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ABSTRACT

Suatu penelitian untuk melihat potensi Bacillus amyloliquefaciens sebagai probiotik ternak unggas. Penelitian ini terdiri dari 3 tahap yaitu penentuan daya simpan  probiotik dalam medium bekatul untuk menetapkan frekuensi pembuatan probiotik, penentuan daya tahan B. amyloliquefaciens di usus halus untuk menetapkan waktu pemberian B. amyloliquefaciens sebagai probiotik pada broiler dan penentuan dosis pemberian probiotik B. amyloliquefaciens pada ayam broiler. 
Metode yang digunakan dalam penentuan daya simpan probiotik dalam medium bekatul adalah metode ekspermen dengan rancangan acak lengkap pola faktorial 2 x 4 dengan 3 ulangan. Faktor I adalah 2 level suhu yaitu 40C (suhu lemari es) dan 270C (suhu kamar). Faktor II adalah lama penyimpanan yaitu 1, 2, 9, 14 minggu. Penentuan daya tahan B. amyloliquefaciens di usus halus digunakan rancangan acak lengkap dengan lima perlakuan lama inokulasi B. amyloliquefaciens di usus halus broiler yaitu 1, 2, 3, 4 dan 5 minggu yang diulang empat kali. Penentuan dosis pemberian probiotik B. amyloliquefaciens pada ayam broiler digunakan rancangan acak lengkap dengan enam perlakuan taraf  dosis B. amyloliquefaciens (Do = Kontrol (Pemberian larutan NaCl fisiologis tanpa bakteri), DI= 6.106 cfu/mL, DII= 42.106 cfu/mL, DIII = 45.107 cfu/mL, DIV= 73.108 cfu/mL, DV = 90.1010 cfu/mL). Peubah yang diamati adalah jumlah pupulasi B. amyloliquefaciens pada masing-masing perlakuan atau kombinasi perlakuan. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bekatul merupakan medium pengemban yang paling baik untuk menghasilkan bakteri terbanyak yaitu sebesar 3,35x1020cfu/gram. Probiotik mempunyai daya simpan sampai 14 minggu dengan populasi B. amyloliquefaciens rata-rata 1018cfu/gram, Populasi B. amyloliquefaciens pada usus halus ayam broiler  bertahan sampai ayam berumur 5 minggu dengan populasi x1011cfu/gram usus halus segar dan dosis pemberian B. amyloliquefaciens untuk ayam broiler 42.106 cfu/mL/ekor.
Kata kunci : Probiotik, Bacillus amyloliquefaciens, broiler
PENDAHULUAN
Salah satu kendala dari sistem pertenakan unggas secara intensif yang dirasakan beban oleh peternak adalah mahalnya harga pakan. Dalam usaha peternakan unggas 60-70% adalah biaya ransum dari total biaya produksi. Untuk menekan biaya ransum tanpa akibat yang merugikan salah satu cara adalah meningkatkan efisiensi penggunaan pakan dengan memanfaatkan mikroba sebagai probiotik. Probiotik merupakan mikroorganisme non patogen yang berfungsi mengatur keseimbangan mikroba dalam saluran pencernaan melalui mekanisme competitive exclusion yang akhir‑akhir ini telah banyak digunakan sebagai feed aditive baik pada manusia  maupun ternak. Cara kerja probiotik adalah dengan membantu menurunkan derajat keasaman dan menghambat pertumbuhan organisme penganggu dalam sistem pencernaan. Sementara