasilkan enzim ektraseluller tersebut (Balcazar et al., 2006). Enzim 

ekstraselluler bakteri akan dikeluarkan atau dihasilkan ketika cadangan makanan 
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dalam sel (tubuh) bakteri berkurang. Hasil karakterisasi ektraseluller enzim dapat 

dilihat pada Gambar 7.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 7: Karakterisasi ekstraselluler enzim isolat NL 004: keterangan  (a) uji enzim 

protease, (b) uji enzim lipase, (c) uji enzim amilase. 
 

 Uji enzim ekstraselluler dari bakteri berfungsi untuk mengetahui enzim yang 

dihasilkan bakteri saat ditambahkan dalam pakan maupun ketika hidup dalam sistem 

pencernaan (Nayak, 2010). Nilai kemampuan bakteri dapat menghidrolisis protein, 

lemak dan karbohidrat secara lengkap ditunjukkan pada Tabel 10 dan pada 

Lampiran 15. Kemampuan hidrolisis protein ditunjukkan dari zona bening sekitar 

koloni pada media yang diperkaya kasein, Hidrolisis lemak diketahui dari zona 

bening disekitar koloni pada media yang diperkaya minyak ikan, sedangkan 

hidrolisis karbohidrat ditunjukkan adanya zona bening disekitar koloni pada media 

yang diperkaya pati. 

Tabel 10. Hasil uji ekstraselluler enzim bakteri kandidat probiotik 

 

 

 

 

Nama Isolat Diameter zona bening (mm) 

 Proteolitik Lipolitik Amilolitik 

NL 004 12,48±0,67 5,75±0,146 5,37±0,026 

NL 007 11,08±0,04 4,303±0,05 5,27±0,020 

NL 013 11,53±0,06 3,78±0,166 4,35±0,045 

(a) (c) (b) 
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Kemampuan hidrolisis protein terbaik didapatkan pada isolat NL 004 sebesar 

12,48±0,67 mm. Enzim proteolitik merupakan katalisator dalam hidrolisis dan 

mampu memecah ikatan peptida atau polypeptida menjadi asam amino. Golongan 

bakteri Bacillus sp. dilaporkan dapat menghasilkan protease (Alemu, 2015). 

Suplementasi Bacillus sp. secara nyata meningkatkan jumlah protease dalam tubuh 

udang sebesar 60% (Ziaei-Nejad et al., 2005). 

Aktivitas protease oleh bakteri probiotik akan mampu meningkatkan produksi 

enzim protease dalam tubuh sehingga penyerapan nutrisi menjadi meningkat. Tidak 

hanya itu mereka juga sebagai fasilitator dalam pembentukan tulang dengan 

menghasilkan komponen-komponen mikro seperti kalsium, magnesium dan seng 

(Merrifield et al., 2010). Bakteri probiotik dapat meningkatkan plasma asam lemak 

dan kolestrol untuk meningkatkan produksi lemak dalam tubuh (Assem et al., 2014). 

Hasil hidrolisis lemak terbaik berturut-turut didapatkan pada isolat NL 004 

sebesar 5,75±0,146 mm. Bakteri penghasil lipase memiliki struktur fleksibel dan 

bahan katalisator dalam menghidrolisis lemak. Aktifitas bakteri lipolitik akan 

meningkatkan daya cerna, penyerapan, penyusunan lemak, dan metabilisme 

lipoprotein (Sharma et al., 2001). Aktifitas lipase dapat ditingkatkan dengan 

suplementasi bakteri lipolitik seperti Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas sp. dll 

(Zouaoui dan Abbouni et al., 2011; Selvamohan et al., 2012). 

Hidrolisis pati (amilum) dihasilkan oleh bakteri penghasil enzim amilase. Nilai 

hidrolisis amilum terbaik didapatkan oleh isolat NL 004 sebesar 5,37±0,026 mm. Hal 

ini menunjukkan bahwa isolat mampu memproduksi α-amilase yang memperpendek 

rantai oligosakarida pada rantai α-D-(1-4) glikosidik. Produk akhir α-amilase adalah 

panjang-pendeknya konfigurasi α. Bakteri penghasil amilase diantaranya Bacillus 
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amyloliquefaciens dan Bacillus licheneformis (Aiyer, 2005; de Souza dan Perola 

2010). 

Menurut Alemu (2015), enzim diproduksi oleh mikroorganisme untuk 

memanfaatkan nutrisi dari media seperti karbon dan nitrogen. Dari ketiga jenis 

bakteri, bakteri penghasil protease dapat hidup dalam jangkauan lebih luas, yaitu 

mampu hidup dalam kondisi yang bervariasi seperti pH, suhu dan kuat dalam 

pengaruh ionik (Prabakaran et al., 2015).  

