Sy E ifﬁ'ﬂ > A ; ;‘“"i‘ﬂ‘?! PENOTiARRD, ﬁ“‘nTIHIﬂTIK |

N R
.ﬁ Ii._rii"' ll l- .:"fﬂl li' -' --.- l":?i : :} -—!".-':' l.:'r JEFESS )
¥ T - e S ; S O S LHLEE Dl W e I o
PP LT frig A ;:.--?.L'i_-"'*. Wl 1AV

JAY B I AT ';i_: Loy
Rl - € F " al1s
LR R gl L___"_' RN IR R W

Tal. Terima ]' ?T'

ﬂ«!ﬁd Pl |
.Q.:.'-]Fﬂar} P—iti'. r{,!_?,.ﬁﬁ -'2
Banyzkaya J f exp =

Harpa A‘Tﬁﬂ"’.«"ﬂé ———
___'-__-"'"-—-——.---

Mo, Inventaris 22 I I—
L UL T T N o g "?"" T —— ‘
""" ¢ T8It I

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS BASANUDDIN
MAKASSAR
2002 -



SKRIPSI

Oleh :
JAFRIATI
H 411 97 006

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS HASANUDDIN
MAKASSAR
2002



ISOLASI BAKTERI PENGHASIL ANTIBIOTIK

PADA Thalassia hemprichii ( Turtle Grass )
DARI PULAU BARANG LOMPO

Oleh :

JAFRIATI
H 411 97 006

skripsi untuk melengkapi tugas dan memenuhi
Syarat untuk memperoleh

Gelar sarjana

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS HASANUDDIN
MAKASSAR
2002

iii



ISOLASI BAKTERI PENGHASIL ANTIBIOTIK
PADA Thalassia hemprichii ( Turtle Grass )
DARI PULAU BARANG LOMPO

Disetujui Oleh :

Pembimbing Utama

Pembimbing Pertama
- E >
T
(DR. Dimyﬂh R. Husain, DEA) (Dra=H]- Faizah S. Haruna, MS)

NIP. 131 570 872 NIP. 130 350 845

Pada fanggal : Mei 2002

v



UCAPAN TERIMA KASIH

el

Segala puji hanyalah milik Allah Azza wa jalla, atas limpahan nikmat dan
karunia-Nya sehingga skripsi ini dapat diselesaikan sebagai salah satu persyaratan
wajib untuk memperoleh gelar sarjana Biologi Fakultas MIPA Universitas
Hasanuddin,

Mengawali ucapan terima kasih ini, penulis menyampaikan rasa hormat
dan terima kasih yang tulus dan tiada terhingga pada mama dan papa tercinta
yang telah merawat dan membimbingku dengan penuh kasih sayang serta
senantiasa memberikan motivasi moril, bantuan material, semangat dan doa yang
tulus kepada penulis, juga buat kak Jafar, adik Anton dan adik Ryan vang
tersayang atas dukungannya selama ini.

Perkenankan penulis menyampaikan ucapan terima kasih dan penghargaan
yang setinggi-tingginya kepada lbu DR. Dirayah R. Husain, DEA sebagali
pembimbing utama dan Ibu Dra. Hj. Faizah S. Haruna, MS sebagai pembimbing
pertama yang telah meluangkan waktu dan pikirannya untuk memberikan
bimbingan dan saran-saran yang sangat membantu dalam pelaksanaan penelitian
dan penyelesaian skripst ini.

Selanjutnya penulis mengucapkan terima kasih vang sebesar-besarnya

kepada :



|. ‘Bapak Dekan FMIPA Universitas [Tasanuddin beseria selurub stafl,
2, Ibu DR, Dirayah ‘R Husain, DEA selaku ketua Jurusan Biologi FMIPA

Universilas Hasanuddin.

ad

Ibu Dra. Hj. Faizah 8. Haruna. M selaku penaschal Akadenmk,

4, Bapak dan Ihu dosen Jurusan Hiologi yang tclah menyumbangkan ilmu dan
pengdaman yang tidak ternilai, terotama Bapak Dres, A, Hham Latunea, MUSI,
Drs. Muhtadin dan Eddyman W. IFerial. 5.5i, M.Si.

5. Stal pegawai dan lﬂbumn.-'anlalis, khususnya kepada pak Nas-yang telah banyak
membantu penulis dalam menyclesaikan masaldh. |

6. Rekan-rekan mahasiswa angkatan 97 dan special buat kelompok The King
and | (Lucy, Adnin, Risma, Tanti, Mety) yang kompak-kompak dan
kchersamaannya berbagi suka maupun duka.

7. As Vijay B.Subramaniam yang dengan  ikhlas mengajar bahasa Inggris, juga

buat kak Ira, Devy, Dewi, dan adik lvin yang lercinta serta buat Andy’s

Yuyun, Rodiana, M. Ansar dan Ady Osha atas seg-:i!a dukungannya. Buat

Rasdiana atas kerjasamanya dalarn penelitian.

Skripsi int disusun dengan scpala keterbatasan yang dimiliki, schingga

.mu.'mgkin masih banyak dijumpai kekurangan-kekurangan dalam penulisan, karena

. itu dengan senang hati penulis menerima saran dan kritik yang konstruktif untuk

kesempurnaan penulisan selanjuinya,

Vi



/ Akhirnya, skripsi ini penulis persembahkan kepada Almamater Universitas
Hasanuddin yang tercinta tempat penulis menuntut ilmu pengetahuan dan
wawasan kemahasiswaan, Semoga skripsi ini bermanfaat bagi dunia pendidikan

terutama dalam bidang mikrobiclogi.

Makassar, Mei 2002

Penulis

vii



ABSTRAK

Telah dilakukan penclitian “Isolasi  Bakteri Penghasil  Antibiotik pada
Thalassia hemprichii (Turtle Grass) dari pulau Ezlﬁnng Lompo™ dengan tujuan untuk
mendapatkan  bakteri  penghasil antibiotik  yang  bersimbiosis pada 1 Talossio
frenprichii {Turtle Grass) yang lumbuh di pr:ra.iran pulau Barrang Lompo.

Isolasi bukteri penghasil antibiotik pada  hedessio hemprichii - dilakukan
dengan metode goresan, Penentuan kemampuan dalam menghambal pertumbuhan
mikroba dan pengujian aktifilas antibiotik dilakukan dengan metode difusi. Sampel
difermentasi sclama 7 hari pada shaker dengan intensitas pularan 170 pada suhu
kamar kemudian disentrifus dan diuji pada bakteri Zseherichia eoli, Fibrio cholerac,
Stapitvlococens aurens dan Boedlies subiifis pada mediom GNA d:m- diinkubasi
I x 24 jam pada suhu 32 °C menggunakan kertas disk steril,

Hasil 1solasi diperoleh isolal dari sampel S; yang mempunyai jumlah koloni
lerbanyak yaitu 102 kolonimL pada pengenceran 107 dan dari hasil pengujian
aktifitas antibiotik  bakieri pada Thalassia hemprichii dari sampel $; mempunyai
kemampuan menghambal pertumbuhan bakieri Staphvlococcus aurens dengan zona
hambatan Ih:rh:.:aﬂr (8,0 mm) dan zona hambatan terkecil ditunjukkan oleh sampel §,

(1,00 mm) yang menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio elolerae,
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ABSTRACT

A research on “lsolation of Bacteria Producing Antibiotic Al Thedussia
hemprichii (Turtle grass) from Barrang Lompo Island™ has been done with purpose
was (0 procure bacteria producing antibiotic wl;ich lo symbiosis at Thelussio
femprichii (Turlle grass) o grow in Barrang Lompo Island.

The isolate bacteria’s producing at Thalassia hemprichii done with stretch
method. The rescarch of antibiotic activities were done o fermentation result which
had the biggest inhibition that had done in some dilution with diffusion method,
Sample were fermentated for 7 days at shaker with rotation intensity 170 rpm at
room temperature  than were sentrifused tested with some |11icﬁnnrgn|1is|ﬂ which is
tsehericlie cofi, Vilrio cholerae, Staphylococens aurens and Bousilfus subrilis at
GMA medium were incubated [ x 24 hours at 32 "C using sterile paper disc.

Result from isolating, sample S; isolated which had colony major that is 102
colony/ml al 107" dilution and the result ol inveshgation antibiotic aclivilies bacleria’s
al Tiedlassia hemprichii from sample S; that could inhibil bacteria at Srapfiococous
arreny with  the hig;_.,n:’.sfinhi'hiliﬂn (8,0 mm) and the smaller inhibilion showed by

sample 5 (1,0 mm) which inhibil bacternia st Vibric eholearae,
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BARB I
PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Indonesia sebagai negara kepulauan yang wilayahnya meliputi 70 % laut dihuni
oleh berbagai biota laut baik hewan, tumbuhan dan mikroorganisme. Diantara tumbuhan
tersebut yaitu lamun (sea grass) yang dapat menjadi tempat tumbuh dar jamur dan
bakteri, meskipun organisme tersebut dapat hidup sendiri atau bersimbiosis. "'

Penelitian mengenai manfaat dari lamun telah banyak dilakukan oleh
peneliti-peneliti terdahulu, misalnya kandungan gizi yang meliputi : karbohidrat,
kadar air, protein dan sebagainya®. Dari segi mikrobiologi juga telah banyak diteliti
mengenal mikroorganisme yang hidup sebagai simbion pada lamun. Antara lain para
ahli telah menemukan adanya mikroorganisme yang hidup bersimbiose dengan
lamun dan dapat menghasilkan atan memproduksi metabolit-metabolit tertentu seperti
antibiotik™, Salah satu dari anggota lamun tersebut adalah Thalassia sp®.

