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Abstract: Microbiota associated with animals provide benefits for the health and
growth of the animal concerned. This study aims to isolate, characterize and
identify Bacillus spp. associated with abalone as a probiotic candidate.
Characterization and identification were based on morphological, physiological and
biochemical characters using a microbiology analyzer. The results of isolation from
the shell and digestive tract of abalone obtained 4 isolates of Bacillus which had
different morphological characteristics. characterization and identification studies
showed that isolates CAK1 and CAK2 were Bacillus coagulans with 94% and 99%
similarity, respectively, SLK2 isolates were Bacillus licheniformis with 99%
similarity, and SLK1 was Bacillus pumilus with 99% similarity
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PENDAHULUAN

Abalon (Haliotis asinina) adalah salah satu etnofauna NTB yang memiliki
komoditi bernilai ekonomi tinggi karena memiliki berbagai manfaat, daging abalon
mempunyai gizi cukup tinggi dengan kandungan protein sebesar 71,99 % dan
lemak 3,20%. Cangkangnya mempunyai nilai estetika dimanfaatkan sebagai
perhiasan, aksen dekoratif pembuatan kancing baju dan berbagai bentuk barang
kerajinan lainnya [1]. Pemasaran abalon telah memberikan peranan penting bagi
perekonomian masyarakat pesisir untuk dijual di pasar lokal dan di ekspor ke
beberapa Negara Asia [2].

Kendala yang dihadapi dalam budidaya abalon adalah serangan penyakit
vibriosis yang disebabkan oleh bakteri kelompok Vibrio, eksploitasi abalon di alam
secara tidak selektif akan mengakibatkan berkurangnya hasil tangkapan dan dapat
mengancam kelestarian abalon, pengembangan budidaya abalon secara luas
dalam skala industri terkendala oleh rendahnya ketersediaan benih dan laju
pertumbuhan abalon yang lambat [3].

Lingkungan yang buruk dan bakteri patogen merupakan sumber penyakit
suatu organisme, hasil penelitian [4] menjelaskan penyakit vibriosis sering
menyerang pada tahap larva dan abalon dewasa. Penyakit bakteri vibriosis
disebabkan oleh bakteri Vibrio telah dilaporkan di Budidaya ikan laut Indonesia
sejak tahun 1990-an. Penyakit vibriosis dilaporkan sebagian besar dalam budidaya
kerapu dan udang (Monodon dan Vanname) Infeksi pada ikan kakap (Lates
calcarifer) dan abalon (Haliotis sp.) [5]. Tahun 2002 kematian abalon di atas 90%
terjadi pada fase larva umur 7 dan 30 hari secara mendadak, penyebab kematian
abalon telah diidentifikasi sebagai Vibrio parahaemolyticus, Vibrio sudah dikenal
sebagai ancaman utama dalam budidaya laut [6].
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Berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan pembenihan dan budidaya abalon
secara intensif. Salah satu hal yang paling penting dalam pembenihan adalah
penentuan kualitas telur dan larva abalon. Kualitas telur yang buruk akan
menyebabkan tingkat penetasan yang rendah dan mortalitas larva yang tinggi,
diantara faktor penentu keberhasilan penyediaan telur dan larva yang berkualitas
yaitu status mikrobiologinya. Salah satu cara strategi yang dapat dilakukan untuk
menurunkan tingkat mortalitas larva ialah dengan memanipulasi komposisi
mikroba dan menekan kehadiran bakteri oportunistik atau patogen melalui
pemberian probiotik [7].

Probiotik untuk lingkungan akuatik didefinisikan sebagai mikroba hidup yang
menguntungkan bagi inang dengan memodifikasi hubungan komunitas mikroba
yang berasosiasi dengan inang atau lingkungannya [8]. Tujuan pemberian mikroba
probiotik ke media pemeliharaan adalah untuk meningkatkan kesehatan inang
dengan cara menekan populasi bakteri patogen, meningkatkan respons imun,
detoksifikasi senyawa berpotensi berbahaya, memproduksi vitamin dan
meningkatkan kualitas air [9]. Mikroba probiotik yang digunakan dalam budidaya
akuakultur adalah bakteri yang dapat memberikan pengaruh positif terhadap
ekosistem dan rantai makanan [10]. Syarat mikroba sebagai kandidat probiotik
dalam budidaya yaitu mikroba probiotik dapat diisolasi dari inang, tidak bersifat
patogen, mampu melakukan kolonisasi dalam saluran pencernaaan inang, dan
dapat disimpan dalam waktu yang lama [11].