 
5.1.5 Identifikasi atau Uji Biokimia 

Hasil uji skrining morfologi, patogenitas, antagonisme, karakter pertumbuhan 

dan ekstrasellular enzim, didapatkan bahwa Isolat NL 004 merupakan isolat dengan 

kemampuan nilai uji rata-rata terbaik. Selanjutnya dilakukan identifikasi secara 

biokimiawi dengan tujuan untuk mengetahui jenis bakteri kandidat probiotik. Metode 

identifikasi yang digunakan meliputi uji biokimia dan fermentasi karbohidrat. Selain 

untuk menggetahui sifat kimia bakteri, uji biokimia juga mengetahui jenis enzim yang 

diproduksi oleh isolat bakteri kandidat. Uji biokimia merupakan uji kemampuan 

tertinggi bakteri secara spesifik (Badriyah et al., 2015). Hasil identifikasi dapat dilihat 

pada Tabel 11 dan Lampiran 17.  
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Tabel 11. Hasil identifikasi morfologi, biokimia dan fermentasi karbohidrat 
 

No Jenis Pengujian Nama Sampel Uji NL 004 

1 Identifikasi Gram   
  Warna Koloni Putih Susu 
  Tepi Koloni Berombak 
  Jenis Gram   + 
  Bentuk Bakteri Bacil 

2 Uji Biokimia    
  TSI Agar A/A 
  Gas - 
  H2S (asam belerang) - 
  Katalase + 
  Oksidase + 
  O/F Fermentatif 

3 Fermentasi Karbohidrat   
  Glukosa + 
  Laktosa + 
  Sukrosa + 
  Maltosa + 
  Manitol + 
  Dulcitol - 
  Salicin + 

  Inositol - 
  Sorbitol + 

  Arabinosa + 

  Raffinosa - 
  Trehalosa + 
  Xylosa + 

4 Uji Biokimia Lain   
  Gelatin - 
  Motility + 
  Indol - 
  Simmons Citrate - 
  Malonate - 
  Christensen's Urease + 
  Methil Red (MR) + 
  Voges Proskauer (VP) + 
  Arginin Dihidrolase + 
  Lysine Decarboxylase - 
  Ornithin Decarboxylase - 
  Phenylalanin Deaminase - 
  Aesculin Hydrolisis + 

5 Hasil Analisis Bacillus sp 

 
Ket: + = reaktif, - = non reaktif, A/A = Asam/Asam 



 

63 
 

Hasil uji biokimia dengan TSI Agar didapatkan A/A yang berarti bakteri 

menghasilkan asam. Bakteri tidak mengeluarkan gas, dan H2S, bersifat katalase dan 

oksidase + yang berarti mampu sebagai katalisator dan bersifat aerob. Hasiluji O/F  

berwarna kuning yang berarti bersifat fermentatif. 

Isolat bakteri bersifat motil, mampu mendegradasi urea, bersifat positif pada 

pereaksi MR dan VP, positif terhadap Arginin dan Aesculin. Uji Indol dilakukan untuk 

mengetahui kemampuan bakteri dalam memecah asam amino triptofan. Hasil indol 

+ menunjukkan bahwa bakteri mampu menghasilkan enzim triptopanase. 

Kemampuan bakteri dalam mereduksi gula karbohidrat dapat dilihat dari hasil 

+ pada uji senyawa turunan karbohidrat seperti Glukosa, Maltosa, Laktosa, Sukrosa, 

Manitol Sorbitol, Arabinosa dan Xylosa. Hal ini membuktikan bahwa bakteri 

memanfaatkan C sebagai sumber energi. Selain itu kemampuan bakteri dalam 

mereduksi urea menunjukkan bahwa bakteri mampu memanfaatkan N anorganik. C 

dan N digunakan bakteri untuk berkembang dan tumbuh (Hutabarat et al., 2013).  

Isolat bersifat katalase positif yang artinya bakteri mampu mengkatalisasi 

penguraian hydrogen peroksida (H2O2) 3% menjadi air dan oksigen. Menurut 

Yulvizar (2013), hydrogen peroksida bersifat toksik terhadap sel bakteri patogen dan 

mennonaktifkan enzim dalam sel. 

Kunci identifikasi Cowan (1985), menjelaskan bahwa karakteristik bakteri 

gram + dengan endospora, dengan bentuk batang panjang (bacil) mampu 

menguraikan H2O2 3%, termasuk ke dalam genus Bacillus dan Clostridium. 

Sedangkan jika berbentuk bulat maka (kokus) termasuk dalam genus Micrococus 

dan Staphylococus (Yusra et al., 2014). Menurut Holt et al. (1994), menjelaskan ciri-

ciri dari genus Bacillus adalah bersifat motil, aerobik maupun fakultatif anaerob, 

bergerak dengan flagel peritrichous. 
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Hasil uji dan identifikasi yang dilakukan menunjukkan bahwa ciri-ciri bakteri 

dari genus Bacillus. Ciri-ciri genus bacillus adalah berbentuk basil, bentuk koloni 

sirkuler/bulat, berwarna putih susu, memiliki endospora, bersifat katalase positif, 

motilitas positif, uji indol negatif, uji ornitin negatif, dan uji sitrat negatif (Habiebi et al., 

2014).  

