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Budidaya udang secara tradisional, intensif, dan semi intensif dapat
menimbulkan dampak terhadap penurunan kualitas perairan, sehingga dapat
menurunkan kesehatan udang dan akan menimbulkan beberapa penyakit
diantaranya adalah penyakit vibriosis. Penyakit vibriosis menyerang saat
mengalami stress dan lemah hingga mengalami kematian. Penyakit vibriosis
disebabkan oleh beberapa golongan bakteri vibrio diantaranya Vibrio harveyi.
Pencegahan yang dilakukan banyak menggunakan bahan sintetis seperti
antibiotik, yang akan berdampak negatif seperti resistensi antibiotik. Untuk
menghindari hal tersebut, maka dibutuhkan antibakteri alternatif yang mampu
menghambat sistem komunikasi antar sel bakteri (sistem quorum sensing)
dengan penggunaan ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) sebagai inhibitor
autoinducer bakteri V. harveyi.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan ekstrak tinta cumi-
cumi (Loligo sp.) sebagai penghambat quorum sensing V. harveyi dengan uji GC-
MS. Penelititian ini dilaksanakan Laboratorium Kimia Organik, Universitas Islam
Negeri Malang pada Januari 2015 dan Laboratorium Forensik Kantor Polisi
Daerah Surabaya pada Februari 2015. Penelitian ini menggunakan dua sampel
yang diuji GC-MS, vyaitu ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dengan pelarut
metanol dan ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dengan pelarut metanol yang
ditambahkan HSL (Homoserine Lactone) untuk diketahui hasil pecahan dari
masing-masing sampel, sehingga diketahui senyawa atau fragmen yang mampu
bersifat sebagai inhibitor autoinducer V. harveyi.

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini adalah pada masing-masing sampel
ditemukan 2 senyawa dominan yaitu 2-piperidinone (y-valerolactam) dan
kolesterol, serta pada sampel yang telah ditambahkan dengan HSL, senyawa
lain yang muncul adalah fenol yang telah diketahui mampu bersifat sebagai anti
bakteri. Senyawa 2-piperidinone (y-valerolactam) juga telah diketahui mampu
menjadi inhibitor HSL karena sifatnya yang stabil. Ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo
sp.) merupakan antibakteri yang mampu menghambat sistem quorum sensing

dari V. harveyi.



DAFTAR ISI

Halaman
RINGHASANIR S . 2.0 00 E% WPl o ATRAR Y. . at AN X0 €l B .20 0 . .0 Vi
KATA PENGANTAR ...t eI SR e 6 ki s e s s ek e vii
DAFTARISI citiiieciiineee. P I - s e b s g viii
DAFTAR TABELY.... . e e e fh haee b X
DAFTAR GAMBAR L.ttt ettt e ekttt e e e e e a4 e bbbttt e e e e e s e abbe e eeeaaeeeeaannneennes Xi
DAFTAR LAMPIRAN ... eettiee ettt ettt e e e e e s s aa et e e e e e e e e anbbbbe e eaaeeaeaannneeeees Xii
1. PENDAHULUAN
). O, 0. N /N S L
= Lee L S T= F= 1 T PPN i
. ey N Yy R
umusan Masalah Tujuan Penelitian............c.coviviiiiiiiiiiiiiiiiie e 3
L -y alaen el N\ e T
(U= U I =1 0 T 1= T o T S SR 3
o R AY\A I Ry, R~ H
I R Y P W, ... /25 B g~ N S 3
o [N AN RN A K
[T U= = T PP 4
o Ty YL EANYY T
EMPAL AN WAKLU ....euvei e ee e et ie s e e e e s e et e e e e e e e e e s eaaaana e aaeaaaeeannes 4
2. TINJAUAN PUSTAKA
B Y ot~ o Y BTN ... A e, S K
lasifikasi dan Morfologi Cumi-cumi (LOIGO SP.)..uuuiiiiieeeiiiiiiiieeee e, 5
. s\ e N\l 0 8 P
emanfaatan Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) di Bidang Pengobatan ..................... 7
SO X D AR === ) N BB o ). N . 4 E
KSTraksi BaNan...........oooiiiiiiii i 8
% T X ¥y v N8 K
lasifikasi Bakteri VIDro harveyi............ccooo e 11
2.5 SRR ... . K
arakteristik Bakteri VIbrio Narveyi ... 11
2.6 ... . SR R— & ........ 0. Q
uorum Sensing (QS) dan Quorum Quenching (QQ) .....cvvevvvviiiieiiriiiicieee e, 12
2. e o ... ........c.. ... H
OMOSENNE LACIONE (HSL) ...vvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 15
L B MRS o o a L S B e\ G
C/MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry) ...........ceeiviiieriiiiiiiinnneeeenn. 16
3. METODE PENELITIAN
LD Wialerighehelifon " s SR8 ER. P . 00 15 WP o AMAR Y _-alSawed. . 19
A AN L WL ABERRARY AR AL AR LTI R ) S A



CLAA AN LSRN WA 121 AR VAL LW & B
ahan-bahan Penelitian...............uuuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeieeeeneeere . 19
CABIRAMQLIAVA DA Ao DARBAT. H.® P =)' 29 QN A M
L=y oT0 [ =T o 1= 11 = o 20
SEL X7 200 LI0 e AN P e iR I U RS o €. TRENT P
§Gsediy Penelitiamh, BP0 . 2. AR W e 18«20 8% ¢ L. Yo £ ¥ 20
Bt RAAY AN N A BL AR AFIRL AL AP QRN o PN P
ersiapan Pengambilan Kantong Tinta Cumi-cumi (Loligo Sp.)........cceevvvevieennn. 20
ol A D AR RA R L g Wy, QRN LAY =L NN a ) E
kstraksi Tinta Cumi-cumi (LOIIGO SP.) «eeeeerrriiieeeiieiiiiiiiiiieie e e e e eeeeeanaens 21
I e o e SR S A P
embuatan Stok HSL (Homoserine Lactone)............cooooveeiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeen 22
Ol SRR . . O . . ... . . . e s s e I

dentifikasi Senyawa yang terkandung dalam Tinta Cumi-cumi dengan
Pelarut Metanol dan Senyawa Hasil Pemotongan Ekstrak Tinta Cumi-cumi
terhadap 30C8HSL vyang dilakukan dengan Kromatografi Gas

Spektroskopi Massa (GC-MS) .......cooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e et e e eean s 22
RTINS W, . T SRRSO AERIERIERIEREIERIERRRIORRRRRIONNS. 47 9P AESSRSSRRSA A
QF= 1 IST= B = | - TS PPPPR 23

4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Ry, . R = . 4 A\ VT O B /. G S . »-. . S U
ji GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) Ekstrak Tinta Cumi-
cumi dengan MEaNOI ...........oouuiii it e e e e e e e e eaaaaa s 24

o Al AN A U

ji GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) N-octanoyl-L-
Homoserine-Lactone (30OC8HSL) Sintetis yang ditembak dengan Ekstrak

Tinta Cumi-cumi yang Menggunakan Pelarut Metanol..................c.cccccieeeeeeae. 26
1S TR WY 0. S N~ A W . . F
ragmentasi Senyawa Hasil Reaksi HSL (Homoserine Lactone) dengan
Ekstrak Tinta Cumi-cumi (LOHGO SP.) vuuiiiiieiiiiieie et 29
5. PENUTUP
L R LTS 1] 01U = T PRSP 31
SY2RS Al es——— - . B AW el A IJE R ) TRS— 31
DA e I AN o o U 1S I AN 32

LAMPIRAN .ottt e et e e et et e e e e e e et e e e e Rt e e e et e e e ae e e nrne 37



N
.25

DAFTAR TABEL
asil Pengamatan Uji GC-MS Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan Pelarut Metanol....
H
....28

Halaman

“ditambahkan Ekstrak

asil Pengamatan Kromatogra

Tinta Cumi-cumi (Lo

Tabel

p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS] (&

SVLISYIAINDN



vii

DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
NNV a2 o A0 N s AAR Y. L an ARe RN RN PR, M
orfologi Cumi-CumMi (LOKIGO SP.) coooiieee it 5
I RMPAXMT N Y AT 0000 Sy, "HMRAL LALLM M
odel QUOrumM SenSiNg V. NAIVEYI ......ccooiiiieiieeeee e 14
CRARENNEY o 200000000 Wy, O K
romatogram Uji GC-MS Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan Metanol ......................... 24
4....4V A % N\ W T e A oV . U N S
truktur Senyawa Kimia Piperidinone dan Kolesterol ...............cccoovviieiiiieeieciieiiinnnn. 25
£f LSS s B K

romatogram 30OC8HSL Sintetis yang ditambahkan Ekstrak Tinta Cumi-cumi
(LONIGIO SP.) -ttt 27



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran Halaman
i AT R A MEERIAY AR ELS T R IR R ) Ay NARY P
uncak Kromatogram Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan Metanol yang diuji
GC-MS...aml ... .. N S - o a-nssedeensane BT b 36
AARARBT R Y 4 0 N PO WL A L
=T ] 11 1= 1 PP 37
3. A % N\ W e A e V. U N L
= 111 o PP 38
vy e N Yy L
= ] 1= L PP 39
s R A\ AN, A~ L
oy YT NSRS N 40
T b N W - W AT LA Gy N < L
N NN\ W, Yy 41
/A s T8 BT A L. .| A e, L
N R v - A B e ... | S 1y ) . 42
SN R K1Y D BN R == | BB s} S . A P
uncak Kromatogram 3OC8HSL Sintetis yang ditambahkan Ekstrak Tinta Cumi-
CUITH (LONIGIO SID. )tttk e 43
... . . .. 4. ... . L
2 1] 01> S 44
10, o e SRR RRSRS——————" . ol L
ANJUEAN. ...k« caseeaeeeeeoe e O . k. e aaad s s o 45
11N SRIBET 4R IR K E 285 REN oAl W T NP8 20N IS L

AT . a ARAFRRE —a B W FS A LRLNY 2 8RB BN 46



L

47
.S

48

Xiv
kema Kerja Uji GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry) ....................

anjutdhi ) ¥.. Lot BB P QAR PO 2 . . EIN e D WY 000
lat Penelitian ............