Lovell (1966) berhasil mengisolasi bakteri yang hidup bersimbiosis pada
Thalassia sp. Bakteri ters;;hut dapat menghasilkan antibiotik, dimana pada media
pertumbuhan menampakkan morfologi koloni yang berwama kuning'™. Demikian
pula selanjutnya para ahli telah banyak menemwkan mikroorganisme laut yang dapat
menghasilkan antibiotik. Mikroorganisme penghasil antibiotik lainnya juga
ditemukan bersimbiose dengan alga laut dari jenis Sargassum natans dan

Ascophylium nodusum™™.



Thalassia hemprichii banyak ditemukan tumbuh pada padang lamun (sea grass
bed). Melihat kemungkinan potensi yang akan diperoleh tersebut maka kami tertarik
untuk melakukan penelitian mengenai kemungkinan terdapatnya bakteri yang dapat
menghasilkan antibiotik yang hidup bersimbiosis pada Thalassia hemprichii (Turtle

Grass) yang tumbuh di perairan pulau Barrang Lompo.

L2 Maksud Penelitian

Mengisolasi bakteri penghasil antibiotik yang bersimbiosis pada Thalassia

hemprichii (Turtle Grass) yang tumbuh di perairan pulau Barrang Lompo,

L3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri penghasil antibiotik yang
bersimbiosis pada Thalassia hemprichii (Turtle Grass) yang tumbuh di perairan pulau

Barrang Lompo,

L4 Kegunaan Penelitian

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai bakteri
penghasil antibiotik dari Thalassia hemprichii (Turtle Grass), untuk menunjang
pengembangan produksi bahan baku antibiotik dalam negeri dan usaha pengembangan

koleksi bakteri penghasil antibiotik dari perairan tropis.



1

1.5 Lokasi dan Waktu Pengambilan Sampel i

Sampel Thalassia hemprichii diambil dari perairan pulau Barrang Lompo pada
bulan November 2001 dan Maret 2002. Penclitian dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Laboratorium Botani Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan [lmu

Pengetahuan Alam, Universilas Hasanuddin pada Bulan November 2001 sampai dengan

April 2002,



BAR 11

TINJAUAN PUSTAKA

IL.1. Tinjauan umum tentang bakteri

Bakleri merupakan  organisme  mikrouniseluler yang termasuk  kelas
Schizomycetes, bentuk kehidupan bakieri dapat sebagai soliter yang bebas, berkoloni,
bersimbiosis, parasit ataupun bersifat patogen pada manusia., hewan dan tumbuhan,
Ukuran bakteri bervariasi tergantung pada specics dan fase perlumbuhannya, Pada
umumnya mempunyal diameter antara (0,2 2,0 pm dan panjang 0,2 - 250 pm,

Berdasarkan bentuk morfologi, sel bakteri digolongkan menjadi tiga golongan
yaitu berbentuk basil, kokus dan spiral, Bakieri berkembang biak sceara vepetatil atau
aseksual. Pembiakan ini berlangsung s&n#ai cepat jika keadaan di sekelilingnya
memungkinkan seperti pll medium, subu dan komposisi medium, Reproduksi secara
aseksual dengan pembelahan yaitu dari satu sel menjadi dua sel anak.

Habitat bakteri tersebar luas di alam, di dalam tanah, di udara, di air, di tempat-
tempat tertentu seperti pada sumber-sumber air panas, sedimen laut, di dalam tubuh
manusia, hewan dan tumbuh-tumbuban, Kepadatan populasi ataupun jumlah individu
dan jenis bakteri dipengaruhi oleh kondisi lingkungan,

I 2. Tinjauan Umum Bakteri Laut

Pelczar dan Chan (1977)"", menyatakan bahwa mikroorganisme dalam suatu

lingkungan akuatik laut dapat ditemukan pada semua kedalaman mulai dari permukaan

sampai dasar lautan, dan populasi terbesar mikroorganisme akan  menghuni lapisan



teratas (kolom air) dan pada permukaan sedimen. Kehadiran bakteri di dalam air,

kadang-kadang dapat pula mendatangkan kerugian. H-:bcrapa. kelompok bakteri sl:rin;
dikuatirkan bila berada dalam badan air karena dapat menjadi penyebab berbagai
penyakil. Bakteri terscbut antara lain adalah Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio sp, juga
kadang dapat ditemukan bakteri penghasil toksin atau racun yang sangat berbahaya
sepertl  Clostridium,  Psewdomonas,  Staphylococens, Salmonella dan jenis bakten
lainnya!"'™,

Bakteri mempunyai peranan penting di laut, yaitu berfungsi scbagai pengatur
proses biokimia dan geologi. Bakteri dapal berperan pada proses dekomposisi dari
tumbuhan dan sisa-sisa hewan laut, sclanjutnya akan membebaskan mineral-mineral
untuk organisme lainnya. Proses terscbut merupakan siklus biogeokimia di laut. Siklus
sulfur, oksidasi amoniak menjadi nitrat melibatkan peran bakteri®,

Menurut Litefield (1976)"", bakteri memerlukan kondisi lingkungan vang baik
untuk pertumbuhannya, schingga bakteri yang hidup di laut akan dipengaruhi beberapa
aspek SJI:-;perli aspek kima, biologis dan aspek geologis. :

Bakteri juga dapat ditemukan scbagai parasit pada ikan-ikan laut dan karang-
karang laut. Beberapa diantaranya hidup aktil’ pada konsentrasi kadar garam yang tinggi
dengan suhu dingin. Menurut Rheinheimer (1991)"", pada umumnya bakteri laut adalah
halofilik, dimana untuk perkembangan yang optimal mercka membutuhkan NaCl,
Berdasarkan kemampuan untuk hidup pada kadar salinitas tertentu maka bakteri laut

dapat dibedakan menjadi tiga kelompok, yaitu®'"":

i



- Baktent halofilik rendah, dimana konsentrasi garam untuk pertumbuhan optimalnya

adalah 2 - 5"/,

- Bakier halofilik sedang, dimana konsentrasi garam untuk pertumbuhan optimalnya

adalah 5 -20"7, .
- Bakters halofilik ekstrim, dimana konsentras garam untuk pertumbuhan optimalnya
adalah 20 - 30"/, .

Sccara umum bakteri laut tumbuh baik pada konsenlrasi garam 25 — 40 Y/,
Disamping bakteri laut yang halofilik, di dalam habital laut Juga terdapat bakleri
halotoleran, yaitu bakteri yang dapat tumbuh (toleran) pada media air tawar' !

Bakteri laut mempunyai karakteristik yang khusus, yaitu berukuran lebih kecil
dibanding yang hidup di daratan, ataupun vang hidup pada susu, pupuk, kotoran, tanah
atau sumber-sumber air tawar lainnya. Umumnya bakten laul termasuk kelompok gram
nepatif, bentuk batang dan sebagian besar bergerak oleh adanya flagella, Pada umumnya
pertumbuhan bakteri laut lambat, bersifal aerob fakultatil dan sedikit yang bersilat
obligat acrob™,

Karakieristik yang menyolok dari sebagian besar bakteri laut yang di kultur
adalah warna koloninya, sckitar 70 % menghasilkan pigmen, dimana 30 % berwarna
kuning atau Jingga, kecoklal-coklatan, merah muda atau hijau. Bakteri laut mempunyai
toleransi yvang besar terhadap suhu. Sedangkan bakieri air tawar dan darat umumnya
lebih sensitif terhadap suhu tinggei™.

