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Abstract. Hydrolytic bacteria are bacteria that play an important role in helping the digestive process of fish. This study aims to
determine the hydrolytic activity of bacteria in the digestive tract of Nilem fish seen from amylolytic, proteolytic, lipolytic and
cellulitic indices. The method used is exploratory and data analysis using parametric and non-parametric to explain the research
data. Exploration carried out in this study included the total number of bacteria, proportion of hydrolytic bacteria, activity index
of hydrolytic bacteria and molecular identification of bacteria with the best activity index. Fish were taken at random from fish
farming ponds in Beji and Singasari with three fish each. The number of bacteria found an increasing pattern to the posterior
intestine of fish from Beji and a pattern that varied between parts of the intestine of fish from Singasari. Hydrolytic bacteria were
isolated from each part of the intestine from both locations which showed a decreasing pattern in each type of hydrolytic and
intestinal tracts of fish from Singasari and varied patterns in the intestines of fish from Beji. The hydrolytic activity index showed
a stable average value in each part of the intestine and the sampling location. Based on the best activity index, seven isolates were
identified from three different genera, namely 1) Bacillus subtilis, 2) Enterobacter mori, Enterobacter cloacae, and 3) Aeromonas
hydrophila (3), Aeromonas veronii. The bacteria obtained are classified as non-pathogenic bacteria that have potential in the field
of aquaculture and normal pathogenic bacteria in the fish intestine
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Abstrak. Bakteri hidrolitik merupakan bakteri yang berperan penting dalam membantu proses pencernaan ikan. Penelitian ini
bertujuan mengetahui aktivitas hidrolitik bakteri saluran pencernaan ikan Nilem dilihat dari indek amilolitik, proteolitik, lipolitik
dan selulitik. Metode yang digunakan yaitu eksploratif dan analisis data menggunakan parametrik dan non-parametrik untuk
menjelaskan data hasil penelitian. Eksplorasi yang dilakukan pada penelitian ini meliputi jumlah total bakteri, proporsi bakteri
hidrolitik, indeks aktivitas bakteri hidrolitik serta identifikasi molekuler bakteri dengan indeks aktivitas terbaik. Ikan diambil
secara acak dari kolam pembudidaya ikan di Beji dan Singasari dengan jumlah masing-masing tiga ekor. Jumlah bakteri
mendapatkan pola yang meningkat ke bagian posterior usus ikan dari Beji dan pola yang bervariasi antar bagian usus ikan dari
Singasari. Bakteri hidrolitik berhasil diisolasi dari setiap bagian usus dari kedua lokasi yang menunjukan pola menurun di setiap
jenis hidrolitik dan bagian usus ikan dari Singasari dan pola bervariasi pada bagian usus ikan dari Beji. Indeks aktivitas hidrolitik
menunjukan nilai rata-rata yang stabil pada setiap bagian usus dan lokasi sampling. Berdasarkan indeks aktivitas terbaik didapatkan
sebanyak tujuh isolate yang teridentifikasi dari tiga Genus berbeda yaitu 1) Bacillus subtilis, 2) Enterobacter mori, Enterobacter
cloacae, dan 3) Aeromonas hydrophila (3), Aeromonas veronii. Bakteri yang didapatkan tergolong dalam bakteri non-patogen
yang berpotensi dibidang akuakultur dan bakteri patogen yang normal di dalam usus ikan

Kata Kunci : bakteri hidrolitik, identifikasi, bagian usus, Osteochilus vittatus

PENDAHULUAN

Ikan Nilem merupakan ikan dari famili Cyprinidae yang tersebar di perairan Sumatera, Jawa dan Kalimantan.
Ikan ini adalah salah satu komoditas budidaya ikan air tawar yang terkonsentrasi di Pulau Jawa (Rahmia et al., 2015).
Ikan Nilem sudah dapat dibudidayakan dengan baik dan memiliki potensi dikembangkan menjadi komoditas unggulan
di Banyumas, Purbalingga dan Banjarnegara karena banyak diminati oleh konsumen. Ikan Nilem termasuk dalam
golongan herbivora (Rahmia et al., 2015). Ikan Nilem dalam kegiatan budidaya dapat mengkonsumsi pakan buatan
dengan baik. Jenis pakan yang dikonsumsi akan mempengaruhi kondisi sistem pencernaan dan absorbsi nutrient yang
dimiliki oleh suatu jenis ikan (Anggani et al., 2021)