12

p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS] (&

SVLISYIAINDN



1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Program pemerintah hingga 2014 memproyeksikan produksi perikanan
budidaya rata-rata sebesar 353 % dan khusus dari udang 201 %. Hingga saat ini
produktivitas tambak udang yang dikelola secara tradisional, khususnya di
Sulawesi Selatan, masih sekitar 200 kg/ha. Oleh karena itu, dalam upaya untuk
mendukung program tersebut perlu upaya peningkatan produksi udang dari
budidaya baik untuk udang windu maupun udang vaname. Sejak diintroduksi ke
Indonesia pada tahun 1999, pada masa sekarang ini budidaya udang vaname
baik tradisional, semi intensif, maupun intensif telah berkembang di beberapa
daerah di Indonesia, dan telah mampu menyumbang 70 % dari total produksi
udang di Indonesia (Gunarso dan Mansyur, 2010).

Pada budidaya udang, masalah yang sering muncul adalah serangan
bakteri, yang pada akhirnya dapat menyebabkan kematian benih/larva udang.
Bakteri Vibriosis adalah jenis bakteri yang lebih banyak menyerang larva udang
yaitu pada saat udang dalam keadaan stress dan lemah, oleh karena itu sering
dikatakan bahwa Dbakteri termasuk opportunistik pathogen. Akibatnya
menimbulkan kerugian ekonomi yang cukup tinggi (Nasi et al., 2011).

Penyakit yang disebabkan oleh genus Vibrio ini menimbulkan cahaya
pada tubuh udang sehingga sering disebut penyakit kunang-kunang. Spesies
bakteri penyebab vibriosis bukan hanya berasal dari Vibrio harveyi, melainkan
golongan V. carcharial, V. alginolyticus, V. anguillarum, dan V. parahaemolyticus
juga mengancam ketahanan tubuh udang (Hatmanti, 2003). Namun, V. harveyi
dikenal sebagai bakteri yang paling patogen pada udang, baik dalam hatchery

maupun setelah ditebar dalam tambak (Trianto et al., 2004).



Kemampuan bakteri dalam mengeluarkan sifat patogenitasnya dapat
dilihat dari sistem quorum sensing. Quorum sensing adalah mekanisme yang
memungkinkan bakteri untuk berkomunikasi antara sel satu dengan yang lain.
Berarti bahwa kegiatan yang dikendalikan oleh quorum sensing diinduksi saat
populasi bakteri mencapai kepadatan tinggi. Sistem signaling ini memungkinkan
populasi bakteri untuk berkoordinasi mengatur fungsi menurut jumlah sel dalam
lingkungan yang ditetapkan (Croxatto, 2006). Autoinducer adalah jenis sinyal
kimia yang dihasilkan oleh bakteri (gram positif atau gram negatif) untuk
membentuk sistem quorum sensing (Schauder et al.,(2001).

Faktor virulensi dari bakteri V. harveyi meliputi endotoksin, eksotoksin,
haemolisin, kitinase, lesitin, salinitas rendah, dan R plasmid (Abraham, 2006).
Kemampuan virulensi dari V. harveyi dapat dilemahkan dengan penggunaan
beberapa cara, diantaranya adalah antibiotik. Tetapi penggunaan antibiotik dapat
menimbulkan dampak negatif yaitu bakteri tersebut menjadi resisten terhadap
antibiotik ( Evan, 2009).

Untuk menghambat sistem quorum sensing pada V. harveyi diperlukan
bahan yang mampu mengacaukan pembentukan sistem quorum sensingnya.
Penelitian terbaru menyatakan bahwa tinta cumi-cumi memiliki kemampuan
membunuh sel kanker, meningkatkan nilai leukosit, antioksidan, antiradiasi,
antivirus, dan antibakteri (Zhong et al., 2009). Sedangkan menurut Girija et al.
(2012), ekstraksi tinta sotong pada konsentrasi rendah mampu menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aereus, tinta dari jenis Sepia officianalis dapat
dijadikan sebagai bahan pengawet dan antioksidan, serta tinta dari jenis Sepiella
inermis dapat digunakan sebagai antivirus dan penelitian Girija et al. (2012),
tentang kemampuan antibakteri dari ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo duvauceli)

dengan menggunakan pelarut n-heksan mampu melawan produksi ESBL strain



Escherichia coli dengan diameter daya hambat 18 mm dan Klebsiella
pneumoniae dengan diameter daya hambat 22 mm.

Berdasarkan informasi mengenai manfaat tinta cumi-cumi yang memiliki
sifat antimikroba, maka perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang kemampuan
ekstrak tinta cumi-cumi yang berpotensi terhadap penghambatan sistem quorum

sensing V. harveyi melalui uji GC-MS.

1.2 Rumusan Masalah

Salah satu sinyal yang digunakan oleh bakteri pada sistem gquorum sensing
yaitu sinyal Al-1 (Autoinducer-1) dengan senyawa kimia yang disintesis adalah
golongan HSL (Homoserine Lactone), dengan menghambat sinyal tersebut
dalam sistem quorum sensing bakteri, maka akan menurunkan kemampuan
patogenitasnya terhadap inang dan diduga ekstrak tinta cumi-cumi dapat
berperan sebagai inhibitor autoinducer V. harveyi. Berkaitan dengan hal tersebut,
maka rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :
- Apakah ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dapat menghambat quorum

sensing V. harveyi dalam uji GC-MS ?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan ekstrak tinta

cumi-cumi (Loligo sp.) sebagai penghambat quorum sensing V. harveyi.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini terdiri dari Ho dan Hi;, yang menyatakan
bahwa :
Ho . Diduga ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) tidak dapat digunakan

sebagai penghambat autoinducer dari V. harveyi.



Hi : Diduga ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dapat digunakan sebagai

penghambat autoinducer dari V. harveyi.

1.5 Kegunaan

Hasil uji GC-MS ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) diharapkan mampu
memberikan informasi bagi masyarakat tentang manfaatnya sebagai
penghambat quorum sensing V. harveyi, sehingga meminimalisir penyebaran

penyakit vibriosis di lingkungan budidaya.

1.6 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik, Universitas Islam
Negeri Malang pada Januari 2015 untuk melakukan ekstraksi dan untuk
melakukan uji GC-MS dilakukan di Laboratorium Forensik Kantor Polisi Daerah

Surabaya pada Februari 2015.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan Morfologi Cumi-cumi (Loligo sp.)
Menurut Anonymous (2013a), klasifikasi cumi-cumi dapat dijabarkan

sebagai berikut :

Kingdom : Animalia
Filum : Mollusca
Kelas : Chepalopoda
Ordo : Theotida
Famili : Loliginidae
Genus : Loligo
Spesies : Loligo sp.
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Gambar 1. Morfologi Cumi-cumi (Loligo sp.) (Barnes, 1968)

Menurut Derec (2009), cumi-cumi merupakan salah satu jenis spesies
laut dari golongan mollusca yang terdiri dari beberapa macam spesies,
diantaranya Loligo duvaceli, L. indica, L.p ealei, dan sebagainya. Cumi-cumi
tergolong hewan nokturnal dan merupakan predator aktif. Hewan yang termasuk
kelas chepalopoda ini memiliki adaptasi terhadap salinitas dalam kisaran luas.

Berdasarkan pendapat Prabawati (2005), karakteristik cumi-cumi adalah adanya



kantung tinta yang terdapat di atas usus besar dan bermuara di dekat anus, yang
biasanya digunakan oleh hewan tersebut sebagai pertahanan diri terhadap
musuh.

