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ABSTRAK
Kerapu sunu (Plectropomus leopardus) merupakan ikan laut ekonomis penting dan mempunyai prospek yang baik untuk budidaya. Sistem pencernaan ikan ini sangat dipengaruhi oleh pemanfaatan nutrien pakan yang digunakan. Pemanfaatan probiotik dapat mengaktifkan aktifitas enzim dalam pencernaan ikan. Tujuan penelitian untuk mendapatkan dosis probiotik Bacillus cereus yang tepat dalam pakan terhadap pertumbuhan dan aktivitas enzimatis juvenil ikan kerapu sunu. Penelitian dilakukan dengan 4 perlakuan dosis  probiotik  dalam pakan yaitu 0%, 0,5%, 1,0% dan 1,5%  dan diulang sebanyak 4 kali ulangan. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). Pakan uji diformulasikan dengan kandungan protein 48,32%-49,25% dan kandungan lemak 11,97%-12,98%. Juvenil ikan kerapu sunu berukuran berat rata rata 5,7±0,29 g dan panjang awal rata 7,3±0,30 cm dipelihara dalam 16 bak polikarbonat volume 30 liter dengan sistem air mengalir dan kepadatan 12 ekor/bak. Lama pemeliharaan selama 8 minggu. Ikan diberi pakan percobaan dengan frekuensi 2 kali sehari. Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah pertumbuhan, laju pertumbuhan spesifik, kelangsungan hidup, efisiensi pakan, viabilitas bakteri dalam pakan, aktivitas enzimatis pada saluran pencernaan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dosis probiotik Bacillus cereus yang berbeda dalam pakan ikan kerapu sunu mampu meningkatkan pertumbuhan, efisiensi pakan, viabilitas bakteri probiotik dalam pencernaan ikan, aktivitas enzim protease dan lipase usus ikan kerapu sunu dengan dosis terbaik 1,5% dalam pakan. 
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ABSTRACT: DIFFERENT DOSAGE PROBIOTIC Bacillus cereus IN DIETS ON THE GROWTH AND ENZYME ACTIVITIES OF CORAL TROUT GROUPER JUVENILE, Plectropomus leopardus. By: Muhammad Marzuqi*), Ni Wayan Widya Astuti, Ahmad Muzaki and Nyoman Adiasmara Giri 

Coral trout groupers (Plectropomus leopardus) is an economically important marine fish and has good prospects for aquaculture. The digestive system of this fish is greatly influenced by the utilization of feed nutrients. The use of probiotics can activate the enzyme activity in fish digestion. The aim of this research to get a dosege of the probiotic Bacillus cereus  in diet on the growth and enzyme activity of coral trout grouper juvenile. The experiment was conducted with four treatments and five replicates with four dosage of probiotics in diet was 0%, 0.5%, 1.0% and 1.5%. and repeated 4 times replication. Test diet formulated with 48.32%-49.25% protein content and 11.97%-12.98% lipid content. Juvenile coral trout grouper with initial body weight average of 5,7±0,29 g and initial average length of 7,30±0,30 were reared  in 30 L of 16 polycarbonat tanks with flow through system with density of 12 juveniles/ tank. Research were carried out for 8 weeks. Fish fed diet with a frequency of 2 times a day. The parameters observed were the growth, specific growth rate, survival rate, feed efficiency, viability of bacteria in diet, enzyme activity. The results showed that different dosege of probiotic bacteria Bacillus cereus of coral trout grouper fish diet can improve growth, feed efficiency, viability of probiotic bacteria in the digestive tract of fish, protease and lipase enzyme activity gut and coral trout grouper with the best dosage of 1.5% in diet 
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PENDAHULUAN


Kerapu sunu (Plectropomus leopardus) merupakan ikan laut ekonomis penting dan mempunyai prospek yang baik untuk budidaya. Budidaya kerapu  saat ini masih diminati adalah kerapu sunu, namun kegiatan budidaya masih banyak mengalami kendala. Kendala yang sering dihadapi  adalah tingkat kematian yang tinggi, faktor lingkungan dan pengelolaan pakan. Peningkatan kualitas benih ikan kerapu sunu dapat dilakukan dengan perbaikan mutu pakan yang mempunyai nilai nutrisi yang lengkap dan seimbang bagi kebutuhan optimal untuk pertumbuhan ikan kerapu sunu. 


