< C' @ ojsunud.acid/index php/metamorfosa/authorDashboard/submission/9802 B 2 % = 0 a
permintaan revisis

Participants
Editor in Chief (metamorfosaadmin)
n Susun Susun Prawanayoni, susunbio (prawanayoni)

Anak Agung Gede Indraningrat (in

Messages

Silahkan melakukan revisi sesuia permintaan reviewer. Perhatikan format penul
¢ stle penulisan daftar pustaka, tahun dan jumlah artikel (minimal 15 artikel). HAsil

k similaritas tdk melebini 20 %
Dear Ec

Kami mengucapkan terima kasih untuk feedback yang diberikan pada ma pt
yang telah kami. Kami sudah merevisi artikel sesuai masukan dari reviewer dan
editor meliputi judul artikel, tampilan data, pembahasan, kesimpulan dan pustaka

sudah diperbaharui sesuai komentar wer.
Salam,

Sucitra et al




DRECTOKY OF
OPEM ACCESS
LML

JURNAL METAMORFOSA .....ocvevmnsrrensssnnsssnnns =4 IDURNALS
DOI:

JURNAL METAMORFOSA

Journal of Biological Sciences
elSSN: 2655-8122
http://ojs.unud.ac.id/index.php/metamorfosa

[Skrining LAktivitas Antibakteri klari Isolat Bakteri bfang Berasosiasi dengan Rumput Laut

Eucheuma spinosum
Antibacterial Screening of Bacteria Associated with Seaweed Eucheuma spinosum

INTISARI
Rumput laut merupakan salah satu biota laut yang berinteraksi tkuat dengan mikroorganisme

khususnya dengan kelompok bakteri. Bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut dapat memproduksi
Imetabolit sekunder juntuk mendukung pertumbuhan [dan melindungi inangnya| Penelitian ini bertujuan

untuk mengisolasi bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut Eucheuma spinosum dan menskrining
aktivitas antibakteri dari isolat bakteri yang diperoleh\. [Hasil\ isolasi bakteri dari E. spinosum diperoleh 32

isolat dengan sebaran 14 isolat dari media umum dan 18 isolat dari media khusus. Pengamatan morfologi

dari 32 isolat menunjukkan bahwa tujuh isolat bakteri tergolong Gram positif dan 25 isolat bakteri Gram

negatif. Sedangkan 25 isolat menunjukkan katalase positif dan tujuh isolat katalase negatif. Hasil pre-
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skrining antibakteri terhadap bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus atcc 25923 dan Streptococcus
mutans fncc 0405) dan bakteri Gram negatif (Escherichia coli atcc 25922 dan Klebsiella pneumoniae atcc
700603) menunjukkan 22 isolat memiliki aktivitas antibakteri. f[solat PCARI1 dan SMPR9 menunjukkan
aktivitas antibakteri tertinggi terhadap Streptococcus mutans berturut-turut sebesar 9,21 mm dan 7,89

mm. Hasil penelitian ini secara umum memberikan gambaran potensi isolat yang berasosiasi dengan E.
spinosum sebagai penghasil senyawa antibakteri.

Kata Kunci  : rumput laut, Eucheuma spinosum, isolasi, antibakteri

ABSTRACT

Seaweeds have a strong association with microorganisms, especially with bacterial groups. The role
of seaweed-associated bacteria in general is to synthesize secondary metabolites to support growth and to
protect their host. This study aimed to isolate bacteria associated with seaweed Eucheuma spinosum and
to screen their antibacterial activities. Cultivation of bacteria-associated with E. spinosum resulted 32
bacterial isolates, which14 isolates obtained from general media and 18 isolates were cultivated from
specific media targeted for Actinobacteria. Morphological observations of 32 isolates showed that seven
bacterial isolates were Gram-positive and 25-gram negative bacterial isolates. While 25 isolates showed
positive catalases and seven isolates negative catalases. Antibacterial screening based on perpendicular
streak method against Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus atcc 25923 and Streptococcus
mutans fncc 0405) and Gram-negative bacteria (Escherichia coli atcc 25922 and Klebsiella pneumoniae
atcc 700603) showed 22 isolates with antibacterial activity. Isolates PCAR1 and SMPR9 showed the
highest antibacterial activity against Streptococcus mutans namely 9.21 mm and 7.89 mm respectively.
Our results overall indicated the potential of bacterial isolates associated with E. spinosum as the source
of antibacterial compounds.

Keyword : seaweed, Eucheuma spinosum, isolation, antibacterial
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morfologi yang menyerupai batang, akar dan
daun yang merupakan kesatuan utuh dari

bentuknyeﬂ (Supriyantini et al., 2018). Rumput
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untuk multiplikasi bakteri [(Hayati et al.,

2019). Sementara itu sebagai timbal balik,

bakteri memproduksi [senyawa metabolit

laut memiliki lebih dari 782 jenis yang tersebar
di seluruh Indonesia dan berdasarkan pigmennya
jenis tersebut terdiri dari 196 alga hijau, 134 alga

cokelat, 452 alga merah l(Ulfah etal.,2018). Dari

sekunder untuk mendukung pertumbuhan

inangnyaj. Senyawa metabolit sekunder tersebut

akan membantu mempertahankan diri dari

organisme melawan penyakit, pertumbuhan atau

beragam jenis rumput laut, jenis Eucheuma
adalah salah satu anggota kelas Rhodophyceae
yang banyak dibudidayakan di Indonesia karena
memiliki kandungan agar dan [karagenan yang

lebih tinggi\ dari rumput laut lainnya. Jenis

hormon (Ginting e al., 2019),

Sejauh ini penelitian yang mengkaji isolat
bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum dan

potensi antibakteri yang dimiliki bnasih terbatas‘.

Eucheuma spinosum merupakan rumput laut
yang banyak dibudidayakan di Bali salah satunya

karena ﬂmndungan karagenan yang cukup tinggi\

Sehingga, penelitian ini bertujuan untuk
hnengisolasi dan mempelajari morfologi bakteri

yang berasosiasi dengan rumput laut E. spinosum

untuk keperluan industri kosmetik, tekstil dan

obat-obatan (Hudha et al., 2012).

Rumput laut E. spinosum seperti halnya
biota laut pada umumnya berasosiasi dengan
mikroorganisme khususnya bakteri Hal ini
karena permukaan rumput menyediakan substrat

yang cocok untuk h)engendapan tmikroorganisme |

lokal Bali. Selain itu, penelitian ini juga

bertujuan  untuk  menskrining  aktivitas
antibakteri dari isolat bakteri yang berasosiasi
dengan rumput laut E. spinosum.
BAHAN DAN METODE
Pengambilan Sampel E. spinosum

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan [Juli

sampai September 2021 Laboratorium Fakultas

dan juga mengeluarkan berbagai hat organik dan

senyawa bioaktiﬂ yang berfungsi sebagai nutrisi

Pertanian Universitas Warmadewa. Sampel E.

spinosum diambil dari pantai di Desa Patas
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Singaraja, Kecamatan Gerokgak, Kabupaten
Buleleng, Provinsi Bali (8.186 LS, 114.813 BT).
Sampel diambil secara aseptik menggunakan
scalpel steril dan ditampung pada botol Falcon
50 mL steril. Botol berisi sampel disimpan di
dalam kotak styrofoam untuk selanjutnya
ditransportasikan ke Laboratorium Fakultas
Pertanian. Sesampainya di laboratorium sampel
disimpan pada suhu 4°C sampai isolasi bakteri

dikerjakan.

Media isolasi bakteri

Pada penelitian ini digunakan tiga jenis
media agar yang menargetkan bakteri secara
umum vyaitu Zobell Marine Agar (ZMA,
Himedia), Nutrient agar (NA, Himedia), Plate
Count Agar (PCA, Oxoid). Selain itu digunakan
pula tiga media khusus untuk menargetkan
aktinobakteria yaitu ISP-1 (5.0 gram/L peptone,
3.0 gram/L yeast extract, 20 gram/L bacto agar),
ISP-2 (4.0 gram/L yeast extract, 10 gram/L malt
extract, 4 gram/L dextrose, 20 gram/L bacto
agar) dan Starch M protein agar (SMP,

Himedia).
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Pembuatan media pertumbuhan bakteri
dilakukan dengan cara menimbang media sesuai
dengan takaran media yang sudah diinstruksikan
pada kemasan atau formulasi yang telah

ditentukan. Media agar yaitu: NA, PCA, ISP-1

dan ISP-2 dilarutkan pada artificial seawater (33

gram/L) untuk menjaga tekanan osmosis bakteri

yang akan diisolasi sehingga menyerupai kondisi

air laut. [Sementara itu, setiap media yang

menargetkan aktinobakteria (ISP-1, ISP-2 dan
starch  M-protein) disuplementasi dengan
nystatin dan nalidixic acid untuk mencegah
pertumbuhan bakteri non-aktinobakteria dan
jamur. Semua media agar disterilkan dalam
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C.
[Media yang telah steril secara aseptik di dalam
laminar air flow kemudian dituang pada cawan
petri steril dan didiamkan pada suhu ruang

hingga memadat.

Isolasi bakteri yang berasosiasi dengan E.
spinosum

Sampel rumput laut dicuci bersih dengan
artificial seawater steril sebanyak tiga kali.
Sepuluh gram E. spinosum ditimbang dan

dipotong kecil-kecil dengan memastikan seluruh
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bagian thallus termasuk bagian interior dan
cksterior tercampur secara merata. Sampel
dihomogenkan dengan cara ditumbuk dengan
lumpang dan pastel serta ditambahkan artificial

seawater steril sebanyak 25 mL.

Sampel E. spinosum ldiencerkansecara\
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warna dan elevasi [(Indraningrat et al., 2019)].
lSebagai contoh, koloni isolat dengan kode 12314
akan diterjemahkan sebagai bakteri yang
memiliki morfologi bulat, permukaan yang kasar
dan kusam, warna buram dan permukaan

berbentuk kawah (Gambar 1).] Untuk bakteri non

bertingkat pada 9 mL artificial seawater steril
(10" sampai 10°). Dari pengenceran 10~ sampai
105 diambil || mL untuk diinokulasi
menggunakan cofton swab steril pada media

pertumbuhan yang telah ditentukan. |Setiap

aktinobakteria dimurnikan pada media Zobell
marine agar, sedangkan untuk kandidat
aktinobakteria dimurnikan pada ISP-2 agar.
Koloni dengan morfologi berbeda diasumsikan

berasal dari jenis yang berbeda dan setiap koloni

cawan petri yang berisi media agar dibungkus
dengan parafilm agar mencegah kontaminasi dan

cawan petri dan diinkubasikan pada suhu 28°C.

terpilih yang selanjutnya diwarnai dengan
pewarnaan Gram [((Sulistijowati R and Mile L.

2016; Nandina & Pujiyanto, 2019)| dan dilakukan

Pengamatan berkala dilakukan dengan setiap 3
hari selama dua minggu untuk [menghitung

pertumbuhan koloni bakteri lyang muncul pada

uji katalase (Ibrahim et al., 2015).

Colony morphology specifications

setiap media agar.