Kebanyakan bakteri dapat tumbuh pada pH 4 - 9, namun ada bakteri yang dapat

mbuh pada pH 3 atau lebih rendah. Mikroorganisme lawt memiliki pH optimum 7,2 -

4



7,6 sedangkan pH optimum bakteri akuatik adalah antara 6,5 -~ 8,5. Pada ducrah
permukaan laut pH berkisar antara 8 2" |

Lovelace dalam Austin"®, menyatakan bahwa beberapa bentuk genera bakteri
yang ditemukan, yang paling dominan diternukan adalah f’.;'eudummm.r sp, Vibrio sp,
Favobacterivm sp, Desulfovibrio &0, e N.-‘n-::b:@m 5P
IL.3 Antibiotik
IL.3.1 Perkembangan Antibiotik

Istiluh antibiotik  yang  berasal  dari kata  antibiose.  Antibiose mula-mula
digunakan oleh Voulling pada tahun 1889, yang berarti melawan kehidupan. Dalam
konsep  biologis  diartikan schagal sualu organisme yang dapal mematikan atau
memusnahkan organisme lainnya untuk kelanjutan hidupnya scﬁdiri- Dari kata dasar
inilah berkembang istilah antibiotika''*'*,

Pada tahun 1929, Alcxander Fleming melaporkan bahwa ia telah mengisolasi
suatu jamur Penicillivm notatum  yang mengeluarkan substansi yang menghambat
pertumbuhan Stuphylococcus awrens. Pengamatan dasar ini tetap merupakan hal yang
menarik yang tak berkembang selama 10 tahun sampai seorang ilmuwan Inggris,
Howard Floery dan rckan-rekannya menyiapkan prosedur untuk mengisolasi dan
memurnikan produk jamur yang tidak umum ini, dan kemudian dinamai Penisilin'*,

Menurut Woksman (1942)'", antibiotik adalah bahan yang digunakan oleh
mikroorganisme yang mempunyai kemampuan menginhibisi  pertumbuhan  atau
membasmi mikroorganisme fain. Sedangkan menurut Benedict dan Langlyke!*,

antibiotik adalah suatu senyawa yang dihasilkan oleh mikroorganisme hidup yang dalam



konsentrasi rendah mempunyai kemampuan untuk menghentikan proses kehidupan

mikroorganisme.  Lain halnya dengan Turvin dan Veln (1975 memberi batasan
untuk antibiotik sebagai senyawa kKimia yang dibasilkan oleh mikroorganisme hidup atau
yang diperoleh melalui proses sintesis yang memiliki indeks, kemoterapi Lingg,
aktifitasnya terjadi pada dosis yang sangat rendah,

Namun dalam perkemban gan Kimia sintesa dewasa ini memungkinkan dihasilkan
antibiotik dengan struktur kimia yang berlawanan dengan produk metabolismenya.,
Karena itu suatu senyawa/substansi dapat digolongkan schagai ﬂl:"llibil:rt‘ika apabila®®® -

A. 1. Merupakan produk metabolisime, |

2. Hasil sintesa dengan struktur yang sama dengan antibiotik alami,

3. Produk sintesa murni,

B. Melawan pertumbuhan atau kehidupan salu atau lebih jenis mi’kmurgan[smc.
C. Efektif pada kadar rendah,

Antibiotik dapat dibedakan berdasarkan cara kerja atau type kerja yaitu
bukteriostatka  dan baklerosida, selamn tu dapat pula diguiung]-‘.un berdasarkan
spektrum kerja yaitu spekirum kerja luas dan spektrum kerja sempit. Jika ditinjau dari
mekanisme kerjanya, antibiotik dapat digolongkan dalam beberapa golongan yaitu'®2! -

1. Menginhibisi sintesa dinding sel bakteri.

2. Mempengaruhi membran sitoplasma bakteri,
3. Menginhibisi protein bakteri, yaitu :
a. inhibisi sintesa asam nukleat.

b. Inhibisi fungsi ribosom.



11.3.2 Aplikasi Antibiotik

Antibiouk yang bersifal kemotherapi dapat juga merupakan antibiolik spektrum

lebar, aktif melawan banyak organisme atay spekirum sempit yang aktif melawan hanya

terbatas pada organisime tertentu saja, Kebanyakan antibiotik diolah sebagai agen

antimikroba untuk kemotherapi, tetapi beberapa yang lainnya mempunyai punempﬁn
schagaimana yang dipaparkan di bawalh ini'™® -
- Antibiotik Antitumor

Tabel 1. Antibiotik Antitumaor

1

Antibiouk | Kategori Organisme Penghasil
Aktinumisin C,. C, Kromopeplida &, antibioticus
Adriamisin Anthrasiklin & pencericns
Daunomisin Anthrasiklin K. penceticny
Kromomisin A, C-Glikosida N Jrisens
{oligosakarida dengan kromopor
[ aromatik)

Mitramjsin C-Glikosida N, pficains
{Oligosakarida dengan | N argillacens
kromopor aromatik) N enlroelimiieviy

Mitomisin-C Benzogulnone N caespilosns

Meomisin A,, 13, Glikopetida N, preeibeiflng

Mewvkarsinosiatin® Peptida oS arzinosiaticns

Antibiotik secara klinik digunakan sebagai agen sitostalik seperti yang tercantum
pada tabel 1" meskipun pada umumnya bersifat oksik disertai dengan pengontrolan
penggunaan yang hati-hati pada dosis tertentu, Antibiotik tersebut efektif dalam
pengobatan jenis-jenis tumor tertentu,

- Antibiotik untuk mengontrol penyakit pada tumbuhan dan hewan
Antibiotik mungkin lebih berguna dibanding bahan-bahan kimia sintetik (buatan)

lainnya dalam mengontrol mikroorganisme penyebab penyakit pada tumbuhan.



Antibiotik hanya bersifat racun lemah (tidak membahayakan) terhadap hewan

berdarah panas dan serangpa yang menguntungkan dan mudah rusak oleh

mikroorganisme dari tanah. Scearn medis, antibiotik juga digunakan pada tumbuban

(khususnya streptomisin untuk melawan penyakit tumbuhan yang disehabkan oleh

Pacrdomntay sp dan Neothaominoes arvaont) Seharung,  antibiolik  juga telah

dikembangkan secara khusus pada penerapan untuk tumbuhan (Tabel 2),

Tabel 2. Antibiotik yang digunakan pada patologi tumbuhan

Antibiatik, tvpe kimia pada () Organsme Penhasil Kogunaan
Blastisidin § (Nuklcosida) N, griseochromsagenes Fungisidn padi mefawan
] Pircularia oryzae ; relaiif beracun
Polioksin (Nuklcosida) 8. cacont var asoeisiy Fungisida untuk berbagai tyjuan
Prumisin 5. kagawoensiy Fungisids  meclownn  spesics
Hotrytis don Seleroiinia
Siklohchsimida ( Asam Amino) & Cirisciis Fungisida daun, racun yong kehih
] tinggi wnluk  hewan  berdargh
panas
Kasugamisin | Aminoglikosida) 8 kosugoensiy Fungisida = padi melovwan
Firicularin oryeac
Validamisin {Aminoglikesida) &, Igroxcopicus var. Fungisida mclawan Rhizoclonin
Liminons solami  (jathnyn  doum dan
penyakil balang); crop sayur,
Tetranactin (Makrotetrolida) S favelesy litschiisicla

= Antibiotik untuk Pengawetan Makanan
Peraturan Pemenntah di setiap negar secarn langsung mengontrol penggunaan
antibiotik sebagai penpawet makanan. Campuran yang tersedia ; primaricin, jamur
yang uda pada makanan, tilosin (efekul melawan Bacilfus spora) dan nisin (efektif
melawan klostridia), digunakan dalam industri pengalengan : klortetrasiklin,

digunakan untuk memelihara kesegaran ikan, daging dan hewan unggas dengan

menyalurkan ke dalam es (5 ppm) atau dengan menambahkan kotak imersi (10 ppm).



- Antibiotik untuk Tujuan Penelitian Biokimia dan Biologi Molekular
Kegunaan amibiotik sebagai inhibitor selektif yang telah membuat sumbangan
yang penting pada pengetahuan funpsi sl sepert replikasi DNA,  transkripsi,
translasi dan sintesis dinding sel.
TELY Mekanisme Kervjn Antibiotik
Pemusnahan mikroba dengan antibiotik yang bersifat bakteriostatik masih
lerganiung dari kesanggupan reaksi daya tahan wbuh hospes. Peranan lamanya kontak
antara mikroba dengan antibiotik dalam kadar efektif Juga sangat mene_ntukan untuk
mendapatkan elek; khususnya pada tuberkulostatjk™"
Berdasarkan mekanisme kerjanva, antibiotik dibagi- dalam lima kelompok

}_Eiluﬂi.:'ﬂ.'l..’l-h ;

| 1. Antibiotik penghambat metabolisme sel mikroba.

Antibiotik yang termasuk dalam kelompok ini adalah sulfonamid, trimetoprim, asam
p-aminosalisilat (PAS) dan sulfon. Dengan mekanisme kerja ini diperoleh efck
bakteriosiatik.

