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MUHAMMAD.Skripsi tentang Uji Potensi Antibakteri Dari Bakteri Endosimbion
Lamun Thalassia hemprichii Dari Pantai Balekambang, Kabupaten Malang
Terhadap Staphylococcus aureus Dan Escherichia coli (dibawah bimbingan Ade
Yamindago dan Feni Iranawati).

Skripsi dengan judul “Uji Potensi Antibakteri Dari Bakteri Endosimbion Lamun
Thalassia hemprichii Dari Pantai Balekambang, Kabupaten Malang Terhadap
Staphylococcus aureus Dan Escherichia coli” dilakukan pada periode bulan April-
Mei 2015. Pengambilan sampel dilakukan di Pantai Balekambang, Kabupaten
Malang sedangkan uji aktivitas antibakteri dan identifikasi morfologi koloni dan sel
dilakukan di Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan Iimu
Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. Tujuan dari penelitian skripsi ini adalah
untuk mengetahui potensi dari aktivitas antibakteri endosimbion lamun Thalassia
hemprichii dan mengetahui morfologi sel dan koloninya.

Metode penelitian yang dilakukan adalah metode eksperimental laboratory
dengan data disajikan secara deskriptif yang bertujuan memberikan gambaran yang
terjadi menggunakan prosedur ilmiah diantaranya proses pengambilan sampel
lamun Thalassia hemprichii, pengukuran parameter kualitas air, pembuatan media
biakan, isolasi bakteri, pembuatan stok bakteri patogen, uji aktivitas antibakteri dan
pengamatan morfologi koloni dan sel bakteri endosimbion.

Potensi antibakteri endosimbion ditunjukkan dengan adanya dua aktivitas,
yaitu menghambat (bakteriostatik) yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat
dan membunuh (bakteriosidal) yang ditandai dengan terbentuknya zona bening
dalam waktu inkubasi 48 jam. Zona bening yang terbentuk memiliki kategori yang
lemah, yaitu kurang dari 5 mm dengan zona bening tertinggi sebesar 3,04 mm
(isolat BT1 tehadap Escherichia coli). Sedangkan untuk zona hambat yang terbentuk
juga memiliki kategori yang lemah dengan zona hambat tertinggi sebesar 4,80 mm
(isolat BT2 terhadap Escherichia coli)..

Bentuk morfologi koloni bakteri endosimbion didominasi oleh bentuk tepian
utuh, elevasi rata dan berwarna putih susu. Sedangkan bentuk morfologi sel bakteri

endosimbion didominasi adalah gram positif (+) dengan bentuk sel kokus.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Lamun (seagrass) merupakan tumbuhan berkeping tunggal dan termasuk
dalam kelompok angiospermae. Lamun hidup melekat pada substrat di daerah
intertidal, sehingga dapat digolongkan dalam organisme bentik (Kurniawan, 2010).
Tomascik (1997) dalam Massinai et al. (2013) menjelaskan bahwa ekosistem
padang lamun memberikan manfaat bagi organisme laut, khususnya organisme
intertidal. Ekosistem padang lamun menyediakan banyak makanan dan oksigen
yang dibutuhkan organisme sehingga padang lamun tergolong habitat yang
produktif. Hal tersebut diatas yang menyebabkan organisme yang berada pada
habitat lamun menjadi sangat beragam.

Bakteri merupakan salah satu organisme yang berada dalam habitat lamun.
Ravikumar et al. (2010) dalam penelitiannya menemukan 32 isolat bakteri
endosimbion dan epifit yang memiliki aktivitas antibakteri. Isolat-isolat tersebut
adalah Syringodium isoetifolium dan Cymodocea serrulata. Aktivitas antibakteri dari
bakteri endisimbion juga ditemukan oleh Massinai et al. (2013) yang menemukan
sebanyak 53 isolat bakteri endosimbion dari lamun Enhalus acoroides, Halophila
ovalis, Cymodocea rotundata, Halodule uninervis dan Thalassia hemprichii. Hampir
semua jenis bakteri endosimbion hidup menetap pada inangnya dan tidak mampu
bergerak secara bebas. Hal ini menyebabkan bakteri endosimbion lebih memilih
untuk mengeluarkan senyawa metabolik sekunder sebagai sistem pertahanannya.
Watermann (1999) dalam Sardiani et al., (2015) menjelaskan bahwa bakteri yang
diisolasi dari tumbuhan menghasilkan bahan bioaktif memiliki aktivitas yang lebih

besar dibandingkan aktivitas tumbuhan inangnya. Bakteri endosimbion tersebut



berguna bagi kehidupan manusia karena dapat dimanfaatkan sebagai antitumor,
antikanker, antibakteri dan antifungi. Hal ini mengindikasikan bahwa bakteri
endosimbion memiliki potensi yang besar dalam mekanisme pertahanan lamun itu
sendiri.

Thalassia hemprichi adalah jenis lamun yang banyak ditemukan di Pantai
Balekambang, Kabupaten Malang. Pantai Balekambang merupakan pantai wisata
yang setiap hari dikunjungi oleh wisatwan dan merupakan pantai di Kabupaten
Malang yang memiliki potensi rawan pencemaran, khususnya bakteri patogen.
Meskipun kondisi perairan di Pantai Balekambang rawan akan pencemaran
lingkungan, kondisi tutupan lamun Thalassia hemprichii di Pantai Balekambang
berdasarkan survey dilapang tergolong cukup baik, yaitu sebesar 67%. Menurut
Keputusan Menteri Lingkungan Hidup Tahun 2004, kondisi tutupan lamun yang baik
adalah diatas 60%. Kondisi tutupan lamun yang baik tersebut juga berdampak pada
meningkatnya produktivitas primer pada ekosistem lamun di Pantai Balekambang
sehingga organisme yang terdapat pada ekosistem lamun, khususnya bakteri
endosimbion lamun Thalassia hemprichii juga dapat tumbuh dengan baik (Kordi,
2011). Berdasarkan hal tersebut, maka dapat diasumsikan bahwa lamun Thalassia
hemprichii di Pantai Balekambang mampu menghasilkan sistem metabolik sekunder
terhadap gangguan dari luar, khususnya terhadap bakteri patogen.

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli merupakan bakteri patogen
yang berbahaya bagi manusia. Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram
positif dan banyak ditemukan di udara bebas dan makanan yang tidak bersih,
sedangkan Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif dan banyak ditemukan
pada air yang tercemar oleh limbah organik manusia (Lisdayanti, 2013).

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli merupakan bakteri yang memiliki



kemampuan Multi Drug Resistance (MDR), yaitu mekanisme pertahanan bakteri
yang dapat menyebabkan berkurangnya selektivitas senyawa bioaktif terhadap
resistensi bakteri patogen yang diakibatkan adaptasi bakteri patogen terhadap
senyawa bioaktif tersebut (Dali et al., 2011). Melki et al. (2011) menjelaskan telah
banyak ditemukan obat maupun senyawa bioaktif dari bahan alami laut yang mampu
untuk membunuh Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, hamun hal tersebut
justru tidak baik jika digunakan dalam jangka waktu yang lama. Ali et al. (2006)
menjelaskan bahwa senyawa bioaktif alami mempunyai manfaat yang sama dari
bahan-bahan kimia tersebut dan lebih aman digunakan dalam jangka waktu yang
lama, salah satunya adalah bakteri endosimbion dari Thalassia hemprichii.
Pengetahuan mengenai jenis-jenis bakteri yang berasosiasi dengan lamun
Thalassia hemprichii di Pantai Balekambang dan aktivitas antibakterinya masih
belum tereksplorasi dengan baik. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk
mengidentifikasi bakteri yang berasosiasi dengan lamun Thalassia hemprichii dan

juga untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari bakteri asosiasi tersebut.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan penjelasan diatas maka ada dua pokok permasalahan yang

dapat dirumuskan sebagai berikut.

1) Bagaimanakah potensi dari aktivitas antibakteri endisimbion lamun Thalassia
hemprichii yang didapatkan dari Pantai Balekambang, Kabupaten Malang
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?

2) Bagaimanakah bentuk morfologi sel dan morfologi koloni dari bakteri yang

memiliki potensi antibakteri?



1.3 Tujuan
Tujuan dari Penelitian Skripsi ini adalah sebagai berikut :

1) Mengetahui adanya potensi dari aktivitas antibakteri endosimbion lamun
Thalassia hemprichii yang terdapat di Balekambang, Kabupaten Malang
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

2) Mengetahui morfologi sel dan morfologi kolini bakteri endosimbion lamun
Thalassia hemprichii dari Pantai Balekambang, Kabupaten Malang yang
memiliki potensi antibakteri.

1.4 Manfaat
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut
1) Memberi pengetahuan tentang aktivitas antibakteri endosimbion lamun T.
hemprichii dan juga morfologi sel dan morfologi koloninya
2) Sebagai upaya yang berdampak tidak langsung untuk konservasi di
Pantai Balekambang Kabupaten Malang

3) Sebagai referensi tambahan untuk pengobatan alternatif



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bioekologi Dan Klasifikasi Thalassia hemprichii
Berikut adalah klasifikasi lamun Thalassia hemprichii menurut Philips dan
Menez (1988) dalam Latuconsina (2002).