Identifikasi isolat bakteri

Koloni bakteri dengan morfologi berbeda
yang tumbuh pada media agar mengikuti kriteria
colony morphology code yang berdasarkan

karakteristik yang meliputi bentuk, permukaan,

C::'::::‘r“‘;' FORM  SURFACE | ELEVATION

0 no variation

1 . veined  opaque
2 ’ rough cloudy
3 * dull translucent e
4 % wrinkled iridescent
5 wet £
6 )

CcMC 1 23 1 4 ) 12314

"Gambar 1. Skema pemilihan morfologi bakteri
berdasarkan metode colony morphology code
((Indraningrat et al., 2019)|
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Skrining Aktivitas antibakteri

Bakteri dengan morfologi yang berbeda
diskrining kemampuan antibakterinya dengan
metode perpendicular streak method terhadap
bakteri uji pada media LB agar (10 gram/L
peptone, 5 gram/L yeast extract, 10 gram/L
NaCl, 20 gram/L bacto agar)|(Indraningratet al.,

2021). Secara singkat, pada sisi bagian bawah

cawan petrik dibuat garis tegak lurus dan
melintang dengan menggunakan marker. Pada
garis tegak lurus, dilakukan streak isolat bakteri
yang diuji pada media LB agar. ]Isolat bakteri
diinkubasikan pada suhu 28°C selama 2x 24 jam
hingga koloni terbentuk jelas pada agar. Isolat
bakteri diujikan terhadap empat bakteri uji yaitu
lbakteri Gram positif Staphylococcus aureus atcc
25923, Streptoococcus mutans fncc 0405, dan

bakteri Gram negatif Escherichia coli atcc 25922

dan Klebsiella pneumoniae atcc 700603.|

Keempat bakteri uji ini di streak secara
horizontal dengan memberikan jarak 3 mm dari
koloni isolat bakteri yang ingin diuji (Gambar 2).
Agar plate diinkubasikan selama 1 x 24 jam pada
suhu 37°C. Zona hambat yang terbentuk (dalam

mm) dihitung berdasarkan jarak pertumbuhan

elSSN: 2655-8122

bakteri oleh isolat bakteri terhadap masing-
masing indikator. Sebagai interpretasi semakin
jauh jarak tumbuh bakteri indikator dari isolat
bakteri indikator dari isolat bakteri yang diuji

mengidentifikasikan daya yang lebih kuat.

Gambar 2. Skema Perpendicular Streak Method
{(Indraningrat et al., 2021) A. isolat bakteri uji,
B. Staphylococcus aureus atcc 25923, C.
Streptococcus mutans fncc 0405, D. Escherichia
coli atcc 25922, E. Klebsiella pneumoniae atcc
700603
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HASIL

lKarakteristik morfologi isolat bakteri

[Berdasarkan hasil identifikasi morfologi dengan metode colony morfology code, pewarnaan Gram
dan uji katalase didapatkan total 32 isolat bakteri dengan rincian 14 isolat dari media umum dan 18 isolat

dari media khusus (Tabel 2)

Tabel 2. Morfologi isolat bakteri menurut CMC, Pewarnaan Gram dan Katalase

A. Morfologi Isolat Bakteri dari E. spinosum Pada Media fUmuml
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Morfologi isolat
Kode OroTogl 1507 - Pewarnaan Bentuk Sel Katalase
isolat Bentuk Permukaan = Warna  Elevasi Gram
2 (Tidak 23 (Kasar 3 . .
ZR1 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Membukit) ) Diplobasil *
ZR2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
23 (Kasar 3 .
- +
ZR3 1 (Bulat) dan Kusam) 1 (Buram) (Membukit) Basil
2 (Tidak 23 (Kasar 2
ZR4 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Meninggi) ) Kokus .
ZR5 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Kokus +
ZR6 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Basil +
NARI1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
2 (Tidak
NAR2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) - Kokus +
NAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Diplobasil -
2 (Tidak 3 . .
NAR4 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Diplobasil +
2 (Tidak 3
PCARI1 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukif) + Kokus +
2 (Tidak 23 (Kasar 3 .

PCAR2 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Membukit) H Diplokokus *
PCAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
2 (Tidak .

PCAR4 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) Basil +

Keterangan: ZR: Media Zobell marine agar, NAR: Media Nutrient agar, PCAR: Media Plate
count agar, + : Positif, - : Negatif.
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B. [Morfologi Isolat Bakteri dari Rumput Laut Pada Media Khusus

Kode Morfologi isolat Pewarnaan
Isolat Bentuk  Permukaan Warna Elevasi Gram  Bentuk Sel Katalase
23 (Kasar 3
SMPR1 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) Diplokokus -
Kusam)
. 23 (Kasar
smprox 2 (Tdak o g | (Buram) 4 (Berkawah) — + Basil +
Beraturan)
Kusam)
. 23 (Kasar 4
SMPR2Y 2 (Tidak dan Berwarna 4 (Berkawah) + Diplokokus +
Beraturan) .
Kusam) (Kuning)
SMPR3 2 (Tidak 3(K 1(B 2 (Meninggi Diplokok +
Beraturan) (Kusam) (Buram) 2 (Meninggi) - iplokokus
SMPR4 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Diplokokus +
SMPRS 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Kokus +
. 23 (Kasar
SMPR6 2 (Tidak dan 1 (Buram) 1 (Datar) + Basil +
Beraturan)
Kusam)
23 (Kasar 3
SMPR7 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) - Diplokokus -
Kusam)
13 (Buram
SMPR8 1 (Bulat) 3 (Kusam) dan 1 (Datar) - Basil +
Berawan)
2 (Tidak 23 (Kasar 13 (Buram 3 Kokus
SMPR9 Berat ) dan dan (Membukit) - Berantai +
eraturan Kusam)  Berawan) embuki erantai
SMPR10 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) + Kokus +
3
ISP1R-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Kokus -
ISP1IR-2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Basil +
. 23 (Kasar
2 (Tidak 3 Kokus
ISPIR-3 Beraturan) dan I (Buram) (Membukit) * Berantai )
Kusam)
23 (Kasar 3
ISP1R-4 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) + Kokus +
Kusam)
ISP2R-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 4 (Berkawah) - Kokus +
2 (Tidak L
ISP2R-2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Kokus -
ISP2R-3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Basil +

Keterangan: SMPR: Media Starch m protein, ISP1R (peptone, yeast extract, bacto agar): Media

ISP-1, ISP2R: Media ISP-2 (yeast extract, malt extract, dextrose, bacto agar), + :
Positif, - : Negatif.
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[Hasil pewarnaan Gram pada Tabel dari
isolat rumput laut E. spinosum, tujuh isolat (22
persen) merupakan Gram positif dan 25 isolat
(78 persen) dan berdasarkan uji katalase pada 25
isolat (78 persen) memiliki katalase positif dan
tujuh isolat (22 persen) tidak memiliki aktivitas

enzim katalase (negatif).

elSSN: 2655-8122

B. Zona Hambat Isolat E. spinosum dari Media Khusus

Terhadap Bakteri Uji

Zona Daya Hambat (mm)

Evaluasi aktivitas antibakteri dari isolat yang
berasosiasi dengan E. spinosum

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas
antibakteri teknik

dengan  menggunakan

perpendicular  streak menggunakan empat

bakteri uji dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Zona Hambat Isolat dari E. Spinosum

No Kode E. K S. S.
Sampel .
coli _pneu _aureus _mutans
1 SMPR 1 1,98 3,04 - -
2 SMPR 2x - 2,56 2,01 1,37
3 SMPR 2y 3,69 3,93 - -
4 SMPR4 1,61 1,27 047 -
5 SMPR6 1,15 0,77 0,71 6,67
6 SMPR 7 - 0,52 - 0,95
7 SMPR9 1,52 1,61 247 7,89
8 SMPR 10 - 1,65 1,26 2,30
9 ISP1R-1 1,23 - - 1,28
10 ISPIR-2 . 0,81

11 ISPIR-3 164 152 - -
12 ISPIR4 1,57 128 153 2,03
13 ISP2R-1 146 - -
14 ISP2R-2 2,58 1,06 23 1,55
15 ISP2R-3] 0,76 0,95 0,94

A. Zona Hambeat Isolat E. spinosum dari Media
Umum Terhadap Bakteri Uji

Keterangan: E. coli : Escherichia coli atcc 25922,

K. pneu : Klebsiella pneumoniae atcc
700603, S. aureus : Staphylococcus
aureus atcc 25923, dan S. mutans :
Streptococcus mutans fncc 0405.

Pada Tabel 3 menunjukkan isolat yang
mampu menghambat bakteri uji E. coli tertinggi
adalah isolat dengan kode SMPR2Y dengan zona
hambat sebesar 3,69 mm diikuti dengan isolat
ISP2R-2 dan ZR2 dengan zona hambat berturut-
turut sebesar 2,58 mm dan 2,39 mm. Sedangkan
isolat yang memiliki zona hambat terkecil

terhadap bakteri uji E. coli adalah isolat dengan

No Kode EZona I]?aya Ha;nbat (mr;l)
Sampel . : : :
coli pneu aureus mutans

1 ZR1 - 244 191 2,83

2 ZR2 2,39 2,08 1,12 1,55
3 ZR3 0,34 2,50 - -
4 ZR4 1,34 0,85 211 -

5 ZR5 1,76 2,34 1,83 0,97

6 PCARI1 - - - 9,21
7 PCAR3 [1,81 129 2,03 ]
Keterangan: E. coli : Escherichia coli atcc
25922, K. pneu Klebsiella

pneumoniae atcc 700603, S. aureus :
Staphylococcus aureus atcc 25923,
dan S. mutans : Streptococcus mutans
fncc 0405.

kode ZR3 sebesar 0,34 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji K. pneumoniae tertinggi adalah isolat dengan
kode SMPR2Y dengan zona hambat sebesar 3,93

8
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mm diikuti dengan isolat SMPR1 dan SMPR2X
dengan zona hambat berturut-turut sebesar 3,04
mm dan 2,56 mm. Sedangkan isolat yang
memiliki zona hambat terkecil terhadap bakteri
uji K. pneumoniae adalah isolat dengan kode
SMPR7 sebesar 0,52 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji S. aureus tertinggi adalah isolat dengan kode
SMPRY dengan zona hambat sebesar 2,47 mm
diikuti dengan isolat ISPR2-2 dan isolat ZR4
dengan zona hambat berturut-turut 2,30 mm dan
2,11 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona

hambat terkecil terhadap bakteri uji S. aureus

elSSN: 2655-8122

adalah isolat dengan kode SMPR4 sebesar 0,47
mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji S. mutans tertinggi adalah isolat dengan kode
PCARldengan zona hambat sebesar 9,21 mm
diikuti dengan isolat SMPR9 dan SMPR6
dengan zona hambat berturut-turut 7,89 mm dan
6,67 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona
hambat terkecil terhadap bakteri uji S. mutans
adalah isolat ISP1R-2 sebesar 0,81 mm. Zona
daya hambat isolat kode PCAR1, SMPROY,
SMPR6 dan SMPR2Y dapat dilihat pada

Gambar 3.
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Gambar 3. Daya hambat isolat rumput laut terhadap bakteri uji. A. Isolat PCAR1 memiliki zona daya
hambat tertinggi terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 9,21 mm, B. Isolat SMPR9 memiliki
zona daya hambat terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 7,89 mm dan C. Isolat SMPR6
memiliki zona daya hambat terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 6,67 mm, D. Isolat
SMPR2Y memiliki zona daya hambat tertinggi terhadap bakteri uji Escherichia coli sebesar 3,69 mm dan

zona hambat tertinggi terhadap bakteri uji Klebsiella pneumoniae sebesar 3,93 mm, [Commented [sa54]: Masuk ke apendik

10



JURNAL METAMORFOSA
elSSN: 2655-8122

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini sebanyak 32 isolat bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut E.
spinosum telah diisolasi dengan menggunakan enam jenis media pertumbuhan berbeda. Tujuan
penggunaan media tumbuh yang bervariasi adalah untuk mendapatkan sebanyak mungkin
koloni bakteri yang bisa diisolasi. Secara umum, kandungan media menentukan jenis bakteri
yang bisa ditumbuhkan pada media agar (Sari, 2019). Dalam penelitian ini media agar yang
komposisinya tidak mengandung garam laut dilarutkan dengan artificial seawater (ASW) yang
bertujuan untuk menjaga tekanan osmosis sehingga menyerupai kondisi air laut (Henson et al.,
2016). Diharapkan dengan kondisi tekanan osmosis yang sama maka bakteri yang berasosiasi

dengan E. spinosum dapat tumbuh pada media sintetik.