Mikroba probiotik yang sudah teridentifikasi pada umumnya adalah
beberapa genus Bacillus sp. dan telah diterapkan dalam industri budidaya.
Pemanfaatan Bacillus sp. sebagai kandidat probiotik sudah lama dilakukan, namun
penggunaannya untuk tujuan meningkatkan kelulushidupan larva masih jarang.
Bacillus dapat dimanfaatkan sebagai probiotik karena memiliki berbagai karakter
seperti tidak menghasilkan toksin, mudah ditumbuhkan, tidak memerlukan substrat
yang mahal, kemampuan Bacillus untuk bertahan pada temperatur tinggi, dapat
disimpan dalam bentuk spora, dan menghasilkan enzim yang beragam, seperti
amilase, protease, dan lipase [12]. Berdasarkan hasil aplikasi Bacillus dalam
banyak penelitian, banyak digunakan sebagai probiotik dan telah terbukti
meningkatkan kinerja pertumbuhan dan sebagai sistem kekebalan tubuh budidaya
kuakultur [13].

Informasi penelitian mengenai berbagai karakter strain Bacillus sp. yang
berasosiasi dengan abalon serta potensinya menghambat pertumbuhan baktei
patogen di Indonesia masih minim, mengingat pentingnya pengembangan
probiotik untuk budidaya abalon akan lebih baik jika mikroba probiotik tersebut
berasal dari habitat abalon sendiri sehingga diharapkan mampu menghindari
permasalahan kemampuan adaptasi mikroba pada bak pemeliharaan benih dan
saluran pencernaan abalon pada saat diaplikasikan. Berdasarkan kajian tersebut
maka penelitian ini dipandang sangat perlu untuk dilakukan.

METODE

Persiapan alat dan bahan

Setiap alat dan bahan penelitian harus disiapkan pada setiap tahap
penelitian. Peralatan penelitian disterilkan pada suhu 121 °C dengan tekanan 2
atm selama 15 menit. Bahan media yang digunakan akan disterilisasi bersamaan
dengan peralatan penelitian.
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Pengambilan sampel abalon

Sampel abalon diperoleh dari nelayan pantai gerupuk di desa gerupuk,
Lombok Tengah. Sampel yang diperoleh disimpan di akuarium dan dibawa ke
Laboratrium Mikrobiologi FMIPA Universitas Mataram.

Pembuatan media pertumbuhan bakteri

Media yang digunakan adalah media SWC (Sea Water Complex) sebagai
media untuk memaksimalkan pertumbuhan kelompok bakteri Bacillus. Komposisi
media SWC terdiri dari NB (Nutrien Broth, Difco), agar powder (Difco), dan air laut
steril, media dimasukkan kedalam erlenmeyer dan dipanaskan diatas hot plate
sambil diaduk rata menggunakan magnetic stirrer, media disterilisasi dengan
autoklaf pada suhu 121°C tekanan 2 atm selama 15 menit, media dituang ke cawan
petri steril dalam keadaan hangat dan dibiarkan memadat.

Pengambilan isi saluran pencernaan dan cangkang abalon

Sampel abalon dibedah untuk pengambilan saluran pencernaan dan
cangkang abalon sebagai sumber inokulum. Saluran pencernaan diambil dengan
menggunakan sectio, kemudian digerus menggunakan mortar lalu ditimbang
sebanyak 1 gram menggunakan timbangan analitik.