Klaim (2006) mengungkapkan bahwa probiotik juga ikut berperan dalam meningkatkan kekebalan tubuh melalui stimulasi sel-sel tertentu di usus. Fuller (2002) menyatakan bahwa keseimbangan mikroba usus tercapai apabila mikroorganisme yang menguntungkan dapat menekan mikroorganisme yang merugikan. Selanjutnya dinyatakan bahwa prinsip kerja probiotik meliputi kompetisi untuk mendapatkan zat makanan, kompetisi mendapatkan tempat adhesi pada dinding usus, dan penghambatan secara langsung terhadap kehidupan mikroba yang dikalahkan.
Beberapa mikroba telah direkomendasikan oleh beberapa peneliti sebagai sumber probiotik diantaranya Bacillus subtilis, Bacillus lecheniformis, Bacillus toyoi, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus, Streptococcus dan Yeast. (Mulder et al. 1997).
 Bacillus merupakan salah satu bakteri yang dapat menghasilkan berbagai jenis enzim yang mampu merombak zat makanan seperti karbohidrat, lemak dan protein menjadi senyawa yang lebih sederhana sehingga mudah diserap oleh ayam (Buckle et al. 1987). Wizna et al. (2007) mendapatkan bakteri selulolitik Bacillus amyloliquefaciens hasil isolasi dari serasah hutan Gambut Lunang Kabupaten Pesisir Selatan Sumatera Barat yang mempunyai sifat Gram positif, bentuk batang, menghasilkan endospora berbentuk elips, zona bening pada medium CMC 27,85 mm dan aktivitas selulase enzim Cx dan C1 pada medium berserat tinggi (23,57%) adalah  0,488 dan 1,200 U/ml. Diaz (2007) melaporkan bahwa penggunaan Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 sebagai probiotik dalam ransum broiler dengan dosis 1x109 cfu/kg ransum diperoleh konversi ransum sebesar 1,84.
MATERI DAN METODE
Karakterisasi aktivitas enzim protease, Aktifitas enzim protease Bacillus amyloliquefaciens ditentukan dengan metoda Anson (Henriette et al., 1993) dengan menggunakan reagen Anson  Uji aktivitas enzim prrotease dinyatakan sebagai satu unit aktifitas protease adalah aktifitas protease yang dapat menghidrolisis kasein 1% menjadi 1 μg/ml tirosin per menit. Penyiapan Medium Bacillus amyloliquefaciens, sebanyak 50 gram tepung ikan dan 50 gram gula dilarutkan dalam 1000 mL aquadestilata, kemudian dipanaskan sampai mendidih (100 0C) selama 5 menit, disaring dan didinginkan.  Setelah dingin medium tersebut di disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121 0C dan tekanan 15 lbs selama 15 menit. Pembuatan  Inokulum Bacillus amyloliquefaciens, sebanyak 10 mL ekstrak tepung ikan dan gula steril dimasukan kedalam cawan petri yang telah ditumbuhi biakan murni B. amyloliquefaciens, digoyang perlahan sampai mikroba lepas dari media, lalu dimasukan kedalam tabung erlemeyer 250 mL yang telah berisi ekstrak tepung ikan dan gula sebanyak 50 mL.  Kemudian diinkubasi pada suhu 400C selama 24 jam. Diharapkan inokulum sudah mengandung minimal 106 sel B. amyloliquefaciens (Stanburry and Whitaker, 1984),  