Koloni yang tumbuh pada media agar cukup bervariasi dan dengan sejumlah koloni
memiliki kenampakan visual yang sama. Maka dari itu pemilihan koloni bakteri didasarkan
pada metode colony morphology code yaitu suatu cara pengelompokkan koloni berdasarkan
kenampakan morfologinya. Koloni dengan kode CMC yang berbeda diasumsikan berasal dari
jenis yang berbeda untuk selanjutnya diamati dibawah mikroskop. Tiga puluh dua isolat bakteri
yang diisolasi mencirikan individu yang unik dan maka dari itu diduga mewakili jenis bakteri
yang berbeda. Meskipun jumlah koloni yang didapat cukup bervariasi, sangat disadari bahwa
tidak mungkin untuk mengisolasi seluruh bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum. Hal ini
karena secara natural tidak semua bakteri mampu tumbuh pada kondisi laboratorium khususnya
pada media sintetik akibat tidak adanya interaksi dengan bakteri lain ataupun ketiadaaan
molekul pertumbuhan yang disintesis oleh inangnya yang dikenal sebagai plate count anomaly
(Reguera, 2016). Hal ini dibuktikan dari hasil penelitian dengan pendekatan culture-
independent approach yang melaporkan 24 filum bakteri berasosiasi pada rumput laut

(Selvarajan et al., 2019). Sedangkan hanya sekitar 0.5% dari jumlah tersebut yang dapat
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tumbuh pada media agar yang menunjukkan kesenjangan hasil antara pendekatan culture
dependent dan culture independent approaches (Lagier et al., 2015). Seluruh isolat yang
diperoleh pada penelitian ini hanya dikarakterisasi secara morfologi tanpa identifikasi secara
molekuler sehingga tidak diketahui pengelompokan dari setiap isolat pada tingkatan filum.
Amplifikasi dan sekuensing fragmen gen 16S rRNA gen merupakan tahapan lanjutan untuk
memastikan identitas jenis dari isolat bakteri yang diperoleh khususnya isolat dengan aktivitas

antibakteri.

Skrining antibakteri dari isolat yang berasosiasi dengan E. spinosum menjadi tujuan
khusus dari penelitian ini untuk mendapatkan isolat potensial b'ang dapat memproduksi

senyawa antibakteri.\ Metode perpendicular streak dipilih karena relatif mudah dikerjakan dan

dapat secara efektif menyeleksi aktivitas antibakteri dari suatu isolat tanpa perlu melakukan

tahapan ekstraksi l(Velho-Pereira & Kamat, 2011)\. Isolat bakteri yang mampu mensintesis

senyawa antibakteri akan mendifusikan molekul aktifnya melalui media agar sehingga bakteri
uji tidak akan mampu mendekati koloni dari isolat bakteri. Semakin jauh jarak bakteri uji dari

isolat mengindikasikan aktivitas antibakteri yang kuat dari isolat (Chakraborty et al., 2017).

Potensi bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut sebagai sumber senyawa
antibakteri telah menjadi fokus studi dalam satu dekade terakhir (Karthick & Mohanraju, 2018;
Singh et al., 2015; Taylor et al., 2011). Secara mikroskopis enam bakteri yang diisolasi dari
media khusus yaitu isolat SMPR2X, SMPR2Y, SMPR6, SMPR10, ISP1R-3, ISP1R-4 memiliki
karakteristik menyerupai aktinobakteria yaitu Gram positif, bentuk sel batang dan koloni
mencekram agar. Keenam isolat tersebut juga memiliki aktivitas antibakteri yang umum
ditemukan pada kelompok Aktinobakteria (Barka et al., 2016). Sejumlah penelitian
melaporkan bahwa Aktinobakteria yang berasosiasi dengan rumput laut menunjukkan aktivitas

antibakteri terhadap sejumlah bakteri patogen (Ulfah er al., 2018). Selain kelompok

12

Commented [sa55]: Sifat antagonis karena senyawa
antibakteri belum diuji

[Commented [sa56]: Gunakan Pustaka primer




JURNAL METAMORFOSA
elSSN: 2655-8122

Aktinobakteria, aktivitas antibakteri dari isolat yang berasosiasi dengan rumput laut juga

banyak dilaporkan dari jenis bakteri lain seperti Bacillus sp (Chakraborty et al., 2017).

Pada hasil penelitian ini ditemukan variasi aktivitas antibakteri dari 22 isolat bakteri
yang ditampilkan pada Tabel 3. Adanya variasi aktivitas antibakteri dimungkinkan karena
setiap isolat memerlukan kondisi optimum pertumbuhan yang tidak secara mutlak dapat
diakomodasi menggunakan media umum seperti LB agar. Meskipun demikian, hasil skrining
antibakteri pada setiap isolat seperti yang ditunjukkan oleh isolat SMPR2Y, PCAR1, SMPR6
dan SMPRO telah memberikan informasi awal tentang spesifisitas setiap isolat terhadap setiap
jenis bakteri uji Gram positif ataupun Gram negatif. Upaya verifikasi dengan mengujikan
kepada jenis bakteri Gram positif dan Gram negatif lainnya akan menjadi tahapan selanjutnya
untuk memberikan perspektif yang lebih akurat terkait spesifisitas jenis senyawa metabolit

sekunder yang diproduksi oleh setiap isolat.

Hasil penelitian ini secara umum mempertegas potensi bakteri yang berasosiasi dengan
rumput laut E. spinosum sebagai penghasil senyawa antibakteri. Aktivitas antibakteri yang
terdeteksi, meskipun tergolong relatif kecil pada sebagian besar isolat, menjadi indikasi awal
bahwa isolat-isolat bakteri E. spinosum berpotensi mensintesis senyawa antibakteri.
Fermentasi, ekstraksi dengan pelarut kimia berbeda dan analisis kandungan ektrak merupakan
tahapan lanjutan untuk mengetahui potensi sintesis senyawa antibakteri dan potensi

bioaktivitas lain seperti antivirus, antijamur, antikanker, dan antioksidan.

KESIMPULAN

[Sebanyak 32 isolat bakteri telah diisolasi dari rumput laut Eucheuma spinosum

menggunakan enam jenis media agar berbeda. Dua puluh dua isolat dari keseluruhan isolat

yang diperoleh menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap sekurangnya satu bakteri uji Gram

positif ataupun Gram negatif berdasarkan metode perpendicular streak. Penelitian lanjutan
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yang meliputi optimasi pertumbuhan isolat, ffermentasi, ekstraksi senyawa aktif dan pengujian

ekstrak dari setiap isolat terbaik diperlukan untuk memverifikasi aktivitas antibakteri yang

telah diamati.
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Skrining Aktivitas Antibakteri dari Isolat Bakteri yang Berasosiasi dengan Rumput Laut
Eucheuma spinosum
Antibacterial Screening of Bacteria Associated with Seaweed Eucheuma spinosum

INTISARI

Rumput laut merupakan salah satu biota laut yang berinteraksi kuat dengan mikroorganisme
khususnya dengan kelompok bakteri. Bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut dapat memproduksi
metabolit sekunder untuk mendukung pertumbuhan dan melindungi inangnya. Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut Eucheuma spinosum dan menskrining
aktivitas antibakteri dari isolat bakteri yang diperoleh. Hasil isolasi bakteri dari E. spinosum diperoleh 32
isolat dengan sebaran 14 isolat dari media umum dan 18 isolat dari media khusus. Pengamatan morfologi
dari 32 isolat menunjukkan bahwa tujuh isolat bakteri tergolong Gram positif dan 25 isolat bakteri Gram
negatif. Sedangkan 25 isolat menunjukkan katalase positif dan tujuh isolat katalase negatif. Hasil pre-
skrining antibakteri terhadap bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus atcc 25923 dan Streptococcus
mutans fncc 0405) dan bakteri Gram negatif (Escherichia coli atcc 25922 dan Klebsiella pneumoniae atcc
700603) menunjukkan 22 isolat memiliki aktivitas antibakteri. Isolat PCAR1 dan SMPR9 menunjukkan
aktivitas antibakteri tertinggi terhadap Streptococcus mutans berturut-turut sebesar 9,21 mm dan 7,89
mm. Hasil penelitian ini secara umum memberikan gambaran potensi isolat yang berasosiasi dengan E.
spinosum sebagai penghasil senyawa antibakteri.

Kata Kunci  : rumput laut, Eucheuma spinosum, isolasi, antibakteri

ABSTRACT

Seaweeds have a strong association with microorganisms, especially with bacterial groups. The role
of seaweed-associated bacteria in general is to synthesize secondary metabolites to support growth and to
protect their host. This study aimed to isolate bacteria associated with seaweed Eucheuma spinosum and
to screen their antibacterial activities. Cultivation of bacteria-associated with E. spinosum resulted 32
bacterial isolates, which14 isolates obtained from general media and 18 isolates were cultivated from
specific media targeted for Actinobacteria. Morphological observations of 32 isolates showed that seven
bacterial isolates were Gram-positive and 25-gram negative bacterial isolates. While 25 isolates showed
positive catalases and seven isolates negative catalases. Antibacterial screening based on perpendicular
streak method against Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus atcc 25923 and Streptococcus
mutans fncc 0405) and Gram-negative bacteria (Escherichia coli atcc 25922 and Klebsiella pneumoniae
atcc 700603) showed 22 isolates with antibacterial activity. Isolates PCAR1 and SMPR9 showed the
highest antibacterial activity against Streptococcus mutans namely 9.21 mm and 7.89 mm respectively.
Our results overall indicated the potential of bacterial isolates associated with E. spinosum as the source
of antibacterial compounds.

Keyword : seaweed, Eucheuma spinosum, isolation, antibacterial
PENDAHULUAN Rumput laut merupakan salah satu biota

laut yang tumbuh di perairan dangkal dengan
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morfologi yang menyerupai batang, akar dan
daun yang merupakan kesatuan utuh dari
bentuknya (Supriyantini et al., 2018). Rumput
laut memiliki lebih dari 782 jenis yang tersebar
di seluruh Indonesia dan berdasarkan pigmennya
jenis tersebut terdiri dari 196 alga hijau, 134 alga
cokelat, 452 alga merah (Ulfah et al., 2018). Dari
beragam jenis rumput laut,ﬁenis Eucheuma‘
adalah salah satu anggota kelas Rhodophyceae
yang banyak dibudidayakan di Indonesia karena
memiliki kandungan agar dan karagenan yang
lebih tinggi dari rumput laut lainnya. Jenis
Eucheuma spinosum hnerupakan rumput laut
yang banyak dibudidayakan di Bali salah satunya
karena kandungan karagenan yang cukup }tinggi
untuk keperluan industri kosmetik, tekstil dan

obat-obatan (Hudha et al., 2012).