Pengenceran sampel

Satu gram homogenat saluran pencernaan abalon disuspensikan ke dalam
9 mL air laut steril lalu dihomogenkan menggunakan vortex dan di inkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam, dan dipanaskan selama 10 menit dalam air mendidih,
diencerkan berseri hingga seri pengenceran 10- lalu ditumbuhkan di media SWC
agar dengan teknik spread plate di inkubasi selama 24 jam, kemudian bakteri
koloni yang tumbuh pada media SWC diamati morfologi koloni meliputi warna,
tepian, elevasi dan bentuk morfologi. Koloni yang berbeda diberi kode, masing-
masing kode koloni dimurnikan dengan cara mengambil satu ose koloni bakteri
digoreskan di media SWC padat dan diinkubasi selama 24 jam. Dilakukan berulang
sehingga memperoleh pemurnian koloni yang berpisah.

Karakterisasi dan identifikasi isolat Bacillus sp.

Karakterisasi isolat Bacillus sp. didasarkan pada tampilan morfologi koloni
(warna, bentuk, elevasi, tepian, dan ukuran koloni), karakteristik mikroskopik
(reaksi Gram, penataan sel, ukuran sel, posisi spora, dan motilitas), sedangkan
karakterisasi biokimia dan fisiologi terdiri dari 44 jenis uji. Untuk uji biokimia dan
fisologi ini menggunakan alat Microbiology Analyzer.

Identifikasi isolat menggunakan alat Microbiology Analyzer. Isolat murni
diambil menggunakan ose dimasukkan ke dalam tabung phoenix ID broth dan
divortex sampai homogen, diukur kekeruhan menggunakan densitometer sampai
didapatkan kekeruhan 0,4-0,6 McFarland, dituang ke dalam phoenix panel caddy
dan ditutup rapat. Panel tersebut dimasukkan ke dalam alat Microbiology Analyzer
untuk pemeriksaan, hasil identifikasi dan nama spesies isolat dapat dilihat dari
layar komputer.

Pembuatan supernatan isolat Bacillus sp.

Supernatan bebas sel isolat Bacillus sp. diperoleh dengan cara
menginokulasi isolat Bacillus ke dalam media SWC cair, kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C selama 24 jam. Kultur cair disentrifugasi menggunakan sentrifius
dengan kecepatan 3500 rpm selama 30 menit dan diambil supernatant untuk diuiji
daya antibakteri.
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Uji aktivitas anti Vibrio sp.

Vibrio sp. sebagai bakteri uji didapatkan dari sampel udang. Langkah awal
yang dilakukan adalah meremajakan bakteri uji sebanyak 1 ose diinokulasikan
pada NaCl lalu ditanam pada media SWC agar yang sudah memadat sebanyak
100um dengan teknik sebar menggunakan spreader, didiamkan 10 menit dan
dibuat sumuran diameter 7 mm dimasukkan supernatan bebas sel Bacillus sp. ke
dalam sumuran, kemudian diinkubasi selama 24 jam, diukur diameter zona bening
yang terbentuk kemudian dihitung rata-ratanya.

HASIL

Isolat dan Karakter Bacillus spp. Berasosiasi Abalon

Sebanyak empat isolat bakteri berasosiasi abalon (Haliotis asinina)
diperoleh dari pantai gerupuk yaitu dua isolat pada cangkang diberi kode CAK1,
CAK6 dan dua isolat di saluran pencernaan yaitu SLK1 dan SLK2 (Tabel 1).
Jumlah isolat yang berhasil diisolasi dipengaruhi oleh jumlah sampel yang
digunakan, kebutuhan nutrisi dan kesesuian media pertumbuhan dari bakteri yang
diisolasi.

Tabel 1. Bakteri Bacillus Hasil isolasi dari cangkang dan saluran cerna abalon
Sumber isolat

Cangkang Saluran pencernaan
CAK1 SLK1
CAK6 SLK2

Karakterisasi isolat yang dilakukan adalah pengamatan morfologi koloni,
pewarnaan gram, penataan sel dan bentuk endospora, keempat isolat memiliki
karakter yang berbeda-beda. Bacillus merupakan bakteri gram positif, morfologi
koloni umumnya berwarna putih atau kekuningan, tepi koloni tidak rata, tidak
berlendir dan mampu membentuk endospora, letak endospora didalam sel serta
ukuran bentuknya tidak sama bagi setiap jenis Bacillus, namun keempat koloni
memiliki endospora terletak diujung (terminal). Adapun karakter morfologi dan
biokimia dari isolat Bacillus diisolasi abalon (Haliotis asinina) dapat dilihat di tabel
2 dan Tabel 3.

