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Lampiran 1. Persiapan Media untuk Kultur Mikroba yang diperoleh Saluran Pencernaan Ikan 
Baronang 

Medium penanaman dan penumbuhan bakteri menggunakan medium Nutrient Broth 

(NB) sebanyak 0.8 g dan medium Trypticase Soy Agar (TSA) sebanyak 4 g dalam 100.0 ml. 

Bahan-bahan yang  lainnya terdiri atas bahan spesifik seperti medium selulosa yaitu CMC 1% 

sebanyak 10 ml, dan medium protease yaitu kasein sebanyak 1 g dalam 10 ml aquades. 

Medium Nutrien Broth (NB) dan Trypticase Soy Agar (TSA) tambahkan Resezurine 0.1% 

sebanyak 0.05 ml, hemin sebanyak 0.5 ml, dan Cysteine sebanyak 0.1 ml dalam 100.0 ml 

aquades. Medium bakteri anaerob menggunakan medium putih sebagai pengencer yang 

menggunakan bahan-bahan antara lain Mineral Solution I (K2HPO4  sebanyak 0.6 g dalam 

100.0 ml aquades) sebanyak 7.5 ml, Mineral Solution II (NaCl sebanyak 1.2 g, (NH4)2 SO 

sebanyak 1.2 g, KH 2PO4  sebanyak 0.6 g, CaCl sebanyak 0.12 g, MgSO4 .7H2 4O sebanyak 

0.25 g  dalam 100.0 ml aquades) sebanyak 7.5 ml, Cysteine sebanyak 0.10 g,  Na sebanyak 

0.3 g dan Resezurine  0.1% sebanyak 0.05 g dalam 100.0 ml aquades.   

 

Lampiran 1. Persiapan Media untuk Kultur Mikroba yang diperoleh Saluran Pencernaan Ikan 

Baronang 

  



59 
 

 
 

Lampiran 2. Prosedur kerja isolasi mikroba 

Selanjutnya ikan tersebut akan dibedah dengan cara menggunting perut ikan dari 

bagian anus ke arah punggung sampai tengah-tengah antara perut dan punggung yang 

dilanjutkan ke arah depan sepanjang punggung dengan memotong tulang-tulang rusuk, 

sesampai didekat tutup insang, selanjutnya memotongan diteruskan ke arah bawah hingga ke 

dasar perut hingga kelihatan organ pencernaan, usus akan dipisahkan dari organ-organ yang 

lainnya.  Bagian usus yang telah dipisahkan akan ditimbang (bobot usus masing sampel 

ikan), selanjutnya masing-masing usus tersebut akan digerus untuk mengambil isi usus 

sebanyak sebanyak 1 g pada setiap sampel ikan akan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

yang telah berisi 9 mL MRS broth lalu diinkubasi di atas inkubator bergoyang selama 48 jam.  

Setelah diinkubasi selama 48 jam sampel tersebut akan diambil sebanyak 1 mL dan 

dimasukkan ke dalam 9 mL larutan fisiologi (NaCl  0,85%) steril (Aslamyah, 2006) dan 

dihomogenkan (pengenceran 1 kali).  Pengenceran selanjutnya dilakukan secara bertingkat 

hingga pengenceran 6 kali.  Setelah dihomogenkan, maka dari setiap tabung pengencer (mulai 

104-106) diambil larutan sebanyak 0,1 mL; dan disebarkan ke dalam cawan petri berisi MRS 

Agar yang dibuat secara duplo, selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 24 – 48 jam. 

Koloni bakteri yang tumbuh setelah inkubasi 48 jam kemudian dikarakterisasi 

berdasarkan bentuk koloni, elevasi, tepian, dan warna koloni.  Tiap koloni tunggal yang tumbuh 

diisolasi ke dalam media TSA miring. Setiap jenis koloni yang tunggal diisolasi pada media 

MRSA miring untuk diuji lebih lanjut dan untuk dipanen kemudian disimpan dalam skim milk 1% 

sebagai stok isolate murni dalam freezer. 