Mikroba membutubhan gsam folal uniuk kelangsungan hidupnyu, Berbeda dengan
mamalia yang mendapatkan asam folat dari luar, mikroba patogen harus mensistensi
sendiri asam folal dare asam para amino benzoat (PABA ) untuk kebutuhan hidupnya,
Apabila  sulfonamid atau  sulfon  menang bersaing dengan PABA untuk
diikutsertakan dalam pembentukan asam folat, maka terbentuk analog asam folat
yang nonfungsional. Akibatnya, kehidupan mikroba akan l;erg&nggu. Berdasarkan

sifal kompetisi, efek sulfonamid dapat diatasi dengan meningkatkan kadar PABA.
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Untuk dapat bekerja, dihidrofolal harys diubah menjadi bentuk aktifya yaitu asam

letra ﬁidmi'ﬂ]m. Enzim dihidrofolat redykiase yang berperanan di sini dihambat oleh
trimetoprim,  schingga  asam dihidrofolat tidak dapal direduksi menjadi asam

tetrahidrofolat yang fungsional,

PAS merupakan analog PABA, dan bekera denpan menghambat sintesa asam {olat

pada Mycobaciernan tuberculosis, Sulfonamid tidak ::Ihl-:til"tlerhadslp M ruberenlosis
dan sebaliknya PAS tidak efektif terhadap bakteri yang sensiul terhadap sulfonamid.
Perbedaan ini mungkin dischabkan oleh perbedaan enzim untuk sintesa asam lolat

yang bersifal sangat khusus bagi m asing-masing jenis mikroba,

- Antibiotik penghambat sintesa dinding se! mikroba.

Antibiotik dari kelompok ini antara lain adalah penisilin, sefalosporin, basitrasin,
vankomisin, dan sikloserin. .

ﬂinding sel bakteri, terdiri dari polipeptidoglikan yaitu suatu kompleks polimer
mukopeptida (glikopeptida). Antibiotik sikloserin menghambat reaksi yang paling
dim dalam proses  soplesa dindimg sel, ditkon berturot-lurut oleh basitragin,
vankomisin dan diakhiri oleh penisilin dan sefalosporin, yang menghambat reaksi
lerakhir (anspeptidasi) dalam rangkaian reaksi erscbul. Oleh karena  lekanan
osmotik dalam sel bakteri patogen lebih tinggi daripada diluar sel maka kerusakan
dinding selnya akan menyebabkan lerjadinya lisis, yang ln;zrup:ﬂ{an dasar efek

bakteriosidal pada bakteri patogen yang peka.

. Antibiotik pengganggu keutuhan membran sel mikroba,



Antibiotik yang termasuk dalam kelumpok ini adalah polimiksin, golongan polien

serta berbapai amibiotik kemoterapeutik. umpamanya antiseplik surfoce active
{..l'gl.!']l.l'.'\',

Polimiksin sehagai senyawa amonium-kuaterner dapal merusak membran sel setelah

bereaksi dengan fosfal pada fosfolipid membran sel mikroba. Polimiksin tidak efektif
terhadap kuman gram-positil’ karena jumilah Tosfor bakteri ini rendah, Kuman Eram-
negatif yang menjadi resisten terhadap polimiksin, lernyata jumlah fosfornya
menurun. Antibiolik polien bereaksi dengan struktur sterol }rnng'-lﬁn:lapul pada
membran sel fungus sehingga  mempenparubi pcnncuhiiiius'. selektif’ membran
terscbut. Bakteri tidak sensitif terhadap antibiotik polien, karena tidak memiliki
struktur sterol pada membran selnya. Antiseptik yang mengubah legangan permukaan
(Surfuce-uctive ugems), dapat merusak permeabilitas selektif dari membran sel
mikroba, Kerusakan membran sel menyebabkan keluarmya  berbapai komponen
penting dari dalam sel mikroba 3;ra'uu protein, asam nukleat, nukleotida dan lain-lain,

- Antibiotik penghambal sintesa protein,

Antibiotik yang termasuk dalam kelompok ini adalah golongan aminoglikosid,
makrolid, linkomisin, tetrasiklin dan kloramfenikol.

Untuk kehidupannya, sel mikroba perlu mensintesis berbagai protein. Sintesa protein

berlangsung di ribosom, dengan bantuan mRNA dan tRNA. Pada bakteri, ribosom
terdiri atas dua sub unit, yang berdasarkan konslanta sedimentasi dinyatakan sebagai

ribosom 305 dan 505. Untuk berfungsi pada sintesa protein, kedua komponen ini



akan bersatu pada pangkal rantai mRNA menjadi ribosom 708, Pa.j;ngltﬁrnbutan sintesa
protein terjadi dengan berbagai cara, g
Streplomisin h":"".kma“ dengan komponen ribosom 308 dan menyebabkan kode pada
IRNA pada waktu sinlesa protein, Akibatnya akan terbentuk protein yang abnormal
dan nonfungsional bagi sel mikroba, Antibiotik - aminog ikosid lainnya  vaitu
gemamisin, kanamisin, dan neomisin memiliki mekanisme kerja yang sama, namun
potensinya berbeda.

Eritromisin berikatan dengan ribosom 50% dan menghambat translokasi kompleks
IRNA-peptida dari Tokasi asam amino ke lokasi peplida. Akibatnya, rantai polipeptida
tidak dapat diperpanjang karena lokasi asam amine tidak dsépa_t menerima kompleks
tRNA-asam amino yang baru. |

Linkomisin juga berikatan dengan ribosom50S dan menghambat sintesa ribosom.
Tetrasiklin berikatan dengan ribosom 305 dan menpghalangi masuknya kompleks
IRNA-asam amino pada lokasi asam amino.

Kloramfenikal berikatan dengan ribosom 508 dan menghambat pengikatan asam
amino baru pada rantar polipeptida dan enzim peptidil transferase,

- Anlibiotik penghambal sintesis asam nukleal sel mikroba

Antinotik yang termasuk dalam kelompok ini adalaly rifampisin, dan golongan
kuinolon,

Rifampisin, salah satu derivat rifamisin, berikalan dengan enzim polimerase-RNA

(pada sub unit) sehingga menghambat sintesa RNA dan DNA oleh enzim tersebut,

Golongan kuinolon menghambat enzim DNA girase pada kuman yang fungsinya
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menata Kromosom yanp sangat panjang menjadi bentuk spiral hingga bisa muat
dalam sel mikroba patogen kecil,
11.3.4 Jenis-jenis Antibiotik

A. Antibiotik digolongkan menjadi sembilan kelompok berdasarkan pendekatan secara

S i 1
kimia yaiu' "

l. - Laklam
- Kelompok Penisilin
Penisilin G dan derival seperti -
Fenoksipenisilin : penisilin V ; fenctisilin ; propisislin dan lain-lain
Metisilin dan Isoksazolil pnisilin : oksasilin ; kloksasilin - dikoksasilin
Aminopenisilin : ampisilin ; netampisilin ; hetasilin | amoksisilin dan Jain-lain
karboksipenisilin : karbenisilin
- Kelompok Sefalosporin
Sefalotin « sefaloridin : sefaleksin dan in<kain
2. Aminoglikosida
Streplomisin 5 kanamisin |, penlamisin | fobramisin . neomisin 5 lramisetin |
Paromomisin dan lain-lain.
3. Kloramfenikol
Kloramfenikol ; tiamfenikol

4. Kelompok Tetrasiklin

Tetra : oksi. -klor — demetilklor, rolitetrasiklin ; metasiklin ; doksisiklin ; minosiklin
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5. Mﬂkjﬂ“dﬂ dan kerabatnya
Eritromisin ; oleandomisin; spiramisin
Linkomisin ; klindamisin
Sinergistin : pristinamisin , virginiamisin
6. Rifamisin
Rifamisin
Rifampisin
7. Polipeptida Siklik
Polimiksin B
Polimiksin E (polistin)
Basitrasin
8. Antibiotik Polien
Nistatin
Amfoterisin B
9. Antibiotik lain
WVankomisin
Ristosetin
Novobiosin

Griseofulvin :
B. Antibiotik digolongkan menjadi tiga kelompok berdasarkan kegunaan dan sasaran

kerjanya yaitu ©'*:
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1. Antibiotik yang terutama bermanfaat terhadap bakteri Gram (+) fkﬂkus dan

basil), cenderung memiliki spektruk aktivitas yang sempit,

-" Penisilin G ; penisilin semi sintetik yang resisten terhadap penisilinase

- Makrolida ; linkomisin ; vankomisin : basitrasin

2, Antibiotik yang terutama efektif terhadap basil aerob Gram (-)

- Aminoglikosida

- Polimiksin

3. Antibiotik yang relatif memiliki spektrum kerja luas : bermanfaat terhadap kokus

Gram (+) dan basil Gram (-)

Sefalosporin
Tetrasiklin-tetrasiklin

Kloramfenikal

II. 4 Biologi Thalassia

I1.4.1 Klasifikasi menurut Tjitre Soepomo

Regnum
Divisio

s
Sub divisio
Class
Ordo
Familia
Genus

Species

: Plantae

: Spermatophyta

: Angiospermae

- Monocotyledoneae
: Helobiae

: Hydrocharitaceae

: Thalassia

- Thalassia hemprichii.
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11.4.2. Morfologi

-'u.nﬂanlr.

Gambar I : Thalassia sp. ®%

Lamun (seagrass) adalah tumbuhan berbunga wyang sudah sepe:nulmg.f:a
menyesuaikan diri untuk hidup terbenam dalam laut yang terdiri dari rhizome, daun, dan
akar™®. Salah satu contohnya adalah Thalassia hemprichii yang dapat dijumpai pada
substrat campuran lumpur dan pasir atau substrat lumpur halus. Thalassia hemprichii

terdapat ‘pada subtidal dari pasang terendah sampai kedalaman 5 meter, dapat juga

tumbuh di daerah intertidal sampai pinggiran mangrove.
Species ini beradaptasi dengan baik pada sedimen yang berpartikel halus dan

ditemukan pada daerah air yang relatif tenang, Tempat tumbuh lamun (sea grass) sangat

baik pada air dangkal yakni diatas 10 meter ( Dawes dan Lawrence, 1980 ).