Tabel 2. Karakteristik morfologi keempat isolat Bacillus spp.

isolat Sel

Kode Karakter dan Morfologi Foto

Mikroskopi

CAK1 Koloni berwarna putih,

CAKG6 Koloni berwarna kuning,

bentuk bulat (pinggir
halus rata), gram positif
(bacil tunggal panjang),
memiliki endospora
terletak diujung
(terminal), dan motil.
Diameter koloni 0,3 cm

bentuk bulat (pinggir
tidak rata), gram positif
(streptobacil), memiliki
endospora terletak
diujung, bersifat
motilitas.

Diameter koloni 0,3 cm
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SLK1 Koloi berwarna putih,
bentuk bulat (pinggir
halus), gram positif (bacil
panjang tunggal),
memiliki endospore
terletak diujung ,
terdapat gerak motil.
Diameter koloni 0,3 cm

SLK2 Koloni berwarna putih,
bentuk bulat pinggir
halus, gram positif, bacil
panjang bengkok,
memiliki endospora
terletak diujung, bersifat
motil. Diameter koloni
0,3cm

Abstract
A concTabel 3. Karakteristik biokimiawi keempat isolat Bacillus spp.

N Nama Uji biokimia CAK1 CAK6 SLK1 SLK2
o] Instr Exp Instr Exp Inst Exp Instr Exp
Result result Result resu result result resul result
It t

1 A_ARARR (arginine + + - + - - - +
AMC)

2 A_LARGH (L- - + - + - - - +
arginine)

3 A LLEUH (L- + + - + - - + +
Leuicine)

4  A_LPYR + + + + - - - +

(pyroglutanic acid)

5 C_3MGA (3 metyhl + + + + + + + +
glutaric acid)

6 CDGUA ( D- + + + + + + + +
Gluconic acid)

7 C_KGA ( alpha + + + + + + + +
glutatric acid)

8  C_THY (thymidine) + + + + + + + +

9 M_BDGAL + + + + - - + +
(Galactoside)

10 A_GLPRB (Glycine- - + - + - - - -
proline)

11 A _LHIST (histidine) - - - - - - - -

12 A _LPHET + + + + + + *
(phenylalanine)

13 A LTRY + + + + - - + -
(trypthopan)

14 C_CLST (colistin) - - - - + + - +

15 C_DMNT (Mannitol) + + + + + + + +

16 C_MAA (3- + + + + + + + ¥
methyladipic acid)

17 M_ADGLU(glucosid + + + + - - + +
e)

18 M_BDGLC + - - - - - - -

(glucuronide)
19 A _LALT (alanine) - - - - - - - -
20 A_LISO (isoloucine - - - - - - - -
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21 A_LPROB (proline) - + - + - - - -
22 A_META + - - - - - - -
(methionine)
23 C_DFRU (fructose) + + +
24 C_IMN + + + +
(iminodiacetic acid)
25 C_PXB (polymixcin - - - - - - - -
B)
26 M_BDCEL + + - + + + + +
(cellobioside)
27 M_BDGLU + + + + + + + +
(glucoside)
28 M_NAG (n-acetil- + + - + - + - -
glucosaminide)
29 N_ALALH (alanine + + + + - - - -
alanine )
30 P_ADGLU + + + + - - + +
(glucoside)
31 R_DEX (dextrose) + + + + - -
32 R_DTRE (D- - + + - - + +
trehalose)
33 R_MTT - + + + - - R +
(maltotriose)
34 T_ESC (esculine) - + - + -
35 M_PHOS + + + + +
(phosphate)
35 N_LPROT (proline) - + + + - - -
36 P_PHOL - + + + - - + -
(phosphate)
37 R_DSUC (sucrose) - + + + - - + +
38 R_MAL (maltose) - + + + - - - -
39 R_NGU (acetyl - + - + - - - -
glucosamine)
40 M_PHOT + + + + + + + +
(phosphate)
41 N_VAALA (valine- - + + + - - - -
alanine)
42 R_BGEN (beta- - + - + - - - -
gentiobiose)
43 R_DTAG (D- - - - - - - - -
tagatose)
44 R_MGP (methyl - + - + - + - +
glucoside)
45 S_URE (urea) - + - + - - - +

