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 Bab IV
 Hasil dan Pembahasan
 A. Isolasi Bakteri
 Sampel yang digunakan adalah bakteri simbion
 penghasil pigmen yang diisolasi dari lamun Enhalus
 acoroides. Sampel lamun diambil dari perairan Teluk
 Awur, Jepara pada kedalaman 50 cm. Alasan pemilihan
 lamun sebagai sampel karena lamun termasuk
 organisme fotosintetik yang umumnya memiliki pigmen
 klorofil dan karotenoid. Diduga pada lamun E.acoroides
 juga terdapat bakteri yang dapat memproduksi pigmen
 yang sama seperti inangnya. Proses isolasi
 mendapatkan 7 koloni bakteri yang memiliki morfologi
 yang berbeda dan hanya satu bakteri yang berwarna
 (Tabel 1). Koloni bakteri tersebut kemudian dimurnikan
 hingga didapatkan koloni tunggal (Gambar 3).
 Tabel 1. Hasil Isolasi Bakteri Simbion Lamun
 E. acoroides
 No Kode
 Isolat
 Identifikasi Morfologi Koloni
 Bentuk Warna Tekstur
 1 EAEJ1 Bulat Oranye Cembung
 2 EAEJ2 Tak Beraturan Putih Susu Cembung
 3 EAEJ3 Bulat Putih Susu Datar
 4 EAEJ4 Bulat Putih Susu Cembung
 5 EAEJ5 Tak Beraturan Putih Bening Datar
 6 EAEJ6 Bulat Putih Bening Datar
 7 EAEJ7 Tak Beraturan Putih Susu Datar
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 Gambar 3. Hasil purifikasi bakteri EAEJ1
 B. Produksi Bakteri
 Bakteri penghasil pigmen yang didapatkan
 diperbanyak dengan cara Scale up. Proses Scale up
 menggunakan medium Zobell cair dan dilakukan
 secara bertingkat yang bertujuan untuk memperoleh
 sel bakteri dalam jumlah banyak. Proses Scale up
 menghasilkan sel bakteri sebanyak 2 gram. Selanjutnya
 sel bakteri yang didapat diekstraksi dengan metode
 maserasi.
 C. Ekstraksi Pigmen
 Sampel pigmen diekstraksi dari sel – sel baktri
 menggunakan metanol dingin (Radjasa, 2007). Metanol
 digunakan untuk ekstraksi karena metanol bersifat
 universal dan dapat melarutkan pigmen dari jenis
 karotenoid. Metanol juga dapat memecah antara
 pigmen dan protein sehingga pigmen mudah diekstrak
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 dari sel bakteri. Ekstraksi dilakukan dengan botol vial
 yang dibugkus dengan alumunium foil yang bertujuan
 untuk mencegah pigmen terdegradasi oleh cahaya. 2
 gram berat basah sel bakteri EAEJ1 menghasilkan
 ekstrak pigmen sebanyak 0,1091 gram ekstrak pigmen
 (Gambar 4). Pigmen yang terlag diekstrak dikeringkan
 menggunakan gas nitrogen. Proses pengeringan
 dilakukan menjaga kestabilan pigmen. Ekstrak pigmen
 dapat rusak apabila terlalu lama berada didalam
 pelarut. Setelah kering, pigmen dapat disimpan terlebih
 dahulu di freezer sebelum dianalisa. Tahap selanjutnya
 ekstrak pigmen dilarutkan kembali untuk diidentifikasi
 kandungan pigmennya dan untuk uji aktivitas
 antioksidan dan antimikroba patogen.
 (1) (2)
 Gambar 4. Hasil ekstraksi pigmen bakteri EAEJ1, (1)
 Larutan Pigmen, (2) Pigmen Kering.
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 D. Identifikasi Pigmen
 Kandungan pigmen dalam ekstrak kasar bakteri
 EAEJ1 diidentifikasi menggunakan High Performance
 Liquid Chromatohraphy (HPLC). Hasil analisis pigmen
 menggunakan HPLC menunjukan terdapat tiga puncak
 kromatogram yang mendominasi. Ketiga puncak
 tersebut menunjukkan adanya tiga komponen senyawa
 pigmen yang terdapat pada ekstrak pigmen yang
 dihasilkan oleh bakteri EAEJ1. Masing – masing
 puncak kromatogram memiliki pola spektra yang
 berbeda – beda (Gambar 5).