Sampel yang telah dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL MRS broth, 

selanjutan akan diinkubasi di atas incubator bergoyang selama 24.  Setelah diinkubasi selama 

24 jam sampel tersebut akan diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam 9 mL larutan 

fisiologi (NaCl  0,85%) steril dan dihomogenkan dengan pengenceran 1 kali.  Pengenceran 

selanjutnya dilakukan secara bertingkat hingga pengenceran 7 kali.  Setelah dihomogenkan, 

maka dari setiap tabung pengencer (mulai 104-106) diambil larutan sebanyak 0,1 mL; dan 

disebarkan ke dalam cawan petri berisi MRS Agar yang dibuat secara duplo, selanjutnya 

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 – 48 jam. 

Koloni mikroba yang tumbuh diidentifikasi berdasarkan perbedaan warna, bentuk, dan 

ukurannya. Setiap jenis koloni yang tunggal diisolasi pada media MRSA miring untuk diuji lebih 

lanjut dan untuk dipanen kemudian disimpan dalam skim milk 1% sebagai stok isolate murni 

dalam freezer. 
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Lampiran 3. Prosedur Kerja analisis aktivitas enzim protease 

Perlakuan Blanko (mL) Standar (mL) Sampel (mL) 

- Buffer borat (0,01 M, pH 8,0) 1,0 1,0 1,0 

- Substrat kasein (20 mg/ml pH 8,0) 1,0 1,0 1,0 

- HCL (0,05 mg/ml) 0,2 0,2 0,2 

- Enzim dalam CaCl2 (10 mmol/L) - - 0,2 

- Tirosin standar (5 mmol/L) - 0,2 - 

- Akuades 0,2 - - 

Diinkubasi dalam shaker water bath pada suhu 37oC selama 10 menit 

- TCA (0,1 M) 3,0 3,0 3,0 

- Akuades - - 0,2 

- Enzim dalam CaCl2 (10 mmol/L)  0,2 0,2 - 

Diamkan pada suhu 37oC selama 10 menit, selanjutnya sentrifius dengan kecepatan 3500 rpm 
selama 10 menit 

- Filtrat  1,5 1,5 1,5 

- Na2CO3 (0,4 M) 5,0 5,0 5,0 

- Folin ciocalteau 1,0 1,0 1,0 

Diamkan pada suhu 37oC selama 20 menit, kemudian baca absorbansinya pada panjang 
gelombang 280 nm 
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Lampiran 4. Prosedur analisis aktivitas enzim α-amilase sebagai berikut: 

Perlakuan Blanko (mL) Standar (mL) Sampel (mL) 

- Soluble starch dalam buffer sitrat (pH 5,7) 1,0 1,0 1,0 

- Maltosa standar - 1,0 - 

- Ekstrak enzim - - 1,0 

- akuades 1,0 - - 

Dikocok dan diinkubasi dalam shaker water bath pada suhu 32oC selama 30 menit 

DNS 3,0 3,0 3,0 

Panaskan pada suhu 100oC selama 10 menit 

Diencerkan dengan akuades sampai volume tertentu atau tergantung kepekatan warna 

Didiamkan selama beberapa menit pada suhu ruang, kemudian ukur absorbansinya pada 
panjang gelombang 550 nm  
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Lampiran 5. Prosedur analisis aktivitas enzim selulase 

 Sebanyak 1,8 mL substrat (CMC 1%) yang dilarutkan dalam 0,1 M buffer sitrat fosfat pH 