Menurut Rudiana dan Pringgenis (2004), cumi-cumi (Loligo sp.) memiliki
bentuk simetri bilateral dan dapat dibedakan atas kepala, leher dan
mantel/badan. Perbedaan cumi-cumi jantan dan betina dapat dibandingkan dari
bentuk tubuhnya, jantan berukuran lebih panjang lebih langsing sedangkan
betina lebih lebar dan pendek. Genus Loligo memiliki sirip di ujung posterior
mantel, 4 pasang tangan dan satu pasang tangan yang sangat panjang atau
disebut tentakel yang dilengkapi dengan alat pengisap. Hewan ini memiliki sifat
bioluminescent, yaitu organisme yang mampu menghasilkan emisi cahaya
karena ada reaksi kimia tertentu. Cumi-cumi bersifat karnivora yang biasanya
memakan udang, ikan pelagis kecil. Habitatnya mulai dari permukaan hingga
kedalaman 100 meter yang ditumbuhi lamun dan karang (Ismail et al., 2013).

Secara fisiologi cumi-cumi golongan Loligo sp. menggunakan aliran air
dalam rongga mantelnya selain sebagai alat gerak juga sebagai penyedia
oksigen untuk pernafasan. Sistem peredaran darah pada hewan ini adalah
peredaran darah tertutup. Keberadaan pembuluh kapiler, beberapa arteri yang
berkontraksi, dan sepasang jantung insang menaikkan tekanan darah pada
chepalopoda sehingga mempercepat saat renang. Darah cumi-cumi
mengandung hemocyanin. Alat ekskresi pada cumi-cumi adalah nephridia.
Sistem syarafnya berupa ganglia yang terletak berjauhan, dengan beberapa
syaraf penghubung. Tipe reproduksi hewan laut ini adalah diocious dengan
gonad yang terletak di ujung posterior (Suwignyo et al., 2005).

Mohanroju et al. (2013), cumi-cumi tergolong mollusca yang mengandung
banyak manfaat. Tinta yang menjadi pertahanan diri dari predatornya memiliki

manfaat sebagai antitumor dan antibakteri untuk beberapa jenis bakteri. Sifat



antimikrobial berasal dari tulang rawan cumi dan mantel dari Sepia parshadi
serta diketahui mampu melawan 10 patogen yang menyerang manusia baik itu
bakteri maupun jamur.

2.2 Pemanfaatan Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) di Bidang Pengobatan

Menurut Girija et al. (2012), cumi-cumi telah terbukti berperan dalam
dunia pengobatan. Pada konsentrasi tertentu tinta cumi-cumi telah terbukti dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus. Studi penelitian telah
menggunakan sejumlah bahan pengawet dan antioksidan dari tinta cumi
golongan Sepia officinalis. Tyrosinase adalah sebuah enzim dalam tinta cumi-
cumi yang diketahui berperan dalam pertahanan dari mikroba. Tinta cumi
berbentuk cairan yang komponennya didominasi oleh melanin yang berwarna
hitam pekat.

Menurut Liu et al., (2011), tinta cumi-cumi mengandung beberapa
campuran diantaranya melanin, protein, karbohidrat, dan lemak. Protein berkisar
6,33 %, melanin 15,41 %, sakarida 5,15 %, lipid 0,19 %, dan air 74,92 %.
Penelitian sebelumnya oleh Takaya et al. (1994b); Chen et al. (2000); Zhen et al.
(2002), mengungkapkan bahwa di dalam tinta cumi-cumi terkandung 9 asam
lemak diantarnya terdapat asam lemak jenuh dan tak jenuh serta diperkaya oleh
16 asam amino di dalamnya. Sedangkan menurut Okozumi dan Fujii (2000)
dalam Kurniawan et al. (2012), melanoprotein tinta cumi-cumi mengandung asam
amino esensial yang dominan yaitu berupa fenilalanin, leusin, dan arginin.
Sementara kadar asam amino non esensial yang dominan adalah asam glutamat
dan alanin. Dalam penelitian yang dilakukan oleh Wang (2010), polisakarida
yang terkandung dalam tinta cumi mampu meningkatkan kemampuan
antioksidan dari ayam broiler, dengan melihat peningkatan aktivitas SOD dan

penurunan MDA.



Tinta merupakan bahan yang digunakan oleh salah satu hewan
chepalopoda sebagai alat perlindungan diri. Terdapat tiga mekanisme dari
perlindungan tinta cumi, yaitu menyebabkan predator menghindar akibat tinta
yang dapat merubah daerah sekitar predator menjadi gelap berlanjut dengan
terganggunya predator akibat dari zat yang terkandung pada tinta yang bersifat
atraktif dan apetitif serta tinta pada akhirnya mengganggu aktifitas sensorik dari
predator (Derby et al., 2013).

Menurut Zhong, et al. (2009), tinta cumi-cumi memiliki peran biologis,
yaitu menghambat aktivitas plasmin, memunculkan respon imunologis,
membunuh sel-sel kanker sehingga memberi efek antitumor, meningkatkan
jumlah leukosit, sebagai antioksidan, antiradiasi, antiretrovirus, dan sifat
antibakteri. Selain itu menurut Lei et al. (2007), tinta cumi-cumi bisa melindungi

terhadap cedera hemopoietic yang disebabkan oleh radiasi.

2.3 Ekstraksi Bahan

Ekstraksi yaitu penarikan zat pokok yang diinginkan dari bahan mentah
dengan menggunakan pelarut yang dipilih dimana zat yang diinginkan mampu
terikat oleh pelarut. Sedangkan ekstrak merupakan sediaan sari pekat yang
diperoleh dengan cara melepaskan zat aktif dari masing-masing bahan, dengan
menghilangkan hampir semua dari pelarutnya dan menyisakan endapan atau
serbuk dari bahan tersebut (Horward, 1989 dalam Ermawati, 2010).

Menurut Ernawati (2007) dalam Pranoto (2012), kepolaran senyawa yang
akan diekstrak merupakan hal yang utama untuk menentukan bahan yang akan
digunakan dalam pengekstrakan. Suatu senyawa menunjukkan kelarutan yang
berbeda pada pelarut yang berbeda kepolarannya. Pelarut semi polar misalnya
etil asetat dapat menarik senyawa fenol dan terpenoid, sedangkan pelarut polar

seperti metanol dapat menarik senyawa alkaloid kuartener, komponen fenolik,



karotenoid, dan tannin. Sedangkan senyawa yang dapat terikat pada pelarut
metanol adalah saponin, alkaloid, polyhidroksisteroid.

Menurut Aprianti (2011), metode ekstraksi berdasarkan fasa zatnya ada
dua macam yaitu, ekstraksi cair-cair dan ekstraksi padat-cair. Bila mengekstraksi
fase berair dengan fase organik, air yang terlarut perlu dibuang sebelum bahan
yang diekstrak dipulihkan melalui penguapan pelarut. Ekstraksi padat-cair atau
leaching merupakan proses yang bersifat fisik karena komponen terlarut
kemudian dikembalikan lagi ke keadaan semula tanpa mengalami perubahan
kimiawi. Ekstraksi dari bahan padat dapat dilakukan jika bahan yang diinginkan
dapat larut dalam solven pengekstraksi. Ekstraksi berkelanjutan diperlukan
apabila padatan hanya sedikit larut dalam pelarut. Namun sering juga digunakan
pada padatan yang larut karena efektivitasnya.

Menurut Ibrahim dan Sitorus (2013), ekstraksi senyawa organik
bedasarkan tekniknya dibagi menjadi beberapa macam, antara lain :

1. Corong Pisah

Teknik ini digunakan untuk mengekstraksi senyawa organik yang terlarut
dalam suatu pelarut dengan pelarut lainnya dan antara kedua pelarut tidak saling
melarutkan, serta senyawa yang akan diekstrak kelarutannya lebih besar dalam
pelarut pengekstrak atau koefisien distribusinya (Kp) lebih besar. Pengekstrasian
akan sempurna bila pelarut dengan volume yang sama dilakukan berkali-kali
dibandingkan dengan hanya satu kali proses.
2. Pemerasan