Penyediaan pakan merupakan hal yang sangat penting dilakukan dalam kegiatan budidaya ikan kerapu karena sebagai penentu pertumbuhan dan biaya produksi.  Pengembangan pakan buatan pada ikan untuk menunjang kegiatan budidaya sebaiknya disesuaikan dengan kondisi saluran pencernaan ikan tersebut. Probiotik merupakan organisme hidup yang memiliki efek yang baik bagi inangnya dengan memodifikasi mikroba yang terdapat di dalam saluran pencernaan inang dan membantu memperbaiki penggunaan pakan, membantu respon inang terhadap penyakit, dan memperbaiki kondisi flora normal dalam pencernaan (Verhchuere et al., 2000). Selain itu, probiotik meningkatkan kinerja enzim pencernaan dan mengoptimalkan pemanfaatan pakan, kesehatan ikan dan kinerja (Das et al., 2008). Penelitian pemanfatan probiotik telah dilakukan pada ikan baronang/rabbitfish Siganus rivulatus. Hasilnya adalah pertumbuhan yang lebih baik pada pakan yang diberi penambahan probiotik, apabila dibandingkan dengan kontrol. Namun tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar perbedaan level probiotik ( EL-Dakar et al., 2007). Pada penelitian Sealey et al. (2009) penggunaan tepung bungkil kedelai pada pakan dapat ditingkatkan dengan memberi penambahan probiotik pada pakan. Penggunaan probiotik biogen pada pakan juvenil ikan mas meningkatkan pertumbuhan dan efisiensi pakan (Noveirian and Nasrollahzadeh, 2012). Pada beberapa penelitian probiotik diketahui dapat meningkatkan retensi protein (Marlida et al., 2014; Widanarni et al., 2015) dan lemak (Marlida et al., 2014) serta meningkatkan aktivitas enzim (Marlida et al., 2014; Putra dan Widanarni 2015; Widanarni et al., 2015). 


Bakteri jenis Bacillus diketahui merupakan salah satu bakteri penghasil enzim ekstraseluler. Bakteri ini juga mampu menghasilkan spora yang tahan terhadap senyawa kimia dan agen fisik. Dalam bentuk spora bakteri ini dapat diisolasi dengan pemanasan pada suhu 80°C selama 10-30 menit (Slepecky dan Hemphill 2006). Dengan demikian Bacillus sp. dapat dimanfaatkan pada proses pembuatan pakan. Penelitian tentang aplikasi penggunaan probiotik dalam pakan  ikan kerapu sunu masih terbatas, sehingga perlu dilakukan penelitian pemanfaatan  dosis probiotik dalam pakan ikan kerapu  sunu. 


Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan dosis probiotik yang tepat untuk pertumbuhan dan aktivitas enzimatis juvenil ikan kerapu sunu.
BAHAN DAN  METODE

Percobaan dilakukan di Balai Besar Riset Budidaya Laut dan Penyuluhan Perikanan (BBRBLPP), Gondol-Bali mulai bulan Mei sampai Nopember 2016. Penelitian dilakukan melalui beberapa tahapan sebagai berikut:
Kultur bakteri


Isolat bakteri dengan kepadatan sekitar 107-108 CFU/ml ditumbuhkan dalam media SWC agar yang telah diberi antibiotik rifampisin dengan konsentrasi 50 µg/mL. Penanda rifampisin digunakan untuk membantu melacak keberadaan probiotik di dalam pakan yang dibuat maupun dalam saluran pencernaan ikan. Probiotik yang digunakan adalah sediaan bakteri segar. Bakteri probiotik Bacillus cereus diuji secara in vivo pada ikan kerapu sunu dengan menambahkan dalam formulasi pakan.
Perhitungan viabilitas bakteri


