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ABSTRAK

EKA LISDAYANTI, L111 09 262. “Potensi Antibakteri dari Bakteri Asosiasi
Lamun (Seagrass) Dari Pulau Bonebatang Perairan Kota Makassar”. Di
bawah bimbingan Abdul Haris selaku Pembimbing Utama dan Arniati
selaku Pembimbing Anggota.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui morfologi koloni dan sel bakteri
yang berasosiasi dengan lamun serta mengetahui potensi antibakteri dari bakteri
asosiasi lamun terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi bahan informasi untuk bahan
baku antimikroba dan bahan acuan untuk penelitian selanjutnya tentang
identifikasi bakteri asosiasi yang berpotensi sebagai antibakteri.

Tahap awal dari penelitian ini adalah isolasi bakteri lamun yang tumbuh di
Pulau Bonebatang Perairan Kota Makassar. Apabila biakan sudah murni
dilakukan pewarnaan Gram berdasarkan petunjuk Cappucino dan Sherman
(1987). Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar
(Brock dan Madigan (1991), dengan konsentrasi bakteri patogen uji sebanyak
200 pL dan ekstrak isolat bakteri sebanyak 50 pL.

Pada penelitian ditemukan sebanyak 54 isolat bakteri asosiasi lamun yang

diisolasi dari enam jenis lamun yang berbeda. Dari 54 isolat tersebut, sebanyak
12 isolat berasal dari jenis Enhalus acoroides, 10 isolat dari Halophila ovalis, 9
isolat dari Cymodocea rotundata, 7 isolat dari Halodule uninervis, 7 isolat dari
Thalassia hemprichii dan 9 isolat dari jenis Syringodium isoetifolium. Dari 54
isolat bakteri asosiasi lamun yang berhasil diisolasi ditemukan bentuk morfologi
bakteri yaitu comma, bacill, spiral dan coccus, semua isolat berGram negatif dan
didominasi morfologi sel yang berbentuk batang.

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak dari 54 isolat bakteri
asosiasi lamun yang diuji aktivitas antibakterinya, terdapat tiga isolat bakteri yang
ekstraknya mempunyai kemampuan untuk menghambat bakteri uji S. aureus
yaitu lamun dari E. acoroides. Ketiga isolat bakteri yang ekstraknya mempunyai
aktivitas antibakteri tersebut adalah isolat dengan kode EA7, EA11 dan EA12.

Kata kunci: Bakteri asosiasi, Antibakteri, Lamun, Pulau Bonebatang
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Pulau Bonebatang merupakan bagian dari Kepulauan Spermonde secara
administratif berada dalam wilayah Kota Makassar. Pulau Bonebatang memiliki
kondisi tutupan lamun yang termasuk dalam kondisi bagus dengan presentase
tutupan berkisar antara 50,5 — 75,4 % dengan 6 jenis lamun vyaitu Thalassia
hemprichii, Enhalus acoroides, Halodule uninervis, Halophila ovalis, Syringodium
isoetifolium dan Cymodocea rotundata (Antariksa, 2011).

Lamun merupakan tumbuhan berbunga (Angiospermae) hidup dan
berkembang baik pada lingkungan perairan laut dangkal, estuaria dengan kadar
garam tinggi, daerah yang selalu mendapat genangan air laut ataupun terbuka
saat air surut. Pada umumnya ditemukan pada substrat pasir, pasir berlumpur,
lumpur lunak dan pecahan karang. Lamun berperan penting dalam siklus
ekologi pada perairan dangkal pantai tropis dan subtropis (Kurniawan, 2010).
Fungsi ekologi lamun diantaranya adalah sebagai daerah asuhan, daerah
pemijahan, daerah mencari makan dan daerah untuk mencari perlindungan
berbagai jenis biota laut (Philips, 1988; Thomascik et al., 1997).

Beberapa mikroorganisme bersimbiosis dengan lamun termasuk bakteri.
Bakteri yang bersimbiosis dengan lamun ada beberapa yang menguntungkan,
yaitu bakteri yang dapat memberikan kontribusi untuk pertahanan inangnya
dengan eksresi antibiotik dan substansi bioaktif lainnya. Organisme laut yang
hidupnya menetap diperkirakan sangat bergantung pada mekanisme pertahanan
kimia untuk melawan hewan-hewan pemangsa dan perlekatan dari
mikroorganisme patogenik, seperti yang dilaporkan Watermann (1999) bahwa
terdapat asosiasi mikroorganisme dengan organisme laut yang diduga juga

mensintesa metabolit sekunder. Selanjutnya dikatakan bahwa mikroba yang
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diisolasi dari tumbuhan yang menghasilkan bahan bioaktif telah diketahui
memiliki aktivitas yang lebih besar, bahkan dapat memiliki aktivitas yang lebih
besar dibandingkan aktivitas tumbuhan inangnya. Salah satu potensi bakteri
tersebut adalah sebagai sumber antibakteri patogen (antimikroba patogen).
Penelitian bakteri pada lingkungan laut telah banyak dilakukan seperti
isolasi dan identifikasi mikroba simbion sponge Axinella sp. (Abdullah, 2006).
Muliani et al. (2003) mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri asal laut
Sulawesi untuk biokontrol penyakit vibriosis pada larva udang windu dan
penelitian tentang bakteri asosiasi karang batu yang terinfeksi penyakit tumor
(Massinai, 2012). Untuk penelitian bakteri simbion dengan lamun telah dilakukan
sebelumnya nhamun pada umumnya isolat bakteri berasal dari beberapa jenis
lamun, hal ini dilakukan oleh Ravikumar et al. (2010) hasil yang didapatkan
yaitu mengenai potensi bioaktif dari bakteri lamun sebagai antibakteri dari bakteri
patogen manusia yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dari jenis lamun
Cymodocea serrulata yang menghambat pertumbuhan bakteri patogen
Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae dan Streptococcus aeruginosa, sedangkan Shofiatul (2011)
melaporkan bahwa dari sembilan isolat bakteri yang berasosiasi dengan Enhalus
sp satu diantaranya mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Enterobacter sp.
Bakteri Staphylococcus aureus dapat ditemukan pada luka bernanah terutama
dalam selaput hidung, folikel rambut, kulit dan perinum (Jawetz et al., 1996).
Bakteri ini dapat menyebabkan pembengkakan bernanah pada gusi (Pelczar dan
Chan, 1988), menyebabkan intoksikasi dan infeksi seperti bisul, pneumonia,
mastitis pada hewan dan manusia (Fardiaz, 1983) dan memproduksi
enterotoksin penyebab keracunan yang bersifat tahan panas dan masih aktif
setelah dipanasi pada suhu 100°C selama 30 menit (Fardiaz, 1989). Selain

Staphylococcus aureus bakteri yang umum didapatkan di lingkungan laut yang
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bersifat patogen terhadap manusia adalah Escherichia coli. Bakteri Escherichia
coli pada umumnya hidup secara normal pada alat pencernaan, akan tetapi E.
coli juga dapat bersifat oportunis dengan menyebabkan penyakit pada manusia
apabila jumlah E. coli terlalu banyak (Lyles, 1969). Selanjutnya menurut Pelczar
et al. (1988) mengemukakan bahwa walaupun E. coli merupakan bagian dari
mikroba normal saluran pencernaan, tapi saat ini telah terbukti bahwa galur-galur
tertentu mampu menyebabkan gastroeritris taraf sedang hingga parah pada
manusia dan hewan. Gangguan yang diakibatkan oleh bakteri E. coli adalah
penyakit diare.

Penelitian mengenai potensi antibakteri asosiasi dari beberapa jenis lamun
masih kurang dilakukan, khususnya di Kepulauan Spermonde. Isolasi bakteri
asosiasi dari bebagai jenis lamun dan pengujian potensi antibakteri simbion
tersebut belum pernah dilakukan.

Berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan penelitian tentang potensi
antibakteri dari bakteri asosiasi lamun (Seagrass) di Pulau Bonebatang, Perairan
Kota Makassar untuk menghambat bakteri patogen, khususnya bakteri patogen

pada manusia, seperti Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

B. Tujuan dan Kegunaan
Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu
1. Mengetahui morfologi koloni dan sel bakteri yang berasosiasi dengan lamun
2. Mengetahui potensi antibakteri dari bakteri asosiasi lamun terhadap bakteri
patogen Stapylococcus aureus dan Escherichia coli.
sedangkan kegunaannya adalah sebagai informasi untuk bahan baku
antimikroba dan sebagai bahan acuan untuk penelitian selanjutnya tentang

identifikasi bakteri asosiasi yang berpotensi sebagai antibakteri.
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C. Ruang Lingkup Penelitian

Ruang lingkup penelitian ini yaitu isolasi bakteri yang berasosiasi dengan
daun lamun yang berasal dari Pulau Bonebatang Kota Makassar, Mengamati
potensi bakteri asosiasi lamun untuk menghambat pertumbuhan bakteri S.

aureus (Gram positif) dan E. coli (Gram negatif).
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Bioekologi Lamun
1. Morfologi dan Anatomi

Lamun adalah tumbuhan berbunga (Angiospermae) akuatik yang hidup di
lingkungan laut bersalinitas tinggi (Romimohtarto dan Juwana, 1999; den Hartog
dan Kuo, 2006). Tumbuhan ini terdiri dari rhizoma, daun dan akar. Rhizoma
merupakan batang yang terbenam dan merayap secara mendatar, serta
berbuku-buku (nodes). Pada buku-buku tersebut tumbuh batang pendek (stem)
yang tegak ke atas, berdaun dan berbunga. Pada buku (node) tumbuh pula akar
(root). Melalui rhizoma dan akar inilah tumbuhan ini dapat menancapkan diri
dengan kokoh di dasar laut sehingga tahan terhadap hempasan gelombang dan
arus (Nontji, 1987). Lamun tumbuh pada subsrat berpasir atau berlumpur.
Distribusinya tergantung pada temperatur, keterbukaan terhadap aksi gelombang

dan yang paling penting adalah ketersediaan cahaya (Kirkman, 1997).