Dapat digunakan untuk mengestrak senyawa organik yang berbentuk cairan
atau padatan dari bahan berbentuk padatan. Keunggulan teknik ini yaitu tidak
meninggakan residu pelarut dalam bahan yang diekstrak, namun tidak cocok
digunakan pada bahan yang kadarnya rendah seperti halnya hasil alam

khususnya metabolit sekunder.
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3. Distilasi
Teknik pemisahan yang didasarkan karena adanya perbedaan titik didih
antara komponen-komponen yang akan dipisahkan. Bila perbedaan titik didih
komponen makin besar maka pemisahan akan berlangsung baik dan hasilnya
semakin murni. Titik didih senyawa yang dipisahkan dengan cara ini yaitu
dibawah 250 °C.Terdapat 3 macam distilasi, yaitu :
a) Distilasi normal, untuk memisahkan senyawa yang dapat menguap dibawah
suhu 130 °C.
b) Distilasi uap, digunakan untuk zat yang mudah rusak atau terurai pada titik
didihnya.
c) Distilasi vakum, digunakan untuk senyawa yanag bertitik didih tinggi.
4. Sublimasi
Teknik ini digunakan untuk pemurnian kotoran (impurities dari bahan yang
dimurnikan, keuntungannya yaitu mencegah dekomposisi senyawa yang
menyublim pada suhu tinggi dan tidak perlu menggunakan pelarut.
5. Maserasi
Merupakan teknik perendaman bahan yang diekstraksi dan disaring setelah
beberapa waktu setelah direndam.
6. Perkolasi
Yaitu cara melewatkan pelarut dari bahan yang akan diekstrak dan dapat
dilakukan dalam keadaan panas maupun dingin.
7. Sokletasi
Pengekstrasian secara kontinu untuk menarik zat padat atau cai dari suatu
bahan padatan dengan menggunakan pelarut bertitik didih rendah (seperti,
aseton, metilen klorida, dan petroleum eter). Namun, bila pelarut memiliki nilai
titik didih yang terlalu tinggi maka, akan dapat merusak senyawa yang akan

diekstrak pada waktu proses sirkulasi dengan suhu tinggi.
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2.4 Klasifikasi Bakteri Vibrio harveyi
Menurut Anonymous (2014), klasifikasi bakteri Vibrio harveyi dapat

dijabarkan sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria
Ordo : Vibrionales
Family : Vibrionacea
Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio harveyi

2.5 Karakteristik Bakteri Vibrio harveyi

Menurut Ransangan et al. (2012), spesies dari bakteri Vibrio antara lain,
V. harveyi, V. alginolyticus, V. cholera, fluvialis, V. hollisae, V. metschnikovii, V.
mimicus, V. parahaemolyticus, dan V. vulnificus. Bakteri V. harveyi tergolong
bakteri gram negative, yang hidup di air laut, perairan bebas, dan kolom air, serta
dalam usus hewan laut. V. harveyi adalah bakteri yang mempunyai ciri-Ciri
bentuk batang melengkung, semua anggota genusnya bersifat motil dan memiliki
flagela polar dengan selubung, bersifat anaerob fakultatif dan positif oksidase
yang tidak membentuk spora dan biasanya ditemukan dalam air laut (Baumann
et al., 1984 dalam Mirbakhs et al., 2013). Menurut Yanuhar (2011), genus Vibrio
merupakan patogen oportunistik, yaitu organisme yang dalam keadaan normal
ada dalam lingkungan pemeliharaan lalu berkembang dari sifat yang saprofit
menjadi patogenik karena kondisi lingkungan memungkinkan. Bakteri vibrio ini
juga dapat hidup di bagian luar tubuh dengan jalan menempel, yang pada
akhirnya dapat menimbulkan kerusakan pada bagian luar tubuh maupun pada

organ tubuh bagian dalam seperti hati, dan usus (Feliatra, 1999).
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Menurut Meighen (1991) dalam Evan (2009), kemampuan berpendar dari
Vibrio harveyi merupakan hasil aktivitas enzim luciferase yang dapat berfungsi
sebagai katalisator dalam proses oksidasi reduksi. Proses oksidasi melibatkan
flavin mononukleotida dan aldehid alifatik rantai panjang sebagai substratnya.
Senyawa-senyawa  tersebut masing-masing diubah  menjadi  flavin
mononukleotida dan asam lemak disertai dengan pelepasan emisi cahaya
dengan panjang gelombang sekitar 490 nm. Gen-gen yang mengkodekan fungsi
perpendaran ini disandikan dalam suatu operon yang disebut dengan operon lux.
Bakteri ini tumbuh secara optimal pada suhu 30°C, salinitas antara 20-30 ppt
dengan pH 7,0 dan bersifat anaerobik fakultatif, yaitu dapat hidup baik dengan
atau tanpa adanya oksigen (Holt dan Krieg, 1984). Berdasarkan Roza dan Zafran
(1998) dalam Hatmanti (2003, batas aman keberadaan bakteri ini pada

lingkungan pemeliharaannya adalah 8,35 x 10* koloni/ml.

2.6 Quorum Sensing (QS) dan Quorum Quenching (QQ)

Menurut Schauder et al. (2001), pada bakteri gram-negatif, quorum
sensing merupakan sistem yang digunakan oleh bakteri untuk berkomunikasi
antar selnya, biasanya proses ini melibatkan homoserine lactone (HSL) atau
sering disebut dengan autoinducer (Al-1). Pengikatan HSL sebagai autoinducer
oleh LuxR, menghasilkan protein dalam aktivasi transkripsi gen target yang
spesifik. Berbeda dengan bakeri quorum sensing gram-negatif lainnya, V. harveyi
mengatur quorum sensing melalui dua komponen fosforilasi rumit. Bakteri jenis
ini memproduksi dan merespon dua jenis autoinducer yaitu Al-1 dan Al-2. Al-1
adalah homoserine lactone N-(3-hidroksibutanoil)-L-homoserine lactone dan
digunakan sebagai komunikasi antar spesies yang sama (intraspesies).

Sedangkan untuk Al-2 digunakan untuk hubungan interspesies.
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Menurut You et al., (2007), quorum sensing mempunyai peran penting
dalam pembentukan biofilm. Quorum sensing dalam kerjanya memanfaatkan
AHLs adalah salah satu faktor virulensi dari Vibrio spp., dan senyawa ini akan
disintesis saat populasi bakteri meningkat. AHL diproduksi oleh Luxl homolog
dengan LuxR homolog. Hasil penelitian menunjukkan bahwa strain A66 dari
Actinomycetes laut mampu merusak biiofilm V. harveyi (yang berarti merusak
sistem quorum sensing), hal ini karena adanya enzim yang bisa mencerna
senyawa dalam biofilm, seperti eksopolisakarida dan protein, atau produk alami
bisa bertindak menghancurkan biofilm. Untuk pengaplikasian secara massal
dapat dikombinasikan antara biofilm penghambat / perusak biofilm V. harveyi
dengan antibiotik konvensional.

Berkaitan dengan sistem mikrobial quorum sensing juga terdapat sistem
quorum quenching yang membantu dalam proses pertahanan terhadap penyakit,
karena quorum quenching bertujuan untuk menutup ekspresi faktor virulensi
bakteri patogen dan membatasi pertumbuhan sel serta berpotensi mengatasi
toksisitas obat, infeksi parah, dan resistensi antibiotik. Enzim QQ telah
diidentifikasi pada sejumlah bakteri dan telah menunjukkan kemampuan yang
cukup sebagai quorum quenchers sejak AHL-lactonase Al-2 pertama Kkali
diidentifikasi dari spesies Bacillus untuk melemahkan virulensi. QQ mampu
dikembangkan sebagai teknik untuk menghancurkan patogen dalam membentuk
kepadatan sel dan menonaktifkan atau mengurangi keganasan ekspresi
virulensi. Kemampuan ini dapat dipastikan bahwa host memiliki kemampuan
untuk membasmi patogen secara alami melalui fungsi sistem kekebalan tubuh
yang normal, sehingga mengatasi infeksi patogen. Dalam sistem QQ terdapat
dua kelas enzim. Kelas | didefinisikan sebagai enzim pemecah AHL

molekul, yang berisi AHL-lactonase, AHL-asilase dan paraoxonase. Kelas Il
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adalah enzim yang mengurangi karbonil untuk hidroksil, yang berisi

oksidoreduktase. (Fang et al.,2013).
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Gambar 2. Model Quorum Sensing V. harveyi (Pompeani et al.,2008)

Berdasarkan Pompeani et al. (2008), sinyal yang digunakan dalam
quorum sensing bakteri ada tiga macam, yaitu sinyal CAl-1 yang disintesis oleh
CgsA dan menghasilkan senyawa kimia yang belum mampu diidentifikasi, sinyal
Al-1 menghasilkan senyawa kimia berupa AHL (Acyl Homoserine Lactone) yang
disintesis oleh LuxM, dan sinyal Al-2 yang menghasilkan senyawa kimia berupa
furanosyl borate diester disintesis oleh LuxS . Ketiga sinyal tersebut memiliki
sensor yang berbeda, sensor CAI-1 adalah CgsS, untuk Al-1 memiliki sensor
berupa LuxN, sedangkan Al-2 memiliki sensor kompleks berupa LuxP dan LuxQ.
Fungsi sensor adalah untuk mendeteksi sinyal yang dikeluarkan bakteri dalam
jumlah banyak maupun sedikit dan sinyal yang dikeluarkan tersebut
mempengaruhi kepadatan sel bakteri, bila sinyal yang dikeluarkan itu tinggi maka
kepadatan sel juga dalam keadaan tinggi, begitupun sebaliknya. Bila sinyal yang

terdeteksi oleh sensor dalam jumlah sedikit LuxU akan mengeluarkan fosfat dan
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memberi sinyal pada LuxO yang akan mengikat Hfg untuk mengacaukan
pengkodean mRNA dalam transkripsi LuxR pada gen target. Jika sinyal yang
terdeteksi tinggi, maka saat Al (autoinducer) disintesis reseptor akan berubah
menjadi fosfat hingga mengatur pengkodean 50 gen termasuk di dalamnya
adalah pengkodean faktor luciferase dan faktor virulensi, sehingga bakteri
mampu bersifat patogen.