Tabel 4. Hasil identifikasi keempat isolat Bacillus spp. berdasarkan karakteristik
biokimiawi menggunakan microbiology analyzer

No. Kode isolat Nama spesies

1 CAK1 Bacillus coagulans

2 CAK6 Bacillus coagulans

3 SLK1 Bacillus pulmilus

4 SLK2 Bacillus licheniformis
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PEMBAHASAN

Hasil pengamatan morfologi dan uji biokimia dapat dilihat di tabel 2 dan hasil
identifikasi pada tabel 3 memperlihatkan karakter yang berbeda-beda. Morfologi
sel berbentuk batang, Gram positif, memiliki endospora dan dan tumbuh secara
aerobic menunjukkan bahwa keempat isolate termasuk kedalam genus Bacillus.
Identifikasi lebih lanjut berbasis karakter fisiologi menggunakan microbiology
analyzer menunjukkan bahwa isolat CAK1 adalah Bacillus coagulans dengan
confidence value sebesar 99%, isolat CAK6 adalah Bacillus coagulans dengan
confidence 94%, isolate SLK1 adalah Bacillus pumilus dendgan confidence value
99% dan isolate SLK2 adalah Bacillus licheniformis dengan confidence value 99%.
Confidence value menunjukkan nilai keakuratan hasil identifikasi dan dapat juga
dianggap sebagai nilai similaritas isolat uji dengan database bakteri yang tersedia
pada software aplikasi.

Bacillus merupakan salah satu jenis bakteri berbentuk batang ditemukan di
tanah maupun di air laut, termasuk bakteri gram positif, mempunyai flagel berfungsi
untuk bergerak dan membentuk endospora. Endospora adalah struktur berdinding
tebal yang sangat reaktif, mengandung sedikit air, tahan terhadap kondisi fisik dan
kimia. Endospora Bacillus memiliki berbagai macam bentuk yaitu bulat, oval, elips
atau silinder, yang terbentuk dalam sel vegetative. Letak endospora dan ukuran
selama pembentukannya berbeda dengan spesies Bacillus sp. lainnya sehingga
endospora sebagai pembeda dari tipe bakteri pembentuk eksospora [14, 15].

Menurut [16,17] Bacillus sp. bersifat aerob namun beberapa bersifat
fakultatif anaerob dan sebagian besar positif katalase. Pada medium cawan
Nutrien Agar setiap jenis Bacillus sp. menunjukkan koloni yang berbeda-beda,
bentuk dan ukuran koloni bervariasi, wana koloni umumnya putih kekuningan atau
putih suram, permukaan kasar dan tidak berlendir, koloni besar dan tidak mengkilat
setiap jenis juga menunjukkan kemampuan dan ketahanan yang berbeda-beda
dalam menghadapi kondisi lingkungannya, misalnya ketahanan terhadap panas,
asam dan kadar garam.

Bacillus coagulans merupakan bakteri gram positif penghasil asam laktat,
pembentuk spora, non-patogen, katalase positif, dan anaerob fakultatif [18].
Menurut [19] bahwa bakteri ini tidak bersifat patogen, tumbuh baik di usus halus,
dapat digunakan untuk meningkatkan laju pertumbuhan, menjaga keseimbangan
flora usus, dan menghasilkan beberapa vitamin. Suhu pertumbuhan optimumnya
adalah 35 sampai 50°C dan pH pertumbuhan optimumnya adalah 5,5 sampai 6,5.
Hasil penelitian [20] bahwa pemberian bakteri probiotik Bacillus coagulans melalui
pakan (feed probiotic) dapat meningkatkan pertumbuhan, efisiensi pakan, dan
efisiensi pemanfaatan protein tetapi tidak mempengaruhi tingkat kelangsungan
hidup udang jerbung (Fenneropenaeus merguensis).