Thalassia hemprichii mempunyai daun yang lurus dan tepi daunnya rata.

Helaian daun tidak mempunyai ligula pada pangkalnya dan pada ujung daun terdapat
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. 5 _— o5
duri yang halus®. Daun memiliki pelepah dan membungkus pada bagian bawah tunﬂs“"ﬁrf‘_ _

yang pendek. Tunas pendek tumbuh dari rhizoma, biasanya tersembunyi di kedalaman

3-15 cm dari substrat™® seperti pada pambar [,

I1.4.3, Kegunaan

Selama ini, lamun dimanfaatkan untuk makanan manusia, baik dikonsumsi

1
secara langsung sebagal sayur atau lalap, maupun diproses terlebih dahulu menjadi agar- ) {7

agar. Berkembangnya kemajuan ilmu pengetahuan, maka pemanfaatan lamun bagi
kepentingan umat manusia tidak lagi terbatas hanva sebagai bahan makanan saja, tetapi
juga digunakan sebagai bahan baku pada industri obat-obatan, tekstil, minuman,
kosmetik, pasta gigi, dan sebagainya. Dengan demikian prospek lamun sebagai komoditi
perdagangan akan semakin cerah, baik untuk memenuhi pasar dalam negeri maupun
- (3.21)

kebutuhan ekspor ke luar negeri

I1.4.4 Kandungan

Menurut para ahli perikanan, lamun banyak mengandung karbohidrat, protein,
vitamin dan mineral. Selain itu dari segi mikrobiologis juga mempunyai arti penting
karena di dalam membran sel dari lamun tersebut digunakan oleh bakteri sebagai tempat
tumbuh atau menetap ©*",

115 Metode Uji Aktivitas Antibiotik

Pengujian umumnya dilakukan untuk mengetahui daya hambat suatu antibiotik

tﬂhadap. i G0 PN pengujian secara mikrobiologi, dikenal dua cara

utama yaitu difusi dan pengenceran. Walaupun cara ini umumnya digunakan untuk

pengujian aktivitas antibiotik, namun sebenarnya dapat juga digymaken untuk batian-

19

-



bahan Lune yang mempunyar kemampuan; menghambat atau membunub pertumbulhan
mikroorganisme'®!

Adapun cara pengujian aktivitas antibiotik adalah sebagai beriky!!"H3327
5.1 Metode Difusi (DilTussion Method)

Pada metode ini, kemampuan antibiotik ditentukan berdasarkan luasnya daerah
penghambatan yang terbentuk. Metode difusi dapat dilakukan dengan beberapa cara :
- Cara difusi dengan plat silinder

Pencadang silinder digunakan sebagai lempal sediaan samﬁct vang diletakkan
pada permukaan medium yang mengandung mikroba wi. Bobot pencadang silinder
mencegah bocornya sampel sehingga sampel dapat berdifusi perlahan-lahan ke sepala
arah, Diqmul.ur dacrah hambatan diukur setelah masa inkubasi.
- Cara Difusi dengan Plat Mangkuk

Prinsip dari cara kerjanya sama dengan cara plat silinder. P*.;:rl:ladunnnya adalah
pada cara ini menggunakan alat seperti “cup plate” yang lubang atau semacam mangkuk
yang diletakkan langsung pada permukaan medium agar. .
- Cara difusi dengan Kertas Saring

Perbedaan dan kedoa cara di atas adalab pada cara l'l1.l' mengpgunakan kerlis
saring yang dibuat dengan bentuk dan ukuran tertentu, l'::ias:l_n}ra: berbentuk bulat dengan
diameter 7-10 mm. Cara ini cepat, parklis dan alal yang digunakan sederhana. Kertas

sanng lerscbut dicelupkan ke dalam larutan contoh, kemudian diletakkan di atas media

agar yang lelah ditnokulasi dengan mikroba uji.

20



Pengamatan dilakukan setelah masa inkubasi dengan melihal daerah hambatan

yang lerjud.
IL.3.2 Metode Pengenceran (Dilution Method)

Pada metode 1 digunakan sepumlah anibiotk  dengan tingkat kadar yang
berbeda-beda. Metode pengenceran ini dapat dilakukan dengan beberapa cara |
- Metode Pengenceran dalam Kaldu (Serial Dilution Method in Broth)

scjumlah farutan wrsebut yang berisi media cair dan séjumlah antibiotik dalam
kadar yang berbeda diinokulasikan denpan bakieri penguji. Adanya pertumbuhan
ditandai dengan timbulnya kekeruhan. Dengan adanya antibiotik dalam medium cair
tersebut akan menghambat sebagian atau selurubnya. Kekeruhan yang menunjukkan
tingkatam pertumbuhan mikroorganisme diukur dengan alal fotoclekirik kalorimeter,
kemudian dibandingkan dengan hasil ygﬁg didapat dari antimikroba yang dikerjakan
dengan prosdedur yang sama.

- Metode Pengenceran Dalam Agar (Serial Dilution Method in Agar)

D1 sini digunakan sejumiah urutan cawan perti yang berisi sejumlah antibiotik
dalam tingkatan kadar yang berbeda. Ke dalam cawan petri dituangkan 15 ml agar cair
kemudian dicampur dengan larutan sampel.

Setelah mengeras dibagi menjadi beberapa 'scktor dan digoreskan beberapa
macam bakteri penguji, tiap sektor satu macam bakteri. Setelah masa inkubasi, dapat
diamati pengenceran tertinggi yang masih dapal menghambat pertumbuhan masing-

masing mikroorganisme,
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I1.6 Mikroba Uji yang Digunakan
11.6.1 Escherichia coli,
Sistematika'™-"

Kedudukan dalm wksonomi adalah -

Divisio : Protophyta

Class - chysomyeetes
Ordo : Eubacteriales
Famila - Binterobacleriacene
Genus : Escherichia
species  Escherichia coli,

Sifat dan Morfologi

fischerichia coli merupakan bakieri gram (-), mampun}rﬁi flagel, peritrik yang
digunakan untuk bergerak dan ada juga yang tidak bergerak. Bakieri ini bersilat ﬁnm:rub
fakuliatif, dapat meragikan lactosa dan menghasilkan gas. _

Bakiéri ini biasanya diemukan dalam saluran pereernaan manusia maupun hewsn
vertebrata, suhu optimum 37°C,
IL.6.2 Vibrio cholerae
726,20

Sistematika'

Kedudukan dalam Taksonomi adalah -

Divisio . Protophyta
Class : Schyzomycetes
Ordo . Pseudomonadales



Familia s apirillacene

Genus : Wibrig

Bpecies s Vibrio cholerye,

Sifat dan morfologi

Vil cholerae adalah bakieri gram {-), berbentuk batang pendek, tidak berspora,
lurus atau bengkok, bervkuran 1,5-31 jim. mempunyai Magella monoliik pada ung

_s::ln:r'a yang digunakan scbagai alat gerak, tidak tahan asam.

Bakteri ini biasanya ditemukan dalam saluran pencernaan manusia dan hewan, air
lawar atau air laut, suhu optimum adalah 37" C, menyebabkan kolera pada manusia.
11.6.3 Staphylococcus aurcus.

[l e {H 1

Sistematika

Kedudukan dalam Taksonomi adalah -

Divisio : Protophyta

Class : Schyzomyeeles

Ordo - Eubacteniales

Familia * Enterobactleriaceac
Crenus Staphylococcus
apecies . Staphylococcus aureus.

Silat dan Morfologi

Stapliylococeus uurews adalah bakteri gram (+), biasanya berbentuk bulat dengan
diameter 0.8-0.9 pm, lerdapat bergerombol seperti buah anggur. Ada jupga letaknya

berserakan, tidak bergerak, tidak tahan asam, di atas pembenihan padat dapat berupa
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koloni bulat dengan dia  meter 1-2 mm, sedikit cembung, dan tidak transparan,

Biasanya terdapat di permukaan kulil, gel permapasan bagian atas, saluran air kencing

dari kandung kemih, mulut, hidung, jaringan kulit bagian dalam bisul bernanah, infeksi
luka, radang paru-paru dan selaput lendir lainnya. Dapat tumbuh pada subu 10-45°C atay

12-45°C.Subu optimum 37°C, pH oplimum antara 7.4-7 6,
IL.6.4. Bacillus subrilis
Sistemalika' ™22

Kedudukan dalam Taksonomi adalah -

Dhvisio - Protaphyla

Class » Schyzomyeeles
Urd}} : Lubacieriales
Familia Iinterobacierineeae
Genus . Bacillus

Species - Bacillus subtilis

Sifat dan Morfologi

Bucillus subrilis merupakan bakteri gram (+), berbentuk batang dengan ukuran lebar
0,5 = 1.0 pm dan panjang 2 - 5 pm, membeniuk endospora, dapal tumbuh pada
lingkungan vang ada udara (oksigen bebas) tapi ada juga yang bersifut fakultatif’ yang
hidup dengan atau tanpa oksigen bebas,

Bakteri ini biasanya ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan hewan

lain, suhy opltimun 37 “C, menyebabkan terjadinya gastroentntis akut {diare dan muntah)
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BAL LI

METODE PENELITIAN

1.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November Eli]ﬂ.l sampai Maret 2002 di
Laboratorium  Mikrobiologs dan  Laboratornum Botam, J urusan Biologi Fakulas
Matematika dan [lmu Pengetahuan Alam Universitas Hasanuddin Makassar.