Isolasi Ekstrak Kasar Enzim Protease (Durham, 1987 dalam Pohan, 1998), sebanyak 2 mL inokulum diinokulasikan pada 50 mL medium fermentasi, kemudian dinkubasikan pada shaker dengan kecepatan 180 rpm pada suhu kamar selama 14 jam. Kemudian filtrat disentrifugase 4500 rpm selama 15 menit (2x). Lalu saring dengan kertas whatman no.1, didapatkan ekstrak kasar enzim protease.


Penentuan Aktivitas Enzim Protease Metode Anson (Henriette et al. 1993), Kedalam tabung reaksi dimasukkan 2.5 ml larutan kasein 1%, ditambahkan 1.5 ml larutan buffer Triss pH 7, inkubasi 10 menit pada suhu 370C. Kemudian masukan crude enzim protease 1 ml dan lanjutkan inkubasi 10 menit pada suhu 370C. Hentikan reaksi aktifitas enzim dengan menambahkan 5 ml TCA 20 % sambil dikocok. Dinginkan dalam air es  selama 30 menit hingga protein menggumpal. Kemudian sentrifuse 10 menit dengan kecepatan 5.000 rpm, sebanyak 2 ml supernatan ditambahkan 5 ml NaOH 0.5 N dan 0.5 ml reagen folin Ciocalteau Biarkan 10 menit dan ukur serapannya pada panjang gelombang maksimum. Untuk blanko terlebih dahulu enzim di inaktifkan dengan cara  1 ml crude enzim protease ditambah 5 ml TCA 20 %, ditambahkan 1.5 ml larutan buffer Triss pH 7 dan dimasukkan 2.5 ml larutan kasein 1%, hal yang sama dilakukan seperti terhadap enzim sampel. Aktifitas protease diukur dengan menggunakan kurva kalibrasi standar tirosin yang absorbannya adalah selisih absorban sampel dengan blanko. 


Penentuan Kadar Protein Terlarut (metode Lowry (1951), Larutan enzim 0,5 ml ditambahkan 2,5 ml reagen lowry C, dikocok lalu diinkubasi selama 10 menit pada suhu kamar. Selanjutnya 0,25 ml reagen lowry D (Lampiran 1), divortex dan inkubasi selama 30 menit. Selanjutnya dibaca absorbansinya pada 500 nm (Scopes, 1987). Kadar protein dapat ditentukan dengan kalibrasi kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA). Persamaan regresi umum untuk kurva kalibrasi standar albumin sama dengan  tirosin. Setelah konsentrasi protein terlarut didapatkan maka jumlah protein ekstrak diperoleh dengan mengalikan volume ekstrak (ml) dan konsentrasi protein terlarut (mg/ml). Persentase protein substrat didapat dengan membagi jumlah protein ekstrak (gram) dan berat substrat (gram) dikali 100%.

Penentuan Medium Probiotik Bacillus amyloliquefaciens, penentuan medium probiotik terbaik mengacu kepada metode pembuatan probiotik dari ragi tape (Saccharomyces cerevisiae) menurut Fardiaz (1992) dan jumlah bakteri dihitung dengan metode “plate count” menurut Alexander (1997). Digunakan rancangan acak lengkap dengan lima perlakuan dan empat ulangan. Sebagai perlakuan adalah beberapa jenis medium yaitu onggok, jagung, tapioka, empelur sagu dan bekatul. Peubah yang diamati  adalah jumlah koloni dan derajat keasaman (pH) pada masing-masing medium. Sebanyak 100 gram dari masing-masing medium disterilisasi di dalam autoklaf pada suhu 121 0C tekanan 15 lbs selama 15 menit, kemudian kelima macam  medium  didinginkan sampai pada suhu 270C.  Setelah dingin tambahkan inokulum cair dengan perbandingan antara inokulum dan medium adalah 2 : 1 (2 bagian inokulum dan satu bagian medium) selanjutnya diinkubasi selama 24 jam. Setelah proses inkubasi selesai, media dikeringkan dengan oven pada suhu 40–45 0C sampai kering hingga diperoleh bentuk padat yang akan digunakan sebagai sumber probiotik.


Penentuan Daya Simpan Probiotik B. amyloliquefaciens, Penentuan daya simpan probiotik padat B. amyloliquefaciens untuk menetapkan frekuensi pembuatan probiotik. Digunakan rancangan acak lengkap pola faktorial 2 x 4 dengan 3 ulangan. Faktor I adalah 2 level suhu yaitu 40C (suhu lemari es) dan 270C (suhu kamar). Faktor II adalah lama penyimpanan yaitu 1, 2, 9, 14 minggu. Peubah yang diamati adalah jumlah pupulasi pada masing-masing kombinasi perlakuan. Data dianalisis dengan menggunakan analisis keragaman dari RAL pola faktorial (Steel dan Torrie,1993). Perbedaan antar perlakuan diuji dengan uji jarak berganda Duncan (DMRT). 


