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Abstrak

Strategi penyehatan ikan secara terpadu merupakan salah satu upaya yang paling efektif dalam pengendalian
penyakit serta perlindungan lingkungan pada budidaya akuatik. Pengembangan probiotik menduduki peran
fungsional yang penting bersamaan dengan pengembangan vaksin dan immunostimulan. Penelitian ini bertujuan
untuk menseleksi bakteri probiotik yang akan dikembangkan sebagai materi dasar untuk mengkonstruksi
konsorsium probiotik dengan target fungdsional di saluran pencernaan ikan kerapu. Salah satu kriteria seleksi
ditetapkan berdasarkan desain konstruksi konsorsium gut probiotik yaitu kemampuan menghasilkan senyawa
antibakteri terhadap bakteri pathogen dan kemampuan menghasilkan enzim pencernaan diantaranya adalah
enzim proteolitik ekstraseluler. Penelitian ini dilakukan dengan metode eksplorasi dan eksperiment laboratoris.
lkan kerapu macan secara aseptic diambil saluran pencernaannya, kemudian dihancurkan menggunakan
mortar. Penanaman bakteri dilakukan dengan metode pour-plate pada medium nutrient agar. Deteksi aktivitas
antibakteria dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan paper disk sedangkan deteksi produksi enzim
proteolitik ekstraseluler dilakukan dengan metode tusukan pada media yang diperkaya dengan skim milk. Hasil
seleksi berdasarkan kriteria seleksi yang telah ditetapkan diperoleh 8 isolat bakteri potensial untuk dapat
dikembangkan sebagai konsorsium probiotik. Ke 8 isolat ini mempunyai kemampuan untuk menghasilkan
senyawa antibakteri yang aktif terhadap 4 jenis vibrio (V. parahaemolyticus, V. vulnivicus, V. harveyii, dan
V.anguilarum) serta menghasilkan enzim proteolitik ekstraseluler yang diperlukan untuk mencerna senyawa yang
bersifat protein yang merupakan komponen utama pakan ikan

Kata kuncl: Probiotik, pengendalian penyakit, antibakteri, enzim proteolitik, saluran pencernaan, ikan kerapu

Abstract

The strategy to healhty fish in an integrated manner is one of the efforts that is the most effective to
environmentally friendly disease control. The development of probiotics occupied the functional role that is
important along with the development of the vaccine and immunostimulant. This research aimed to select the
candidates of probiotic bacteria that will be developed as basic material to construct the probiotic consortium
with the functional target in the digestion tract of the grouper fish. The one of selection criteria was appointed
based on the construction of the gut probiotic consortium is the capacity to produce the antibacterial compound
against the pathogen, and the capacity to produce proteolitic enzymes. The research was carried out with the
exploration and experimenal laboratory methods The intestine was removed from the fish of the tiger grouper,
afterwards was destroyed by mortar. The planting of the bacteria was carried out with the pourplate method in
nutrient agar medium. Antibacterial activity was detection by agar diffusion method using paper disk, while the
detection capability to produce extracellular proteolitic enzymes was carried out by using enrichment media with
skim milk. The Results of selection obtained eight bacterial isolates that can be developed potentially as the
consortium of gut probiotic. The eight bacterial isolates were able to produce antibacterial compounds (that was
active against V. parahaemolyticus, V. vulnivicus, V. harveyii, and V.anguilarum) and extracellular proteolitic
enzymes
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Pendahuluan

lkan kerapu merupakan makanan yang budidaya komersial penting karena mempunyai laju
popular di Asia Tenggara dan merupakan ikan pertumbuhan yang cepat, konversi pakan yang efisien,

*) Corresponding author www.ijms.undip.ac.id Diterima/Received: 24-01-2011
limu Kelautan, UNDIP DisetujuilAccepted: 22-02-2011




ILMU KELAUTAN Maret 2011 Vol. 16 (1) 41-48

dan nilai jual yang tinggi. (Luo et a.l, 2005; Yoshii et
al., 2010) dan kemampuan adaptasi yang tinggi
(Yoshii et al.,, 2010). Di Hongkong, Jepang, Singapura
dan China ikan kerapu merupakan live reef fish food
(LRFF) yang tergolong makanan mewah dengan nilai
harga yang tinggi (Afero et al., 2009).