2. Habitat

Lamun hidup dan terdapat pada daerah mid-intertidal sampai kedalaman
0,5-10 m dan sangat melimpah di daerah sublitoral. Jumlah spesies lebih
banyak terdapat di daerah tropik dari pada di daerah ugahari (Barber, 1985).
Habitat lamun dapat dilihat sebagai suatu komunitas, dalam hal ini padang lamun
merupakan kerangka struktur dengan tumbuhan dan hewan yang saling
berhubungan. Habitat lamun dapat juga dilihat sebagai suatu ekosistem, dalam
hal ini hubungan hewan dan tumbuhan dilihat sebagai suatu proses yang
dikendalikan oleh pengaruh-pengaruh interaktif dari faktor-faktor biologis, fisik
dan kimiawi. Ekosistem padang lamun pada daerah tropik dapat menempati

berbagai habitat, dalam hal ini nutrien yang diperlukan sangat berpengaruh.

17



Lamun dapat hidup mulai dari rendah nutrien dan melimpah pada habitat yang
tinggi nutrien.

Lamun pada umumnya merupakan kelompok tumbuhan yang homogen.
Lamun mempunyai kaitan dengan habitat, Sangaji (1994) mendapatkan Enhalus
acoroides, dominan hidup pada substrat dasar berpasir dan pasir sedikit
berlumpur dan kadang-kadang terdapat pada dasar yang atas campuran

pecahan karang yang telah mati.

B. Bakteri Laut
1. Bakteri

Bakteri terdapat secara luas di lingkungan alam yang berhubungan dengan
hewan, tumbuh-tumbuhan, udara, air dan tanah. Bakteri adalah mikroorganisme
bersel tunggal tidak terlihat oleh mata, berukuran antara 0,5 — 1,0 um dan lebar
0,5 - 2,5 um tergantung pada jenisnya. Terdapat beribu jenis bakteri, tapi hanya
beberapa jenis bakteri yang ditemukan, diantaranya berbentuk bulat, batang,
spiral, koma atau vibrios (Buckle et al., 1987).

Sel bakteri terdiri dari membran dan sitoplasma. Sel dibungkus oleh dinding
sel, pada beberapa jenis bakteri dinding sel dikelilingi oleh kapsula atau lapisan
lendir. Kapsul berisi campuran polisakarida dan polipeptida. Bakteri
memperbanyak diri dengan cara pembelahan secara biner. Pertumbuhan bakteri
dipengaruhi faktor lingkungan seperti, suhu atau temperatur, O,, CO,, pH,
nutrient dan cahaya (Suendra, 1991). Bakteri memiliki flagella yang tumbuh
dalam membran sel, berupa struktur yang menyerupai benang panjang,
berbentuk seperti cambuk. Flagella ini merupakan alat gerak bakteri yang
bergerak dengan cara mendorong bakteri dalam cairan, misalnya air (Gaman

dan Sherington, 1994).
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Berdasarkan komposisi selnya, bakteri dibedakan atas Gram positif dan
bakteri Gram negatif. Pewarnaan gram merupakan salah satu teknik penting
dalam membedakan kedua gram tersebut. Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli yang dijadikan bioindikator adalah dua spesies bakteri yang

berbeda Gramnya.

2. Morfologi Bakteri

Pada umumnya ukuran tubuh bakteri sangat kecil, umumnya bentuk tubuh
bakteri baru dapat dilihat dengan menggunakan mikroskop. Bakteri adalah sel
prokariot yang khas, bersifat uniseluler dan tidak mengandung struktur yang
terbatasi membran di dalam sitoplasmanya. Sel bakteri ada yang berbentuk
bulat, batang atau spiral (Gambar 1). Umumnya bakteri memiliki diameter antara
0,5-2,5 um (Pelczar dan Chan, 1986). Bakteri adalah yang paling berkelimpahan
dari semua organisme. Bakteri tersebar (berada dimana-mana) di tanah, air dan

sebagai simbiosis dari organisme lain.

(Sumber: Kayser, 2005)

Kebanyakan bakteri berukuran kecil, biasanya hanya berukuran 0,5-5 pum.
Umumnya bakteri memiliki dinding sel, seperti sel hewan dan jamur, tetapi
dengan komposisi yang sangat berbeda. Banyak bakteri yang bergerak
menggunakan flagella, yang berbeda dalam strukturnya dari flagella kelompok
lain (Pelczar dan Chan, 1986).

Bakteri dapat ditumbuhkan dalam suatu medium agar dan akan membentuk

penampakan berupa koloni. Koloni sel bakteri merupakan sekelompok massa
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sel yang dapat dilihat dengan mata langsung. Penampakan koloni bakteri dalam
media lempeng agar menunjukkan bentuk dan ukuran koloni yang khas, dapat
dilihat dari bentuk keseluruhan penampakan koloni, tepi dan permukaan koloni.
Koloni bakteri dapat berbentuk bulat, tak beraturan dengan permukaan cembung,

cekung atau datar serta tepi koloni rata atau bergelombang (Gambar 2) .

Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Gambar 2. Bentuk-bentuk koloni bakteri (Sumber : Cappucino, 1987)

Bakteri secara umum dibedakan menjadi dua bagian berdasarkan sifat
pewarnaan Gram yaitu Gram positif dan Gram negatif. Bakteri Gram positif
adalah bakteri yang memberi respon berwarna biru keunguan jika dilakukan uji
pewarnaan Gram, sedangkan Gram negatif memberikan respon warna merah

jika dilakukan uji pewarnaan Gram (Gambar 3) (Tortora dan Derrickson, 2006).

Gambar 3. Bakteri (a) Gram positif dan (b) Gram negatif
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C. Karakteristik dan Habitat Bakteri Laut

Karakteristik bakteri laut ialah untuk pertumbuhannya memerlukan air laut
atau kadar garam, sehingga bakteri laut digolongkan ke dalam kelompok bakteri
halofilik (NaCl). Berdasarkan toleransi kadar garamnya, menurut Ogenski dan
Umbreit (1959) bakteri laut hanya dibagi dua yaitu bakteri halofilik moderat yaitu
bakteri yang untuk pertumbuhannya memerlukan 1% hingga 20% NacCl
sedangkan bakteri halofilik ekstrim yaitu bakteri yang memerlukan konsentrasi
NaCl lebih dari 15% hingga 31%.

Bakteri laut 95% adalah Gram negatif, sebagian aktif bergerak, 70%
mengandung pigmen dan mempunyai toleransi yang besar terhadap suhu tetapi
sensitif terhadap suhu tinggi (Pelczar dan Chan, 1986). Mampu hidup dalam
tekanan hidrostatik yang ekstrim di laut yang sangat dalam (palung/trench).

Berdasarkan taksonominya bakteri dimasukkan ke dalam kategori
prokaryota oleh karena selnya tidak mempunyai kompartemen nukleus (inti sel).
Sedangkan sel yang mempunyai kompartemen nukleus disebut eukariota, yaitu
biota tingkat tinggi yang sudah mempunyai susunan jaringan tubuh yang
lengkap. Prokaryota dibagi menjadi dua kelompok utama yaitu eubakteria dan
archaebakteria. Eubakteria adalah bakteri yang sudah dikenal secara umum.
Sedangkan yang termasuk kelompok archaebakteria adalah bakteri penghasil
metan, bakteri yang ekstrim halofil (kadar garam) dan ekstrim termofili (suhu).
Bakteri ekstrim halofil adalah bakteri yang hidup pada saturated brine (kadar
garam yang sangat tinggi) dan ekstrim termofil adalah kelompok bakteri yang
hidup pada suhu lebih besar dari 80°C (Fenchel, 2001).

