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ABSTRACT

Bacterial deseases are seriousness problem in aquaculture. The uncontrolled of quality
degradation of pond sites because of wastes and organic matters decompotition and also global
climate changes has been predicted affect triggered the bacterial infections. Vibrio harveyi is one
of patogenic bacteria which againts Tiger shrimp (Penaeus monodon). The recovery strategies has
been applied both in the rehabilitation of pond sanitary and also it has been focussed in curative
methods to overcome infection activities. The usage of synthetic antibiotics has been reported gift
any negative effects, either for environment and rised pathogenic resintance because of
uncontrolled exposure.

Environmental friendly and based on biological methods has been promoted to overcome this
problem. The usage of antibacterial agents derived from natural compounds  has been
recommended as an effective method. Several marine resources has been predicted as candidates
of antibacterial agents againts Vibrio harveyi. Several seaweeds (macroalga) and seagrass has
been explored in this research at in-vitro level of study to inhibit the activity of Vibrio harveyi. The
result showed that all of the crude extracts derived from seagrass (Thallasia sp) and several kinds
of seaweeds (Padina sp, Gracilaria sp and Sargassum sp) could inhibit the growth of Vibrio
harveyi from the lowest concentration level (10 ug/mL). The highest inhibition activity has been
showed from the antibacterial sensitivity test of crude extract of Thallasia sp at the concentration
level of 10.000 pg/mL.
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PENDAHULUAN

Penyakit bakterial merupakan salah
satu ancaman yang saat ini masih
dikhawatirkan oleh para pembudidaya
udang di Indonesia. Beberapa spesies
Vibrio sp diketahui telah menyerang
komoditas udang windu, sehingga dikenal
dengan penyakit Vibriosis. Setiap spesies
vibrio memiliki intensitas parasitas yang
berbeda-beda. Penyakit yang disebabkan
oleh bakteri ini dapat menyebabkan

kematian larva udang sampai 100% dalam
waktu 1-2 hari.

Kondisi ini  tentunya  sangat
merugikan kegiatan budidaya udang, yang
selama ini menjadi primadona ekspor non
migas di Indonesia. Permintaan konsumen
dunia terhadap udang rata-rata naik 11,5%
per tahun. Secara khusus, udang windu
(Panaeus monodon FAB) merupakan salah
satu produk unggulan perikanan Indonesia
yang paling banyak diminati konsumen.
Permintaan pasar terhadap udang windu
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sangat tinggi, baik di dalam negeri maupun
dari luar negeri.

Namun  demikian, pada  saat
permintaan udang dunia terus meningkat,
terjadi penurunan produksi udang di
Indonesia dari 133,836 ton tahun 2003, dan
127,119 ton tahun 2004 menjadi 100,000
ton pada tahun 2005 (Dirjen Perikanan
Budidaya 2006). Penurunan produksi
udang di Indonesia mulai tahun 2003
hingga sekarang terutama disebabkan oleh
serangan infeksi virus dan bakteri akibat
buruknya kondisi perairan (Purnomo
1997).

Beberapa bahan alam yang dapat
diprediksi sebagai kandidat bahan dapat
mengatasi serangan penyakit vibriosis ini
adalah beberapa makroalga laut (seaweed)
dan lamun (seagrass). Penggunaan bahan-
bahan alam dalam mengatasi serangan
penyakit vibriosis lebih efektif
dibandingkan =~ dengan = menggunakan
bahan-bahan kimia sintetis, karena selain
tidak menimbulkan efek samping juga
mudah untuk didapatkan.

Lamun (seagrass) telah diketahui
memiliki  kandungan  alkaloid  dan
terpenoid yang tinggi (Angka dan
Suhartono 2000), yang berpotensi sebagai
antibakteri, antijamur dan antiinflamasi
(Kristanti 2008). Sementara itu, beberapa
jenis makroalgae (seaweed) juga telah
dieksplorasi potensi fitokimianya yang
kaya akan alkaloid, flavonoid, saponin,
polifenol dan beberapa jenis terpenoid
(Angka dan Suhartono 2000) dan terbukti
mampu menghambat pertumbuhan
beberapa bakteri patogen (Agung 2004).

Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengetahui  bioprospek  dari  lamun
(Thallassia sp) dan beberapa jenis
makroalga Gracillaria sp, Padina sp dan
Sargassum sp yang dikoleksi dari perairan
Pantai Pangandaran sebagai sumber
metabolit sekunder yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio
harveyi yang menyebabkan penyakit
vibriosis pada udang windu, dalam lingkup

studi in-vitro sehingga dapat dijadikan
kandidat Agen Antibakteri Patogen Vibrio
harveyi

BAHAN DAN METODE

Pengambilan sampel lamun dan
makroalga dilakukan di Perairan Pantai
Pangandaran, Kabupaten Ciamis. Proses
ekstraksi dan wuji sensivitas antibakteri
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
dan Bioteknologi Kelautan Fakultas
Perikanan dan I[lmu Kelautan Universitas
Padjadjaran Bandung. Uji fitokimia
dilakukan di Laboratorium Kimia Jurusan
Kimia FMIPA Universitas Padjadjaran
Bandung. Isolat bakteri Vibrio harveyi
didapatkan dari Laboratorium Hama dan
Penyakit Ikan di BBPBAP Kabupaten
Jepara.

Prosedur Pengambilan Sampel Lamun
dan Makroalga

Sampel lamun (Thallassia sp) dan
makroalga yaitu Gracillaria sp, Padina sp
dan Sargassum sp) dikoleksi dari perairan
Pantai Pangandaran, Kabupaten Ciamis.
Masing-masing jenis lamun dan makroalga
diambil  dari  lingkungan  perairan,
dibersihkan dari kotoran dan substrat yang
menempel kemudian dimasukan ke dalam
plastik berlabel untuk dicatat lokasi dan
waktu pengambilannya setelah terlebih
dahulu diidentifikasi dengan bantuan Buku
Identifikasi Lamun dan  Makroalga
(Edward 1987). Sampel kemudian di
simpan di dalam cool box untuk dibawa ke
laboratorium.

Prosedur Uji Fitokimia Lamun dan
Makroalga

Potensi  fitokimia  lamun dan
makroalga diterminasi untuk beberapa
senyawa meliputi : Alkaloid, Flavonoid,
Polifenol, Saponin, Steroid dan Terpenoid.
Pengujian fitokimia dilakukan dengan
reagen spesifik menurut panduan yang
dikembangkan oleh Kristanti dkk. (2008)
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Prosedur  Ekstraksi  Lamun dan
Makroalga

Ekstraksi daun lamun dan thallus
makroalga dari masing-masing jenis
dilakukan dengan metode maserasi.
Sebanyak 1 kg sampel (untuk setiap jenis
lamun dan makroalga) yang telah
dikeringanginkan selama 48 jam hari,
dicacah halus kemudian direndam dengan
pelarut  methanol (MeOH)  dalam
erlenmeyer hingga seluruh bagian sampel
terendam. Maserasi dilakukan selama 72
jam dengan pengambilan filtrat dan
penggantian pelarut dilakukan setiap 24
jam.

Filtrat disaring dengan menggunakan
kertas saring Whattman No 1, kemudian
filtrat ditampung dalam gelas becker dan
diukur volumenya. Filtrat yang sudah
dipisahkan kemudian divapkan dengan
Rotary Evapourator (Rotavapour) pada
suhu 60°C hingga terbentuk ekstrak kasar
dalam bentuk pasta di dinding flash.
Ekstrak kasar (pasta) yang didapat
kemudian  ditimbang beratnya dan
ditempatkan di dalam vial (Burgess et al.
2003).

Prosedur Elusidasi Ekstrak Lamun dan
Makroalga

Ekstrak kasar dari masing-masing
sampel lamun dan makroalga difraksinasi
melalui Kromatografi Kolom Terbuka
(KKT) dengan adsorbent Silika Gel
dengan eluen yang digunakan adalah
campuran  Kloroform-Methanol  yang
ditingkatkan kepolarannya yakni dengan
perbandingan  Kloroform Methanol
berturut-turut (4 : 1), (3 : 1), (2 : 1), dan (1
: 1). Fraksinasi dengan menggunakan eluen
yang ditingkatkan  kepolarannya ini
dimaksudkan  agar  senyawa  yang
terkandung dalam ekstrak dapat terpisah
dengan baik berdasarkan kepolarannya.