Divisi : Anthophyta

Kelas : Monocotyledonia

Ordo : Helobiae IR
T
Gy
Famili : Hydrocaritaceae ‘/12}/"/

Gambar 1. Thalassia hemprichii

Subfamili : Vallisnerioideae (Waycott et al., 2004)

Genus : Thalassia

Spesies : Thalassia hemprichii

Menurut Fortes (1993) dalam Kordi (2011), Thalassia hemprichi merupakan
tumbuhan laut yang memiliki ketebalan yang berkisar antara 1 — 4 mm dan
panjang antara 3 — 6 cm. T. hemprichii mempunyai rhizoma yang berwarna coklat
dan juga sebagian berwarna hitam. Pada setiap rizhoma terdapat 2 — 5 helai daun.
T. hemprichii juga memiliki nodus yang tiap nodusnya ditumbuhi oleh satu akar yang
memiliki rambut-rambut kecil. Waycott et al., (2004) menambahkan bahwa daun
lamun berbentuk seperti selendang dan memiliki bentuk yang tegak. Ujung daun
berbentuk tumpul dan bergerigi kecil.

Thalassia hemprichii merupakan salah satu jenis lamun yang tumbuh di
perairan tropik dan penyebarannya cukup luas. (Kordi, 2011). Thalassia hemprichii

juga banyak ditemukan pada ekosistem terumbu karang dan juga ditemukan



tumbuh bersama vegetasi lain selain lamun. Philips dan Menez (1988) dalam
Latuconsina (2002) menjelaskan bahwa habitat asli lamun berada pada kawasan
intertidal dan kawasan pinggiran mangrove. Lamun Thalassia hemprichii dapat
tumbuh dan berkembang dalam kondisi oksigen rendah yang merupakan sifat dari
daerah pasang surut (intertidal) (Azkab, 2009). Hal ini dikarenakan lamun
mempunyai strategi metabolik yang baik sehingga lamun dapat bertahan hidup
dalam kondisi oksigen yang rendah (Romihmohtarto dan Juwana, 2007). Menurut
Keputusan Menteri Lingkungan Hidup Tahun 2004, kondisi lingkungan air yang
sesuai dengan lamun adalah yang memiliki pH antara 5-9, suhu antara 15-35°C dan

salinitas antara 32-37 %q.

2.2 Bakteri
2.2.1 Morfologi Bakteri

Bakteri adalah mikroorganisme bersel tunggal dan berukuran antara 0,5-1
pm dan lebar antara 0,5-2,5 pm (Buckle et al., 1987 dalam Lisdayanti, 2013). Bakteri
memiliki sel yang terdiri dari membran dan sitoplasm dengan dinding sel yang
dilapisi kapsula dan peptidoglikan serta lapisan lendir. Secara umum bakteri
berkembang biak dengan cara pembelahan sel. Faktor lingkungan seperti suhu, O,
CO,, pH, nutrien dan cahaya sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri.
Bakteri mampu bergerak pada suatu cairan dengan menggunakan flagella. Gambar

morfologi sel dan morfologi koloni dapat dilihat pada Gambar 2 dan Gambar 3.

Gambar 2. Morfologi Sel Bakteri : (a) kokus, (b) basil dan (c) spiral
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Gambar 3. Morfologi Koloni Bakteri (Dwidjoseputro, 2005)

2.2.2 Karakteristik dan Habitat Bakteri Laut

Salah satu karakteristik dari bakteri laut adalah mampu tumbuh dalam air
yang mengandung garam (halofik). Ogenski dan Umbreit (1959) dalam Lisdayanti
(2013) menjelaskan bahwa bakteri halofik dapat dibagi menjadi dua, yaitu bakteri
halofilik moderat dan halofik ekstrim. Bakteri halofik moderat yaitu bakteri yang
memerlukan 1% hingga 20% NaCl untuk tumbuh dan berkembang sedangkan
bakteri halofilik ekstrim memerlukan lebih dari 15% hingga 31% NacCl.

Sebagian besar bakteri laut 95% merupakan gram negatif dan mampu
bergerak dengan flagella. Tujuh puluh persen diantaranya memiliki pigmen dan
mampu hidup pada kisaran suhu 15-70°C tetapi tidak mampu mentolelir suhu yang
tinggi (Pelczar dan Chan, 2005). Bakteri tidak memiliki kompartemen nukleus (inti
sel) sehingga diklasifikasikan ke dalam kategori prokaryot, sedangkan bakteri
prokaryot juga dapat dibagi menjadi dua kelompok, yaitu eubakteria dan

archaebakteria.



Menurut Sidharta (2000) faktor-faktor yang mempengaruhi penyebaran
bakteri laut yaitu gerakan air laut, jarak dari pantai, kedalaman, cahaya matahari,
iklim dan organisme lain. Selain itu, bakteri juga dipengaruhi oleh faktor-faktor
abiotik dari lingkungan sekitarnya yaitu suhu, pH, salinitas, nutrient dan ketersediaan

oksigen.

2.2.3 Bakteri Endosimbion

Bakteri endosimbion merupakan bakteri yang hidup pada jaringan tanaman
dan sangat bermafaat bagi organisme yang menjadi inangnya. Selain itu, bakteri
endosimbion juga tidak berdampak negatif bagi lingkungan dan manusia. Hal ini
dikarenakan bakteri endosimbion mampu untuk menghasilkan sistem pertahanan
terhadap bakteri patogen yang merugikan (Radjasa et al.,, 2007). Taylor et al.
(2007) menemukan jenis bakteri yang berasosiasi dengan spons antara lain
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteriodes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deincoccus-
Thermus, Firmicutes, Gemmatimonadates, Nitrospura, Planctomycetes,
Poribacteria, Proteobacteria, Sphirocahetes dan Verrumicrobia. Untuk jenis lamun
sendiri, Marhaeni (2010) menemukan beberapa jenis bakteri endosimbion yang
berasosiasi dengan lamun yaitu Pseudoaltermonas flavipulchra, Halobacillus

litoralis, Vibrio campbelli, Bacillus flexus dan Bacillus carboniphilus.

2.2.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif dan memiliki bentuk
sel tersusun dalam bentuk bulat dan tidak teratur (Gambar 4). S. aureus merupakan
salah satu bakteri toksik pada manusia dan dapat menyebabkan infeksi. S. aureus

juga dapat menyebabkan berbagai macam penyakit, seperti penyakit kulit, bisul,



hordeolum, bahkan masalah serius seperti pneumonia, mastitis, meningitis, dan
infeksi saluran pernafasan dan kemih (Todar, 2011).

Secara umum, bakteri S. aureus telah tersebar luas didalam air dan udara
bebas. Dengan kata lain, tidak ada faktor khusus sebagai indikator kemunculan
bakteri S. aureus. Namun demikian, S. aureus dapat menyebabkan penyakit pada
organisme, khususnya manusia pada saat sistem imun organisme yang diserangnya

berada pada kondisi yang lemah (Kusuma, 2009).

e
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Gambar 4. Staphylococcus aureus (Rizka, 2013)

2.2.5 Escherichia coli

Escherichia coli merupakan salah satu jenis bakteri gram negatif dan
memiliki bentuk sel basil (Gambar 5). E. coli banyak ditemukan dalam saluran
pencernaan manusia dan organisme lainnya. Escherichia coli dapat Dbersifat
merugikan jika inang yang dihinggapinya bukan merupkan inang asal mereka.
Infeksi Escherichia coli juga dapat terjadi dari memakan makanan yang belum
matang, kontaminasi pada daging, maupun pada susu yang belum dipasteurisasi
(Belk dan Maier, 2010). Bakteri E. coli dapat tumbuh pada air yang bukan

merupakan habitat aslinya, seperti air sungai dan air laut. bakteri E. coli dapat



muncul di air dikarenakan oleh limbah tinja dan urin manusia yang tercemar dalam

jumlah yang banyak (Pelczar dan Chan, 1988 dalam Anggraeni, 2012).

Acc.V'  Spot Magr; Det WD Exp |————— 5pm
300kv 30 6836x SE 84 3

Gambar 5. Escherichia coli (Britannica, 2015)
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan April — Mei 2015. Lokasi pengambilan
sampel Thalassia hemprichii yaitu di Pantai Balekambang, Kabupaten Malang.
Proses uji antibakteri dan identifikasi bakteri dilakukan di Laboratorium Parasit dan

Penyakit Ikan Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya Malang.

3.2 Alat dan Fungsi
Jenis alat-alat yang digunakan beserta fungsinya dalam Penelitian ini dapat

dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Alat yang digunakan di Lapang dan Laboratorium