Bakteri V. harveyi merupakan golongan bakteri yang juga memproduksi
sinyal Al-2 (autoinducer-2). Prekursor sinyal Al-2 pada bakteri adalah 4,5-
dihidroxy-2,3-pentanedione (DPD), dan produk hasil dari reaksi tersebut adalah
enzim LuxS. DPD tersusun atas molekul yang sangat reaktif dan menimbulkan
reaksi spontan bila ditambahkan dalam sebuah larutan. Molekul yang berbeda
tetapi masih termasuk golongan DPD akan dikenali oleh bakteri sebagai sinyal
Al-2, dan dua sinyal DPD yang mampu menjebak sinyal aktif Al-2 adalah LuxP
yang terdapat pada V. harveyi dan LsrB dari bakteri S. typhimurium. Pada V.
harveyi sinyal Al-2 dibentuk pada proses siklik, hidrasi, dan penambahan borat

dalam DPD (Xavier et al., 2007).

2.7 Homoserine Lactone (HSL)

Menurut Vijayalakhsmi (2014), HSL adalah sinyal yang digunakan oleh
bakteri gram negatif sebagai pengkoordinasi dari sel satu ke sel yang lain
sehingga membentuk quorum sensing. Bakteri gram negatif menggunakan
autoinducer homoserine lactone yang disintesis oleh homolog Luxl dan homolog
LuxR. LuxR homolog mengkode protein aktivator transkripsi yang mendeteksi
HSL. Model quorum sensing ini telah digunakan oleh lebih dari 30 spesies bakteri
gram negatif.

Klerebezhem (1997) menyatakan bahwa beberapa bakteri gram negatif

mensintesis N-asil homoserin lactone (AHLS), yang berfungsi sebagai sinyal
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komunikasi dan mekoordinasi koloni bakteri untuk membentuk kepadatan
tertentu. HSL yang diproduksi dalam bioluminescence (lux) Vibrio fischeri dan
sintesis molekul sinyal N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone (OHHL)
membutuhkan protein Luxl. Protein LuxR dapat mengikat molekul OHHL,
sehingga menjadi aktivator pada proses transkripsi dalam memecah kepadatan
sel dan untuk ekspresi gen bioluminescence. (Salmond et al., 1995).

Menurut Defoirdt et al., (2008), pengontrolan sistem quorum sensing yang
dilakukan oleh V. harveyi dapat digunakan dengan mutan dari salah satu sinyal
yang digunakan oleh bakteri quorum sensing sebagai sinyal untuk
menghubungkan antara sel satu dengan yang lainnya, yaitu Al-2. Inaktivasi Al-2
sering disebut sebagai LuxS. Mekanisme ini terjadi karena Al-2 mensintesis
Sanhydroribosyl-L-homocysteine and S-homoribosyl-L-cysteine, kedua senyawa
tersebut merupakan substrat dari S-ribosyl-L-homocysteine yang telah
dilemahkan menggunakan LuxS dan dapat menghambat AI-2 dalam

memproduksi enzim (Alfaro, 2004).

2.8 GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry)

Menurut Sukmajaya et al. (2012), kromatografi gas-cair merupakan cara/
teknik yang memungkinkan analisis kualitatif dan kuantitatif suatu senyawa.
Dalam kromatografi gas, sampel cairan disuntikkan ke dalam ruang injeksi
dengan jarum injeksi melalui klep khusus. Sampel akan terbawa melalui kolom.
Di dalam kolom, sampel akan dipisahkan satu dengan yang lainnya dan
kemudian diteruskan ke detektor berupa signall/isyarat listrik. Selanjutnya akan
direkam berupa kode-kode dari senyawa kimia yang terdeteksi dari bahan.
Puncak-puncak spektrum tersebut akan dilewatkan ke spektrometer massa untuk

mengetahui massa molekul relatif (Mr) dan pola fragmentasinya (Lafferty, 1988).
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Kromatografi gas spektrometri massa (GCMS) merupakan instrumen
analisis hasil kombinasi antara kromatografi gas dan spektrometri massa,
kromatografi gas memiliki kemampuan yang sangat baik dalam hal pemisahan
dan analisis kuantitatif komponen sedangkan spektrometri massa memiliki
kemampuan yang tinggi dalam hal identifikasi atau analisis kualitatif. GC-MS
tidak dapat merusak sampel pada saat proses penganalisaan. Sistem kerja GC-
MS yaitu berdasarkan perbedaan kepolaran dan massa molekul sampel yang
dapat diuapkan. Sampel yang berupa cairan atau gas dapat langsung
diinjeksikan ke dalam injektor, jika sampel dalam bentuk padatan maka harus
dilarutkan pada pelarut yang dapat diuapkan. Aliran gas yang mengalir akan
membawa sampel yang teruapkan untuk masuk ke dalam kolom. Komponen-
komponen yang ada pada sampel akan dipisahkan berdasarkan partisi diantara
fase gerak (gas pembawa) dan fase diam (kolom). (Karliawan, 2009).

GC-MS merupakan alat teknik instrumental yang dinamis untuk
memisahkan dan mendeteksi senyawa-senyawa organik yang mudah menguap.
Semua jenis bahan, senyawa penyusunnya mampu dideteksi dengan alat ini.
Dengan syarat pelarut yang digunakan untuk bahan yang akan diujikan
menggunakan jenis pelarut yang memiliki titik didih tinggi sehingga mudah
menguap. Teknik identifikasi senyawa menggunakan GC-MS tergolong
identifikasi yang akurat dengan batas deteksi yang lebih rendah, sehingga
senyawa beserta fragmen-fragmennya mampu terdeteksi menggunakan alat ini.
Komponen utama penyusunnya adalah kontrol dan penyedia gas pembawa,
ruang suntik sampel, kolom yang diletakkkan dalam oven yang dikontrol secara
termostatik, sistem deteksi dan pencatat (detector yang berfungsi mengubah
sinyal gas menjadi sensor elektronik yang menghasilkan analisis kualitatif dan
kuantitatif sampel dan recorder sebagai perekamnya) (Rohman, 2009), dan alat

MS (Massa Spectrometry) yang berfungsi sebagai tempat penembakan elektron
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terhadap sampel, sehingga diketahui setiap puncak yang terdapat dalam
kromatogram untuk dibuat data spektranya, serta komputer sebagai pengolah
datanya kemudian dicatat oleh recorder berupa gambar antara limpahan relatif

(abundance) melawan m/e beserta struktur kimianya (Sitorus, 2009).



3. MATERI PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian

3.1.1 Alat-alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

e GC-MS

¢ Botol sampel

e Gelas ukur 1000 ml

e Pompa vacum

e Kamera

e Mikropipet 0,5-10 dan 10-100 pl
e Yellow tip dan blue tip

e Eppendorf

e Falcon

e Corong

e Baskom

3.1.1 Bahan-bahan Penelitian

Washing bottle

Coolbox

Pisau

Erlenmeyer 250 ml
Shaker

Rotary evapometer 60 rpm
Waterbath

Beaker glass

Freezer

Vortex mixer

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

e Tinta cumi (Loligo sp.) 50 ml
e Metanol 5 % 150 ml

e Aguades pH 7

e Aluminium foil

e Alkohol 70 %

e Tissu

¢ Kertas saring
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e Thermofreezing
e Kertas label

e Plastik klip

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode deskriptif.
Tujuan penelitian deskriptif menurut Umar (2004), yaitu untuk menggambarkan
sifat sesuatu yang sedang berlangsung dan memeriksa sebab—sebab gejala
yang diselidiki. Sedangkan menurut Sangadji dan Sopiah (2010), metode
deskriptif adalah metode yang menekankan pada penggambaran dan
mengintepretasikan suatu obyek penelitian tanpa melakukan percobaan pada
obyek tersebut, sehingga hanya bersifat pengamatan. Tujuan dari penelitian
deskriptif adalah untuk membuat gambaran secara sistematis dan eksploratif
yang mewakili obyek dari penelitian. Jenis data yang digunakan dalam penelitian
ini adalah data kuantitatif, yaitu data yang berbentuk angka, yang dapat dihitung
dan dinalisa lebih lanjut (Sugiyono, 2008).
3.3 Prosedur Penelitian
e Persiapan Pengambilan Kantong Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.)

Tahap awal dari penelitian ini adalah pengambilan tinta dari cumi-cumi,
Cumi-cumi yang digunakan diperoleh dari Pantai Lekok, Pasuruan, Jawa Timur
dalam keadaan segar. Pengambilan tinta cumi dilakukan dengan cara dipotong
bagian mantel (tepatnya pada bagian bawah tubuh cumi-cumi) secara vertikal
atau membujur dengan pisau. Diambil kantong tinta dengan pinset untuk
menghindari kantong tinta sobek. Karena tinta cumi-cumi komposisinya adalah
air. Kantong tinta yang telah diambil diletakkan dalam botol bekas air mineral dan

dimasukkan dalam freezer dengan suhu 3°C untuk mencegah tinta rusak.
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e Ekstraksi Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.)