Setelah disimpan dalam suhu ruangan dilakukan pengamatan kemampuan hidup bakteri (viabilitas) dengan cara perhitungan jumlah koloni bakteri yang tumbuh. Perhitungan dilakukan dengan metode hitungan cawan dan dilakukan perlakuan pengenceran sebelum ditumbuhkan pada medium agar pada cawan petri, sehingga setelah inkubasi akan terbentuk koloni pada cawan tersebut dalam jumlah yang dapat dihitung. Cawan petri yang dipilih untuk penghitungan koloni ialah cawan petri yang mengandung antara 30 sampai 300 koloni (Hadioetomo, 1990). Diambil inokulum dari media carrier dengan jarum ose secara aseptik, dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi LB cair, diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 30-37oC selama 16 jam. Dilakukan pengenceran sampai 10ˉ7. Sebanyak 10 μl dari hasil pengenceran ditumbuhkan dalam LB padat, diinkubasi

dalam inkubator dengan suhu 30-37oC selama 13 jam, dilakukan pengamatan dan

perhitungan viabilitas atau jumlah koloni bakteri yang hidup dengan cara seperti

berikut:

Faktor Pengenceran = Pengenceran X Jumlah yang ditumbuhkan

Jumlah Koloni = Jumlah koloni X 1/ Faktor pengenceran percawan. (Srikandi Fardiaz, 1993)
Pakan Uji


Pakan uji diformulasikan dengan kandungan protein 48,32%-49,25% dan kandungan lemak 11,97%-12,98%. Perlakuan berupa 4 dosis probiotik  dalam pakan. Dosis probiotik dalam pakan yang diujikan adalah 0%, 0,5%, 1,0% dan 1,5%. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dan setiap perlakuan diulang 4 kali. Ikan diberi pakan 2 kali sehari secara at-satiation.  Formulasi pakan dibuat berdasarkan penelitian Marzuqi et al., (2015) dengan formulasi yang tertera pada Tabel 1.  Pakan perlakuan diformulasi dari beberapa bahan baku berupa tepung ikan, tepung kedelai, tepung hati cumi, tepung rebon, tepung terigu, minyak ikan, perekat, CMC dan mikronutrien.  (mineral mix, vitamin mix, taurin). Bahan pakan uji ditimbang sesuai dengan formula pada Tabel 1. Bahan-bahan tersebut dimasukkan ke dalam wadah plastik dan diaduk hingga merata, kemudian vitamin mix dan mineral mix yang sudah ditimbang dimasukkan ke dalam beaker glass lalu dicampur sedikit demi sedikit dengan bahan-bahan sebelumnya. Selanjutnya dimasukkan minyak ikan sebagai sumber lemak ke dalam ember kemudian dilakukan pengadukan hingga merata (homogen), Setelah semua bahan tercampur rata, kemudiaan ditambahkan air  sebanyak ± 30% dan ditambahkan bakteri probiotik sesuai dengan perlakuan pakan, Selanjutnya diaduk  secara merata hingga membentuk adonan, kemudian dicetak dalam alat pencetak pakan (merk Royal) berukuran 2,1 mm dan 3,1 mm.  Pakan yang sudah dikering dibungkus dengan plastik yang diberi kode perlakuan dan disimpan dalam kulkas pada suhu lebih kurang 4 oC.

Analisa komposisi proksimat pakan percobaan dilakukan di Laboratorium Nutrisi dan Pakan, BBRBLPP Gondol berdasarkan metode AOAC (1990) dan Tacon, (1990). Kadar air ditentukan dengan metode gravimetri, kandungan protein ditentukan dengan metode Kjeldahl, kadar lemak dengan metode ekstraksi menggunakan chloroform-methanol dan gravimetri, kadar abu dengan metode gravimetri setelah pembakaran bahan dalam tanur pada suhu 550ºC. Serat kasar ditentukan dengan gravimetri setelah contoh bahan dimasak pada larutan asam dan basa. Karbohidrat (BETN) dihitung berdasarkan formula {100 – (kadar air + kadar protein + kadar lemak + kadar abu + kadar serat kasar)}. 
Tabel 1. Formulasi pakan buatan yang digunakan dalam penelitian

Table 1. Feed formulation used in the experiment

	Bahan/ Ingredients
	Pakan (%)/Diets (%)

	
	A
	B
	C
	D

	Tepung ikan/Fish meal
	        50.10 
	      49.10
	        49.10 
	        49.10 