No Alat Spesifikasi Fungsi
Snorkel ~Amscud, | Pengamatan di lapang dan
1 Alat Selam Dasar Masker ~ Amscud, | membantu dalam pengambilan
Fin Amscud sampel lamun
Penyimpanan sampel lamun
2 Kantgng e Ukuran 1 kg sebglung diamgti di
plastik | :
aboratorium
Gunting Gunindo :\/Ieng_ambil _§ampel lamun di
okasi penelitian
4 Kamera digital Casio Exilim 14 MP | Dokumentasi
Penyimpanan sampel lamun
5 Coolbox Coleman sebelum diamati di
laboratorium
: Penentuan titik koordinat
g N CI LTl pengambilan sampel lamun
7 Secchi disk - Pengukuran nilai kecerahan
8 pH meter Waterproof Oakion | Pengukuran nilai pH
Pocket
9 Salinometer Refrkatometer Pengukuran salinitas
Atago
10 | DO meter Digital 'Er)t;i{(rgometer Pengukuran DO dan suhu
11 | Beaker glass Iwaki Pyrex 1000ml | Wadah bahan
13 | Autoklaf GEA 18 liter Melakukan sterilisasi basah
14 | Mortar dan Alu - Menghaluskan sampel lamun
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No Alat Spesifikasi Fungsi
15 | Timbangan digital \ Menimbang _bahan dan sampel
yang akan digunakan
Volume 500, 800 ;
16 | Erlenmeyer dan 1000 ml Wadah media dan bahan
17 | Tabung Reaksi 15 x 150 mm U N T o e
pengenceran bertingkat
18 | Blue Tip i Tempat _ mengambll larutan
dalam mikro pipet
19 | Toples kecil - Wadah sampel lamun
. . Mengambil larutan dalam skala
20 | Mikro Pipet - 0.1-1 ml
21 | Pipet Volume : Mengambil larutan dalam skala
1-10ml
: Membantu pipet volume
2y AN i mengambil larutan
23 | Gelas ukur Pyrex Volume 50 Mengu_kur volume larutan yang
ml akan digunakan
24 | Triangle Panjang Meratakan sampel saat
menggunakan metode spread
25 | Inkubator | Penynmpanan media pada suhu
yang ditentukan
26 | Ose Bulat Steinless steel '”°k¥"as' dari media padat ke
media padat
27 | cawan petri CMSI, OD 60 mm, W_adah . penanaman
H 15 mm mikroorganisme
28 | Washing Bottle Ukuran 200 ml Wadah penyimpanan aguades
29 | Sendok bahan Panjang 15 cm Mengambn_ Bl HELE
ukuran kecil
. Salil Brand | Tempat pengamatan mikroba
S G 26X76mm dengan mikroskop
31 | Cover glass Focus 24 x 24 mm iy glas_,s Sl
pengamatan dengan mikroskop
32 | Pipet tetes i Mengambll larutan dalam skala
kecil
33 | Mikroskop - Pengamatan mikroorganisme
34 | Crucible tongs : Memudahkan mengambil alat
yang panas
35 | Vortex mixer i Menghpmogenkan secara
otomatis
36 | Sprayer Volume 100 ml Wadah alkohol 70%
37 | Bunsen Volume 150 ml Al P skala_L kecil dan
pengkondisian aseptis
38 | Nampan 3 SRy, EoeTrly X Wadah alat dan bahan
20cm
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No Alat Spesifikasi Fungsi

39 | Hotplate 2 Pemanas

40 | Laminary Air Flow - Tempat_ pada_ SN PLOREE
inokulasi bakteri

3.3 Bahan dan Fungsi

Jenis bahan-bahan yang digunakan beserta fungsinya dalam penelitian ini

dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Bahan yang digunakan di Lapang dan Laboratorium

No Bahan Spesifikasi Fungsi
Trypthic Soy Agar . Media padat untuk
y (TSA) el G Ef= menumbuhkan bakteri
Tryptic Soy Broth Media cair untuk membiakkan
2. (TSB) Merck 30 g/L bakteri
Daun Thalassia -
3. hemprichii - Sampel yang akan diuji
4. | Aquades Hidrobath pH 7 Pe.'af“t dan penguat warna
primer dalam pewarnaan gram
5. | Alkohol 70% Pengkondisian aseptis
6. Kristal ungu - Pewarna primer
7. | Safranin - Pewarna sekunder
8. lodium - Penegas warna
Pengondisian dengan habitat
9. | Air laut steril - asal dan larutan dalam
pengenceran bertingkat
10. | Larutan McFarland Nomor 0.5 Pembandm.g kep SN [£2E
dalam media cair
11. | Kapas - Menjaga dari kontaminan
12. | Aluminium foil Vo] T oM g Membungkus alat
300 mm
13. | Kertas Label Cadwell 9 x 20 mm | Penanda
14. | Tissue Montiss 2 ply Mengeringkan alat yang basah
15. | Koran - I\/_Iempl_mgkus sl yang
disterilisasi
16. | Tali - Mengikat alat
Membungkus  cawan dan
17. | Plastik - tabung reaksi saat disimpan
dalam inkubator dan kulkas
18. | Spirtus - Bahan bakar Bunsen

13



No Bahan Spesifikasi Fungsi

19. | Cotton swab \ Menggores bakteri ke media
padat

20 | Wrap Plastic TRV ROIR Membungkus alat

300 mm

3.4 Desain Penelitian

Penelitian didesain seperti pada Gambar 6 dengan 3 kali pengulangan pada

proses pengenceran, penanaman dan uji daya hambat.

’—‘ Daun T. herprichil I—
[

Oihaluskan

| | Dihaluskan
|

Dihaluskan |

Diambil 3 gram

| | Diarmhkil 3 gram

Diambil 3 gram |

Fengenceran 1

| | Fengenceran 2

FPengenceran 2 |

FPenanaman 1
(Sebar dan Tuang)

Fenanaman 2
(Sebar dan Tuang)

Fenanaman 3
(Sebar dan Tuang)

Oiarmbil B Koloni

| | Diarmbil 6 Kalani

Diarmbil B Kaloni |

|

A

l FPemurmian

[

Hultur

|
|
|

Llji Daya Hambat 1
(24 dam 48 jarm)

Lji Daya Hambat 2
(24 dan 48 jam)

Lji Daya Hambat 3
(24 dan 48 jarm)

Diambil 2 zona
bening terbaik

Oiambil 2 zana
bening terbaik

Diarmbil 2 zona
hening terbaik

o

| dentifikazi Morfologi

}7

Gambar 6. Desain Penelitian

Pada proses penanaman dilakukan 3 kali ulangan sebanyak 7 kali

pengenceran (10" sampai 107) dengan kode “1” untuk pengulangan ke-1, kode “2”

untuk pengulangan ke-2 dan kode “3” untuk pengulangan ke-3. Pada proses

penanaman juga dilakukan 3 kali ulangan dengan dua metode, yaitu Sebar dan

Tuang. Untuk metode sebar diberi kode “S” dan untuk metode Tuang diberi kode
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“T”. Hasil dari penanaman dipilih 6 koloni terpisah pada setiap ulangan. Pada proses
uji daya hambat dilakukan sebanyak 3 kali ulangan dengan kode “A” sebagai
ulangan ke-1, kode “B” sebagai ulangan ke-2 dan kode “C” sebagai ulangan ke-3
dan kemudian diambil 2 isolat dengan zona bening erbesar pada setiap ulangannya.

Isolat yang didapatkan kemudian diidentifikasi morfologi bakterinya.

3.5 Metode Penelitian
Metode Penelitian ini disajikan secara deskriptif yang bertujuan untuk
menjelaskan suatu kejadian (Sugiyono, 2011). Data penelitian ini terdiri dari data

primer dan data sekunder.

3.5.1 Data Primer
Data primer adalah data yang langsung diperoleh dari sumbernya diamati
dan dicatat pertama kalinya. Data primer dalam penelitian ini yang didapat dari
teknik observasi antara lain adalah :
a. ldentifikasi lamun Thalassia hemprichii
Identifikasi sampel lamun mengacu pada buku Fortes (1993) dalam Kordi
(2011). Pengawetan sampel dilakukan menggunakan alkohol 70% dengan
cara memasukkan sampel lamun yang telah dicuci bersih ke dalam plastik
berukuran sedang. Lamun yang diawetkan cukup 2-3 individu saja (Duwiri,
2010).
b. Pengukuran Parameter Kualitas Air
Bakteri laut sangat dipengaruhi oleh faktor-faktor abiotik (fisika dan kimia)
lingkungan sekitarnya. Faktor-faktor abiotik tersebut antara lain suhu, pH,

kecerahan, salinitas, Dissolved Oxygen (DO), serta kandungan nitrat dan
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fosfat. Faktor-faktor ini mempengaruhi pertumbuhan dan kehidupan
mikroorganisme di perairan. Pengukuran parameter kualitas air yaitu suhu, pH,
kecerahan, salinitas dan DO dilakukan secara insitu di lokasi pengambilan
sampel.
c. Identifikasi Bakteri Endosimbion Lamun Thalassia hemprichii
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 pengaruh lingkungan dan
kompetisi mikroba dari tumbuhan inang (Mano, 2007). ldentifikasi bakteri
asosiasi lamun ini dilakukan di laboratorium dengan menggunakan metode
pewarnaan gram.
d. Uiji Potensi Antibakteri
Uji potensi antibakteri dimaksudkan untuk mengetahui potensi antibakteri
dari bakteri endosimbion lamum Thalassia hemprichii terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Uji potensi antibakteri dalam

penelitian ini menggunakan uji tantang (antagonitas) yaitu uji cakram.

3.5.2 Data Sekunder

Data sekunder meliputi keadaan umum lokasi dan perairan yang ada. Data
sekunder adalah data yang telah dahulu dikumpulkan dan dilaporkan oleh orang di
luar dari penyelidik sendiri, walaupun yang dikumpulkan itu sesungguhnya adalah
data yang asli. Data sekunder dalam penelitian ini adalah data yang didapatkan
melalui studi literatur dari buku ilmiah, laporan praktik kerja lapang, skripsi dan jurnal

ilmiah. Selain itu juga didapatkan melalui situs internet.

16



3.6 Prosedur Penelitian

Prosedur dalam penelitian ini mengacu pada Lisdayanti (2013) yang telah

dimodifikasi. Prosedur penelitian dimulai dari menyiapkan alat dan bahan sampai

dengan analisis data. Utuk lebih jelasnya, prosedur penelitian dapat dilihat pada
Gambar 7.

[ Persiapan Alat dan bahan }

[
[ Penentuan Lokasi Penelitian }

Pengukuran Parameter Kualitas

Pengambilan Lamun Thalassia
Air hemprichii
‘ T
[ Sterilisasi Alat dan bahan }
\
[ Pembuatan Media Biakan }
\
[ Pengenceran Bertingkat } """"" 1
[ 1
1
[ Penanaman } L
[ Pengulangan
‘ | sebanyak 3
[ Pour plate ] [ Spread plate } y
‘ ‘ kali
\
[ Pemurnian ]
\
[ Isolat Murni }
I

[ Inokulasi Ke Media Cair dan Disamakan dengan McFarland 0,5 ]

I
[ Uji Anti Bakteri Dengan Metode Cakram l

e —— Y 7
[ Identifikasi Morfologi Bakteri ]
1
[ Analisis Data }
\
‘ Hasil ‘

Gambar 7. Prosedur Kerja Penelitian
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3.6.1 Penentuan Lokasi Penelitian

Penentuan stasiun pengamatan dilakukan dengan cara menjelajah untuk
mengetahui keadaan dan lokasi lapang secara umum, sehingga dengan mengetahui
keadaan dan lokasi lapang maka dapat ditentukan letak pengambilan sampel lamun
Thalassia hemprichii. Stasiun pengamatan didasarkan pada daerah dimana terdapat
spesies Thalassia hemprichii yaitu dengan menarik garis vertikal 5 meter dari bibir

pantai pada saat surut (Lampiran 1).