Proses ekstraksi tinta cumi dilakukan di Laboratorium Kimia Organik
Universitas Islam Negeri, Malang. Ekstraksi dilakukan dengan diukur tinta cumi
dengan gelas ukur sebanyak 150 ml dan methanol sebagai pelarut sebanyak 50
ml. Ekstraksi ini bertujuan untuk menghilangkan kadar air yang terkandung dalam
tinta cumi-cumi. Tinta cumi dan methanol dimasukkan dalam erlenmeyer dan
dihomogenkan menggunakan shaker £ 1/2 jam. Penggunaan methanol sebagai
pelarut karena metanol bersifat polar seperti yang dikatakan oleh Sudarmadii,
Haryono, dan Suhardi (2003) dalam Wirda et al. (2011), adalah pelarut yang
bersifat polar, bahkan daya kepolarannya lebih tinggi daripada etanol dan lebih
rendah dari air. lebih bersifat misible (dapat bercampur dengan air dalam
berbagai proporsi). Pernyataan tersebut didukung oleh Al-Ash’ary et al. (2010),
metanol mampu melarutkan hampir semua komponen, baik yang bersifat polar,
semi polar, maupun non polar sedangkan tinta cumi-cumi komponen yang
dominan adalah air yang bersifat polar. Selain itu menurut Ibrahim dan Sitorus
(2013), metanol merupakan pelarut yang mempunyai massa molekul 32,04
g/mol, titik didihnya 64,7 °C, titik leleh -97,7 °C, berat jenisnya 0,791 g/ml, larut
sempurna dalam air dan tidak membentuk azeotrop. Hasil yang diperoleh dengan
menggunakan pelarut murni memberikan hasil dengan kadar air 0,04% . Larutan
tersebut didiamkan selama 2 hari dalam lemari pendingin sebagai asumsi bahan
aktif yang diinginkan telah diikat. Disaring larutan tersebut dengan corong yang
dilapisi kertas saring dan dibantu oleh pompa vacuum untuk mempercepat
proses penyaringan. Hasil penyaringan yang berada dalam erlenmeyer diuapkan
menggunakan rotary evapometer dengan kecepatan 60 rpm selama + 4,5 jam.
Larutan hasil rotary dipanaskan dengan waterbath untuk dipekatkan. Tinta yang
sudah pekat dipindahkan ke dalam appendorf dan disimpan dalam lemari

pendingin.
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e Pembuatan Stok HSL (Homoserine Lactone)

HSL yang digunakan dalam penelitian ini merupakan HSL sintetis. Bahan
ini termasuk dalam salah satu autoinducer yang digunakan oleh V. harveyi untuk
menyatukan sinyal antar sel dengan sel yang lain dalam kepadatannya.
Pembuatan stok HSL 4 mM dilakukan dengan pengukuran HSL sebanyak 96,51
pg dan ditambahkan methanol 5 % sebanyak 1000 pl. Dalam stok HSL 4 mM
diambil 200 uM dan diencerkan dengan metanol 200 pl. Kemudian diencerkan
dalam 6 kali ulangan sehingga terbentuk HSL dengan konsentrasi 0,05 puM
dalam 10 ml metanol 5 %. HSL dengan konsentrasi 0,05 uM diambil sebanyak 5
ml untuk dimasukkan dalam valkon dan disimpan dalam freezer -2°C sebelum
digunakan untuk menghindari kerusakan dari HSL (Homoserine Lactone).

o Identifikasi Senyawa yang Terkandung dalam Tinta Cumi-Cumi dengan
Pelarut Metanol dan Senyawa Hasil Reaksi Pemotongan Ekstrak Tinta
Cumi-cumi terhadap 30C8HSL yang dilakukan dengan Kromatografi Gas
Spektrometri Massa (GC-MS)

Pengidentifikasian dengan alat GC-MS menggunakan 2 sampel yaitu
sampel ekstraksi tinta cumi-cumi dengan metanol sebanyak 0,001 gr ekstrak tinta
cumi-cumi dalam 5 ml metanol 5 % dan sampel 30OC8HSL sebanyak 0,05 uM
dalam 5 ml metanol 5 % yang ditembak dengan ekstrak tinta cumi-cumi. Pada
saat dilakukan uji, digunakan sampel ekstrak tinta cumi-cumi dengan metanol
sebanyak 1 ml dan 30C8HSL yang ditembak ektrak tinta cumi-cumi
menggunakan perbandingan 1:1. Kemudian dianalisis dengan GC-MS, untuk
mengetahui fragmentasi senyawa dari masing-masing sampel dan dibandingkan
antara keduanya. GC-MS yang digunakan adalah agilent type 7890 A dilengkapi
dengan kolom jenis HP5 ukuran 30 m x 250 pm x 0,25 pm dioperasikan pada
suhu detektor 230°C dan suhu inlet 250°C dan digunakan gas helium sebagai

fasa geraknya. Alat GC-MS terdiri dari dua komponen alat yaitu GC (Gas

Cromatography) yang berfungsi sebagai alat pendeteksi suatu senyawa dari
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bahan dan akan memecah struktur kimia dari bahan tersebut. Sedangkan MS
(Mass Spectrometry) adalah alat yang mampu memecah struktur senyawa dari
pecahan yang dihasilkan oleh GC menjadi struktur yang paling kecil dan
mendeteksi spektrum massa senyawa tersebut untuk mengetahui kelimpahan

dan waktu yang diperlukan dalam pendeteksian senyawa tersebut.

3.4 Analisa Data

Analisa data yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
perbandingan hasil spektrum massa senyawa yang dominan pada hasil uji GC-
MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) antara ekstrak tinta cumi-cumi
dengan metanol dan HSL (Homoserine Lactone) yang ditambahkan dengan
ekstrak tinta cumi-cumi yang menggunakan pelarut metanol. Menurut Bakar
(2007), analisis data adalah suatu kaedah yang digunakan untuk mengolah data
mentah sehingga dapat dipaparkan. Tujuan dari analisa data yaitu untuk

menjawab semua kajian yang telah ditetapkan.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Uji GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry) Ekstrak Tinta
Cumi-cumi dengan Metanol

Uji GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry) adalah uji yang
dilakukan terhadap sampel / bahan untuk mengetahui pecahan senyawa yang
menyusun sampel tersebut dan mengetahui spectrum massa serta susunan
pecahan yang dihasilkan. Alat GC-MS terdiri dari dua bagian yaitu alat GC (Gass
Chromatography) yang mampu memecah senyawa menjadi fragmen-fragmen
dan alat MS (Mass Spectrometry) yang mampu mendeteksi massa molekul relatif
ion molekul penyusun suatu senyawa. Hasil dari uji GC-MS menunjukan
kelimpahan senyawa yang diletakkan pada sumbu x merupakan Retensi Time
yaitu waktu senyawa dan fragmennya dapat terbaca dalam alat GC-MS,
sedangkan nilai yang ditunjukkan sumbu y adalah nilai kelimpahan dari senyawa

dan fragmen yang telah terbaca. Kromatogram hasil ujiGC-MS dapat dilihat pada
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Gambar 3. Kromatogram Uji GC-MS Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan Metanol

Berdasarkan gambar tersebut kemudian dilakukan analisa dengan

membuka tiap puncak kromatogram untuk mengetahui berat molekul dan rantai
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kimia fragmen penyusun suatu molekul yang terdeteksi. Ekstrak tinta cumi-cumi
(Loligo sp.) mengandung 24 jenis fragmen organik atau turunannya yang dapat
dilihat pada Lampiran 1. Berdasarkan data pada Lampiran 2, dapat diambil
beberapa fragmen yang memiliki nilai kelimpahan dengan persen area lebih dari
5 % yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1.Hasil Pengamatan Uji GC-MS Ekstrak Tinta Cumi-cumi yang diekstrak
dengan Metanol.

No. Nama Senyawa atau Waktu % Area Golongan
Puncak Fragmen Retensi
6 2-Piperidinone 7,381 25,56 Piperidinone

10 N-etil-Nmetil-2-propenilamin 9,756 6,16 Amina

13 Asam hexadekanoik, metil 15,901 5,40 Ester
ester

19 Trimetil-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(- 20,45 7,44 Aldehid
trimetilsililoxietoksi) etoksi]
etoksi] eto

24 Cholesterol choles-5-en-3- 26,338 11,99 Kolesterol

ol (3.beta.)-cholesterol

Keterangan : Hasil Analisis GC-MS Ektrak Tinta Cumi-cumi dengan Pelarut Metanol
(Sumber : Data Primer)

Berdasarkan data tersebut terlihat senyawa yang terkandung dalam tinta
cumi yang nilainya lebih tinggi diantara keempat senyawa adalah golongan
piperidinone dengan persen area 25,56 % dan kolesterol 11,99 %. Nilai tersebut
menunjukkan bahwa senyawa penyusun tinta cumi didominasi oleh senyawa

tersebut beserta pecahan-pecahannya.