Bakteri laut memiliki kecenderungan untuk berasosiasi dengan suatu lapisan
permukaan padat. Penyebaran bakteri di laut dipengaruhi oleh banyak faktor,
seperti gerakan air laut, jarak dari pantai, kedalaman, cahaya matahari, iklim dan

organisme lain (Sidharta, 2000). Bakteri laut, seperti halnya makhluk hidup
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lainnya, sangat dipengaruhi oleh faktor-faktor abiotik (fisik dan kimia) lingkungan

sekitarnya. Faktor-faktor abiotik tersebut adalah sebagai berikut:

a) Suhu

Semua proses pertumbuhan bakteri bergantung pada reaksi kimiawi dimana
adanya laju reaksi yang dipengaruhi oleh suhu. Keragaman suhu dapat
mengubah proses metabolisme tertentu selain morfologi dari sel bakteri (Pelczar
dan Chan, 1988).

Setiap spesies bakteri tumbuh pada kisaran suhu tertentu. Bakteri psikrofil
mampu tumbuh pada suhu minimum 0-5°C, optimum 5-15°C, dan maksimum 15-
20°C. Bakteri mesofil dapat tumbuh pada suhu minimum 10-20°C, optimum 20-
40°C dan maksimum 40-45°C. Bakteri yang dapat tumbuh pada suhu minimum
25-45°C, optimum 45-60°C dan maksimum 60-80°C disebut dengan bakteri
termofil (Lay, 1994).

Menurut Wood (1953) bakteri laut pada 37°C akan terbunuh sebanyak 42%,
sedang pada suhu 45°C hanya tinggal 15% sel yang bertahan hidup.
Menghangatkan sesaat ketika melakukan inokulasi pada suhu 30-40°C tidak
menyebabkan terbunuhnya bakteri, karena sebagian besar bakteri baru akan
terbunuh bila berada pada kisaran suhu tersebut selama lebih dari 10 menit

(Zobell dan Conn, 1940).

b) Tekanan Hidrostatik
Tekanan hidrostatik mempengaruhi metabolisme dan pertumbuhan mikroba.
Umumnya tekanan 1-400 atm tidak mempengaruhi atau hanya sedikit
mempengaruhi metabolisme dan pertumbuhan mikroba. Tekanan hidrostatik
yang lebih tinggi lagi dapat menghambat atau menghentikan pertumbuhan, oleh

karena tekanan hidrostatik tinggi dapat menghambat sintesis RNA, DNA dan
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protein, serta menganggu fungsi transport membran sel maupun mengurangi

aktivitas berbagai macam enzim (Dewangga, 2011).

c) Salinitas

Konsentrasi seluruh bahan padat terlarut dalam air laut disebut sebagai
salinitas, dengan satuan part per thousand (ppt, bagian per seribu) atau per mille
(%0) atau gram bahan padat per kilogram air laut. Tingkat salinitas merupakan
salah satu faktor yang mempengaruhi kehidupan serta pertumbuhan
mikroorganisme di perairan. Sebaran salinitas di laut dipengaruhi oleh beberapa
faktor seperti pola sirkulasi air, penguapan, curah hujan dan aliran air sungai.
Salinitas permukaan air laut sangat erat kaitannya dengan proses penguapan
dimana garam-garam akan mengendap atau terkonsentrasi (Nontji, 1987).
Aksornkoae (1993) menyatakan bahwa salinitas merupakan lingkungan yang
sangat menentukan perkembangan organisme. Beberapa garam sangat efektif
mempengaruhi suhu pertumbuhan bakteri yaitu NaCl, LiCl, MgCl,, KCl,, RbCI

(Ljunger, 1962).

d) pH
Sebagian besar bakteri memiliki nilai pH minimum dan maksimum antara 4
dan 9 dalam pertumbuhannya. Pada umumnya pH optimum pertumbuhan bakteri
terletak antara 6,5 dan 7,5. Namun, beberapa spesies dapat tumbuh dalam

keadaan asam atau basa (Pelczar dan Chan, 1988).

e) Nitrat dan Fospat
Nitrat (NO3) adalah bentuk utama nitrogen di perairan alami. Nitrat sangat
mudah larut dalam air dan bersifat stabil. Senyawa ini dihasilkan dari proses
oksidasi sempurna senyawa nitrogen di perairan. Nitrifikasi yang merupakan

proses yang penting dalam siklus nitrogen. Nitrat dapat digunakan untuk
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mengelompokkan tingkat kesuburan perairan. Senyawa ini merupakan salah
satu senyawa yang berfungsi dalam merangsang pertumbuhan biomassa laut,
sehingga secara langsung dapat mengontrol perkembangan produksi primer.
oleh sebab itu, konsentrasi nitrat yang berlimpah dalam air laut berhubungan erat
dengan kesuburan suatu perairan.

Fosfat merupakan salah satu unsur esensial bagi metabolisme dan
pembentukan protein, fosfat yang diserap oleh jasad hidup nabati perairan.
Sumber utama fosfat terlarut dalam perairan adalah hasil pelapukan, mineral
yang mengandung fosfor serta bahan organik seperti hancuran tumbuh-
tumbuhan. Fosfat yang terdapat dalam air laut berasal dari hasil dekomposisi
organisme, run-off dari daratan (erosi tanah), hancuran dari bahan-bahan organik
dan mineral fosfat serta masukan limbah domestik yang mengandung fosfat.
Kematian biota, lamun dan mikroorganisme lainnya memberikan masukan
kuantitas nutrien dimana fosfor organik dalam jaringannya secara cepat berubah
menjadi fosfat melalui fosfatase (Chaniago, 1994). Selain itu, fosfor merupakan
unsur yang diperlukan untuk pertumbuhan dan reproduksi bakteri serta dapat
mendorong kemampuan bakteri untuk membentuk vitamin yang berfungsi

sebagai faktor pertumbuhan (Brockman et al., 1989).

f) Bahan Organik Total

Bahan organik total atau total organic matter (TOM) menggambarkan jumlah
bahan organik suatu perairan yang terdiri dari bahan organik terlarut, bahan
organik tersuspensi dan koloid. Tingginya kadar BOT akan meningkatkan
pertumbuhan mikroba (Kline et al., 2006). Bahan organik total mengandung
karbon, nitrat, fosfat, amonia, dan beberapa mineral yang merupakan nutrien

bagi pertumbuhan dan perkembangbiakan mikroba (Sidharta, 2000).
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D. Bakteri Asosiasi Tumbuhan

Tumbuhan secara alami berhubungan dengan berbagai macam bakteri.
Asosiasi tumbuhan dan bakteri membentuk koloni pada (rizobakteri), filosfir
(epifit) dan di dalam jaringan tumbuhan (endofit). Endofit terdapat di dalam
jaringan tumbuhan sehingga terlindung dari cekaman lingkungan dan kompetisi
mikroba dari tumbuhan inang (Mano, 2007).

Tumbuhan tingkat tinggi dan rendah memiliki bakteri endofit yang bisa
ditemukan intraseluler (Hung dan Annapurna, 2004). Bakteri endofit dapat
membantu dalam pertumbuhan tanaman seperti memproduksi fitohormon,
meningkatkan resistensi terhadap patogen dan parasit, membantu fiksasi
nitrogen dan produksi antibiotik (Feng et al., 2006).

Bakteri asosiasi mikroba juga memberikan kontribusi dalam siklus nutrisi
bagi kebutuhan inangnya. Senyawa-senyawa yang dihasilkan oleh mikroba
simbion potensial digunakan sebagai prekusor untuk metabolisme biosintesis
pertahanan dari patogen dan predator lainnya. Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroides, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Nitrospura, Planctomycetes, Poribacteria, Proteobacteria,
Sphirochaetes dan Verrucomicrobia merupakan bakteri yang berasosiasi dengan
spons (Taylor et al., 2007).

Endofit memiliki bermacam-macam produk senyawa antimikroba yang
merupakan potensi penting dari sumber senyawa antimikroba (Ryan et al., 2007).
Sebagian besar dari anggota endofit adalah Streptomyces (Ghadin et al., 2003)
dan Eubacteria lainnya (Miller et al., 1988) telah diisolasi dan memiliki aktivitas
antibakteri atau antijamur.

Marhaeni (2011) dalam penelitiannya mengenai potensi bakteri simbion
tumbuhan lamun sebagai penghambat terjadinya biofouling di laut, mendapatkan

beberapa bakteri simbion lamun yang merupakan bakteri epifit seperti Bacillus

25



vietnamensis, Virgibacillus marismortui, Virgibacillus proomii, Halobacillus
trueperi, Bacillus atrophaeus, Bacillus luciferensis, sedangkan hasil identifikasi
dari bakteri endofit adalah Pseudoalteromonas flavipulchra, Halobacillus litoralis,

Vibrio campbellii, Bacillus flexus, Bacillus carboniphilus.

E. Senyawa Bioaktif Bakteri Asosiasi

Lamun merupakan salah satu tumbuhan laut yang kaya akan senyawa
bioaktif. Terdapatnya asosiasi mikroorganisme dengan organisme laut yang juga
mensintesis metabolit sekunder seperti organisme inangnya merupakan potensi
besar sumber alternatif eksplorasi baru (Radjasa et al, 2009).