	Tepung cumi/ Squid liver  meal
	        12.00 
	     12.00 
	        12.00 
	        12.00 

	Tepung rebon/ Krill meal
	        10.00 
	      10.00 
	        10.00 
	        10.00 

	Tepung kedelai/ Soybean meal
	        10.00 
	      10.00 
	        10.00 
	        10.00 

	Tepung terigu/Corn meal
	        10.42 
	      10.92 
	        10.42 
	        9.92 

	Minyak ikan/ Fish oil
	          2.48 
	        2.48 
	          2.48 
	          2.48 

	Vitamin mix/Vitamin mix
	          1.30 
	        1.30 
	          1.30 
	          1.30 

	Mineral mix/Mineral mix 
	          1.70 
	        1.70 
	          1.70 
	          1.70 

	Probiotik/Probiotic
	  -  
	        0.50 
	          1.00 
	          1.50 

	Taurin/Taurine
	          0.50 
	        0.50 
	          0.50 
	          0.50 

	CMC/ Carboxyl methylcellulose
	          1.50 
	        1.50 
	          1.50 
	          1.50 

	Total
	     100.00 
	    100.00 
	     100.00 
	     100.00 

	Proksimat (% berat kering)

	Abu/Ash
	15.50
	15.54
	15.39
	15.36

	Lemak/Lipid
	12.20
	12.47
	11.97
	12.98

	Protein/ Protein
	48.32
	48.98
	48.63
	49.25

	Serat/Fiber
	1.57
	1.34
	1.92
	1.90

	GE (kkal/kg)/Gross energy (kkal/kg/kg)
	4383.43
	4393.70
	4356.11
	4388.11


Hewan uji dan pemeliharaan


Pada percobaan ini digunakan 16 bak polikarbonat volume 30 liter dilengkapi dengan sistem air mengalir dan aerasi sebagai sumber pasokan oksigen. Sebanyak 12 ekor juvenil ikan kerapu sunu dengan berat rata rata awal 5,7 ±0,29 g dan panjang awal rata 7,3±0,30 cm dan dipelihara dalam setiap bak percobaan. Penyiponan dilakukan setiap hari untuk membuang kotoran. Lama pemeliharaan adalah sampai terlihat respon perlakuan. Pengukuran panjang dan berat ikan dilakukan setiap minggu. Pada awal dan akhir penelitian diambil sampel  untuk analisa aktivitas enzim pada saluran pencernaan ikan uji.
Analisa aktivitas enzim 


Sampel berupa usus ikan kerapu sunu diambil sebanyak tiga ekor pada awal dan akhir percobaan pada masing perlakuan,
Pengamatan aktivitas enzim dilakukan dengan cara pengambilan sampel dari ekstrak isi usus ikan kerapu sunu Analisa enzim dilakukan berdasarkan  metode Worthington (1993) dalam Melianawati (2009) dan Yulintine (2012).
Analisis data


Parameter yang diamati adalah laju pertumbuhan spesifik, pertambahan berat, kelangsungan hidup, efisiensi pakan, populasi bakteri, aktivitas enzim pada saluran pencernaan ikan kerapu sunu

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisa statistik menggunakan program SPSS 16 for Windows. Apabila terdapat perbedaan pengaruh antar perlakuan pada selang kepercayaan 95%, maka  dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan.
Laju pertumbuhan dapat dihitung menggunakan rumus Heinsbrook dan NRC dalam Sanoesi et al. (2002):
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dimana SGR
: Laju Pertumbuhan Spesifik (%)


GR
: Pertumbuhan Mutlak (g)

Wo
: Berat ikan pada awal penelitian (g)

Wt 
: Berat ikan pada akhir penelitian (g)

t 
: Waktu (hari)

Derajat kelangsungan hidup (Sintasan) menurut Effendi (1997) dihitung dengan rumus:
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dimana S
: Sintasan (%)


Nt
: Jumlah Ikan pada akhir penelitian

No
: Jumlah Ikan pada awal penelitian

Efisiensi pemberian pakan (EP) dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut (NRC 1993):