Bacillus coagulans menyebabkan kerusakan pada produk susu, buah dan
nabati karena produksi asam, memiliki spora bersifat terminal, selain itu komposisi
dinding sel kandungan lipid lebih tinggi (12,6%) dari bakteri gram positif lainnya,
beberapa penelitian telah melaporkan Bacillus coagulans dapat mengatur
simbiosis inang mikrobiota dan menghambat pertumbuhan bakteri patogen
sehingga mampu dijadikan probiotik [21].

Bacillus licheniformis adalah bakteri gram positif, pembentuk spora,
anaerobik fakultatif, spesifik strain tertentu digunakan untuk menghasilkan
antibiotik peptida seperti bacitracin dan proticin, sebagai bakteri pembentuk
endospora kemampuan organisme untuk bertahan hidup pada kondisi lingkungan
yang tidak menguntungkan dapat meningkatkan potensinya sebagai agen
biokontrol alami., Hasil penelitian [22] bahwa bakteri patogen Vibrio pada usus
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udang menurun secara signifikan setelah perlakuan pemberian probiotik Bacillus
licheniformis, temuan ini menunjukkan bahwa B. licheniformis berperan sebagai
kompetitif karena mengubah populasi bakteri Vibrio di saluran pencernaan udang,
beberapa strain dapat menghasilkan eksotoksin dengan aktivitas hemolitik yang
kuat, memiliki hidrofobisitas yang tinggi sehingga mampu merekat pada mukosa
salah satu faktor penting probiotik karena tidak hanya memastikan kolonisasi tetapi
juga menghambat bakteri patogen.

Bacillus pumilus merupakan bakteri pembentuk spora, gram positif, dan
anaerob. Plasmid dari Bacillus pumilus memiliki aktivitas antibakteri dan antijamur,
memiliki protease yang telah digunakan diberbagai industry makanan, kimia,
deterjen dan industri kulit. Bacillus pumilus memiliki kemampuam untuk
berdiferensiasi menjadi endospora sehingga sangat tahan lama terhadap
lingkungan oligotrofik, H202, dan desinfeksi kimiawi. Peran ekologi B. pumilus
menghasilkan senyawa antagonis terhdapa jamur dan bakteri pathogen. Asam
teikoat dan lipoteikoat menutupi lapisan terluar dari ikatan peptidoglikan, berperan
sebagai adhesi ke sel inang dan antigen permukaan utama [23,24].

Spesies Bacillus telah terbukti memiliki sifat probiotik yang lebih baik karena
kemampuannya untuk menghasilkan substansi antimikroba yang aktif, tidak
patogen dan tidak beracun, kapasitas sporulasi memberi keuntungan dalam
toleransi kelangsungan hidup sehingga dapat bertahan dan umur simpan relatif
lebih lama [25]. Spesies Bacillus didokumentasikan untuk meningkatkan aktivitas
enzim pencernaan, aktivitas enzim antioksidan, ekspresi gen yang berhubungan
dengan kekebalan serta gen yang berhubungan dengan stres dan meningkatkan
kemampuan ikan untuk tahan terhadap mikroba patogen [26]. Spesies Bacillus
juga meningkatkan pemanfaatan pakan yang lebih baik pada budidaya akuakultur
yang mengarah ke tingkat pertumbuhan yang lebih baik [27].

Pemanfaatan Bacillus dapat digunakan sebagai alternatif solusi untuk
mengontrol pertumbuhan bakteri patogen, karena Bacillus sp. diaplikasikan
sebagai probiotik dan biokontrol yang menghasilkan senyawa antimikrob
polipeptida seperti bakteriosin yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen. [28,29,30].

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh empat isolat bakteri Bacillus yang telah
berhasil diisolasi dari cangkang dan saluran pencernaan abalon (Haliotis asinina).
Keempat isolat Bacillus tersebut teridentifikasi sebagai Bacillus coagulans CAK1,
Bacillus coagulans CAK®, Bacillus licheniformis SLK1 dan Bacillus pumilus SLK2.
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