Sistem pencernaan pada ikan Nilem di mulai di usus bagian depan bukan di rongga mulut, sebab tidak memiliki
kelenjar air liur yang dapat menghasilkan saliva. Selain enzim, proses pencernaan dibantu oleh aktivitas bakteri dalam
saluran pencernaan. Menurut Khasani, (2010; Kurniasih et al., (2013) beberapa jenis bakteri memiliki peranan penting
dalam meningkatkan pemanfaatan pakan, kesehatan ikan, perbaikan mutu lingkungan dan daya cerna pakan. Peranan
bakteri yang menguntungkan dalam saluran pencernaan yang memiliki potensi menghasilkan enzim pencernaan
eksogen telah banyak diteliti. Hasil riset Deepika et al., (2019) menyatakan bahwa salah satu jenis bakteri pada saluran
pencernaan ikan Gurami adalah Bacillus sp. yang dapat menghasilkan enzim hidrolitik seperti protease, amylase,
selulase dam lipase. Pada ikan lele ditemukan aktivitas bakteri amilolitik, proteolitik dan lipolitik. Diantara bakteri
yang ditemukan bakteri genus Staphylococcus sp. memiliki ketiga aktivitas tersebut (Kurniasih et al., 2013).
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Kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim hidrolitik ekstraselluler dapat dideteksi dengan menggunakan
medium pengujian yaitu medium yang diperkaya dengan substrat enzimnya (Yusra & Hatta, 2019) Aktivitasnya akan
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni. Dengan keberadaan bakteri yang memiliki aktivitas
hidrolitik akan meningkatkan kemampuan ikan dalam mencerna nutrisi dan lebih lanjut dapat digunakan sebagai
kandidat probiotik. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui aktivitas hidrolitik bakteri saluran pencernaan ikan
Nilem dilihat dari indek amilolitik, proteolitik, lipolitik dan selulitik.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan metode eksploratif dan hasilnya dianalisis secara statistika parametrik dan non
parametrik untuk menjelaskan hasil pengamatan. Penelitian ini diawali dengan mengambil sampel pada dua tempat
budidaya yang berbeda yaitu tempat budidaya ikan Nilem yang sesuai dengan SNI dalam hal ini akan diwakilkan oleh
BBI Singasari dan Pembudidaya ikan Nilem (Beji). Sampel ikan dibawa ke laboratorium untuk pengamatan
mikrobiologis. Pengamatan meliputi jumlah total bakteri dan pengujian aktifitas bakteri amilolitik, proteolitik, lipolitik
dan selulolitik serta identifikasi bakteri dengan indeks hidrolitik terbaik.

Pengambilan Sampel Saluran Pencernaan

Sampel ikan Nilem diambil dari BBI Singasari dan Pembudidaya ikan di desa Beji. Banyaknya sampel yang
diambil adalah masing-masing tiga (3) ekor ikan dengan ukuran 10 — 15 cm. Sampel ikan Nilem yang diambil adalah
dari strain yang sama. lkan diambil dan dibawa ke Laboratorium riset Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan
Purwokerto dalam kondisi hidup dengan transportasi basah. Sampel ikan dimatikan dengan memotong pangkal tulang
belakang, diukur panjangnya, dan ditimbang beratnya dan selanjutnya dibedah untuk diambil saluran pencernaanya
(usus). Saluran pencernaaan diukur panjangnya dan dibedakan menjadi tiga bagian yaitu anterior, middle dan posterior.

Isolasi Mikroba

Jumlah total bakteri dihitung berdasarkan metode total plate count (TPC) dengan pour plating (Nurhafid et al.,
2021). Sampel usus ikan Nilem sepanjang 0,5 cm ditimbang, dimasukkan tabung 1,5 ml, dan dihaluskan dengan pellet
pastel. Sampel dihomogenkan dengan larutan NaCl 0,9% steril sebanyak 1 ml. Pengenceran bertingkat dilakukan
pada 10! sampai 10°. Tabung reaksi diisi dengan larutan NaCl 0,9 % steril sebanyak 4,5 ml/tabung dan sampel usus
dimasukkan sebanyak 0,5 ml pada tabung reaksi pertama sebagai pengenceran 10! selanjutnya divortex supaya
homogen dan diambil 0,5 ml untuk diencerkan kembali pada tabung reaksi kedua sebangai pengenceran 10 dan
divortex supaya homogen. Proses dilanjutkan dengan prosedur yang sama sampai dengan pengenceran 107
Selanjutnya dari setiap pengenceran 102 sampai 10 diambil 0,5 ml untuk dikultur pada media TSA dengan metode
Pour Plate. Selanjutnya diinkubasikan pada suhu ruang selama 18-24 jam. Kemudian koloni yang ada dihitung untuk
menentukan jumlah total bakteri. Perhitungan jumlah bakteri menggunakan metode TPC (Total Plate Count) denga
rumus shb :