EP = ((Wt+D-Wo)/F x 100%

Keterangan

EP 
:Efisiensi pemberian pakan (%)

Wt
:Biomassa ikan pada akhir penelitian (g)

Wo
:Biomassa ikan pada awal penelitian (g)

D 
:Biomassa ikan yang mati selama penelitian (g)

F
:Jumlah pakan yang konsumsi selama penelitian (g)
HASIL DAN BAHASAN

Respon pertumbuhan ikan 


Penambahan probiotik pada ikan memiliki prinsip kerja yaitu memanfaatkan mikroorganisme untuk memecah atau menguraikan rantai panjang karbohidrat, protein dan lemak yang terdapat pada makanan. Hal tersebut dapat terjadi karena enzim-enzim khusus yang dimiliki probiotik. Pemecahan molekul-molekul kompleks menjadi molekul sederhana mempermudah ikan melakukan proses pencernaan secara kimia (reaksi enzimatik) maupun fisika (peristaltic dan penyerapan) dalam saluran pencernaan ikan. Berdasarkan hasil penelitian selama delapan minggu diperoleh berat ikan perminggu yang dicantumkan dalam Gambar 1.
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Gambar 1. Pertumbuhan ikan kerapu sunu selama penelitian dengan pemberian pakan  buatan yang ditambahkan probiotik dosis berbeda dan tanpa probiotik 
Figure 1.  The growth of tiger grouper fish fed with different doses of probiotics and without probiotic diets

Berdasarkan Gambar 1 dapat dilihat pertambahan bobot tertinggi terjadi pada ikan kerapu sunu yang diberikan pakan dengan dosis probiotik 1,5% dan yang paling rendah adalah pertambahan bobot ikan yang diberikan pakan kontrol dengan dosis probiotik 0%. Hal ini menunjukkan bahwa pakan yang diberikan probiotik (0,5%, 1,0%, dan 1,5%) mengalami pertumbuhan yang lebih cepat dibandingkan dengan pakan tanpa probiotik. Selanjutnya hasil uji secara statistik bahwa benih ikan kerapu sunu yang diberi pakan dengan dosis probiotik  berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan, efisiensi pakan  (P<0,05) dan kelangsungan hidup ikan tidak berbeda antar perlakuan (P>0.05) (Tabel 2)
Tabel 2. Keragaan pertumbuhan, efisiensi pakan dan sintasan juvenile kerapu sunu P. leopardus dengan pemberian pakan buatan yang ditambahkan probiotik dan tanpa probiotik
 Table 2. Growth performance, feed efficiency and juvenile survival of P. leopardus grouper fed with probiotics and without probiotics diets
	Parameter
	Perlakuan (Dosis Probiotik)

Treatment (probiotic dosage)

	
	A (0%)
	 B (0,5%)
	C (1,0%)
	 D (1,5%)

	Rata-rata bobot awal (g)

Average Initial body weight
	5.67±0,25
	5.66±0,34
	5.67±0,27
	5.66±0,30

	Rata-rata bobot akhir (g)

Average Final Body weight
	7,82 + 0,41 a
	8,30 + 0,99 a
	8,13 + 1,17 a
	10,04 + 0,63b

	Pertambahan Bobot (%)
Body weight gain
	37,97 + 6,56 a
	47,23 + 19,17 a
	43,62 + 21,95 a
	77,49 + 7,08 b

	Laju Pertumbuhan Spesifik (%)
Specific growth rate
	0,58 + 0,09 a
	0,69 + 0,25 a
	0,64 + 0,26 a
	1,04 + 0,07 b

	Efisiensi Pakan (%)
Feed effeciency
	27,77 + 9,63 a
	27,33 + 9,00 a
	28,42 + 9,23 a
	47,90 + 3,53 b

	Kelangsungan Hidup (%)
Survival rate
	79,17 + 19,09 a
	83,33 + 10,21 a
	87,50 + 13,82 a
	87,50 + 4,17a


Keterangan: huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan yang nyata antar perlakuan pada selang kepercayaan 95% (different letters indicate significant differences among treatments at 95% confidence interval)