Penentuan Daya Tahan B. amyloliquefaciens di Usus Halus Broiler, penentuan daya tahan B. amyloliquefaciens di usus halus untuk menetapkan waktu pemberian B. amyloliquefaciens sebagai probiotik pada broiler. Penelitian dilakukan selama lima minggu dengan  menggunakan ayam broiler (DOC-day-old-chick) strain Arbor Acres CP 707 campuran jantan dan betina sebanyak 100 ekor. Digunakan 4 unit kandang boks berukuran 100 x 100 x 50 cm yang dilengkapi tempat makan dan minum serta lampu pijar 60 Watt sebagai sumber panas dan penerangan. Ransum yang diberikan adalah ransum komersil dengan kode produksi CP 511. Penelitian dilakukan dengan memakai Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan dan empat ulangan. Sebagai perlakuan adalah lama inokulasi B. amyloliquefaciens di usus halus broiler yaitu 1, 2, 3, 4 dan 5 minggu. Peubah yang diamati adalah pupulasi B. amyloliquefaciens di usus halus. Data dianalisis dengan menggunakan analisis keragaman dari RAL (Steel dan Torrie,1993). Perbedaan antar perlakuan diuji dengan menguji jarak berganda Duncan ( DMRT). 
Penentuan Dosis Pemberian Probiotik B. amyloliquefaciens untuk Ayam Broiler, jumlah bakteri yang diberikan minimal mengandung jumlah mikroba probiotik (106cfu/mL) agar efek probiotik dapat dipertahankan dan bakteri probiotik mampu berkompetisi dengan bakteri patogen dalam saluran pencernaan. Penelitian dilakukan selama 5 minggu dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap 6 x 5. Sebagai perlakuan adalah 6 taraf  dosis B. amyloliquefaciens Do = Kontrol (Pemberian larutan NaCl fisiologis tanpa bakteri), DI= 6.106 cfu/mL, DII= 42.106 cfu/mL, DIII = 45.107 cfu/mL, DIV= 73.108 cfu/mL, DV = 90.1010 cfu/mL. Percobaan menggunakan 180 ekor ayam broiler jantan dan betina strain Arbor Acres, 30 unit kandang boks yang berukuran 74 x 60 x 60 cm perunitnya dan ransum komersil dengan kode produksi CP511. Pembuatan suspensi B. amyloliquefaciens dengan memasukkan isolat B. amyloliquefaciens kedalam larutan NaCl fisiologis (0.8% NaCl). Suspensi B. amyloliquefaciens diberikan secara oral sebanyak 1 mL/ekor satu kali pada awal penelitian (ayam umur 3 hari).  Peubah yang diamati adalah cfu B. amyloliquefaciens di usus halus, konsumsi ransum, pertambahan berat badan dan konversi ransum ayam broiler. Penghitungan populasi Bacillus amyloliquefaciens pada usus halus berdasarkan metode Tannock (1992). Data dianalisis dengan menggunakan analisis keragaman dari RAL (Steel dan Torrie,1993). Perbedaan antar perlakuan diuji dengan menguji jarak berganda Duncan ( DMRT).  

HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakterisasi aktivitas enzim protease

Aktifitas enzim protease Bacillus amyloliquefaciens ditentukan dengan metoda Anson (Henriette et al., 1993) dengan menggunakan reagen Anson  Uji aktivitas enzim prrotease dinyatakan sebagai satu unit aktifitas protease adalah aktifitas protease yang dapat menghidrolisis kasein 1% menjadi 1 μg/ml tirosin per menit.