Rumput laut E. spinosum \seperti halnya
biota laut pada umumnya berasosiasi dengan
mikroorganisme khususnya bakteri‘ Hal ini
karena permukaan \rumput] menyediakan substrat
yang cocok untuk h)engendapan\ mikroorganisme
dan juga mengeluarkan berbagai zat organik dan

senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai nutrisi

elSSN: 2655-8122

untuk multiplikasi bakteri (Hayati et al.,
2019). Sementara itu sebagai timbal balik,
bakteri memproduksi senyawa metabolit
sekunder untuk mendukung pertumbuhan
inangnya. Senyawa metabolit sekunder tersebut
akan membantu mempertahankan diri dari

organismel melawan penyakit, pertumbuhan atau

hormon (Ginting et al., 2019).

Sejauh ini penelitian yang mengkaji isolat
bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum dan
potensi antibakteri yang dimiliki masih terbatas.
Sehingga, penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi dan mempelajari morfologi bakteri
yang berasosiasi dengan rumput laut E. spinosum
lokal Bali. Selain itu, penelitian ini juga
bertujuan  untuk  menskrining  aktivitas
antibakteri dari isolat bakteri yang berasosiasi
dengan rumput laut E. spinosum ]

BAHAN DAN METODE
Pengambilan Sampel E. spinosum

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli

sampai September 2021 Laboratorium Fakultas

Pertanian Universitas Warmadewa. Sampel E.

spinosum diambil dari pantai di Desa Patas
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Singaraja, Kecamatan Gerokgak, Kabupaten
Buleleng, Provinsi Bali (8.186 LS, 114.813 BT).
Sampel diambil secara aseptik menggunakan
scalpel steril dan ditampung pada botol Falcon
50 mL steril. Botol berisi sampel disimpan di
dalam kotak styrofoam untuk selanjutnya
Iditransportasikan] ke Laboratorium Fakultas
Pertanian. [Sesampainya di laboratorium sampel

disimpan pada suhu 4°C sampai isolasi bakteri

dikerjakan. |
Media isolasi bakteri

Pada penelitian ini digunakan tiga jenis
media agar yang menargetkan bakteri secara
umum vyaitu Zobell Marine Agar (ZMA,
Himedia), Nutrient agar (NA, Himedia), Plate
Count Agar (PCA, Oxoid). Selain itu digunakan
pula tiga media khusus untuk menargetkan
aktinobakteria yaitu ISP-1 (5.0 gram/L peptone,
3.0 gram/L yeast extract, 20 gram/L bacto agar),
ISP-2 (4.0 gram/L yeast extract, 10 gram/L malt
extract, 4 gram/L dextrose, 20 gram/L bacto

agar) dan Starch M protein agar (SMP,

Himedia).
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Pembuatan media pertumbuhan bakteri
dilakukan dengan cara menimbang media sesuai
dengan takaran media yang sudah diinstruksikan

pada kemasan atau formulasi telah

yang
ditentukan. Media agar yaitu: NA, PCA, ISP-1
dan ISP-2 dilarutkan pada artificial seawater (33
gram/L) untuk menjaga tekanan osmosis bakteri
yang akan diisolasi sehingga menyerupai kondisi
air laut. Sementara itu, setiap media yang
menargetkan aktinobakteria (ISP-1, ISP-2 dan
starch  M-protein) disuplementasi dengan
nystatin dan nalidixic acid untuk mencegah
pertumbuhan bakteri non-aktinobakteria dan
jamur. Semua media agar disterilkan dalam
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C.
Media yang telah steril secara aseptik di dalam
laminar air flow kemudian dituang pada cawan

petri steril dan didiamkan pada suhu ruang

hingga memadat.

Isolasi bakteri yang berasosiasi dengan E.
spinosum

Sampel rumput laut dicuci bersih dengan
artificial seawater steril sebanyak tiga kali.
Sepuluh gram E. spinosum ditimbang dan

dipotong kecil-kecil dengan memastikan seluruh

[
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bagian thallus termasuk bagian interior dan
cksterior tercampur secara merata. Sampel
dihomogenkan dengan cara ditumbuk dengan
lumpang dan pastel serta ditambahkan artificial

seawater steril sebanyak 25 mL.

Sampel E. spinosum diencerkansecara
bertingkat pada 9 mL artificial seawater steril
(10" sampai 10°). Dari pengenceran 10~ sampai
10°  diambil 1 mL untuk diinokulasi
menggunakan cotton swab steril pada media
pertumbuhan yang telah ditentukan. Setiap
cawan petri yang berisi media agar dibungkus
dengan parafilm agar mencegah kontaminasi dan
cawan petri dan diinkubasikan pada suhu 28°C.
Pengamatan berkala dilakukan dengan setiap 3
hari selama dua minggu untuk menghitung
pertumbuhan koloni bakteri yang muncul pada

setiap media agar.

Identifikasi isolat bakteri

Koloni bakteri dengan morfologi berbeda
yang tumbuh pada media agar mengikuti kriteria
colony morphology code yang berdasarkan

karakteristik yang meliputi bentuk, permukaan,
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warna dan elevasi (Indraningrat et al., 2019).
Sebagai contoh, koloni isolat dengan kode 12314
akan diterjemahkan sebagai bakteri yang
memiliki morfologi bulat, permukaan yang kasar
dan kusam, warna buram dan permukaan
berbentuk kawah (Gambar 1). Untuk bakteri non
aktinobakteria dimurnikan pada media Zobell
marine agar, sedangkan untuk kandidat
aktinobakteria dimurnikan pada ISP-2 agar.
Koloni dengan morfologi berbeda diasumsikan
berasal dari jenis yang berbeda dan setiap koloni
terpilih yang selanjutnya diwarnai dengan
pewarnaan Gram ((Sulistijowati R and Mile L.
2016; Nandina & Pujiyanto, 2019) dan dilakukan

uji katalase (Ibrahim et al., 2015).

Colony morphology specifications

C::'::::‘r“‘;' FORM  SURFACE | ELEVATION

0 a0 variation

1 . veined  opaque
2 ’ rough cloudy
3 * dull translucent e
4 % wrinkled iridescent
5 wet £
6 )

CcMC 1 23 1 4 ) 12314

Gambar 3. Skema pemilihan morfologi bakteri
berdasarkan metode colony morphology code
(Indraningrat et al., 2019).
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Skrining Aktivitas antibakteri

Bakteri dengan morfologi yang berbeda
diskrining kemampuan antibakterinya dengan
metode perpendicular streak method terhadap
bakteri uji pada media LB agar (10 gram/L
peptone, 5 gram/L yeast extract, 10 gram/L
NaCl, 20 gram/L bacto agar) (Indraningrat et al.,
2021). Secara singkat, pada sisi bagian bawah
cawan petrik dibuat garis tegak lurus dan
melintang dengan menggunakan marker. Pada
garis tegak lurus, dilakukan streak isolat bakteri
yang diuji pada media LB agar. Isolat bakteri
diinkubasikan pada suhu 28°C selama 2x 24 jam
hingga koloni terbentuk jelas pada agar. Isolat
bakteri diujikan terhadap empat bakteri uji yaitu
bakteri Gram positif Staphylococcus aureus atcc
25923, Streptoococcus mutans fncc 0405, dan
bakteri Gram negatif Escherichia coli atcc 25922
dan Kilebsiella pneumoniae atcc 700603.
Keempat bakteri uji ini di streak secara
horizontal dengan memberikan jarak 3 mm dari
koloni isolat bakteri yang ingin diuji (Gambar 2).
Agar plate diinkubasikan selama 1 x 24 jam pada
suhu 37°C. Zona hambat yang terbentuk (dalam

mm) dihitung berdasarkan jarak pertumbuhan
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bakteri oleh isolat bakteri terhadap masing-
masing indikator. Sebagai interpretasi semakin
jauh jarak tumbuh bakteri indikator dari isolat
bakteri indikator dari isolat bakteri yang diuji

mengidentifikasikan daya yang lebih kuat.

Gambar 4. Skema Perpendicular Streak Method
(Indraningrat et al., 2021). A. isolat bakteri uji,
B. Staphylococcus aureus atcc 25923, C.
Streptococcus mutans fncc 0405, D. Escherichia
coli atcc 25922, E. Klebsiella pneumoniae atcc
700603



JURNAL METAMORFOSA elSSN: 2655-8122

HASIL
Karakteristik morfologi isolat bakteri

Berdasarkan hasil identifikasi morfologi dengan metode colony morfology code, pewarnaan Gram
dan uji katalase didapatkan total 32 isolat bakteri dengan rincian 14 isolat dari media umum dan 18 isolat

dari media khusus (Tabel 2)

Tabel 2. Morfologi isolat bakteri menurut CMC, Pewarnaan Gram dan Katalase

A. Morfologi Isolat Bakteri dari E. spinosum Pada Media Umum

Morfologi isolat
Kode OroTogl 1507 - Pewarnaan Bentuk Sel Katalase
isolat Bentuk Permukaan = Warna  Elevasi Gram
2 (Tidak 23 (Kasar 3 . .
ZR1 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Membukit) ) Diplobasil *
ZR2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
23 (Kasar 3 .
- +
ZR3 1 (Bulat) dan Kusam) 1 (Buram) (Membukit) Basil
2 (Tidak 23 (Kasar 2
ZR4 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Meninggi) ) Kokus .
ZR5 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Kokus +
ZR6 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Basil +
NARI1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
2 (Tidak
NAR2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) - Kokus +
NAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Diplobasil -
2 (Tidak 3 . .
NAR4 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Diplobasil +
2 (Tidak 3
PCARI1 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukif) + Kokus +
2 (Tidak 23 (Kasar 3 .

PCAR2 Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Membukit) ) Diplokokus *
PCAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Men?nggi) - Basil +
2 (Tidak .