Senyawa bioaktif laut atau produk alami laut (Marine Natural Products
(MNPs) adalah senyawa organik yang diproduksi oleh mikroba, spons, seaweeds
dan organisme laut lain. Organisme inang mensintesis senyawa ini sebagai
metabolit sekunder untuk melindungi dirinya dan menjaga keseimbangan

lingkungan kaitannya dalam pertahanan diri terhadap predator.

F. Uji Antibakteri

1. Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan atau
mematikan bakteri. Antibakteri dalam defenisi yang luas adalah suatu zat yang
mencegah terjadinya pertumbuhan dan reproduksi bakteri. Antibiotik maupun
antibakteri sama-sama menyerang bakteri. Antibakteri biasanya dijabarkan
sebagai suatu zat yang digunakan untuk membersihkan permukaan dan
menghilangkan bakteri yang berpotensi membahayakan (Volk dan Wheeler,
1993).

Antibakteri adalah jenis bahan tambahan yang digunakan dengan tujuan

untuk mencegah kebusukan atau keracunan oleh mikroorganisme pada bahan
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pangan. Beberapa jenis senyawa yang mempunyai aktivitas antibakteri adalah
sodium benzoat, senyawa fenol, asam-asam organik, asam lemak rantai medium
dan esternya, sulfur dioksida dan sulfit, nitri, senyawa kolagen dan surfaktan,
dimetil karbonat dan metil askorbat. Antibakteri alami baik dari produk hewani,
tanaman maupun mikroorganisme misalnya bakteriosin (Luthana, 2008).

Zat antibakteri dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri), bakteri statik
(menghambat pertumbuhan bakteri) dan germisidal (menghambat germinasi
spora bakteri). Kemampuan suatu zat antimikroba dalam menghambat
pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh berbagai faktor, diantaranya : 1)
konsentrasi zat pengawet, 2) jenis, umur dan keadaan mikroba, 3) suhu, 4) waktu
dan 5) sifat-sifat kimia dan fisik makanan termasuk kadar air, pH, jenis dan

jumlah komponen di dalamnya (Luthana, 2008).

2. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri adalah teknik untuk mengukur seberapa besar
potensi atau konsentrasi suatu senyawa dapat memberikan efek bagi
mikroorganisme (Dart, 1996). Senyawa antibakteri dapat bersifat menghambat
pertumbuhan bakteri atau disebut bakteriostatik dan ada yang bersifat
membunuh bakteri atau disebut bakterisidial (Ganiswara, 1995).

Kepekaan bakteri terhadap senyawa yang berfungsi sebagai antibiotik
bervariasi. Bakteri Gram positif biasanya lebih peka dibandingkan bakteri Gram
negatif, meskipun beberapa antibiotik dapat bereaksi atau mempengaruhi hanya
pada bakteri Gram negatif, tetapi tidak menutup kemungkinan bakteri Gram
negatif lebih peka dibanding dengan bakteri Gram positif pada beberapa
antibiotik tertentu. Zat antibiotik yang dapat bereaksi dengan bakteri Gram positif
dan Gram negatif disebut dengan antibiotik Broad Spectrum atau antibiotik

berspektrum luas (Brock et al., 1994).
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Uji antibakteri dapat dilakukan untuk mengetahui sejauh mana aktivitas
suatu bakteri terhadap antibakteri. Menurut Brock dan Madigan (1994) terdapat
tiga metode yang umum digunakan dalam uji antibakteri, yaitu metode dilusi
kaldu, metode dilusi agar dan metode difusi cakram. Prinsip dari metode difusi
cakram adalah senyawa antibakteri dijenuhkan ke dalam kertas saring (cakram
kertas). Cakram kertas yang mengandung senyawa antibakteri tertentu ditanam
pada media pembenihan agar padat yang telah dicampur dengan bakteri yang
diuji, kemudian diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu, selanjutnya diamati
adanya area (zona) jernih di sekitar cakram kertas yang menunjukkan tidak
adanya pertumbuhan bakteri.

Bakteri yang sering diujikan adalah bakteri patogen seperti Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Karakteristik dan habitat bakteri uji adalah sebagai

berikut :

a) Staphylococcus aureus
Staphylococcus merupakan bakteri gram positif berbentuk bulat biasanya
tersusun dalam bentuk menggerombol yang tidak teratur. Staphylococcus
bertambah dengan cepat pada beberapa tipe media dengan aktif melakukan
metabolisme, melakukan fermentasi karbohidrat dan menghasilkan bermacam-
macam pigmen dari warna putih hingga kuning gelap. Staphylococcus cepat
menjadi resisten terhadap beberapa antimikroba (Jawetz et al., 2001).
Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut Brooks (2001) adalah sebagai
berikut :
Kingdom : Procaryota
Divisio : Firmicutes
Kelas : Bacili

Ordo : Bacillales
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Family : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Staphylococcus tumbuh dengan baik pada berbagai media bakteriologi di
bawah suasana aerobik atau mikroaerofilik. =~ Tumbuh dengan cepat pada
temperatur 20 - 35°C. Koloni pada media padat berbentuk bulat, lambat dan
mengikat (Jawetz et al., 2001).

Pada manusia, bakteri ini dapat ditemukan pada kulit, hidung dan rambut.
Selain itu, juga terdapat pada berbagai jenis makanan. Bakteri ini bersifat
patogen dan toksik. Dinding selnya mengandung fosfor organik, ribitol,
glukosamin, asam muramat, glisina, lisina dan sedikit threonina, prolina, valina

dan leusina (Murni, 1998).

b) Escherichia coli

Escherichia coli merupakan baktei gram negatif yang termasuk dalam famili
Enterobacteriaceae, bakteri ini merupakan flora normal yang terdapat dalam
usus dan merupakan kelompok besar yang berbentuk batang, bersifat anaerob
fakultatif dan habitat alaminya adalah saluran usus manusia dan hewan.
Morfologinya berupa koloni yang bundar, cembung dan tipis (Jawetz et al., 2001).

Organisme ini tersebar luas di alam biasanya lazim terdapat dalam sel
pencernaan manusia dan hewan. Dalam Merchant dan Parker (1961)
disebutkan spesies E. coli tidak dapat mengurangi asam sitrat dan garam asam
sitrat sebagai sumber karbon tunggal dan tidak menghasilkan pigmen, tetapi
kadang-kadang menghasilkan pigmen berwarna kuning.

Klasifikasi Eschericia coli menurut Brooks (2001) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Procaryota

Divisio : Gracilicutes
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Kelas : Scotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Genus : Escherichia
Spesies : Escherichia coli

Escherichia coli tersebar di seluruh dunia dan ditularkan bersama air atau
makanan yang terkontaminasi oleh feses. Escherichia coli berbentuk batang,
tebal 0,5 um, panjang antara 1,0 — 3,0 um, bervariasi dari bentuk koloid sampai
berbentuk seperti filamen yang panjang, tidak berbentuk spora, bersifat Gram
negatif. Escherichia coli aerob atau kualitatif anaerob, dapat tumbuh pada media
buatan. Beberapa sifat Escherichia coli antara lain pertumbuhan optimum pada
suhu 37°C, dapat tumbuh pada suhu 15°C - 45°C, tumbuh baik pada pH 7,0 tapi
tumbuh juga pada pH yang lebih tinggi (Merchant dan Parker, 1961).

Escherichia coli umumnya menyebabkan diare yang terjadi di seluruh dunia.
Pelekatan pada sel epitel usus kecil atau usus besar sifatnya dipengaruhi oleh
gen dalam plasmid. Sama halnya dengan toksin yang merupakan plasmid atau

phage mediated (Brooks, 2001).
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Il METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2012 — Februari 2013.
Pengambilan sampel bakteri asosiasi lamun dilakukan di Pulau Bonebatang
Perairan Kota Makassar (Gambar 4). Isolasi bakteri, ekstraksi dan pengujian
difusi agar dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Laut dan Laboratorium Hama
dan Penyakit lkan Fakultas Iimu Kelautan dan Perikanan Universitas

Hasanuddin.
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PETA LOKASI PENELITIAN
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Gambar 4. Peta lokasi pengambilan sampel lamun di Pulau Bonebatang,
Perairan Kota Makassar.

B. Alat dan Bahan
Alat-alat yang digunakan pada saat pengambilan sampel lamun di lapangan
yaitu alat dasar untuk snorkling, kamera underwater, GPS, sabak, cool box,

gunting/pisau dan kantong sampel, sedangkan alat-alat yang digunakan di
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laboratorium adalah autoklaf, inkubator, laminar air flow, shaker inkubator, lemari
pendingin, hot plate with magnetic stirrer, mikropipet, mikroskop, oven, vortex,
timbangan analitik, waterbath, cawan petri, labu erlenmeyer, gelas piala, tabung
reaksi, kaca objek, pipet, bunsen, jarum ose, penggaris.