3.6.2 Pengambilan Lamun Thalassia hemrpichii

Pengambilan sampel lamun dilakukan menggunakan peralatan selam dasar
(snorkeling). Pengambilan sampel lamun dilakukan secara acak (random sampling)
di Pantai Balekambang, Kabupaten Malang. Random sampling adalah teknik
pengambilan sampel dengan memberi kesempatan yang sama untuk diambil
kepada setiap elemen populasi. Pengambilan sampel lamun dilakukan dengan cara
mengambil lamun yang utuh dan dalam kondisi yang baik dengan menggunakan
gunting, kemudian masukkan lamun ke dalam toples yang berisi air laut (Lampiran

1).

3.6.3 Pengukuran Parameter Kualitas Air

Parameter yang diukur meliputi kecerahan, suhu, sainitas, pH dan DO
(Dissolved oxygen). Tujuan dari analisa kualitas air adalah untuk mengetahui kondisi
lingkungan perairan yang mempengaruhi keberadaan bakteri endosimbion lamun

Thalassia hemprichii (Lampiran 1).

> Suhu
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Prosedur pengukuran suhu adalah sebagai berikut.

1)

2)

3)

>

Menyiapkan Alat dan Bahan yang akan digunakan, kemudian mengalibrasi
sensor Thermometer digital dengan aquades agar stabil hingga menunjukkan
angka nol. Hal ini bertujuan agar data suhu yang didapatkan lebih valid.
Memasukkan sensor Thermometer digital hingga tergenang air dan ditekan
tombol on/off.

Menunggu beberapa saat hingga menunjukkan angka suhu yang stabil,

kemudian mencatat hasilnya

Salinitas

Prosedur pengukuran salinitas adalah sebagai berikut.

1)

2)

3)

>

Menyiapkan alat dan bahan yang akan digunakan, kemudian mengalibrasi
sensor salinometer dengan aquades hingga menunjukkan angka nol. Hal ini
bertujuan agar data salinitas yang didapatkan tidak terkontaminasi dengan
data salinitas pada pemakaian sebelumnya.

Mengambil sampel dengan pipet tetes dan meletakkan di atas sensor hingga
penuh, kemudian menekan tombol on/off dan ditunggu beberapa saat
kemudian tekan tombol start

Menunggu beberapa menit hingga menunjukkan angka kadar salinitasnya,

kemudian mencatat hasilnya.

pH

Prosedur pengukuran pH adalah sebagai berikut.
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1) Menyiapkan alat dan bahan yang akan digunakan, kemudian mengalibrasi
sensor pH meter dengan aquades agar stabil hingga menunjukkan angka
nol. Hal ini bertujuan agar data pH yang didapatkan lebih valid.

2) Menyelupkan sensor pH meter hingga tergenang air dan menunggu berapa

menit hingga muncul angka pH meter di layar digital kemudian tekan hold

» Dissolved Oxygen (DO)
Prosedur pengukuran DO adalah sebagai berikut.
1) Menyiapkan alat dan bahan yag akan digunakan, kmudian mengalibrasi
sensor DO meter dengan aquades hingga stabil dan menunjukkan angka
20,9 mg/L
2) Menyelupkan sensor DO meter hingga tergenang air dan ditunggu beberapa

menit hingga stabil kemudian menyatat hasilnya.

» Kecerahan
Prosedur pengukuran kecerahan adalah sebagai berikut.
1) Memasukkan secchi disk kedalam perairan hingga batas tidak tampak
pertama kali, kemudian ditandai dan menyaatatnya sebagai d1
2) Memasukan secchi disk kembali ke dalam perairan dan mengangkatnya
secara perlahan-lahan hingga batas tampak pertama kali dan menyatatnya
sebagai d2

3) Menghitung nilai kecerahan dengan rumus D = (d1+d2) / 2
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3.6.4 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan merupakan hal pertama yang harus dilakukan
sebelum mengisolasi bakteri. Sterilisasi bertujuan untuk membebaskan alat-alat dan
bahan-bahan dari segala macam bentuk kehidupan, terutama mikroba (bakteri,
fungi, protozoa, virus). Proses sterilisasi alat dan bahan yang dilakukan pada

kegiatan penelitian ini adalah dengan menggunakan autoklaf (lampiran 2).

» Cawan Petri

Cawan petri merupakan tempat untuk membiakkan bakteri. Oleh karena itu,
cawan petri harus dalam keadaan steril dari pengaruh mikroorganisme sehingga
akan mengurangi dampak kontaminasi pada saat pembiakan bakteri. Prosedur kerja
sterilisai cawan petri adalah sebagai berikut.

1) Menyiapkan cawan petri yang akan digunakan dan kemudian
membersihkannya dengan air dan sabun, kemudian mengeringkan dengan
tissue. Setelah kering, kemudian membungkus cawan petri dengan kertas
koran dan mengikatnya dengan tali.

2) Memasukkan cawan petri kedalam autoklaf dan mensterilisasi cawan petri
dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit, kemudian
mengambil dari autoklaf dan memasukkan cawan petri kedalam etalase untuk
dikeringkan

» Blue Tip
Salah satu alat yang digunakan dalam proses inokulasi adalah blue tip. Blue

tip digunakan sebagai alat bantu inokulasi bakteri dari media cair ke padat/cair
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dengan menggunakan mikro pipet dan harus selalu dalam kondisi steril. Proses
sterilisasi blue tip adalah sebagai berikut.

1) Menyiapkan blue tip yang akan digunakan dan kemudian membersihkannya
dengan air dan sabun, kemudian mengangin-anginkannya sampai kering.
Setelah kering, kemudian memasukkan blue tip kedalam beaker glass.
Kemudian menutup dengan wrap plastic dan alumunium dan mengikatnya
dengan tali.

2) Memasukkan beaker glass yang sudah berisi blue tip tersebut kedalam
autoklaf dan mensterilisasinya dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm
selama 15 menit, kemudian mengambil dari autoklaf dan ditunggu sampai
kering.

» Air Laut
Pada saat proses pengenceran, air laut steril bertujuan sebagai larutan

pengencer. Skema kerja sterilisai air laut dapat dilihat dalam skema kerja dibawah
ini.

1) Mengambil air laut sebanyak 250 ml dan memasukkan kedalam Erlenmeyer

2) Menutup mulut erlenmeyer dengan kapas dan alumunium foil, kemudian
menutupnya dengan kertas Koran dan mengikatnya dengan tali

3) Memasukkan kedalam autoklaf dan mensterilisasi dengan suhu 121°C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit, kemudian mengambil dari autoklaf

dan memasukkannya kedalam etalase untuk dikeringkan

3.6.5 Pembuatan Sampel Lamun
Pembuatan sampel lamun dilakukan sebelum proses pengenceran bertingkat

(Lampiran 2). Sampel lamun yang sudah dibersihkan ditimbang sebanyak 5 gram
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dan dimasukkan kedalam mortal. Setelah itu sampel dihaluskan dengan alu. Setelah

halus, sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi pengenceran 10™*. Berikut skema

kerja pembuatan sampel lamun.

1)

2)

3.6.6

Membersihkan daun Thalassia hemprichii dengan air kran dari kotoran dan
alga yang menempel, kemudian membersihkan dengan air laut steril dan
alkohol 70%.

Menimbang sebanyak 3 gram dan memasukkan kedalam mortal untuk
dihaluskan sampai halus, kemudian memasukkannya kedalam tabung reaksi

pengenceran bertingkat 107 untuk diencerkan.

Pembuatan Media Biakan

Media biakan merupakan salah satu faktor penting dalam proses isolasi

bakteri. Hal ini dikarenakan media merupakan satu-satunya nutrient/makanan

bakteri pada saat isolasi. Media biakan yang digunakan dalam penelitian ini adalah

Tryptic Soy Agar (TSA) dan Tryptic Soy Broth (TSB) (Lampiran 2).

» Tryptic Soy Agar (TSA)

Media padat yang digunakan pada penelitian ini adalah Tryptic Soy Agar

atau TSA. Dalam penelitian ini, komposisi TSA perliter aquades terdiri dari 15 gram

tripton, 5 gram soy pepton, 5 gram NaCl dan 15 gram agar. Berikut adalah prosedur

kerja pembuatan media TSA.

1)

2)

Menimbang media TSA
Memasukkan kedalam Erlenmeyer yang sudah berisi akuades, kemudian
merebus media diatas hotplate dengan suhu 250°C  sambil

menghomogenkan dengan spatula sampai media matang
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3)

4)

5)

Menutup mulut Erlenmeyer dengan kapas dan alumunium foil, kemudian
menutupnya dengan kertas Koran dan mengikatnya dengan tali
Memasukkan kedalam autoklaf dan menyeterilisasi dengan suhu 121°C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit

Mengambil Erlenmeyer dengan crushable tong dan mendekatkan erlenmeyer
dengan Bunsen, kemudian menuangkan media dengan segera kedalam

cawan petri steril agar tidak memadat sebelum digunakan

Tryptic Soy Broth (TSB)

Tryptic Soy Broth (TSB) merupakan media cair yang digunakan untuk

menumbuhkan bakteri dalam bentuk cair. Komposisi TSB per liter aquades terdiri

daril7 gram casein pepton, 3 gram soya, 5 gram NaCl, 2,5 gram glukosa, dan 2,5

gram dipotasium. Prosedur kerja pembuatan media TSB adalah sebagai berikut.