5, kemudian ditambahkan dengan 0,2 mL enzim selulase, dikocok kuat dengan vortex, dan 

selanjutnya diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30o
C  dan reaksi enzim dihentikan dengan 

pendidihan pada suhu 100o
C selama 15 menit.  Setelah itu diambil sebanyak 1 mL dari 

campuran dan ditambahkan dengan 1 mL DNS didihkan pada suhu 100o
Cselama 15 menit, 

setelah larutan dingin absorbansi diukur pada λ=550 nm.  Perlakuan kontrol dan blanko 

dilakukan secara bersamaan dengan metode dan tahapan yang sama.  Pada kontrol enzim 

yang akan direaksikan dengan substrat telah diinaktivitasi terlebih dahulu dengan memanaskan 

enzim selama 15 menit, dalam air mendidih, pada blanko ezim diganti dengan buffer sitrat 

fosfat. 
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Lampiran 6. Aktivitas enzim secara kuantitaif pada masing-masing isolat 

Isolat 
Aktivitas enzim (U/mL/menit 

Protease selulase lipase amilase  

411.1 0,346 0,194 0,19 0,053 

411.2 0,358 0,147 0,15 0,064 

411.3 0,355 0,107 0,08 0,057 

Rata-rata 0,353±0,01 0,149±0,04 0,140±0,06 0,058±0,01 

422.1 0,349 0,107 0,17 0,068 

422.2 0,332 0,117 0,25 0,050 

422.3 0,337 0,104 0,17 0,049 

Rata-rata 0,339±0,01 0,109±0,01 0,197±0,05 0,056±0,01 

470.1 0,475 0,136 0,12 0,049 

470.2 0,478 0,141 0,21 0,070 

470.3 0,521 0,12 0,21 0,050 

Rata-rata 0,491±0,03 0,132±0,01 0,180±0,05 0,056±0,01 

427.1 0,364 0,919 0,051 0,655 

427.2 0,367 0,917 0,021 0,597 

427.3 0,293 0,821 0,022 0,656 

Rata-rata 0,341±0,04 0,886±0,06 0,031±0,02 0,636±0,03 

437.1 0,358 1,045 0,074 0,72 

437.2 0,369 1,042 0,092 0,74 

437,3 0,356 1,031 0,075 0,73 

Rata-rata 0,361±0,01 1,039±0,01 0,080,01 0,73±0,01 

453.1 0,323 1,761 0,025 0,771 

453.2 0,365 1,769 0,031 0,764 

453,3 0,363 1,713 0,021 0,759 

Rata-rata 0,35±0,02 1,748±0,03 0,026±0,01 0,765±0,01 

455.1 0,444 1,005 0,02 0,663 

455.2 0,529 1,012 0,031 0,668 

455.3 0,547 1,091 0,026 0,675 

Rata-rata 0,507±0,06 1,036±0,05 0,026±0,01 0,669±0,01 

464.1 0,353 0,147 0,018 0,213 

464.2 0,352 0,117 0,016 0,312 

464.3 0,312 0,213 0,027 0,216 

Rata-rata 0,339±0,02 0,159±0,05 0,020±0,01 0,247±0,06 
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Lampiran 7. Aktivitas enzim pencernaan (protease, amilase dan selulase) ikan awal dan ikan 
akhir penelitian 

Kode 
Aktivitas Enzim (U/mL/menit) 

Protiase Amilase Selulose 

Awal 0,027 0,574 0,496 

0%1 0.042 0.735 0.511 

0%2 0.033 0.687 0.523 

0%3 0.025 0.545 0.587 

Rata-rata 0,033±0,01 0,656±0,10 0,540±0,04 

7,5%1 0.012 0.456 0.559 

7,5%2 0.044 0.716 0.633 

7,5%3 0,.40 0.676 0.553 

Rata-rata 0,028±0,02 0,696±0,14 0,582±0,04 

15%1 0.024 0.801 0.629 

15%2 0.047 0.751 0.639 

15%3 0.046 0.662 0.551 

Rata-rata 0,039±0,01 0,738±0,07 0,606±0,05 

22,5%1 0.042 0.883 0.614 

22,5%2 0.062 0.838 0.619 

22,5%3 0.03 0.687 0.617 

Rata-rata 0,045±0,02 0,803±0,10 0,617±0,00 

30%1 0.061 0.758 0.779 

30%2 0.047 0.743 0.753 

30%3 0.051 0.932 0.78 

Rata-rata 0,053±0,01 0,811±0,11 0,771±0,02 
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Lampiran 8. Hasil uji anova protein pada semua perlakuan setelah difermentasi 

Sumber 
Tipe III Jumlah 

Kuadrat 
df 

Rata-rata 
kuadrat 

F Sig. 