Nilai rataan aktivitas enzim protease Bacillus amyloliquefaciens dalam substrat air tepung ikan dan gula adalah 0,812 U/ml. Dosis inokulum, lama inokulasi, suhu inokulasi untuk penentuan aktivitas enzim protease tersebut masing-masing adalah 2%, 24 jam dan 400C.
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Gambat 1. Kurva Standar BSA
Nilai aktivitas protease ini hampir sama dibandingkan dengan aktivitas enzim yang dihasilkan Bacillus subtilis strain-CBTK 106 adalah 0,901 U/ml (Chundakkadu, 1999).  Aktivitas protease ini lebih tinggi dibandingkan denga aktivitas protease yang dihasilkan oleh Penicilium sp yaitu 0,36 U/ml (Dharma, 1998).
Medium Padat Probiotik Bacillus amyloliquefaciens

Rataan populasi bakteri Bacillus amyloliquefaciens yang tumbuh pada medium selama 24 jam dapat di lihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rataan populasi dan pH B. amyloliquefaciens pada beberapa medium 
 
	Jenis Media Pengemban
	Jumlah populasi

(cfu/gram)
	pH

	Onggok
	1,29 x  10 17d
	6,15

	Jagung
	2,92  x10 17c
	5,73

	Bekatul
	3,35 x10 20a
	6,34

	Empulur Sagu
	2,42 x10 17c
	5,00

	Tapioka
	2,30  x10 19b
	7,04




Keterangan : Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan  hasil yang berbeda sangat nyata (P< 0,01)

*(CFU)/g dari kandungan organ (berat segar)

Bekatul merupakan medium pengemban yang paling baik untuk menghasilkan bakteri terbanyak kemudian diikuti oleh tapioka, jagung dan empelur sagu serta onggok. Hal ini disebabkan kandungan zat nutrisi yang disediakan untuk pertumbuhan mikroba pada masing-masing medium berbeda satu sama lainnya, walaupun secara keseluruhan medium relatif dapat menyediakan nutrisi yang berguna bagi pertumbuhan mikroba. Hal lain yang menyebabkan mikroba tumbuh baik pada bekatul karena kandungan zat-zat makanan pada bekatul lebih lengkap sehingga mikroba lebih maksimal pertumbuhannya. Houston dan Kehler  (1970) dalam Pardede (1994) mengatakan bahwa dedak padi dapat digunakan sebagai substrat dalam fermentasi medium karena dedak merupakan sumber vitamin B dan E, serta berbagai mineral seperti K, Ca, P, Mg, dan Fe. Selanjutnya dikatakan bahwa dedak padi mengandung protein 13,30%, lemak 15,80%, abu 10,40%, dan karbohidrat 50,80% serta mengandung beberapa mineral dan vitamin seperti Ca, P, Na, tiamin, riboflafin, dan niasin. Tjiptadi dan Nasution (1979) dalam Pardede (1994) menyatakan bahwa dedak padi memberikan prioritas bagi medium fermentasi, karena mengandung protein orizenin (protein dengan nilai gizi tinggi karena banyak mengandung asam amino essensial) dan mengandung asam lemak tak jenuh yang relatif tinggi (asam lemak oleat, linoleat dan palmitat).  