Tabel 2 menunjukkan setelah proses pemeliharaan selama 8 minggu, bobot akhir pada benih ikan kerapu sunu menunjukkan perbedaan yang signifikan dari hasil uji LSD dengan selang kepercayaan 95%. Nilai rata-rata bobot akhir tertinggi pada  ikan kerapu sunu yang diberikan pakan dengan dosis  probiotik 1,5% dengan bobot 10,04 ±0,63g dan terendah pada pakan tanpa probiotik (kontrol) yaitu 7,82 ±0,41g. Pertambahan bobot tertinggi diperoleh pada pakan  dengan dosis  probiotik 1,5% yaitu 77,49±7,08%, dan terlihat adanya pertambahan persentase sesuai dengan pertambahan dosis probiotik. Ditinjau dari laju pertumbuhan spesifik, ada perbedaan yang signifikan pada ikan kerapu sunu yang diberikan pakan dengan dosis probiotik 1,5% dengan  laju pertumbuhan spesifik tertinggi yaitu 1,04 ±0,07%, dan nilai terendah pada  pakan tanpa probiotik (kontrol). Demikian pula pada peningkatan dosis probiotik dalam pakan dapat meningkatkan efisiensi penggunaan pakan oleh  benih ikan kerapu sunu. Efisiensi pakan tertinggi terjadi pada  ikan kerapu sunu yang diberikan pakan dengan dosis probiotik 1,5% yaitu 47,90± 3,53%, sedangkan nilai efisiensi pakan terkecil terjadi pada  ikan kerpau sunu yang diberikan pakan tanpa probiotik (kontrol). Sedangkan, kelangsungan hidup pakan dengan dosis probiotik tidak menunjukkan adanya perbedaan terhadap kelangsungan hidup, namun ditinjau dari rata-rata kelangsungan hidup menunjukkan adanya peningkatan rata-rata saat dosis probiotik ditambahkan pada pakan. Analisis data parameter rata-rata bobot akhir, pertambahan bobot, dan laju pertumbuhan spesifik menujukkan bahwa  penambahan probiotik dalam pakan ikan kerapu sunu memberikan  pertumbuhan terbaik  pada  dosis probiotik 1,5%. Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Subharjani (2015) yang menemukan setelah 60 hari uji coba dengan penambahan Baccilus sp. di dalam pakan ikan Trichogaster trichopterus menunjukkan peningkatan laju pertumbuhan spesifik dengan pertambahan bobot maksimal 4.14±0.80g dengan dosis 10% Baccilus cereus pada pakan. Penambahan Baccilus cereus dapat mendorong pertumbuhan ikan lebih efektif dan berperan penting dalam nutrisi ikan. 


Pengaruh penambahan dosis probiotik terhadap pertumbuhan ikan didukung data hasil efisiensi pakan. Data efisiensi pakan menunjukkan penambahan dosis probiotik pada pakan berbanding lurus dengan peningkatan rata-rata efisiensi pakan (Tabel 2). Berdasarkan Marzuqi et al.,  (2015) hasil uji aktivitas proteolitik, lipolitik, dan amilolitik yang positif, dimana probiotik yang diisolasi adalah Baccillus cereus yang digunakan dalam penelitian memiliki kemampuan untuk memecah ikatan protein, lemak, dan amilum sehingga mempercepat metabolisme dalam saluran pencernaan ikan sehingga pertumbuhannyapun lebih cepat. Selain itu, berdasarkan hasil uji aktivitas antagonistik terhadap bakteri pathogen, bakteri probiotik yang digunakan mampu menghambat bakteri pathogen yang dapat mengganggu metabolisma ikan dan menyebabkan ikan mati, sehingga proses fisiologi pada saluran pencernaan ikan berjalan dengan baik tanpa terganggu bakteri pathogen.