1.2 Alat dan Bahan

111.2.1 Alat

HLZ1.1 Alat yang digunakan pada pengambilan sampel :
-, Botol stenl / Wadah steril yang memiliki penulup
- Alat pengukur salinitas dan pll
- Cutter

[11.2.1.2 Alat-alat yang dipunakan untuk analisis Mikrobiologi

A. Pengerjaan selama 1solasi ;

- Botol pengenceran - inkubator .
- Cawan petri - Otoklaf

- Tabung reaksi - Leman pendingin

- Use : - Lampu spirilus

- Erlenmeyer - Timbangan

- Batang pengaduk - Sendok tanduk

- Gelas prala - bnkas
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- Gelas ukur = Pisau steril
- Spond = Pinsged

13. Pengerjaan untuk wi antibiotik

- Tabung reaksi - Lemari pendingin
- Cawan petri = Inkubator

- Use = Choklal’

- Erlenmeyer - Enkas

- Sentrifus - Lampu spiritus

- Pencadang - Shaker

111.2.2 Bahan
H1.2.2.1 Bahan-bahan vang digunakan pada saat penpambilan sampel,
- Aquades / air suling
= Alkohol
11.2.2.2 Bahan-bahan yang digunakan untuk Analisis Mikrobiologi
A. Pengerjaan untuk isolasi
- Sampel Thalassia sp

= Aar laut sintetik yang komposisinya adalah sebagai berikut

= N NO;, - 1130

- CaCl, - NayHPO,
- Fe (CHACOO )y - MuCl;

- KBr - KCl,

- MalHC (), - Mal’l
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- Na - Nais

= Mazsl)y, = Sl“:lq. “Iz[”

Agquadestair suling

L

Alkohol 70 %

Medium Nutrien Agar (NA yag komposisinga adalab sebaga berikut -
- Yeasl Eksirak - Pepton

- Agar - Aar Laut Sintetik

Medium Mallosa Yeast Ekstrak Broth {My-Broth) ym]g komposisinya adalah
sebapai berikut : i
- Yeast Ekstrak = Maltosa

- Aar Laut Sintetik

Medium produks: yang komposisinya sebagai berikut

- Glukosa - Beel Ekstrak
- Yeast lzkstrak - Tepung Kedelar
- Pati - Nat |

= Air laul sintelis

- Medium Glukosa Nutrien-Agar (GNA) yang komposisinya sebagai berikut ;

- Glukosa : - Pepton
- Yeast Eksirak - Mall
- Apar - Air laut sintetik



B. Ui antibiotik
- Bakter uj :

= Exchericlua coly (Gram -

¥ibrio cholerae (Gram -)

Stpdndococe s anrens {Gram 1)

Bucillus subtifis (Gram +)
- Alkohol

HL3 Prosedur Kerja
HI3.1 Sterilisasi
A, Al

Alat-alal yang terbuat dari gelas direndam dan dicuci hingga bersih  dengan
menggunakan detergen, kemudian dikeringkan, Cawan petri dan beberapa alat lainnya
dibungkus dengan kertas dan disterilkan dalam oven pada suhu 180" C selama 2 jam.
Adapun alat-alat yang terbual dart plastik sepert spoil disierilkan dalam Autoklave pada
suhu 121" C dengan tekanan 2 Atm selama 15 menit. Ose disterilkan dengan cara
merendam pada alkohol 70 % dan sclanjutnya dipijarkan pada api bunsen,

Alat-alat seperti enkas, botol pengenceran dan rak tabun_g, ﬁﬂhelu1n digunakan
terlebih dahulu disterilkan dengan menggunakan alkohol 70 %.
B. Medium |

Untuk medium, disterilkan dengan menggunakan Autoklave pada subu 121° C

dengan tekanan 2 atm selama 15 menil.



A2 Pemibuatan Medium

11.3.2.1 Pembuatan Air Lawt Sintetjk (ALS)

Komposist yang digunakan uniuk Ppembualan ALS sebanyak 1000 mL -

- NHUNO, 00016

- 113303 0.022

- CaCl2 .8

- Na2i 1POd 0.008

- Fe (CH3COO)2 0.1

- MgCI2 4.8

- Klbr 0,08

- KCI2 0.55

- NaliCO3 0,16

- NaCl 19,45

- Nal: 1,024

-Na$ 0.004

- Na2504 0,324

- 5rClé (H2O) (0,034
1000 mL

- Aquadest

pH ALS diatur mendekati 7.6

Bahan-bahan vang digunakan ditimbang, kemudian dicamput dalam erlenmeyer.
Erlenmeyer tersebut selanjutnya ditutup dengan kapas dan aluminium foil. Selanjulnya

disimpan didalam lemart es (kulkas).
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111.3.2.2 Pembuatan medium Nutrien Agar (NA)

Komposisi yang digunakan untuk pembuatan medium Nﬁ;a adalah :

- Yeast Ckstrak

3 pram
= Peplon 3 gram
- Agar 20 pram
- Air Laut Sinteuk : UL ml.

pH medium dintur mendekati ?x[.h

Bahan-bahan yang digunakan ditimbang, kemudian dicﬁn:pur dalam erlenmeyer
dan dipanaskan sambil diaduk hingga semua baban tersehut homopgen atau lorut,
Erlenmeyer tersebut selanjutnya ditutup dengan kapas dan aluminium foil, Selanjutnya
disterilkan dalam autoklave pada tekanan 2 atm dengan subu 121"C selama |5 menil.
11.3.2.3 Pembuatan Medium My-Broth.

Komposisi yang digunakan untuk pembuatan medium My-Broth adalah -

- Yeast kstrak 4 gram
- Mallosa 10 gram

- Air Laut Sintetik 1000 ml.

pH medium diatur mendekan 7.0

Bahan-bahan yang digunakan ditmbang, kemudian dicampur dalam erlenmeyer
dan dipanaskan sambil diaduk hingga semua bahan lersebut hui‘nugﬂn alau larut.
Erlenmeyer tersebut selanjutnya ditutup dengan kapas dan a1un.1i-niu'm foil. Selanjutnya

disterilkan dalam autoklave pada tekanan 2 atm dengan suhu 121°C selama 15 menit.
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1.3.2.4 Pembuatan Medium Produksi

Komposisi yang digunakan untuk pembuatan medium Produksi adalah -

- Ulukosa

20 gram
= Beef Ckstrak | gram
- Yeast Ekstrak I gram
- Tepung Kedela 25 gram
- IPal 10 RLraim
- NaCl 2 gram
= Adr laul sintetis OiH) ml,

pH medium diatur mendekats 7,0

Bahan-bahan vang digunakan dimbang, kemudian dicampur dalam erlenmeyer
dan dipanaskan sambil diaduk hingga semua bahan tersebut homopen alau larut,
Erlenmeyer tersebul selanjutnya ditutup dengan kapas dan al uminium foil. Selanjutnya
disterilkan dalam autoklave pada tekanan 2 atm dengan suhu 121°C selama 15 menit,
I11.3.2.5 Pembuatan Medium Glukosa Nutrien Agar (GNA)

Komposisi yang digunakan untuk pembuatan medium GNA adalah :

- Glukosa 10L0 praam
- Pepton 10,0 gram
- Yeast Lkstrak 5.0 gram
= MNaCl 2.0 pram
- Agar 15,0 gram
- Aar laut sintetik 10600 mi.
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pH medium diatur mendekati 7,0
Bahan-bahan vang digunakan ditimbang, kemudian dicampur dalam erlenmeyer

dan dipanaskan sambil diaduk hingga semun bahan tersebut homogen alau larut,

Erlenmeyer tersebut selanjutnya ditutup dengan kapas dan aluminium foil. Selanjulnya

disterilkan dalam autohlayve pada tekanan 2 aum dengan suhu 121C selama 15 menit.