8 (b)

Gambar 4. Struktur Senyawa Kimia a) Piperidinone dan b) Kolesterol
(Sumber : Anonym, 2013).
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Senyawa piperidinone mempunyai rumus kimia CsHsNO dengan berat
molekul 99,133 mg/mol, titik lebur 38-40 °C, titik didih pada suhu 256 °C dan
massa jenisnya 291 g/L (Anonymous, 2013b). Pada rantai kimia yang
ditunjukkan Gambar 4 (a) terlihat bahwa penyusun dari piperidinone adalah
gugus amina yang disimbolkan oleh (NH) dan keton (O) dengan ikatan rangkap
dua. Gugus amina merupakan kelompok fungsional yang mengandung tiga
substituen sekitar atom nitrogen sentral yang berisi pasangan elektron.
Sedangkan rumus kimia dari kolesterol C27H460, dengan massa molar 386,65
g/mol. Massa jenis kolesterol adalah 1,052 g/cm? dan titik leleh 148-150 °C serta
titik didih 0.095 mg/L dalam 30 °C (Anonymous, 2013b).

Menurut Cheng et al. (2013), 2-piperidinone juga disebut sebagai y-
valerolactam merupakan monomer yang banyak digunakan untuk mensintesis
polimer dalam dunia industri. Jumlah piperidinone dalam ekstrak tinta cumi-cumi
mampu berperan sebagai inhibitor autoinducer Vibrio harveyi yang
memanfaatkan Autoinducer-1 (Al-1) sebagai sinyal quorum sensing. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Malladi et al., (2011), bahwa cincin laktam merupakan
isoster yang lebih stabil daripada cincin lactone sehingga dapat menjadi
prekursor bagi cincin lactone. Selain itu, c-laktam dimodifikasi sedemikian rupa
sehingga menyerupai S-ribosil-L-homosistein, yang berfungsi untuk mengatur
guorum sensing melalui biosintesis LuxS yang dimediasi oleh Al-2.

4.2 Uji GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry) N-octanoyl-L-
homoserine lactone (BOC8HSL) Sintetis yang ditembak dengan Ekstrak
Tinta Cumi-cumi yang Menggunakan Pelarut Metanol

N-octanoyl-L-homoserine lactone (30OC8HSL) merupakan salah satu
golongan senyawa lactone, yang digunakan oleh bakteri quorum sensing
(khususnya bakteri gram negatif) untuk berkomunikasi antara sel satu dengan

yang lain, salah satu golongan bakteri gram negatif yaitu bakteri V. harveyi.
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Beberapa jenis autoinducer yang digunakan oleh bakteri gram negatif antara lain,
N-butanoyl-L-homoserine lactone (C4HSL), N-nexanoyl-L-homoserine lactone
(C6HSL), 3-oxohexanoyl-L-homoserinelactone (30C6HSL), N-octanoyl-L-
homoserine lactone (C8HSL), 3-oxooctanoyl-L-homoserine lactone (3OC8HSL),
N-decanoyl-L-homoserine (C10HSL), N-dodecanoyl-L-homoserine (C12HSL)
danN-tetradecanoyl-L-homoserine lactone (C14HSL) (Huang et al., 2012).
Sedangkan jenis HSL yang digunakan dalam penelitan ini adalah N-octanoyl-L-
homoserine lactone (30OC8HSL) sintetis yang berfungsi sebagai pengganti sinyal
yang dikeluarkan oleh V. harveyi dalam poses quorum sensing. Hasil dari uji GC-
MS 30C8HSL yang ditambahkan ekstrak tinta cumi-cumi dengan pelarut metanol

dapat dilihat pada kromatogram yang ditunjukkan oleh Gambar 5.
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Gambar 5. Kromatogram 30C8HSL Sintetis yang ditambahkan Ekstrak Tinta
Cumi-cumi (Loligo sp.)

Berdasarkan hasil pada kromatogram tersebut selanjutnya dilakukan
analisa dan terdapat 22 fragmen yang terdeteksi dengan masing-masing
kelimpahan yang berbeda-beda. Dua diantaranya memiliki nilai persen area = 5
% dan 4 fragmen senyawa diantaranya merupakan fragmen yang hanya

terdeteksi pada hasil uji N-octanoyl-L-homoserine lactone (3OC8HSL) sintetis
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yang ditembak ekstrak tinta cumi-cumi dengan pelarut metanol. Kelimpahan
fragmen yang terdeteksi paling besar pada uji GC-MS menunjukkan tingkat
kestabilan fragmen tersebut. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Sitorus
(2009), fragmen dengan jumlah kelimpahan yang cukup besar dalam suatu
bahan keberadaannya stabil dalam molekul tersebut, sehingga terdeteksi dengan
nilai puncak yang tinggi dibandingkan dengan fragmen lain yang mempunyai nilai
kelimpahan yang cukup rendah yang ditampilkan pada Lampiran 7. Dari
sejumlah fragmen yang terdeteksi, pada Tabel 2 berikut ditunjukkan fragmen
yang terdeteksi setelah dilakukan penembakan 3OC8HSL sintetis oleh ekstrak
tinta cumi-cumi.

Tabel 2. Hasil Pengamatan Uji GC-MS 30C8HSL yang ditambahkan Ekstrak
Tinta Cumi-cumi dengan Pelarut Metanol.

No. Nama Senyawa Waktu % Area Golongan
Puncak Retensi

6 Oktadekametilsiklononasiloxan, 14,786 2,39 -
oktadekametil (CAS)

13 Desil 2-metilbutanoat 20,096 2,82 -

19 Cis-3, 3a, 4,5,6,7-hexahidro-7- 23,603 1,36 -
(2-tienil) sikloheksa [c] isoxazol

21 Fenol, 2,2’-[1-metil-1,2 24,336 3,12 Fenol

etanedil) bis ( nitrilometilidi)]bis-

Keterangan : senyawa yang terdeteksi setelah dilakukan penambahan ekstrak tinta cumi-
cumi pada 30C8HSL. Hasil Analisis GC-MS Ektrak Tinta Cumi-cumi
dengan Metanol dan ditambahkan AHL (Sumber : Data Primer)

Berdasarkan hasil dari kromatogram antara ekstrak tinta cumi-cumi
dengan metanol dan N-octanoyl-L-homoserine lactone (30OC8HSL) sintetis yang
ditembak ekstrak tinta cumi-cumi melalui uji GC-MS terlihat bahwa senyawa yang
terdeteksi dari sampel adalah keempat senyawa diatas. Terdeteksinya keempat
senyawa tersebut mengindikasikan hasil reaksi dari 30OC8HSL yang ditambahkan
ekstrak tinta cumi-cumi. Hasil persen area tertinggi dari uji GC-MS reaksi
keduanya adalah golongan fenol. Sedangkan, tiga senyawa lain golongannya

belum dapat diidentifikasi.
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4.3 Fragmentasi Senyawa Hasil Reaksi HSL (Homoserine Lactone) dengan
Ekstrak Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.)

Uji GC-MS antara autoinducer sintetis 30C8HSL yang merupakan
golongan senyawa lactone, setelah dilakukan penembakkan dengan ekstrak tinta
cumi-cumi (Loligo sp.) menghasilkan pecahan senyawa yang ditampilkan pada
Tabel 2 diatas. Berdasarkan data Tabel 2 diatas menunjukkan bahwa terdapat 4
senyawa yang terdeteksi oleh GC-MS dari sampel 3OC8HSL sintetis yang
ditembak oleh ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dan senyawa tersebut tidak
ditemukan pada hasil uji GC-MS ekstrak tinta cumi-cumi dengan pelarut metanol
dan tanpa penambahan HSL. Diantara keempat senyawa tersebut terdapat fenol
yang memiliki kelimpahan 3,12% dan kelimpahannya tertinggi diantara keempat
senyawa lain. Kelimpahan fenol dengan nilai tersebut tergolong tinggi, menurut
Velmurugan et al. (2012), dengan menggunakan ekstrak ekstrak bunga biduri
(Calotropis procera) yang mengandung fenol dapat menghambat aktifitas V.
harveyi dengan dosis minimum 60 pg/ml sedangkan bersifat bakteriosidal pada
dosis 120 pg/ml.

Menurut Maryani et al. (2002), penelitian mengenai kandungan fenol dari
buah mangrove terhadap aktivitas patogenitas bakteri V.harveyi pada udang
windu (Penaeus monodon) membuktikan bahwa ekstraksi buah mangrove yang
mengandung fenol mampu meningkatkan Survival Rate (SR) pada udang >70 %.
Sarida et al. (2010), menyatakan fenol mampu merusak membran sel,
menginaktifasi enzim, dan mendenaturasi protein. Kandungan fenol tinggi
memiliki kemampuan menembus dan mengganggu dinding sel bakteri dan
mempresipitasi protein dalam sel bakteri sedangkan dalam konsentrasi yang
lebih rendah, fenol menginaktifkan sistem enzim penting dalam sel bakteri.