PCAR4 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) Basil +

Keterangan: ZR: Media Zobell marine agar, NAR: Media Nutrient agar, PCAR: Media Plate
count agar, + : Positif, - : Negatif.
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B. Morfologi Isolat Bakteri dari Rumput Laut Pada Media Khusus

Kode Morfologi isolat Pewarnaan
Isolat Bentuk  Permukaan Warna Elevasi Gram  Bentuk Sel Katalase
23 (Kasar 3
SMPR1 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) Diplokokus -
Kusam)
. 23 (Kasar
smprox 2 (Tdak o g | (Buram) 4 (Berkawah) — + Basil +
Beraturan)
Kusam)
. 23 (Kasar 4
SMPR2Y 2 (Tidak dan Berwarna 4 (Berkawah) + Diplokokus +
Beraturan) .
Kusam) (Kuning)
SMPR3 2 (Tidak 3(K 1(B 2 (Meninggi Diplokok +
Beraturan) (Kusam) (Buram) 2 (Meninggi) - iplokokus
SMPR4 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Diplokokus +
SMPRS 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) - Kokus +
. 23 (Kasar
SMPR6 2 (Tidak dan 1 (Buram) 1 (Datar) + Basil +
Beraturan)
Kusam)
23 (Kasar 3
SMPR7 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) - Diplokokus -
Kusam)
13 (Buram
SMPR8 1 (Bulat) 3 (Kusam) dan 1 (Datar) - Basil +
Berawan)
2 (Tidak 23 (Kasar 13 (Buram 3 Kokus
SMPR9 Berat ) dan dan (Membukit) - Berantai +
eraturan Kusam)  Berawan) embuki erantai
SMPR10 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) + Kokus +
3
ISP1R-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) - Kokus -
ISP1IR-2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Basil +
. 23 (Kasar
2 (Tidak 3 Kokus
ISPIR-3 Beraturan) dan I (Buram) (Membukit) * Berantai )
Kusam)
23 (Kasar 3
ISP1R-4 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) + Kokus +
Kusam)
ISP2R-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 4 (Berkawah) - Kokus +
2 (Tidak L
ISP2R-2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Kokus -
ISP2R-3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) - Basil +

Keterangan: SMPR: Media Starch m protein, ISP1R (peptone, yeast extract, bacto agar): Media
ISP-1, ISP2R: Media ISP-2 (yeast extract, malt extract, dextrose, bacto agar), + :
Positif, - : Negatif.
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Hasil pewarnaan Gram pada [Tabel dari
isolat rumput laut E. spinosum, tujuh isolat (22
persen) merupakan Gram positif dan 25 isolat
(78 persen) dan berdasarkan uji katalase pada 25
isolat (78 persen) memiliki katalase positif dan
tujuh isolat (22 persen) tidak memiliki aktivitas

enzim katalase (negatif).
Evaluasi aktivitas antibakteri dari isolat yang
berasosiasi dengan E. spinosum

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas
antibakteri teknik

dengan  menggunakan

perpendicular  streak menggunakan empat

bakteri uji dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Zona Hambat Isolat dari E. Spinosum

elSSN: 2655-8122

B. Eona Hambat Isolat £. kpinosum dari Media
Khusus Terhadap Bakteri Uji

[Commented [sks71]: Table berapa

Zona Daya Hambat (mm)

No Kode E K S. S.
Sampel .
coli _pneu _aureus _mutans
1 SMPR 1 1,98 3,04 - -
2 SMPR 2x - 2,56 2,01 1,37
3 SMPR 2y 3,69 3,93 - -
4 SMPR4 1,61 127 047 -
5 SMPR6 1,15 0,77 0,71 6,67
6 SMPR 7 - 0,52 - 0,95
7 SMPR9 1,52 1,61 247 7,89
8 SMPR 10 - 1,65 1,26 2,30
9 ISP1R-1 1,23 - - 1,28
10 ISPIR-2 - 0,81

11 ISPIR-3 1,64 1,52 -

12 ISPIR4 1,57 128 1,53 2,03

13 ISP2R-1 1,46

14 ISP2R-2 2,58 1,16 2,3 1,55
15 ISP2R-3 - 0,76 0,95 0,94

A. Zona Hambeat Isolat E. spinosum dari Media
Umum Terhadap Bakteri Uji

Kode Zona Daya Hambat (mm)

K. S. S.

Sampel .
coli _pneu aureus mutans

1 ZRI - 244 191  2.83
2 ZR2 239 208 1,12 1,55
3 ZR3 034 250 - -
4 ZR4 134 085 2.11 -
5 ZRS 1,76 234 183 097
6

PCAR1 - - - 9,21
7 PCAR3 1,81 1,29 2,03 -
Keterangan: E. coli : Escherichia coli atcc

25922, K. pneu Klebsiella
pneumoniae atcc 700603, S. aureus :
Staphylococcus aureus atcc 25923,

dan S. mutans : Streptococcus mutans
fncc 0405.

Keterangan: E. coli : Escherichia coli atcc 25922,
K. pneu : Klebsiella pneumoniae atcc
700603, S. aureus : Staphylococcus
aureus atcc 25923, dan S. mutans :
Streptococcus mutans fncc 0405.

Pada Tabel 3 menunjukkan isolat yang
mampu menghambat bakteri uji E. coli tertinggi
adalah isolat dengan kode SMPR2Y dengan zona
hambat sebesar 3,69 mm diikuti dengan isolat
ISP2R-2 dan ZR2 dengan zona hambat berturut-
turut sebesar 2,58 mm dan 2,39 mm. Sedangkan
isolat yang memiliki zona hambat terkecil
terhadap bakteri uji £. coli adalah isolat dengan
kode ZR3 sebesar 0,34 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji K. pneumoniae tertinggi adalah isolat dengan
kode SMPR2Y dengan zona hambat sebesar 3,93

8
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mm diikuti dengan isolat SMPR1 dan SMPR2X
dengan zona hambat berturut-turut sebesar 3,04
mm dan 2,56 mm. Sedangkan isolat yang
memiliki zona hambat terkecil terhadap bakteri
uji K. pneumoniae adalah isolat dengan kode
SMPR7 sebesar 0,52 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji S. aureus tertinggi adalah isolat dengan kode
SMPRY dengan zona hambat sebesar 2,47 mm
diikuti dengan isolat ISPR2-2 dan isolat ZR4
dengan zona hambat berturut-turut 2,30 mm dan
2,11 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona

hambat terkecil terhadap bakteri uji S. aureus

elSSN: 2655-8122

adalah isolat dengan kode SMPR4 sebesar 0,47
mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji S. mutans tertinggi adalah isolat dengan kode
PCARldengan zona hambat sebesar 9,21 mm
diikuti dengan isolat SMPR9 dan SMPR6
dengan zona hambat berturut-turut 7,89 mm dan
6,67 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona
hambat terkecil terhadap bakteri uji S. mutans
adalah isolat ISP1R-2 sebesar 0,81 mm. Zona
daya hambat isolat kode PCAR1, SMPROY,
SMPR6 dan SMPR2Y dapat dilihat pada

Gambar 3.
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lGambar 3. Daya hambat isolat rumput laut terhadap bakteri uji. A. Isolat PCARI memiliki zona daya

hambat tertinggi terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 9,21 mm, B. Isolat SMPR9 memiliki
zona daya hambat terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 7,89 mm dan C. Isolat SMPR6
memiliki zona daya hambat terhadap bakteri uji Streptococcus mutans sebesar 6,67 mm, D. Isolat
SMPR2Y memiliki zona daya hambat tertinggi terhadap bakteri uji Escherichia coli sebesar 3,69 mm dan
zona hambat tertinggi terhadap bakteri uji Klebsiella pneumoniae sebesar 3,93 mm.

10
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PEMBAHASAN

Pada penelitian ini sebanyak 32 isolat
bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut £.
spinosum telah diisolasi dengan menggunakan
enam jenis media pertumbuhan berbeda. Tujuan
penggunaan media tumbuh yang bervariasi
adalah untuk mendapatkan sebanyak mungkin
koloni bakteri yang bisa diisolasi. Secara umum,
kandungan media menentukan jenis bakteri yang
bisa ditumbuhkan pada media agar (Sari, 2019).
Dalam penelitian ini media agar yang
komposisinya tidak mengandung garam laut
dilarutkan dengan artificial seawater (ASW)
yang bertujuan untuk menjaga tekanan osmosis
sehingga menyerupai kondisi air laut (Henson ef
al., 2016). Diharapkan dengan kondisi tekanan
osmosis yang sama maka bakteri yang
berasosiasi dengan E. spinosum dapat tumbuh

pada media sintetik.

Koloni yang tumbuh pada media agar
cukup bervariasi dan dengan sejumlah koloni
memiliki kenampakan visual yang sama. Maka
dari itu pemilihan koloni bakteri didasarkan pada

metode colony morphology code yaitu suatu cara
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pengelompokkan koloni berdasarkan
kenampakan morfologinya. Koloni dengan kode
CMC yang berbeda diasumsikan berasal dari
jenis yang berbeda untuk selanjutnya diamati
dibawah mikroskop. Tiga puluh dua isolat
bakteri yang diisolasi mencirikan individu yang
unik dan maka dari itu diduga mewakili jenis
bakteri yang berbeda. Meskipun jumlah koloni
yang didapat cukup bervariasi, sangat disadari
bahwa tidak mungkin untuk mengisolasi seluruh
bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum.
Hal ini karena secara natural tidak semua bakteri
mampu tumbuh pada kondisi laboratorium
khususnya pada media sintetik akibat tidak
adanya interaksi dengan bakteri lain ataupun
ketiadaaan molekul pertumbuhan yang disintesis
oleh inangnya yang dikenal sebagai plate count
anomaly (Reguera, 2016). Hal ini dibuktikan dari
hasil penelitian dengan pendekatan culture-
independent approach yang melaporkan 24
filum bakteri berasosiasi pada rumput laut
(Selvarajan et al., 2019). Sedangkan hanya
sekitar 0.5% dari jumlah tersebut yang dapat
tumbuh pada media agar yang menunjukkan
kesenjangan hasil antara pendekatan culture

11
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dependent dan culture independent approaches
(Lagier et al., 2015). Seluruh isolat yang
diperoleh  pada  penelitian  ini  hanya
dikarakterisasi ~ secara  morfologi  tanpa
identifikasi secara molekuler sehingga tidak
diketahui pengelompokan dari setiap isolat pada
tingkatan filum. Amplifikasi dan sekuensing
fragmen gen 16S rRNA gen merupakan tahapan
lanjutan untuk memastikan identitas jenis dari

isolat bakteri yang diperoleh khususnya isolat

dengan aktivitas antibakteri.

Skrining antibakteri dari isolat yang
berasosiasi dengan E. spinosum menjadi tujuan
khusus dari penelitian ini untuk mendapatkan
isolat potensial yang dapat memproduksi
senyawa antibakteri. Metode perpendicular
streak dipilih karena relatif mudah dikerjakan
dan dapat secara efektif menyeleksi aktivitas
antibakteri dari suatu isolat tanpa perlu
melakukan tahapan ekstraksi (Velho-Pereira &
Kamat, 2011). Isolat bakteri yang mampu
mensintesis ~ senyawa  antibakteri  akan

mendifusikan molekul aktifnya melalui media

agar sehingga bakteri uji tidak akan mampu

elSSN: 2655-8122

mendekati koloni dari isolat bakteri. Semakin
jauh jarak bakteri uji dari isolat mengindikasikan
aktivitas antibakteri yang kuat dari isolat

(Chakraborty et al., 2017).

Potensi bakteri yang berasosiasi dengan
rumput laut sebagai sumber senyawa antibakteri
telah menjadi fokus studi dalam satu dekade
terakhir (Karthick & Mohanraju, 2018; Singh et
al., 2015; Taylor et al., 2011). Secara
mikroskopis enam bakteri yang diisolasi dari
media khusus yaitu isolat SMPR2X, SMPR2Y,
SMPR6, SMPR10, ISP1R-3, ISP1R-4 memiliki
karakteristik menyerupai aktinobakteria yaitu
Gram positif, bentuk sel batang dan koloni
mencekram agar. Keenam isolat tersebut juga
memiliki aktivitas antibakteri yang umum
ditemukan pada kelompok Aktinobakteria
(Barka et al., 2016). Sejumlah penelitian
melaporkan  bahwa  Aktinobakteria  yang
berasosiasi dengan rumput laut menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap sejumlah bakteri
patogen (Ulfah et al., 2018). Selain kelompok
Aktinobakteria, aktivitas antibakteri dari isolat

yang berasosiasi dengan rumput laut juga banyak
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dilaporkan dari jenis bakteri lain seperti Bacillus

sp (Chakraborty et al., 2017).