1 1
X X (
pengenceran volume bakteri (mL)  berat sampel (g)\

Total bakteri = Y koloni x CFU/g)

Pengamatan Aktivitas Bakteri Proteolitik

Preparasi media proteolitik dilakukan dengan cara disiapkan 4 gr bubuk TSA dan ditambahkan sebanyak 2%
skim milk powder dan simasukan ke dalam erlenmeyer yang telah diisi 100 mL akuades. Larutan media dipanaskan
menggunakan microwave dan diaduk hingga homogen. Kemudian media disterilkan menggunakan autoklaf dengan
suhu 121" C selama 15 menit. Kemudian media yang steril dipindahkan pada waterbath hingga digunakan . Jika terjadi
proses hidrolisis kasein yang ada pada skim milk powder, akan terlihat zona bening di sekeliling koloni mikroba,
sebaliknya bila tidak terjadi hidrolisis maka daerah di sekitar koloni tetap berwarna keruh. Berdasarkan data tersebut
diperoleh dapat ditentukan nilai rasio protease dengan rumus yang digunakan dalam riset (Ginting et al., 2020;
Subagiyo & Djunaedi, 2012).

Indeks hidrolisis protein = diameter zona bening bakteri/diameter koloni bakteri.

Pengukuran Aktivitas Bakteri Amilolitik

Preparasi media Amilolitik dilakukan dengan cara disiapkan 4 gr bubuk TSA dan ditambahkan sebanyak 1%
tepung singkong (Tapioka) dan simasukan ke dalam erlenmeyer yang telah diisi 100 mL akuades. Larutan media
dipanaskan menggunakan microwave dan diaduk hingga homogen. Kemudian media disterilkan menggunakan
autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian media yang steril dipindahkan pada waterbath hingga
digunakan. Pengamatan aktivitas amilolitik menggunakan larutan lodine untuk melihat aktivitas positif dengan cara
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menuangkan larutan lodine pada permukaan cawan untuk menunjukan adanya zona hidrolisis (Ginting et al.,
2021).Cara menghitung indeks hidrolisis amilum yaitu :

Indeks hidrolisis amilum = diameter zona bening bakteri/diameter koloni bakteri.

Pengukuran Aktivitas Bakteri Lipolitik

Preparasi media lipolitik dilakukan dengan cara disiapkan 100ml akuades, lalu tambahkan 1% minyak zaitun,
1% Gum arabic, 0,5% CaCl2 lalau diaduk pada suhu 100°C menggunakan magnetic dan Hot plate stirer selama 15
menit. Tambahkan bubuk TSA sebanyak 4 gr. Larutan media dipanaskan menggunakan microwave dan diaduk hingga
homogen. Kemudian media disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian media
yang steril dipindahkan pada waterbath hingga digunakan (Simamora & Sukmawati, 2020) yang dimodifikasi. Cara
menghitung indeks hidrolisis lemak yaitu (Rizky et al., 2017)

Indeks hidrolisis lemak = diameter zona bening bakteri/diameter koloni bakteri.

Pengukuran Aktivitas Bakteri Selulitik

Preparasi media selulolitik dilakukan dengan cara disiapkan 4 gr bubuk TSA dan ditambahkan sebanyak 1%
Carboxy Methil Cellulose (CMC). Lalu ditambahkan sebanyak 100mL akuades dan aduk menggunakan magnetic
stirer dan panasakan dengan suhu 100°C selama 15 menit. Kemudian media disterilkan menggunakan autoklaf dengan
suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian media yang steril dipindahkan pada waterbath hingga digunakan. Pengamatan
aktivitas selulolitik dilakukan dengan menambahkan Congored 0,1% pada seluruh permukaan media CMC untuk
menunjukan adanya zona hidrolisis. Pengukuran aktivitas bakteri selulitik dengan rumus (Nursyirwani et al., 2020).

Indeks hidrolisis selulose = diameter zona bening bakteri/diameter koloni bakteri.

Identifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri hidrolitik dilakukan pada bakteri yang memiliki aktivitas tergolong tinggi. Tahapan
identifikasi diawali dengan isolasi DNA bakteri. Isolasi DNA bakteri dilakukan menggunakan kit genomic tissue
(Geneaid) dengan prosedur yang sesuai dengan petunjuk penggunaan. Bakteri dikultur pada media Tryptone Soy Broth
(TSB) dan diinkubasi selama 24 jam. Hasil kultur bakteri dari TSB diambil sebanyak 1 mL dipindahkan kedalam
microtube 1,5 mL. Bakteri dicuci dari media dengan cara bakteri yang telah di pindah pada tube divortex dan spindown
kemudian supernatan diganti menggunakan akuades. Pencucian dilakukan sebanyak tiga kali. Selanjutnya pelet bakteri
dihomogenkan dengan 200 pL. GT Buffer dan 20 pL Proteinase K. Sampel diinkubasi pada suhu 60°C selama 30 menit
dengan menggunakan waterbath. Selama inkubasi, sampel dihomogenkan setiap 5 menit. Tahapan selanjutnya adalah
sel lisis. Larutan GBT Buffer dimasukan pada ampel sebanyak 200 uL lalu di-vortex selama 10 detik. Sampel
diinkubasi kembali pada suhu 60°C selama 20 menit. Tahapan selanjutnya adalah binding dan washing DNA. Ethanol
absolut ditambahkan ke dalam sampel, vortex dan spindown masing-masing selama 10 detik. Selanjutnya GS column
dipasangkan pada 2 ml collection tube. Sampel dipindahkan ke dalam GS column dan disetrifugasi pada 6.000 rpm
selama 2 menit. GS column dipindahkan ke 2 mL collection tube yang baru. Sebanyak 400 uLL W1 Buffer ditambahkan
ke dalam GS column lalu disentrifugasi pada 6.000 rpm selama 30 detik. Sebanyak 600 uL wash buffer ditambahkan
ke GS column lalu disentrifugasi pada 6.000 rpm selama 30 detik. Kemudian GS column disentrifugasi selama 3 menit
pada 6.000 rpm untuk mengeringkan matriks column. Tahapan selanjutnya adalah elusi DNA. GS-column yang telah
kering dipindahkan ke 1,5 microtube baru lalu ditambahkan 100 uL Elution buffer yang telah dihangatkan ke bagian
tengah matriks column. Sampel didiamkan selama 5 menit untuk memastikan Elution buffer sepenuhnya terserap.
Selanjutnya sampel disentrifugasi pada 6.000 rpm selama 30 detik. Sampel DNA disimpan pada suhu -20°C untuk
dilakukan analisis pada tahap selanjutnya.

Amplifikasi dilakukan menggunakan Primus 25 Thermocycler PCR (Peglab). Sepasang primer yang digunakan
mengikuti penelitian Marchesi, et al. (1998) 63f (5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’) dan 1387r (5’-GGG
CGG WGT GTA CAA GGC-3’) dengan hasil amplifikasi berukuran 1500 bp. Mastermix PCR berisi sepasang primer,
nuclease free water dan my taq HS Redmix 2x (DNA polymerase, Buffer MgCl,, dan dNTP) dengan volume masing-
masing sesuai protokol My Taq HS Redmicx. Program PCR yang digunakan untuk amplifikasi adalah predenaturasi
94°C selama 2 menit; diikuti 35 siklus: denaturasi 94°C selama 20 detik, anneling pada suhu 53°C selama 30 detik dan
extention pada suhu 72°C selama 20 detik dan final extention pada suhu 72°C selama 5 menit serta suhu akhir 25°C.
Hasil PCR dilihat dengan visualisassi gel elektroforesis dengan panjang pita 1500bp. Selanjutnya, dari hasil PCR yang
berhasil kemudian dilakukan sekuensing untuk mendapatkan informasi urutan basa nukleutida. Data yang didapatkan
berupa sekuen fasta yang kemudian di analisis BLAST untuk melihat homologi sekuen sampel dengan database NCBI.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Kelimpahan bakteri di dalam saluran pencernaan dapat dihitung berdasarkan metode Total Plate Count (TPC)
(Nurhafid et al., 2021). Metode Total Plate Count (TPC) memiliki prinsip yaitu menentukan besarnya populasi bakteri
yang terdapat pada saluran pencernaan ikan. Pengenceran yang digunakan dalam metode Total Plate Count (TPC)
adalah 102 sampai 10 dan hasil perhitungan kelimpahan bakteri dengan satuan Colony Form Unit (CFU)/gram.
Koloni bakteri yang tumbuh dalam TSA dihitung pada rentang 30-300 koloni. Sampel ikan Nilem diambil dari dua
tempat yang memiliki perbedaan sistem pemeliharaan dan lokasi. Sampel berasal dari Balai Benih Ikan Singasari dan
pembudidaya ikan di desa Beji. Hasil perhitungan ditampilkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kelimpahan bakteri saluran pencernaan ikan Nilem per bagian (anterior, middle, posterior) yang
dibudidayakan di Kabupaten Banyumas.