Daya Simpan Probiotik Padat B. amyloliquefaciens
Penyimpanan probiotik B. amyloliquifacien pada medium bekatul sampai minggu ke 14 pada suhu ±4°C dan ±270C berpengaruh nyata (P<.05) terhadap jumlah bakteri probiotik dimana jumlah bakteri semakin menurun seiring dengan bertambahnya waktu penyimpanan (Gambar 2).
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Gambar 2. Populasi B. amyloliquefaciens pada beberapa kondisi dan lama    penyimpanan
Penurunan ini dikarenakan tidak semua bakteri dapat bertahan hidup pada kondisi suhu tersebut, beberapa bakteri mempunyai tingkat viabilitas yang berbeda dimana bakteri yang viabilitas rendah lebih cepat mengalami kematian dan beberapa yang lain akan tetap bertahan hidup sehingga selama waktu penyimpanan (14 minggu) viabilitas bakteri cenderung mengalami penurunan. Akalin et al. (2004) menyatakan bahwa tidak semua bakteri mempunyai daya tahan yang sama selama penyimpanan. Chotiah (2006) melaporkan bahwa terjadi penurunan viabilitas Pasteurella multocida pada 1 hari, 1 bulan, dan 2 bulan setelah penyimpanan pada suhu kamar (±270C) masing-masing sebanyak 1,3 x l01 CFU, 1,3 x l03 CFU, dan 9,5 x 103 CFU/ml. Penurunan viabilitas sebanyak log 1 dinilai wajar karena penurunan viabilitas sampai log 2 merupakan hal yang biasa pada mikroba yang sensitif (Snell 1991). Meskipun jumlah bakteri mengalami penurunan namun jumlah tersebut masih melebihi standar minimal jumlah bakteri dalam suatu probiotik (1018cfu/gram). Svensson (1999) dan Vinderolla et al. (2000) menyatakan bahwa suatu medium pembawa probiotik minimal mengandung mikroba probiotik sebanyak 106–108 cfu/ml atau 108–1010 cfu/gr (preparat kering). Strain Lactobacillus yang terkandung didalam yoghurt yang disimpan pada suhu ±4°C menunjukkan stabilitas yang baik sepanjang periode penyimpanan, di sisi lain B. lactis LAFTI ® B94 berkurang satu log pada akhir penyimpanan (Donkor 2007). Level pemberian prebiotik dan jumlah metabolit utamanya tergantung kepada strain probiotik tersebut (Desai et al. 2006).

Daya Tahan B. amyloliquefaciens di Usus Halus Broiler

Pada Gambar 3 dan 4. terlihat bahwa kisaran koloni B. amyloliquefaciens di usus halus ayam broiler adalah 0 - 30.44x1010cfu/g dan ayam ras petelur 0 - 25,9x1011cfu/g dari kandungan organ (berat segar) usus halus. 
Hal ini menunjukkan bahwa B. amyloliquefaciens masih bertahan hidup sampai akhir perlakuan atau ayam berumur 5 minggu untuk ayam broiler dan selama dua bulan untuk ayam ras petelur. Bacillus dapat tumbuh dengan baik dalam saluran pencernaan ayam disebabkan kondisi saluran pencernaan ayam yang sesuai dengan persyaratan hidup dari kedua bakteri tersebut, seperti ketersediaan nutrien, pH, suhu dan kelembaban. Kisaran pH usus halus adalah 5.59-6.62 (Patrick dan Schaible, 1980), dan kondisi ini sesuai dengan sifat dari Bacillus yang asiditif. Wizna (2007) mendapatkan bakteri selulolitik B. amyloliquefaciens yang mempunyai sifat Gram positif, bentuk batang, menghasilkan endospora berbentuk elips, sifat asam sampai basa (2-8), zona bening pada medium CMC 27,85 mm dan aktivitas selulase enzim Cx dan C1 pada medium berserat tinggi (23,57%) adalah  0,488 dan 1,200 U/ml.Farmer et al. (2004) menyatakan bahwa Bacillus sp merupakan bakteri yang dapat membentuk spora dan menghasilkan asam laktat, hidup pada kisaran pH 4-7,5 dengan suhu lingkungan 30-450C, sedangkan dalam bentuk spora dapat hidup pada saat pasteurisasi. Donkor (2007) menyatakan bahwa level pemberian prebiotik dan jumlah metabolit utamanya tergantung kepada strain probiotik tersebut. 
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Gambar 3. Populasi B. amyloliquefaciens pada beberapa lama inokulasi                  di usus halus broiler
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Gambar 4. Populasi B. amyloliquefaciens pada beberapa lama inokulasi di usus halus ayam ras petelur