1)

2)

3)

4)

5)

Menimbang media TSB sebanyak yang dibutuhkan

Memasukkan kedalam Erlenmeyer yang sudah akuades, kemudian merebus
media diatas hotplate dengan suhu 250°C sampai media matang sambil
menghomogenkan dengan spatula

Menuangkan media kedalam tabung reaksi masin-masing 10 ml dengan
bantuan corong

Menutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan alumunium foil, kemudian
menutup dengan kertas Koran dan mengikatnya dengan tali

Meletakkan tabung reaksi kedalam rak tabung dan memasukkannya kedalam
autoklaf, kemudian menyeterilisasi dengan suhu 121°C dengan tekanan 1

atm selama 15 menit

24



6) Mengambil media dengan crushable tongs dan diletakkan dalam suhu ruang

sampai media dingin.

3.6.7 Isolasi Bakteri
Isolasi bakteri merupakan metode untuk membiakkan bakteri. Proses isolasi
yang dilakukan pada penelitian ini meliputi pengenceran, penanaman, pemurnian

(purifikasi) dan kultur bakteri.

» Pengenceran Bertingkat
Pengenceran bertingkat dilakukan untuk memisahkan bakteri dengan
substratnya sehingga bakteri mudah untuk ditanam 9lampiran 2). Selain itu juga
untuk mengurangi jumlah kepadatan bakteri sehingga akan memudahkan untuk
mendapatkan bakteri murni. Berikut adalah prosedur kerja dari pengenceran

beritngkat.

1) Menyiapkan 8 buah tabung reaksi dan diberi label 10°, 10?, 102, 1073, 10*,
10°, 10 dan 107 (Gambar 8)

2) Memasukkan 10 ml air laut steril kedalam tabung 10° dan 9 ml kedalam
tabung reaksi yang lainnya

3) Memasukkan 3 gram sampel lamun yang telah dihaluskan kedalam tabung
reaksi 10-* dan dihomogenkan dengan vortex mixer

4) Mengambil 1 ml sampel dari tabung reaksi 10° dengan mikro pipet.
Kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi 10*.dan dihomogenkan
dengan vortex mixer.

5) Mengulangi prosedur tersebut sampai tabung reaksi 10”
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Gambar 8. Pengenceran Bertingkat

» Penanaman
Penanaman bakteri dalam penelitian ini terdiri dari 2 metode, yaitu metode
tuang (pour plate) dan metode sebar (spread plate) (lampiran 2 dan 3). Metode
tuang dilakukan dengan memasukkan sampel pengenceran terlebih dahulu
kemudian memasukkan media biakan. Sedangkan metode sebar dilakukan dengan
cara memasukkan sampel pengenceran setelah media biakan memadat kemudian
menyebarkannya dengan bantuan triangle. Penanaman ini dilakukan pada media

padat Tryptic Soy Agar atau TSA. Prosedur kerja penanaman dapat dilihat dibawah

ini.

» Metode Sebar (spread plate)
1) Menuang media TSA steril kedalam cawan petri steril dan menunggunya
hingga memadat
2) Mengambil 0,1 ml sampel dari pengenceran bertigkat dan meneteskan
kedalam cawan petri, kemudian meratakannya dengan bantuan triangle

3) Memasukkan kedalam kantong plastik dan merekatkan dengan selotip
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4) Menginkubasi didalam inkubator selama 2x24 jam dalam suhu 27° — 30°
C dan mengamati bakteri yang tumbuh setiap 1X24 jam.

Metode Tuang (pour plate)

1) Mengambil 1 ml sampel dari masing-masing tabung reaksi dan
meneteskan kedalam cawan petri menurut pengenceran masing-masing,
kemudian menuangkan media TSA dan menghomogenkan secara
perlahan dengan pola angka 8 agar homogen hingga media memadat

2) Memasukkan kedalam kantong plastik dan merekatkan dengan selotip

3) Menginkubasi didalam inkubator selama 2x24 jam dalam suhu 27° — 30°
C dan mengamati bakteri yang tumbuh setiap 1X24 jam

Pemurnian

Pemurnian (purifikasi) bakteri bertujuan untuk mendapatkan bakteri yang

lebih murni (pure), sehingga bakteri yang tumbuh merupakan koloni dengan satu

jenis bakteri saja. Pemurnian bakteri akan memudahkan dalam proses identifikasi

bakteri. Pemurnian ini dilakukan dalam media agar miring menggunakan media

padat Tryptic Soy Agar atau TSA dengan cara menggores bakteri (Radjasa et al.,

2003). Prosedur kerja pemurnian dapat dilihat dalam skema kerja berikut ini.

1)
2)

3)

4)

Memijarkan jarum ose diatas Bunsen

Menginokulasikan satu koloni dari cawan penanaman dengan jarum ose
Menggoreskan jarum ose secara zig-zag ke dalam media agar miring yang
berisi media TSA yang telah memadat (gambar 9).

Menutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan wrap plastic
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5) Menginkubasi selama 2X24 jam dalam suhu 27° — 30°C

E Label

Gambar 9. Pemurnian Bakteri dalam Agar Miring

» Kultur Bakteri
Kultur bakteri dilakukan dengan tujuan untuk memperbanyak koloni bakteri
yang telah dimurnikan (purifikasi) (Lampiran 4). Kultur bakteri juga akan
memudahkan dalam membuat stok bakteri. Dalam penelitian ini, kultur bakteri
dilakukan di media cair, yaitu Tryptic Soy Broth atau TSB. Prosedur kerja kultur
bakteri adalah sebagai berikut.
1) Memijarkan jarum ose di atas Bunsen dan menginokulasikan bakteri ke
dalam tabung reaksi yang telah berisi media TSB steril
2) Menghomogenkan dengan vortex mixer dan membandingkan kepadatan
dengan larutan McFarland 0,5 (Ravikumar et al., 2010)
3) Menutup mulut tabung reaksi dengan kapas dan alumunium foil, kemudian

membungkusnya dengan plastik dan mengikatnya dengan tali
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4)

>

Menginkubasi selama 2X24 jam dengan suhu 27°C

Identifikasi Bakteri

Dalam penelitian ini, proses identifikasi bakteri dilakukan dengan

menggunakan metode pewarnaan gram. Tujuan dari pewarnaan gram ini adalah

untuk mengidentifikasi bakteri gram negatif dan gram positif. Bakteri gram negatif

akan memiliki warna merah, sedangkan bakteri gram positif akan berwarna

biru/ungu, Prosedur kerja pewarnaan gram adalah sebagai berikut.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

3.6.8

Menyiapkan isolat murni

Memijarkan jarum ose di atas Bunsen dan mengoleskan bakteri dari cawan
petri pada obyek glass, kemudian memfiksasi di atas Bunsen

Meneteskan kristal ungu dan menunggu selama 1 menit, kemudian membilas
dengan aquades

Meneteskan iodium dan menunggu selama 2 menit, kemudian membilas
dengan aguades

Membilas dengan alkohol 70%, kemudian membilas dengan aquades
Menetesi dengan safranin dan menunggu selama 2 menit, kemudian
membilas dengan aquades

Menutup dengan cover glass, kemudian mengamati di bawah mikroskop dan

mengamati warna bakteri dan bentuk sel bakteri.

Uji Antibakteri (Uji Daya Hambat)

Dalam penelitian ini, metode uji antibakteri dilakukan dengan menggunakan

uji daya hambat menggunakan metode cakram dari Whips (1987) dalam Tasnim et

al.,, 2011) (Gambar 10). Metode cakram merupakan metode uji antibakteri dengan
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menggunakan kertas cakram. Media TSA yang sudah disterilisasi kemudian
dimasukkan kedalam cawan petri steril yang sudah diberi label sampai media TSA
memadat. Bakteri patogen digoreskan diseluruh bagian cawan petri sampai merata.
Setelah itu merendam kertas cakram yang sudah steril kedalam 200l isolat kultur
selama 15 menit dan meletakkannya kedalam cawan petri dengan bantuan pinset,

kemudian menginkubasi selama 1 sampai 2x24 jam.