Meskipun kelangsungan hidup tidak menunjukkan pengaruh yang signifikan, namun kalau ditinjau dari rata-rata kelangsungan hidup untuk setiap perlakuan menunjukkan kelangsungan hidup tertinggi pada ikan kerapu sunu yang diberikan pakan dengan dosis probiotik 1,0% dan 1,5% yaitu 87,50± 13,82% dan 87,50± 4,17%. Terjadi peningkatan nilai kelangsungan hidup ikan saat dosis probiotik dalam pakan ditingkatkan

Kelangsungan hidup ikan kerapu sunu yang diberikan pakan yang ditambahkan probiotik selain karena enzim yang dihasilkan Bacillus cereus mempercepat pencernaan secara kimia, kelangsungan hidup lebih tinggi karena kemampuan bakteri tersebut membunuh bakteri patogen. Sesuai dengan Feliatra et al., (2012) melaporkan bahwa  Bacillus cereus merupakan bakteri probiotik yang dapat diaplikasikan pada ikan kerapu, karena memiliki sifat menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti Vibrio sp dan Aeromonas sp. Hal ini didukung oleh hasil penelitian Subharanjani (2015) yang menemukan kelulushidupan pada kelompok ikan kontrol 50% sedangkan dengan Baccilus cereus 94%.
Viabilitas bakteri


Kamisa (1997) menyatakan bahwa viabilitas adalah kemungkinan (mikroorganisme) untuk dapat hidup. Data viabilitas bakteri usus ikan kerapu sunu  tertera pada Tabel 3.  
Tabel 3. Viabilitas bakteri  dalam usus ikan kerapu sunu dengan pemberian pakan buatan yang ditambahkan probiotik dosis berbeda dan tanpa probiotik
 Table 3. The viability of bacteria in the intestine of coral trout grouper fed with different doses of probiotics and without probiotics diets  
	Pakan/Diet
	Viabilitas Bakteri (107) CFU/g usus / Bacteria Viability (107) CFU / g intestine

	
	Total 
	probiotik

	A
	13,59
	0,00

	B
	12,73
	0,04

	C
	19,07
	0,15

	D
	21,47
	0,32



Berdasarkan Tabel 3 viabilitas bakteri secara keseluruhan berbanding lurus dengan penambahan dosis probiotik pada pakan.  Hal ini menunjukkan bahwa probiotik yang ditambahkan pada pakan juga mendorong pertumbuhan bakteri yang merupakan flora normal tubuh. Pertumbuhan flora normal tubuh juga membantu proses enzimasi makanan yang diproses di dalam usus ikan. Hal ini menunjukkan bahwa probiotik mampu bersinergi dengan flora normal tubuh, sehingga peningkatan dosis probiotik juga menyebabkan peningkatan bakteri usus secara umum. Permasalahannya adalah pada saat jumlah bakteri usus melebihi ambang batas sehingga merakibat dapat menurunkan kinerja usus itu sendiri. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang dosis maksimal pemberian probiotik khususnya Bacillus cereus. Viabilitas probiotik Bacillus cereus  menunjukkan peningkatan yang sejalan dengan penambahan Bacillus cereus pada pakan. Hal ini menunjukkan Bacillus cereus sebagai probiotik mampu beradaptasi dengan baik terhadap lingkungan usus.
Aktivitas enzim protease, lipase, amilase


Aktivitas enzim protease, lipase, amilase pada usus ikan kerapu sunu ditunjukkan pada Gambar 2, 3, dan 4

[image: image5].
Gambar 2. Aktivitas enzim protease pada usus juvenil ikan kerapu sunu dengan pemberian pakan buatan yang ditambahkan probiotik dosis berbeda dan tanpa probiotik
 Figure 2. Protease enzyme activity in the intestine of coral trout grouper P. leopardus fed with different doses of probiotics and without probiotic diets 