Bahan-bahan yang digunakan adalah sampel dari beberapa jenis lamun
yang diambil Pulau Bonebatang Perairan Kota Makassar, larutan fisiologis NaCl
0,9%, akuades, kristal violet, lugol-iodium, etanol 96%, safranin, alkohol, spiritus,
minyak imersi, aluminium foil, tissue, kertas label dan kapas, paper disk, isolat
bakteri lamun, biakan murni bakteri S. aureus dan E. Coli yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin

Makassar, media nutrient agar (NA), media nutrient broth (NB), kloramfenikol (30

ppm).

C. Prosedur Penelitian

1. Pengambilan Sampel Lamun

Pengamatan lamun dilakukan menggunakan peralatan selam dasar
(snorkeling). Pengambilan sampel bakteri lamun dilakukan secara acak (random
sampling) di Pulau Bonebatang, dengan cara mengambil daun lamun tua yang
utuh dan dalam kondisi yang baik dengan menggunakan pisau atau gunting.
Kemudian memasukkan ke dalam kantong plastik yang berisi air laut (Lampiran
1). Sampel lamun dicuci dengan air laut steril, ditimbang 10 gram kemudian
dipotong-potong. Setelah itu dimasukkan ke dalam botol gelas yang berisi air
laut steril 45 mL dan gliserol 10% (Gambar 5). Sampel yang telah di preparasi
dimasukkan ke dalam cool box yang berisi es batu untuk dianalisis selanjutnya di

Laboratorium.

32



= -.‘; — __,,i:__.____ C . A '-"f‘-.;;

Gambar 5. Preparasi sampel lamun di lapangan (a. Hamparan lamun di Pulau
Bonebatang Perairan Kota Makassar, b. preparasi sampel bakteri
lamun, c. sampel lamun)

2. Pembuatan Medium Untuk Isolasi Bakteri

Bakteri yang akan diisolasi membutuhkan medium pertumbuhan untuk
kelangsungan hidupnya. Medium yang biasanya digunakan untuk
menumbuhkan bakteri yaitu Nutrien Agar (NA), Tryptic Soy Agar (TSA ), Nutrien
Broth (NB). Berikut merupakan komposisi medium per liter akuades berdasarkan
petunjuk dan metode Serendip (2005) yang akan digunakan untuk isolasi bakteri.

Urutan pembuatannya adalah sebagai berikut:

a) Nutrien Agar (NA)

Komposisi NA per liter akuades terdiri dari 3 g ekstrak khamir, 5 g pepton
dan 15 g agar-agar, yang dilarutkan dengan akuades dalam gelas erlenmeyer,
kemudian dipanaskan di atas hot plate dan diaduk dengan magnetic stirrer.
Seteleh itu, medium disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan

1 atm selama 15 menit (Lampiran 3).
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b) Nutrien Broth (NB)

Komposisi NB per liter akuades terdiri dari 3 g ekstrak khamir, dan 5 g
pepton, yang dilarutkan dengan akuades dalam gelas erlenmeyer, kemudian
dipanaskan di atas hot plate dan diaduk dengan magnetic stirrer. Seteleh itu,
medium disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm

selama 15 menit.

3. Isolasi Bakteri

Semua peralatan yang akan digunakan pada isolasi bakteri disterilkan
terlebih dahulu. Peralatan yang terbuat dari gelas, disterilkan dalam oven pada
suhu 180°C selama 2 jam, sedangkan alat-alat yang tidak tahan pada
pemanasan dengan suhu tinggi, disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C,
tekanan 2 atm selama 15 menit. Jarum ose disterilkan dengan cara pemanasan
langsung hingga memijar.

Sampel lamun yang telah disiapkan diblender hingga halus, kemudian
diencerkan hingga 10" Tujuan pengenceran adalah supaya diperoleh isolat yang
tidak begitu padat dan mewakili semua jenis bakteri yang terdapat pada sampel.
Pengenceran dilakukan dengan mengambil 1 ml dari larutan stok lalu
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml air laut steril (pengenceran
10" kemudian dikocok dengan vortex, selanjutnya pipet 1 ml sampel dari tabung
pengenceran 10, lalu dimasukkan ke dalam tabung pengenceran 107, dikocok
dengan vortex. Mengulangi prosedur pengenceran hingga 10 (Gambar 6).

Sampel bakteri dari pengenceran 10 - 10° ditanam pada medium Nutrien
Agar (NA) dengan cara tuang, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah inkubasi 24 jam dilakukan pengamatan morfologi sel koloni yaitu bentuk,
warna, elevasi dan tepi. Koloni yang memiliki morfologi yang berbeda dipisah

dengan cara mengambil koloni dengan ose kemudian dilakukan pemurnian pada
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medium agar Nutrien Agar (NA) dengan cara zig zag. Inkubasi pada suhu 37°C

selama 24 jam.

/‘\\) 1mL 1mL ImL 1mL 1mL

LAMUN
10 gr rYrvJyryv7 vy Y

9m 9m 9 mL 9 mL 9mL 9mL

10t 10® 10° 10®% 10®° 10°
Gambar 6. Pengenceran lamun

Apabila biakan sudah murni yang ditandai dengan bentuk, warna, elevasi
dan tepi yang sama dilakukan pewarnaan gram berdasarkan petunjuk Cappucino
dan Sherman (1987). Pewarnaan gram dilakukan dengan membuat olesan tipis
suspensi dari isolat bakteri berumur 24 jam pada gelas objek yang bersih,
kemudian kering-anginkan. Setelah kering, difiksasi dengan cara melewatkan
bagian bawah gelas objek diatas api bunsen. Selanjutnya hapusan bakteri
ditetesi dengan larutan kristal violet selama 1 menit. Dibilas dengan air kran.
Kemudian ditetesi dengan larutan iodine dan dibiarkan selama 1 menit. Dibilas
dengan air kran. Membilas dengan alkohol 96% selama 20 detik. Dibilas
dengan air kran. Ditetesi dengan safranin selama 45 detik. Kemudian dibilas
dengan air kran, diletakkan di atas kertas serap. Mengamati hasil pewarnaan di
bawah mikroskop dengan pembesaran 1000x untuk memperjelas morfologi sel
bakteri ditetesi dengan minyak imersi di atas cover glass (Lampiran 4). Sel
bakteri Gram positif akan berwarna ungu hingga biru, sedangkan bakteri Gram
negatif akan berwarna merah. Urutan isolasi bakteri dapat dilihat pada (Gambar

7) berikut :
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lamun

¢ Dibilas dengan air laut steril
Dipotong-potong kecil

10 g lamun

¢ Dimasukkan ke dalam larutan
fisiologis NaCl 0,9%

Larutan stok bakteri

¢ Pengenceran 10™-10°

Inokulasi bakteri + NA

¢ Inkubasi 37°C, 24 jam

Inokulasi bakteri + NA

¢ Inkubasi 37°C, 24 jam

Isolat murni

V

Pewarnaan gram

v Y

Gram (+) atau Gram (-) Bentuk sel bakteri

Gambar 7. Skema tahapan kerja isolasi bakteri dari lamun (seagrass)

4. Uji Aktivitas Antibakteri
a) Ekstraksi Senyawa Antibakteri

Kultur isolat bakteri asosiasi lamun diambil 1 ose kemudian ditanam pada
medium cair Nutrient Broth (NB) steril lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. Selanjutnya medium yang berisi isolat bakteri yang telah dikultur murni di

masukkan ke dalam shaker inkubator selama 48 jam dilakukan pemisahan sel
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bakteri dan supernatan dengan sentrifus dengan kecepatan 6000 rpm selama 10

menit (Gambar 8).

Gambar 8. Pemisahan sel bakteri dan supernatan menggunakan
sentrifuse
b) Pengujian Aktivitas Antibakteri dengan Metode Difusi Agar
Penguijian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar (Brock
dan Madigan, 1994) (Gambar 9). Penguijian ini dilakukan dengan menginokulasi
supernatan untuk menentukan dihasilkan atau tidaknya antibakteri. Mikroba
patogen uji yang digunakan adalah mikroba patogen terhadap manusia, yaitu
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Mikroba patogen uji yang
telah diremajakan diambil sebanyak 200 uL dan dimasukkan ke dalam botol yang
berisi 20 ml medium NA hangat (<70°C) dan dicampur hingga homogen. Setelah
itu, medium dituang ke dalam cawan petri dan dibiarkan hingga memadat.
Supernatan yang diperoleh diteteskan pada kertas cakram sebanyak 50 pL
lalu dibiarkan sampai kering. Setelah kering, kertas cakram diletakkan pada
medium agar secara aseptis. Media kemudian dipra difusi selama 2 jam di dalam
refrigerator lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Penguijian aktivitas
antibakteri ini dilakukan dengan tiga kali ulangan (triplo). Sebagai kontrol positif

digunakan kloramfenikol (30 ppm) sebanyak 50 uL dan kontrol negatif digunakan

37



medium NB. Mikroba yang mampu menghasilkan substansi antibakteri akan
melakukan penghambatan terhadap bakteri patogen yang ditandai dengan

adanya zona bening di sekitar kertas cakram (Lampiran 9).