 Gambar 5. Kromatogram dan pola spektra ekstrak
 pigmen bakteri EAEJ1
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 Pola spektra ini menunjukkan jenis pigmen yang
 terdapat pada ekstrak tersebut. Pigmen yang terdapat
 dalam ekstak pigmen dari bakter EAEJ1 memiliki
 serapan pada panjang gelombang 300 – 600 nm yang
 menunjukkan pigmen termasuk golongan karotenoid.
 Komposisi pigmen yang terdapat dalam ektrak tersebut
 adalah Fukosantin, Astaksantin dan Diadioksantin.
 (1) (2) (3)
 Gambar 6. Pola spektra ekstrak pigmen bakteri EAEJ1,
 (1) Fukosantin, (2) Astaksantin, (3) Diadinoksantin.
 Fukosantin merupakan pigmen karotenoid golongan
 santofil yang memiliki rumus molekul C42H58O6. Pigmen
 fukosantin yang bersifat polar banyak ditemukan pada
 rumput laut, terutama dari alga coklat seperti pada
 Sargassum. Jenis pigmen kedua yang diterkandung di
 dalam ekstrak kasar bakteri EAEJ1 adalah Astaksantin.
 Pigmen astaksantin (3,3’-dihyroxy-β,β-carotene-4,4’-
 dione) merupakan pigmen dari golongan santofil
 umumnya berwarna orange atau merah. Astaksantin
 memiliki rumus molekul C40H52O4 tersusun atas 40
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 atom karbon terhubung dengan ikatan tunggal dan
 rangkap membentuk rantai fitoen (Visser et al., 2005).
 Rantai fitoen pada astaksantin diawali dan diakhiri
 cincin ionon. Astaksantin termasuk dalam golongan
 santofil karena memiliki oksigen pada cincin ionon.
 Pigmen Astaksantin banyak ditemukan pada organisme
 laut seperti pada udang dan kepiting. Jenis pigmen
 ketiga yang mendominasi pada ekstrak pigmen bakteri
 EAEJ1 adalah Diadioksantin. Diadioksantin merupakan
 pigmen dari golongan santofil yang memiliki rumus
 kimia C40H54O3. Pada awal dan akhir rantai memiliki
 cincin ionon yang terdapat oksigen, sehingga pigmen ini
 termasuk dalam karotenoid golongan santofil yang
 bersifat lebih polar.
 E. Uji Aktivitas Antioksidan
 Uji aktivitas antioksidan dilakukan untuk
 mengetahui potensi ekstrak pigmen karotenoid sebagai
 sumber senyawa antioksidan alami. Larutan β –
 Karoten digunakan sebagai kontrol positif untuk
 membandingkan kemampuan antioksidan ekstrak
 pigmen. Larutan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
 digunakan dalam uji aktivitas antioksidan. DPPH
 digunakan sebagai radikal bebas yang sering
 digunakan untuk mengetahui aktivitas scavanging
 radikal bebas (Duan et al., 2010). Indikator aktivitas
 antioksidan terlihat dari dekolorisasi warna DPPH yang
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 berwarna ungu pekat menjadi kuning (Gambar 7).
 Semakin kuning warna larutan sampel menunjukkan
 adanya aktivitas antioksidan yang tinggi. Selanjutnya
 nilai % peredaman dihitung untuk mengetahui nilai
 IC50. Perhitungan hasil uji aktivitas antioksidan dari
 ekstrak pigmen bakteri EAEJ1 tersaji pada Tabel 2.
 Gambar 7. Hasil uji aktivitas antioksidan
 (1) β – Karoten, (2) Ekstrak pigmen EAEJ1
 Tabel 2. Hasil uji antioksidan β-Karoten dan ekstrak
 pigmen EAEJ1
 Absorbansi Kontrol
 Konsentrasi (ppm)
 Absorbansi % Peredaman
 β-Karoten Ekstrak
 Pigmen
 β-Karoten Ekstrak
 Pigmen
 1,032 100 0,545 0,566 47,19 45,16
 250 0,428 0,475 58,53 53,97
 500 0,278 0,408 73,06 60,47 750 0,188 0,369 81,78 64,24
 1000 0,137 0,283 86,72 72,58
 Hasil uji antioksidan menunjukkan nilai IC50 dari
 β – Karoten sebagai kontrol positif sebesar 77,44 ppm,
 sedangkan nilai IC50 dari sampel sebesar 193,70 ppm.