 
5.2       Pengkayaan pada Limbah Cair Tahu 

Limbah cair tahu (LCT) merupakan salah satu limbah yang dapat 

dimanfaatkan sebagai media tumbuh bakteri probiotik. Hasil analisa LCT dalam satu 

liter memiliki kandungan C 0.16% : N 0.02% dengan rasio 8:1. Hasil karakter 

pengkayaan bakteri menggunakan limbah cair tahu dengan modifikasi C:N rasio 10 

dapat dilihat pada Gambar 8 di bawah ini. Terjadi perbedaan karakter pertumbuhan 

antara kontrol dan C:N rasio 10. C:N rasio 10 memiliki laju pertumbuhan yang lebih 

baik dibandingkan C:N rasio kontrol.  

 

Gambar 8. Karakter pertumbuhan kultur limbah cair tahu 
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Kandungan nutrisi pada media yang berbeda menyebabkan pertumbuhan 

bakteri berbeda. Bakteri membutuhkan nutrisi esensial seperti karbon dan nitrogen. 

Kelimpahan karbon dan nitrogen dapat menjadi penyebab perbedaan pertumbuhan 

atau jumlah sel yang dihasilkan (Touratierl dan Vezina 1999). Beberapa bakteri 

mampu untuk memanfaatkan nitrogen dalam bentuk organik maupun anorganik. 

Kombinasi N organik dan anorganik akan menghasilkan biomassa yang optimal. 

Aiyer (2005), menambahkan bahwa kekurangan N akan menurunkan produksi 

enzim. Nilai laju pertumbuhan dan fase lag dapat dilihat pada Tabel 12. 

Tabel 12. Karakterisasi pertumbuhan bakteri kandidat isolat NL 004 pada LCT 

Karakter Uji  Konsentrasi C:N rasio 

 kontrol (0) 10 

Laju Pertumbuhan Spesifik 
(Generasi/jam) 

0,85 0,856 

Fase lag (jam) 1 1 

Waktu Generasi (Jam) 1,570 2,06 

 

Hasil karakterisasi pertumbuhan bakteri menunjukkan bahwa laju 

pertumbuhan spsifik pada C:N 10 yaitu sebesar 0,856 generasi/jam dan pada kontrol 

sebesar 0,85 generasi/jam. C:N rasio memegang peranan dalam pembentukan 

tubuh, merupakan promotor pertumbuhan bakteri. Bakteri menggunakan nitrogen 

untuk memproduksi protein sellular. Bakteri aerobik akan mengalami pertumbuhan 

dengan mensintesis polyhyroxybutyrat (Vrede 1998; Hutabarat et al., 2013). 

Penambahan karbon organik akan menstimulasi pertumbuhan bakteri heterotrof, 

selain itu N anorganik juga diimobilisasi dalam media (Widanarni et al., 2010). 

Penggunaan C:N rasio yang optimal akan meningkatkan aktifitas enzimatis oleh 

bakteri (Aiyer, 2004). 
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5.3 Uji Viabilitas Bakteri 

Uji viabilitas bakteri dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri 

bertahan hidup dan mengetahui kepadatan mikroba dalam pakan. Viabilitas bakteri 

mempengaruhi keefektifan dosis yang diberikan, selain itu dapat diketahui apakah 

bakteri yang diberikan dalam kondisi aktif atau tidak aktif (Anurogo 2014; Newaj-

Fyzul et al., 2014). Hasil uji viabilitas bakteri dapat dilihat pada Gambar 9. Bakteri 

dalam pakan menghidrolisis protein sebagai sumber N untuk bertahan hidup. 

Kandungan protein yang terhidrolisis ini akan meningkatkan kandungan vitamin dan 

asam amino (NavinChandran et al., 2014).  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 9. Viabilitas bakteri kandidat dalam pakan 

Hasil uji viabilitas bakteri dalam pakan dengan kepadatan yang berbeda 

selama 3 hari masa inkubasi pada suhu 280C didapatkan nilai yang berbeda. Nilai 

terendah pada perlakuan dosis 106 cfu/gr, kemudian 107 cfu/gr dan nilai tertinggi 108 

cfu/gr pada hari pertama. Nilai viabilitas cenderung stabil pada dosis 107 cfu/gr. Nilai 

ini menjadi acuan dalam menentukan dosis probiotik untuk pakan yang diberikan 
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pada ikan nila selama 30 hari masa pemeliharaan dengan masa inkubasi yang 

terbaik (Román et al., 2012).  