Biakan murni bakteri patogen Isolat bakteri lamun
Staphylococcus aureus dan
Esherichia coli

Dikultur pada media NB
- Diinokulasikan 1 ose pada medium NA selama 24 jam pada
- Diinokulasikan selama 24 jam, pada suhu 37°C suhu 37°C

Isolat bakteri yang telah diremajakan Larutan kultur bakteri

Disentrifus dengan
Dibuat suspensi bakteri dengan NaCl kecepatan 6000 rpm
0,9% selama 10 menit
Suspensi bakteri Supernatan

A

- Diambil 200 pl dan dituang dalam
medium dan dihomogenkan

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam

Diameter zona hambat

Gambar 9. Bagan penguijian aktivitas antibakteri dengan metode difusi agar

D. Analisis Data

Data morfologi koloni dan morfologi sel dari isolat bakteri yang diperoleh dari
beberapa jenis lamun dianalisis secara deskriptif dengan bantuan tabel dan
gambar, untuk mengetahui perbedaan daya hambat isolat bakteri asosiasi antara
jenis lamun terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus dan Escherhicia coli
dilakukan dengan analisis sidik ragam Oneway ANOVA. Bila terdapat perbedaan
daya hambat antara jenis lamun dilakukan uji lanjut Duncan. Analisis data

tersebut dengan bantuan perangkat lunak SPSS versi 16 (Santoso, 2005).
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Isolat Bakteri Asosiasi Lamun dari Pulau Bonebatang

Berdasarkan hasil identifikasi sampel lamun yang berasal dari Pulau
Bonebatang Perairan Kota Makassar, ditemukan 6 jenis lamun yang berasal dari
Family Potamogetonaceae dan Hydrocharitaceae. Masing-masing famili terdiri
dari 3 jenis yaitu: Cymodocea rotundata, Halodule uninervis, Syringodium
isoetifolium, Enhalus acoroides, Thalassia hemprichii dan Halophila ovalis
(Lampiran 2). Keenam jenis lamun tersebut ditemukan pula pada penelitian
sebelumnya oleh Antariksa (2011).

Hasil pengamatan morfologi koloni terhadap bakteri asosiasi lamun yang
berasal dari Pulau Bonebatang didapatkan 54 isolat terdiri dari 12 isolat berasal
dari lamun jenis Enhalus acoroides, 10 isolat dari Halophila ovalis, 9 isolat dari
Cymodocea rotundata, 9 isolat dari jenis Syringodium isoetifolium, 7 isolat dari

Halodule uninervis dan 7 isolat dari Thalassia hemprichii (Gambar 10).
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Enhalus Halophila Cymodoceae Halodule Thallasia Syringodium
acoroides ovalis Rotundata Uninervis  hemprichii isoetifolium

Jenis Lamun

Gambar 10. Jumlah isolat bakteri asosiasi berdasarkan jenis lamun yang
berasal dari P. Bonebatang
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Dari gambar 10 memperlihatkan bahwa jumlah isolat bakteri terbesar
didapatkan pada jenis Enhalus acoroides, kemudian terkecil ditemukan pada
jenis Thalassia hemprichii dan Halodule uninervis. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh lamun Enhalus acoroides memiliki luasan permukaan daun
yang lebih luas sehingga bakteri memiliki tempat melekat yang lebih luas
(banyak), sedangkan pada Thalassia hemprichii dan Halodule uninervis memiliki
luasan daun lamun yang kecil, sehingga bakteri yang melekat kurang dan terjadi
persaingan ruang (tempat). Menurut Sidharta (2000), bakteri laut memiliki
kecenderungan untuk berasosiasi dengan suatu lapisan permukaan padat.

Jumlah isolat bakteri asosiasi lamun yang didapatkan pada penelitian ini
berbeda dibanding dengan yang telah ditemukan pada penelitian sebelumnya
yaitu Shofiatul (2011) mendapatkan 9 strain isolat bakteri yang berasosiasi
dengan Enhalus sp. Marhaeni (2011) mendapatkan 23 strain isolat bakteri dari
lamun jenis Enhalus acoroides, Thalassia hemprichii dan Syringodium
isoetifolium yang dilakukan di perairan pantai Teluk Awur, Jepara Jawa Tengah.
Ravikumar et al. (2010) mendapatkan 32 strain isolat bakteri yang diisolasi dari
lamun jenis Syringodium isoetifolium dan Cymodocea serrulata dan 10 isolat
berasal dari Halophila ovalis yang diambil dari selat india. Perbedaan jumlah
isolat yang didapatkan kemungkinan disebabkan oleh lokasi yang berbeda
sehingga faktor lingkungan yang mendukung kehidupan bakteri juga berbeda.
Menurut Fardiaz (1989), jumlah populasi dan pertumbuhan mikroorganisme
dipengaruhi dari sifat-sifat fisik, kimia dan struktur makanan dari lingkungan
mikroorganisme tersebut.

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi koloni dengan menggunakan
makroskop didapatkan beberapa bentuk koloni yaitu : akar, titik, bulat, tidak
teratur, berserabut, muraloid dan filamentous. Tepi koloni ada yang berbelah,

utuh, berombak, bergerigi, filiform, auriculate dan lobate. Elevasi yang diamati
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dari samping terlihat datar, naik, melengkung, membukit dan mencembung.
Warnanya bermacam-macam ada yang berwarna putih, putih susu, abu-abu
muda, putih pucat, kuning, putih transparan, putih bening, kuning muda, putih
kekuningan, kuning muda, kuning tua, kuning mengkilat, putih pucat dan orange
(Tabel 1). Morfologi koloni isolat bakteri yang ditemukan pada penelitian ini
sesuai dengan pernyataan Cappucino and Sherman (1987) bahwa pada
umumnya bentuk koloni bakteri berbentuk circular, irregular, filamentous, rhizoid.
Elevasi berbentuk raised, convex, flat, umbonate, crateriform. Margin yang
berbentuk entire, undulate, filiform, curled dan lobate.

Hasil pengamatan morfologi sel yaitu pewarnaan Gram dan bentuk sel (yang
diamati dibawah mikroskop), dari 54 isolat bakteri asosiasi lamun didapatkan
morfologi sel yang berbentuk coccus, spiral, comma dan bacill dan semuanya
berGram negatif. Hal ini sesuai dengan pendapat Kathiresan dan Bingham
(2001), yang menyatakan bahwa hampir semua bakteri laut bersifat Gram
negatif. =~ Keberadaan bakteri laut Gram positif terbanyak ditemukan pada
sedimen. Didapatkannya semua isolat Gram negatif diduga karena bakteri
Gram negatif memiliki struktur dinding sel yang lebih kompleks dibanding bakteri
Gram positif. Sehingga bakteri Gram negatif mampu bertahan dikondisi
lingkungan yang ekstrim.

Isolat bakteri yang ditemukan lebih banyak berbentuk batang (bacill)
dibanding dengan bentuk yang lainnya. Dominannya bakteri berbentuk batang
tersebut kemungkinan disebabkan oleh adanya flagel yang digunakan bergerak
di perairan untuk mendapat tempat perlekatan. ZoBell (1946) menyatakan
bahwa falgellum berfungsi sebagai alat gerak pada beberapa jenis bakteri yang
berbentuk batang dan spiral. Selanjutnya Aryulina (2005) menyatakan flagellum

memungkinkan  bakteri bergerak menuju kondisi lingkungan yang
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menguntungkan atau menghindar dari lingkungan yang merugikan bagi
kehidupannya.

Kehadiran bakteri berbentuk bulat (cocci) kemungkinan disebabkan karena
bakteri ini tidak memiliki alat gerak sehingga untuk mempertahankan hidup
dengan cara melekatkan diri pada suatu benda yang terdapat di perairan. Hal ini
didukung oleh pernyataan Hutching dan Saenger (1987) bahwa kebanyakan
bakteri coccus terikat atau bergabung sesamanya untuk membentuk permukaan
yang kuat (solid) karena adanya bahan berlendir sehingga sel-sel saling terikat.
Dengan cara ini bakteri dapat membentuk lapisan permukaan yang
mengakibatkan bakteri dapat hidup pada alga, rumput laut lamun dan tumbuhan
mangrove.