I3, .I"'éugﬂhn‘lml Sumpel
L33 1 Penanaman dan lsolasi Bakien

A Pembucaran Hiakan Bakier

Part sampel Viedssir s dibua pengenceran 107 sampai pengenceran 107,
Setiap pengenceran dipipet | ml secara aseplik dan dimasukkan ke dalam cawan petri,
selanjutnya kedalamnya dicampurkan dengan medium Nutrien Agar (NA) cair schanyak
15 - 20 mL. Lalu diinkubasi pada suhu kamar selama 24 — 36 jam. Selanjutnya diamati
pertumbuban koloni bakteri, |
B.Isolasi Mikrobu

Setiap koloni bakien yang tumbuh dipisahkan berdasarkan warna dan bentuk
koloni lalu diisolasi pada medium yany sama dan suhu yang sama pula, Pemindahan ini
dilakukan berkali-kali sampar diperoleh biakan murni, Selanjlitnya biakan murni
dipindahkan ke medium agar miring untuk stok.
111.3.3.2 Fermentasi Biakan Murni
A Pembuatan Inokulum

Dari koloni biakan yang telah diremajakan selamd 24 jam dipllih koloni yang,

lerpisah atau tersendiri dengan bentuk morfologi yang umum pada media, dan

'l'.\
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&
ditambahkan dengan 5 mL air suling steril dan diinokulasikan ke dalam 100 mL medium
Maltosa Yeast Ekstrak Broth (My-Broth), kemudian diinkubasikan pada suhu kamar
selama 18 — 20 jam pada Shaker,

B. Fermentasi

Dari suspensi biakan yang diperoleh tersebut diambil sebanyak 25 mL, kemudian
diinokulasikan kedalam 500 mL medium produksi, Snlaﬁjumya difermentasikan selama
72 jam pada suhu kamar,

IIL.3.3.3 Pengujian Aktifitas Antibiotik dengan Metode Difusi Agar,

Medium Glukosa Nutrien Agar (GNA) dituang ke dalam cawan petri sebanyak
15 mL sebagai lapisan dasar (Base Layer). Setelah membeku ditambahkan 5 mL lapisan
pertumbuhan (Seed Layer) yang terdiri dari 1 mL suspensi mikroba uji yang
dihomogenkan dengan 4 mL medium Glukosa Nutrien Agar (GNA). Setelah membeku,
piper disk steril berdiameter 7-10 mm yang telah direndam pada suspensi antibiotik
(hasil fermentasi) yang diperoleh, diletakkan secara aseptis pada permukaan lapisan
pertumbuhan. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 32°C selama 24 jam dan 48 jam

Pengamatan dilakukan dengan melihat daerah hambatan yang terbentuk atau yang

memberikan daerah bening disekelilingnya.
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BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

VL1 Hasil
IV.1.1 Hasil Pengamatan Morfologi Bakteri dari Sampel

Untuk mengetahui morfologi kuiuni.hnkmﬂ. yang diisolasi dari tanaman
Thalassia hemprichii, maka sampel dikerjakan dengan 2 cara. Cara pertama yaitu
tubuh tanaman dipotong untuk memperoleh koloni bakteri yang kemungkinan hidup
sebapai episimbion. Cara kedua yaitu tubuh tanaman digerus untuk memperoleh
koloni bakteri yang kemungkinan hidup sebagai endosimbion. Dari masing-masing
sampel kemudian dibuat pengenceran 10™' sampai pengenceran 107,

Pengamatan morfologi koloni bakteri dari masing-masing sampel vang
ditumbuhkan pada medium Nutrient Agar (NA) dan diinkubasi selama 1 x 24 jam,
menampakkan pertumbuhan koloni bakteri pada permukaan medium yang berbentuk

circular, permukaannya licin serta bentuk tepinya entire, seperti pada gambar 2,
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Keterangan

S1 1 Sampel Thalassia hemprichii sehelah selatan (dipotong)

Sa 0 Sampel Hudssia hewprichii sebelah selatan (digerus)

IV.L2 Hasil Perhitungan Jumlah Koloni

Hasil perhitungan jumlah koloni bakteri yang umbub pada media Nutrient

Agar (NA) untuk seliap pengenceran dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3, Jumlah koloni bakteri dari setiap pengenceran

[ ) Jumlah koloni Per Pengenceran
Sampel o 23

e
Uy (dipotong) 50 8 2
U (digerus) 78 12 B
13 (dipotong) 34 6 2
13; (digerus) 56 |0 4
51 (dipotong) 86 12 5
S:  (digerus) 102 16 7

Kelerangan

Uy Sampel Thalassia hemprichii sebelah utara (dipotong)

U, : Sampel Phalassia hemprichii schelah utara (digerus)
13, : Sampel Phedassio hemprichii sebelah baral (dipotong)
13, ¢ Sampel Thalasse hemprichii schelah barat (digerus)

S ¢ Sampel Vhalassia hemprichsi sebelah selatan (dipolong)
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IV.L.3  Hasil Pengukuran Daerah Hambatan Hasil Fermentasi

Hasil

pengukuran daerah hambatan dari

isolat  bakteri

difermentasi terhadap bakteri uji dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil pengukuran daerah hambatan hasil fermentasi isolat bakieri
diperoleh dari Thalassia hemprichii terhadap bakteri uji

vang telah

yang

I)i:fnmntcr Hambatan Hasil Fermentasi Isolat Bakteri (mm)
Bakteri Uji fj":‘“'““ Ut“‘il i:ﬂslun Baﬂ;‘,-ti 5;:51““ S-:Iat;::
dipoton digerus) | (dipoton digerus) | (dipotong) | (digerus
G.4m (=):
Escherichia coli 2,0 2,0 4,0 4.0 4.0 4.0
Vibrio cholerae 4.0 4.0 - - 1,0 4,0
Gram (+) :
Staphylococcus 6.0 6.0 4.0 6,0 7.0 8.0
aureus
Bacillus subtilis 4,0 4,0 2,0 2,0 4,0 4,0
Keterangan :
U, :  Sampel Thalassia hemprichii sebelah utara (dipotong)
U, ¢ Sampel Thalassic hemprichii sebelah utara (digerus)
B, : Sampel Thalassia hemprichii sebelah barat (dipotong)
B: : Sampel Thalassia hemprichii sebelah barat (digerus)
S; : Sampel Thalassia hemprichii sebelah selatan (dipotong)
S : Sampel Thalassia hemprichii sebelah selatan (digerus)

- - Tidak ada zona bening (daerah hambatan)
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Zona bening (daerah hambatan) yang tumbuh dari hasil fermentasi isolat bakteri” ~ ~~

dari Thalassia hemprichii (Turtle Grass) terhadap bakteri W dilihat pada

¥ Ll LE FH =
L 5 irl,":|l 3

1
£y
T n
T om
L
Lz !
5

)

gambar berikut ;

Gambar 3. Foto hasil pengamatan zona bening (daerah hambatan) hasil fermentasi
isolat bakteri terhadap bakteri Escherichia coli

Gambar 4. Foto hasil pengamatan zona bening (daerah hambatan) hasil fermentasi
ieolat bakteri terhadap bakteri Vibrio cholerae.
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Gambar 5. Foto hasil pengamatan zona bening (datrah hambatan) hasil fermentasi
isolat bakter terbadap bakten Suyplndococens aurcus

Gambar 6. Foto hasil pengamatan zona bening (daerah ham
isolat bakteri terhadap bakteri Bocillus subiilis.

Nampak bahwa didapatkan adanyi zoni bening pada semua isolat bakter (L, Us, By,
. 32 --Sp:iﬂn S:) terhadap bakter wji Joscherichiv coli, Stapiylococcus anrens dan Becillts
subrilis sedang zona bening pada bakteri Vibrio whoferae hanya nampak pada isolat bakteri

Uy, Us, §,dan 8. sedangkan isolal hakieri dari 13, dan B; lidak memberikan zona bening.
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IV.2 Pembahasan

Isolasi bakteri penghasil antibiotik pada Thalassia hemprichii (Turtle Grass)
dari pulau Barrang Lompo  dilakukan terhadap sampel yang diambil dari 3 tempat
dengan stasiun yang berbeda yaitu sebelah utara, sebelah barat dan sebelah selatan.
Thalassia hemprichii diambil pada kedalaman 1 - 1,5 meter dari permukaan Taut,
Masing-masing sampel ditanam pada kultur dengan cara memotong-motong bagian
tanaman dan menggerus. Untuk memperoleh koloni bakteri (isolat) yang terpisah
dengan baik dilakukan seri pengenceran sebelum ditanam pada medium Nutrien Agdr
(NA) dengan metode tuang.

Berdasarkan hasil perhutungan jumlah koloni seperti tercantum pada tabel 3
nampak bahwa sampel 5; mempunyai jumlah koloni terbanyak yaitu 102 koloni/mL.
Sampel S, diperoleh dari stasiun bagian selatan pulau Barrang Lompo dimana
sampelnya digerus terlebih dahulu sebelum dilakukan pengenceran. Sedangkan
sampel yang diperlakukan dengan dipotong-potong memperlihatkan pamunbu_}mn
koloni yang lebih rendah yaitu hanya 86 koloni/mL dengan pengenceran yang sama
yaitu 107!, Demikian pula jumlah koloni per mL akan menurun seirng bertambahnya
tingkat pengenceran untuk masing-masing perlakuan yang digerus dan dipotong-
potong. Afrianto dan Epi L. (1989) menyatakan bahwa di dalam membran sel dar

lamun digunakan oleh bakteri sebagai tempat tumbuh dan menetap .