Pemenuhan kebutuhan ikan kerapu ini
berasal dari sektor yaitu sektor perikanan tangkap dan
sektor perikanan budidaya. Ekspor hasil perikanan
tangkap terkendala oleh diberlakukannya ecolabelling
yang dianatamya adalah mensyaratkan kegiatan
penangkapan yang berwawasan lingkungan,
diantaranya adalah berasal dari daerah tangkapan
yang tidak termasuk di dalam zona overeksploitasi.
Oleh karena itu sektor budidaya menjadi alternatif
penting dalam penyediaan kebutuhan ikan. Proses
budidaya ikan terkendala oleh adanya serangan
penyakit. Pengendalian berbasis obat-obatan yang
selama ini banyak dilakukan telah menjadi bumerang
bagi eksport produk budidaya. Di pasar global telah
ditetapkan persyaratan diantaranya adalah harus
bebas antibiotik. Oleh karena itu perlu dilakukan
upaya untuk mengurangi aplikasi obat-obatan
terutama antibiotik. Salah satu pendekatan efektif
melalui strategi pencegahan penyakit secara terpadu.
Probiotik merupakan salah satu strategi yang efektif
bersama aplikasi vaksin dan immunostimulant
(masing-masing mempunyai fungsional tersendiri
dalam menyehatkan ikan dan memproteksi terhadap

serangan penyakit) dalam menyehatan ikan budidaya
sehingga mampu memproteksi diri teradap serangan
penyakit. Probiotik memproteksi ikan budidaya melalui
mekanisme menghasilkan senyawa kimia yang
mempunyai aktivitas bakterisidal atau bakteriostatik
terhadap populasi bakteri lain, khususnya bakteri yang
bersifat merugikan (termasuk pathogen) (Gomez et al.,
2007). Keberadaan probiotik ini didalam usus inang
(baik pada permukaan usus maupun didalam lumen
berperan sebagai pelindung (barier) terhadap
proliferasi  (pertumbuhan) pathogen diantaranya
melalui mekanisme produksi senyawa yang mampu
menghambat pertumbuhan pathogen. Beberapa
penelitian yang terkait dengan kerja probiotik
menghambat pathogen ditunjukan pada Tabel 1.

Selain itu probiotik juga berperan sebagai
sumber nutrient dan enzim pencernaan. Beberapa
penelitian  membuktikan bahwa  mikroorganisme
mempunyai pengaruh yang menguntungkan dalam
proses pencernaan pada hewan-hewan perairan yaitu
memberikan kontribusi nutrisi, mikrobiota dapat
berperan sebagai sumber makanan suplemen dan
aktvitas mikrobia dalam saluran pencernaan dapat
menjadi sumber vitamin dan asam amino essensial
(Metges, 2000), mempengaruhi aktivitas pencernaan
(Ghosh et al., 2002; Zhao et a.l, 2007; Geovanny &
Shen, 2008; Gomez et al., 2008; lehata et al., 2009).
Secara ringkas peranan bakteri probiotik terhadap
proses pencernaan ditunjukan pada Tabel 2.

Tabel 1. Jenisjenis bakteri probiotik dan jenis bakteri pathogen yang dihambat

Jenis bakteri

Jenis pathogen yang dihambat

Pustaka

B. subtilis BT23 V. harveyi ,

Vaseeharan & Ramasamy
(2003)

Aeromonas sobria

Lactococcus garvieae

Brunt & Austin (2005)

Streptococcus iniae

V. alginolyticus,
V.parahaemolyticus,

Bacillus subtilis UTM 126
V. harveyi.