Berikut merupakan hasil pengamatan morfologi koloni dan sel isolat bakteri

lamun yang berasal dari Pulau Bonebatang Perairan Kota Makassar

Tabel 1. Morfologi koloni dan sel Isolat bakteri lamun yang berasal dari Pulau

Bonebatang
kode Morfologi koloni Morfologi sel
lamun isola - ;
t bentuk tepi Elevasi Warna bentuk Gram
Enha_lus EA-1 Akar berbelah Datar putih susu - -
acoroides
(EA) EA-2 Titik utuh Naik putih susu Coccus negatif
EA-3 Bulat utuh melengkung putih susu Spiral negatif
EA-4 Bulat berombak Datar abu-abu Comma negatif
muda
EA-5 Bulat bergerigi Membukit putih susu - -
EA-6  tidak teratur berbelah melengkung abu-abu Coccus negatif
muda (monococcus)
EA-7 Bulat berombak Datar putih pucat Coccus negatif
EA-8 Bulat utuh Mencembung Kuning Coccus negatif
EA-9 Bulat utuh melengkung putih - -
transparan
EA-10 Bulat utuh Datar prt.'h Bacill negatif
ening
EA-11 Bulat utuh Datar prt.'h Bacill negatif
ening
Bacill
EA-12  tidak teratur bergerigi Datar putih susu (Berantai negatif
panjang)
Hil\?glgla HO-1  tidak teratur berbelah Datar abu-abu Bacill negatif
(HO) HO-2 Berserabut  berombak melengkung putih susu Coccus negatif
HO-3 Bulat utuh melengkung Putih Coccus negatif
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Tabel 1

Lanjutan
HO-4 Berserabut filiform Datar Putih Bacill negatif
HO-5 Bulat berkoe?ili)ak Mencembung putih susu Coccus negatif
HO-6 Muraloid utuh Datar kuning Bacill negatif
muda
HO-7  tidak teratur  berombak Datar putih susu Bacill negatif
HO-8 bulat utuh datar prt.'h - -
ening
HO-9 akar berombak datar putih - -
transparan
Hl%- tidak teratur ~ berombak naik putih susu Bacill negatif
Cymodocea . . )
rotundata CR-1  tidak teratur ~ berombak naik putih susu Coceus negatif
(CR) CR-2 bulat utuh mencembung putih susu - -
CR-3 bulat utuh mencembung K pUt.'h Coccus negatif
ekuningan
CR-4  tidak teratur  berombak datar putih Coccus negatif
transparan
CR-5 tidak teratur  auriculate naik putih susu Bacill negatif
CR-6 bulat utuh datar abu-abu Bacill negatif
CR-7 berakar berbelah datar putih susu - -
CR-8 bulat utuh naik kuning - -
muda
CR-9 bulat utuh naik kuning tua Bacill negatif
Halodule . .
uninervis HU-1 bulat utuh datar putih susu Coccus negatif
(HU) HU-2 bulat utuh datar abu-abu Bacill negatif
transparan
HU-3 bulat utuh cembung kunmg Coccus negatif
mengkilat
HU-4 bulat utuh cembung putih susu Coccus negatif
HU-5 bulat utuh cembung putlh_ Coccus negatif
mengkilat
HU-6 titik berombak datar putih abu- - -
abu
HU-7  tidak teratur  berombak naik putih susu - -
Thalassia . berombak . . . .
hemprichii TH-1  tidak teratur besar naik putih pucat Bacill negatif
(TH) TH-2  tidak teratur berbelah datar abu-abu Coccus negatif
TH-3 bulat utuh cembung putih susu Coccus negatif
TH-4  tidak teratur beligceirllgl naik putih susu Bacill negatif
TH-5 berakar berbelah naik putih susu - -
TH-6  tidak teratur berkoeTili)ak naik putih susu Coccus negatif
TH-7 bulat utuh naik putih muda Bacill negatif
Syringodiu
m SI-1 bulat bergerigi datar putih susu Bacill negatif
isoetifolium
tidak berombak . . . )
(sn SI-2 beraturan besar naik putih susu Bacill negatif
SI-3 Bulat utuh cembung Kuning Bacill negatif
Sl-4 b tidak lobate datar putih susu Coccus negatif
eraturan
SI-5 Bulat utuh naik putih susu Bacill negatif
SI-6 Fllamsentou filiform datar abu-abu Bacill negatif
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Tabel 1

Lanjutan
SI-7 Bulat berombak Naik Orange Bacill negatif
besar
SI-8 Bulat utuh Cembung punhsgsu Bacill Negatif
mengkilat

. putih

SI-9 b tidak lobate Datar keabu- Bacill negatif
eraturan
abuan
Keterangan : “-“ Isolat bakteri tidak tumbuh atau terkontaminasi

Tabel 1 menunjukkan bahwa dari 54 isolat, 11 diantaranya tidak diamati
morfologi selnya, karena isolat bakteri mengalami kontaminasi dan hanya ada
satu koloni pada saat pengenceran sehingga sulit untuk memurnikannya
kembali. Berdasarkan hasil pengamatan morfologi sel dari keenam lamun yang
berasal dari Pulau Bonebatang pada umumnya bakteri asosiasi yang ditemukan
berbentuk bacill dan coccus kecuali pada lamun Enhalus acoroides ditemukan
bakteri berbentuk spiral dan comma.

Banyaknya jumlah dan jenis isolat bakteri yang terisolasi dari daun lamun
sangat dipengaruhi oleh ketersediaan nutrien bagi bakteri di perairan tempat
lamun tersebut tumbuh (Railkin, 2004) dan kandungan bahan bioaktif pada
tumbuhan tersebut yang dapat menghambat penempelan bakteri termasuk
bakteri epifit patogen (Larkum et al., 1989 dan Ravikumar et al., 2010).

Proses asosiasi tumbuhan lamun dengan bakteri dimulai dari kehadiran
bakteri pada perairan di lingkungan sekitarnya. Prosesnya diawali dari
penempelan materi organik pada permukaan tumbuhan lamun sebagai inangnya
maka tahap selanjutnya bakteri tersebut akan memproduksi bahan
eksopolisakarida (EPS) yang akan memperkuat penempelannya. Penolakan
penempelan bakteri tertentu dapat terjadi jika tumbuhan lamun sebagai inangnya
menghasilkan metabolit sekunder yang dapat menghambat penempelan bakteri
tersebut. EPS juga berfungsi sebagai perekat hubungan antara bakteri yang
satu dengan bakteri yang lain dan dapat menarik bakteri lain yang cocok untuk

dapat hidup bersimbiosis. Pada tumbuhan inang, kehadiran EPS tersebut dapat
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berfungsi antara lain untuk melindungi diri dari fluktuasi suhu dan kehadiran sinar
ultraviolet yang dapat membahayakan dirinya (Ramamoorthy et al., 2001).
Penelitian Riniatsih dan Setyati (2009) memperlihatkan bahwa ekstrak dan
serbuk dari jenis lamun Thalassia hemprichii menunjukkan bioaktivitas terhadap
dua bakteri patogen. Hal ini memungkinkan kurangnya bakteri asosiasi yang
ditemukan pada jenis lamun tersebut. Selain itu, faktor lingkungan juga
merupakan salah satu faktor penting yang dapat menentukan banyaknya jumlah
bakteri pada lamun. Kondisi nutrien yang cukup rendah akan menyebabkan
bakteri cenderung untuk melekat ke permukaan padat dalam hal ini lamun.
Dengan kondisi demikian, kesempatan bakteri untuk medapatkan nutrisi menjadi

lebih tinggi (Dewanti dan Haryadi, 1997).

B. Uji Antibakteri Ekstrak Isolat Bakteri Asosiasi Lamun

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak dari 54 isolat bakteri
asosiasi lamun yang diuji aktivitas antibakterinya, terdapat tujuh isolat bakteri
yang ekstraknya mempunyai zona bening terhadap bakteri uji Staphylococcus
aureus yaitu bakteri yang berasosiasi dengan Enhalus acoroides, Halodule
uninervis, Cymodocea rotundata dan Thalassia hemprichii. Akan tetapi, yang
memiliki potensi sebagai antibakteri untuk bakteri Staphylococcus aureus hanya
didapatkan dari ekstrak isolat bakteri yang berasosiasi dengan lamun Enhalus
acoroides dengan kode isolat EA7, EA1l1 dan EA12. Zona hambat yang
dihasilkan EA7, EA1l dan EA12 mendekati diameter zona hambat yang
dihasilkan kontrol positif (+). Hasil uji aktivitas antibakteri dari ekstrak bakteri
asosiasi lamun di Pulau Bonebatang Perairan Kota Makassar dapat dilihat pada

tabel berikut:
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Ekstrak isolat bakteri lamun Enhalus acoroides, Halodule uninervis,
Cymodocea rotundata dan Thalassia hemprichii hanya memiliki zona hambat
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia coli tidak dapat
dihambat.

Hal ini kemungkinan besar terjadi karena adanya perbedaan tingkat
ketebalan struktur dinding sel dari masing-masing bakteri uji. Pelczar dan Chan
(1988), menyatakan bahwa E. coli merupakan bakteri Gram negatif yang struktur
dinding selnya terdiri dari tiga lapis, sedangkan bakteri S. aureus adalah bakteri
Gram positif yang berdinding sel berlapis tunggal. Struktur dinding sel bakteri S.
aureus yang berlapis tunggal dan relatif sederhana akan memudahkan
masuknya zat-zat yang dapat merusak sel bakteri, sedangkan bakteri E. coli
struktur dinding selnya berlapis tiga. Membran luar berfungsi sebagai penyaring
molekul dan merupakan membran asimetrik yang terdiri dari lapisan fosfolipid,
lipopolisakarida, lipoprotein dan protein, sehingga molokul dari luar tidak mudah
masuk. Selain itu, bakteri Gram negatif memiliki endotoksin berupa polisakarida
yang pada keadaan tertentu bersifat toksik yang mampu mengeluarkan molekul
yang akan masuk ke sel.