Pada hasil penelitian ini ditemukan
variasi aktivitas antibakteri dari 22 isolat bakteri
yang ditampilkan pada Tabel 3. Adanya variasi
aktivitas antibakteri dimungkinkan karena setiap
isolat memerlukan kondisi optimum
pertumbuhan yang tidak secara mutlak dapat
diakomodasi menggunakan media umum seperti
LB agar. Meskipun demikian, hasil skrining
antibakteri pada setiap isolat seperti yang
ditunjukkan oleh isolat SMPR2Y, PCARI,
SMPR6 dan SMPRY telah memberikan
informasi awal tentang spesifisitas setiap isolat
terhadap setiap jenis bakteri uji Gram positif
ataupun Gram negatif. Upaya verifikasi dengan
mengujikan kepada jenis bakteri Gram positif
dan Gram negatif lainnya akan menjadi tahapan
selanjutnya untuk memberikan perspektif yang
lebih akurat terkait spesifisitas jenis senyawa

metabolit sekunder yang diproduksi oleh setiap

isolat.

Hasil penelitian ini secara umum

mempertegas potensi bakteri yang berasosiasi

elSSN: 2655-8122

dengan rumput laut E. spinosum sebagai
penghasil senyawa antibakteri. Aktivitas
antibakteri yang terdeteksi, meskipun tergolong
relatif kecil pada sebagian besar isolat, menjadi
indikasi awal bahwa isolat-isolat bakteri E.
spinosum  berpotensi mensintesis senyawa
antibakteri. Fermentasi, ekstraksi dengan pelarut
kimia berbeda dan analisis kandungan ektrak
merupakan tahapan lanjutan untuk mengetahui
potensi sintesis senyawa antibakteri dan potensi
bioaktivitas lain seperti antivirus, antijamur,

antikanker, dan antioksidan.

KESIMPULAN

Sebanyak 32 isolat bakteri telah diisolasi
dari  rumput laut Eucheuma  spinosum
menggunakan enam jenis media agar berbeda.
Dua puluh dua isolat dari keseluruhan isolat yang
diperoleh menunjukkan aktivitas antibakteri
terhadap sekurangnya satu bakteri uji Gram
positif ataupun Gram negatif berdasarkan
metode perpendicular streak. tPenelitian lanjutan
yang meliputi optimasi pertumbuhan isolat,
fermentasi, ekstraksi senyawa aktif dan]

pengujian ekstrak dari setiap isolat terbaik
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diperlukan untuk memverifikasi aktivitas

antibakteri yang telah diamati.
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Isolasi Bakteri Dari Rumput Laut Eucheuma spinosum dan Skrining Aktivitas Antibakteri

Terhadap Beberapa Bakteri Gram Positif dan Negatif

Bacteria associated with seaweeds Eucheuma spinosum and antibacterial screening against several
Gram positive and negative Bacteria

INTISARI

Bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut memproduksi beragam senyawa aktif salah satunya
yang bersifat antibakteri untuk melindungi inangnya dari infeksi bakteri patogen Eucheuma spinosum
adalah jenis rumput laut yang umum ditemukan di perairan Indonesia, namun potensi antibakteri dari
isolat yang berasosiasi dengan rumput laut ini masih belum banyak diketahui. Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi dan menskrining antibakteri dari isolat yang berasosiasi dengan rumput laut E.
spinosum Bakteri dari E. spinosum diisolasi dengan metode cawan sebar menggunakan media Zobell
Marine Agar (ZMA), Nutrient Agar (NA), Plate Count Agar (PCA), ISP-1, ISP-2 dan Starch M protein
agar (SMP). Morfologi isolat bakteri dikelompokkan berdasarkan colony morphology code, pewarnaan
Gram dan uji katalase. Aktivitas antibakteri isolat diuji menggunakan metode perpendicular streak
terhadap Staphylococcus aureus atcc 25923, Streptococcus mutans fncc 0405, Escherichia coli atcc
25922, Klebsiella pneumoniae atcc 700603. Hasil isolasi bakteri memperoleh 32 isolat dengan sebaran
14 isolat dari media umum (ZMA, NA, dan PCA) dan 18 isolat dari media khusus (ISP-1, ISP-2 dan
SMP). Pengamatan terhadap 32 isolat menunjukkan tujuh isolat tergolong Gram positif, 25 Gram
negatif,25 katalase positif dan tujuh katalase negatif. Hasil skrining antibakteri menunjukkan 22 isolat
mampu menghambat sekurangnya satu bakteri uji. Isolat PCAR1 dan SMPRY adalah dua isolat dengan
aktivitas antibakteri tertinggi terhadap S. mutans sebesar berturut-turut 9,21 mm dan 7,89 mm. Diameter
zona hambat yang terbentuk pada isolat PCAR1 dan SMPR9 terhadap bakteri uji lain berkisar < 2.5 mm.
Hasil penelitian ini secara umum memberikan gambaran potensi isolat bakteri yang berasosiasi dengan
E. spinosum sebagai penghasil senyawa antibakteri.

Kata Kunci: rumput laut, Eucheuma spinosum, isolasi, antibakteri

ABSTRACT

Bacteria associated with seaweed produce a variety of active compounds including antibacterial
substance which beneficial to protect host against pathogenic bacteria. Eucheuma spinosum is a type of
seaweed commonly found in Indonesia, however, antibacterial activity of bacteria associated with this
seaweed is largely unknown. This study aims to isolate and to screen for antibacterial activity from
isolates associated with E. spinosum seaweed. Bacterial isolates were cultivated by spread method on
Zobell Marine Agar (ZMA), Nutrient Agar (NA), Plate Count Agar (PCA), ISP-1, ISP-2 and Starch M
protein agar (SCA) media. The morphological characteristics were analyzed based on colony morphology
code, Gram staining and catalase test. Antibacterial activity was screened using perpendicular streak
against Staphylococcus aureus atcc 25923, Streptococcus mutans fucc 0405, Escherichia coli atcc 25922,
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Klebsiella pneumoniae atcc 700603. Thirty-two bacterial isolates were obtained in which 14 isolates
generated from general media (ZMA, NA, and PCA) and 18 isolates from specific media (ISP-1, ISP-2
and SMP). Of these 32 isolates, seven isolates classified as Gram positive, 25 Gram negative, 25 catalase
positive and seven catalases negative. Twenty-two isolates showed antibacterial activity againts at least
one test bacteria. Isolates PCAR1 and SMPR9 were the two isolates with the highest antibacterial activity
against S. mutans at 9.21 mm and 7.89 mm, respectively. While, the diameter zone of inhibition of these
isolates against other test bacteria were in the range of < 2.5 mm. The study provides an overview of
potential of bacterial isolates associated with E. spinosum as a producer of antibacterial compounds.

Keyword: seaweed, Eucheuma spinosum, isolation, antibacterial

PENDAHULUAN

Rumput laut merupakan makroalga
benthic yang hidup melekat pada dasar perairan
serta struktur tubuhnya tidak dapat dibedakan
antara akar batang dan daun sehingga tergolong
sebagai thallophyta (Supriyantini et al.,
2018). Rumput laut memiliki lebih dari 782 jenis
yang tersebar di seluruh Indonesia dan
berdasarkan pigmennya jenis tersebut terdiri dari
196 alga hijau, 134 alga cokelat, 452 alga merah
(Anggadiredja et al., 2009). Dari beragam jenis
rumput laut, rumput laut dari genus Eucheuma
adalah salah satu anggota kelas Rhodophyceae
yang banyak dibudidayakan di Indonesia karena
memiliki kandungan agar dan karagenan yang
tinggi berkisar antara 62-68% dari berat
keringnya dibandingkan jenis rumput laut
lainnya (Aslan, 1998). Eucheuma spinosum

merupakan salah satu jenis rumput laut yang

banyak dibudidayakan di Bali untuk keperluan
industri kosmetik, tekstil dan obat-obatan
(Hudha et al., 2012).

Rumput laut E. spinosum adalah satu biota
laut yang berasosiasi dengan mikroorganisme
khususnya bakteri (Hollants et a/, 2013). Hal ini
karena permukaan rumput laut menyediakan
substrat yang cocok bagi habitat bakteri dan
menyediakan oksigen serta carbon organik yang
berfungsi sebagai nutrisi untuk multiplikasi
bakteri (Bolinches, 1988). Sementara itu sebagai
timbal balik, bakteri memproduksi senyawa
metabolit primer seperti vitamin, enzim, nitrogen
terikat ataupun berupa metabolit sekunder
seperti antibiotik untuk mendukung
pertumbuhan inangnya (Hollants er al,
2013). Senyawa metabolit sekunder berfungsi
untuk membantu

inangnya dalam

mempertahankan diri dari patogen ataupun
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bakteri kompetitor yang dapat menyebabkan

penyakit (Sieburth, 1968; Ginting et al., 2019).

Sejauh ini penelitian yang mengkaji isolat
bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum dan
potensi antibakteri yang dimiliki masih terbatas
(Rahmayanti et al, 2019). Sehingga, penelitian
ini bertujuan untuk mengisolasi dan mempelajari
morfologi bakteri yang berasosiasi dengan
rumput laut E. spinosum lokal Bali. Selain itu,
penelitian ini juga bertujuan untuk menskrining
aktivitas antibakteri dari isolat bakteri yang
berasosiasi dengan rumput laut E. spinosum.
Skrining antibakteri dari isolat E. spinosum
difokuskan pada empat jenis bakteri yaitu
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli dan Klebsiella pneumoniae
yang merupakan jenis bakteri yang umum
dilaporkan menjadi agen infeksius pada manusia
maupun hewan (Krzysciak et al, 2014., Lozano
et al,2016., Ramos et al, 2021., De Koster et al,
2022.,). Sechingga, isolat yang mampu
menghambat salah satu dari bakteri uji ini dapat
dikembangkan lebih lanjut sebagai kandidat

penghasil senyawa antibakteri.

elSSN: 2655-8122

BAHAN DAN METODE
Pengambilan Sampel E. spinosum

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli
sampai September 2021 Laboratorium Fakultas
Pertanian Universitas Warmadewa. Sampel E.
spinosum diambil dari pantai di Desa Patas
Singaraja, Kecamatan Gerokgak, Kabupaten
Buleleng, Provinsi Bali (8.186 LS, 114.813 BT).
Sampel diambil secara aseptik menggunakan
scalpel steril dan ditampung pada botol Falcon
50 mL steril. Botol berisi sampel disimpan di
dalam kotak styrofoam untuk selanjutnya dibawa
ke Laboratorium Fakultas Pertanian Universitas
Warmadewa. Sampel disimpan pada suhu 4°C

sebelum tahapan isolasi bakteri dikerjakan.