Berdasarkan Gambar 1. Tiga bagian pencernaan cenderung mengalami peningkatan pada bagian posterior untuk
sampel yang berasal dari desa beji namun kelimpahan bervariasi untuk sampel dari desa singasari. Kelimpahan bakteri
pada penelitian ini, kelimpahan bakteri saluran pencernaan ikan dari Beji menunjukan kelimpahan meningkat kearah
bagian posterior, berturut-turut 8,4x10°CFU/g, 13,2x10%CFU/g dan 23,5x10°CFU/g. Sedangkan kelimpahan bakteri
saluran pencernaan ikan dari Singasari bagian anterior sebanyak 9,5x106CFU/g, bagian middle 0,5x10°CFU/g dan
bagian posterior 1,8x10°CFU/g.
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Gambar 1. Proporsi Isolat Bakteri Proteolitik, Amilolitik, Lipolitik, atau Selulolitik dari Usus Bagian Anterior,
Middle, dan Posterior Ikan Nilem (Osteochilus vittatus) yang Dibudidayakan di Kabupaten Banyumas.
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Isolat bakteri hidrolitik berhasil diisolasi dari setiap bagian usus ikan nilem dari Singasari dan Beji. Berdasarkan
lokasi pengambilan sampel, proporsi bakteri hidrolitik secara umum menunjukan pola menurun ke bagian posterior
usus ikan dari Singasari. Sedangkan proporsi bakteri hidrolitik lokasi Beji menunjukan pola bervariasi di setiap bagian
usus ikan. Meski demikian, berdasarkan gambar 2 keberadaan bakteri hidrolitik tertentu dapat diketahui lebih
mendasar. Misalnya keberadaan bakteri selulolitik dari kedua lokasi menunjukan keberadaan relative tinggi
dibandingkan dengan keberadaan bakteri hidrolitik lainnya. Namun hasil penelitian ini menunjukan bahwa keberadaan
bakteri lipolitik dari lokasi Singasari didapatkan proporsi yang rendah dibandingkan keberadaan dari lokasi Beji.
Kemudian bakteri amilolitik dan proteolitik secara umum menunjukan proporsi relative tinggi di setiap bagian usus
ikan namun relative bervariasi berdasarkan pengambilan dari lokasi Beji.
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Gambar 2. Nilai rata-rata indeks aktivitas hidrolitik bakteri usus ikan Nilem (Osteochilus vittatus) yang
Dibudidayakan di Kabupaten Banyumas

Berdasarkan Gambar 3, nilai rata-rata indeks aktivitas bakteri hidrolitik bagian usus ikan menunjukan nilai
relative seragam. Hal tersebut dapat dilihat dari bakteri amilolitik, proteolitik dan selulolitik, berbeda dengan lipolitik
yang menunjukan indeks tinggi pada bagian posterior lokasi Singasari didapatkan nilai rata-rata indeks aktivitas yang
sangat tinggi dibandingkan bagian anterian. Bakteri hidrolitik diseleksi berdasarkan aktivitas proteolitik, amilolitik,
lipolitik dan selulolitik didapatkan sebanyak tujuh isolat dengan aktivitas tinggi. Bakteri hidrolitik terpilih di tampilkan
pada Tabel 1.

Tabel 1. Isolat bakteri penghasil enzim ekstraselluler dan indeks hidrolisis tertinggi
Indeks Hidrolitik

Isolat Proteolitik Amilolitik Lipolitik Selulolitik
BA26P 44 - - 2.5
BA3IN - 4,0 2,8
BAL3N 4,0 - 4,6 18
SP31N - 3,0 - 2,0
BA27N - 2,2 1.4 3,3
SP22N - 2,1 - 3,0
BA2IN - - 18 3.8

Keterangan: Pengukuran indeks hidrolisis diukur dengan satuan sentimeter (cm)