Gambar 10. Proses Uji Antibakteri dengan Metode Cakram (Whips, 1987 dalam

Tasnim et al., 2011)

Metode uji daya hambat dalam penelitian ini didesain dengan membagi
cawan petri menjadi 5 bagian. Bagian-bagian tersebut digunakan untuk 3 kertas
cakram untuk isolat uji, 1 kertas cakram untuk kontrol positif (Tetracyclin) dan 1
kertas cakram untuk kontrol negatif (aquades). Desain uji daya hambat dengan

metode cakram dapat dilihat pada Gambar 11.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Parameter Kualitas Air

Faktor-faktor yang mempengaruhi bakteri laut untuk tumbuh dan
berkembang dapat berupa faktor fisika dan kimia. Faktor-faktor tersebut antara lain
suhu, kecerahan, DO (Dissolved oxygen), pH dan salinitas (Lisdayanti, 2013). Pada
penelitian ini diperoleh data parameter kualitas air berupa DO, salinitas, suhu, pH
dan kecerahan seperti yang disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil parameter kualitas air

DO Salinitas Suhu H Kecerahan
(mg/L) (ppm) (c) > (meter)

Balekambang 6.8 33 25 8,05 1

BAKU MUTU
(KEPMEN LH 2004)

>3 33-34 28-30 7-8,5 | Tidak tetap

Berdasarkan Baku Mutu Air Laut dari Kementrian Lingkungan Hidup Nomor
51 Tahun 2004 untuk biota laut (lamun), kadar pH tergolong normal karena berada
pada kisaran baku mutu air laut untuk lamun yakni sebesar 8.05 tetapi suhu di
Pantai Balekambang kurang dari ambang batas baku mutu yaitu sebesar 25 °C, DO
dan salinitas masih sesuai dengan baku mutu air laut untuk lamun yakni DO sebesar
6.8 dan salinitas sebesar 33. Zubaidah et al., (2006) mengatakan bahwa terdapat 2
faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan bakteri, yaitu faktor
intrinsik dan faktor ekstrinsik. Faktor instrinsik antara lain pH, potensial oksidasi
reduksi (Eh), nutrisi dan komponen antimikroba sedangkan faktor ekstrinsik antara
lain suhu, ketersediaan dan konsentrasi gas lingkungan serta relative humidity (RH)

Pelczar dan Chan (2008) menjelaskan bahwa nilai pH yang melebihi batas

baku mutu air laut untuk lamun tidak banyak berpengaruh bagi pertumbuhan bakteri
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laut. Hal ini dikarenakan sebagian besar bakteri memiliki toleransi nilai pH sebesar 4
sampai 9. Selain itu suhu di Pantai Balekambang yang kurang dari baku mutu yaitu
25°C tidak banyak berpengaruh terhadap aktivitas inang dari bakteri endosimbion.
Hal ini dijelaskan oleh Dahuri et al., (2003) yang menjelaskan bahwa kisaran suhu
optimal bagi lamun dan bakteri asosiasinya adalah berkisar antara 15-25°C.
Kecerahan pada penelitian ini tergolong cukup baik dengan kecerahan sebesar 1
meter dalam kedalaman 1 meter. Kordi (2011) menjelaskan bahwa lamun dapat
hidup pada kedalaman hingga 90 meter, asalkan tempat tersebut masihbterdapat
penetrasi cahaya yang bagus. Rizka (2013) menambahkan bahwa bakteri
endosimbion selalu ada dalam biota inangnya dan akan mati jika inangnya telah
mati sehingga bakteri simbion sering disebut sebagai bakteri spesifik karena hanya
terdapat pada biota tertentu saja. Pada organisme lamun masih belum ditemukan
letak jaringan tempat bakteri endosimbion tumbuh namun Dubbiler et al. (2010)
menemukan letak bakteri endosimbion pada organisme Olavius loisae (annelida),

yaitu terletak pada jaringan kutikula dan jaringan epidermis seperti pada Gambar 12.

Gambar 12. Letak Bakteri Endisimbion pada Olavius ioisae (annelida)
4.2 I1solasi Bakteri
Isolasi bakteri dilakukan dalam berbagai tahapan, yaitu pengenceran,

penanaman, pemurnian dan kultur. Tahap pengenceran dilakukan dengan
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mengencerkan 3 gram lamun Thalassia hemprichii yang telah dihaluskan kedalam
10 ml air laut steril (Gambar 13). Pengenceran dilakukan sebanyak 3 Kkali
pengulangan. Sampel pengenceran yang sudah dibuat kemudian ditanam kedalam
cawan petri yang berisi media TSA steril. Menurut Aryanti (2014), media TSA
adalah media universal, hampir semua jenis bakteri bisa tumbuh pada media ini,
khususnya bakteri laut. TSA digunakan untuk medium pertumbuhan dengan tujuan
mengamati morfologi koloni dan juga biasa digunakan untuk penghitungan jumlah

bakteri.

Gambar 13. Hasil Pengenceran Bertingkat

Penanaman dilakukan dengan menggunakan 2 metode, yaitu metode tuang
dan sebar. Isolat penanaman dengan metode tuang diberi label “T” dan isolat
dengan metode sebar diberi label “S”. Hasil dari penanaman diilih isolat yang terbaik
(tidak spreader dan tidak kontaminasi dengan jamur) dengan mengambil sebanyak 6
koloni yang terpisah (Gambar 14). Setiap pengulangan hanya diambil sebanyak 6
koloni terbaik yang selanjutnya akan dimurnikan kedalam agar miring yang berisi

media TSA. Jumlah koloni pada setiap penanaman dapat dilihat pada Tabel 4.
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Gambar 14. Hasil Penanaman : (a) metode sebar dari pengulangan ke-2
(pengenceran 10%) dan (b) metode tuang pengulangan ke-3
(pengenceran 10°)

Tabel 4. Jumlah Koloni yang Tumbuh

Penaenceran Jumlah Koloni Pada Penanaman
9 Ulangan 1 | Uangan2 | Ulangan 3
Sebar
10™ Spreader Spreader Spreader
10* Spreader 215 219
10° Spreader 135 53
10* Spreader Spreader 31
10” Spreader Spreader Spreader
10° Spreader 4 Spreader
10" spreader Spreader 3
Tuang
10* spreader Spreader 213
10” 213 139 124
10° 180 120 45
10™ Kontaminasi 104 34
10° 132 134 Spreader
10° TBUD Spreader 24
10" 102 2 3

Keterangan : TBUD : Terlalu Banyak Untuk Dihitung, jumlah koloni bakteri yang
tumbuh pada cawan terlalu banyak untuk dihitung
Spreader : koloni bakteri yang tumbuh hampir pada seluruh cawan
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4.3 Hasil Uji Daya Hambat

Hasil uji daya hambat diperoleh dengan mengukur zona bening dan zona
hambat dari masing-masng isolat dan kontrol positif (+) dengan menggunakan
jangka sorong digital. Pada setiap cawan telah berisi bakteri patogen, 3 cakram
isolat bakteri endosimbion, 1 cakram kontrol positif dan 1 cakram kontrol negatif
seperti yang telah didesain pada Gambar 8. Setiap pengulangan dipilih sebanyak 2
isolat dengan zona bening terbesar. Hasil dari uji daya hambat dapat dilihat pada
Tabel 5 dan Lampiran 5 sampai 7. Kontrol positif dalam penelitian ini menggunakan
Tetracyclin. Tetracyclin dipilih sebagai control positif karena mampu dengan baik
menghambat bakteri gram positif dan gram negatif dan juga sangat resisten
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli, sedangkan untuk kontrol negatif
menggunakan auquades yang merupakan pelarut universal dan bersifat netral atau
tidak memiliki kemampuan antibakteri (Pleczar dan Chan, 1988 dalam Poeloengan,

2007).

Tabel 5. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Diameter (mm)
Isolat S aureus E. coli
24 jam | 48 jam 24 jam | 48 jam
Ke-1

AS1 0.3 1.43 0.15 0.19

AS2 2.44 1.33 0.21 1.98

AS3 0.34 3.79* 0.24 0.27
Kontrol (+) 3.98 3.46 6.58 5.61
Kontrol (-) - - - -

AS4 - 4.74* 0.88 1.40

AS5 - 2.48* 1.02 0.98

AS6 - - 1.18 0.66
Kontrol (+) 3.87 6.46 6.65 8.57
Kontrol (-) - - - -

AT1 0.43 1.03 - -

AT2 0.29 - 0.40 3.57*
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Tabel 5. Lanjutan

Diameter (mm)

Isolat S aureus E. coli
24 jam 48 jam 24 jam 48 jam
AT3 0.76 0.98 - 5
Kontrol (+) 4.38 8.44 7.12 5.11
Kontrol (-) - - - -
AT4 0.10 0.35 0.61 0.55
AT5 - 1.56* 0.56 0.71
AT6 - - 2.84 3.84*
Kontrol (+) 4.10 6.60 8.10 8.18
Kontrol (-) - - - -
Ke-2
BS1 1.52* 2.11* 4.15* 3.87*
BS2 0.23* 1.50* 3.87* 4.13*
BS3 2.80* 4.76* 4.70* 3.54*
Kontrol (+) 5.44 4.74 5.87 6.60
Kontrol (-) - - - -
BS4 - - - -
BS5 - - 0.78* 1.64*
BS6 - 0.91* 1.79* 1.62*
Kontrol (+) 5.11 3.66 5.28 5.96
Kontrol (-) - - - -
BT1 1.10* 0.85 4.15* 4.67*
BT2 - 0.77 1.93* 4.80*
BT3 - 1.18* - 1.34*
Kontrol (+) 1.88 0.56
Kontrol (-) - - - -
BT4 - - 3.03* 1.33*
BT5 - 1.76* - -
BT6 - 0.77* - -
Kontrol (+) 5.45 4.01 1.37 1.23
Kontrol (-) - - - -
Ke-3
Cs1 0.35 0.67 0.40 3.24*
CS2 1.27 0.44 - -
CS3 - - - -
Kontrol (+) 0.44 1.07 2.25 2.55
Kontrol (-) - - - -
Cs4 0.02* - - -
CS5 - - - 0.08
CS6 1.14* - - 0.07
Kontrol (+) 0.96 0.57 1.91 0.89
Kontrol (-) - - - -
CT1 0.32* - 0.61* 1.84*
CT2 3.28* 4.54* 0.72* 3.04
CT3 0.43* - - -
Kontrol (+) 2.26 1.68 1.80 2.04
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Tabel 5. Lanjutan