Nilai logaritma viabilitas terbaik pada hari ke-0 didapatkan pada dosis 

kepadatan 107 cfu/gr sebesar 0,92 log108cfu/gr. Viabilitas tertinggi pada hari ke-1 

didapatkan pada dosis 108 cfu/gr sebesar 1,008 log108cfu/gr. Nilai viabilitas terbaik 

pada hari ke-3 didapatkan pada dosis 107 cfu/gr dengan kepadatan 0,99 

log108cfu/gr. Hasil nilai viabilitas yang didapatkan merupakan indikator kecepatan 

berpoliferasi dan beradaptasi bakteri pada pakan sehingga untuk perlakuan uji in-

vivo menggunakan dosis 107cfu/gr dengan masa inkubasi 3 hari. Anurogo (2014), 

menjelaskan salah satu ciri probiotik yang baik yaitu mampu bertahan hidup di 

dalam bahan makanan dan mampu bermultiplikasi dengan cepat, baik dengan 

kolonisasi temporer maupun permanen. Viabilitas menunjukkan tingginya 

survivabilitas bakteri sehingga memungkinkan untuk dikemas (Ramesh et al., 2015).  

Uji viabilitas menjadi faktor keberhasilan suplementasi probiotik. Oleh karena 

itu perlu dilakukan monitoring sebelum dan sesudah pemberian probiotik (Del’Duca 

et al., 2013). Semakin tinggi nilai viabilitas menunjukkan semakin baik kemampuan 

bakteri dalam memanfaatkan nutrisi, memproduksi enzim, dan resisten terhadap 

faktor eksternal (Terzic-Vidojevic et al., 2015). 

 
5.4 Aplikasi Bakteri Kandidat Probiotik (Uji in-vivo) 

Pengaruh pemberian kandidat probiotik dengan kepadatan 107 cfu/gr 

terhadap pertumbuhan ikan selama 30 hari didapatkan nilai rata-rata (±SD) pada 

setiap parameter utama Kelulushidupan/Survival Rate (SR), Laju Pertumbuhan 

Spesifik/Spesific Growth Rate (SGR), Konversi pakan/Feed Conversion Ratio (FCR), 

Efisiensi Pakan/Feed Efficiency (FE), Rasio efisiensi protein/Protein Efficiency Ratio 
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(PER), Retensi Protein/Retention of Protein (RP), dan kelimpahan bakteri usus 

disajikan pada Tabel 12. Hasil uji normalitas data dapat dilihat pada Lampiran 19. 

Tabel 13. Hasil uji parameter utama penelitian dengan t independent test SPSS 16. 
 

Parameter Utama Perlakuan 

  Kontrol Probiotik 10
7
 Cfu/gr 

SR (%) 94,67
a
 ±4,16 96

a
 ±3,46 

SGR (%BB/hari) 1,54
a
 ±0,08 2,44

b
 ±0,04 

FCR  3,07
a
 ±0,114 1,94

b
 ±0,037 

FE (%) 32,65
a
 ±1,24 51,9

b
 ±1,00 

PER 1,07
a
 ±0,04 1,70

b
±0,03 

RP (%) 14,17
a
±0,97 20,92

b
±0,54 

Kelimpahan bakteri usus 
10

11
(cfu/ml) 

14,404
a
±7,57 46,273

b
±2,07 

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan hasil uji beda nyata pada taraf 
sig<0,05. 
 
 
5.4.1 Kelulushidupan/Survival Rate (SR) 

Pemberian probiotik terhadap kelulushidupan ikan nila (Oreocromis sp) 

dengan kepadatan bakteri sebanyak 107 cfu/gr dilakukan selama 30 hari yang 

diberikan melalui pakan. Pakan diberikan dua kali dalam satu hari dengan feeding 

rate 5% dari biomass ikan. Hasil analisis uji t perhitungan dapat dilihat pada 

Lampiran 20.  

Nilai kelulushiudpan ikan kontrol sebesar 94,67% sedangkan pada perlakuan 

sebesar 96%. Hasil analisis uji t untuk kelulushidupan ikan nila selama pemeliharaan 

tidak berbeda dengan kontrol di mana p>0,05. Probiotik yang diberikan tidak 

berbahaya pada ikan sehingga nilai kelulushidupan sama baiknya. Kelulushidupan 

ikan tidak hanya dipengaruhi oleh kualitas pakan, akan tetapi faktor lingkungan juga 

saling mempengaruhi.  
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Protein pakan yang digunakan dalam penelitian ini sebesar 30,40 %, dengan 

kandungan protein tersebut menunjukkan bahwa ikan masih dapat hidup dalam 

kondisi normal. Beberapa referensi menunjukkan bahwa kebutuhan protein ikan nila 

yaitu 25%, 34%, hingga 45% (Pirarat et al., 2011b; Telli et al., 2014; Apún-Molina et 

al., 2009). Apún-Molina et al. (2009), menambahkan kelulushidupan ikan nila 

dengan suplementasi bakteri asam laktat sebesar 93,2%. Bakteri probiotik dalam 

akuakultur akan menjaga dan meningkatkan kelulushidupan 90 hingga 98% (Ekasari 

et al., 2015). 