Balca“zar & Rojas-Luna,
(2007)

Vibrio alginolyticus UTM 102, Bacillus
subtilis UTM 126, Roseobacter
gallaeciensis SLVO3, Pseudomonas
aestumarina SLV22

V. parahaemolyticus

Balcazar et al., (2007)

Bacillus licheniformis Total vibrio Lietal., (2007)
Paenibacill 1 V.h i

cnbaciusaie -EVEY Ravi et al., (2007)
Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa Vibrio spp.
S. phocae, E. faecium Vibrio Swaim et al., (2009).

Shewanella alginolyticus.

V. parahaemolyticus,V.

Zadeh et al., (2009)

Lactococcus lactis L. garvieae

Sequieros et al. (2010)
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Tabel 2. Jenis bakteri probiotik dan peranannya dalam proses pencernaan

Jenis bakteri probiotik Peranan dalam proses pencemaan Pustaka
Bacillus sp menlngkatk@n kooefisien daya cerna phosphate,asam Lin et al. (2004)
amino dan asam lemak dalam pakan
Bacillus mempengaruhi aktivitas enzim pencernaan Geovanny & Shen, (2008)

meningkatkan aktivitas protease dan amilase,

Lactobacillus rhamnosus

Meningkatkan plasma alkaline phosphatase activity Panigrahi et al. (2009)

Oleh karena itu pengembangan probiotik di
bidang budidaya akuatik perlu untuk terus dilakukan.

Pada penelitian ini dilakukan skrining untuk
mendapatkan  jenis-jenis bakteri yang dapat
dikembangkan untuk mengkonstruksi konsorsium

probiotik. Desain seleksi didasarkan pada target
fungsional probioctik di saluran pencernaan diantaranya
mampu memproteksi ikan melalui mekanisme
produksi senyawa antibakteri terhadap pathogen, serta
mampu berkonstribusi terhadap proses pencernaan
terutama komponen protein yang merupakan
komponen utama pakan ikan yaitu melalui mekanisme
produksi enzim pencernaan proteolitik ekstraseluler.

Materi dan Metode

Sampel ikan kerapu yang digunakan dalam
penelitian ini adalah jenis ikan kerapu macan yang
berasal dari unit pembenihan ikan kerapu, Balai
Budidaya Air Payau (BBAP) Situbondo. Sampel
dibersihkan bagian luar tubuhnya dengan desinfektan
untuk mematikan mikrobia. Kemudian secara aseptic
dilakukan pembedahan dan pengambilan saluran
pencernaan ikan, selanjutnya dicuci dengan air laut
steril dan dihancurkan secara aseptic mengunakan
mortar.

Isolasi bakteri

Isolasi bakteri saluran pencernaan dilakukan
dengan teknik pourplate pada media nutrien agar.
Satu gram  homogenat saluran  pencernaan
disuspensikan ke dalam 9 mL air laut streril kemudian
dibuat seri pengenceran hingga 108. Masing masing
seri pengenceran ditanam pada media nutrient agar
kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 35 °C.

Seleksi kandidat probiotik
Seleksi dilakukan secara kualitatif
berdasarkan kemampuan menghasilkan senyawa

antibakteri dan enzim proteolitik ekstraseluler
Uji kemampuan menghasilkan senyawa antibakteri

Seleksi koloni bakteri yang mempunyai
aktivitas antibakteri dilakukan dengan teknik difusi

agar menggunakan paper disc (Kanmani et al., 2010).
Limabelas mL nutrient agar yang telah dicampur
dengan bakteri uji pada konsentrasi 105108 CFU/ml
dituang ke dalam petridish steril kemudian paper disk
steril yang telah dicelupkan ke dalam supernatant
kultur cair isolat bakteri diletakan dengan cara
ditekankan ke atas media nutrient agar. Inkubasi pada
35°C selama 24 jam. Aktivitas antibakteri ditunjukan
dengan terbentuknya zona jernih. Bakteri vibrio
pathogen vyang digunakan untuk uji aktivitas
antibakteri ini adalah bakteri Vibrio harveyii, V.
parahaemoliticus, V. anguilarum, V. alginolyticus dan V.
vulnificus.