Isolat bakteri yang diperoleh dari Thalassia hemprichii yang berasal dari daerah

sebelah selatan juga menampakkan kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri
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uji Staphylococcus aureus lebih besar dibanding dari sampel Thalassia hemprichii
yang berasal dari daerah sebelah barat. Pada pengamatan daerah sebelah barat
distribusi kepadatan lamun memperlihatkan pertumbuhan species Thalassia
hemprichii yang relatif rendah,

Pengujian aktifitas antibiotik dilakukan tarha&ap isolat bakteri yang telah
mengalami proses fermentasi selama 7 hari. Hal tersebut bertujuan agar isolat
mencapai fase pertumbuhan stasioner, Diketahui bahwa pada fase tersebut
pertumbuhan sel mulai terhambat namun masih berlangsung proses metabolisme dan
akan terjadi penumpukan metabolit sekunder di dalam sel maupun di dalam medium.
Ponis Tarigan (1987) “" mengatakan bahwa pada fase tersebut metabolit yang
dihasilkan tidak lagi dibutuhkan untuk pertumbuhan bakten tetapi dapat digunakan
untuk mempertahankan hidup mikroorganisme, dan salah satu metabolit sekunder
yang dapat dihasilkan oleh mikroorganisme adalah antibiotik ©”. Pengujian
kemampuan bakteri dalam menghasilkan antibiotik dilakukan dengan mengml.-lbjl
supernatan hasil fermentasi dengan menggunakan medium Glukosa Nutrien Agar
(GNA). Selanjutnya supernatan dicobakan pada bakteri uji yaitu golongan bakten
Gra;t (-) masing-masing adalah Escherichia coli, dan Vibrio cholerae sedangkan
golongan bakteri Gram (+) adalah Staphylococcus aureus dan Baéf!!us subiilis.
Pemilihan bakteri uji tersebut berdasarkan penelitian yang telah dilakuisan 0

Lovell (1966)"2 yang menggunakan bakieri Staphylococcus aureus (Gram +).

Sedangkan bakteri Escherichia coli (Gram -), Vibrio cholerae (Gram -) dan Bacillus

subtilis (Gram +) kami gunakan sebagai bakteri uji karena diketahui bersama bahwa
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bakteri-bakteri tersebut adalah termasuk bakteri penyebab penyakit yang umum
terdapat didaerah tropis seperti Indonesia. Diketahui bahwa bakteri Escherichia coli
merupakan penyebab penyakit diare, Vibrio cholerae merupakan penyebab penyakit
kolera dan Bacillus subtilis merupakan penyebab penyakit gastroenteritis akut.
Penggunaan metode difusi dalam penelitian ini yaitﬁ dengan menggunakan piper
disk steril. Metode ini digunakan karena dianggap merupakan cara yang paling baik
dan mudah. Harry dan Paul (1972) *¥ mengatakan bahwa metode difusi dengan
me;frggunakan piper disk steril merupakan cara yang paling baik untuk pengujian
aktifitas antiseptik, aktifitas antibiotik, aktifitas toksik dan desinfektan terhadap
bakteri patogen.

Hasil vang diperoleh dari pengujian supernatan hasil fermentasi adalah
diameter hambatan sampel yang digerus Jebih besar dari sampel yang dipotong. Hal
tersebut mengindikasikan bahwa bakteri menghasilkan metabolit sekunder dimana
bakteri yang hidup di dalam sel tanaman Thalassia hemprichii memiliki kemampuan
daya hambat yang lebih besar. Daerah hambatan terbesar ditunjukkan oleh sampel S;
(tanaman digerus) yaitu 8,0 mm dengan bakteri uji Staphylococcus aureus  dan

daerah hambatan terkecil ditunjukkan oleh sampel §; (tananaman dipotong) yaitu 1,0

mm dengan bakteri uji Vibrio cholerae, bahkan ada sampel yang sama sekali tidak

menghambat pertumbuhan bakteri yakni sampel B; dan B; yang berasal dan sebelah

. = . {]2}
barat dengan bakteri uji Vibrio cholerae. Sesuai dengan pendapat dari Austin

bahwa antibiotik pada Thalassia Sp menghambat pertumbuhan bakteri gram positif
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terwtama Staphylococcus aureus dan sangat berbeda dengan bakteri gram negatif
yang kurang efektif lagi,

Antibiotik bekerja pada dinding sel yang mengandung peptidoglikan lebih besar
yaitu pada bakteri gram positif (S0%) dengan cara mengganggu sintesa peptidoglikan
yang akan melemahkan dinding sel dan menyebabkan membran sel merekah dan
menghamburkan isi sel keluar, sehingga sel menjadi rusak **,

Antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri pada Thalassia hemprichii termasuk
antibiotik spektrum luas karena dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif
dan gram negatif.

Berdasarkan defenisi antibiotik yang dikemukakan oleh Benedict dan
Langlykke (1988) “* bahwa suatu senyawa bersifat antibiotika jika mampu
menghambat dan menghentikan proses kehidupan mikroorganisme dalam konsentrast
rendah. Dari keempat jenis bakteri uji yang digunakan, membenkan diameter daerah
hambatan terbesar berturut-turut adalah Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli dan Vibrio cholerae setelah masa inkubasi 24 jam. Diameter daerah
hambatan ini mengalami penurunan setelah inkubasi 48 jam.

Hasil uji daya hambat bakteri pada Thalassia hemprichii  kemungkinan bersifat
bakteriostatik, sifat bakteriostatik ini diamati pada kejernihan daerah hambatan di
sekeliling paper disk yang telah diben supernatan hasil fermentasi isolat bakteri dari

Thalassia hemprichii pada media agar yang diinokulasikan dengan Escherichia coli,
Fibr!ﬂr cholerae, Staphylococus aureus dan Bacillus subtilis yang diinkubasi selama

en.
24 jam dan dilanjutkan sampai 48 jam. Sesuai dengan pendapat Wattimena, J. R

yang mengatakan bahwa bila daerah hambatan yang terjadi tetap bening hingga 48
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hingga 48 jam, menunjukkan bahwa antibiotik tersebut bersifat bakterisida sedangkan
bila sclama 24 jam inkubasi dagrah hambatan bening dan kemudian keruh setelah
inkubasi 48 jam menunjukkan bahwa antibiotik tersebut bersifat bakteriostatik.
Berdasarkan hasil pemeriksaan beberapa isolat bakteri pada Thalassia
himprichii dari perairan pulau Barrang Lompo yang telah berhasil diisolasi maka
terlihat bahwa koloni bakteri dari Tfu;h’ﬂﬂ'fﬂ' hemprichii yang tumbuh pada daerah

selatan memberikan daerah penghambat terbesar.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Dari hasil yang diperoleh, dapat disimpulkan-sahagai berikut :

1. Diperoleh 6 isolat bakteri yang mempunyal kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri uji,

2. Bakteri yang diisolasi dari Thalassia hemprichii baik yang dipotong maupun
yang digerus dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Staphylococcus aureus dan Bacillus subtilis.

3. Isolat bakteri pada Thalassia hemprichii yang diambil dari sebelah selatan
dengan sampel yang digerus (S;) mempunyai kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan diameter hambatan lebih
besar yaitu 8,0 mm dibanding isolat bakteri yang diperoleh dari bagian barat yaitu

isolat bakteri B; dan B; yang tidak menghambat pertumbuban bakteri Fibrio

Ehafeme.

V.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, sebaiknya dilakukan penelitian

lebih lanjut untuk mengetahui karakteristik bakteri dan jenis antibiotika yang

dihasilkan oleh bakteri yang telah diisolasi tersebut.
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Lampiran 1. Peta Lokasi Pengambilan Sampel
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+ = Lokasi pengambilan sampel Thalassia hemprichit (sebelah utara,

barat, dan selatan)
Salinitas = 32 %
Suhu = 29°C
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Lampiran 3. Skema Kerja

PembuatanMedium

- Bahan ditimbang sesuai

disterilkan di autoklave

SKEMA KERJA

Thalassia hemprichii yang:
tidak dihancurkan

Thalassia hemprichii
Yang dihancurkan

yang diperlukan . Ditimbang 1 gr di
. gr ditambahkan 90
- Bahan dilarutkan dan ml aquadest steril (107
dicukupkan . |
- Medium dipanaskan lalu | Suspensi Sampel

Dnbuat pengenceran 107 102 10" &
107 diinokulasi dalam mediem NA

A T P s e P | :
| Medium Steril > Biakan Bakteri
i
l Biakan Mumi
Fermentasi 7 hari pada shaker dengan
kecepatan 170 rpm
Hasil Fermentasi \
S0k Bakteri dari
ésau;ﬁnﬁ W Thalassia hampﬁchﬂj
Daerah hambatan/Data o
E Pembahasan Hasil
| Pengambilan Kesimpulan ‘
J
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