Setiap 20 mL eluat atau fraksi yang

keluar ditampung dalam gelas-gelas vial.
Setiap fraksi dianalisis dengan
Kromatografi ~ Lapis  Tipis  (KLT),
kemudian noda yang muncul divisualisasi
dengan cara mencelupkan plate KLT pada
larutan Vanilin Sulfat kemudian dibakar di
atas Hot Plate. Fraksi yang menunjukkan
pola spot dan nilai Rf yang sama digabung.
(Burgess et al. 2003).

Prosedur Uji In-Vitro (Uji Sensitivitas
Antibakteri)

Uji sensitivitas antibakteri pada
penelitian ini menggunakan metode Difusi
Lempeng Agar (Agar Disk-Diffusion
Assay) yang mengacu pada prosedur yang
dilakukan oleh Laboratorium Hama dan
Penyakit BBPBAP Jepara dengan 5 (lima)
variasi konsentrasi ekstrak uji yaitu 10
pg/mL, 100 pg/mL, 1000 pg/mL dan
10.000 pg/mL untuk masing-masing
sampel lamun dan makroalga, dengan uji
kontrol pelarut menggunakan Methanol.
Adapun pengulangan dilakukan sebanyak
3 (tiga) kali.

Adapun Uji Sensitivitas Antibakteri
menurut prosedur Laboratorium Hama dan
Penyakit BBPBAP Jepara yaitu diawali
dengan penyiapan isolat bakteri uji (Vibrio
harveyi) dalam media Nutrient Broth (NB)
dengan kepadatan 10’. Suspensi biakan
kemudian dioleskan secara merata pada
permukaan media Nutrient Agar (NA)
pada cawan petri dengan menggunakan lidi
kapas steril. Sebanyak 20 pL ekstrak
kemudian diteteskan pada kertas disk
dengan menggunakan pipet mikro,
selanjutnya kertas disk yang telah
mengandung  ekstrak diletakkan pada
permukaan media inokulasi dengan
menggunakan  pinset  steril.  Biakan
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada
suhu inkubator 37°C. Diameter zona
hambatan yang terbentuk diukur dengan
menggunakan jangka sorong.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel lamun

(seagrass) dan makroalga (seaweed)
dilakukan di perairan Pantai Pangandaran,
Kabupaten Ciamis (Pantai Timur dan

Pantai Karapyak). Pengambilan sampel
dilakukan melalui purposive random
sampling.

Adapun jenis lamun dan makroalga
yang berhasil didapatkan disajikan dalam
Tabel 1 sebagai berikut :

Tabel 1. Jenis sampel lamun (seagrass) dan makroalga (seaweed) yang terambil

No Jenis Jumlah Terambil Lokasi
1 Sargassum sp 750 gram Pantai Karapyak
2 Padina sp 500 gram Pantai Karapyak
3 Gracillaria sp 500 gram Pantai Timur
4 Thallasia sp 3000 gram Pantai Karapyak
Sampel yang telah  didapat Uji  Fitokimia  Thallasia sp dan
kemudian dikeringanginkan di Sargassum sp
laboratorium selama 5 (lima) hari hingga Hasil pengujian kandungan

siap untuk dilakukannnya ekstraksi.

fitokimia lamun (Thallasia sp) dan
makroalga (Sargassum sp) memberikan
hasil sebagai berikut :

Tabel 2. Uji Fitokimia Thallasia sp dan Sargassum sp

No  Golongan Senyawa Pereaksi Hasil
Thallasia sp Sargassum sp
1 Alkaloid Dragendorf + -
2 Flavonoid HCl+Mg+Amylalkohol + +
3 Saponin Aquades + +
4  Steroid Lieberman Burchard + +
5  Triterpenoid Lieberman Burchard - -
6  Polifenol Fe(IIT) Cholride - -

Dari hasil di atas diketahui bahwa,
pada Thallasia sp (sebagai tumbuhan
kelompok  angiospermae)  ditemukan
keberadaan alkaloid, sedangkan pada
makroalga Sargassum sp tidak terdeteksi
keberadaan alkaloid. Triterpenoid dan
Polifenol juga tidak terdeteksi dari kedua
jenis bahan tersebut. Sementara itu,
Flavonoid, Saponin dan Steroid ditemukan
pada lamun (Thallasia sp) maupun pada
makroalga (Sargassum sp).

Maserasi dan Ekstraksi
Proses maserasi sampel lamun

(seagrass) dan makroalga (seaweed)
dilakukan dengan menggunakan pelarut
Methanol (MeOH) dengan perbandingan
sampel : pelarut (1 : 3). Proses maserasi
dilakukan selama 72 jam, dengan
pengambilan filtrat dan penggantian
pelarut dilakukan setiap 24 jam.