Berdasarkan Gambar 2 aktivitas enzim berbanding lurus dengan peningkatan dosis probiotik (Bacillus cereus) dalam pakan. Semakin banyak dosis probiotik yang ditambahkan dalam pakan ikan maka semakin tinggi aktivitas enzim proteasenya atau semakin banyak jumlah enzim protease yang ditemukan di dalam usus yaitu 0,048 Unit/menit.ml. Dengan kata lain Bacillus cereus mampu menghasilkan/meningkatkan aktivitas enzim protease. Bacillus cereus merupakan jenis probiotik yang bersifat proteolitik melalui enzim protease yang dihasilkan (Nilegaonkar et al., 2006). Sifat proteolitik memungkinkan bakteri Bacillus cereus memiliki kemampuan membunuh bakteri pathogen. Selain itu Bacillus cereus menghasilkan enzim protease ekstra seluler yang bersifat netral sama dengan bakteri Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Bacillus polymyza dan Bacillus subtilis (Suhartono, 2000). Protease netral merupakan suatu protease logam (melloprotease) dan memerlukan ion Zn2+ agar aktivitasnya optimal. Rentang pH optimumnya sangat sempit, yaitu pada pH 6,6-7,6. Protease netral ini sangat tidak stabil terhadap protease basa dan protease pembentuk khelat. Seperti protease basa, protease netral juga merupakan endopeptidase dan memutus ikatan peptide yang mempunyai rantai samping hidrofobik. Penelitian ini relevan dengan Said dan Likadja (2012) yang menyatakan genus bakteri yang diketahui mampu menghasilkan protease di antaranya Bacillus, Lactococcus, Streptomyces, dan Pseudomonas. Kemampuan Bacillus cereus menghasilkan protease memiliki dua keuntungan. Pertama, protease berperan dalam pemecahan protein pada pakan sehingga mempermudah ikan mengubah protein menjadi asam amino untuk diserap tubuh. Kedua, enzim protease menghancurkan ikatan peptide pada dinding sel bakteri pathogen sehingga mampu membunuhnya, yang menyebabkan ikan tidak mudah terserang penyakit sehingga kelangsungan hidupnya lebih tinggi.
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Gambar 3. Aktivitas enzim lipase pada usus juvenil ikan kerapu sunu dengan pemberian pakan buatan yang ditambahkan probiotik dosis berbeda dan tanpa probiotik
Figure 3. Lipase enzyme activity in intestine of  coral trout grouper fed with different doses of probiotics and without probiotic diets

Berdasarkan Gambar 3,  menunjukkan peningkatan aktivitas enzim lipase pada usus berbanding lurus dengan penambahan dosis probiotik. Diduga, Bacillus cereus mampu menghasilkan enzim lipase. Hal ini didukung oleh  Sharma et al., (2002) yang menyatakan  Baccilus sp. adalah salah satu mikroorganisme yang mampu menghasilkan enzim lipase ekstraseluler yang berperan dalam proses hidrolisis ikatan ester lemak. Enzim lipase banyak diproduksi oleh berbagai jenis mikroorganisme baik tunggal maupun bersamaan dengan enzim esterase. Selain Bacillus sp. mikroba yang mampu menghasilkan lipase antara lain adalah Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens dan Bacillus sp. Kemampuan Bacillus cereus menghasilkan aktivitas lipase diberikan pakan dengan dosis probiotik 1,5% yaitu 0,053 Unit/menit.ml. 
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Gambar 4. Aktivitas enzim amilase pada usus juvenil ikan kerapu sunu dengan pemberian pakan buatan yang ditambahkan probiotik dosis berbeda dan tanpa probiotik 
Figure 4. Amilase enzyme activity in the intestine of coral trout grouper juvenile fed with different doses of probiotics and without probiotic diets  

Berdasarkan Gambar 4, aktivitas enzim amilase pada usus ikan kerapu sunu yang diberikan probiotik mengalami penurunan aktivitas hingga  0,315 Unit/menit.ml. Hal ini diduga karena aktivitas enzim prolitik yang dihasilkan probiotik Bacillus cereus menekan produksi enzim amilase oleh usus. 

Mikroba jenis Bacillus banyak digunakan sebagai probiotik untuk pakan ikan karena tidak menghasilkan toksin, mudah ditumbuhkan, dan tidak memerlukan substrat yang mahal. Kemampuan Bacillus untuk bertahan pada temperatur tinggi, tidak adanya hasil samping metabolik, dan kemampuannya untuk menghasilkan sejumlah besar protein ekstrasel membuat Bacillus (Doi et al., 1992).
KESIMPULAN 


Dosis probiotik yang berbeda dalam pakan ikan kerapu sunu mampu meningkatkan pertumbuhan, efisiensi pakan, viabilitas bakteri probiotik dalam pencernaan dan aktivitas enzim protease serta aktivitas enzim lipase pada usus lebih baik dengan dosis 1,5% dalam pakan
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