Media isolasi bakteri

Pada penelitian ini digunakan tiga jenis
media agar yang menargetkan bakteri secara
umum yaitu Zobell Marine Agar (ZMA,
Himedia), Nutrient agar (NA, Himedia), Plate
Count Agar (PCA, Oxoid). Selain itu digunakan
pula tiga media khusus untuk menargetkan
aktinobakteria yaitu ISP-1 (5.0 gram/L peptone,

3.0 gram/L yeast extract, 20 gram/L bacto agar),
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ISP-2 (4.0 gram/L yeast extract, 10 gram/L malt
extract, 4 gram/L dextrose, 20 gram/L bacto
agar) dan Starch M protein agar (SMP,
Himedia).

Pembuatan media pertumbuhan bakteri
ditimbang formulasi yang sudah ditentukan.
Empat media agar yang tidak mengandung
komponen garam yaitu NA, PCA, ISP-1 dan
ISP-2 dilarutkan pada larutan artificial seawater
(33 gram/L) untuk menjaga tekanan osmosis
bakteri yang akan diisolasi sehingga menyerupai
kondisi air laut (Henson et al, 2016). Sementara
itu, setiap media yang  menargetkan
aktinobakteria (ISP-1, ISP-2 dan starch M-
protein) disuplementasi dengan nystatin dan
nalidixic acid untuk mencegah pertumbuhan
bakteri non-aktinobakteria dan jamur. Semua
media agar disterilkan dalam autoklaf selama 15

menit dengan suhu 121°C.

Isolasi bakteri yang berasosiasi dengan E.
spinosum

Sampel rumput laut dicuci bersih dengan
artificial seawater steril sebanyak tiga kali.

Sepuluh gram E. spinosum ditimbang dan

dipotong kecil-kecil dengan memastikan seluruh

elSSN: 2655-8122

bagian thallus termasuk bagian interior dan
eksterior tercampur secara merata. Sampel
dihomogenkan dengan cara ditumbuk dengan
lumpang dan pastel serta ditambahkan artificial
seawater steril sebanyak 25 mL.

Sampel E. spinosum diencerkan secara
bertingkat pada 9 mL artificial seawater steril
(10" sampai 10°). Dari pengenceran 10~ sampai
10° diambil 1 mL untuk diinokulasi
menggunakan cotton swab steril pada media
pertumbuhan yang telah ditentukan. Setiap
cawan petri diinkubasikan pada suhu 28°C.
Pengamatan berkala dilakukan dengan setiap 3
hari selama dua minggu untuk mengamati koloni
bakteri yang muncul pada setiap media agar.

Identifikasi isolat bakteri

Koloni bakteri dengan morfologi berbeda
yang tumbuh pada media agar mengikuti kriteria
colony morphology code yang berdasarkan
karakteristik yang meliputi bentuk, permukaan,
warna dan elevasi (Indraningrat et al., 2019).
Sebagai contoh, koloni isolat dengan kode 12314
akan diterjemahkan sebagai bakteri yang
memiliki morfologi bulat, permukaan yang kasar

dan kusam, warna buram dan permukaan
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berbentuk kawah (Gambar 1). Untuk bakteri non
aktinobakteria dimurnikan pada media Zobell
marine agar, sedangkan untuk kandidat
aktinobakteria dimurnikan pada ISP-2 agar.
Koloni dengan morfologi berbeda diasumsikan
berasal dari jenis yang berbeda dan setiap koloni
terpilih yang selanjutnya diwarnai dengan
pewarnaan Gram (Beveridge,

2001) dan

dilakukan uji katalase (Delvia ef al., 2015).

Colony morphology specifications

Consecutive FORM

numbering SURFACE ! ELEVATION

0 no variation

1 ‘ veined opaque i
2 , rough cloudy B
3 * dull  translucent e
4 % wrinkled  iridescent  gE.gm
- = a
: &)

cMC 1 23 1 4 ) 12314

Gambar 5. Skema pemilihan morfologi bakteri
berdasarkan metode colony morphology code
(Indraningrat et al., 2019).

Skrining Aktivitas antibakteri

Bakteri dengan morfologi yang berbeda
diskrining kemampuan antibakterinya dengan
metode perpendicular streak method terhadap

bakteri uji pada media LB agar (10 gram/L

elSSN: 2655-8122

peptone, 5 gram/L yeast extract, 10 gram/L
NaCl, 20 gram/L bacto agar) (Ausubel et
al.,1994). Isolat bakteri diinkubasikan pada suhu
28°C selama 2x 24 jam hingga koloni terbentuk
jelas pada agar. Isolat bakteri diujikan terhadap
empat bakteri uji yaitu bakteri Gram positif
Staphylococcus aureus atcc 25923,
Streptoococcus mutans fncc 0405, dan bakteri
Gram negatif Escherichia coli atcc 25922 dan
Klebsiella pneumoniae atcc 700603. Keempat
bakteri uji ini di streak secara horizontal dengan
memberikan jarak 3 mm dari koloni isolat
bakteri yang ingin diuji (Gambar 2). Agar plate
diinkubasikan selama 1 x 24 jam pada suhu
37°C. Zona hambat yang terbentuk (dalam mm)
dihitung berdasarkan jarak pertumbuhan bakteri
oleh isolat bakteri terhadap masing-masing
indikator. Sebagai interpretasi semakin jauh
jarak tumbuh bakteri indikator dari isolat bakteri
isolat bakteri

indikator dari yang diuji

mengidentifikasikan daya yang lebih kuat.
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Cc thod
((Velho-Pereira and Kamat, 2011; Indraningrat
et al., 2021). A. isolat bakteri uji, B.
Staphylococcus aureus atcc 25923, C.
Streptococcus mutans fncc 0405, D. Escherichia
coli atcc 25922, E. Klebsiella pneumoniae atcc
700603

HASIL
Isolasi Bakteri dari E. spinosum

Sebanyak 32 bakteri telah diisolasi dari £.
spinosum yang tersebar pada enam media
pertumbuhan berbeda. Koloni yang telah
diperoleh kemudian diidentifikasi morfologinya
berdasarkan colony morfology code, pewarnaan
Gram dan uji katalase. Sebaran dari 32 isolat
bakteri yang diperoleh terbagi menjadi 14 isolat
dari media umum (ZMA, NA, dan PCA) (Tabel
2) dan 18 isolat dari media khusus (ISP-1, ISP-2

dan SMP) (Tabel 3).

elSSN: 2655-8122

Secara umum karakteristik dari 32 isolat
yang teramati memiliki morfologi yang cukup
bervariasi meliputi bentuk bulat dan tidak
beraturan, memiliki permukaan kasar dan kusam
dan berlendir, berwarna buram, berawan dan
berwarna-warni dan memiliki elevasi yang datar,
meninggi, membukit dan berkawah. Hasil
pewarnaan Gram pada Tabel 2 dan 3
menunjukkan bahwa isolat dapat dikelompokkan
menjaditujuh isolat (22 persen) merupakan Gram
positif dan 25 isolat (78 persen). Sedangkan
berdasarkan uji katalase, 25 isolat (78 persen)
memiliki katalase positif dan tujuh isolat (22
persen) tidak memiliki aktivitas enzim katalase

(negatif).
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Tabel 2. Morfologi isolat bakteri yang diisolasi pada media ZMA, NA dan PCA

Kode Morfologi isolat Pewarnaan
. - Bentuk Sel Katalase
isolat Bentuk Permukaan ~ Warna  Elevasi Gram
2 (Tidak 23 (Kasar 3 . . .
ZR1 Beraturan) dan Kusam) 1 (Buram) (Membukit) negatif  Diplobasil +
2 . .
ZR2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) negatif Basil +
23 (Kasar 3 . .
ZR3 1 (Bulat) dan Kusam) 1 (Buram) (Membukit) negatif Basil +
2 (Tidak 23 (Kasar 2

ZR4 negatif Kokus -

Beraturan) dan Kusam) I (Buram) (Meninggi)

ZR5 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) negatif Kokus +

ZR6 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) negatif Basil +

NARI1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Menzinggi) negatif Basil +
2 (Tidak 2 .

NAR2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Meninggi) negatif Kokus +

NAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) negatif Diplobasil -
2 (Tidak 3

NAR4 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) negatif  Diplobasil +
PCARI Bze gﬁfr‘l) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Menfbukit) positif  Kokus +
PCAR2 Bze r(;rt‘u‘f;];) d§131 gfaﬁ ) 1 (Buram) (Menfbukit) negatif Diplokokus ~ +
PCAR3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Menzinggi) negatif Basil +
PCAR4 Bir(;ftﬁil;) 3 (Kusam) 1 (Buram) (2o negatif  Basil +

Keterangan: ZR: Media Zobell marine agar, NAR: Media Nutrient agar, PCAR: Media Plate
count agar
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Tabel 3. Morfologi isolat bakteri yang diisolasi pada media ISP-1, ISP-2 dan SMP

Kode Morfologi isolat Pewarnaan
Isolat Bentuk  Permukaan Warna Elevasi Gram  Bentuk Sel Katalase
23 (Kasar 3
SMPR1 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) negatif Diplokokus -
Kusam)
. 23 (Kasar
SMPR2X 2 (Tidak dan 1 (Buram) 4 (Berkawah)  positif Basil +
Beraturan)
Kusam)
2 (Tidak 23 (Kasar 4
SMPR2Y dan Berwarna 4 (Berkawah)  positif Diplokokus +
Beraturan) .
Kusam) (Kuning)
SMPR3 2 (Tidak 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) negatif Diplokokus
Beraturan) 4 u &8 & p U
SMPR4 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) negatif Diplokokus +
SMPRS 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 1 (Datar) negatif Kokus +
. 23 (Kasar
SMPR6 2 (Tidak dan 1 (Buram) 1 (Datar) positif Basil +
Beraturan)
Kusam)
23 (Kasar 3
SMPR7 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukit) negatif Diplokokus -
Kusam)
13 (Buram
SMPRS 1 (Bulat) 3 (Kusam) dan 1 (Datar) negatif Basil +
Berawan)
2 (Tidak 23 (Kasar 13 (Buram 3 . Kokus
SMPR9 dan dan . negatif . +
Beraturan) (Membukit) Berantai
Kusam)  Berawan)
SMPR10 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi)  positif Kokus +
3 .
ISPIR-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) (Membukit) negatif Kokus -
ISPIR-2 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) negatif Basil +
. 23 (Kasar
2 (Tidak 3 . Kokus
ISPIR-3 Beraturan) dan I'(Buram) (Membukit) positif Berantai .
Kusam)
23 (Kasar 3
ISPIR-4 1 (Bulat) dan 1 (Buram) (Membukif) positif Kokus +
Kusam)
ISP2R-1 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 4 (Berkawah) negatif Kokus +
2 (Tidak L .
ISP2R-2 Beraturan) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi)  negatif Kokus -
ISP2R-3 1 (Bulat) 3 (Kusam) 1 (Buram) 2 (Meninggi) negatif Basil +




Evaluasi aktivitas antibakteri dari isolat yang
berasosiasi dengan E. spinosum

Skrining antibakteri dengan metode
perpendicular streak menunjukkan bahwa 22
isolat dari 32 isolat (68.75%) yang aktif
menghambat sekurangnya satu bakteri uji.
Sedangkan, 10 isolat lainnya tidak membentuk
jarak dengan bakteri uji. Sehingga kesepuluh
isolat bakteri ini dikategorikan tidak memiliki
aktivitas antibakteri. Isolat bakteri yang
membentuk zona hambat terhadap sekurangnya

satu bakteri uji terindikasi memiliki aktivitas

antibakteri (Tabel 4).