Uji aktivitas produksi enzim proteolitik

Uji ini dilakukan dengan prosedur (Jacob &
Gerstein, 1960) dalam Bairagi et al., (2002). Isolat-
isolat yang diperoleh dari hasil isolasi di inokulasikan
dengan cara streak pada media nutrient agar yang
diperkaya dengan skim milk (4%) Inkubasi pada 32 °C
selama 15 jam . Adanya aktivitas produksi enzim
proteolitik ditunjukan oleh terbentuknya zona bening
disekitar paper disk.

Hasil dan Pembahasan

Isolasi koloni bakteri dilakukan berdasarkan
dominansinya. Hasil isolasi diperoleh 39 isolat yang
berasal dari saluran pencernaan ikan kerapu. Ke
tigapuluhsembilan isolat tersebut diberi kode A-1
sampai A-8, B-1 sampai B-13 dan I-1 sampai I-20.

Deteksi produksi senyawa antibakteri

Hasil deteksi produksi senyawa antibakter
terhadap 39 isolat yang diperoleh didapatkan 16 isolat
vang menghasilkan senyawa antibakteri. Deteksi ini
dilakukan berdasarkan terbentuknya zone hambat
atau zone jernih disekitar koloni bakteri uji. Hasil
deteksi ditunjukan pada Tabel 3.

Berdasarkan deteksi kemampuan mengham-
bat pertumbuhan bakteri uji (Tabel 3.) diperoleh isolat
yang hanya mampu menghambat pertumbuhan satu
jenis bakteri uji saja adalah 9 isolat masing masing
adalah isolai A-1, I-5 dan I-14 (hanya menghambat

Skrining Kandidat Bakteri Probiotik dari Saluran Pencernaan lkan Kerapu (Subagiyo & A Junaedi) 43




ILMU KELAUTAN Maret 2011 Vol 16 (1) 41-48

Tabel 3. Deteksi produksi senyawa antibakteri

Kode

Produksi senyawa antibakteri

isolate

Bakteri uji

yang diuji

V. anguilarum V. Vulnivicus

V. harveyii V. parahaemolyticus
A1 +
A-3
B-2
B-3
B-5
B-8
B-9
B-11
-1
1-2
1-3
1-4
I-5
1-6 - +
1-14
1-16 - +

T S T S I S
+ I S S

+

V. Alginolyticus

+ - -

v
v
'

+
'
'

Keterangan :
Pada uji produksi senyawa antibakteri
+ :menghambat bakteri uji

- :tidak menghambat bakteri uji

baktei uji V. alginolyticus). Berdasarkan hasil
pengujian juga diperoleh bahwa tidak ada satupun

isolat uji yang mempunyai kemampuan untuk
menghambat lebih dari 2 bakteri vibrio uji.
Kemampuan menghasilkan senyawa antibakteri

merupakan salah satu criteria utama dalam seleksi
probiotik. Fjellheim et al. (2010) mendapatkan 21
isolat bakteri yang diisolasi dari larva ikan cod yang
mempunyai  aktivitas antibakteri terhadap V.
Anguilarum. Bjornsdottir et al. (2010) mendapatkan
13 isolat bakteri yang diisolasi dari Atlantic halibut
(Hippoglossus hippoglossus L) yang mempunyai
aktivitas antibakteri terhadap Vibrio anguillarum dan
Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida. Bourouni
et al. (2007) mendapatkan 11 isolat dar 168 isolat
yang aktif terhadap Vibrio sp.

Deteksi produksi enzim proteolitik ekstraseluler

Kemampuan memproduksi enzim proteolitik
ekstraseluler dideteksi menggunakan medium
pengujian yaitu medium yang diperkaya dengan
substrat enzimnya (skim milk). Pendeteksian
didasarkan pada terbentuknya zona hidrolisis disekitar
koloni bakteri yang diuji. Hasil uji produksi enzim
proteolitik ekstraseluler menunjukan bahwa semua
isolate uji memproduksi enzim proteolitik
ekstraseluler.