Corrected Model 2.963a 8 0.37 2.079 0.094 

Intercept 2365.646 1 2365.646 13281.858 0 

Hari 1.671 2 0.836 4.692 0.023 

Bakteri 0.196 2 0.098 0.549 0.587 

Hari * Bakteri 1.096 4 0.274 1.538 0.234 

Error 3.206 18 0.178     

Total 2371.815 27       

Corrected Total 6.169 26       

 
 

(I) Hari (J) Hari 
Perbedaan 
Rata-rata  

(I-J) 
Std. Error Sig. 

Interval Kepercayaan 
95% 

Batas 
Bawah 

Batas Atas 

5 hari 
10 hari -.5278* 0.19895 0.016 -0.9458 -0.1098 

15 hari 0 0.19895 1 -0.418 0.418 

10 hari 
5 hari .5278* 0.19895 0.016 0.1098 0.9458 

15 hari .5278* 0.19895 0.016 0.1098 0.9458 

15 hari 
5 hari 0 0.19895 1 -0.418 0.418 

10 hari -.5278* 0.19895 0.016 -0.9458 -0.1098 
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Lampiran 9. Hasil uji anova serat kasar pada semua perlakuan setelah difermentasi pada akhir  
penelitian 

Sumber 
Type III Jumlah 

Kuadrat 
df 

Kuadra 
Rata-rata 

F Sig. 

Corrected Model 354.131a 8 44.266 25.571 0 

Intercept 6606.649 1 6606.649 3816.348 0 

Hari 321.41 2 160.705 92.832 0 

Bakteri 29.575 2 14.787 8.542 0.002 

Hari * Bakteri 3.147 4 0.787 0.454 0.768 

Error 31.161 18 1.731     

Total 6991.941 27       

Corrected Total 385.292 26       

 
 

(I) Hari 
Perbedaan 
Rata-rata 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

Interpal Kepercayaan 95% 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

5 hari 10 hari -0.2389 0.62024 0.705 -1.5420 1.0642 

15 hari -7.4356* 0.62024 0.000 -8.7386 -6.1325 

10 hari 5 hari 0.2389 0.62024 0.705 -1.0642 1.5420 

15 hari -7.1967* 0.62024 0.000 -8.4997 -5.8936 

15 hari 5 hari 7.4356* 0.62024 0.000 6.1325 8.7386 

10 hari 7.1967* 0.62024 0.000 5.8936 8.4997 

 
 
 

(I) Bakteri (J) Bakteri 
Perbedaan 
Rata-rata  

(I-J) 
Std. Error Sig. 

Interval Kepercayaan 
95% 

Batas 
Bawah 

Batas Atas 

Enterococcus 
faecalis 

Stapilococcus 
alletais 

0.0867 0.62024 0.89 -1.2164 1.3897 

Bacillus 
aerius 

2.2622* 0.62024 0.002 0.9591 3.5653 

Stapilococcus 
alletais 

Enterococcus 
faecalis 

-0.0867 0.62024 0.89 -1.3897 1.2164 

Bacillus 
aerius 

2.1756* 0.62024 0.003 0.8725 3.4786 

Bacillus aerius 

Enterococcus 
faecalis 

-2.2622* 0.62024 0.002 -3.5653 -0.9591 

Stapilococcus 
alletais 

-2.1756* 0.62024 0.003 -3.4786 -0.8725 
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Lampiran 10. Hasil uji anova BETN pada semua perlakuan setelah difermentasi pada akhir 
penelitian 

Sumber 
Type III Jumlah 

Kuadrat 
df 

Kuadrat 
Rata-rata 

F Sig. 