Kualitas air seperti oksigen, nitrat dan nitrit dapat mempengaruhi sistem kerja 

hormon yang berhubungan dengan homeostatis tubuh dan kelulushidupan ikan 

(Meinelt et al., 2010). Kulitas air dalam penelitian ini dipengaruhi oleh sistem 

sirkulasi air yang digunakan yaitu dengan kecepatan air 100 ml/detik. Sistem 

sirkulasi air akan dapat mengontol pengaruh pH dan saturasi oksigen (Treasurer, 

2012).  

 
5.4.2 Laju Pertumbuhan Spesifik/Spesific Growth Rate (SGR)   

Pertumbuhan merupakan faktor utama dalam peningkatan produksi. Hasil 

analisis uji t mengenai pengaruh probiotik terhadap SGR dapat dilihat pada 

Lampiran 21. Nilai laju pertumbuhan spesifik pada kontrol sebesar 1,54 %BB/hari 

sedangkan pada perlakuan sebesar 2,44 %BB/hari. Hasil analisa laju pertumbuhan 

didapatkan hasil berbeda nyata p<0,05. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian 

probiotik NL 004 sebanyak 107 cfu/gr memberikan laju pertumbuhan yang lebih baik 

dibanding dengan kontrol yaitu meningkatkan laju pertumbuhan sebesar 63%.  

Suplementasi probiotik dalam pakan dapat meningkatkan laju pertumbuhan 

ikan, karena terjadi penyerapan nutrisi yang lebih baik. Uji skrining didapatkan 
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bahwa isolat NL 004 mampu mendegradasi protein, lemak dan karbohidrat sehingga 

ketika isolat disuplementasi pada pakan terjadi peningkatan hidrolisis tiga komponen 

tersebut. Menurut Telli et al. (2014), probiotik dapat memodulasi pertumbuhan 

bakteri saluran pencernaan penghasil enzim pencernaan. Bakteri kandidat probiotik 

isolat NL 004 membantu menormalkan mikroflora dalam saluran pencernaan dan 

meningkatkan nutrisi dengan cara detoksifikasi komponen-komponen umum dalam 

pakan bersamaan dengan memecah komponen yang sulit dicerna dengan enzim 

hidrolitik seperti amilase dan protease serta memproduksi vitamin seperti biotin dan 

vitamin B12 (Pirarat et al., 2011). 

Pemberian probiotik pada pakan dapat merubah rasio bakteri yang terdapat 

pada saluran pencernaan. Peningkatan jumlah bakteri dapat meningkatkan produksi 

eksogenus enzim dan menstimulasi jumlah enzim endogenous yang berperan dalam 

penyerapan nutrisi (Mona et al., 2015). Pemberian probiotik Bacillus subtilis, 

Lactobacillus ramnosus GG dengan dosis 1010 cfu/gr pada ikan nila, memberikan 

hasil yang nyata terhadap pertumbuhan. Pemberian Bacillus sp pada ikan nila 

melalui pakan selama 6 minggu meningkatkan laju pertumbuhan sebesar 2% 

dibanding kontrol (Apún-Molina et al., 2009; Pirarat et al., 2011b; Telli et al., 2014; 

Mona et al., 2015). 

 
5.4.3 Konversi Pakan 

Kualitas pakan dapat ditentukan melalui perhitungan konversi pakan. Hasil 

analisis uji t mengenai pengaruh pemberian probiotik terhadap konversi pakan dapat 

dilihat pada Lampiran 22. Nilai konversi pakan diketahui dari pengukuran biomassa 

ikan dibagi jumlah pakan selama  pemeliharaan. Nilai konversi pakan pada kontrol 

sebesar 3,07, sedangkan pada perlakuan sebesar 1,94. Analisa uji t menunjukkan 



 

71 
 

bahwa hasil uji berbeda nyata p<0,05. Suplementasi probiotik pada pakan dapat 

menurunkan nilai FCR sebesar 1,13. Pemberian probiotik pada pakan dapat 

meningkatkan kualitas pakan sehingga menurunkan nilai konversi pakan. Hal ini 

menurut Bagheri et al. (2008), disebabkan karena probiotik mengeluarkan enzim 

eksogenus dalam skala yang luas yang dapat menyuplai enzim dalam saluran 

pencernaan dan pasti dapat meningkatkan pertumbuhan dan menurunkan konversi 

pakan. 

Perbedaan nilai konversi pakan pada pemberian probiotik dapat disebabkan 

oleh kemampuan bakteri NL 004 dalam mendegradasi serat pada pakan. Serat 

tersebut merupakan salah satu komponen pelengkap dari aktivitas enzim 

endogenous dalam sistem pencernaan ikan (Adeoye et al., 2016). Terán et al. 

(2015) dan Reda et al. (2016) menjelaskan bahwa bakteri probiotik dapat 

memproduksi asam lemak. Penggunaan bakteri asam laktat sebagai probiotik akan 

meningkatkan produksi asam lemak sebesar 16,30 %. Komponen asam organik 

yang dihasilkan oleh probiotik dapat menambah nilai dan meningkatkan kecernaan 

protein serta penyerapan mineral, sehingga nilai konversi pakan menjadi lebih baik. 