Dinding sel bakteri gram negatif mengandung peptidoglikan dan juga
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lipopolisakarida, yang fungsinya melindungi sel (Austin dan Zhang, 2006; Owens
dan Busico-Salcedo, 2006 dalam Saptiani et al., 2012).

Keberadaan bahan aktif berupa 2-piperidinone (y-valerolactam) dan fenol
sebagai salah satu hasil reaksi antara ekstrak tinta cumi-cumi dengan HSL,
mengindikasikan bahwa ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dengan pelarut
metanol mampu menghambat pembentukan sinyal quorum sensing HSL yang
dihasilkan oleh bakteri V. harveyi. Sesuai pendapat Dong et al. (2007),
mekanisme penghambatan sinyal quorum sensing dilakukan dengan meniru
struktur kimia quorum sensing seperti halnya furanone berhalogen dan AIPs
sintetis yang mirip dengan AHL dan AIP sinyal yang kemudian mengganggu
sinyal yang sesuai, sehingga inhibitor mampu mengikat reseptor atau
menurunkan konsentrasi reseptor. Jika reseptor menurun menunjukkan sinyal
yang dihasilkan oleh bakteri dalam jumlah sedikit sensor akan mensintesis LuxO
dengan dimediasi oleh LuxU sehingga melepas fosfat yang kemudian akan
mengikat Hfq untuk mengacaukan pengkodean mRNA dalam proses transkripsi
LuxR yang akan mempengaruhi patogenitas faktor virulensi terhadap gen target

(Pompeani et al., 2008).



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitan yang telah dilakukan, maka dapat
disimpulkan bahwa ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) mampu menjadi inhibitor
quorum sensing Vibrio harveyi yang ditunjukkan dengan ditemukannya senyawa
2-piperidinone (y-valerolactam) dari hasil uji GC-MS (Gas Chromatography -
Spectrometry Massa) yang sifatnya stabil dan mampu memecah autoinducer
sintetis bakteri V. harveyi berupa senyawa 3-N-octanoyl-L-Homoserine-Lactone
(30C8HSL) sehingga tidak ditemukan senyawa turunan dari autoinducer tersebut

pada reaksi penembakan ekstrak tinta cumi-cumi terhadap 3OC8HSL.

5.2 Saran

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.)
dengan pelarut metanol mengandung senyawa piperidinone yang mampu
mensintesis 30C8HSL sehingga mempunyai potensi sebagai inhibitor
autoinducer Vibrio harveyi. Maka, perlu dilakukan uji in vitro dan in vivo untuk

mengetahui diameter daya hambat ekstrak tinta cumi-cumi terhadap V. harveyi.
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Lampiran 1. Puncak Kromatogram Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan Metanol
yang diuji GC-MS

No. Nama Senyawa Waktu Retensi % Area
Puncak
1 4-metil-N-[4’hidroksi-4’-metilpen-2’-yn- 6,512 4,58
1'yl]-N-(prop-2ynyl) benzenasulfonam
2 Asam fosfonik, (fenilmetil)-dietil ester 6,655 1,93
dietilbenzilfosfonat
3 1,4-butanadiamin,N,NN’-bis[3-(2-ox0-3- 6,689 1,03
oxazolidinil) propel]-N,N-bis(4-metilpeni
4 1,3-pronanediamin, N, N, N’, N’- 6,843 1,12
tetrametil-bis [(dimetilamino) metil)
metana
5 1,3-pronanediamin, N, N, N’, N’etrametil- 6,895 0,64
bis [(dimetilamino) metil) metana
6 2-Piperidionine 7,381 25,56
7 2-piperidinon 2 piperidinon.alfa- 7,673 1,28
piperidinon.delta.-valerolactam
8 Sikloheptana 9,476 4,47
9 1,3-dimetil-3-Nbutildiazirridin 3-butil-1,3- 9,579 2,64
dimetildiaziridine
10 N-etil-Nmetil-2-propenilamin 9,756 6,16
11 (1R-(10,3B,4B))-1-isopropenil-4-metil- 11,181 4,37
1,3-siklohexanidiol 3 asetat
12 Asam karbon, dodesill,2,2-trikloroetil 15,495 2,92
ester
13 Asam hexadekanoik, metil ester 15,901 5,4
14 Asam cis-vaccenic, 11- asam 17,664 1,39
oktadekanoic , 11-asam oktadenoik
15 Cis-9asam hexanoic 17,715 1,53
16 Oleil alcohol, trifloroasetat 17,812 2,13
17 Asam heptadekanoic, 14-metil-,metil 17,887 2,54
ester metil 14-metilheptadekanoat
18 Asam oktadekanoic, 3-hidroksi-metil 20,078 1,63
ester metil 3-hidroksidekanoat
19 Trimetil-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(- 20,45 7,44
trimetilsililoxietoksi) etoksi] etoksi] eto
20 Butil 4, 7, 10, 13, 16, 19- 20,822 2,23
dokosaheksanoat
21 Silane, dimetil [(metilsilil) metil] 2,4- 21,572 2,42
disilapentana,2-metil
22 Metil 3-hidroksitetradecanoat asam 21,755 3,74
tetradecanoic, 3-hidroksi-,metil ester
23 3,5-dimetilbenzaldehid 23,506 0,87
thiocarbomoilhidrazon
24 Cholesterol choles-5-en-3-ol (3.beta.)-(-)- 26,338 11,99

cholesterol
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Lampiran 6. Puncak Kromatogram 30OC8HSL Sintetis yang ditambahkan Ekstrak
Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.)

No. Nama Senyawa Waktu % Area
Puncak Retensi
1 2-piperidinon-2 piperidon—alfa— 7,679 10,22
piperidon delta - valerolactam
2 2-piperidinone 2-piperidone.alfa- 7,696 3,01
piperidone delta - valerolactam
3 Asam hexanoik, 2 tetradesil ester 1- 7,748 4,73
metiltridesil hexanoat
4 Piperidinone (CAS) piperidone 7,788 1,11
piperdinone
5 2-piperidinon-2 piperidon—alfa— 7,805 2,61
piperidon delta - valerolactam
6 Oktadekametilsiklononasiloxan 14,786 2,39
siklononasiloxane, oktadekametil (CAS)
7 2-asam butanadioik monododesil ester 15,558 1,82
8 Asam heksadekanoik, metil ester metil 15,947 5,45
palmitat
9 Oktil 3, 3-dikloroasrilat 16,811 4,91
10 9 asam oktadekenoik (2)-, metil ester 17,687 3,25
(CAS) metil oleat
11 2-heksadeken-1-o0l,3,7,11,15-tetrametil- 17,830 4,87
[R-[R*,R*-(E)]] (CAS) pitol (CAS)
12 Asam triacontanoik, metil ester, metil 17,910 3,67
melissate, metil melisisat
13 Desil 2-metilbutanoat 20,096 2,82
14 Trimetil-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2- 20,490 2,05
trimetilsililosietoksi) etoksi] etoksi] et
15 Metil 2,2-dimetil-3,6,9,12,15, 18,21- 20,548 1,33
heptaoxa-2-silatricosan-23-oat
16 Metil 2,2-dimetil-3,6,9,12,15, 18,21- 20,588 0,39
heptaoxa-2-silatricosan-26-oat
17 Benzene, 1-isotiosianato-2-metil Asam 21,589 5,92
isotianik, o-tolil ester
18 Metil 3-hidroksitetradekanoat Asam 21,795 6,77
tetradekanoik, 3-hidroksi, metil ester
19 Cis-3, 3a,4,5,6,7-heksahidro-7-(-2- 23,603 1,36
tienilsikloheksa [c] isoxazole
20 Fenol, 2, 2’-[(1-metil-1, 2-etanedil) bis 24,187 1,86
(nitrilometilidin)] bis-
21 Fenol, 2, 2’-[(1-metil-1, 2-etanedil) bis 24,336 3,12

(nitrilometilidin)] bis-

22 Kolesterol kolest-5-en-3-0l 3 beta) 26,361 26,35
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Lampiran 8. Lanjutan
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Lampiran 11. Skema Uji

GC-MS

Spectrometry)
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(Gass Chromatography-Mass

Sampel

VA

Ekstrak Tinta Cumi-cumi dengan

Pelarut Metanol 5 % (1 ml)

30C8HSL 0,05 uM (2 ml) +
Ekstrak Tinta Cumi-cumi (1 ml)

Diinjeksi melalui ruang injektor
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\ 4
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.
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Sinyal Elektronik
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Lampiran 12. Alat Penelitian

Waterbath

Rotary Evapometer Pompa Vacum



Lampiran 13. Lanjutan

Shaker

Falcon

Freezer

Timbangan Digital
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