 Nilai IC50 dari sampel lebih besar dari pada nilai IC50
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 β – Karoten yang digunakan sebagai kontrol positif
 (Gambar 8). Semakin kecil nilai IC50 maka kemampuan
 menangkap radikal bebas semakin besar,
 menunjukkan aktivitas antioksidan semakin tinggi.
 Senyawa antioksidan dapat diklasifikasikan
 berdasarkan nilai IC50. Senyawa antioksidan kuat jika
 nilai IC50 50 – 100 ppm, antioksidan sedang 100 – 150
 ppm dan senyawa antioksidan lemah nilai IC50 berkisar
 150 – 200 ppm (Molyneux, 2004).
 Gambar 8. Nilai IC50 β – Karoten dan ekstrak pigmen
 EAEJ1
 Larutan pigmen β – Karoten tergolong senyawa
 antioksidan kuat karena nilai IC50 sebesar 77,44 ppm,
 sedangkan ekstrak pigmen tergolong senyawa
 antioksidan lemah karena IC50 bernilai 193,70 ppm.
 Kondisi ini kemungkinan besar disebabkan karena
 77,44
 193,70
 0,00
 50,00
 100,00
 150,00
 200,00
 250,00
 β-Karoten Ekstrak Pigmen
 Kon
 sen
 trasi
 IC
 50
 (pp
 m)
 Sampel
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 pada ekstrak pigmen masih merupakan ekstrak kasar,
 sedangkan β – Karoten adalah senyawa murni.
 Senyawa – senyawa lain yang terdapat dalam ekstrak
 kasar dapat bersifat saling sinergis maupun antagonis.
 Jika bersifat sinergis dapat meningkatkan aktivitas
 antioksidannya. Sebaliknya, jika bersifat antagonis
 akan dapat menurunkan aktivitas antioksidannya.
 Kemampuan antioksidan dari ekstrak pigmen dapat
 meningkat apabila dilakukan pemurnian pada ekstrak
 pigmen hingga didapatkan senyawa murni.
 Pigmen karotenoid yang telah dilaporkan
 memiliki aktivitas antioksidan dapat berfungsi sebagai
 quencher. Karotenoid dapat merubah singlet oksigen
 yang dapat menimbulkan kerusakan pada sel menjadi
 triplet oksigen yang tidak berbahaya. Karotenoid
 tergolong dalam senyawa antioksidan sekunder karena
 mekanisme kerjanya mengikat singlet oksigen dan
 merubahnya menjadi triplet oksigen. Karotenoid yang
 tereksistasi melepaskan energi panas dan kembali lagi
 menjadi karotenoid stabil. Selain itu, Karotenoid
 memiliki kelebihan yaitu dapat memperbaiki kerusakan
 sel yang diakibatkan oleh radikal bebas.
 F. Uji Aktivitas Antimikroba Patogen
 Bakteri Escherichia coli dipilih untuk mewakili
 golongan bakteri gram negatif sedangkan
 Staphylococcus aureus mewakili bakteri gram positif.
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 Selain itu, bakteri yang digunakan adalah bakteri MDR
 yang sudah resisten terhadap beberapa golongan
 antibiotik komersial. Sedangkan jamur patogen yang
 digunakan Candida albicans merupakan jamur
 penyebab penyakit keputihan dan Aspergilus flavus
 penyebab aspergilosis. Hasil uji aktivitas antimikrobial
 patogen menunjukkan bahwa ektrak pigmen memiliki
 kemampuan untuk menghambat pertumbuhan tiga
 dari empat mikrobial patogen (Tabel 3). Ekstrak yang
 mampu menghambat pertumbuhan mikrobial patogen
 ditandai dengan adanya zona bening yang terbentuk
 disekitar paper disk yang telah ditetesi ekstrak (Gambar
 9). Semakin lebar zona yang muncul menunjukkan
 kemampuan ekstrak sebagai antimikroba patogen
 semakin kuat.