Hasil ini lebih baik jika dibandingkan dengan penggunaan prebiotik Astragalus 

polysaccharides yaitu menghasilkan FCR 2,34 (Zahran et al., 2014).  

 
5.4.4 Efisiensi Pakan 

Efisiensi pakan merupakan indikator kesesuaian pakan yang diberikan. Hasil 

analisa uji t suplementasi probiotik berpengaruh nyata terhadap efisiensi pakan 

p<0,05 dapat dilihat pada Lampiran 23. Nilai efisiensi pakan menunjukkan 

prosentase pemanfaatan pakan untuk pertumbuhan. Efisiensi pakan mengalami 

peningkatan sebesar 19,25%. Nilai efisiensi pakan mengalami peningkatan karena 
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pakan yang disuplementasi probiotik lebih mudah diserap oleh ikan. Hal ini menurut 

Iwashita et al. (2015), dipengaruhi oleh kemampuan probiotik dalam memfasilitasi 

penyerapan pakan dan peningkatan nutrisi dalam pakan. Efisiensi pakan meningkat 

disebabkan karena kemampuan probiotik yang dapat meningkatkan jumlah bakteri di 

dalam saluran pencernaan, sehingga produksi enzim eksogenous meningkat (Cha et 

al., 2013).  

Peningkatan efisiensi pakan terjadi karena adanya peningkatan asam amino 

dalam proses inkubasi probiotik pada pakan selama tiga hari. Secara linier proses 

inkubasi dapat meningkatkan rasa dan bau dari pakan. Probiotik merupakan sumber 

vitamin, arabinosa, dan berbagai macam oligosakarida (Hassaan et al., 2015).  

Pemberian probiotik Bacillus subtillis 108 cfu/gr dapat mendukung aktivitas protease 

yang akan meningkatkan pencernaan protein sehingga efisiensi pakan meningkat 

(Liu et al., 2012).  

 
5.4.5 Rasio Efisiensi Protein 

Hasil analisa pengaruh pemberian probiotik terhadap rasio efisiensi protein 

dapat dilihat pada Lampiran 24. Nilai rasio efisiensi protein merupakan kemampuan 

ikan dalam memanfaatkan protein untuk pertumbuhan. Nilai rasio efisiensi protein 

pada kontrol sebesar 1,07 sedangkan pada perlakuan sebesar 1,70. Hasil analisa 

menunjukkan bahwa p<0,05 yang menunjukkan bahwa pemberian probiotik 

berpengaruh nyata terhadap REP.  

Nilai rasio efisiensi protein mengalami peningkatan sebesar 62%. 

Peningkatan rasio efisiensi pakan merupakan indikasi bahwa telah terjadi 

penyerapan protein yang lebih baik. Pemberian probiotik dapat memfermentasi 

pakan (hidrolisis N) sehingga meningkatkan kadar protein, lemak dan kecernaan 
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energi. Hal ini dapat mengurangi penggunaan pakan sebesar 20% (Abu Elala dan 

Ragaa 2015). 

Peningkatan bakteri dalam saluran cerna dapat melengkapi, merubah dan 

meningkatkan rasio kecernaan dan penyerapan pakan (Adeoye et al., 2016). 

Suplementasi probiotik 108-1010 cfu/gr selama 60 hari dapat meningkatkan efisiensi 

protein dengan meningkatkan aktivitas enzim pencernaan. Peningkatan berkaitan 

dengan jenis probiotik, dosis, viabilitas, dan durasi dalam pemberian (Cha et al., 

2013). Eksogenus enzim khususnya protein yang dikeluarkan oleh bakteri kandidat 

NL 004 meningkatkan PER. Hasil ini lebih baik jika dibandingkan penggunaan 

kombinasi eksogenus enzim dengan probiotik oleh Adeoye et al., (2016).  

 
5.4.6 Retensi Protein  

Retensi protein merupakan prosentase kemampuan ikan dalam 

memanfaatkan protein pada pakan untuk disimpan dalam tubuh. Hasil analisa yang 

menunjukkan bahwa pemberian probiotik memberikan pengaruh nyata terhadap RP 

p<0,05. Nilai retensi protein pada perlakuan sebesar 20,92% sedangkan pada 

kontrol sebesar 14,17%,. Hasil penelitian Soedibya (2013), retensi protein ikan nila 

GIFT dengan suplementasi probiotik sebesar 16,48 %. Hal ini menunjukkan bahwa 

kandidat probiotik isolat NL 004 lebih baik daripada probiotik yang digunakan 

Soedibya (2013). Thorstad et al. (2013), menjelaskan bahwa peningkatan 

kemampuan retensi protein sejalan dengan meningkatnya jumlah protease pada 

tubuh ikan. Hal ini disebabkan oleh meningkatnya jumlah bakteri proteolitik dari 

suplementasi kandidat probiotik yaitu isolat NL 004 yang merupakan isolat dengan 

kemampuan proteolitik tertinggi dari proses skrining. 
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Retensi protein yang berbeda mengekspresikan bahwa pemberian probiotik 

meningkatkan kadar protein pakan, dari proses fermentasi (lama simpan) pakan. 