Diameter (mm)
Isolat S aureus E. coli
24 jam 48 jam 24 jam 48 jam

Kontrol (-) - - - -

CT4 3.43* 3.66* 2.84* 1.74*

CT5 2.27* 1.57* 2.78* -

CT6 2.18* 2.23* 1.81* 1.92*
Kontrol (+) 6.73 6.50 2.25 2.25
Kontrol (-) - - - -

Keterangan : (*) : merupakan zona hambat (isolat mampu menghambat)
Tanpa (*) : merupakan zona bening (isolat mampu membunuh)
Hijau : menunjukkan isolat terbaik yang dipilih
Kode A, B dan C: ulangan ke-1, ke-2 dan ke-3
Kode S dan T : secara berurutan merupakan metode Sebar dan Tuang
Diameter zona hambat/bening sudah dikurangi dengan diameter
kertas cakram sebesar 6 mm

Pada uji daya hambat ke-1, terdapat peningkatan efektivitas daya hambat
dari inkubasi selama 24 jam ke inkubasi 48 jam. Tabel 5 menunjukkan beberapa
isolat mampu membentuk zona bening (mampu membunuh) terhadap kedua bakteri
patogen. Pada uji daya hambat ke-1, dipilih 2 isolat yang memiliki zona bening
terbesar untuk selanjutnya diidentifikasi bakterinya, yaitu isolat AS1 terhadap S.
aureus dan AS2 terhadap E. coli (Gambar 15). Pada uji daya hambat ke-2, dipilih 2
isolat yang memiliki zona bening terbesar untuk selanjutnya diidentifikasi bakterinya,
yaitu isolat BT1 dan BT2 terhadap S. aureus (Gambar 15). Sedangkan untuk uiji
daya hambat ke-3. Diambil 2 isolat dengan zona bening terbesar, yaitu isolat CS1

terhadap S. aureus dan isolat CT2 terhadap E. coli (Gambar 15).
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Gambar 15. Hasil uji day hamat : gambar (a) dan (b) merupakan pengulangan
ke-1, gambar (c) dan (d) merupakan pengulangan ke-2 dan gambar (€)
dan (f) merupakan pengulangan ke-3

Zona bening yang terbentuk dari keenam isolat yang didapatkan (Tabel 6)
memiliki zona bening yang tergolong kecil, yaitu kurang dari 5 mm sehingga dapat
disimpulkan bahwa aktivitas antibakteri dari keenam isolat tersebut adalah lemah.

Sedangkan untuk zona hambat yang terbentuk (Tabel 6) memiliki zona hambat yang

sedang, yaitu pada isolat BS2 dan BT1 terhadap E. coli dengan zona hambat

masing-masing 8.16 dan 8.67 mm dikarenakan zona hambat yang terbentuk berada
pada kisaran 5 mm sampai 10 mm. Hal tersebut dijelaskan oleh Davis dan Stout

(1971) dalam Dewi (2010) yang mengatakan bahwa kriteria kekuatan zona

hambat/bening yang menandakan aktivitas antibakteri adalah jika daerah hambatan

>20 mm berarti sangat kuat, daerah hambatan 10-20 mm berarti kuat, daerah

hambatan 5-10 mm berarti sedang dan daerah hambatan <5 mm berarti lemah.
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Penelitian ini menggunakan kepadatan bakteri yang disamakan dengan 0,5
McFarland atau setara dengan 1,5 x 10%. Sejauh ini, belum ditemukan kepadatan
tertentu dari bakteri uji yang dapat dengan baik membunuh bakteri patogen.
Poeloengan et al., (2010) menguiji S. aureus dan E. coli yang disamakan dengan 3
McFarland (9 x 10%) terhadap ekstrak etanol kulit Batang Bungur (Largerstoremia
speciosa Pers) dan mendapatkan bahwa S. aureus dan E. coli memiliki resistensi

yang lemah.

Tabel 6. Isolat yang memiliki zona bening/hambat terbesar dalam inkubasi 48 jam

Diameter Zona Bening
No Isolat Terhadap Bakteri Petogen
(mm)
Membunuh

1 AS1 1.43 (S. aureus)

2 AS2 1.98 (E. coli)

3 BT1 0.85 (S. aureus)

4 BT2 0.77 (S. aureus)

5 Csl 0.67 (S. aureus)

6 CT2 3.04 (E. coli)

Menghambat

1 AS4 4.74* (s. aureus)

2 AT6 3.84* (e. coli)

3 BS3 4.76* (s. aureus)

4 BT2 4.80* (e. coli)

5 CT2 4.54* (s. aureus)

6 CT4 3.66* (s. aureus)

Keterangan ; (*) : menandakan isolate yang hanya memiliki zona hambat

Pada ketiga tahapan uji daya hambat, aktivitas zona hambat dari bakteri
endosimbion cenderung lebih besar terhadap E. coli yaitu dengan kisaran zona
hambat sebesar 0,76 mm — 4,80 mm dibandingkan terhadap S. aureus yang
memiliki zona hambat dengan kisaran 0,77 mm - 4,76 mm (Gambar 16). Sedangkan
untuk aktivitas zona bening (membunuh), bakteri endosimbion cenderung lebih

besar untuk membunuh E. coli yaitu dengan kisaran zona bening antara 0,07 mm —
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3,07 mm dibandingkan dengan S. aureus yang memiliki kisaran zona bening

sebesar 0,35 mm -1,56 mm (Gambar 16).
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Keterangan : Warna merah : menunjukkan angka terendah
Warna biru : menunjukkan angka tertinggi

Gambar 16. Grafik Perbandingan Efektifitas Antibakteri Terhadap S. aureus dan E.
coli

Gambar 16 memberikan kesimpulan bahwa bakteri endosimbion pada lamun
Thalassia hemprichii memiliki kemampuan lebih baik dalam menghambat E. coli
yaitu dengan zona hambat tertinggi sebesar 4,80 mm dan juga memiliki kemampuan
lebih baik dalam membunuh E. coli yaitu dengan zona bening tertinggi sebesar 3,04

mm.

4.4 Mekanisme Antibakteri Endosimbion Lamun Thalassia hemprichii
Hasil uji aktivitas antibakter pada penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat
2 jenis aktivitas antibakteri yang terbentuk, yaitu zona bening dan zona hambat.

Luthana (2008) menjelaskan bahwa terdapat 3 sifat aktivitas antibakteri yang dimiliki
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oleh bakteri, yaitu bakteri dapat bersifat bakteriosidal (membunuh bakteri),

bakteriostatik (menghambat bakteri) dan juga germisidal (menghambat germinasi

spora bakteri). Kemampuan bakteri dalam menghambat ataupun membunuh

pertumbuhan bakteri lain dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor sebagai berikut.

1. Waktu : hal ini mengacu pada fase-fase bakteri dimana bakteri akan memiliki
kemampuan yang berbeda pada fase-fase tertentu.

2. konsentrasi zat antibakteri : senyawa antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri
memiliki kemampuan yang berbeda terhadap bakteri lain yang menjadi lawannya

3. jenis, umur dan keadaan bakteri : hal ini juga mengacu pada fase bakteri dimana
bakteri memiliki kemampuan yang berbeda pada setiap fase. Berbeda jenis
bakteri, maka berbeda pula kemampuannya. Sedangkan untuk umur, semakin
lama umur bakteri semakin melemah kemampuannya untuk melawan bakteri lain
yang mempunyai umur yang lebih muda.

Bakteri endosimbion yang membentuk zona bening mengindikasikan bahwa
bakteri tersebut memiliki sifat bakteriosidal, yaitu mampu untuk membunuh bakteri
patogen sehingga dapat terbentuk zona bening disekitar kertas cakram (Gambar
17). Bakteri endosimbion yang membentuk zona hambat mengindikasikan bahwa
bakteri tersebut memiliki sifat bakteriostatik, yaitu hanya mampu untuk menghambat
laju pertumbuhan bakteri patogen, sehingga bakteri endosimbion aka tumbuh

disekitar kertas cakram tanpa membunuh bakteri pathogen (Gambar 17).
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Gambar 17. Sifat Antibakteri : (a) bakteriosidal dan (b) bakteriostatik

Hasil uji aktivitas antibakteri dalam masa inkubasi dari 24 jam ke 48 jam
menunjukkan adanya aktivitas yang berbeda, baik berupa penurunan, peningkatan
maupun tidak terjadi aktivitas antibakteri (Tabel 5). Penurunan dan peningkatan
aktivitas antibakteri tersebut disebabkan oleh perbedaan fase-fase pertumbuhan
bakteri. Zubaidah et al., (2006) menyebutkan terdapat 3 fase pertumbuhan bakteri
dimana bakteri tersebut mengasilkan senyawa metabolik sekunder, yaitu sebagai
berikut..

1. Fase pertumbuhan cepat (logaritmik) : bakteri sudah mampu beradaptasi
sehingga bakteri mampu membelah dengan cepat mengikuti kurva
logaritmik. Faktor pengaruh kecepatan pertumbuhan adalah kandungan
nutrient yang terdapat pada media tumbuhnya. Pada fase ini bakteri
membutuhkan energi lebih banyak dibandingkan fase sebelumnya.

2. Fase pertumbuhan lambat : pertumbuhan bakteri menjadi lambat. Hal ini
dikarenakan oleh persaingan antar bakteri yang menyebabkan zat-zat nutrisi
di dalam media pertumbuhannya sudah berkurang.

3. Fase pertumbuhan tetap (statis) : jumlah populasi sel tetap karena jumlah sel
yang tumbuh sama dengan yang mati, ukuran sel pada fase ini semakin kecil

karena sel tetap membelah meskipun zat nutrisi sudah habis.
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Penurunan aktivitas ditandai dengan penurunan diameter zona hambat atau
zona bening seperti pada isolat AT2 terhadap S. aureus. Hal ini dapat terjadi
dikarenakan bakteri endosimbion telah mencapai fase pertumbuhan lambat dalam
inkubasi 24 jam maupun 48 jam yang ditunjukkan dari oenurunan zona bening
maupun zona hambat yang terbentuk. Perubahan zona bening menjadi zona
hambat juga merupakan penurunan aktivitas antibakteri seperti pada isolat AT6
terhadap E.coli. Hal ini dikarenakan bakteri endosimbion mengalami fase lambat dan
bakteri patogen E. coli mengalami fase pertumbuhan cepat (fase logaritmik) pada
inkubasi 48 jam. Hal ini menyebabkan bakteri endosimbion mengalami penurunan
dalam menghasilkan senyawa metabolik sekunder sehingga tidak mampu lagi
membunuh E. coli.