 Tabel 3. Hasil uji aktivitas antimikrobial ekstrak
 pigmen EAEJ1
 No Konsentrasi
 Ekstrak
 (ppm)
 Lebar Zona hambat (mm)
 E.coli S.aureus C. albicans A. flavus
 1 Metanol
 (Kontrol -)
 - - - -
 2 100 - - 10,683 + 0,259 10,667 + 0,141
 3 250 - - 10,717 + 0,118 10,867 + 0,047
 4 500 8,317 + 0,164 - 11,700 + 0,047 11,017 + 0,118
 5 750 10,118 + 0,026 - 11,850 + 0,071 11,217 + 0,165
 6 1000 11,630 + 0,141 - 13,300 + 0,377 11,550 + 0,448
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 Gambar 9. Hasil uji aktivitas antimikrobial patogen
 (1) E. coli, (2) S. aureus, (3) C. albicans, (4) A. flavus
 Ekstrak dapat menghambat pertumbuhan bakteri
 E. coli (MDR) serta Jamur A. flavus dan C. albicans,
 sedangkan tidak dapat menghambat pertumbuhan
 bakteri S. aureus (MDR). Ekstrak pigmen dari bakteri
 S. siamensis tergolong senyawa antibakteri spektrum
 sempit. Ekstrak hanya dapat menghambat bakteri
 E.coli yang merupakan bakteri gram negatif namun
 tidak dapat menghambat S. aureus yang merupakan
 bakteri gram positif. Sebagai senyawa antibakteri
 ekstrak pigmen EAEJ1 tergolong bakteriostatik karena
 ekstrak pigmen EAEJ1 hanya dapat menghambat
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 pertumbuhan bakteri tetapi tidak mematikan bakteri
 uji. Hal ini ditunjukkan pada pengamatan 24 jam
 kedua terdapat bakteri uji yang tumbuh pada zona
 bening di sekitar paper disk. Ekstrak pigmen memiliki
 potensi sebagai senyawa antibakteri dan anti jamur
 karena dapat menghambat pertumbuhan 1 jenis
 bakteri dan 2 jenis jamur uji.
 G. Identifikasi Bakteri
 Identifikasi bakteri EAEJ1 menggunakan metode
 PCR 16S rDNA. Band DNA yang terlihat pada
 visualisasi hasil Gel Elektroforesis (Gambar 10)
 menunjukkan proses amplifikasi berhasil dilakukan.
 Gambar 10. Visualisasi hasil Amplifikasi DNA.
 (M) Marker, (2) DNA bakteri EAEJ1.
 Hasil amplifikasi memiliki panjang basa sekitar
 1500 bp. Semakin terang band DNA menunjkkan
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 Virgibacillus chiguensis
 Virgibacillus sediminis
 Oceanobacillus caeni
 Bacillus coahuilensis
 Bacillus kribbensis
 Bhargavaea cecembensis
 Brevibacterium halotolerans
 Bacillus altitudinis
 Bacillus pumilus
 Staphylococcus piscifermentans
 Staphylococcus simulans
 Jeotgalicoccus halotolerans
 Jeotgalicoccus psychrophilus
 Salinicoccus kunmingensis
 Salinicoccus albus
 EaEJ 01
 Salinicoccus siamensis
 Brevibacterium oceani
 Brevibacterium otitidis100
 100
 100
 95
 52
 94
 100
 100
 100
 52
 75
 95
 51
 46
 98
 36
 konsentrasi DNA teramplifikasi yang tinggi. Produk PCR
 selanjutnya dimurnikan dan disekuensing untuk
 mendapatkan urutan basa nukleotida dari bakteri
 EAEJ1. Urutan basa nukleotida hasil sekuensing
 selanjutnya digunakan untuk menentukan spesies
 bakteri.
 Tabel 4. Hasil BLAST Homologi Bakteri EAEJ1
 No Kode
 Isolat
 Panjang
 Sekuen
 (bp)
 Nama
 Bakteri
 Homologi Accession
 Number
 1 EAEJ1 1358 Salinicoccus
 siamensis
 98 % LC062623
 Gambar 11. Pohon Filogenetik Bakteri EAEJ1

Page 14
                        

39
 Hasil identifikasi molekuler menunjukkan bakteri
 EAEJ1 identik dengan bakteri Salinicoccus siamensis
 dengan homologi sebesar 98 % (Tabel 4). Nilai homologi
 diatas 97 % menunjukkan kemiripan bakteri pada
 tingkat spesies (Hagstrӧm et al., 2000). S. siamensis
 merupakan bakteri yang tergolong bakteri gram positif
 yang akan berwarna ungu pada proses pengecatan
 gram. Genus Salinicoccus termasuk golongan bakteri
 halotoleran dan ditemukan pada lingkungan asin,
 seperti pada air laut, organisme laut lainnya, tanah dan
 sedimen.
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