Hasil seleksi berdasarkan indeks hidrolitik, sebanyak tujuh isolat memiliki indeks tergolong tinggi. Sebagian
besar bakteri yang menunjukan hidrolitik tinggi berasal dari usus bagian anterior. Hidrolitik tertinggi didapatkan dari
bakteri proteolitik sedangkan hidrolitik terendah didapatkan dari bakteri lipolitik. Kemudian tujuh isolate bakteri
terpilih menunjukan aktivitas selulolitik kemudian diikuti bakteri lipolitik sebanyak empat isolate, bakteri amilolitik
tiga isolate dan bakteri proteolitik dua isolate.
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Identifikasi bakteri hidrolitik dilakukan pada bakteri terpilih berdasarkan indeks hidrolisis tinggi. Identifikasi
bakteri hidrolitik berdasarkan analisis blast sekuen gen 16s rDNA sampel dengan sekuen di GenBank untuk melihat
similaritas. Hasil identifikasi ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Identifikasi bakteri hidrolitik saluran pencernaan ikan nilem

No Isolat Similaritas (%) Species Nomor Akses
1 BA26P 100 Bacillus subtilis MT641205.1
2 BA31N 100 Enterobacter cloacae MG557804
3 BA27N 99.80 Aeromonas hydrophila MN442055.1
4 BA13N 99.47 Aeromonas veronii MT345040
5 BA21N 100 Aeromonas hydrophila MT384379.1
6 SP22N 100 Enterobacter mori MT613362.1
7 SP31N 100 Aeromonas hydrophila MT384379

Aeromonas hydrophila (MT384379.1)
SP31M
BA21M
Aeromonas hydrophila (MN442055 1)
BA2TM
BA13M
33 EB{AerUmDnas veronii (MT345040.1)
g4 BA31N
Enterobacter cloacae (MG557504.1)
95|, 5P22N
95 | Enterobacter mori (MT513362.1)
|EIA26F'
37 | Bacillus subtilis (MTB41205.1)
Halobacterium salinarum (MK480698.1)

76

95

—
0.05
Gambar 3. Pohon filogenetik bakteri bakteri hidrolitik berdasarkan sekuen 16s rDNA. Nomor akses NCBI
ditampilkan dalam tanda kurung. Strain bakteri yang tidak memiliki nomor akses merupakan isolat
sampel. Percabangan pada Halobacterium salinarum sebagai out-group.

Hasil alignment bakteri hidrolitik menunjukan nilai similaritas yang sangat tinggi dengan spesies di GenBank
yaitu 99,47-100%. Hasil identifikasi bakteri hidrolitik identik pada empat spesies berbeda, yaitu Bacillus subtilis,
Enterobacter cloacae, Enterobacter mori, Aeromonas hydrophila dan Aeromonas veronii. Bakteri hidrolitik yang
didapatkan diketahui memiliki sifat patogen dan nonpatogen pada ikan. Hasil konstruksi menunjukan bahwa
percabangan pohon terdiri dari tiga cabang besar yaitu Bacillus sp., Enterobacter sp., dan Aeromonas sp. Percabangan
yang terbentuk menunjukan percabangan yang stabil dengan nilai bootstrap tinggi yaitu 68-99%.

Pembahasan

Kelimpahan bakteri pada penelitian ini meningkat kearah bagian posterior pada pencernaan ikan dari Beji,
namun didapatkan kelimpahan yang bervariasi pada bagian pencernaan ikan dari Singasari. Hasil penelitian Debasis
et al., (2012) mendapatkan kelimpahan bakteri saluran pencernaan meningkat kearah bagian posterior, namun pada
ikan lainnya didapatkan kelimpahan bakteri saluran pencernaan menurun kearah posterior. Salah satu faktor yang
mempengaruhi kelimpahan bakteri yaitu bahan organik atau sumber nutrisi dalam lingkungan. Menurut Marwan, et
al. (2015), hubungan antara jumlah total bakteri dan jumlah organik total pada lingkungan perairan memiliki korelasi
sebesar 92% dimana semakin tinggi jumlah bahan organik maka akan semakin tinggi jumlah bakteri. Hal ini
menunjukan bahwa kelimpahan bakteri disuatu lingkungan berhubungan sumber nutrisi bakteri. Kelimpahan yang
bervariasi antar bagian pencernaan diduga karena distribusi nutrisi yang bervariasi sehingga didapatkan kelimpahan
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yang bervariasi. Secara keseluruhan, kelimpahan bakteri saluran pencernaan ikan nilem tergolong normal. Kelimpahan
bakteri saluran pencernaan ikan nila ditemukan kelimpahan sebanyak 3,4x108CFU/g dan kelimpahan bakteri saluran
pencernaan ikan bandeng sebanyak 4,7x10°CFU/g (Al-Harbi dan Uddin, 2004; Debasis et al., 2012). Penelitian Bairagi
et al., (2002) jumlah total bakteri dalam saluran pencernaan ikan mas mendapatkan kelimpahan 0,6x10°CFU/g.