Tabel 4. Zona Hambat Isolat dari E. spinosum
(mm) terhadap bakteri uji berdasarkan metode
perpendicular streak.

14 sMPRO P el 247 789
IS SMPR10 - 165 126 230
16 ISPIR-L . 1,28
17 ISPIR2 - - - 0,81
18 IsPiR3 0 1s2 - .

19 ISPIR4 2128 1S3 203
20 wseral o .

20 8PR2F L6 23 1SS
22 ISPR3 - 076 095 094

Kode E. K. S. S.
Sampel  coli pneu aureus _ mutans
I ZRI - 244 191 283
2 ZR2 239 208 112 155
3 ZR3 034 250 - )
4 ZR4 134 085 2.1l ;
5 ZRS 176 234 183 097
6 PCARI - - ) 921
7 PCAR3 181 129 2,03 ]
8 SMPR 1 1é9 304 - )
9 SMPR2x - 256 201 137
10 SMPR 2y 3é6 393 - ]
11 SMPR4 lf 127 047 ]
12 SMPR6 | ;l 077 071 6.67
13 SMPR7 - 052 - 0,95

Tabel 4 menunjukkan isolat yang mampu
menghambat bakteri uji E. coli tertinggi adalah
isolat dengan kode SMPR2Y dengan zona
hambat sebesar 3,69 mm diikuti dengan isolat
ISP2R-2 dan ZR2 dengan zona hambat berturut-
turut sebesar 2,58 mm dan 2,39 mm. Sedangkan
isolat yang memiliki zona hambat terkecil
terhadap bakteri uji E. coli adalah isolat dengan
kode ZR3 sebesar 0,34 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji K. pneumoniae tertinggi adalah isolat dengan
kode SMPR2Y dengan zona hambat sebesar 3,93
mm diikuti dengan isolat SMPR1 dan SMPR2X
dengan zona hambat berturut-turut sebesar 3,04

mm dan 2,56 mm. Sedangkan isolat yang



memiliki zona hambat terkecil terhadap bakteri
uji K. pneumoniae adalah isolat dengan kode
SMPR7 sebesar 0,52 mm.

Isolat yang mampu menghambat bakteri
uji S. aureus tertinggi adalah isolat dengan kode
SMPRY dengan zona hambat sebesar 2,47 mm
diikuti dengan isolat ISPR2-2 dan isolat ZR4
dengan zona hambat berturut-turut 2,30 mm dan

2,11 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona

hambat terkecil terhadap bakteri uji S. aureus

adalah isolat dengan kode SMPR4 sebesar 0,47

Gambar 3. Isolat dengan daya hambat tertinggi
untuk setiap bakteri uji. A. PCAR1, B. SMPR 9, C.
SMPR 6, SMPR2Y

mm.
Isolat yang mampu menghambat bakteri

uji S. mutans tertinggi adalah isolat dengan kode
PEMBAHASAN

PCARldengan zona hambat sebesar 9,21 mm L .
Pada penelitian ini sebanyak 32 isolat

diikuti dengan isolat SMPR9 dan SMPR6 ) o
bakteri yang berasosiasi dengan rumput laut E.

dengan zona hambat berturut-turut 7,89 mm dan ) . .
spinosum telah diisolasi dengan menggunakan

6,67 mm. Sedangkan isolat yang memiliki zona L . .
enam jenis media pertumbuhan berbeda. Tujuan

hambat terkecil terhadap bakteri uji S. mutans . o
penggunaan media tumbuh yang bervariasi

adalah isolat ISP1R-2 sebesar 0,81 mm. .

adalah untuk mendapatkan sebanyak mungkin
koloni bakteri yang bisa diisolasi. Secara umum,
kandungan media menentukan jenis bakteri yang

bisa ditumbuhkan pada media agar (Sari, 2019).

Dalam penelitian ini media agar yang
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komposisinya tidak mengandung garam laut
dilarutkan dengan artificial seawater (ASW)
yang bertujuan untuk menjaga tekanan osmosis
sehingga menyerupai kondisi air laut (Henson et
al., 2016). Diharapkan dengan kondisi tekanan
osmosis yang sama maka bakteri yang
berasosiasi dengan E. spinosum dapat tumbuh
pada media sintetik.

Koloni yang tumbuh pada media agar
cukup bervariasi dan dengan sejumlah koloni
memiliki kenampakan visual yang sama. Maka
dari itu pemilihan koloni bakteri didasarkan pada
metode colony morphology code yaitu suatu cara
pengelompokkan koloni berdasarkan
kenampakan morfologinya. Koloni dengan kode
CMC yang berbeda diasumsikan berasal dari
jenis yang berbeda untuk selanjutnya diamati
dibawah mikroskop. Tiga puluh dua isolat
bakteri yang diisolasi mencirikan individu yang
unik dan maka dari itu diduga mewakili jenis
bakteri yang berbeda. Meskipun jumlah koloni
yang didapat cukup bervariasi, sangat disadari
bahwa tidak mungkin untuk mengisolasi seluruh
bakteri yang berasosiasi dengan E. spinosum.

Hal ini karena secara natural tidak semua bakteri

mampu tumbuh pada kondisi laboratorium
khususnya pada media sintetik akibat tidak
adanya interaksi dengan bakteri lain ataupun
ketiadaaan molekul pertumbuhan yang disintesis
oleh inangnya yang dikenal sebagai plate count
anomaly (Reguera, 2016). Hal ini dibuktikan dari
hasil penelitian dengan pendekatan culture-
independent approach yang melaporkan 24
filum bakteri berasosiasi pada rumput laut
(Selvarajan et al., 2019). Sedangkan hanya
sekitar 0.5% dari jumlah tersebut yang dapat
tumbuh pada media agar yang menunjukkan
kesenjangan hasil antara pendekatan culture
dependent dan culture independent approaches
(Lagier et al., 2015). Seluruh isolat yang
diperoleh  pada  penelitian ini  hanya
dikarakterisasi ~ secara  morfologi  tanpa
identifikasi secara molekuler sehingga tidak
diketahui pengelompokan dari setiap isolat pada
tingkatan filum. Amplifikasi dan sekuensing
fragmen gen 16S rRNA gen merupakan tahapan
lanjutan untuk memastikan identitas jenis dari

isolat bakteri yang diperoleh khususnya isolat

dengan aktivitas antibakteri.
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Skrining antibakteri dari isolat yang
berasosiasi dengan E. spinosum menjadi tujuan
khusus dari penelitian ini untuk mendapatkan
isolat potensial dengan sifat antagonis terhadap
bakteri uji untuk dikembangkan dalam dapat
memproduksi senyawa antibakteri. Metode
perpendicular streak dipilih karena relatif mudah
dikerjakan dan dapat secara efektif menyeleksi
aktivitas antibakteri dari suatu isolat tanpa perlu
melakukan tahapan ekstraksi (Velho-Pereira &
Kamat, 2011). Isolat bakteri yang mampu
mensintesis ~ senyawa  antibakteri  akan
mendifusikan molekul aktifnya melalui media
agar schingga bakteri uji tidak akan mampu
mendekati koloni dari isolat bakteri. Semakin
jauh jarak bakteri uji dari isolat mengindikasikan

aktivitas antibakteri yang kuat dari isolat

(Chakraborty et al., 2017).

Potensi bakteri yang berasosiasi dengan
rumput laut sebagai sumber senyawa antibakteri
telah menjadi fokus studi dalam satu dekade
terakhir (Karthick & Mohanraju, 2018; Singh et
al., 2015; Taylor et al., 2011). Secara

mikroskopis enam bakteri yang diisolasi dari

media khusus yaitu isolat SMPR2X, SMPR2Y,
SMPR6, SMPR10, ISP1R-3, ISP1R-4 memiliki
karakteristik menyerupai aktinobakteria yaitu
Gram positif, bentuk sel batang dan koloni
mencekram agar. Keenam isolat tersebut juga
memiliki aktivitas antibakteri yang umum
ditemukan pada kelompok Aktinobakteria
(Barka et al., 2016). Sejumlah penelitian
melaporkan ~ bahwa  Aktinobakteria  yang
berasosiasi dengan rumput laut menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap sejumlah bakteri
patogen (Ulfah e al., 2018). Selain kelompok
Aktinobakteria, aktivitas antibakteri dari isolat
yang berasosiasi dengan rumput laut juga banyak
dilaporkan dari jenis bakteri lain seperti Bacillus
sp (Chakraborty et al., 2017., Purnami et

al.2022).

Pada hasil penelitian ini ditemukan
variasi aktivitas antibakteri dari 22 isolat bakteri
yang ditampilkan pada Tabel 3. Adanya variasi
aktivitas antibakteri dimungkinkan karena setiap
isolat memerlukan kondisi optimum

pertumbuhan yang tidak secara mutlak dapat

diakomodasi menggunakan media umum seperti
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LB agar. Meskipun demikian, hasil skrining
antibakteri pada setiap isolat seperti yang
ditunjukkan oleh isolat SMPR2Y, PCARI,
SMPR6 dan SMPRY telah memberikan
informasi awal tentang spesifisitas setiap isolat
terhadap setiap jenis bakteri uji Gram positif
ataupun Gram negatif. Upaya verifikasi dengan
mengujikan kepada jenis bakteri Gram positif
dan Gram negatif lainnya akan menjadi tahapan
selanjutnya untuk memberikan perspektif yang
lebih akurat terkait spesifisitas jenis senyawa
metabolit sekunder yang diproduksi oleh setiap

isolat.

Hasil penelitian ini secara umum
mempertegas potensi bakteri yang berasosiasi
dengan rumput laut E. spinosum sebagai
penghasil senyawa antibakteri. Aktivitas
antibakteri yang terdeteksi, meskipun tergolong
relatif kecil pada sebagian besar isolat, menjadi
indikasi awal bahwa isolat-isolat bakteri F.
spinosum  berpotensi mensintesis senyawa
antibakteri. Fermentasi, ekstraksi dengan pelarut
kimia berbeda dan analisis kandungan ekstrak

merupakan tahapan lanjutan untuk mengetahui

potensi sintesis senyawa antibakteri dan potensi
bioaktivitas lain seperti antivirus, antijamur,

antikanker, dan antioksidan.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini berhasil mengisolasi 32
isolat bakteri dari rumput laut Fucheuma
spinosum dengan sebaran 14 isolat berasal dari
media umum dan 18 isolat berasal dari media
khusus yang menargetkan aktinobakteria. Dua
puluh dua isolat bakteri mampu menghambat
sekurangnya satu bakteri berdasarkan uji
perpendicular streak dengan isolat PCAR1 dan
SMPRY menunjukkan daya hambat tertinggi
terhadap bakteri uji S. mutans.

SARAN

Penelitian lanjutan akan difokuskan untuk
mengindentifikasi  isolat dengan aktivitas
antibakteri  terbaik menggunakan metode
sekuensing gen 16S rRNA dan karakterisasi
lanjutan yang meliputi optimasi pertumbuhan
isolat, fermentasi, ekstraksi senyawa aktif dan
pengujian ekstrak dari setiap isolat terbaik untuk
memverifikasi aktivitas antibakteri yang telah

diamati.
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