Menurut Soedibya (2013), bakteri probiotik genus Bacillus merupakan jenis bakteri 

proteolitik, asakarolitik (menguraikan disakarida atau polisakarida menjadi gula 

sedarhana) dan pektinolitik (mampu menghasilkan pektin atau karbohidrat 

kompleks). Proteolitik disekresikan oleh bakteri probiotik sehingga dapat memutus 

ikatan rantai protein menjadi asam amino bebas yang lebih menguntungkan untuk 

ikan. Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis dan Saccharomyces cerevisiae yang 

disuplementasi pada pakan secara nyata dapat meningkatkan aktivitas protease 

pada saluran pencernaan ikan nila (Mohapatra et al., 2012). 

  
5.5       Kelimpahan Bakteri Usus (KBU) 

Evaluasi kelimpahan bakteri probiotik pada usus ikan digunakan untuk 

mengetahui kemampuan bakteri dapat menempel atau menempati ruang pada 

dinding usus (Selim dan Reda, 2015). Hasil analisis uji t mengenai pemberian 

probiotik terhadap kelimpahan bakteri pada usus dapat dilihat pada Lampiran 26. 

Nilai kelimpahan bakteri pada saluran pencernaan mengalami peningkatan yaitu 

pada kontrol sebesar 14,404x1011cfu/ml, sedangkan pada perlakuan pemberian 

bakteri kandidat NL004 sebesar 46,273x1011 cfu/ml, atau mengalami peningkatan 

sebesar 31,869x1011 cfu/ml.  

Hasil analisis uji t menunjukkan bahwa suplementasi kandidat probiotik 

mempengaruhi kelimpahan bakteri usus p<0,05. Peningkatan kelimpahan bakteri 

usus disebabkan bakteri kandidat NL 004 yang mampu menempel dan memodulasi 

pertumbuhan bakteri saluran pencernaan. Hasil ini juga menunjukkan bahwa isolat 

NL 004 dapat dijadikan kandidat probiotik. Menurut Iwashita et al. (2015), salah satu 
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syarat probiotik adalah bakteri mampu hidup dan berkolonisasi pada dinding usus 

serta menstimulasi pertumbuhan bakteri baik dalam usus. Evaluasi peningkatan 

bakteri pada usus merupakan salah satu indikasi bahwa bakteri mampu melewati 

saluran pencernaan, mampu mentolelir enzim endogenous dan mampu berasosiasi 

dengan bakteri dalam usus. Pemberian Lactobacillus plantarum mampu 

meningkatkan jumlah koloni dalam usus sebanyak 91-94 % selama 5 minggu masa 

pemberian (Cha et al., 2013; Zahran et al., 2014). 

Bakteri probiotik secara nyata meningkatkan jumlah koloni dalam usus yang 

dapat meningkatkan respon imun sehingga meningkatkan kelulushidupan ikan (Liu 

et al., 2012). Peningkatan bakteri probiotik pada usus akan meningkatkan laju 

penyerapan nutrien, peningkatan efisiensi pakan, memperbaiki konversi pakan dan 

akan meningkatkan pertumbuhan (Iwashita et al., 2015; Hassaan et al., 2015). 

 
5.6 Parameter Penunjang 

Pengaruh pemberian probiotik dengan kepadatan 107 cfu/gr terhadap 

parameter penunjang pada penelitian mengenai pH, suhu dan DO. Berdasarkan 

hasil penelitian didapatkan nilai rata-rata (±SD) pada setiap parameter penunjang 

kualitas air pH, suhu dan DO selama penelitian dapat dilihat pada Tabel 13. 

Sedangkan untuk nilai normalitas data dapat dilihat pada Lampiran 27.  

Tabel 14. Uji t parameter penunjang kualitas air selama penelitian 

Parameter Penunjang  Perlakuan  

 Kontrol Probiotik 10
7
Cfu/gr  

pH 7,24
a
±0,248 7,49

 a
 ±0,13 

Suhu 
0
C 28,67

a
 ±0,287 28,33

a
 ±0,174 

DO ppm 3,20
a
 ±0,078 3,10

b
 ±0,05 

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan hasil uji beda nyata pada taraf 0,05 
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5.6.1 pH  

pH dalam budidaya ikan merupakan penentu sistem kerja homeostatis tubuh 

ikan. Hasil analisa pengaruh pemberian probiotik terhadap kualitas air pH selama 30 

hari masa pemeliharaan dapat dilihat pada Lampiran 27. Suplementasi probiotik 

pada pakan tidak berpengaruh terhadap terhadap pH dengan analisa uji t p>0,05. 

pH dalam perairan selama pemeliharaan memiliki hasil rata-rata 7,24±0,248 dan 

7,49±0,13. Beberapa referensi Treasurer, (2012); Tahil dan Dy, (2016); Tran-Ngoc et 

al., (2016) menyebutkan bahwa nilai pH untuk budidaya ikan nila berkisar anatra 6,4-

7,78. Hal ini menunjukkan bahwa nilai pH selama penelitian masih dalam standar 

budidaya ikan nila. 