Pada budidaya benih ikan masalah kelulusan
hidupan merupakan masalah yang sangat penting.
Tingkat kelulushidupan dipengaruhi oleh banyak
faktor diantaranya adalah tingkat kesehatan benih.

Aplikasi probiotik telah diakui mempunyai peranan
yang nyata dalam menyehatkan hewan budidaya.
Dibidang perikanan probiotik dibedakan menjadi dua
yaitu gut probiotic dan water probiotic. Pada budidaya
larva gut probiotic dipertimbangkan mempunyai
peranan yang besar dalam meningkatkan
kelulushidupan. Hal ini didasarkan atas kondisi host
(benih ikan ) yang masih rentan terserang penyakit
infeksi, perkembangan sistem pertahanan belum
berkembang  dengan baik  termasuk  sistem
pencernaan. Sistem pencernaan merupakan sistem
yang terbuka yang mendapat masukan dari luar.
Saluran pencernaan makanan (gastrointestinal)
merupakan tempat utama masuknya makanan dan
proses konversinya Organ ini dikolonisasi oleh
mikrobia yang berperan (berkontribusi) pada proses
pencernaan makanan, fungsi immun dan

menstimulasi berbagai aktivitas host lainnya
(Biesebeke, 2004). Oleh karena itu mikrobiota saluran
pencernaan memegang peranan penting dalam
menyehatkan host. Salah satu dasar pengendalian
penyakit adalah melalui pengendalian secara
hayati/biologis. Pada sistem pengendalaian secara
hayati ini dilakukan melalui aplikasi organisme hidup
yang mempunyai kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan pathogen atau parasit. Sehingga
pengembangan probiotik untuk penyehatan benih ikan
kerapu juga harus didasarkan pada salah satu
kriteriannya adalah kemampuan menghambat
pertumbuhan  pathogen. Antagonisme  bakterial
merupakan fenomena yang umum terjadi di alam,
sehingga interaksi mikrobiota ini berperan penting
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dalam penyeimbangan antara mikroorganisme
pathogenik dan mikroorganisme yang bermanfaat
Kriteria kemampuan antagonis terhadap bakteri
pathogen ditetapkan sebagai salah satu kriteria utama
dalam seleksi probiotik (Hjelm et al., 2004; Shakila et
al., 2006; Bouruni et al.,, 2007; Buntin et al., 2008;
Prado et al., 2009; Bjornsdottir, 2010; Zadeh et al.,
2010). Pada penelitian ini diperoleh 16 isolat yang
berasal dari ikan kerapu macan yang mempunyai
aktivitas antagonis yang bervariasi terhadap bakteri V.
harveyii, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V.
anguilarum dan V. vulnificus. Perbedaan kemampuan
untuk menghambat jenis-jenis bakteri pathogen ini
dipertimbangkan sebagai dasar pengembangan
konsorsium probiotik. Pada penelitian ini (lihat Tabel 3)
ditemukan ada 7 isolat yang mempunyai kemampuan
menghambat 2 isolat vibrio pathogen dan 9 isolat yang
hanya mampu menghambat 1 jenis bakteri vibrio
pathogen. Diantara isolat yang menghambat 2 jenis
bakteri vibrio pathogen juga menunjukan adanya
variasi kombinasi jenis pathogen yang dihambat, yaitu
3 isolat menghambat V. harveyi dan V.
parahaemoliticus, 2 isolat  menghambat V.
parahaemoliticus dan V. aguilarum serta 2 isolat
mampu menghambat V. harveyi dan V. anguilarum.
Adanya variasi kemampuan menghambat pathogen
baik tunggal maupun ganda menunjukan potensi untuk
dikembangkan sebagai probiotik multispesies. Melalui
aplikasi multispesies atau multistrain  dengan
kemampuan menghambat jenisjenis bakteri pathogen
yang berbeda akan meningkatkan spektrum
kemampuan probiotik untuk memproteksi host dari
infeksi bakteri pathogen. Beberapa penelitian telah
dilakukan untuk mendapatkan isolat-isolat bakteri
yang berasal dari ekosistem laut yang mempunyai
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakter
pathogen, sehingga dapat dikembangkan sebagai
probiotik dalam arti luas untuk mengendalikan
populasi pathogen (Yudiati et al., 2005; 2008). Variasi
kemampuan aktivitas antimikrobia terhadap bakteri
pathogen juga ditunjukan oleh penelitian Shalika et al.
(2006), Khunajakr et al. (2008), Musikasang, (2009),
dan Prado et al. (2009).