Bakteri hidrolitik pada penelitian ini ditemukan disetiap bagian pencernaan dengan proporsi yang berbeda.
Bakteri selulolitik didapatkan persentase relative tinggi disetiap bagian pencernaan. Hal ini karena ikan nilem memiliki
kebiasaan makan herbivora dimana dalam penelitian ini diketahui bahwa ikan nilem yang dibudidaya diberi pakan
tambahan berupa tumbuhan sente sehingga kandungan serat dalam pencernaan tinggi. Menurut Liu et al., (2016)
keberadaan bakteri selulolitik signifikan lebih tinggi pada ikan dengan kebiasaan makan tumbuhan (herbivora), namun
sebaliknya, bakteri proteolitik signifikan lebih tinggi pada ikan dengan kebiasaan makan hewani (karnivora). Selain
itu, kebiasaan makan ikan nilem yang herbivora akan mencari sumber pakan alami sebagai pakan tambahan berupa
fitoplankton. Muryanto dan Sumarno, (2013) berdasarkan penelitiannya mengenai pengamatan kebiasaaan makan ikan
nilem hasil tangkapan di danau Talaga Sulawesi Tengah didapatkan bahwa jenis pakan ikan nilem berupa fitoplankton
dan tumbuhan. Keberadaan bakteri lipolitik menunjukan persentase terendah pada setiap bagian pencernaan.
Berdasarkan penelitian Debasis et al., (2012) kelimpahan bakteri lipolitik menunjukan nilai kelimpahan terendah dari
bakteri proteolitik, amilolitik dan selulolitik. Keberadaan bakteri proteolitik dan amilolitik pada penelitian ini
menunjukan bervariasi pada setiap bagian pencernaan. Keberadaan bakteri hidrolitik secara umum tersebar disetiap
bagian pencernaan.

Berdasarkan hasil seleksi didapatkan tujuh isolat bakteri dengan indeks hidrolitik yang tinggi. Menurut Dar et
al., (2015) indeks hidrolisis bakteri dikategorikan tinggi jika mencapai rasio >3, kategori sedang >1-2,9 dan kategori
rendah 0-0,9. Seleksi bakteri hidrolitik bertujuan untuk mengetahui kemampuan dalam menghasilkan enzim
ekstraselluler yang berpotensi sebagai kandidat probiotik. Menurut Yukgehnaish et al., (2020) bakteri yang memiliki
kemampuan dalam menghasilkan enzim ektraselluler yang menguntungkan dapat dikembangkan sebagai bakteri
probiotik. Bakteri probibiotik akuakultur memiliki kriteria, yaitu memiliki efek menguntungkan inang, antagonisme
terhadap patogen dan stimulus kekebalan, mampu hidup dalam pencernaan, non-patogen, tidak resisten terhadap obat
dan menghasilkan enzim ekstraselluler (Chauhan dan Singh, 2019).

Hasil identifikasi berdasarkan gen 16s rDNA dan konstruksi pohon filogenetik didapatkan tiga genus dari lima
spesies berbeda yaitu Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila (3), Aeromonas veronii, Enterobacter cloacae,
Enterobacter mori. Menurut Hagstrom et al., (2000) identifikasi bakteri menggunakan urutan gen 16s rDNA dengan
nilai similaritas lebih dari 97% maka menunjukan bakteri dengan spesies yang sama. Hasil konstruksi pohon
filogenetik menunjukan percabangan yang tabil yaitu 76%-99% kecuali percabangan dari Aeromonas veronii
menunjukan percabangan mendekati stabil yaitu 68%. Menurut Fajriani et al., (2018) percabangan dalam pohon
filogenetik dikatakan stabil jika lebih dari 75%. Bootstrap merupakan metode untuk menguji tingkat kepercayaan set
data model percabangan.