 
5.6.2 Suhu 0C 

Suhu media pemeliharaan memegang peranan yang sangat penting dalam 

metabolisme tubuh. Hasil analisa pengaruh pemberian probiotik terhadap kualitas air 

suhu selama 30 hari masa pemeliharaan dapat dilihat pada Lampiran 27.  

Suplementasi probiotik pada pakan tidak berpengaruh terhadap terhadap suhu 

dengan hasil analisa uji t p>0,05. Suhu dalam perairan selama pemeliharaan 

memiliki rata-rata 28,67 ±0,287 dan 28,33 ±0,174. Beberapa referensi Dunham et 

al., (2014); Ning et al., (2015); Tran-Ngoc et al., (2016) menyebutkan bahwa nilai 

suhu untuk budidaya ikan nila berkisar anatra 18-35 0C, sedangkan nilai suhu 

optimal untuk pertumbuhan 26-28 0C. Hal ini menunjukkan nilai suhu selama 

penelitian masih dalam standar budidaya ikan nila. 

   
5.6.3 DO  

Oksigen merupakan salah satu faktor pembatas kehidupan ikan. Hasil 

analisa uji t mengenai pengaruh suplementasi  probiotik pada pakan terhadap 
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kualitas air DO dapat dilihat pada Lampiran 27. Suplementasi probiotik pada pakan 

berpengaruh terhadap terhadap DO media pemeliharaan (p<0,05). Hal ini 

disebabkan ikan yang disumplentasi probiotik akan mengalami metabolisme yang 

lebih tinggi sehingga meningkatkan tingkat konsumsi oksigen. Menurut Caamal-

Monsreal et al. (2016), konsentrasi oksigen di dalam perairan digunakan oleh ikan 

untuk membakar nutrien dalam tubuh. Konsentrasi oksigen yang berubah secara 

drastis akan mempengaruhi suplai nutrisi ke berbagai jaringan tubuh  

DO dalam perairan selama pemeliharaan memiliki nilai rata-rata sebesar 

3,20±0,078 ppm dan 3,10±0,05 ppm. Beberapa referensi  Dunham et al., (2014); 

Ning et al., (2015); Caamal-Monsreal et al., (2016); Reda et al., (2016) menyebutkan 

bahwa kadar DO untuk budidaya ikan berkisar anatara 2-9 ppm, sedangkan nilai DO 

optimal untuk pertumbuhan sebesar 3,2-6,9 ppm. Hal ini berarti nilai DO selama 

penelitian masih dalam standar budidaya ikan nila.  
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6. Kesimpulan dan Saran 

 
 

6.1 Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian upaya isolasi bakteri indigenous ikan nila 

(Oreochromis sp) yang diperkaya pada limbah cair tahu terhadap laju pertumbuhan 

spesifik sebagai berikut: 

 Terdapat bakteri indigenous yang berpotensi sebagai kandidat probiotik dengan  

karakteristik yaitu gram +, aphatogen (haemolisin γ), kemampuan antagonis 

terhadap bakteri Aeromonas hidrophyla dan Edwardsiella tarda berturut-turut 

sebesar 15,75 mm dan 16,98 mm yang termasuk kelas intermediet. Mampu 

mengeluarkan enzim proteolitik sebesar 12,48 mm yang termasuk kelas 

intermediet, amilolitik sebesar 5,75 mm yang termasuk kelas rendah, dan lipolitik 

sebesar 5,37 mm yang termasuk kelas rendah. Mempunyai konstanta laju 

pertumbuhan yang lebih baik daripada bakteri patogen 0,897 generasi/jam, 

mampu hidup dalam pakan selama 3 hari, hasil uji biokimiawi menunjukkan 

bahwa isolat NL 004 adalah bakteri Bacillus sp. 

 C:N rasio 10 yang ditambahkan pada limbah cair tahu dapat menghasilkan laju 

pertumbuhan spesifik 0,856 generasi/jam, sedangkan kontrol 0,85 generasi/jam. 

 Suplementasi bakteri indigenous kandidadat probiotik NL 004 sebanyak 107 

cfu/gr secara nyata meningkatkan SGR 0,9 %BB/hari, menurunkan FCR 1,13, 

FE mengalami peningkatan sebesar 19,25%, PER meningkat 0,62, RP 

meningkat 6,75% dan kelimpahan mikroba pada usus meningkat 31,869x1011 

cfu/ml. 
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6.2 Saran 

Aplikasi probiotik sebaiknya dilakukan dengan menggunakan bakteri 

indigenous dengan kepadatan 107 cfu/gr, yang dilakukan inkubasi selama 1 atau 

3 hari sebelum diberikan pada ikan. 
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