Filtrat yang tersaring kemudian
dikisatkan untuk mendapatkan ekstrak
pasta dengan menggunakan  rotary
evapourator. Adapun hasil ekstrak pasta
yang dihasilkan disajikan dalam tabel 3
sebagai berikut :
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Tabel 3. Hasil ekstraksi sampel lamun (seagrass) dan makroalga (seaweed)

No Maserasi Volume Filtrat Ekstrak didapat
1 Sargassum sp 500 mL 1,20 gram
2 Padina sp 450 mL 0,94 gram
3 Gracillaria sp 400 mL 0,72 gram
4  Thallasia sp 1000 mL 2,7 gram

Berdasarkan data di atas dapat diketahui
bahwa rendemen ekstrak yang dihasilkan
rata-rata 1 gram untuk 500 mL filtrat.

Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Analisis Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) dilakukan untuk mengetahui
sebaran polaritas dari senyawa aktif yang
terkandung dalam ekstrak hasil evaporasi.

KLT dilakukan dengan mobile phase
berupa campuran Chloroform : Methanol
(4 :1) yang telah diuji memiliki
kemampuan untuk menarik fraksi senyawa
dengan baik pada plate Silica Gel, yang
menjadi stationer phase nya.

Adapun hasil visualisasi KLT tersaji
dalam tabel 4 sebagai berikut :

Tabel 4. Hasil visualisasi KLT dari ektrak sampel lamun (seagrass) dan makroalga (seaweed)
dengan mobile phase Chloroform : Methanol (4:1)

Ekstrak Jumlah Noda
Sargassum sp 5
Padina sp 3
Gracilaria sp 3
Thallasia sp 4

Berdasarkan data tabel 4 di atas
terlihat bahwa ekstrak Sargassum sp
(seaweed) dan Thallasia sp (seagrass)
memiliki jumlah noda yang terbanyak
dibandingkan dengan dua sampel yang
lainnya. Banyaknya jumlah noda (spot)
pada TLC dapat mengindikasikan
banyaknya sebaran polaritas metabolit
sekunder yang terkandung di dalam
ekstrak kasar.

Uji In Vitro Ekstrak Kasar Lamun
(seagrass) dan Makroalga (seaweeds)
terhadap Bakteri Vibrio harveyi

Ekstrak lamun (seagrass) dan
makroalga (seaweed) selanjutnya diuji
aktivitas antibakterinya terhadap Vibrio
harveyi dengan 5 (lima) variasi konsentrasi
ekstrak uji yaitu 10 pg/mL, 100 pg/mL,
1000 pg/mL dan 10.000 pg/mL dan
dengan uji kontrol pelarut menggunakan
Methanol. Adapun hasil uji sensitivitas
antibakteri ekstrak kasar ini dapat dilihat
pada Tabel 5 berikut ini :
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Tabel 5. Rerata Diameter Zona Hambatan Pertumbuhan Bakteri Vibrio harveyi yang
Terbentuk dari Uji Sensitivitas Antibakteri terhadap Ekstrak Lamun (Seagrass) dan

Beberapa Jenis Makroalga (Seaweeds)

Jenis Kons. Ekstrak Diameter Zona Hambatan (mm) Rata-rata ISD

Ekstrak (ng/mL) (mm)
a (2) 3)