Pemberian mikroba yang menguntungkan mengakibatkan terjadinya kolonisasi mikroba tersebut di saluran pencernaan inangnya, pertumbuhan lebih cepat, lebih kebal terhadap penyakit tertentu, pertahanan selaput lendir dan metabolisme zat-zat makanan  meningkat (Hooper et al. 2001, Stappenbeck et al, 2002). Zulkifli et al. (2000) melaporkan bahwa probiotik Lactobacillus berperan dalam meningkatkan jumlah vili usus, meningkatkan penyerapan zat makanan, performan dan efisiensi penggunaan ransum Fuller (2002) menambahkan bahwa keseimbangan mikroba usus tercapai apabila mikroorganisme yang menguntungkan dapat menekan mikroorganisme yang merugikan. Svensson 1999 dan Vinderolla et al. 2000 menyatakan bahwa efek suatu probiotik harus mampu berkompetisi dengan bakteri patogen dan dapat bertahan dalam saluran pencernaan. 

Penentuan Dosis Pemberian Probiotik B. amyloliquefaciens untuk Ayam Broiler. Pada Gambar 5 terlihat bahwa konsumsi ransum ayam broiler meningkat seiring dengan peningkatan dosis pemberian Bacillus amyloliquefaciens. Hal ini menunjukkan Bacillus amyloliquefaciens yang diberikan menghasilkan suatu zat atau vitamin yang megakibatkan meningkatnya nafsu makan sehingga konsumsi ayam menjadi naik. Gibson et al. (1997) menyatakan bahwa beberapa bakteri dapat meningkatkan nafsu makan melalui sintesis vitamin B, membantu daya cerna dan menekan pertumbuhan bakteri patogen dalam saluran pencernaan. 
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Gambar 5. Rataan konsumsi ransum dan pertambahan bobot badan ayam yang diberi B. amyloliquefaciens.
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Gambar 6. Rataan populasi B. amyloliquefaciens di usus halus dan konversi ransum ayam yang diberi B. amyloliquefaciens.

Pertambahan berat badan ayam juga meningkat atau berbeda sangat nyatanya (P<0,01) seiring dengan peningkatan dosis pemberian B. amyloliquefaciens dan Bacillus coagulans. Hal ini disebabkan bakteri B.s amyloliquefaciens yang ada di usus halus menghasilkan beberapa enzim untuk membantu pencernaan zat-zat makanan yang dibutuhkan untuk pertumbuhan oleh ayam, sesuai dengan pendapat (Cowan and Still, 1973; Alexander, 1997) bahwa bakteri Bacillus sp dapat menghasilkan berbagai jenis enzim seperti enzim selulase, hemiselulase, protease, alfa amilase, urease, xilanse dan khitinase.

Semakin besar dosis pemberian Bacillus amyloliquefaciens menyebabkan konversi ransum semakin kecil (Gambar 6). Hal ini disebabkan kenaikan konsumsi lebih sedikit dibandingkan kenaikan pertambahan berat badan seiring dengan peningkatan pemberian dosis Bacillus amyloliquefaciens sehingga angka konversi semakin kecil. Konversi ransum hasil penelitian ini lebih baik dari konversi ransum hasil penelitian Diaz (2008) dimana ayam broiler yang diberi Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 dengan dosis 1x109 cfu/kg ransum diperoleh konversi ransum sebesar 1,84. 
KESIMPULAN


Dari hasil dan pembahasan dapat disimpulkan nilai aktivitas enzim protease Bacillus amyloliquefaciens dalam substrat air tepung ikan dan gula adalah 0,812 U/ml, bekatul merupakan medium pengemban yang paling baik untuk menghasilkan bakteri terbanyak yaitu sebesar 3,35x1020cfu/gram, probiotik padat mempunyai daya simpan sampai 14 minggu dengan populasi Bacillus amyloliquefaciens rata-rata 1018cfu/gram dan populasi bakteri  Bacillus amyloliquefaciens pada ayam broiler  bertahan sampai ayam berumur 5 minggu dengan populasi x1011cfu/gram usus halus segar
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