Tiga genus yang didapatkan dari penelitian ini diketahui bersifat patogen dan nonpatogen. Bacillus subtilis
merupakan bakteri Gram positif berbentu batang yang banyak ditemukan diperairan sebagai bakteri non-patogen
(Darafsh et al., 2020; Nayak, 2021). B. subtilis diketahui memiliki potensi yang banyak dimanfaatkan sebagai agen
probiotik akuakultur. B. subtilis diketahui memiliki potensi menghambat pertumbuhan patogen dengan metabolit
sekunder yang dihasilkan berupa senyawa antibakteri. Studi penelitian menunjukan terkait efek menguntungkan dari
B. subtilis yaitu meningkatkan kesehatan ikan, menghasilkan enzim hidrolitik yang dapat membantu pencernaan inang.
Probiotik B. subtilis banyak digunakan untuk meningkatkan produktifitas kegiatan akuakultur (Olmos, 2014).

Enterobacter sp merupakan bakteri Gram negatif yang ditemukan mendominasi di perairan. Efek dari
keberadaan dan karakteristik Enterobacter sp. di perairan belum banyak di pelajari. Namun telah dilakukan penelitian
oleh Zakaria et al., (2019) Enterobacter sp. memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen
Vibrio harveyi. Probiotik Enterobacter sp. diuji skala in vivo pada larva ikan kakap menunjukan penurunan pada
jumlah vibrio harveyi. Penelitian Abdel-Latif et al., (2017) menemukan bahwa hasil isolasi bakteri dari organ dalam
ikan nila sakit ditemukan bakteri Enterobacter, hasil uji menunjukan Enterobacter menimbulkan kerusakan pada organ
dalam ikan nila. Kajian mengenai karakteristik bakteri Enterobacter sp. perlu dipelajari lebih lanjut terkait peranan
dan karakteritik dilingkungan perairan. Aeromonas sp. merupakan salah satu kelompok bakteri patogen oportunistik
perairan tawar yang dapat menyababkan kematian ikan hingga 100%. Aeromonas hydrophila dapat menimbulkan
gejala luka dan warna kemerahan pada ikan. Baru-baru ini, patogen A. hydrophila terdeteksi menyerang empat kolam
budidaya ikan nila di Kabupaten Minahasa Utara (Sinubu et al., 2022). Selain lain, strain Aeromonas veronii memiliki
virulen yang terdeteksi menyebabkan epizootic ulcerative syndrome (EUS) pada ikan di Bangladesh (Rahman et al.,
2002).

Berdasarkan bakteri yang didapatkan dari tiga genus yaitu Bacillus sp. Enterobacter sp. dan Aeromonas sp.
merupakan bakteri yang umum menghuni usus ikan (Nurhafid et al., 2021). Bakteri kelompok Bacillus sp. telah banyak
dilakukan studi mengenai potensi yang sangat menguntungkan bagi ikan seperti B. subtilis (Darafsh et al., 2020), B.
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licheniformis (Das et al., 2014) B. amyloliquefaciens (Lee et al., 2015). Bakteri kelompok Enterobacter sp. diketahui
sebagian studi menunjukan sifat patogen bagi ikan dalam kondisi tertentu, namun beberapa studi juga menunjukan
kelompok bakteri ini dapat dijadikan sebagai agen biokontrol terhadap bakteri patogen (Al-Harbi & Uddin, 2004; Arief
et al., 2010). Sedangkan kelompok Aeromonas sp. banyak dipelajari terkait infeksi terhadap ikan karena kelompok
bakteri ini tergolong dalam bakteri patogen seperti A. hydrophila dan A. veronii (D. Zhang et al., 2020; D. X. Zhang
et al., 2019). Meskipun demikian, kelompok bakteri yang ditemukan dalam penelitian ini diketahui berada dalam usus
ikan sebagai penghuni usus ikan sehingga dapat berinteraksi dan selama keseimbangan populasi tetap seimbang akan
menguntungkan bagi ikan.

KESIMPULAN

Bakteri hidrolitik ditemukan disetiap bagian pencernaan ikan nilem dengan proporsi dari keberadaan yang
berbeda. Bakteri selulolitik ditemukan dengan keberadaan tertinggi disetiap bagian pencernaan, bakteri proteolitik dan
amilolitik ditemukan bervariasi, dan bakteri lipolitik ditemukan dengan keberadaan terendah disetiap bagian
pencernaan. Tujuh isolat bakteri hidrolitik yang ditemukan memiliki indeks hidrolitik tinggi teridentifikasi sebagai
Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila (3), Aeromonas veronii, Enterobacter cloacae, Enterobacter mori. Bakteri
hidrolitik yang didapat diketahui bersifat patogen dan nonpatogen dan diketahui sebagai bakteri normal dalam usus
ikan
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