Peningkatan aktivitas antibakteri ditandai dengan adanya peningkatan
diameter zona hambat atau zona bening seperti pada isolat AS1 terhadap S. aureus.
Hal ini dikarenakan bakteri endosimbion pada isolat AS1 mengalami fase logaritmik
sehingga bakteri endosimbion mampu untuk menghambat atau membunuh patogen
S. aureus. Perubahan dari zona hambat menjadi zona bening seperti pada isolat
CT2 terhadap E. coli dalam 48 jam juga merupakan peningkatan aktivitas
antibakteri. Hal ini dikarenakan bakteri endosimbion pada isolat CT2 mengalami fase
logaritmik lebih cepat dibandingkan E. coli sehingga bakteri endosimbion mampu
menghasilkan senyawa metabolik sekunder lebih banyak untuk membunuh E. coli.
Pelczar et al. (1986) dalam Elita (2013) menyatakan bahwa senyawa metabolik
sekunder pada bakteri dihasilkan pada fase cepat (logaritmik) dan fase stasioner.
Senyawa metabolik sekunder belum muncul pada saat fase adaptasi dan

mengalami penurunan pada fase pertumbuhan lambat.
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4.5 Hasil Identifikasi Morfologi Bakteri

diidentifikasi morfologi sel dan morfologi koloninya.

Sebanyak 6 isolat dengan zona bening terbesar (Tabel 5) selanjutnya

Identifikasi morfologi sel

dilakukan dengan merode pewarnaan gram. Menurut Lestari (2013), pewarnaan

gram adalah suatu metode untuk membedakan spesies bakteri menjadi dua

kelompok besar, yakni gram positif dan gram negatif. identifikasi morfologi koloni

dilakukan dengan cara penanaman yang selanjutnya diidentifikasi

menurut

Dwijoseputro (2005) (Gambar 18). Hasil identifikasi morfologi sel dan moerfologi

koloni dapat dilihat pada Tabel 7 dan Lampiran 8.
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Gambar 18. Morfologi Koloni Bakteri

Eurmparan

serups lomamh

kariting

Isolat Morfologi Sel _ Morfologi I_<oloni

Warna Gram | Gram | Bentuk sel | Tepian Elevasi Warna
AS1 Ungu Positif Basil Utuh Rata Putih susu
AS2 Ungu Positif Kokus Utuh Rata Putih susu
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el Morfologi Sel : Morfologi I_<o|oni

Warna Gram | Gram | Bentuk sel | Tepian Elevasi Warna
BT1 Merah Negatif Kokus Utuh Rata Putih susu
BT2 Merah Negatif Kokus Utuh Rata Putih susu
Cs1 Ungu Positif Kokus Utuh Rata Putih susu
CT2 Ungu Positif Kokus Utuh Rata Putih susu

Hasil pengamatan morofologi sel pada Tabel 7 menunjukkan bahwa bakteri
endisimbion yang memiliki aktivitas antibakteri lebih dominan adalah gram positif
dengan bentuk kokus. Perbedaan morfologi sel dapat dilihat pada Gambar 19.
Selain itu, hasil pengamatan morofologi koloni menunjukkan bahwa koloni bakteri
endosimbion lebih dominan memiliki elevasi tepian yang utuh, memiliki elevasi rata

dan berwarna putih susu (Gambar 20).

I

Gambar 19. Hasil Morfologi Sel dengan Perbesaran 400X : (a) Gram Negatif
Dengan Bentuk Sel Kokus dan (b) Gram Positif Dengan Bentuk Sel
Basil.
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Gambar 20. Morfologi Koloni Pada Isolat CS1 dengan Tepian Utuh, Elevasi Rata
dan Berwarna Putih Susu

Hasil identifikasi morfologi bakteri juga pernah dilakukan oleh Massinai et al.
(2013) yang menemukan 7 isolat bakteri endosimbion pada T. hemprichii dengan
bakteri yang dominan bakteri gram negatif. Zobell (1946) dalam Sidharta (2000)
menjelaskan bahwa bakteri laut khususnya endosimbion sebenarnya lebih dominan
adalah gram negatif dengan bentuk batang, namun tidak semua bakteri
endosimbion mempunyai aktivitas antibakteri terhadap patogen, khususnya S.
aureus dan E. coli. Hutching dan Saenger (1987) dalam Massinai (2013)
menjelaskan bahwa bakteri gram positif cenderung lebih resisten terhadap bakteri
gram negatif (E. coli) karena mempunyai dinding sel yang lebih tebal dan lebih solid.
Selain itu, bakteri gram positif juga lebih dominan dalam hal resistensi terhadap
bakteri gram yang sama (positif). Hal tersebut menyebabkan bakteri yang ditemukan
dalam penelitian ini lebih dominan adalah bakteri gram positif.

Metode pewarnaan gram yang dipakai pada penelitian ini adalah untuk
membedakan bakteri gram negatif dan positif berdasarkan warna yang timbul pada
bakteri endosimbion. Mekanisme pembentukan warna tersebut terjadi pada dinding

sel bakteri seperti yang dijelaskan oleh Lestari (2013), yaitu bakteri gram positif akan
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mempertahankan warna ungu atau biru dari kristal ungu setelah dicuci dengan
alkohol, sedangkan bakteri gram negatif tidak mempertahankan warna ungu dan
akan menyerap warna merah dari safranin sehingga dapat berwarna merah.
Mekanisme penyerapan warna yang terjadi pada proses pewarnaan gram
terjadi dikarenakan struktur dinding sel pada bakteri gram negatif dan positif adalah
berbeda. Menurut Madigan et al. (2003) bakteri gram positif dan gram negatif
memiliki struktur dinding sel yang berbeda. Struktur dinding sel pada gram positif
relatif lebih tebal, yaitu 15-80 nm dan memiliki peptidoglikan hanya berlapis tunggal.
Meskipun gram positif memiliki dinding sel yang tebal, namun dinding selnya
memiliki kadar lipid yang rendah. Bakteri gram negatif memiliki struktur dinding sel
yang lebih tipis 10-15 nm, namun memiliki 3 lapisan peptidoglikan. Oleh karena
dinding sel bakteri gram negatif lebih tipis, maka dinding sel yang sebelumnya
menyerap warna ungu akan pudar setelah lemak luruh terhadap alkohol sehingga
warna ungu akan hilang dan gram positif akan menyerap warna merah dari safranin.
Sedangkan pada gram positif cenderung lebih kuat untuk menahan warna ungu
yang diserap dikarenakan dinding sel yang tebal sehingga lemak tidak sepenuhnya

luruh setelah diberi alkohol.
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5. PENUTUP
5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan sebagai berikut :
1. Terdapat dua aktivitas antibakteri dari bakteri endosimbion lamun Thalassia
hempirichii, yaitu menghambat (bakteriostatik) dan membunuh (bakteriosidal)
yang termaduk dalam kategori zona hambat/bening yang kecil (lemah).
2. Bentuk morfologi sel dari bakteri endosimbion yang memiliki aktivitas
antibakteri didominasi oleh gram positif dengan bentuk sel kokus, sedangkan
morfologi koloninya didominasi tepian utuh dan berwarna putih susu.
5.2 Saran

Saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah bahwa pada
penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan identifikasi secara molekuler
terhadap bakteri endosimbion lamun Thalassia hemprichii yang memiliki aktivitas

antibakteri.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Penentuan lokasi, pengambilan sampel dan pengukuran kualitas air
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Lampiran 2. Sterilisasi, Pengenceran dan Penanaman

Gambar . Sterilisasi, Pngenceran dan Penanaman : (a) sterilisasi, (b)
pengenceran, (c) hasil pengenceran dan (d) penanaman
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Lampiran 3. Hasil Penanaman

(A) Metode Tuang

Gambar 22. Penanaman Metode Tuang : (a, b dan c¢) adalah penanaman ke-1,
(d, e dan f) adalah penanaman ke-2 dan (g, h, i) adalah
penanaman ke-3

(B) Metode Sebar
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Gambar 23. Penanaman Metode Sebar : (a, b dan c) adalah penanaman ke-1,
(d, e dan f) adalah penanaman ke-2 dan (g, h, i) adalah
penanaman ke-3
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Lampiran 4. Pembuatan Stok Bakteri Endosimbion dan Bakteri Patogen

Gambar 24. Stok Bakteri Endosimbion dan Patogen : (a) stok bakteri pathogen,
(b) pembuatan stok bakteri, (c) dan (d) stok bakteri endosimbion
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Lampiran 5. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ke-1 (Inkubasi 48 jam)
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Lampiran 6. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ke-2 (Inkubasi 48 jam)
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Lampiran 7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ke-3 (Inkubasi 48 jam)
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Lampiran 8. Hasil Pewarnaan Gram
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Lampiran 9. Perhitungan Pembuatan Media TSA dan TSB
Perhitungan TSA

gram media TSA = 40/1000 x jumlah cawan x 20 (volume cawan petri)

ml aquades = jumlah cawan x 20 (volume cawan petri)

Perhitungan TSB

gram media TSB = 30/1000 x jumlah tabung reaksi x 10 (volume tabung
reaksi)

ml aguades = jumlah tabung reaksi x 10 (volume tabung reaksi)
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