Menurut Jawetz (1998), ketahanan bakteri Gram negatif dan Gram positif
terhadap senyawa antibakteri berbeda-beda. Perbedaan kesensitifan bakteri
Gram positif dan Gram negatif berkaitan dengan struktur dalam dinding selnya,
seperti jumlah peptidoglikan (adanya reseptor, pori-pori dan lipid), sifat ikatan
silang dan aktivitas enzim autolitik. Komponen tersebut merupakan faktor yang
menentukan penetrasi, pengikatan dan aktivitas senyawa antimikroba.

Mekanisme penghambatan antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri dapat
berupa kerusakan dinding sel yang mengakibatkan lisis atau penghambatan
sintetis dinding sel, pengubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga

menyebabkan keluarnya bahan makanan melalui dinding sel, denaturasi protein
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sel dan perusakan sistem metabolisme di dalam sel dengan cara penghambatan
kerja enzim intraseluler (Pelczar dan Reid, 1972).

Struktur dinding sel bakteri Gram positif 90% dari dinding selnya terdiri dari
lapisan peptidoglikan, sedangkan lapisan tipis lainnya adalah asam teikoat.
Asam teikoat mengandung unit-unit gliserol atau ribitol yang terikat satu sama
lain oleh ester fosfat dan biasanya mengandung gula lainnya serta D-alanin
(Fardiaz, 1989). Selain mengandung asam teikoat, dinding sel bakteri Gram
positif juga mengandung asam teikuronat yang bermuatan negatif. Molekul ini
bersama lipoteikoat membentuk mikrofibril yang memudahkan pelekatan
(Madigan dan Martinko, 2003), sedangkan pada bakteri Gram negatif memiliki
lapisan luar dinding sel yang mengandung 5-10% peptidoglikan, selebihnya
terdiri dari protein, lipopolisakarida dan lipoprotein. Lipopolisakarida (LPS) tidak
hanya terdiri dari fosfolipid, tetapi juga mengandung polisakarida dan protein.
Dinding sel bakteri Gram negatif mengandung tiga polimer yang terletak di luar
lapisan peptidoglikan, yaitu lipoprotein, porin matriks dan lipopolisakarida.
Lipopolisakarida dinding sel bakteri Gram negatif terdiri atas suatu lipid kompleks
yang disebut lipid A (Madigan dan Martinko, 2003).

Zona hambat ekstrak bakteri asosiasi lamun yang terlihat pada tabel 2 lamun
Enhalus acoroides aktivitas antibakterinya cenderung lebih tinggi dibandingkan
dengan jenis lain. Hal ini pula ditemukan oleh Marhaeni (2011) bahwa potensi
antibakteri dari bakteri asosiasi lamun Enhalus acoroides sebagai penghambat
terjadinya biofouling di laut. Tingginya aktivitas antibakteri bakteri asosiasi E.
acoroides dibanding dengan yang lainnya kemungkinan disebabkan oleh
besarnya gangguan yang dialami oleh bakteri tersebut. Pada lamun E.
acoroides ditemukan bakteri berbentuk spiral dan comma (pada umumnya

bakteri berbentuk spiral dan comma adalah patogen).
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Kemampuan isolat bakteri yang berasosiasi dengan lamun dalam
menghambat pertumbuhan mikroba target, merupakan bentuk aktivitas antagonis
yang dilakukan dengan menghasilkan kandungan senyawa yang bersifat
antimikrobial. Biosintesis senyawa antimikrobial berperan penting dalam proses
pelekatan, kolonisasi target hingga kompetisi dalam mendapatkan ruang dan
nutrisi dengan mikroba lainnya (Long dan Farook, 2001; Romanengko et al.,
2008).

Kandungan senyawa yang bersifat antimikrobial berasal dari metabolit
sekunder. Pembentukan metabolit sekunder diatur oleh nutrisi, penurunan
kecepatan pertumbuhan, inaktivasi enzim dan induksi enzim. Keterbatasan
nutrisi dan penurunan kecepatan pertumbuhan akan menghasilkan sinyal yang
mempunyai efek regulasi sehingga menyebabkan diferensiasi kimia (metabolit
sekunder) dan diferensiasi morfologi (morfogenesis) (Demain, 1998).

Umumnya metabolit sekunder yang dihasilkan mikroba berfungsi dalam
sistem pertahanan sekaligus pengaktivasi jalur penting untuk pertahanan diri
(aktivator metabolit). Simbiosis yang menghasilkan metabolit sekunder dapat
dipicu karena adanya halangan lingkungan biotik. Pada mikroba laut, kondisi
lingkungan dengan nutrisi terbatas menyebabkan penggunaan karbon oleh
mikroba laut dam metabolit selular tidak digunakan untuk pertumbuhan sel
melainkan karbon yang tersedia akan digunakan produksi metabolit sekunder
(Barry dan Waimwright, 1997). Nitrogen juga berperan dalam produksi metabolit
sekunder mikroba (Chakraburtty dan Bibb, 1997). Berdasarkan pengukuran
parameter nitrat yang dilakukan, memperlihatkan bahwa kandungan nitrat
sebesar 0,11 mg/l (Gambar 11). Menurut Wetzel (1983), perairan yang memiliki

kandungan nitrat sebesar 0-1 mg/I termasuk dalam perairan oligotrofik.
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Hasil pengukuran terhadap zona bening disekitar paper disk didapatkan
jenis-jenis lamun secara berurut memiliki zona hambat paling besar yaitu dari
ekstrak isolat bakteri Enhalus acoroides, Halodule uninervis, Cymodocea
rotundata dan Thalassia hemprichii (Lampiran 10).

Hasil uji One-way Anova menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata
daya hambat antibakteri dari ekstrak isolat bakteri asosiasi lamun antar jenis
lamun pada taraf a = 0,05 (P<0,05) (Tabel 4 dan Lampiran 10).

Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri
isolat bakteri asosiasi lamun E. acoroides berbeda nyata dengan isolat bakteri
dari C. rotundata dan T. hemprichi, sedangkan kontrol positif berbeda nyata
dengan aktivitas antibakteri dari bakteri asosiasi pada ketiga lamun tersebut di

atas (Gambar 12 dan Lampiran 10).

Zona Hmbat (mm)
o - N w B (6] (o] ~ oo

b b
Ea Hu Cr Th

JenisLamun
Gambar 12. Diamater zona hambat bakteri pada tiap jenis lamun (Huruf
yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan a=

0,05)

Diameter zona hambat Enhalus acoroides menunjukkan nilai yang
mendekati diameter zona hambat kontrol positif (+), sehingga ekstrak bakteri
isolat dari jenis Enhalus acoroides memiliki potensi sebagai antibakteri. Hasil uji

antibakteri yang paling baik terlihat pada jenis lamun Enhalus acoroides untuk
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bakteri S. aureus, sedangkan daya hambat dari jenis lamun lain yang masih
dapat menghambat pertumbuhan S. aureus vyaitu jenis Halodule uninervis
(Lampiran 10). Hal ini kemungkinan karena medium (NB) yang digunakan pada
saat ekstraksi isolat bakteri mengandung aquades yang bersifat polar sehingga
jika lamun memiliki kandungan senyawa yang bersifat polar maka akan terjadi
penarikan senyawa metabolit sekunder dari ekstrak isolat bakteri lamun.
Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan komponen yang diinginkan dari
suatu bahan ataupun proses pemisahan satu atau beberapa zat yang diinginkan
dari campurannya dengan bantuan pelarut. Zat yang akan diekstrak hanya
dapat larut dalam pelarut yang digunakan, sedangkan zat lainnya tidak akan
larut. Bahan pelarut mengalir ke dalam ruang sel sehingga menyebabkan
protoplasma membengkak dan menyebabkan kandungan sel akan berdifusi ke

luar sel (Achmadi, 1992).
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V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan
1. Bentuk morfologi koloni isolat bakteri yang didapatkan dari bakteri asosiasi
berbagai jenis lamun adalah akar, titik, bulat, tidak teratur, berserabut,
muraloid dan filamentous. Bentuk sel isolat bakteri yang didapatkan adalah
coccus, comma, spiral dan bacill. Semua isolat bakteri asosiasi lamun yang

didapatkan termasuk dalam golongan Gram negatif (-).

2. Terdapat tujuh ekstrak isolat bakteri yang memiliki zona bening terhadap
bakteri Staphylococcus aureus yaitu bakteri yang berasosiasi dengan E.
acoroides, H. uninervis, C. rotundata dan T. hemprichii. Akan tetapi, hanya
terdapat tiga ekstrak isolat bakteri yang berasoasi dengan lamun Enhalus
acoroides yang aktif memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap bakteri

Staphylococcus aureus.

B. Saran
Isolat bakteri asosiasi lamun E. acoroides mempunyai potensi sebagai
antibakteri terhadap bakteri S. aureus, untuk penerapannya perlu dilakukan

penelitian lanjutan identifikasi ketiga isolat bakteri tersebut.
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