Padina sp 10000 7,14 7,77 7,27 7,39 0,33

1000 5,99 7,23 5,64 6,29 0,84

100 5,89 6,09 5,54 5,84 0,28

10 5,49 5,86 5,52 5,62 0,21

0 (Methanol) 5,38 5,47 5,82 5,56 0,23

Sargassum sp 10000 8,04 8,19 8,47 8,23 0,22

1000 8,17 8,03 7,78 7,99 0,20

100 7,58 7,32 7,44 7,45 0,13

10 7,30 6,53 6,55 6,79 0,44

0 (Methanol) 5,57 5,62 5,56 5,58 0,03

Gracilaria sp 10000 8,20 7,47 7,62 7,76 0,39

1000 7,47 7,03 7,44 7,31 0,25

100 6,34 6,12 6,47 6,31 0,18

10 5,91 5,83 5,93 5,89 0,05

0 (Methanol) 5,68 5,67 5,52 5,62 0,09

Thallasia sp 10000 8,25 8,24 8,26 8,26 0,01

1000 8,11 8,07 8,14 8,11 0,04

100 7,53 7,50 7,56 7,53 0,03

10 7,19 7,20 7,21 7,20 0,01

0 (Methanol) 5,50

5,53 5,50 5,51 0,02

ISD = Indeks Standar Deviasi

Berdasarkan data rerata diameter
zona hambatan pertumbuhan bakteri Vibrio
harveyi yang terbentuk dari hasil uji
sensitivitas antibakteri terhadap ekstrak
lamun (seagrass) dan beberapa jenis
makroalga (seaweed) pada Tabel 5 di atas
dapat diketahui bahwa diameter rata-rata
zona hambatan yang terbesar diperoleh
dari uji ekstrak Thallasia sp pada
konsentrasi 10.000 pg/mL yaitu sebesar
8,26 mm, sedangkan diameter rata-rata
zona hambatan yang terkecil diperoleh dari
uji ekstrak Padina sp pada konsentrasi 10
pg/mL yaitu sebesar 5,62 mm. Sementara

itu, untuk kontrol uji negatif yaitu
Methanol, diameter rata-rata  zona
hambatan yang terbesar diperoleh dari uji
ekstrak Gracilaria sp yaitu sebesar 5,62
mm, sedangkan diameter rata-rata zona
hambatan yang terkecil diperoleh dari uji
ekstrak Thallasia sp yaitu sebesar 5,51
mm.

Hubungan antara pembentukan
diameter zona hambatan pertumbuhan
bakteri Vibrio harveyi hasil uji sensitivitas
antibakteri ekstrak beberapa jenis lamun
(seagrass) dan makroalga (seaweed)
tertera pada Gambar 1 berikut ini.
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Gambar 1. Grafik pembentukan diameter zona hambatan pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi hasil uji
sensitivitas antibakteri ekstrak lamun (seagrass) dan beberapa jenis makroalga (seaweed)

Diameter zona hambatan (Gambar.
1) yang terbentuk untuk semua jenis
ekstrak akan tampak semakin besar seiring
dengan kenaikan konsentrasi ekstrak yang
diujikan. Informasi ini  menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak
apa?? maka semakin tinggi pula
kandungan bahan bioaktifnya, yang berarti
pula semakin kuat kemampuan
antibakterinya. Hal ini sesuai dengan
pernyataan dari Prijono (1994) yang
menyatakan  bahwa  semakin tinggi
konsentrasi ekstrak, maka semakin tinggi
kandungan bahan aktifnya yang dapat
meningkatkan kemampuan bahan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri uji.

Data yang ada juga menunjukkan
bahwa ekstrak lamun (seagrass) dan
beberapa jenis makroalga (seaweeds) telah
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Vibrio harveyi pada konsentrasi uji yang
terendah yaitu 10 pg/mL. Menurut
Sammes (1978), suatu bahan dapat
dikatakan memiliki potensi  antibakteri
bila mempunyai kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan bahkan

sanggup untuk membunuh bakteri pada
konsentrasi yang rendah. Keberadaan
senyawa alkaloid pada lamun (7Thallasia
sp) (hasil Uji Fitokimia Tabel 2)
memberikan pengaruh terhadap besarnya
daya hambat ekstrak kasarnya terhadap
bakteri Vibrio harveyi bila dibandingkan
dengan jenis bahan penelitian lain yang
diyjikan. Hal ini dapat dijelaskan bahwa
alkaloid merupakan bahan alam yang telah
diketahui memiliki kemampuan sebagai
agen antibakteri (Angka dan Suhartono
2000).

KESIMPULAN

Ekstrak lamun (Thallasia sp) dan
beberapa jenis makroalga (Padina sp,
Gracilaria sp dan Sargassum sp) mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio
harveyi mulai dari konsentrasi yang paling
rendah (10 pg/mL) dengan konsentrasi
penghambatan tertinggi diperoleh dari uji
sensitivitas antibakteri Vibrio harveyi oleh
ekstrak lamun  Thallasia sp pada
konsentrasi uji 10.000 pg/mL.
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Ekstrak lamun (Thallasia sp) dan
beberapa jenis makroalga (Padina sp,
Gracilaria sp dan Sargassum sp) dapat
dijadikan  sebagai  kandidat = bahan
antibakteri patogen Vibrio harveyi.
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