Probiotik merupakan mikroorganisme hidup
yang memberikan efek menguntungkan bagi
kesehatan host pada saat dikonsumsi pada jumlah
yang cukup (FAO/WHO, 2001). Jadi persyaratan suatu
mikroorganisme adalah probiotik salah satunya adalah
hidup. Mikroorganisme untuk hidup memerlukan
nutrisi berasal dari luar sel, maka mikroorganisme
dalam mencukupi kebutuhan nutrisinya secara akittif
memproduksi dan  mensekresikan enzim-enzim
pencernaan yang berperan untuk melakukan
pencernaan atau hidrolisis senyawa kompleks menjadi
senyawa-senyawa sederhana yang dapat masuk ke
dalam sel. Fenomena ini bersifat meguntungkan bagi

host karena aktivitas sekresi enzim pencernaan ini
akan ikut berkontribusi terhadap proses pencemaan.
Sehingga secara tidak langsung keberadaan bakteri
probiotik dalam saluran pencernaan bermanfaat dalam
meningkatkan absorbsi pakan, dan aktivitas enzim
pencernaan. Peranan probiotik terhadap absorbsi
pakan serta aktivitas enzim pencernaan telah direview
oleh Balcazar et al. (2006) dan Vine et al. (2006).
Pada penelitian ini difokuskan salah satunya pada
jenis enzim proteolitik karena komponen utama pakan
ikan adalah protein. Berdasarkan hasil penelitian
diperoleh seluruh isolat mempunyai kemampuan
menghasilkan enzim proteolitik ekstraseluler.
Kemampuan bakteri probiotik untuk memproduksi
enzim proteolitik ekstraseluler mempunyai peranan
penting dalam ikut serta mencerna senyawa-senyawa
yang bersifat protein. Hasil penelitian Geovanny &
Shen (2008) menunjukan adanya peningkatan yang
nyata pada aktivitas enzim proteolitik pada udang yang
diberi perlakuan probiotik dibandingkan kontrol.
Penelitian yang sama mengenai pengaruh pemberian
probiotik terhadap aktivitas enzim pencernaan juga
dilakukan oleh Ziaei-Nejad et al. (2006). Zhou et al.
(2009). Musikasang et al. (2009) menetapkan
kemampuan untuk mencerna protein sebagai salah
satu kriteria seleksi probiotik. Adanya enzim proteolitik
ini selanjutnya akan meningkatkan jumlah senyawa
yang bersifat protein yang dicerna sehingga
menurunkan jumlah limbah yang mengandung
Nitrogen yang berasal dari proses pencernaan. Hal ini
menguntungkan karena akan menekan jumlah amonia
yang berasal dari proses mineralisasi N-organik.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil seleksi diperoleh 8 isolat
bakteri potensial untuk dapat dikembangkan sebagai
materi untuk diseleksi lebih lanjut dalam rangka
membentuk konsorsium probiotik. Ke 8 isolat ini
mempunyai kemampuan untuk menghasilkan senyawa
antibakteri yang aktif terhadap 4 jenis vibrio (V.
parahaemolyticus, V. vulnivicus, V. harveyii, dan
V.anguilarum) serta menghasilkan enzim proteolitik
ekstraseluler yang diperlukan untuk mencerna
senyawa yang bersifat protein.
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