Corrected Model 227.933a 8 28.492 16.566 0 

Intercept 48643.88 1 48643.88 28282.665 0 

Hari 186.626 2 93.313 54.254 0 

Bakteri 40.103 2 20.052 11.658 0.001 

Hari * Bakteri 1.204 4 0.301 0.175 0.948 

Error 30.959 18 1.72     

Total 48902.772 27       

Corrected Total 258.892 26       

 
 

(I) Hari (J) Hari 
Rata-rata 

Perbedaan (I-
J) 

Std. Error Sig.b 

Interval kepercayaan 95% 

Batas 
Bawah 

Batas Atas 

5 hari 
10 hari 1.999* 0.618 0.005 0.7 3.298 

15 hari 6.301* 0.618 0 5.002 7.6 

10 hari 
5 hari -1.999* 0.618 0.005 -3.298 -0.7 

15 hari 4.302* 0.618 0 3.003 5.601 

15 hari 
5 hari -6.301* 0.618 0 -7.6 -5.002 

10 hari -4.302* 0.618 0 -5.601 -3.003 

 
 

(I) Bakteri (J) Bakteri 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig.b 

Interval Kepercayaan 
95% 

Batas 
Bawah 

Batas Atas 

Enterococcus 
faecalis 

Stapilococcus 
alletais 

-0.992 0.618 0.126 -2.291 0.307 

Bacillus aerius -2.934* 0.618 0 -4.233 -1.636 

Stapilococcus 
alletais 

Enterococcus 
faecalis 

0.992 0.618 0.126 -0.307 2.291 

Bacillus aerius -1.942* 0.618 0.006 -3.241 -0.643 

Bacillus aerius 

Enterococcus 
faecalis 

2.934* 0.618 0 1.636 4.233 

Stapilococcus 
alletais 

1.942* 0.618 0.006 0.643 3.241 
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Dependent Variable:   BETN   

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 227.933a 8 28.492 16.566 .000 

Intercept 48643.880 1 48643.880 28282.665 .000 

Hari 186.626 2 93.313 54.254 .000 

Bakteri 40.103 2 20.052 11.658 .001 

Hari * Bakteri 1.204 4 .301 .175 .948 

Error 30.959 18 1.720   
Total 48902.772 27    
Corrected Total 258.892 26    
a. R Squared = .880 (Adjusted R Squared = .827) 

 
Pairwise Comparisons 

Dependent Variable:   BETN   

(I) Hari (J) Hari 
Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 
Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

5 hari 10 hari 1.999* .618 .005 .700 3.298 

15 hari 6.301* .618 .000 5.002 7.600 

10 hari 5 hari -1.999* .618 .005 -3.298 -.700 

15 hari 4.302* .618 .000 3.003 5.601 

15 hari 5 hari -6.301* .618 .000 -7.600 -5.002 

10 hari -4.302* .618 .000 -5.601 -3.003 

Based on estimated marginal means 
*. The mean difference is significant at the .05 level. 
b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments). 

Dependent Variable:   BETN   

(I) Bakteri (J) Bakteri 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 
Error Sig.b 

95% Confidence Interval 
for Differenceb 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Enterococcus 
faecalis 

Stapilococcus alletais -.992 .618 .126 -2.291 .307 

Bacillus aerius -2.934* .618 .000 -4.233 -1.636 

Stapilococcus alletais Enterococcus faecalis .992 .618 .126 -.307 2.291 

Bacillus aerius -1.942* .618 .006 -3.241 -.643 

Bacillus aerius Enterococcus faecalis 2.934* .618 .000 1.636 4.233 

Stapilococcus alletais 1.942* .618 .006 .643 3.241 

Based on estimated marginal means 
*. The mean difference is significant at the .05 level. 
b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments). 

 

 

 

 

 
 

 

 
 


